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基于高效液相指纹图谱检测参苓白术散中

人参皂苷的含量测定

王雪梅　李艳娇　宋燕青
（吉林大学第一医院药学部，长春，１３００００）

摘要　目的：通过高效液相指纹图的检测方法测试不同批次参苓白术散中人参皂苷的含量。方法：进样量为１０μＬ，采用
２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ的色谱柱（ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ柱），选择流动相的条件是在Ａ流动相乙腈和Ｂ流动相水中以１
ｍＬ／ｍｉｎ的流速开展实验，检测波长为２０３ｎｍ，柱温为３０℃，根据高效液相（ＨＰＬＣ）（Ａｇｉｌｅｎｇｔ１１００高效液相色谱仪）指纹
图谱的梯度洗脱程序进行试验，并在Ａｇｉｌｅｎｇｔ１１００色谱工作站上进行指纹图谱分析。分别对ＨＰＬＣ方法学的严谨性进行
检测，包括专属性试验、精密度试验、稳定性试验、重复性试验、线性回归试验、加样回收率试验等逐步建立方法的科学性；

而后进一步采用ＨＰＬＣ对参苓白术散中人参皂苷的含量进行具体的检测和记录。结果：１）ＨＰＬＣ的专属性试验结果显示
人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ及Ｒｂ１均有良好的专属性。２）人参皂苷Ｒｇ１的线性回归方程是Ｙ＝３５２６８１１９Ｘ＋６７３８５０；人参皂苷
Ｒｅ的线性回归方程是Ｙ＝２９２６１０８６Ｘ＋３７０３２３；人参皂苷的线性回归方程是Ｒｂ１Ｙ＝２５４２０３２１Ｘ＋４５６４７１；其相关系
数均＞０９９９，结果显示人参皂苷线性关系良好。３）精密度试验结果显示人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１峰面
积的ＲＳＤ在０２２％～０２９％；稳定性试验结果显示人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１峰面积的 ＲＳＤ在００６％～
１８３％；重复性试验结果显示人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１总量的含量平均值为９８６ｍｇ，ＲＳＤ２５％表明
ＨＰＬＣ的精密度、稳定性和重复性均良好。４）结果显示人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１的加样回收率平均值和
ＲＳＤ分别为９５７％、１０５７％、１００４％，３３％、４８％、３１％，表明均ＨＰＬＣ测定参苓白术散加样回收率良好。５）不同批次
参苓白术散中人参皂苷总的含量存在较大差别。结论：高效液相指纹图谱检测参苓白术散的操作方法较为简便，其专属

性、灵敏度和重复性均较好，而不同批次参苓白术散中人参皂苷总的含量存在较大差别，对临床规范控制参苓白术散的质

量有试验基础。
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　　参苓白术散出自《太平惠民和剂局方》，是以四
君子汤为基础的，处方由人参、茯苓、白术、山药、甘

草、白扁豆、莲子等十味药组成，所有药物均以全原

粉入药，主要起补脾胃、益肺气的功用［１３］。目前

２０１５年版《中华人民共和国药典》（一部）中有收载
参苓白术散这一以人参为君药的药方，但目前参苓

白术散质量标准尚未收载人参或人参皂苷含量测定

项［４］，而市面上参苓白术散的厂家较多，且原药材人

参的质量差异也很大。因此人参皂苷作为人参中的

重要成分，通过测定参苓白术散中人参皂苷的含量，

可以作为控制参苓白术散质量的一个重要指标。目

前常用的人参皂苷含量测定方法有可见紫外分光
光度法［５６］、薄层扫描法（ＴＬＣＳ）［７］、高效液相色谱法
（ＨＰＬＣ）［８］，其中ＨＰＬＣ的具有高效性、高灵敏度、较
广的应用范围而为越来越多中药研究人员使用和认

