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摘要　目的 :建立反相高效液相色谱法同时测定重楼中重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ4种皂苷的含量测定方法 ,考察重楼

中 4种皂苷的含量。方法 :采用色谱柱 : Agilent SB C18柱 (4. 6 mm ×150 mm, 5μm ) ;流动相 :乙腈 2水 ,梯度洗

脱 ,流速 0. 8 mL /m in;紫外检测器 ,检测波长 : 210 nm。结果 : 4种重楼皂苷的标准曲线线性良好 ( r > 0. 999 8, n

= 5) ,回收率 98. 12%～104. 3% ,最低检测限 11. 8～21. 0 ng,最低定量限 38. 4～75. 0 ng。不同产地的重楼中 4

种甾体皂苷的含量差异较大。结论 : 该方法准确、简捷 ,可用于重楼中 4种皂苷的定量分析。
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S im ultaneous determ ina tion of four stero ida l sapon in s com pounds in Pa ris

p loyphylla by RP2HPLC m ethod
XU L i2li1 , ZHAO L iang1 , X IA Hui2 , ZHANG Guo2qing1 (1. Department of Pharmacy, Eastern Hepatobilliary Hosp ital, SecondM ilitary

Medical University, Shanghai 200438, China; 2. School of Pharmacy, Second M ilitaryMedical University, Shanghai 200433, China)

ABSTRACT　O bjective: To establish a simultaneous determ ination method of steroidal saponin Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ in Paris ployphy lla by

RP2HPLC. M ethods: The column was Agilent SB C18 (4. 6 mm ×150 mm, 5μm) 1The mobile phase was acetonitrile2water with gradi2
ent elution at a flow rate of 0. 8 mL /m in. The UV detection was performed at 210 nm. Results: The calibration curves showed good lin2
earity ( r > 0. 999 8, n = 5). The recoveries of the four steroidal saponinswere from 98. 12% to 104. 3%. The lim its of detection (LOD)

ranged from 11. 8 to 21. 0 ng and lim its of quantification (LOQ) ranged from 38. 4 to 75. 0 ng for all the reference standards, respec2
tively. The results showed that the contents of the four steroidal saponins in Paris polyphylla very from different p roducing area. Conclu2
sion: The method is accurate , convenient, and suitable for the quantitative analysis of four saponins from Paris p loyphylla.

KEY WO RD S　 Paris ployphy lla; saponin; RP2HPLC; determ ination

　　重楼为百合科植物云南重楼 Paris polyphylla

Sm ith var. yunnanensis ( Franch. ) Hand. 2Mazz. 或七叶

一枝花 Paris polyphy lla Sm ith var. ch inensis ( Franch. )

