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摘要  目的: 应用微波技术处理后以高效液相色谱法测定乳癖消片中三七皂苷 R 1和人参皂苷 Rg1的含量。方法: 以水为溶

剂 ,以微波回流的方式提取乳癖消片中三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1, 制成供试品溶液 ,以 Ag ilen t E clipse XDB- C18 ( 41 6 mm

@ 150 mm, 5 Lm )为色谱柱 , 乙腈 - 01 05%磷酸溶液 ( 20B80 )为流动相, 流速 0172 mL# m in- 1, 柱温 20 e , 检测波长 203

nm, 参比波长 360 nm,并在 400~ 190 nm做全波长扫描。结果: 在本色谱条件下, 三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1可得到完全分

离 ,三七皂苷 R 1的浓度在 491 25~ 4921 5 Lg# mL- 1、人参皂苷 Rg1的浓度在 531 00~ 5301 0 Lg# mL- 1范围内与峰面积均呈

良好的线性关系,相关系数均为 01 9999; 回收率 ( n = 6)分别为 98119%和 1011 5%。结论: 本方法简便、准确, 重复性较好 ,

其主要特点是快速、节能、节省溶剂、污染小, 从而降低了劳动强度 ,改善了工作环境。
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Abstract Objec tive: To determ ine the content of notog insenoside R1 and g insenoside Rg1 in Rup ix iao tab lets by

HPLC after apply ing m icrow ave techn ique to deal w ith the sample. M ethods: The dist illed w ater as the solven,t to

ex tract notog insenoside R1 and g insenoside Rg1 in Rup ix iao tablets w ith them icrow ave circum fluence, and rece iv ing

the sample so lu tion, an Ag ilent Eclipse XDB- C18 column( 416mm @ 150mm, 5 Lm )w as adopted w ith am ix ture o f

acetonitrile and 0105% phosphoric acid so lution( 20B80) as themobile phase at a flow rate of 0172mL# m in- 1 and
the co lumn temperature of 20 e w ith the detection w ave leng th at 203 nm, the reference w avelength of 360 nm, and

the whole w aveleng th scann ing betw een 400 nm and 190 nm. Results:W ith th is chromatog raph ic cond ition, no tog in-

senoside R1 and g insenosideRg1 can be separated complete ly. The calibration curvew as linear in the range of 49125
- 49215 Lg# mL- 1 for notog insenoside R1 w ith r= 019999 and 53100- 53010 Lg# mL

- 1
for g insenosideRg1 w ith

r= 019999; The average recoveries( n = 6) of notog insenoside R 1 and g insenoside Rg1were 98119% and 10115%,
respective ly. Conclusion: Themethod is simple, accurate, and reproduc ible, the primary characteristic is fas,t sav ing

on the energy and the so lven,t and the contam ination is few er, so it can reduce the labor intensity and improve the

w ork c ircumstance.
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乳癖消片由三七、赤芍、鹿角、蒲公英等 15味中

药制成,是临床上治疗乳腺增生的首选药物
[ 1 ]
。中

国药典 2005年版一部所载的乳癖消片质量标准采

用薄层色谱法鉴别三七皂苷 R1和人参皂苷 Rb1及

Rg1,没有含量测定项,不利于药品的质量控制。有

文献报道,使用常规索氏提取后再萃取的方法处理

样品后用 HPLC法测定乳癖消片中三七皂苷 R 1和

人参皂苷 Rg1的含量
[ 2 ]
,但是此方法较复杂,会有较

大的系统误差。

本文采用微波技术对样品前处理方面进行改
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进。自 1986年匈牙利学者 Ganzler K. 首先报道了

微波用于天然产物中化学成分的提取后, 微波萃取

技术已成为近年来发展较快的一种新型提取技术,

因它具有速度快、效率高、耗能少、时间短以及有利

于环保等优点,目前广泛应用于食品、生物、制药、环

境样品及天然产物提取等各领域中
[ 6]
。本方法简

便、准确, 重复性较好, 其主要特点是快速、节能、污

染小, 从而降低了劳动强度,改善了工作环境。

1 仪器与试药

海尔 MO - 2270M 1微波炉, 设有 4档功率调

节,即: 低火 ( 120 W )、中火 ( 380 W )、中高火 ( 540

W )及高火 ( 700W )。

Ag ilent 1100高效液相色谱系统: 在线脱气机,

四元泵,二极管阵列检测器 ( DAD ) ,自动进样器,柱

温箱, A g ilent 1100色谱工作站。

甲醇和乙腈均为色谱纯 (德国 Merck公司生

产 ) ,水为自制重蒸馏水。对照品三七皂苷 R1和人

参皂苷 Rg1由中国药品生物制品检定所提供, 供含

量测定用, 批号分别为 110745- 200415及 110703-

200726(含量 9717% )。

3个厂家各 1个批次乳癖消片均为市场上采购。

2 方法

211 微波条件 选择中高火 ( 540W )作为微波功

率,微波加热时间设置为 1m in。

212 色谱条件 Ag ilen t Eclipse XDB - C18色谱柱

( 416mm @ 150 mm, 5 Lm); 流动相:乙腈 - 0105%
磷酸溶液 ( 20B80); 流速: 0172 mL# m in- 1; 柱温: 20

