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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立红参药材高效液相色谱（HPLC）指纹图谱 ，为其质量评价提供依据 。方法 　 Sharpsil唱T C１８色谱柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ；以乙腈唱水为流动相梯度洗脱 ；柱温为 ３０ ℃ ；流速为 １ ．０ ml／min ；检测波长为 ２０３ nm 。结果 　以人

参皂苷 Rb１为参照峰 ，建立 １０批红参的对照指纹图谱 ，识别出 ２４个共有峰 ，其相似度均大于 ０ ．９４０ 。通过质谱推断 、对照品

比对确证了其中 １１个共有峰 。结论 　该方法操作简便 、准确可靠 、重复性较好 ，为红参药材的质量控制提供了有效手段 。
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Study on HPLC fingerprint of Ginseng Radix et Rhizoma Rubra
GAO Yanxia１ ，SU Juan２ ，JIN Huizi１ （１ ．School of Pharmacy ，Shanghai Jiaotong University ，Shanghai ２００２４０ ，China ；２ ．School of
Pharmacy ，Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish the HPLC fingerprint of Ginseng Radix et Rhizoma Rubra for its quality control ．
Methods 　 Sharpsil唱T C１８ column（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm）was used with acetonitrile唱water in gradient elution mode ．The flow
rate was １ ．０ ml／min ，the column temperature was maintained at ３０ ℃ ，and the detective wavelength was ２０３ nm ．Results 　 ２４

co唱possessing peaks were selected as fingerprint peaks and the similarities between each of the ten areas and the standard chro 唱
matographic fingerprints of Panax ginseng Rubra were calculated while Rb１ peak selected as the reference peak ．The similarity
was more than ０ ．９４０ ．Eleven chemical compounds were identified by comparing the reference substance ．Conclusion 　 The
method could be used for the quality control of Panax ginseng Rubra with good precision ，stability ，and reproducibility ．

　 　 ［Key words］ 　 Ginseng Radix et Rhizoma Rubra ；HPLC ；fingerprint

　 　红参（Ginseng Radix et Rhizoma Rubra）为五
加科植物人参 Panax ginseng C ．A ．Mey ．的栽培品
经蒸制后的干燥根和根茎 。秋季采挖 ，洗净 ，蒸制

后 ，干燥 。其味甘 ，微苦 ，性温 ，归脾 、肺 、心 、肾经 ，具

大补元气 、复脉固脱 、益气摄血之功 。用于体虚欲

脱 、肢冷脉微 、气不摄血 、崩漏下血［１］
。

　 　红参主要含有皂苷类 、糖类及氨基酸类等化学

成分 ，人参皂苷是其主要活性成分 。 红参质量的不

同会造成其成品质量的差异 ，为保证制剂质量的稳

定性 ，有必要对红参药材进行指纹图谱研究 。中药

指纹图谱能从整体上表征复杂的化学物质 ，近年来

已成为国内外广泛接受的质量评价模式［２］
。以往建

立的红参 HPLC 指纹图谱［３唱５］
，药材提取率较低 ，色

谱峰分离度不高 ，未对共有峰的特征进行细致分析 。

笔者根据红参中人参皂苷类成分的性质 ，用 ７５％ 乙

醇回流提取药材 ，建立液相色谱紫外检测的指纹图

谱分析方法 ；并采用液相色谱离子肼质谱技术对主

要色谱峰进行指认 ，建立了适用于红参药材质量评

价的指纹图谱方法 。

1 　仪器与材料

　 　 Agilent １１００ 液相色谱仪（美国 Agilent 公司） ；

Agilent １１００ Series LC／MSD Trap XCT 电喷雾质
谱检测器 （美国 Agilent 公司） ；BP２１１D 电子天平
（德国 Sartorius公司） ；数显恒温水浴锅（上海梅香

仪器有限公司） 。

　 　人参皂苷 Rg１ 、Re 、Rb１ 、Rf 、Rc 、Rh１ 、Rd 、（R）
Rg３ 、（S）Rg３ ，均购于中国药品生物制品鉴定所 ；人

参皂苷 Rh４购于成都普菲德生物技术有限公司 ；人

参皂苷 Rg６和人参皂苷 Rk１购于上海源叶生物科
技有限公司 ；１０批红参药材（批号 １３０３０１ 、１３０３０２ 、

１３０３０３ 、１３０３０４ 、１３０３０５ 、１３０３０６ 、１３０２０２ 、１３０２０３ 、

９４２
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W１２１００２ 、W１２０７０１０２）均由上海和黄药业有限公司