Hara的干燥根茎 [ 1 ]
,又称蚤休。该属植物主要分布

于我国的云南、四川、贵州等地 ,具有清热解毒、消肿

止痛的功效 ,主要用于咽喉肿痛、毒蛇咬伤等症 ,是

云南白药、宫血宁胶囊等的主要组成药物。甾体皂

苷是其主要活性成分 ,主要苷元为异螺甾烷醇类的

薯蓣皂苷元和偏诺皂苷元 ,本研究中重楼皂苷 Ⅰ、Ⅱ

属于薯蓣皂苷 ,重楼皂苷 Ⅵ、Ⅶ属于偏诺皂苷 ,文献

多采用重楼皂苷 Ⅰ、Ⅱ作为重楼的质量控制标

准 [ 1, 2 ] ,为了更全面地了解重楼中甾体皂苷的成分

与含量 ,本文建立了重楼的前处理条件 ,并通过 RP2

HPLC法采用梯度洗脱的方式同时对重楼皂苷 Ⅰ、

Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ进行了分离及含量测定 ,方法准确、简捷 ,

为重楼进一步的质量评价及合理利用提供了依据。

1　仪器与试药

1. 1　仪器 　Agilent 1100高效液相色谱仪 (美国安

捷伦公司 ) ,包括低压四元梯度泵、在线脱气机、自

动进样器、柱温箱、VWD 检测器、ChemStation色谱

工作站 ;淀久 DJ204粉碎机 (上海淀久中药机械制造

有限公司 ) ; METTLER AE240型电子天平 (德国梅

特勒 2托利多公司 ) ; KUDOS SK2200H型超声仪 (上

海科导超声仪器公司 )。

1. 2　试药 　乙腈为色谱纯 ,水为纯化水。重楼对照

药材 (云南 ,批号 1211572200402)、重楼皂苷 Ⅰ、Ⅱ、

Ⅵ、Ⅶ对照品 (批号分别是 1115902200402、1115912
200301、1115922200402、1115932200402)均购自中国

药品生物制品检定所。编号为 2的重楼饮片 2005
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年购自北京德威治药房 ,产地云南 ;其他产地的重楼

饮片均于 2008年 4月购自上海荣庆堂药店。上述

样品经第二军医大学药学院生药学教研室张汉明教

授鉴定为中药重楼饮片。详细样品信息见表 1。

表 1　重楼样品和产地

编 号 样品 产 地

1 对照药材 云 南

2 重楼饮片 云 南

3 重楼饮片 云 南

4 重楼饮片 贵 州

5 重楼饮片 广 西

2　方法与结果

2. 1　色谱条件 　色谱柱 : Agilent SB C18柱 (4. 6 mm

×150 mm, 5μm ) ;流动相 :乙腈 2水 ,梯度洗脱程序

见表 2;流速 : 0. 8 mL /m in;进样量 10μL。进样前流

动相梯度初始条件平衡 10 m in。检测波长 : 210 nm。

柱温 : 25 ℃。

2. 2　溶液的制备

2. 2. 1　对照品溶液的制备 　分别精密称定重楼皂

苷 Ⅰ10. 25 mg、重楼皂苷 Ⅱ2. 80 mg、重楼皂苷 Ⅵ1.

57 mg、重楼皂苷 Ⅶ2. 03 mg置 10 mL容量瓶中 ,加

入甲醇溶解并稀释至刻度 ,摇匀 ,即得对照品溶液

(1)。精密量取对照品溶液 (1) 3. 00 mL置 5 mL容

量瓶中 ,加入甲醇溶解并稀释至刻度 ,摇匀 ,即得对

照品溶液 (2) ;精密量取对照品溶液 (2) 2. 50 mL置

5 mL容量瓶中 ,加入甲醇溶解并稀释至刻度 ,摇匀 ,

即得对照品溶液 (3) ;精密量取对照品溶液 (3) 2. 50

mL置 5 mL容量瓶中 ,加入甲醇溶解并稀释至刻度 ,

摇匀 ,即得对照品溶液 ( 4 ) ;精密量取对照品溶液

(4) 2. 50 mL置 10 mL容量瓶中 ,加入甲醇溶解并稀

释至刻度 ,摇匀 ,即得对照品溶液 (5)。

表 2　梯度洗脱程序表

时间 (m in) 乙腈 ( v /v% ) 水 ( v /v% )

0 20 80

10 34 66

20 38 62

25 40 60

45 60 40

2. 2. 2　供试品溶液的制备 　取重楼饮片粉末 (过

60目筛 )约 014 g,精密称定 ,置 25 mL具塞锥形瓶

中 ,精密加入甲醇 10 mL,超声处理 30 m in,放冷至

室温 , 0145μm 微孔滤膜过滤 ,取续滤液作为供试品

溶液 ,备用。

图 1　重楼皂苷对照品 (A)和样品 (B)色谱图

12重楼皂苷Ⅶ; 22重楼皂苷Ⅵ; 32重楼皂苷Ⅱ; 42重楼皂苷Ⅰ

2. 3　线性关系 　精密吸取以上混合对照品溶液

(1) ～ (5)由低浓度至高浓度各 20μL依次注入高

效液相色谱仪。以进样量 (μg)为横坐标 ,以峰面积

为纵坐标分别绘制标准曲线。计算线性回归方程、

相关系数、最低检测限、线性范围见表 3。结果表明

在各自的线性范围内 , 4种皂苷的进样量与峰面积

值之间呈良好的线性关系。

表 3　4种重楼皂苷线性实验结果

皂苷 回归方程 r 检测限 ( ng) 定量限 ( ng) 线性范围 (μg)

