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摘要　目的：优选流动相参数，建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定复方制剂黄七胶囊中人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｂ１及三七皂苷 Ｒ１
含量的方法。方法：以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，以乙腈为流动相Ａ，以水为流动相Ｂ，考察最佳梯度洗脱参数。结
果：最佳梯度为０～３０ｍｉｎ，乙腈１９→４０，水８１→６０。在此条件下，人参皂苷 Ｒｇ１进样量在０８４９６～７６４６４μｇ，Ｒｂ１在
０８５３８～８８５３８μｇ，三七皂苷Ｒ１在０２０２０～２０２００μｇ范围内皆与峰面积呈良好的线性关系。结论：该流动相梯度洗
脱比例提高了峰面积和理论塔板数，并节省了时间。
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　　中风又名卒中，其基本病机为阴阳失调、气血逆
乱、上犯于脑，导致脑脉痹阻或血溢脑脉之外，临床

以卒然昏仆、不省人事、半身不遂、口舌歪斜、语言不

利、偏身麻木为主症的一种疾病［１］。因本病起病急

剧，变化迅速，与自然界善行而数变之风邪特性相

似，故古人以此类比，名为中风［２］。中风是中医学中

的４大顽疾之一，具有发病率高、复发率高、致残率
高、病死率高的特点，严重危害人民健康的疾病［３］。

中风初发时以风证为主；发病１～２周时，以痰湿证、
血瘀证为多；恢复期以血瘀证、气虚证为多［４］。现代

血液流变学研究表明，中风患者血液存在着“浓”

（红细胞比容增高）、“黏”（全血黏度比、血浆黏度比

和纤维蛋白原增高）、“聚”（红细胞时间性泳时间

长）的情况［５］。故益气活血法为中风、特别是中风恢

复期的重要治疗法则。

黄七胶囊是在黄七汤的基础上研制而成，由黄

芪、土鳖虫、三七、葛根四味药材组成，具有益气活

血，化瘀通络之功效。用于气虚血瘀，脉络瘀阻所致

的中风恢复期，对半身不遂，肢体麻木，口眼歪斜，言

语不清或不语，感觉减退或消失治疗效果良好［６］。

方中佐药三七具有散瘀止血、消肿止痛之功效，《医

学衷中参西录》谓之：“化瘀血而不伤新血，允为理

血妙品”［７］。现代研究证明，三七具有明显的脑组织

保护作用且能改善脑部血液循环［８９］；三七所含的人

参皂苷Ｒｇ１、Ｒｂ１及三七皂苷 Ｒ１等有效成分能明显
扩张脑血管、降低脑血管阻力、增加脑血管血流量，

对颈部动脉亦有扩张作用，对颅脑损伤有保护作

用［１０１１］；可改善脑缺血再灌注损伤后脑组织能量代

谢，促进缺血脑组织对能量物质的利用［１２］；能减轻

缺血脑组织的炎性反应，保护缺血脑组织［１３］；能保

护神经元，降低脑缺血后梗死体积及水肿体积［１４］；

能改善血管内皮功能，降低血液黏度，抑制血小板活
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化和聚集从而具有抗血栓形成的作用［１５］。在新药

研制过程中，对黄七胶囊中三七的３种功效成分—
人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｂ１及三七皂苷Ｒ１进行方法学研究，
建立科学合理、专属性强的高效液相含量测定方法。

所建方法专属性强、重现性好、样品检测结果稳定，

可用于本制剂的质量控制。此外，按不同的比例的

乙腈水进行梯度洗脱，以峰面积为筛选指标，优选
出３种成分的最佳流动相比例完全相同，即：０～３０
ｍｉｎ，乙腈１９→４０，水８１→６０。该流动相梯度洗脱比
例同《中华人民共和国药典》２０１０年版一部［１６］比

