
第 ２８ 卷第 １ 期
２ ０ ２ ２ 年 ３ 月

分析测试技术与仪器

ＡＮＡＬＹＳＩＳ ＡＮＤ ＴＥＳＴＩＮＧ ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ ＡＮＤ ＩＮＳＴＲＵＭＥＮＴＳ
Ｖｏｌｕｍｅ ２８ Ｎｕｍｂｅｒ １
　 　 　 　 Ｍａｒ. ２０２２

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉

浙江省大型科研仪器开放共享平台－国产科研仪器研发与应用专栏(０４５~ ０５０)

收稿日期:２０２２－０１－２５ꎻ　 修订日期:２０２２－０２－２６.
作者简介:林灵超(１９８７－)ꎬ男ꎬ高级工程师ꎬ主要从事高效液相色谱系统的开发与应用ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｌｉｎｌｉｎｇｃｈａｏ５０５８＠ １６３.ｃｏｍ.

高效液相色谱法快速测定参芪降糖胶囊中
人参皂苷的含量
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摘要: 建立了高效液相色谱法快速测定参芪降糖胶囊中人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｄ 含量的方法. 采

用 ３.５ μｍ Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８核壳型分离填料(３.０ ｍｍ×１５０ ｍｍ)为色谱柱ꎬ分别以纯乙腈、纯水为流动相进行梯度淋洗ꎬ
流量为 ０.４３ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱箱温度为 ２５ ℃ꎬ检测波长为 ２０３ ｎｍ. 人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｄ 分别在 ５~
４００、２０~８００、５~４００ μｇ / ｍＬ 质量浓度范围内线性关系良好(Ｒ２大于 ０.９９９ ６)ꎬ加标回收率为 ９５.８９％ ~ １００.６７％ꎬ相
对标准偏差为 １.０４％~３.３９％. 方法可以快速检测参芪降糖胶囊中人参皂苷的含量ꎬ准确度高ꎬ数据可靠ꎬ对仪器要

求不高ꎬ易于接受ꎬ可用于人参皂苷的相关质量控制.
关键词: 人参皂苷ꎻ高效液相色谱法ꎻ核壳型分离填料ꎻ参芪降糖胶囊
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　 　 近年来ꎬ我国糖尿病患病率显著增加ꎬ根据

２０１５ 至 ２０１７ 年中华医学会内分泌学会对于糖尿病

的流行病学调查显示ꎬ我国 １８ 岁及以上人群糖尿病

患病率为 １１.２％[１] . 作为糖尿病防治指南[２] 的推荐

用药ꎬ参芪降糖胶囊可联合其他常用降糖药物改善

和治疗因气阴两虚导致的相关症状[３￣４]ꎬ具有较为重

要的临床使用价值.

目前在参芪降糖胶囊的质量研究中ꎬ主要采用

高效液相色谱法[５￣６] 和超高效液相色谱法[７￣９] 测定

人参皂苷的含量. 受到常规高效液相色谱系统的性

能限制ꎬ高效液相色谱法常常采用 ５ μｍ 全多孔填

料ꎬ在检测参芪降糖胶囊中人参皂苷的含量时ꎬ普遍

存在分析时间过长(含平衡时间至少在 １２０ ｍｉｎ 以

上)、消耗有机溶剂过多、无法满足复杂样品对分离
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和分析等缺点. 超高效液相色谱法则充分发挥了小