Ⅰ y = 125. 35x + 5. 028 1 0. 999 9 12. 8 38. 4 0. 768 8～20. 50

Ⅱ y = 161. 28x + 0. 149 1 0. 999 9 21. 0 75. 0 0. 210 0～5. 600

Ⅵ y = 227. 88x - 2. 473 4 0. 999 9 11. 8 42. 1 0. 084 1～3. 140

Ⅶ y = 148. 28x + 1. 418 9 0. 999 8 15. 2 54. 4 0. 152 3～4. 060
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2. 4　精密度试验 　取对照品溶液 ( 3 )连续进样 5

次 ,将该溶液放置 5 d,每天进样 1次 ,进样量为 10

μL,记录峰面积 ,分别进行日内精密度和日间精密

度考察。结果重楼皂苷 Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ的日内精密度

峰面积 RSD 分别为 1. 140%、11257%、11274%、

11300% ( n = 5 ) ,日间精密度峰面积 RSD 分别为

31632%、31878%、41476%、31997% ( n = 5) ,表明 4

种皂苷日内精密度、日间精密度良好。

2. 5　稳定性试验 　取对照品溶液 (3)于 0、2、4、8、

12、22、48、72 h分别进样 10μL,分别记录 4种皂苷

的峰面积 ,结果重楼皂苷 Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ峰面积 RSD

分别为 31632%、31673%、31747%、41273% ( n =

8) ,表明 4种重楼皂苷在 72 h内稳定性良好。

2. 6　重复性试验 　精密称取 2号重楼饮片粉末

014 g,按“2. 2. 2项 ”方法制备 ,依上述色谱条件 ,连

续进样 6次测定 ,进样量 10μL,结果重楼皂苷 Ⅰ、

Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ峰面积 RSD分别为 01186 4%、01226 4%、

21457%、11848% ( n = 6) ,表明方法重复性良好。

2. 7　加样回收率试验　取重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ含量分

别为 21260%、01954 8%、01023 26%、01278 2%的 2

号重楼饮片粉末 6份 ,每份约 014 g,精密称定 ,分别

精密加入重楼对照品溶液 (1) 1 mL,按“21212项”方

法制备 ,测定 4种皂苷的含量 ,计算 RSD ,进行加样回

收率考察 ,结果重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ加样回收率依次为

98180%、98195%、10413%、98112% , RSD 依 次 为

11630%、11068%、01810 8%、11143% (n = 6)。

2. 8　样品含量测定 　取各产地重楼饮片粉末各约

014 g,精密称定 ,分别按“21212项 ”方法制备 ,测定

重楼皂苷 Ⅰ、Ⅱ、Ⅵ、Ⅶ的含量 ,每个产地样品重复进

样 3次 ,进样量 10μL,分别计算含量及 RSD ,结果

见表 4。

表 4　不同产地重楼中 4种皂苷的含量测定结果 ( n = 3, mg/g)

对照药材 云南 (2) 云南 (3) 贵州 广西

重楼皂苷Ⅰ 19. 28 ±0. 068 60 22. 60 ±0. 008 970 12. 73 ±0. 024 70 37. 39 ±0. 143 0 15. 05 ±0. 029 90

RSD % 0. 356 0 0. 039 80 0. 194 5 0. 381 1 0. 198 8

重楼皂苷Ⅱ 6. 359 ±0. 020 90 9. 547 ±0. 020 60 0. 537 3 ±0. 009 350 3. 434 ±0. 037 10 1. 116 ±0. 020 60

RSD % 0. 329 3 0. 216 5 1. 738 1. 801 1. 845

重楼皂苷Ⅵ 未检测到 0. 232 6 ±0. 001 100 0. 365 6 ±0. 008 270 1. 882 ±0. 040 10 1. 823 ±0. 013 10

