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ＨＰＬＣＥＬＳＤ法测定天冬总呋甾皂苷中ＡＲⅠ的含量

徐从立，陈海生，谭兴起，宣伟东，梁爽
（第二军医大学药学院天然药物化学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：测定天冬总呋甾皂苷中 ＡＲⅠ的含量。方法：采用高效液相色谱法，色谱条件：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（５ｍｍ×２５０

ｍｍ，５μｍ）色谱柱；流动相：ＣＨ３ＣＮＨ２Ｏ（３６∶６４）；流速：０．８ｍｌ·ｍｉｎ
－１；进样量２０μｌ；柱温：室温。以ＥＬＳＤ为检测器，气化

温度４０℃，气体（Ｎ２）压力２．０×１０５Ｐａ。结果：ＡＲⅠ在０．０９４～０．９４００ｇ·Ｌ－１范围内呈良好线性关系（ｒ＝０．９９９２），检测具

有较高的灵敏度和稳定性，平均回收率为１０１．３％（ｎ＝６），ＲＳＤ＝２．３６％。结论：ＨＰＬＣＥＬＳＤ为天冬呋甾皂苷的测定提供了

简便实用的分析方法。
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　　天冬（Ａｓｐａｒａｇｉｒａｄｉｘ）为百合科（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）植物天门冬

［Ａｓｐａｒａｇｕｓｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌｏｕｒ．）Ｍｅｒｒ．］的干燥块根，为

传统常用中药，现为《中华人民共和国药典》（２００５年版）收载

品种，其标准中尚无含量测定项目。我们在前期实验研究中

发现呋甾皂苷为天冬中主要活性成分，天冬总呋甾皂苷和部

分单体化合物均具有较强的改善脑血流和降低脑血管阻力

的活性［１］，因此对天冬呋甾皂苷进行质量研究既可以为天冬

药材的质量控制提供依据，又可以为天冬进一步开发提供质

量控制标准。李敏等［２］报道了用分光光度法测定天冬中总

皂苷含量的测定方法，由于甾体皂苷紫外吸收一般较弱，且

多为末端吸收，测定有一定的困难，本研究采用 ＨＰＬＣ法为

分析方法，选择通用型检测器蒸发光散射检测器（ＥＬＳＤ）为

检测手段对天冬总呋甾皂苷中活性化合物 ＡＲⅠ ［（２５Ｓ）

２６ＯβＤ葡萄吡喃糖基５β呋甾２０（２２）烯３β，２６二醇３

ＯαＬ鼠李吡喃糖基（１４）βＤ葡萄吡喃糖苷］进行了含量

测定。

１　仪器、试剂和样品

　　高效液相色谱仪（ＬＣ１０Ａ，日本岛津）、ＥＬＳＤ（ＳＥＤＥＸ

５５，法国）、ＳＲ色谱数据工作站（上海）；水为双蒸水，乙腈为

色谱纯，其余试剂为分析纯。天冬药材购自安徽亳州中药材

市场（产地为湖北黄石），经本院生药学教研室郑汉臣教授鉴

定为百合科植物天门冬的干燥块根。总呋甾皂苷按如下方

法制备：天冬药材粗粉，以７５％乙醇渗漉提取，提取液减压浓

缩至无乙醇味加水稀释后，溶液经ＺＴＣ１型大孔树脂柱层

析，依次以水、３０％和８０％乙醇水溶液洗脱，收集８０％乙醇
水洗脱部分，减压回收至干得总呋甾皂苷。对照品 ＡＲⅠ由

本室自制，ＨＰＬＣＥＬＳＤ法检测纯度超过９９％，并通过光谱

（ＩＲ、１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ、ＤＥＰＴ、ＨＭＢＣ、ＨＭＱＣ、ＴＯＣＳＹ、

ＥＳＩＭＳ）及糖腈乙酸酯ＧＣ分析鉴定为：（２５Ｓ）２６ＯβＤ葡

萄吡喃糖基５β呋甾２０（２２）烯３β，２６二醇３ＯαＬ鼠李吡

喃糖基（１４）βＤ葡萄吡喃糖苷。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（５ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色

谱柱（Ｄｉｋｍａ公司）；流动相：ＣＨ３ＣＮＨ２Ｏ（３６∶６４）；流速：
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０．８ｍｌ·ｍｉｎ－１；进样量２０μｌ；柱温为室温；气化温度４０℃；

气体（Ｎ２）压力２．０×１０５Ｐａ。在此条件下样品中的 ＡＲⅠ达

到基线分离（图 １）。理论塔板数以 ＡＲⅠ 计算不低于

４０００。　

图１　对照品（Ａ）和样品（Ｂ）ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｔａｎｄａｒｄ（Ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅ（Ｂ）