提供 ，产地为辽宁抚顺 ；乙腈为色谱纯（美国 Fisher
公司） ，水为 Milli唱Q 超纯水 ，甲醇 、乙醇为分析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱为 Sharpsil唱T C１８色谱柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ，以乙腈唱水为流动相 ，按

表 １程序梯度洗脱 ；柱温 ３０ ℃ ；流速 １ ．０ ml／min ；
检测波长 ２０３ nm ；进样量为 ２０ μl 。

表 1 　流动相梯度洗脱条件
时间

（t／min）
乙腈
（％ ）

水
（％ ）

时间
（ t／min）

乙腈
（％ ）

水
（％ ）

０ 垐２１ "７９ 摀４３  ３４ 灋６６  
２２ 潩２１ "７９ 摀４９  ４５ 灋５５  
２３ 潩２０ "８０ 摀５３  ４５ 灋５５  
２６ 潩２３ "７７ 摀６６  ７４ 灋２６  
３０ 潩２８ "７２ 摀７１  ８５ 灋１５  
３３ 潩３４ "６６ 摀７６  ９５ 灋５

2 ．2 　质谱条件 　离子源 ：ESI ；扫描方式 ：负离子扫

描 ；喷雾气体 ：高纯度氮气（N２ ） ，３５ psi ；载气 ：氮气 ，

流速 １２ L ／min ；碰撞气体 ：氦气 ；毛细管温度 ：

３５０ ℃ ；HV 电 压 ：３ ５００ V ；扫 描 范 围 ：２００ ～

１ ５００ m／z ；碰撞能量 ：０ ．３ ～ ２ V 。

2 ．3 　 对照品溶液的制备 　 取人参皂苷 Rg１ 、Re 、
Rf 、Rb１ 、Rc 、Rd 、Rh４ 、Rg６ 、（R ）Rg３ 、（S ）Rg３ 和
Rk１对照品适量 ，精密称定 ，分别加甲醇配成适当质

量浓度的对照品溶液 ；分别量取适量不同成分的对

照品溶液制成混合对照品溶液 ，０ ．４５ μm 微孔滤膜
滤过 ，即得 。

2 ．4 　供试品溶液的制备 　取红参药材粗粉５ ．０ g ，精
密称定 ，置 １００ ml圆底烧瓶中 ，加 ７５％ 乙醇 ５０ ml浸
泡 ３ h后于 ８５ ℃水浴加热回流 ２ ．５ h ，滤过 ，药渣加

