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摘要 : 目的 　通过 HPLC - MS法建立三七三醇皂苷 ( PTS)及其制剂三七通舒肠溶微丸胶囊的指纹图谱。方法 　采用梯度洗

脱法 ,流动相为水和乙腈 ,检测波长为 203 nm,流速为 1. 0 mg·m l- 1 ,对多批 PTS及其制剂进行 HPLC测定和方法学考察 ,采用

中药色谱指纹图谱相似度评价系统对测定结果进行相似度评价。采用对照品法和 LC - MS法对原料药指纹图谱中的主要色

谱峰进行成分鉴定。结果 　所建立的 HPLC指纹图谱条件能分离 PTS的各组分 ,具有较好的精密度、重复性和稳定性 ;各组分

平均相似度大于 0. 9。LC - MS鉴定表明 , PTS中所含主要成分为三七皂苷 R1 和人参皂苷 Rg1、Re、Rf、Rb1。结论 　采用LC -

MS技术建立的 PTS及其制剂的指纹图谱能充分展示 PTS及其制剂的物质组成。
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Abstract: O BJECT IVE　To investigate the chromatographic fingerp rints of p rotoparaxotriol saponins ( PTS) and its p reparation by

HPLC - MS. M ETHOD S　Several batches of PTS and its p reparation were determ ined by HPLC. The analysiswas carried out on W a2
ters Symetry Shield C18 column (250 mm ×4. 6 mm, 5μm) by gradient elution of acetonitrile and water. The detection wavelength was

at 203 nm and the flow rate was 1. 0 mg·m l- 1. The sim ilarity was analyzed by sim ilarity evaluation system for chromatographic finger2
p rint of TCM. The main components of the fingerp rints of PTS was confirmed by reference substance method and LC - MS. RESUL TS　

The components of PTS can be separated well using thismethod. Thismethod is p recise, rep roducible and stable. By sim ilarity calcula2
tion, the sim ilarity of samp les were less than 0. 9. The main components of PTS including notoginsenoside R1 , ginsenoside Rg1 , ginsen2
oside Re, ginsenoside Rf and ginsenoside Rb1 were confirmed by LC - MS. CO NCL US IO N　This method can fully demonstrate the

components of PTS and its p reparation and can be app lied in the quality control of PTS and its p reparation.
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　　三七三醇皂苷 ( p rotoparaxotriol saponins, PTS)

是三七有效部位类原料药 ,主要特征成分为人参皂

苷 Rg1、Re和三七皂苷 R1 等 ,占 PTS组成的 80%以

上。PTS对心脑血管栓塞性疾病具有很强的针对

性 ,能抗血小板聚集并有效地抑制血栓 ,促进血栓的

溶解和血管的疏通 ;有较强地抑制脑缺血 /再灌注后

炎症因子分泌及神经细胞凋亡的活性 ,从而保护神

经 [ 1 ]。已有不少三七药材和三七总皂苷的指纹图

谱的相关研究报道 [ 2 ] ,但针对 PTS的指纹图谱研究

尚未见报道。三七通舒肠溶微丸胶囊是以 PTS为

原料药制成的现代中药口服制剂 ,其物质基础明确 ,

药效成分清楚 ,作用机理确切 ,具有以药品形式走向

欧盟市场的潜力。指纹图谱具有整体性特征 ,可定

性、定量地控制中药材和中药制剂的各阶段质量 ,是

国际公认的质控方法之一 ,是中药走向国际的前提

条件。为此 ,特结合 PTS及其制剂的物质特点 ,对

指纹图谱进行测定 ,建立了既符合中药多成分特性

又符合欧盟国际药品注册要求的指纹图谱。实验证

明 ,所建方法专属性强 ,操作简便 ,能满足欧盟药品

注册的药物质控要求。

1　实验部分

111　仪器与试药

1100高效液相色谱仪系统 (美国安捷伦 ) ;

B ioTOF Q型质谱仪 (美国布鲁克 )。15批 PTS、10

批三七通舒肠溶微丸胶囊 (成都华神集团有限责任



公司制药厂 ) ; 三七皂苷 R1 (批号 : 110745 -

200415)、人参皂苷 Rg1 (批号 : 110703 - 200425 )、

人参皂苷 Re (批号 : 110754 - 200421 )、人参皂苷

Rb1 (批号 : 11704 - 200318 )、人参皂苷 Rf (批号 :

