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多孔石墨化碳柱分析强极性化合物三七素

付春梅，, 刘三康，, 李章万

（ 四川大学华西药学院，四川 成都 &$"")$）

摘要：建立了强极性的非蛋白氨基酸三七素在 石 墨 化 碳 色 谱 柱 上 的 反 相 高 效 液 相 色 谱 分 析 方 法。以 ,1$’%" 67+
8$’5.’& 石墨化碳柱（$"" %% - ). & %%，% !%）为分离柱，以 ". "% %") 9 : !.6!;<)（6(;<) 调 86 !. !）为流动相，

流速为 $ %: 9 %/2，于柱温 ’" = 、检测波长 !!" 2% 条件下分离检测。对三七素在石墨化碳柱上的保留及其影响因

素的研究结果表明：三七素在石墨化碳柱上的保留机理仍主要是疏水相互作用。将建立的色谱条件用于三七药材

中三七素的测定，进样量在 ". !! * ). ) !3 范围内线性关系良好（ ! / ". 000 0），平均加标回收率为 00. %>（" / 0），相

对标准偏差不高于 !. !>，分析速度快（ 三七素的保留时间不到 ( %/2）。
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, , 小粒径的多孔石墨化碳（8"’"CH 3’.81/L/5 5.’+
&"2，;MB）填 料 是 由 O2"N 和 其 合 作 者 发 明 制 备

的［$］，其由六方形排列、共价结合的碳原子层构成，

层与层之间由范德华力联系，表面结构均匀，色谱活

性点位较少，稳定性好，可耐受的 86 范围为 $ * $)。

与传统的反相色谱填料相比，石墨化碳表面具有奇

特的极性增 强 效 应 以 及 在 某 些 条 件 下 较 强 的 疏 水

性［!］，因此被用于极性很强的物质如胍基化合物［(］

和糖［)］的分析。

, , 三七 素（ I$25/51/2$，P$2）是 一 种 特 殊 的 非 蛋

白氨基酸，其 结 构 为 !+草 酰 基+:+"，!+二 氨 基 丙 酸，

是五加科植物三七 0*"*8 "-&-6)"%$"6（QC’F）@*
6* B1$2（E.251/）的止血活性成分［%］。从人参和西

洋参中也能分离得到三七素［&，#］。由于三七素的极

性很强，在传统的 <PE 柱上几乎不保留，因此其测

定方法主要为衍生化高效液相色谱法（6;:B）或气

相色 谱 法［’ 1 $)］，其 操 作 繁 琐 耗 时；也 有 用 氨 基 酸 自

动分析仪［$%］或毛细管电泳［$&，$#］分析，但因仪器普及

率不高，应用不广泛。还有采用离子对反相液相色

谱法的，但系统平衡时间长，对色谱柱损伤大［$’］。

, , 本文用 ;MB 柱分析三七药材中的强极性化合

物三七素，并对三七素在 ;MB 填料上的保留机理做

了初步探讨，希望为强极性化合物的分析及 ;MB 柱

的应用提供一个参考。
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#$!"# 紫 外 检 测 器，$%&’#$! 柱 温 箱；()#*%$$$
色谱工作 站（ 杭 州 普 惠 科 学 仪 器 有 限 公 司）。三 七

素原 料 和 三 七 素 对 照 品（ 含 量 大 于 &&’ (+）由 本 院

药物化学教研室提供；三七药材（ 产地为云南文山）

经本院生 药 教 研 室 鉴 定 为 五 加 科 植 物 三 七 !"#"$
#%&%’(#)*#’（,-./）01 21 $345 的 干 燥 根；实 验

用水 为 超 纯 水，甲 醇 为 色 谱 纯，其 他 试 剂 均 为 分

析纯。

! ! "# 样品制备

! ! 取三七素对照品约 ( 67，精 密 称 定，用 流 动 相

溶解制成 $’ # 7 8 9 溶液作为对照品溶液。取粉碎的

三七根粉 # 7，精密称定，置于 ($ 69 烧 瓶 中，用 硼

砂缓冲液（ :2 &’ #)）于 水 浴 中 回 流 提 取 * 次，第 一

次提取 # 3，第二次提取 $’ ( 3，残渣用硼 砂 缓 冲 液

洗涤。合并提取液与洗涤液，用硼砂缓冲液定容至

($’ $$ 69，混匀，过滤，取续滤液作为供试品溶液。

! ! $# 色谱条件

! ! %34.6; 2<:4.=>.? 色 谱 柱（ #$$ 66 + ,’ "
66，( !6），流 动 相 $’ $( 6;@ 8 9 A>2*#&,（2%#&,