RSD % 0. 472 5 2. 271 2. 134 0. 718 1

重楼皂苷Ⅶ 0. 972 2 ±0. 018 10 2. 782 ±0. 056 50 1. 484 ±0. 019 80 4. 453 ±0. 020 40 3. 474 ±0. 021 50

RSD % 1. 861 2. 028 1. 331 0. 457 1 0. 618 4

3　结果与讨论

3. 1　前处理条件　根据重楼有效成分的性质进行了

初步预试验 ,采用三因素三水平正交实验设计 ,考察了

不同提取溶剂 (A:甲醇 ,乙醇及 70%乙醇 ) ,提取时间

(B: 15, 30, 45 m in)及提取溶剂体积 (12, 15, 25 mL)对提

取结果的影响。色谱条件同“211”,取样量为 115 g。

以所得色谱图中 4种重楼皂苷色谱峰面积总和作为提

取效率考察指标 ,最终确定影响重楼中有效化学成分

提取的因素依次为 :提取体积 >提取溶剂 >提取时间。

初步确定 1. 5 g样品溶于 25 mL甲醇 ,提取 30 min为前

处理条件 ,为了更进一步选取最优提取体积 ,在溶剂和

提取时间不变的情况下 ,先按质量体积比等比换算 ,降

低取样量至 0. 6 g样品加甲醇 10 mL提取 30 min,再追

加 0. 4 g样品溶于 10 mL甲醇和 0. 3 g样品溶于 10 mL

甲醇两个实验 ,结果显示 4种重楼皂苷提取效率存在

升高的趋势 ,但是 ,在 0. 4 g到 0. 3 g升高趋势较小 ,考

虑到 0. 3 g样品溶于 10 mL甲醇的实验结果显示重楼

皂苷Ⅵ浓度低于定量限 ,因此 ,优化前处理条件为 0. 4 g

样品加甲醇 10 mL提取 30 m in。

3. 2　色谱条件 　实验中考察了 Agilent SB C18、XDB

C18、XDB C8、Agilent C8、RX C8、Extend C18等不同填

料色谱柱 ,发现 4种皂苷在 Agilent SB C18和 XDB

C18柱上都能得到很好的分离效果 ,而 Agilent SB C18

柱得到的色谱峰对称性更好 ,因此选择了 Agilent SB

C18柱 ;考察了甲醇 2水和乙腈 2水两个流动相系统并

比较了梯度洗脱和等度洗脱两种分离手段 ,发现甲

醇 2水流动相系统在 210 nm检测条件下基线不稳 ,

梯度洗脱和等度洗脱都能够分离 4种皂苷 ,等度洗

脱中 4种皂苷保留时间较梯度洗脱略短 ,但梯度洗

脱能更好地反映药材较为完整的色谱信息 ,故选择

了乙腈 2水流动相系统 ,采用梯度洗脱 ;考察了 15

℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃5个不同温度 ,随着温

度升高 ,保留时间相应缩短 ,但目标色谱峰分离度减

小 ,综合考虑选择 25 ℃作为分离柱温 ;考察了 0. 5、

0. 8、1. 0、1. 2 mL /m in等不同流速 ,随着流速升高 ,

保留时间递减的同时 ,目标色谱峰对称性变差、分离

度减小 ,最后选择流速为 0. 8 mL /m in。

3. 3　含量测定 　本研究采用梯度洗脱 ,对 5份重楼

样品中的 4种皂苷同时进行了含量测定 ,结果显示 :
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不同产地的重楼中 4种皂苷的含量差别较大 , 4种皂