较，提高了峰面积和理论塔板数，并节省了时间。

１　仪器与试药
１１　仪器　Ｐ３０００型高效液相色谱仪，Ｐ３０００型紫
外检测器；ＣＸＴＨ３０００色谱工作站，７７２５ｉ进样器；
ＵＶ７５５Ｂ紫外可见分光光度计。
１２　试药　１０批样品由杨凌无为制药集团有限公
司自制；人参皂苷 Ｒｇ１ 对照品 （批号：１１０７０３
２００７２６）、人参皂苷 Ｒｂ１ 对照品（批号：１１０７０４
２００４２０）、三七皂苷 Ｒ１ 对照品 （批号：１１０７４５
２００６１７），皆为供含量测定用，由中国药品生物制品
检定所提供。３批研究用中试样品由该公司胶囊剂
车间生产；乙腈和甲醇皆为色谱纯，水为重蒸馏水。

２　方法与结果
２１　色谱条件与系统适用性试验
２１１　色谱条件　以十八烷基硅烷合硅胶为填充
剂，柱压：１１０ＭＰａ，流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４５℃。
理论板数按三七皂苷Ｒ１峰计算应不低于４０００。拖
尾因子为１０３。
２１２　流动相的选择比例　以十八烷基硅烷键合
硅胶为填充剂；以乙腈为流动相 Ａ，以水为流动相
Ｂ，按表１中的规定进行梯度洗脱，按正文方法用对
照品溶液作图，以峰面积为筛选指标，找出最佳流动

相比例。三七皂苷 Ｒ１对照品、人参皂苷 Ｒｇ１对照
品、人参皂苷Ｒｂ１对照品流动相结果见表２～４。

表１　流动相梯度设置

比例 时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

１
０～１２
１２～６０

１９
１９→３６

８１
８１→６４

２
０～１５
１５～２５

１９→４０
４０→２０

８１→６０
６０→８０

３
０～２０
２０～２６

１９→４０
４０→２０

８１→６０
６０→８０

４ ０～２５ １９→４２ ８１→５８
５ ０～３０ １９→４０ ８１→６０

表２　三七皂苷Ｒ１对照品流动相选择结果

第一时间 乙腈 第二时间 乙腈 峰面积１ 峰面积２平均峰面积

１ ０～１２ １９ １２～６０ １９→３６ ２５３９３１ ２５７２７７ ２５５６０４
２ ０～１５ １９→４０ １５～２５ ４０→２０ ２６４２６２ ２６７０２７ ２６５６４４
３ ０～２０ １９→４０ ２０～２６ ４０→２０ ２９１４１６ ２９８３０１ ２９４８５８
４ ０～２５ １９→４２ — — ２９７２１９ ２９８４０３ ２９７８１１
５ ０～３０ １９→４０ — — ３００５４１ ２９５４８９ ２９８０１５

　　注：—为无数据

表３　人参皂苷Ｒｇ１对照品流动相选择结果

第一时间 乙腈 第二时间 乙腈 峰面积１ 峰面积２平均峰面积

１ ０～１２ １９ １２～６０ １９→３６ １５００５８０１５１３０３２１５０６８０６
２ ０～１５ １９→４０ １５～２５ ４０→２０ １４６０４９１１４７９０４６１４６９７６８
３ ０～２０ １９→４０ ２０～２６ ４０→２０ １５５４６５８１５９３３４６１５７４００２
４ ０～２５ １９→４２ — — １５９２２６７１６２１９５４１６０７１１０
５ ０～３０ １９→４０ — — １６４５２１０１６６９７１４１６５７４６２

　　注：—为无数据

表４　人参皂苷Ｒｂ１对照品流动相选择结果

第一时间 乙腈 第二时间 乙腈 峰面积１ 峰面积２平均峰面积

１ ０～１２ １９ １２～６０ １９→３６ １００２３５５ ９７２２７９ ９８７３１７
２ ０～１５ １９→４０ １５～２５ ４０→２０ ９５１５６５ ９４７０２３ ９４９２９４
３ ０～２０ １９→４０ ２０～２６ ４０→２０ １００９７９３１０４２４４５１０２６１１９
４ ０～２５ １９→４２ — — １０４０１８６１０７７４１４１０５８８００
５ ０～３０ １９→４０ — — １０７５３５７１０９４７４５１０８５０５１