可，因此本研究以不同厂家不同批次的１５批参苓白
术散进行检测，建立参苓白术散中 ３种人参皂苷
Ｒｇ１、Ｒｅ及Ｒｂ１含量测定的方法。现具体报道如下。
１　仪器与试药
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｇｔ１１００高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｇｔ
公司购买），ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ色谱柱（广州太
玮生物科技有限公司购买），ＦＲ１０小型超声波清洗
器（功率２５０Ｗ，频率５０Ｈｚ；杭州法兰特超声波科技
有限公司）。

１２　试剂　中国食品药品检定研究院人参皂苷
Ｒｇ１对照品（批号：１１０７０３２０１０２７）、人参皂苷 Ｒｅ对
照品（批号：１１０７５４２００８２２）和人参皂苷Ｒｂ１对照品
（批号：１１０７０４２００９２），色谱纯和分析纯均购买于天
津赛孚瑞科技有限公司。

１３　分析样品　参苓白术散（哈药集团世一堂制药
厂，国药准字 Ｚ２３０２２０８７），分别取 １５个不同批次，
依次编号为００１、００２、００３、００４、００５……０１５。
２　方法与结果
２１　色谱条件　进样量为１０μＬ，采用２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ的色谱柱（ＴｈｅｒｍｏＯＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬ

柱），选择流动相的条件是在 Ａ流动相乙腈和 Ｂ流
动相水中以１ｍＬ／ｍｉｎ的流速开展实验，检测波长为
２０３ｎｍ，柱温为３０℃，根据高效液相（ＨＰＬＣ）（Ａｇｉ
ｌｅｎｇｔ１１００高效液相色谱仪）指纹图谱的梯度洗脱程
序进行试验，并在 Ａｇｉｌｅｎｇｔ１１００色谱工作站上进行
指纹图谱分析。

２２　对照品溶液的制备　精密称取购于中国食品
药品检定研究院人参皂苷 Ｒｇ１对照品（批号：
１１０７０３２０１０２７）、人参皂苷 Ｒｅ对照品 （批号：
１１０７５４２００８２２）和人参皂苷 Ｒｂ１对照品（批号：
１１０７０４２００９２）置于容量瓶中，甲醇溶解，制成混合
对照品溶液。

２３　供试品溶液的制备　取５个不同生产批次分
别编号为００１、００２、００３……０１５的参苓白术散的内
容物，精密取 ５ｇ粉末，采用四号筛过滤于滤纸筒
中，整筒药品经过含有三氯甲烷提取器加热回流３
ｈ，弃去废液，含有药渣滤纸筒移入 １００ｍＬ锥形瓶
中，精密加入５０ｍＬ水饱和正丁醇，密塞放置１２ｈ
以上，后采用ＦＲ１０小型超声波清洗器（功率２５０Ｗ，
频率５０Ｈｚ；杭州法兰特超声波科技有限公司）进行
超声处理 ３０ｍｉｎ，滤过，弃初滤液仅取续滤液 ２５
ｍＬ，蒸干取残渣并加甲醇溶解、定容并摇匀，用０４５
μｍ滤膜滤过即得供试品溶液。阴性样品溶液则取
不含人参的参苓白术散同上述方法进行制备。

２４　专属性试验　分别取对照品溶液和供试品溶
液进行ＨＰＬＣ检测，记录色谱图并对专属性进行比
较，结果显示人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｅ及 Ｒｂ１均有良好的
专属性。

２５　线性关系考察　根据２２制备的人参皂苷对
照品溶液，分别精密取加入甲醇制备０μＬ、１μＬ、２
μＬ、５μＬ、１０μＬ等，分别编号１～４并连续进样，以
峰面积为Ｙ轴，５μＬ进样浓度为 Ｘ轴，绘制标准曲
线，并根据人参皂苷对照品的回归方程计算各有效

成分在各自浓度范围内的线性关系。提示人参皂苷

的线性关系良好。见表１。
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表１　人参皂苷的回归方程

成份 回归方程 相关系数

人参皂苷Ｒｇ１ Ｙ＝３５２６８１１９Ｘ＋６７３８５０ ０９９９
人参皂苷Ｒｅ Ｙ＝２９２６１０８６Ｘ＋３７０３２３ ０９９９
人参皂苷Ｒｂ１ Ｙ＝２５４２０３２１Ｘ＋４５６４７１ ０９９９