调 :2 *’ *），流速 # 69 8 6B5，柱温 )$ C，检测波长

**$ 56，进样 *$ !9。

"# 结果与讨论

" ! !# 三七素在 "#$ 柱上的保留行为

! ! 采用单因素法对三七素在 #D$ 柱上的保留行

为进行了考察。保留因子 + -（ & . . &$ ）8 &$ ，& . 是溶质

的保留时间，死时间 &$ 为纯水的洗脱时间。所有数

据均为三次测定的平均值。

" ! ! ! !# 缓冲盐种类及其浓度对三七素保留的影响

! ! 当 以 纯 水 作 流 动 相 时，三 七 素 不 被 洗 脱。

A>2*#&, 或 A2,!= 作 流 动 相 对 三 七 素 的 保 留 不

同。以 A2,!= 溶液作流动相，三 七 素 的 保 留 很 弱，

柱效较低；而以 A>2*#&, 溶液作流动相，保留因子、

柱效均较 A2,!= 溶液高。三七素在 E2*#&, 溶 液

中的保留行为与在 A>2*#&, 中一致。考 察 不 同 浓

度的 A>2*#&, 对三七素保留的影响，结果表明盐浓

度降低，保留增加，柱效也稍微增加（ 见表 #），其机

理有待进一步研究。

表 !# %&’""(% 浓度对三七素保留因子（!）和柱效的影响

)&*+, !# -..,/0 1. /12/,203&0412 1. %&’""(% 12 05,

3,0,20412 .&/013（!）&26 7,3.138&2/, 1. 6,2/4/542,

,（A>2* #&, ）8（6;@ 8 9） + - 8 6 . #

$ 1 $*( % 1 *) %&),$
$ 1 $( # 1 "% ,%%#*
$ 1 #$ # 1 "$ ,/*&#
$ 1 *$ # 1 */ ,"%()

" ! ! ! "# 流动相的 :2 值对三七素保留的影响

! ! 用不同 :2 值（ 用磷酸或 * 6;@ 8 9 A>&2 调节）

的 $’ $( 6;@ 8 9 A>2*#&, 溶 液 作 为 流 动 相，考 察 了

流动 相 :2 值 对 三 七 素 在 石 墨 化 碳 柱 上 保 留 的 影

响，结果见图 #。

图 !# 流动相 7’ 值对三七素保留的影响

94:! !# -..,/0 1. 81*4+, 75&;, 7’ 12 05,
3,0,20412 1. 6,2/4/542,

! ! 在 :2 #’ ( 0 / 范围，@5 + 与 :2 的 线 性 关 系 较

好（ @5 + - . $’ %*% & :2 1 *’ %#& )，. - $’ &&# /）。由

于三七素有两个羧基，其 :/ ># - *’ /，:/ >* - )’ ,，因

此随着 :2 值的降低，以分子形式存在的三 七 素 增

加，在 #D$ 柱 上 的 保 留 增 强，说 明 在 #’ ( 0 /’ $ 的

:2 值范围，三七素在石墨化碳柱上的保留机制仍是

疏水作用。当 :2 2 :/ >* 时，三七素的两个羧基均以

离子形式存在，因此保留值几乎不变。

" ! ! ! $# 流动相中甲醇的比例对三七素保留的影响

! ! 用不 同 比 例 的 甲 醇’$’ $( 6;@ 8 9 A>2*#&,（ 磷

酸调节 :2 *’ *）作为流动相，考察了 甲 醇 比 例 对 三

七素保留的影响，实验结果表明 @5 + 与甲醇比例的

线性关系较好。流动相中甲醇比例增加，三七素的

保留值降低（ 见图 *）。

图 "# 流动相中甲醇比例对三七素保留的影响

94:! "# -..,/0 1. 8,05&21+ /120,20 42 81*4+, 75&;,
12 05, 3,0,20412 1. 6,2/4/542,

·(%)·
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! ! " ! #$ 温度对三七素保留的影响

# # 以 $% $" !"# $ % &’(!)*& 作 流 动 相，考 察 了 柱

温对三七素 保 留 的 影 响，结 果 见 图 ’。随 着 柱 温 升

高，三七素的保留降低，#+ ! 与绝对温度的倒数 ( $ "
呈良好的线性关系（ #+ ! ) ! $&( , " * ( $ " + , , ’’! -，

# ) $ , --. ,）。线性的 -’+’. ("// 曲线说明：柱温从

（’$/ 0 升至 ’"’ 0）（’" 1升至 /$ 1），保留过程的

热动力学未发生变化，即焓变和熵变未变化，负的焓

变和熵变提示三七素在流动相和固定相中的传质是

焓变引起的。)23 的 柱 效 随 着 柱 温 升 高 而 增 加 是

由于温度升高引起传质速度加快的结果。

图 %$ 柱温对三七素保留的影响

"#$! %$ %&&’() *& )’+,’-.)/-’ *0 )1’ -’)’0)#*0
*& 2’0(#(1#0’