粒径全多孔填料(ｓｕｂ￣２ μｍ)的性能ꎬ具有较高的分

析通量ꎬ但需要超高效色谱系统的硬件性能与之匹

配才行[１０￣１１]ꎬ包括高压溶剂输送单元、低死体积的

色谱系统、快速的检测器和自动进样器以及高速的

数据采集和控制系统ꎬ所以超高效色谱系统的硬件

成本、维修成本非常高. 同时系统常常面临堵塞、故
障率高的风险ꎬ客户操作体验感急剧下降. 在方法

转移时也会引入其他诸多问题[１２￣１３] . 所以超高效色

谱法的推广受到了极大地限制ꎬ始终无法有效普及

到中药材以及中药制剂企业中去.
近年来ꎬ核壳型分离填料在快速分析行业中的

应用逐渐引起关注. 与 ５ μｍ 全多孔填料相比ꎬ核壳

型分离填料可显著缩短分析时间、改善分离效果、提
高灵敏度和分辨率. 与小粒径全多孔填料 ( ｓｕｂ￣
２ μｍ)相比ꎬ核壳型分离填料具有上样量大、色谱柱

通透性好、背压低等优势[１４￣１７] . 但相关的研究均是

以 ２.６ μｍ 核壳型分离填料为主ꎬ此时也只有超高效

液相色谱系统才能满足对其柱外谱带展宽的要

求[１８] . 另外也偶见 ２ μｍ 以下的核壳型分离填料的

分析报道[１９]ꎬ但至今未出现商品化的超高效液相色

谱系统与之兼容.
３.５ μｍ 核壳型分离填料是由 ２.３ μｍ 直径的超

纯实心硅胶核以及外层的厚度为 ０.６ μｍ 的多孔层

组成ꎬ同样可缩短待分析物质在填料颗粒内的扩散

路径ꎬ加快其传质速度ꎬ从而实现高柱效和快速分

析[２０] . 因此本研究基于 ３.５ μｍ Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８核壳型

分离填料(３.０ ｍｍ×１５０ ｍｍ)进行参芪降糖胶囊中

人参皂苷含量的测定ꎬ在现有常规高效液相色谱系

统的基础上ꎬ即可实现人参皂苷的高柱效、高通量等

分析ꎬ可以为参芪降糖胶囊的质量控制提供更易被

接受和普及的方法.

１　 试验部分

１. １　 仪器与试剂

ＬＣ５１９０ 型高效液相色谱系统(浙江福立分析仪

器股份有限公司)ꎻＳＱＰ 型电子天平(赛多利斯(上
海)贸易有限公司产品)ꎻＣｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８型色谱分析柱

(３.５ μｍꎬ３.０ ｍｍ×１５０ ｍｍꎬＣｈｒｏｍａＮｉｋ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ).
人参皂苷 Ｒｇ１标准物质(纯度为 ９４.０％ꎬ批号为

１１０７０３￣２０２０３４)ꎬ人参皂苷 Ｒｅ 标准物质 (纯度为

９６.０％ꎬ批号为 １１０７５４￣２０２１２９)ꎬ人参皂苷 Ｒｄ 标准

物质(纯度为 ９７.３％ꎬ批号为 １１１８１８￣２０２１０４)ꎬ均购

自于中国食品药品检定研究所ꎻ参芪降糖胶囊(每
粒装 ０.３５ ｇꎬ批号为 １９０７０５１ꎬ河南羚锐制药股份有

限公司)ꎻ纯乙腈ꎬ色谱纯ꎻ水ꎬＭｉｌｌｉｐｏｒｅ 超纯水.
１. ２　 试验方法

１. ２. １　 混合标准溶液制备

精密称取人参皂苷 Ｒｇ１标准物质、人参皂苷 Ｒｅ
标准物质以及人参皂苷 Ｒｄ 标准物质适量ꎬ精密称

定ꎬ加甲醇制成每 １ ｍＬ 含人参皂苷 Ｒｇ１ ０.２ ｍｇ、人
参皂苷 Ｒｅ ０.４ ｍｇ、人参皂苷 Ｒｄ ０.２ ｍｇ 的混合溶液ꎬ
即得.
１. ２. ２　 供试品溶液制备