２６　中间精密度试验　精密吸取上述人混合参皂
苷对照品溶液１０μＬ，连续进样６次，在上述２１色
谱条件下，记录峰面积，人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、
人参皂苷Ｒｂ１峰面积的 ＲＳＤ在０２２％～０２９％，结
果表明ＨＰＬＣ仪器精密度良好。
２７　供试品溶液稳定性试验　取同一参苓白术散
供试品溶液，在上述２１色谱条件下，分别于０、４、
１１、２０、３０ｈ等不同的时间点进行进样测定，结果显
示人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１峰面
积的ＲＳＤ在００６％～１８３％；表明参苓白术散供试
品溶液在３０ｈ内基本稳定。
２８　重复性试验　精密取６份参苓白术散供试品
溶液，按上述 ２１色谱条件进行测定，人参皂苷
Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１总量的含量平均值
为９８６ｍｇ，ＲＳＤ２５％，表明参苓白术散供试品溶液
的重复性良好。

２９　回收率试验　精密称定，置具塞锥形瓶中，一
式６份，以３份为一组，分别精密加入混合对照品溶
液０４、０５、０６ｍＬ，精密加入７０％甲醇溶液２０ｍＬ，
称定质量，超声处理３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，分别
用７０％甲醇溶液补足减失的质量，摇匀，滤过，取续
滤液，进样分析，记录峰面积，测定加样回收率，如表

２～４结果显示人参皂苷的加样回收率良好。

表２　人参皂苷Ｒｇ１加样回收率

样品中含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

２０９０ ２６９２ ４７９１ １００４
２２３１ ２６９２ ４８８１ ９８５
２２３７
２１７１

２６９２
２２４２

４８１２
４３３８

９５７
９６７

９５７ ３３

２２３７ ２２４２ ４３８４ ９５８
２１５８ ２２４２ ４３２３ ９６６

表３　人参皂苷Ｒｅ加样回收率

样品中含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

０３８６ ０４４１ ０８６４ １０８６
０９６７ ０４４１ ０８７１ １０７７
０３８３
０３９６

０４４１
０３５３

０８５７
０７７５

１０７７
１０７６

１０５７ ４８

０３８６ ０３５３ ０７７４ １１０２
０４０４ ０３５３ ０７８７ １０８７

表４　人参皂苷Ｒｂ１加样回收率

样品中含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

１９４８ ２７０２ ４７８０ １０４９
２０７９ ２７０２ ４８５０ １０２６
２０８５
２０７８

２７０２
１８０２

４７７５
３８２５

９９６
９７０

１００４ ３１

２０２７ １８０２ ３８３６ １００５
２１１９ １８０２ ３８２３ ９４７

２１０　样品测定结果
２１０１　参苓白术散ＨＰＬＣ指纹图谱分析　根据国
家药典委员会提出的中药指纹图谱相似度评价系统

２００４Ａ进行相似度分析，采用 ＭＡＴＬＡＢ软件进行数
据处理和统计。由图１、图２得，通过 ＨＰＬＣ指纹图
谱分析，人参皂苷混合对照品分别于参苓白术散供

试品溶液的色谱峰保留时间一致，且阴性对照溶液

未对其造成干扰影响。

图１　参苓白术散高效液相指纹图谱
　　注：Ａ人参皂苷混合对照品溶液，Ｂ参苓白术散供试品溶液，Ｃ

阴性供试品溶液

２１０２　人参皂苷含量测定　不同批次参苓白术散
中人参皂苷总的含量存在较大差别。见表５。

表５　参苓白术散中人参皂苷的含量测定

批次 人参皂苷含量（ｍｇ） 批次 人参皂苷含量（ｍｇ）

００１ ９８ ００９ ６９
００２ ８７ ０１０ ５１
００３ ５３ ０１１ ７９
００４ ５４ ０１２ ８７
００５ １０２ ０１３ ７１
００６ ９７ ０１４ ８０
００７ １０８ ０１５ ６８
００８ １０３