e ;检测波长: 203 nm, 参比波长: 360 nm, 并在 400

~ 190 nm做全波长扫描;进样量: 20 LL。理论板数

按人参皂苷 Rg1峰计算应不低于 3000。

213 对照品溶液的制备 精密称取经五氧化二磷

真空干燥 24 h的对照品三七皂苷 R1和人参皂苷

Rg1适量,加甲醇溶解并制成每 1 mL含三七皂苷 R1

011970 mg和人参皂苷 Rg1 015300mg的溶液, 作为
对照品溶液。

214 供试品溶液的制备 取本品 20片, 精密称

定,研细,取约 016 g,精密称定,置圆底烧瓶中,精密
加入水 5 mL,微波回流处理后,冷却, 用离心管离心

( 14000 r# m in- 1, 5 m in)后, 用 0145 Lm滤膜过滤,
取续滤液作为供试品溶液。

215 测定法 分别精密吸取对照品溶液和供试品

溶液各 20 LL,注入高效液相色谱仪, 测定峰面积积

分值, 按外标法以峰面积计算, 即得。

3 结果

311 色谱分离结果 在上述色谱条件下, 三七皂

苷 R1和人参皂苷 Rg1的保留时间分别约为 1315 m in
和 1915 m in,与共存的其他化学成分达到良好的分
离。色谱图见图 1。

图 1 对照品 ( A)及乳癖消片样品 ( B )高效液相色谱图

F ig 1 HPLC chromatogram s of chem ica l reference sub stances ( A) and

Rupixiao tab lets samp le( B )

1.三七皂苷 R1 ( notog insenosid e R 1 ) 2. 人参皂苷 Rg1 ( ginsenoside

Rg1 )

312 线性关系考察 精密称取经五氧化二磷真

空干燥 24 h的对照品三七皂苷 R 1和人参皂苷 Rg1

适量, 加甲醇溶解并制成每 1 mL含三七皂苷 R 1

014925 mg和人参皂苷 Rg1 015300 mg的溶液, 作
为对照品储备液, 精密吸取 015, 110, 210, 310,
410, 510mL, 分别置 5 mL量瓶中, 加甲醇稀释至

刻度, 摇匀, 分别精密吸取上述溶液各 20 LL, 依次

注入高效液相色谱仪, 计算峰面积积分值。由溶

液质量浓度 ( C, Lg# mL- 1 )对峰面积 (A )作线性回

归,得三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1回归方程 ( n =

6)分别为:

A = 51831C+ 91392 r= 019999
A = 91157C- 61653 r= 019999
线性范围分别为 49125 ~ 49215 Lg# mL- 1和 53100
~ 53010 Lg# mL- 1。
313 精密度试验 取同一份供试品溶液, 按上述

色谱条件,连续进样 6次, 测定峰面积积分值, 计算

三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1峰面积的 RSD分别为

318%和 016% ,表明仪器精密度较好。
314 稳定性试验 取同一份供试品溶液, 分别于

0, 2, 4, 6, 8, 10 h,按上述色谱条件, 分别进样测定峰

面积积分值, 计算三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1的

RSD分别为 318%和 016%, 表明供试品溶液在放置
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10 h内稳定。

315 重复性试验 精密称取Ñ号样品 6份,按上述

方法试验,分别测定样品中三七皂苷 R1和人参皂苷

Rg1的含量。结果 ( n = 6)分别为 01274 mg#片 - 1
和

1134mg#片 - 1
, RSD分别为 419%和 319% ,表明本

方法的重复性较好。

316 加样回收率试验 精密称取经五氧化二磷真

空干燥 24 h的对照品三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1

适量, 加水溶解并制成每 1 mL 含三七皂苷 R1

013280 mg和人参皂苷 Rg1 014240mg的溶液, 作为
对照品溶液,再取已知含量的 Ò号样品,研细, 精密
称取 6份,每份约 013 g, 分别精密加入上述对照品
溶液 2mL,再精密加入水 3 mL,微波处理后,冷却,

用离心管离心后, 用 0145 Lm滤膜过滤, 取续滤液
按上述色谱条件进行试验, 分别测得样品中三七皂

苷 R1和人参皂苷 Rg1回收率 ( n = 6)分别为 98119%
和 10115% , RSD分别为 319%和 312%。结果表明
本方法较准确、可靠。

317 含量测定 按本文方法,分别测定 3批样品中

三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1的含量,结果见表 1。

表 1 乳癖消片样品测定结果 (mg# 片 - 1 )

Tab 1 D eterm ination resu lt of Rup ixiao

tab lets(mg per tab let)

样品号

( samp leN o. )

三七皂苷 R 1

( no tog inseno side R
1
)

人参皂苷 Rg1

( g insenos ide Rg
1
)

总含量

( to ta l con tent)