111719 - 200502)对照品 (中国药品生物制品检定

所 ) ;乙腈为色谱纯 ;超纯水 (自制 )。

112　方法与结果

11211　色谱条件和质谱条件 　色谱柱为 W aters

Symetry Shield C18 (250 mm ×4. 6 mm, 5μm ) ;体积流

量 1. 0 mg·m l
- 1

;柱温 40℃;检测波长 203 nm。流动

相为水 (A ) - 乙腈 (B )梯度洗脱 (0 ～5 m in:乙腈

20%、水 80% , 5～30 m in:乙腈 20%→23%、水 80%→

77% , 30 ～60 m in:乙腈 23% →36%、水 77%→64% ,

60 ～80 m in:乙腈 36% →50%、水 64% →50% ) , 0. 4

mg·m l
- 1柱后分流进质谱仪。离子源为电喷雾离子源

(ESI) ,毛细管电压 315 kV;毛细管出口电压 120 V;

雾化气压力为 30 Psi;离子源温度 300℃;负离子化

模式。

11212　溶液的制备 　分别精密称取 5种对照品适

量 ,加入初始流动相即 20%乙腈水溶液配制成约

015 mg·m l
- 1对照品溶液 ;再精密称取各对照品适

量 ,配制成混合对照品溶液 ,三七皂苷 R1 及人参皂

苷 Rg1、Re、Rb1、Rf分别为 0. 230、0. 989、0. 144、

01752、0. 129 mg·m l- 1。

精密称取不同批次的 PTS粉末适量 ,置具塞锥

形瓶中 ,精确加入 20%乙腈水溶液 ,配制成 0. 5 mg·

m l
- 1的 PTS供试品溶液 ,临用前用 0. 45μm滤膜过

滤 ;将不同批次的三七通舒肠溶微丸胶囊内容物研

细粉 ,精密称取 ,置具塞锥形瓶中 ,精确加入 20%乙

腈水溶液 ,配制成 0. 5 mg·m l
- 1的三七通舒肠溶微

丸胶囊供试品溶液 ,临用前用 0. 45μm滤膜过滤。

11213　指纹图谱相似度计算方法 　采用国家药典

委员会出版的“中药色谱指纹图谱相似度评价系

统 ”软件 ( 2004A版 )进行相似度评价。以 S1样品

的指纹图谱为参照谱图 ,对照图谱的生成采用中位

数法 ,时间窗宽度为 0. 5。

11214　精密度试验 　按“1. 2. 2”项下制备 PTS供

试品溶液 ,连续进样 6次。以人参皂苷 Rg1 为参照

峰 ,分别以共有峰的相对保留时间和峰面积比进行

统计。结果表明 ,供试品溶液主要色谱峰的相对峰

面积的 RSD均小于 2. 0% ( n = 6) ,相对保留时间的

RSD均小于 0. 9% ( n = 6)。按“1. 2. 3”项下方法计

算指纹图谱的相似度 ,分别为 0. 997、0. 992、0. 995、

01997、0. 997、0. 996 (图 1A ) ,表明仪器精密度

良好。

11215　重复性试验 　按“1. 2. 2”项制备 PTS供试

品溶液各 5份 ,每份分别进样 1次 ,测定并记录色谱

图。以人参皂苷 Rg1 为参照峰 ,分别以共有峰的相

对保留时间和峰面积比进行统计。结果表明 ,主要

色谱峰相对峰面积的 RSD均小于 1. 8% ( n = 5) ,相

对保留时间的 RSD均小于 0. 9% ( n = 5)。按“1. 2.

3”项下方法计算指纹图谱的相似度 ,分别为 01997、

0. 998、01998、0. 995、0. 997 (图 1B ) ,表明方法重复

性好。

11216　稳定性考察 　按“1. 2. 2”项下制备 PTS供

试品溶液 ,室温下保存 ,分别于 0、4、8、12、24、48 h

测定并记录色谱图。以人参皂苷 Rg1 为参照峰 ,分

别以共有峰的相对保留时间和峰面积比进行统计。

结果表明 ,在 48 h内各色谱峰相对峰面积的 RSD均

小于 1. 8% ( n = 6) ,相对保留时间的 RSD 均小于

119% ( n = 6) ,按“1. 2. 3”项下方法计算指纹图谱的

相似度 , 分别为 0. 993、0. 987 、0. 997、0. 994、

01996、0. 997 (图 1C) ,表明供试品溶液 48 h内的指

纹图谱稳定。

图 1　指纹图谱法的精密度 ( A)、重复性 ( B)和稳定性 ( C)考察

F ig 1　Chroma togram s f ingerpr in ts of prec ision ( A ) , repea tab ility

( B) and stab ility( C)