苷所占的比例也大不相同 ,其中 ,以重楼皂苷Ⅰ含量最

高 ,其次为重楼皂苷Ⅱ,这与 2005版药典中规定的以

上述两种成分含量之和大于 0. 80%作为重楼的质控

条件相吻合 , 2005版中国药典没有对重楼皂苷Ⅵ、Ⅶ

的质控作要求 ,在实验结果中 ,重楼皂苷Ⅵ含量偏低 ,

云南产的对照药材中没有检测到重楼皂苷Ⅵ,但在上

海荣庆堂药店购买的贵州、广西产的重楼饮片中重楼

皂苷Ⅵ的含量达到了 1. 8 mg/g以上 ,重楼皂苷 Ⅶ的

含量在 1～4 mg/g。由于在药理作用方面 ,重楼皂苷

Ⅰ、Ⅱ具有较强的免疫调节作用 [ 3 ]
,重楼皂苷Ⅰ、Ⅵ具有

抗肿瘤作用 [ 4 ]
,因此 ,根据治疗目的不同 ,在用作免疫

调节剂的原药材时 ,应该重点考虑重楼皂苷Ⅰ、Ⅱ的含

量 ,在用作抗肿瘤药物的原药材时 ,应该重点考虑重

楼皂苷Ⅰ、Ⅵ的含量。本研究通过 RP2HPLC法同时测

定重楼中 4种皂苷的含量 ,比文献中的只测定重楼皂

苷Ⅰ、Ⅱ含量的方法更能反映不同产地药材的差异性 ,

更有利于重楼的质量评价及合理利用。

另外 ,实验中日间精密度和稳定性的 RSD值有

些偏高 ( RSD 大于 2%小于 5% ) ,且各峰面积均随

时间的增加而略微增大 ,这可能是由于样品实验期

间连续 5天一直被保存在样品盘中 ,甲醇溶剂少许

挥发所致。考虑到日内精密度 RSD 均小于 2% ,并

且线性、加样回收率、含量测定等实验都是在供试品

溶液配制好后的一天内完成进样的 ,因此 ,能够保证

含量测定结果的准确性和可靠性。
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表 3　以 A药厂非洛地平片为对照的其他各药厂制剂的相似因子

药厂
溶出介质Ⅰ

Q f2

溶出介质Ⅱ

Q f2

溶出介质Ⅲ

Q f2

溶出介质Ⅳ

Q f2

溶出介质Ⅴ

Q f2

B 128. 42 69. 21 957. 95 47. 95 1 364. 02 44. 14 1 031. 28 47. 16 3. 31 96. 24

C 8 748. 46 24. 02 7 876. 12 25. 16 9 261. 65 23. 40 8 281. 15 24. 61 8. 62 92. 06

D 13 169. 92 19. 58 6 219. 99 27. 72 9 948. 24 22. 62 8 086. 20 24. 87 191. 33 65. 09

3. 2　为评价各药厂产品间溶出度差异 ,选取在溶出

介质 Ⅰ (水 )中溶出曲线最好的 A药厂产品为对照 ,

采用 15 m in后溶出时间点的数据进行分析 ,这样可

消除不同药厂产品因崩解不同带来的影响 ,故时间

点个数 n = 8。

3. 3　在同一溶出介质中 ,不同药厂产品溶出情况不

同 ,采用日本“药品品质再评价 ”, 2005方法时 ,差异

变得更加明显。总体来说 , A药厂生产的非洛地平

片在各溶出介质中均具有良好的溶出 , B药厂的非

洛地平片溶出相对较好 ,而其他产品溶出与 A药厂

的产品相比具有显著性差异。

3. 4　在采用日本“药品品质再评价 ”方法进行溶出

时 ,各药厂产品溶出情况存在较大差异 ,但这种差异

是否会导致生物利用度不同 ,还需进一步研究。如

果生物利用度存在差异 ,说明中国药典 2005年版方

法在对非洛地平片进行评价时产生了拉平效应 ,建

议对药典方法进行修改 ;如果生物利用度无差异 ,说

明在对非洛地平片进行评价时药典方法就已足够 ,

不需进一步区分。

3. 5　制剂在体外溶出和体内吸收好坏 ,除和药物本

身性质有关 ,还受生产工艺中多种因素的影响。因

此 ,还需对各药厂生产工艺进行进一步的探讨。本

研究的 4个厂家的溶出度虽然符合药典的规定 ,但

不同厂家的制剂质量水平有显著性差异 ,建议医院

在采购药品和临床选用药物时应考虑各厂家药品的

不同 ,以保证临床用药的疗效。
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