# # 图 & 是三七素原料在不同温度下的色谱图。从

图 & 可知，’" 1 时 三 七 素 原 料 只 有 一 个 单 峰；当 柱

温升至 "$ 1，三七素原料中分离出一个杂质峰，分

离度 $ 4 为 (% !；当柱温升至 /$ 1，三七素与杂质峰

获得了基线分离，$ 4 为 (% .。此结果说明升高温度

是改善液相色谱分离和选择性的有效工具。

! ! !$ 含量测定方法学的验证

! ! ! ! "$ 线性与范围

# # 对不同质量浓度（$% $(( 0 $% !! 5 $ %）的对照品

溶液进 行 测 定。 以 三 七 素 峰 面 积 % 对 进 样 量 &
（!5）进 行 直 线 回 归，回 归 方 程 为 % ) /$" ’.- & +
(( ///，# ) $% --- -，即进样量在 $% !! 0 &% & !5 范围

内线性关系良好。

! ! ! ! !$ 方法的精密度及日间精密度

# # 同一批三七样品平行测定 " 份，其含量的相对

标准偏差（678）为 $% -,9。在连续 " 天内测定同一

批供试品含量，其 678 为 (% ’9。

! ! ! ! %$ 加样回收率

# # 精密称取三七药材粉末（ 含三七素 ,% ’" !5 $ 5）

适量（!% &!，!% ,$，"% !$ 5），加 入 三 七 素 对 照 品 适 量

（(!% "，.% &"，"% (& !5），制 成 高、中、低 ’ 种 浓 度 的

溶 液 各 ’ 份。 测 定 结 果 表 明 平 均 加 样 回 收 率 为

--% "9，678 为 !% !9。

图 #$ 三七素原料在不同柱温下的色谱图

"#$! #$ 31-*+.)*$-.+4 *& 5’0(#(1’0 -.6 +.)’-#.7 .) 2#&&’-’0) )’+,’-.)/-’4
:";<#= >?’4=："$ !!"# $ % &’(! )*&（>( !% !），( !% $ !<+,

! ! ! ! #$ 对照品溶液的稳定性

# # 试验表明对照品溶液在冰箱中贮存一周，浓度

基本不变。

! ! %$ 样品测定

# # 对 三 七 素 原 料 和 不 同 规 格 的 三 七（ 产 地 为 云

南）进 行 测 定，散 装 三 七 素 原 料 中 三 七 素 含 量 为

--% $9；!$ 头 三 七 中 三 七 素 含 量 为 $% ,&9，’$ 头 三

七中三七素含量为 $% "-9，&$ 头三七中三七素含量

为 $% ",9，,$ 头三七中三七素 含 量 为 $% ".9，/$ 头

三七中三七素含量为 $% ",9。色谱图见图 "。

图 &$ （.）三七素对照品和（8）三七药材样品的色谱图

"#$! &$ 31-*+.)*$-.+4 *&（.）2’0(#(1’0 (*0)-*7 .02
（8）!" #$%$&’#()#& 4.+,7’

·,’/·
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!" 结论

! ! 多孔石墨化碳填料由于其独特的保留行为，对

强极性物质三七素的分析是合适的选择。本文建立

的三七中三七素的分析方法与 !"# 柱上离子对反

相液相色谱法相比，系统平衡时间大大缩短，简便快

速。通过对流动相有机溶剂比例和 $% 等对保留的

影响的研究说明多孔石墨化碳填料对三七素的保留

机理仍主要是疏水作用。
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《 气相色谱仪器系统》

! ! 由中国色谱学会副理事长武杰高级工程师等编著的《 气相色谱仪器系统》已于 &(() 年 # 月由化

学工业出版社出版。

! ! 本书是“ 分析仪器使用与维护丛书”之一。全书分 #( 章介绍了气相色谱仪的基础原理和基本组

成，从实用角度对仪器用气体与气源、进样系统、检测器、电路系统、色谱柱、色谱工作站、仪器日常维

护和保养、整机故障现象分析与排除等内容进行了详尽的介绍，仅有关气相色谱仪日常维护与保养和

常见故障分析与排除方法等有关信息就有几百条之多。

! ! 本书除提供给一线气相色谱仪操作者一本实用参考书外，也可供从事气相色谱分析、研究与开发

及仪器维修人员参考，同时可作为高等院校与分析化学相关专业师生的参考书。

! ! “ 分析仪器使用与维护丛书”由中国仪器仪表学会分析仪器学会组织编写，丛书已出版的其他分

册还有：《 分析仪器与仪器分析概论》、《 傅里叶变换红外光谱仪》、《 高效液相色谱仪器系统》、《 样品

前处理仪器与装置》、《 原子吸收光谱仪》、《 紫外可见光光度计》、《 物性分析仪器》等。

! ! 《 气相色谱仪器系统》采用 6+ 开本，’)" 页，*$ 万字，书号：$)% M) M+(&+ M$"%$ M)，定价 *%, (( 元。

! ! 详情可登录化学工业出版社网站查询（QQQ7 E’$7 E1:7 E0）。

化学工业出版社

&(() M() M#%

·)’%·