取研细后的参芪降糖胶囊囊芯物约 ０.２ ｇꎬ精密

称定ꎬ置具塞锥形瓶中ꎬ精密加入水饱和的正丁醇

５０ ｍＬꎬ密塞ꎬ称定重量ꎬ摇匀ꎬ超声处理 １ ｈꎬ取出ꎬ
放冷ꎬ再称定重量ꎬ使用水饱和正丁醇补足减少的重

量ꎬ摇匀ꎬ离心ꎬ精密吸取上清液 ２５ ｍＬꎬ回收溶剂至

干ꎬ残渣加甲醇溶解并转移至 ５ ｍＬ 量瓶中ꎬ加甲醇

至刻度ꎬ摇匀ꎬ过滤ꎬ取过滤溶液ꎬ即得.
１. ２. ３　 高效液相色谱条件

Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８色谱柱(３.５ μｍꎬ３.０ ｍｍ×１５０ ｍｍ)ꎻ
流动相 Ａ 为纯乙腈ꎬ流动相 Ｂ 为纯水ꎬ进行梯度淋洗

(０~２０ ｍｉｎꎬ８３％ Ｂꎬ２０~２２.５ ｍｉｎꎬ８３％~７６％ Ｂꎬ２２.５~
３５ ｍｉｎꎬ７６％ ~６０％ Ｂ)ꎻ流量 ０.４３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱箱温度

２５ ℃ꎻ检测波长 ２０３ ｎｍꎻ进样量 １.０ μＬ.

２　 结果与讨论

２. １　 方法学考察

２. １. １　 专属性试验

精密移取混合标准溶液、供试品溶液适量ꎬ在
“１. ２. ３”项下色谱条件进样 １.０ μＬꎬ结果如图 １ 所

示. 在供试品溶液色谱图中ꎬ３ 种人参皂苷 Ｒｇ１的

保留时间分别为 ２６.５５、２６.７６、３５.５３ ｍｉｎ. 人参皂

苷 Ｒｅ 和人参皂苷 Ｒｄ 的分离度分别为 １.９、１.７ꎬ所
以两者的分离度符合基线分离要求. ３ 种人参皂苷

的拖尾因子均在０.９５ ~ １.１５ 之间ꎬ峰形对称. 经光

谱扫描得到 ３ 种人参皂苷的峰纯度均较高. 因此

方法专属性良好.
２. １. ２　 精密度

按“１. ２. ２”项下分别制备供试品溶液 ４ 组ꎬ按
“１. ２. ３”项下色谱条件各进样测定 ６ 次ꎬ测得人参

皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｄ 的峰面积的相

对标准偏差分别为 ２.２１％、３.０５％、２.９３％. 表明仪器

精密度良好.

６４
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图 １　 混合标准溶液、供试品溶液色谱图

Ｆｉｇ. １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ
(１) 人参皂苷 Ｒｇ１ꎬ (２) 人参皂苷 Ｒｅꎬ (３) 人参皂苷 Ｒｄ

(Ａ)供试品溶液ꎬ(Ｂ)混合标准溶液

２. １. ３　 重复性

按“１. ２. ２”项下平行制备供试品溶液 ６ 份ꎬ依
次按“１. ２. ３”项下色谱条件进样ꎬ测得人参皂苷

Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｄ 的峰面积的相对标

准偏差分别为 ０.６４％、０.７８％、０.９１％. 表明方法重复

性良好.
２. １. ４　 线性关系

取人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｄ 标准物质适量ꎬ
以甲醇分别配制成质量浓度为 ５、２０、５０、１００、２００、
４００ μｇ / ｍＬ 的溶液. 取人参皂苷 Ｒｅ 标准物质适量ꎬ
以甲醇配制成质量浓度分别为 ２０、５０、１００、２００、
４００、８００ μｇ / ｍＬ的溶液. 以混合标准溶液的质量浓度

为横坐标(Ｘ)ꎬ不同浓度下的峰面积为纵坐标(Ｙ)进
行线性回归计算ꎬ得到 ３ 种人参皂苷的线性关系ꎬ如
表 １ 所列. 表 １ 结果表明 ３ 种人参皂苷在一定的浓度

范围内线性关系良好ꎬ相关系数均大于 ０.９９９ ６.