　　注：—为无数据

　　从表１可以看出，比例５为最佳流动相洗脱比
例，即：时间０～３０ｍｉｎ，流动相 Ａ１９％→４０％，流动
相Ｂ８１％→６０％。

该洗脱比例同《中华人民共和国药典》２０１０年
版一部三七含量测定项下的流动相梯度洗脱比例相

比较，提高了峰面积和理论板数，并节省了检验时

间。在此条件下，三七皂苷 Ｒ１及人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｂ１
的保留时间分别为：１２８６５ｍｉｎ、１４６４７ｍｉｎ、
２６７１４ｍｉｎ。对照品、中试样品、三七的阴性对照色
谱图分别见图１～３。

图１　三七皂苷Ｒ１及人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｂ１色谱图
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２２　提取方法
２２１　提取溶剂的选择　人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｂ１及三
七皂苷Ｒ１在甲醇、乙醇和水中均有较好的溶解度，
用水、５０％甲醇、１００％甲醇、５０％乙醇和１００％乙醇
提取并进行比较，选择出最佳的提取溶剂。取样品

（批号：２０１４０４０６）５份（约１０ｇ）精密称定，分别精
密加入上述５种溶剂５０ｍＬ，称定质量，放置过夜，
置８０℃水浴上保持微沸２ｈ、放冷，再称定质量，分
别用５种溶剂补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤
液，即得。分别精密吸取供试品溶液与对照品溶液

各１０μＬ，注入液相色谱仪测定，结果表明，用甲醇
作为提取溶剂３种皂苷提取率最高，杂质干扰最少，
故选择甲醇作为提取溶剂。

图２　中试样品色谱图

图３　三七的阴性对照色谱图

２２２　提取时间的确定　分别称取样品约 １０ｇ
（批号２０１４０４０６）５份，精密称定，精密加入甲醇５０
ｍＬ，密塞，称定质量，放置过夜，置８０℃水浴上保持
微沸０５、１、２、３、４ｈ，放冷，再称定质量，用甲醇补足
减失质量，摇匀，滤过，取续滤液。分别精密吸取对

照品与供试品溶液各１０μＬ，注入液相色谱仪，结果
表明，保持微沸３ｈ，即可使样品中３种皂苷提取率
最高，故保持微沸时间确定为３ｈ。
２３　测定方法的选择
２３１　最大吸收波长的选择　分别吸取人参皂苷
Ｒｇ１、Ｒｂ１及三七皂苷 Ｒ１对照品溶液（浓度分别为：
０４２４８ｍｇ／ｍＬ、０４２６９ｍｇ／ｍＬ、０１０１０ｍｇ／ｍＬ）在
２００～２５０ｎｍ范围内进行光谱扫描，结果表明，３种
皂苷在２０３ｎｍ处皆有最大吸收。
２３２　线性关系考察　分别精密吸取人参皂苷
Ｒｇ１、Ｒｂ１及三七皂苷 Ｒ１对照品溶液（浓度分别为：
０４２４８ｍｇ／ｍＬ、０４２６９ｍｇ／ｍＬ、０１０１０ｍｇ／ｍＬ）２、
４、８、１２、１８μＬ，ＨＰＬＣ测定峰面积，三者的回归方程
分别为Ｙ＝３７７３４１Ｘ＋３１０５８２（ｒ＝０９９９９，ｎ＝６）、
Ｙ＝２８５２０１Ｘ＋４６１３９（ｒ＝０９９９９，ｎ＝６）、Ｙ＝
３９８０６６Ｘ－１５９９４（ｒ＝０９９９９，ｎ＝６）。

研究结果表明，人参皂苷Ｒｇ１进样量在０８４９６
～７６４６４μｇ，Ｒｂ１在０８５３８～８８５３８μｇ，三七皂
苷Ｒ１在０２０２０～２０２００μｇ范围内皆与峰面积呈
良好的线性关系。

２３３　稳定性试验　取本品（批号２０１４０４０６）精密
称定，按优选的提取方法制备供试品溶液，分别于

０、４、８、１２、２４ｈ进行测定，即得。结果上述３种皂苷
的ＲＳＤ分别为１５１％、１２１％、１３０％，表明本品溶
液在２４ｈ内稳定。
２３４　精密度试验　取人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｂ１以及三
七皂苷Ｒ１对照品溶液，重复测定５次，记录峰面积，
结果上述３种皂苷的 ＲＳＤ分别为０９３％、０６９％、
０４２％，结果表明本方法精密度较好。
２３５　重复性试验　取批号为２０１４０４０６的样品６
份，按优选的提取方法制备供试品溶液，测定含量，

