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  [ 摘要]  目的: 建立莲白消癌丸的质量控制方法。方法: 采用薄层色谱法对处方中的人参、重楼、黄芪、半枝莲进行鉴别,

采用高效液相色谱法测定人参皂苷 Rg1 的含量。结果: 在选定的薄层色谱条件下, 可检出人参、重楼、黄芪、半枝莲的特征斑

点; 在选定的高效液相色谱条件下人参皂苷 Rg1 同其它干扰成分达到较好的分离, 平均回收率为 99. 2% , RSD 为 1. 4%。结

论: 所建立的方法简便、专属、重复性好, 能有效控制该制剂的质量。
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  莲白消癌丸以原剂型汤剂改为浓缩丸,由人参、

重楼、黄芪、甘草、半枝莲、蜈蚣、蛤蚧等近 20 种药材

提取精制而成,具有抗肿瘤的功效,方中的人参、黄

芪、甘草、三七、重楼等都含有皂苷类成分,且结构相

近,给分离检测某单一皂苷成分
[ 1 ]
带来干扰;另外,

方中的许多动物药也给此制剂的质量标准的研究制

定带来困难。为了控制该制剂的质量,建立了人参、

重楼、黄芪、半枝莲的薄层鉴别方法和人参皂苷 Rg1

含量的高效液相测定方法,为有效控制该制剂的质

量提供了参考。

1 仪器与试药

岛津 LC-10AD型高效液相色谱仪;超声振荡仪

( KQ-500DE型,昆山市超声仪器有限公司 ) ; 薄层层

析硅胶 G,青岛海洋化工厂产品; 定量毛细管, 美国

Drummond产品;人参皂苷 Rg1 , 中国药品生物制品

检定所(供含量测定用,批号: 110703-200424) 产品;

人参皂苷 Re,中国药品生物制品检定所 ( 供含量测

定用,批号: 110754-200320) 产品;重楼对照药材,中

国药品生物制品检定所 ( 供含量测定用, 批号:

121157-200402) 产品;重楼皂苷Ⅰ,中国药品生物制

品检定所 ( 供含量测定用,批号: 111590-200402) 产

品;重楼皂苷Ⅱ,中国药品生物制品检定所 ( 供含量

测定用,批号: 111591-200402) 产品;重楼药材,购于

郑州市药材公司;黄芪对照药材,中国药品生物制品

检定所(供含量测定用,批号: 110912-200509) 产品;

黄芪甲苷,中国药品生物制品检定所 ( 供含量测定

用,批号: 110904-200511) 产品;野黄芩苷,中国药品

生物制品检定所 ( 供含量测定用, 批号: 110842-

200504) ;莲白消癌丸 ( 自制, 批号: 070510, 070527,

070612) ;乙腈,天津四友产品, 色谱纯; 其它试剂均

为分析纯。

2 方法与结果

2.1 人参的薄层色谱鉴别 取莲白消癌丸 10 g,研

碎,精密称定,石油醚 50 mL提取 3 h, 弃石油醚液,

滤渣连同滤纸筒放入具塞锥形瓶中, 加水饱和正丁

醇 50 mL,密塞,超声处理 30 min,取续滤液 25 mL,

用 1% NaOH萃取 1 次( 15 mL) ,弃碱液,挥干溶剂, 5

mL 70% 乙醇溶解, 上中性氧化铝柱 ( 4 g, 内径 1

cm) ,用 70% 乙醇 16 mL洗脱,洗脱液在50 ℃水浴

上挥干溶剂,残渣加甲醇溶解并定容至 5 mL,摇匀,

作为供试品溶液
[ 2 ～3]

;另分别取处方中缺人参的其

它药材,同法制成阴性对照溶液; 取人参皂苷 Rg1、

人参皂苷 Re对照品,加甲醇制成每 1 mL各含 2 mg

的混合溶液,作为对照品溶液。吸取上述 3 种溶液

各 2 μL,分别点于同一硅胶 G薄层板上,以三氯甲

烷-乙酸乙酯-甲醇-水 ( 15∶40∶22∶10) 10 ℃以下

放置的下层溶液为展开剂, 展开, 取出, 晾干, 喷以

10%硫酸乙醇溶液,在105 ℃加热至斑点显色清晰,

置日光下检视。结果,供试品色谱中,在与对照品色

谱相应的位置上,显相同颜色的斑点,而阴性对照无

干扰。TLC见图 1。

2.2 重楼的薄层色谱鉴别 取莲白消癌丸 10 g,同

2. 1 项下步骤得续滤液 25 mL,用氨水萃取 1 次( 15
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mL) ,弃碱液, 挥干溶剂, 5 mL 40% 甲醇溶解, 上中