７５％ 乙醇 ５０ ml继续回流提取 ２ ．５ h ，合并 ２次滤液 ，

滤液用乙醇定容于 １００ ml容量瓶 ，摇匀 ，０ ．４５ μm微
孔滤膜滤过 ，取续滤液作为供试品溶液 。

2 ．5 　方法学考察
2 ．5 ．1 　 精密度试验 　 精密称定红参粗粉 （批号

１３０３０１）５ ．０ g ，按“２ ．４”项下方法制备供试品溶液 ，

按“２ ．１”项下条件连续进样 ６ 次 ，记录色谱图 ，以人

参皂苷 Rb１为参照峰 ，考察各共有峰的相对保留时间

和相对峰面积的 RSD 。结果各共有峰相对保留时间

的 RSD均 ＜ ０ ．９６％ ，相对峰面积的 RSD均 ＜ ２ ．９７％ ，

符合指纹图谱要求 ，表明仪器精密度良好 。

2 ．5 ．2 　重复性试验 　精密称定红参粗粉 ６份（批号

１３０３０２） ，每份 ５ ．０ g ，按“２ ．４”项下方法分别制备成

供试品溶液 ，按“２ ．１”项下条件进样分析 ，以人参皂

苷 Rb１为参照峰 ，结果各共有峰相对保留时间的

RSD 均 ＜ １ ．１５％ ，相对峰面积的 RSD 均 ＜ ３ ．３４％ ，

符合指纹图谱要求 ，表明重复性良好 。

2 ．5 ．3 　稳定性试验 　 取“２ ．５ ．１”项下的供试品溶

液 ，按“２ ．１”项下方法操作 ，分别在 ０ 、２ 、４ 、８ 、１２ 、

２４ h进样 ，测得其各共有峰相对保留时间 RSD均 ＜

０畅６７％ ，相对峰面积的 RSD 均 ＜ ３畅５８％ ，表明样品

在２４ h内稳定 。

2 ．6 　 样品指纹图谱测定 　 取 １０ 批红参样品 ，按

“２ ．４”项下方法制备供试品溶液 ，在“２ ．１”项下的色

谱条件下依次进样检测 ，记录色谱图 ，共获得 ２４ 个

共有峰 ；通过质谱中分子离子峰和碎片离子峰的分

子量匹配 ，结合标准品各峰保留时间定位对各峰进

行指认 ，共指认 １１个色谱峰 。混合对照品和红参样

品色谱图见图 １ 。 １１个色谱峰化学成分质谱归属结

果见表 ２ 。

2 ．7 　特征指纹图谱的建立
2 ．7 ．1 　 参照峰的选择 　 在 １０ 批次红参 HPLC 色
谱图中 ，人参皂苷 Rb１ 的色谱峰（５ 号峰）与相邻峰

分离度良好 ，峰位居中 ，峰面积较大且为所有样品共

有 ，因此将人参皂苷 Rb１作为参照峰 。

2 ．7 ．2 　指纹图谱共有模式的建立 　将 １０批次红参

样品色谱图导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统

软件（２００４A 版） ，建立了红参药材的指纹图谱共有

模式图 ，结果见图 ２ 。

图 1 　对照品（A）和红参样品（B）的 HPLC色谱图
人参皂苷 ：２ ．Rg１ ；３ ．Re ；４ ．Rf ；５ ．Rb１ ；６ ．Rc ；８ ．Rd ；９ ．Rg６ ；１２ ．Rh４ ；１３ ．（R）Rg３ ；１４ ．（S）Rg３ ；１６ ．Rk１

０５２
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表 2 　红参药材指纹图谱化学成分质谱归属

峰号
保留时间
（tR ／min） 相对分子质量

分子离子峰
［M唱H］ －

MS／MS
（m／z） 鉴定的化合物

２ 　２８ 怂．１８３ ８００  ７９９ 烫．５ ６３７ )．３ 、４７５ ．３ 人参皂苷 Rg１ 倐
３ 　２９ 怂．６２ ９４６  ９４５ 烫．５ ６３７ �．４ 、７８３ ．５ 、４７５ ．３ 人参皂苷 Re
４ 　３９ 怂．６２４ ８００  ７９９ 烫．４ ６３７ �．３ 、４７５ ．３ 、３９１ ．２ 人参皂苷 Rf
５ 　４０ 怂．６９２ １ １０８  １ １０７ 烫．５ ９４６ �．４ 、７８３ ．５ 、６２１ ．３ 人参皂苷 Rb１ 剟
６ 　４２ 怂．５９２ １ ０７８  １ ０７７ 烫．５ ９４５ �．５ 、７８３ ．５ 、６２１ ．４ 人参皂苷 Rc
８ 　４９ 怂．８４３ ９４６  ９４５ 烫．５ ７８３ �．４ 、６２１ ．４ 、４５９ ．３ 人参皂苷 Rd
９ 　５６ 怂．５８８ ７６６  ７６５ 烫．４ ６１９ �．３ 、４５７ ．５ 、６０１ ．１ 人参皂苷 Rg６ 倐

１２ 　５９ 怂．５３３ ６２０  ６１９ 烫．４ ３４４ �．９ 、５７１ ．８ 、４２９ ．１ 人参皂苷 Rh４ 厖
１３ 　６０ 怂．６６９ ７８４  ７８３ 烫．５ ４５９ �．３ 、５３７ ．２ 、６２１ ．３ 人参皂苷（R）Rg３ �
１４ 　６１ 怂．２２５ ７８４  ７８３ 烫．４ ４５９ �．４ 、６２１ ．３ 、５３７ ．３ 人参皂苷（S）Rg３ 祆
１６ 　６６ 怂．６４７ ７６６  ７６５ 烫．４ ６０３ い．３ 人参皂苷 Rk１