２．２　溶液配制

２．２．１　对照品溶液的制备　准确称取经Ｐ２Ｏ５减压干燥４８

ｈ的ＡＲⅠ２３．５０ｍｇ置于２５ｍｌ容量瓶中，以甲醇溶解并稀

释至刻度，配成浓度为０．９４ｍｇ／ｍｌ的溶液，精确量取５．０、

２．５、２．０、１．０、０．５０ｍｌ放入１０ｍｌ容量瓶，以甲醇定容，分别

配成浓度为０．４７００、０．２３５０、０．１８８０、０．０９４、０．０４７０ｇ·

Ｌ－１的对照品溶液。

２．２．２　供试品溶液的制备　分别称取批号为２００２０８２５、

２００３１１０２、２００３１１０８的总呋甾皂苷５０．０ｍｇ置于５０ｍｌ容量

瓶，加甲醇溶解，定容，以０．２μｍ滤膜过滤，备用。

２．３　方法学考察

２．３．１　最低检测限　取浓度为０．０４７０ｇ·Ｌ－１的标准溶液

０．１ｍｌ稀释至１ｍｌ，当信噪比约为３∶１时，测定最低检测限

为９．４×１０－５ｍｇ。

２．３．２　线性关系　取系列标准溶液进样，记录峰面积。以

峰面积的自然对数对浓度（μｇ·ｍｌ
－１）的自然对数进行回

归［１］，回归方程为ｌｎＡ＝４．３３８６＋１．４９７４ｌｎＣ，ｒ＝０．９９９２。

线性范围：０．０９４～０．９４００ｇ·Ｌ－１。

２．３．３　精密度　精密吸取浓度为０．４７０ｇ·Ｌ－１的标准溶

液，按２．１项下条件测定，ＲＳＤ＝０．５７％（ｎ＝６）。

２．３．４　重现性　取批号为２００２０８２５的总皂苷６份，分别按

２．２．２项下条件制备供试品溶液，按２．１项下条件测定，计算

含量，天冬总呋甾皂苷中 ＡＲⅠ的含量为（５．６０±０．０３）％，

ＲＳＤ＝２．３％（ｎ＝６）。

２．３．５　稳定性　称取批号为２００２０８２５的总呋甾皂苷制成

供试品溶液，分别于２、８、１６、２４、４８ｈ进样，峰面积ＲＳＤ＝

１．６８％，表明样品溶液在４８ｈ内稳定。

２．３．６　 加样回收率 　 取已知含量为 ５．６０％，批号为

２００２０８２５样品６份，各约４．０ｍｇ，分别精密加入对照品

０．２３５ｍｇ，加甲醇溶解，定容至１．０ｍｌ，以０．２μｍ滤膜过

滤，取续滤液进样，记录峰面积，同时取浓度为０．４７００ｇ·

Ｌ－１的对照品溶液，进样２０μｌ作为对照，记录峰面积，计算含

量，计算回收率，平均回收率为１０１．３％，ＲＳＤ＝２．４％（ｎ＝

６）。

２．４　样品测定　取批号为２００２０８２５、２００３１１０２、２００３１１０８
的供试品溶液，按２．１项下色谱条件分析，ＡＲⅠ含量的测

定结果分别为（５．８０±０．１２）％、（５．６２±０．０４）％、（５．２８±

０．１１）％（ｎ＝３）。

３　讨　论

　　ＥＬＳＤ的响应取决于被分析颗粒的数量和大小［３］，尤其

对于紫外吸收较弱的化合物的测定显示较高灵敏度，近来朱

德领等［４］用 ＨＰＬＣＥＬＳＤ法测定了黄芪注射液中黄芪甲苷

的含量；沈岚等［５］用ＲＰＨＰＬＣＥＬＳＤ法测定了知母药材及

含知母制剂中菝葜皂苷元的含量；汤俊等［６］用 ＨＰＬＣＥＬＳＤ
法测定了西洋参中拟人参皂苷 Ｆ１１的含量，结果均表明用

ＥＬＳＤ检测基线稳定，重现性和灵敏度均较好。

　　由于本实验所测定的呋甾皂苷类化合物只有较弱的紫

外吸收，紫外检测器难以准确定量分析，因此本研究采用

ＥＬＳＤ为检测器，对天冬总呋甾皂苷中活性化合物 ＡＲⅠ进

行了测定。结果表明，本方法对紫外吸收较弱的天冬呋甾皂

苷的测定具有回收率良好，稳定性、灵敏度和重现性较高，分

析快速的优点。
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