性氧化铝柱 ( 4 g,内径 1 cm) , 分别用 40% 甲醇 12

mL, 60%甲醇 12 mL洗脱,洗脱液在50 ℃水浴上挥

干溶剂,残渣加甲醇溶解并定容至 5 mL,摇匀,作为供

试品溶液;另分别取处方中缺重楼的其它药材,同法

制成阴性对照溶液;取重楼对照药材 0. 5 g,加乙醇 10

mL,加热回流 30 min,滤过,滤液作为重楼对照药材溶

液;取重楼皂苷Ⅰ对照品和重楼皂苷Ⅱ对照品适量,用

甲醇制成每 1 mL各含 0. 4 mg的溶液,作为重楼皂苷

Ⅰ、重楼皂苷Ⅱ混合标准品溶液。参照药典中重楼薄层

色谱法实验
[ 4 ] ,吸取上述 4 种溶液各 5 μL,分别点于

同一硅胶 G薄层板上,以三氯甲烷-甲醇-水( 15∶5∶

1) 的下层溶液为展开剂,展开,取出,晾干,喷以 10%

硫酸乙醇溶液,在105 ℃加热至斑点显色清晰,置紫外

光灯( 365 nm) 下检视。结果,供试品色谱中,在与对

照药材和标准品色谱相应的位置上,显相同颜色的荧

光斑点,而阴性对照无干扰。

2.3 黄芪的薄层色谱鉴别 取莲白消癌丸 10 g,同

2. 1 项下步骤,石油醚 30 mL提取 3 h, 残渣加水饱

和正丁醇 45 mL, 超声 30 min, 放置过夜, 取续滤液

25 mL, 50 ℃水浴挥干溶剂, 5 mL甲醇溶解,上中性

氧化铝柱 ( 4 g,内径 1 cm) ,用 40% 甲醇 15 mL洗

脱,洗脱液在50 ℃水浴上挥干溶剂,残渣加甲醇溶

解并定容至 5 mL,摇匀,作为供试品溶液 [ 5 ～6] ;另分

别取处方中缺黄芪的其它药材,同法制成阴性对照

溶液;取黄芪对照药材 2 g,加乙醇 30 mL,加热回流

20 min,滤过,滤液蒸干,残渣加 0. 3%氢氧化钠溶液

15 mL使溶解, 滤过, 滤液用稀盐酸调节 pH值至 5

～6,用乙酸乙酯 15 mL振摇提取,分取乙酸乙酯液,

用铺有适量无水硫酸钠的滤纸过滤,滤液蒸干,残渣

加甲醇 1 mL使溶解,作为对照药材溶液;取黄芪甲苷

对照品,加甲醇制成每 1 mL含 1 mg的溶液,作为对

照品溶液。吸取上述 4种溶液各 5 μL,分别点于同一

硅胶 G薄层板上,以三氯甲烷-甲醇-水( 13∶7∶2) 的

下层溶液为展开剂,展开,取出,晾干,喷以 10%硫酸

乙醇溶液,在105 ℃加热至斑点显色清晰,置日光下检

视。结果,供试品色谱中,在与对照品色谱相应的位

置上,显相同颜色的斑点,而阴性对照无干扰。

2.4 半枝莲的薄层色谱鉴别  取本品 10 g,研细,

加水 40 mL溶解,用水饱和的正丁醇萃取 3 次,每次

40 mL,合并正丁醇萃取液,过滤,取续滤液置50 ℃

水浴上挥干,残渣加甲醇 5 mL溶解,作为供试品溶

液;另分别取处方中缺半枝莲的其它药材,同法制成

阴性对照溶液;取野黄芩苷对照品加甲醇制成每 1

mL含 1 mg 的溶液, 作为对照品溶液。吸取上述 3

种溶液各 5 μL,分别点于同一硅胶 G薄层板上,以

乙酸乙酯-甲酸-水 ( 20∶2∶1. 5) 为展开剂,展开,取

出,晾干,喷以 2%三氯化铝乙醇溶液,晾干,置紫外

光灯( 365 nm) 下检视。结果, 供试品色谱中,在与

对照品色谱相应的位置上,显相同颜色的斑点,而阴

性对照无干扰。

2.5 人参皂苷 Rg1 的含量测定

2.5.1 色谱条件 色谱柱为汉邦 ODS-C18 ( 250 mm

×4. 6 mm, 5 μm) ,流动相为乙腈-0. 2% 磷酸水溶液

采取梯度洗脱,检测波长为 203 nm,柱温为室温,流

速为 1. 0 mL·min - 1
。参照文献

[ 7 ～9 ] , 通过试验研

究,确立了以乙腈-0. 2% 磷酸水溶液为流动相的梯

度洗脱。见表 1。
表 1 梯度洗脱程序

时间 ( min) 乙腈 ( % ) 0. 2% 的磷酸水 ( % )
0 ～35 19 81

35 ～55 19 ～29 81 ～71
55 ～70 29 71

70 ～100 19 ～29 71 ～60

2.5.2 供试品溶液和阴性对照溶液的制备  参照

文献
[ 7 ～9 ] ,得出本试验供试品溶液的制备方法。取

本品 40 丸,研细,取 5 g,精密称定,石油醚 50 mL提

取 3 h,弃石油醚液, 滤渣连同滤纸筒放入具塞锥形

瓶中,加水饱和正丁醇 50 mL, 密塞, 超声处理 30

min,取续滤液 25 mL, 用 1% NaOH 萃取 1 次 ( 15

mL) ,弃碱液,挥干溶剂, 5 mL 70% 乙醇溶解,上中

性氧化铝柱 ( 4 g,内径 1 cm) , 用 70% 乙醇 100 mL