结果上述３种皂苷的 ＲＳＤ分别为１８９％、１５９％、
１３７％，表明本方法重复性良好。
２３６　回收率试验　取已知含量的样品（批号
２０１４０４０６，人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｂ１以及三七皂苷 Ｒ１的含
量分别为 ５４９０７ｍｇ／粒、４３４２８ｍｇ／粒、１０５７７
ｍｇ／粒）约０５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密
加入人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｂ１以及三七皂苷 Ｒ１对照品溶
液（浓度分别为 ０３３５８ｍｇ／ｍＬ、Ｒｂ１０３２９３ｍｇ／
ｍＬ、０１６８１ｍｇ／ｍＬ）２５ｍＬ，再精密加入甲醇２５ｍＬ，
密塞，称定质量，放置过夜，置８０℃水浴上保持微沸
３ｈ，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇
匀，滤过，取续滤液，依法测定，结果三者的平均回收

率分别为 ９９６０％（ＲＳＤ＝１５３％）、１００１０％（ＲＳＤ
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＝１６８％）、９９０４％（ＲＳＤ＝１４０％）。结果表明，三
者的回收率均良好。

２４　样品测定　按处方量的１／１０，分别制备７批样
品，连同成型工艺研究试验的３批样品，依据正文中
含量测定方法，进行含量测定。见表５。经对１０批
样品中人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｂ１和三七皂苷 Ｒ１的总量的
测定，平均值为１１０４ｍｇ／粒，考虑到药材来源及大
工业生产等因素，暂定每粒含三七以人参皂苷 Ｒｇ１
（Ｃ４２Ｈ７２Ｏ１４）、人参皂苷 Ｒｂ１（Ｃ５４Ｈ９２Ｏ２３）和三七皂苷
Ｒ１（Ｃ４７Ｈ８０Ｏ１８）三者的总量计，不得少于８８ｍｇ。

表５　样品中人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｂ１和三七皂苷

Ｒ１总量测定结果

序号 批号
测得值（ｍｇ／粒）
１ ２

平均测得值

（ｍｇ／粒）
１ ２０１４０４０２ １０８１ １０８０ １０８
２ ２０１４０４０４ １１０５ １１１５ １１１
３ ２０１４０４０６ １０９１ １０８７ １０９
４ ２０１４０４０９ １１０３ １１４１ １１２
５ ２０１４０４１１ １０９７ １１１１ １１０
６ ２０１４０４１４ １０４８ １０６７ １０６
７ ２０１４０４１９ １０６５ １０５５ １０６
８ ２０１４０４２３ １０９９ １０９７ １１０
９ ２０１４０４２５ １１５７ １１６５ １１６
１０ ２０１４０４２８ １１５８ １１６２ １１６

２５　验证实验　采用云南文山产的三七投料，制得
的 ３批 中 试 样 品，批 号：２０１４０６０２、２０１４０６０５、
２０１４０６０８，对三七所含人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｂ１及三七皂
苷Ｒ１的总量进行了测定。另外在该处方中取掉三
七，按正文生产工艺投料制作，制成阴性对照品，分

别进行含量测定。见表６。

表６　中试样品含量测定结果

批号
测得值（ｍｇ／粒）
１
!

２
!