３　讨论
３１　流动相的选择　在参苓白术散定量检测工作
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中，人参的是参苓白术散中的君药，其主要检测成分

是人参皂苷，目前检测人参皂苷的鉴别或定量分析

方法都比较成熟［９１１］，而人参皂苷中常用检测的是

Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１等３种亚型，其中可见紫外分光分光
度法只能检测总皂苷而对亚型的敏感性较低故予以

排除，而在薄层扫描法（ＴＬＣＳ）操作环节繁琐，且由
于ＴＬＣＳ相对较容易受外界条件影响；其中ＨＰＬＣ因
其操作过程较为简便，且整个分离过程系统较为封

闭，突出ＨＰＬＣ的高效性、高灵敏度和较广的应用范
围，因此选用 ＨＰＬＣ指纹图谱作为本研究的主要方
法［１２１４］。本研究流动相的选择中 Ｒｇ１和 Ｒｂ１检测
方法，在Ｃ１８柱中，试验探索性研究曾比较甲醇水和
乙腈水作为流动相的差异，Ｒｅ和 Ｒｇ１在流动相
６０％甲醇或者 １５％乙腈均能够洗脱，且分离度较
好；而Ｒｂ１的流动相在８０％甲醇或者４０％乙腈的情
况下也能够洗脱出比例超过１∶１分离度，但从总的
结果分析中发现，当流动相是乙腈水的时候，Ｒｇ１
无论从峰形的分离度、干扰度和总共所用的分析时

间来说结果最好，能够分离出最低基线噪声且峰形

最好。

３２　ＨＰＬＣ严谨性考察意义　线性回归方程在某一
个浓度或峰高（面积）情况下进行样品分析是否是

准确的，换句话说，在这个成线性范围内，待测参苓

白术散样品溶液面积要与浓度成正比，因为在这个

范围内浓度与面积成正比，分析结果才是准确的且

符合紫外检测器的朗伯比尔定律［１２１４］。而加样回收

率试验的研究一般包括绝对回收率试验和相对回收

率试验，本研究参苓白术散所涉及的是相对回收率

试验；有研究人员表示相对回收率主要一种是回收

试验法，而另外一种是加样回收试验法［１７１８］。因为

加样回收试验法，就是在已知浓度样品中加入药物，

来和标准曲线比，标准曲线也是在基质中加药物，因

此本研究ＨＰＬＣ的严谨性的考察选用加样回收试验
法。

３３　检测波长的确定　经二极管阵列检测器进行
紫外光谱扫描，发现在不同波长的检测下，参苓白术

散样品色谱图在 ２０３ｎｍ处有最大吸收，人参皂苷
Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１色谱峰的紫外光谱
扫描结果与对照品一致，故本研究确定检测波长为

２０３ｎｍ。
３４　含量测定提取方法的选择　经查阅大量文
献［１１，１９２２］已选择高效液相色谱法对参苓白术散人参

皂苷Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１的含量进行
测定，目前的研究对参苓白术丸中人参皂苷 Ｒｇ１、人

参皂苷Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１的含量报道仍较少。本研
究试图通过对人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人参皂苷
Ｒｂ１的ＨＰＬＣ指纹图谱分析以及对总的人参皂苷的
总含量测定对参苓白术散的质量做一个分析研究。

在ＨＰＬＣ指纹图谱试验中采取回流提取、超声提取
等多种方法，结果显示超声处理提取效率最高，故本

研究采用超声处理的提取方式对参苓白术散中的人

参皂苷进行提取。同时在提取溶剂的选择中，对

５０％甲醇、７０％甲醇、甲醇、乙醇等４种不同浓度的
提取溶剂进行了考察，结果发现乙醇的提取效率最

低，而甲醇提取溶剂仅当其浓度为 ７０％进行提取
时，研究可获得最高人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人
参皂苷Ｒｂ１的提取效率，故本研究选择用７０％甲醇
作为提取溶剂。
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