洗脱,水浴蒸干,残渣加甲醇溶解并定容至 5 mL,摇

匀, 0. 45 μm微孔滤膜过滤,作为供试品溶液。另取

处方中缺人参的其它药材,同法制成阴性对照溶液。

2.5.3 对照品溶液的制备  精密称取人参皂苷

Rg1 对照品,加甲醇制成每 1 mL含 0. 2 mg的溶液,

作为对照品溶液。

2.5.4 空白实验  分别精密吸取供试品溶液、对照

品溶液、阴性对照溶液各 10μL,注入液相色谱仪,按

上述色谱条件测定。结果,供试品与对照品的色谱

峰保留时间一致,而阴性对照无干扰,说明方中其它

药材对人参皂苷 Rg1 的测定无干扰。HPLC见图 1。

2.5.5 线性关系考察  精密称取人参皂苷 Rg1 对

照品 17. 10 mg,用甲醇定容至 100 mL,制成含人参

皂苷 Rg1 0. 171 0 mg·mL - 1
的溶液, 作为对照品溶
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A. 人参皂苷 Rg1 对照品 ; B. 供试品 ; C. 阴性对照

图 1 高效液相色谱

液。精密吸取对照品溶液 2, 8, 10, 12, 20 μL进样。

按上述色谱条件测定峰面积, 以对照品进样量 X

(μg) 为横坐标,峰面积 Y为纵坐标,绘制标准曲线,

得回归方程为: Y = 2. 93 ×105 X - 3. 81 ×103, r =

0. 999 9。结果表明人参皂苷 Rg1 在 0. 342 ～3. 42 μg

范围内进样量与峰面积具有良好的线性关系。

2.5.6 精密度试验  精密吸取对照品溶液 10 μL,

连续进样 6 次, 测定峰面积积分值。结果, RSD为

0. 96% ,表明仪器精密度良好。

2.5.7 稳定性试验  精密吸取供试品溶液,分别于

0, 3, 6, 9, 12 h进样 10 μL,测定峰面积积分值。结果,

RSD为 2. 6% ,表明供试品溶液在 12 h内基本稳定。

2.5.8 重复性试验  取同一批样品 6 份, 按

“2. 5. 2”项下方法制成供试品溶液,按上述色谱条件

测定。结果,人参皂苷 Rg1 平均含量为 0. 653 μg·

g - 1 , RSD为 0. 39% ,表明本法重复性良好。

2.5.9 加样回收率试验  精密称取已知含量的同

一批(批号: 070510) 样品粉末各 6 份( 含量为 0. 653

μg·g - 1) ;分别精密加入 0. 03 mg·mL - 1
对照品 50

μL,依法测定,计算回收率, 结果表明,本法具有良

好的回收率,见表 2。
表 2 加样回收率试验 ( n = 6)

样品中含量

(μg)
加入量

( μg)
测得量

(μg)
回收率

( % )
珋x% RSD( % )

1. 633 1. 500 3. 150 101. 1
1. 633 1. 500 3. 129 99. 7
1. 627 1. 500 3. 106 98. 6 99. 5 1. 4
1. 631 1. 500 3. 091 97. 3
1. 632 1. 500 3. 120 99. 2
1. 630 1. 500 3. 142 100. 8

2.5.10 样品含量测定  取 3 批样品, 分别按

“2. 5. 2”项下方法制备供试品溶液,并按上述色谱条

件进行测定,计算样品中人参皂苷 Rg1 的含量。结

果 3 批样品中人参皂苷 Rg1 的含量分别为 0. 654,

0. 651, 0. 653 μg·g - 1
。

3 讨论

因方中含有大量动物药,脂溶性成分较多,不仅

给人参皂苷 Rg1 含量测定带来干扰, 也使人参、重

楼、黄芪等薄层色谱的斑点分离较差,故本实验采用

石油醚脱脂;另外, 方中还含有人参、黄芪、重楼、甘

草、三七等其有效成分为皂苷类成分的中草药,且三

七中的皂苷类成分与人参中所含的皂苷类成分结构

很相近,从而使人参的薄层鉴别和高效液相检测困

难,本实验采用中性氧化铝分离纯化,不同洗脱液洗

脱的方法来减少三七、黄芪、甘草中的皂苷类成分的

相互干扰,取得满意的结果。

在人参含量测定中,采用梯度洗脱的方法,并在

流动相中加入磷酸,使人参的色谱峰形良好,基线平

稳,避免了梯度洗脱时的基线漂移。经过对莲白消

癌丸中人参含量所作的一系列精密度实验,稳定性

实验,重复性实验,加样回收率实验以及对 3 批次的

自制样品中人参皂苷 Rg1 的含量测定, 可得知本实

验方法具有药典中采用的 HPLC 法同样的精密度

高,重复性好等特点。因此可作为生产中质量控制

的检测方法。
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