平均测得值

（ｍｇ／粒）
２０１００６０２ １０９２ １０８８ １０９
２０１００６０５ １１１１ １１０９ １１１
２０１００６０８ １０９８ １１０２ １１０

　　以上３批中试样品含量均符合规定，平均测得
值为 １１０ｍｇ／粒，含量测定成分的转移率为
８００％，证明该标准所制定的三七含量限度可行，阴
性对照品在相应部位未出峰，证明处方中其他药材

对本含量测定无干扰。

３　讨论
在流动相选择比例试验中，以十八烷基硅烷键

合硅胶为填充剂；以乙腈为流动相Ａ，以水为流动相
Ｂ，这和中华人民共和国药典２０１０年版一部三七含
量测定项下一致［５］。按不同的 Ａ与 Ｂ的比例进行

梯度洗脱，以峰面积为筛选指标，优选出的流动相梯

度洗脱比例同中华人民共和国药典比较，提高了峰

面积和理论塔板数，并节省了时间。经分别筛选，３
种成分的最佳流动相比例完全相同。

虽然提取溶剂与中华人民共和国药典相同皆用

甲醇，但提取时间由中华人民共和国药典的２ｈ优
选成了３ｈ，在这样的时间条件下，３种皂苷的提取
率皆最高。

在本实验条件下，稳定性、精密度、重复性、线性

关系良好。３种功效成分的回收率皆在９９％以上，
经１０批样品及３批中试样品的验证实验，证明该标
准所制定的三七含量限度可行，阴性对照品在相应

部位未出峰，证明处方中其他药材对本含量测定无

干扰。

参考文献

［１］肖丽，张志花，韩立民．中风的古代文献及现代医学研究综述
［Ｊ］．赣南医学院学报，２０１１，３１（１）：１６０１６１．

［２］黄小波，胡杰．回天再造丸在中风病中的辨证应用［Ｊ］．首都医
药，１９９８，５（８）：３２．

［３］马正宏．益气活血化瘀法治疗缺血性中风４８例［Ｊ］．河南中医学
院学报，２００６，２１（５）：４８．

［４］王顺道，任占立，杜梦华，等．中风病始发态证侯发生与组合规律
的临床研究［Ｊ］．中国医药学报，１９９６，１１（３）：１７２０．

［５］张宁兴．中医活血化瘀治疗脑卒中研究概况［Ｊ］．中西医结合心
脑血管病杂志，２００３，１（５）：２９２２９３．

［６］赵乃平，符金荣．黄七汤治疗中风恢复期的临床研究［Ｊ］．现代中
医药，２０１０，３０（６）：１４１５．

［７］张锡纯．医学衷中参西录［Ｍ］．山西：山西科学技术出版社，２００９：４６．

［８］韩金安，匡永勤，周虎田，等．三七总皂甙对家兔脑损伤后脑组织
中丙二醛含量变化的影响［Ｊ］．中国病理生理杂志，２０００，１６（３）：
２６９２７１．

［９］伍杰雄，孙家钧．三七总皂甙对 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ种系大鼠脑循环
的影响［Ｊ］．现代应用药学，１９９５，１２（１）：１３．

［１０］韩金安，胡威夷，孙增会．颅脑损伤后钙、钙调蛋白的变化及三七
总皂甙的治疗作用［Ｊ］．中国中西医结合杂志，１９９９，１９（４）：２２７

２２９．
［１１］苏萍，王蕾，杜仕静，等．三七皂苷对神经系统疾病药理作用机制

研究进展［Ｊ］．中国中药杂志，２０１４，３９（２３）：４５１６４５２１．
［１２］黄小平，王蓓，邱咏园，等．黄芪甲苷和三七的主要有效成分配伍

对小鼠脑缺血再灌注后脑组织能量代谢的影响［Ｊ］．中草药，
２０１４，４５（２）：２２０２２６．

［１３］何蔚，朱遵平．三七总皂苷对大鼠脑缺血再灌注损伤血清 ＩＬ８
的影响［Ｊ］．放射免疫学杂志，２００２，１５（５）：２６７２６８．

［１４］张丽君，耿志辉．三七总皂苷对大鼠心肌缺血再灌注损伤的保护
研究［Ｊ］．吉林医学，２００７，２８（１１）：１２６１１２６２．

［１５］苏雅，赵益桂，张宗鹏，等．三七三醇皂甙对动物血小板功能及血
栓形成的影响［Ｊ］．中草药，１９９６，２７（１１）：６６６６６９．

［１６］国家药典委员会．中华人民共和国药典２０１０年版一部［Ｓ］．北
京：中国医药科技出版社，２０１０：１１．

（２０１５－０５－１４收稿　责任编辑：杨觉雄）

·０１２· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊａｎｕａｒｙ２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．１