图 2 　 10批红参药材的 HPLC指纹图谱

2 ．7 ．3 　指纹图谱相似度评价 　 采用中药色谱指纹

图谱相似度评价系统软件（２００４A 版） ，将 １０批红参

药材指纹图谱数据导入 ，以第 １ 批药材图谱作为参

照谱进行指纹匹配 ，采用中位数法生成对照指纹图

谱 ，然后将１０批红参药材的指纹图谱与对照指纹图

谱进行相似度计算 ，结果见表 ３ 。分析结果显示 １０

批次的红参相似度均在 ０ ．９４０以上 ，表明各批次红

参具有较高的相似度 。

表 3 　 10批红参药材的相似度结果
编号 相似度 编号 相似度

S１ 痧０ 破．９９８ S６ l０ B．９４５

S２ 痧０ 破．９９６ S７ l０ B．９９９

S３ 痧０ 破．９９８ S８ l０ B．９７５

S４ 痧０ 破．９９９ S９ l１ B
S５ 痧１ 破S１０ 亖１ B

3 　讨论

3 ．1 　 提取条件的优化 　 在提取方法上 ，对药典方

法 、回流提取法和超声提取法做了平行比较 ，结果表

明药典方法虽然可以去除糖类成分的干扰 ，但是需

经过索氏提取和超声等步骤 ，操作烦琐 ，且糖类成分

在该研究条件下没有干扰 ；超声提取法虽然简单 ，但

提取不完全 ；回流提取法操作简单方便 ，且通过比较

不同提取溶剂和不同温度有利于优选条件 ，最后选

择 ７５％ 乙醇于８５ ℃回流提取 。

3 ．2 　色谱条件的优化 　在流动相的选择上 ，通过比

较甲醇唱水 、乙腈唱水和磷酸缓冲溶液 ，结果表明乙腈唱

水梯度洗脱效果较好 ；在色谱柱选择上 ，比较

Waters SymmetryShieldTM RP１８ （４ ．６ mm ×

２５０ mm ，５ μm） 、Sharpsil唱T C１８ （４ ．６ mm × ２５０ mm ，

５ μm）和 Sharpsil唱T C１８ （４ ．６ mm × １５０ mm ，５ μm）
３种色谱柱 ，分析结果表明 Sharpsil唱T C１８ （４ ．６ mm
× ２５０ mm ，５ μm ）色谱柱各峰分离度更好 ，柱效

更高 。

　 　该研究建立了红参 HPLC指纹图谱 ，通过相似
（下转第 ２５４页）

１５２
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4 　建立纯化水的仪器检测方法

　 　纯化水的检查中 ，除了电导率使用仪器进行分

析外 ，其余均为容量分析 。随着分析化学的进步 ，仪

器分析越来越普及 ，相对于容量分析 ，利用仪器检测

更加方便快捷 ，省时省力 。 在结果的准确度和重现

性上 ，仪器分析亦更胜一筹 。

　 　在纯化水的检查中 ，仪器分析可以扮演重要角

色 ，譬如酸碱度可应用 pH计进行快速测定 ，取代精

确度不高 、影响因素较多的变色法 。 在 ２０１０ 年版

枟中国药典枠中规定 ，１０ ml 纯化水样品中加入甲基
红指示液 ２滴 ，不得显红色 ，加溴麝香草酚蓝指示液

５滴 ，不得显蓝色 。甲基红的变色范围是 pH ４ ．４ ～

６ ．２ ，pH 值越低 ，红色越明显 。溴麝香草酚蓝的变

色范围是 pH ６ ．０ ～ ７ ．６ ，变色范围内随 pH 升高 ，由

黄色转变为蓝色 。实际测定中 ，我们以上海市居民

饮用水为样品 ，以实验室自制的去离子水为对照 ，以

枟中国药典枠中规定的甲基红和溴麝香草酚蓝指示液

进行变色法测定 ，凭借肉眼观察溶液颜色变化 。由

于个体对颜色的敏感度差异 ，实验组 ６位成员所得

色差结论不一 ，重复实验 ３次并采纳多数意见 ，确定

样品在甲基红指示液加入后呈淡黄色 ，溴麝香草酚

蓝指示液加入后呈淡绿色 ，与对照品相近 ，判定 pH
合格 。

　 　相较于烦琐且主观性较强的变色法 ，若以 pH
计测定 ，样品溶液的 pH 值可以精确至小数点后两
位 ，且测量过程仅需数秒 ，结果更为客观可信 。

5 　结语

　 　纯化水作为制药用水的一种 ，可用于配制诸多

口服用药 ，并可进一步精制成为注射用水 。纯化水

的快速检查是其制备中的重要环节 ，其效率和准确

度至关重要 。近几版枟中国药典枠中对纯化水的检查

项目不断进行修订 ，但对每一检查项下的具体操作

步骤和方法未进行过修改完善 。笔者在进行野战制

药用水制备的具体操作过程中 ，遇到了诸多不够明

确的检查步骤和方法 ，给纯化水的检测带来困难 。

因而根据个人实际操作 ，并结合部分参考文献中的

方法改进 ，汇成本文 。为了保证药典的规范性 、严谨

性和先进性 ，纯化水的检查方法应结合分析化学的

研究进展 ，不断修改及完善 ，确保检验结果的可靠及

准确 。
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度计算分析可知各批次红参药材稳定性较高 ，可用

于控制药材的质量 ，以保证制剂质量的稳定性 ，也为

含红参制剂尤其是注射剂的指纹图谱研究提供参考

依据 。
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