Ñ 01274 1134 1161

Ò 01223 1142 1164

Ó 01709 1188 2159

4 讨论

411 分别选择水、10%甲醇、20%甲醇、30%甲醇、

40%甲醇及 50%甲醇 5mL作为溶剂,微波 10m in,

功率设置为中火 ( 380W ), 进行试验, 结果以水和

40%甲醇为溶剂进行微波处理, 得到的三七皂苷 R1

和人参皂苷 Rg1含量更高, 而且考虑有机溶剂对操

作人员的身体健康影响, 本文选用水作为溶剂。选

择 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 m in的微波加热时间, 以水 5

mL作为溶剂,功率仍然设置为中火 ( 380W ), 进行

试验,结果加热时间的增加并没有使样品中三七皂

苷 R1和人参皂苷 Rg1的提取效率有明显增加, 说明

微波是瞬时加热的,本文选择 1 m in作为微波加热

的时间。试验采用海尔 MO - 2270M 1微波炉, 设有

4档功率调节,即:低火 ( 120W )、中火 ( 380W )、中

高火 ( 540W )及高火 ( 700W ),选择以水为溶剂, 微

波加热时间为 1 m in,进行试验, 结果功率选择为中

高火 ( 540W )时, 三七皂苷 R 1和人参皂苷 Rg1的提

取效率更高,所以本文选择中高火作为最优化的微

波功率。综上,本试验选择水 5 mL为溶剂,微波加

热时间为 1 m in,微波功率设置为中高火时, 三七皂

苷 R1和人参皂苷 Rg1的提取率达到最大值。

412 有文献报道
[ 2]
,采用甲醇索氏回流 5 h后, 用

水饱和的正丁醇萃取的方法制备供试品溶液, 然后

用 HPLC法测定有效成分三七皂苷 R1和人参皂苷

Rg1的含量,可以用于该制剂的质量控制。作者同时

用此方法对上述 3个批号的乳癖消片进行了样品处

理, 并按上述的色谱条件进样 20 LL,测定峰面积积

分值,按外标法以峰面积计算出三七皂苷 R 1和人参

皂苷 Rg1的含量。 2种方法的比较结果见表 2。

表 2 微波提取方法和常规方法比较 (m g# 片 - 1 )

Tab 2 Comparem icrow ave extraction m ethod w ith conventionalm ethod (mg per tab le t)

方法

( method)

优缺点

( advantage and disadvantag e)

三七皂苷 R1

( notog insenos ide R1)

人参皂苷 R g1

( g insenosideR g1)

总含量

( to ta l content)

Ñ Ò Ó Ñ Ò Ó Ñ Ò Ó

微波提取

( m icrowave

ex traction)

 操作简单, 快速安全, 环保, 节能, 不

会损失有效成分 ( simple, fast and safe-

ty, environmenta l pro tect ion and energy

saving, no lo ss o f the ac tive ingredients)

01274 01223 01709 1134 1142 1188 1161 1164 2159

常规

( conven tiona l) [ 2]

 操作复杂, 使用大量的有机溶剂, 会

损失有效成分 ( comp licated, the use o f

many organic solv ents, the active ing red-i

ents will be lo st)

01242 01094 01325 1109 01411 1133 1133 01505 1166
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41 3 对于 HPLC测定三七皂苷 R1和人参皂苷

Rg1的含量方法, 文献报道很多, 流动相有乙腈 -

水 ( 22B78 ) , 乙腈 - 011%磷酸溶液 ( 21B79) , 乙

腈 - 0105%磷酸溶液 ( 20B80) [ 2] , 乙腈 - 水梯度

洗脱
[ 1]
等 ,本试验经过对各个流动相的验证, 结

果发现以乙腈 - 0105% 磷酸溶液 ( 20B80)为流

动相, 三七皂苷 R 1和人参皂苷 Rg1的相对保留时

间比较适中,而且样品中这 2个有效成分能够被

完全分离。

414 三七皂苷 R 1和人参皂苷 Rg1的最大吸收波

长为 203 nm, 属于紫外的末端吸收, 所以试验中,

作者均采用色谱纯的试剂, 最大限度地减少溶剂

峰的干扰。

415 本试验中作者采用 DAD检测器,除了 203 nm

检测波长外,还设置了 360 nm的参比波长, 以减少

噪音干扰,并在 400~ 190 nm作全波长扫描,从而可

以比较对照品及样品中三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1

的峰纯度及吸收光谱的符合度, 从而确定这 2种有

效成分的真实性。
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(本文于 2009年 2月 16日收到 )

中检所实验动物管理工作在 2009年检查中得到好评

  为全面贯彻落实全国安全生产工作会议要求,确保北京地区实验动物的安全使用, 彻底消除人畜共

患病的隐患,并对重大突发事件实施有效监控,根据北京市科委的要求,市动管组织北京市实验动物专

家委员会全体成员监督抽查了北京地区 47家实验动物使用单位。

在现场检查和后期总结过程中,专家充分肯定了中检所实验动物管理工作,并在实验动物网站发布

的 "2009年北京地区实验动物使用单位安全大检查结果公告 "中,对中检所实验动物管理工作进行了表

扬。

中检所作为代表之一,其有关人员在北京地区实验动物管理工作经验交流会上做了发言。

详见: www. nicpbp. org. cn

)141)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2010, 30( 1)