11217　指纹图谱的测定 　按 HPLC法 [ 3 ] ,分别精密

量取“1. 2. 2”项下 2种供试品溶液各 10μl,进样 ,记

录 80 m in。以人参皂苷 Rg1 为参照峰 ,计算各批次样

品色谱图中共有峰的相对保留时间和峰面积比值。

PTS和三七通舒肠溶微丸胶囊的指纹图谱见图 2。

11218　相似度分析 　按“1. 2. 3”项下方法 ,计算 15

批 PTS样品与对照图谱的相似度 ,分别为 0. 963、

01952、0. 998、0. 967、0. 988、0. 999、0. 947、0. 974、

01960、0. 998、0. 989、0. 992、0. 977、0. 987、0. 991。

计算 10批三七通舒肠溶微丸胶囊与对照图谱的相

似度 ,分别为 0. 989、0. 998、0. 991、0. 995、0. 995、

01989、0. 997、0. 997、0. 997、0. 995。均具有很高的

相似度。

11219　LC - MS测定 　质谱检测器记录的 PTS图

谱中的各主要色谱信号的质谱数据和结构归属定性

见表 1。
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图 2　三七三醇皂苷 ( A)和三七通舒肠溶微丸胶囊 ( B)的指纹图谱

F ig 2　Chroma togram s f ingerpr in ts of PTS( A) and Panax notogin2

seng Tongshu in testina l solution m icro - p ill capsule ( B)

表 1　三七三醇皂苷 ES I( - ) LC /M S主要色谱峰

Table 1　M a in chroma tograph ic param eters of PTS by ES I( - )

LC /M S

Mark tR ESI - MS Components

2 21. 2 931. 9 [M - H ] , 991. 9 [M +
CH3COO ] , 799. 8 [M - H - xylc ] ,
495. 5 [M - xyl - gluo - gluc + Cl]

notoginsenoside R1

3 26. 8 799. 8 [M - H ] , 859. 8 [M +
CH3 COO ] - , 913. 8 [M + TFA ] -

ginsenoside Rg1

4 28. 1 945. 9 [M - H ] , 859. 9 [M - rham +
CH3 COO ] - , 1005. 9 [M +

CH3 COO ] , 502. 6 [ pp t + CH3 COO ]

or[M - H + CH3 COO ]2 - )

ginsenoside Re

5 51. 6 859. 9 [M + CH3 COO ] ,

619. 7 [M - glu0 - H ] -

ginsenoside Rf

9 55. 9 553. 6 [M - 2H ]2 - , 583. 6
[M - H + CH3 COO ]2 -

ginsenoside Rb1

2　讨论

采用梯度洗脱法使原料药 PTS及其制剂各成

分得到了较好分离 ,方法准确可靠。通过 15批 PTS

和 10批三七通舒肠溶微丸胶囊的指纹图谱的测定 ,

均获得 14个共有色谱峰 ,其中 5个成分为已知物

质 ,主要特征峰 R1、Rg1、Re、Rb1 均与 PTS原料和成

品有极好的相关性 ,表明 PTS在肠溶微丸胶囊的制

备过程中基本无变化 ,质量稳定 ,有效成分具有可追

溯性。所用方法可用于 PTS及其制剂的质量控制。

据文献报道 ,三七类药材或总皂苷的指纹图谱

研究 ,其参照峰大多数选择的是三七药材特征成分

三七皂苷 R1 或三七中含量较高的人参二醇类皂苷

人参皂苷 Rb1
[ 4, 5 ]。未选择人参皂苷 Rg1 做参照峰 ,

可能是因为人参皂苷 Rg1 与人参皂苷 Re的性质极

为相近 ,要实现基线分离较困难。因人参皂苷 Rg1

为 PTS最主要的有效特征成分 ,含量达 60%以上 ,

在色谱图中峰面积积分值最大 ,能够反映 PTS及其

制剂指纹图谱特性 ,故文中通过梯度洗脱 ,使其与人

参皂苷 Re达到基线分离 ,确定人参皂苷 Rg1 为参

照物。

15批 PTS和 10批三七通舒肠溶微丸胶囊的指

纹图谱的相似度均大于 0. 94,表明多批原料药和制

剂的生产工艺稳定性良好 ,批间物质差异小。说明

以标准指纹图谱法或标准提取物法建立原料及制剂

的指纹图谱质量控制标准均具有较好的可行性。

通过 LC - MS的测定 ,获得 PTS 12个主要色谱

峰的离子碎片图谱 ,结合对照图谱和相关资料已确

定第 2、3、4、5、9号峰分别为三七皂苷 R1、人参皂苷

Rg1、Re、Rf和 Rb1 ,为进一步确证 PTS及其制剂的

物质基础提供了依据。其他的 9个峰由于缺少更多

的研究数据 ,暂未能推测出其相应的成分 ,需结合制

备液相色谱、二级裂解质谱及其他结构鉴定手段等

进行深入研究。

文中仅研究了 PTS及其制剂的指纹图谱 ,关于

三七药材 - PTS原料药 -制剂的指纹图谱及其相关

性尚有待进一步深入研究。
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