表 １　 ３ 种人参皂苷的线性关系

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ

组分名
线性范围 /
(μｇ / ｍＬ)

线性关系 Ｒ２

人参皂苷 Ｒｇ１ ５~４００ Ｙ＝ ３ １７８.２Ｘ＋１ ３２７.７ ０.９９９ ６

人参皂苷 Ｒｅ ２０~８００ Ｙ＝ ２ ３５７.１Ｘ￣１４ ３１９ ０.９９９ ８

人参皂苷 Ｒｄ ５~４００ Ｙ＝ ３ １５１.７Ｘ＋７８９.３９ ０.９９９ ８

２. １. ５　 稳定性考察

取同一份供试品溶液ꎬ分别在配制 ０、２、６、１２、

２４、４８ ｈ 后按“１. ２. ３”项下色谱条件进样ꎬ测得人参

皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｄ 的峰面积的相

对标准偏差分别为 １.３４％、１.５１％、１.７９％. 表明方法

稳定性良好.
２. １. ６　 加标回收率考察

取同一批次参芪降糖胶囊若干份ꎬ每份加入低、
中、高 ３ 个浓度的对照品溶液ꎬ按“１. ２. ２”项制备供

试品溶液ꎬ按“１. ２. ３”项下色谱条件进样测定ꎬ结果

如表 ２ 所列. 由表 ２ 可见ꎬ在不同的加标水平下ꎬ３ 种

人参皂苷的回收率为 ９５.８９％~１００.６７％ꎬ相对标准偏

差为 １.０４％~３.３９％. 表明方法具有较高的准确度.
２. １. ７　 样品含量测定

取平行配制的 ６ 份参芪降糖胶囊供试品溶液ꎬ
按“１. ２. ３”项下色谱条件进样测定ꎬ根据峰面积外

标法计算 ３ 种人参皂苷的含量. 结果显示人参皂苷

Ｒｇ１平均含量为 １.１４ ｍｇ /粒ꎬ相对标准偏差为０.９３％.
人参皂苷 Ｒｅ 平均含量为 ３.４５ ｍｇ /粒ꎬ相对标准偏差

为 ０.９４％. 人参皂苷 Ｒｄ 平均含量为 １.６９ ｍｇ /粒ꎬ相
对标准偏差为 ０.８８％.
２. ２　 讨论

本试验中ꎬ检测波长、流动相组成以及梯度洗脱

程序均沿用中国药典[７] 中参芪降糖胶囊的条件ꎬ其
余的色谱条件由试验确定得到.
２. ２. １　 进样体积的确定

随着色谱柱尺寸的减少ꎬ进样体积也需随之降

低ꎬ以避免柱外效应的增加和色谱柱过载ꎬ对色谱分

离效果产生影响[２１] . 因此基于所采用 ３.０ ｍｍ 为色

谱柱的尺寸规格ꎬ考察了０.５、１.０、５.０、１０.０ μＬ等不

７４
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表 ２　 ３ 种人参皂苷的加标回收率试验数据

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｏｆ Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ

组分名 原质量 / ｍｇ 加入质量 / ｍｇ 测得质量 / ｍｇ 回收率 / ％ ＲＳＤ / ％

人参皂苷 Ｒｇ１ １３０.２４±１.７０ ２０ １４９.８８±１.５０ ９８.５７ ２.５８

１００ ２２８.９３±２.６０ ９８.８８ １.９２

２００ ３２７.７０±３.３５ ９９.０９ １.０７

人参皂苷 Ｒｅ ３９７.９４±４.６５ ２０ ４１５.０３±４.７２ ９８.８３ ２.９４

２００ ５９６.６２±８.９４ １００.６７ ３.３９

４００ ７９４.９０±７.６３ １００.４１ １.３６

人参皂苷 Ｒｄ １９２.７４±２.１９ ２０ ２１１.８０±２.４８ ９５.８９ ２.２７

１００ ２８９.６６±４.３１ ９７.３６ ２.３６

２００ ３９２.３９±２.１３ ９８.５７ １.０４

同进样体积的色谱效果. 试验发现随着进样体积的

增加ꎬ３ 种人参皂苷的理论塔板数、拖尾因子均出现

先保持不变ꎬ再小幅度的降低的现象ꎬ而仪器精密度

相对标准偏差却有所提高. 因此综合系统适应性参

数、仪器精密度、样品的节省量考虑ꎬ确定色谱方法

中进样体积为 １.０ μＬ.
２. ２. ２　 流量的确定

按照中国药典[７] 方法调整的允许范围进行确

定ꎬ按照 ｄｃ１ 为 ４. ６ ｍｍ 色谱柱常用流量 Ｆ１ 为

１.０ ｍＬ / ｍｉｎ计算ꎬ当使用 ｄｃ２ 为 ３.０ ｍｍ 色谱柱时ꎬ流

量 Ｆ２ 应为 Ｆ２ ＝ Ｆ１ × (ｄｃ２２ / ｄｃ２１) ꎬ此时方法的最佳线

速度为 ０.４３ ｍＬ / ｍｉｎ. 因此考察了流量分别为 ０.４３、
０.８６ ｍＬ / ｍｉｎ 的色谱效果ꎬ结果如图 ２ 所示. 由图 ２ 可

见ꎬ在流速为 ０.４３ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬ３ 种人参皂苷的灵敏度、
理论塔板数、分离度均较高ꎬ但分析时间相对较长. 出
于对分析方法的综合考虑ꎬ最终确定 ０.４３ ｍＬ / ｍｉｎ 作为

方法的流量. 实际应用中ꎬ如有超快速分析时间的需

求ꎬ可使用 ０.８６ ｍＬ / ｍｉｎ 作为流速ꎬ在略微牺牲灵敏

度、理论塔板数、分离度的情况下ꎬ进行参芪降糖胶

囊中人参皂苷含量的测定ꎬ分析时间可缩短一半.

图 ２　 供试品溶液在不同流速下的色谱图

Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅｓ
(１)人参皂苷 Ｒｇ１ꎬ (２) 人参皂苷 Ｒｅꎬ (３) 人参皂苷 Ｒｄ

(Ｃ) 流速为 ０.８６ ｍＬ / ｍｉｎꎬ (Ｄ) 流速为 ０.４３ ｍＬ / ｍｉｎ

３　 结论

虽已有超高效液相色谱法测定参芪降糖制剂的

应用报道ꎬ但大多基于 ｓｕｂ￣２ μｍ 色谱填料与质谱检

测器联用为主. 一方面仪器设备昂贵ꎬ常规中医药

企业无法承担. 另一方面 ｓｕｂ￣２ μｍ 色谱填料所导致

８４
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的非常高的系统压力会引起很多副作用ꎬ比如高压

会相对容易造成系统和色谱柱性能的下降. 高压

时ꎬ流动相与色谱填料之间产生的摩擦热会造成色

谱柱内部温控失衡、色谱峰形的变化、检测器噪声的

增加、关键目标峰分离度的变化等ꎬ对参芪降糖胶囊

的分离分析数据可能会造成显而易见的影响.
因此本研究采用 ３. ５ μｍ Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 色谱填

料ꎬ在常规高效液相色谱系统上ꎬ建立了高效液相色

谱方法进行参芪降糖胶囊中人参皂苷含量的快速分

析ꎬ既发挥了超高效液相色谱高效、高通量的特点ꎬ
又避免出现超高效液相色谱价格昂贵、系统易堵、体
验感差、方法转移难等问题. 同时该方法的准确性、
精密度高ꎬ操作也简单ꎬ极易被广大中医药企业所认

可和接受ꎬ可为今后进一步提高参芪降糖胶囊的分

析标准提供参考依据.
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