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生脉散是由人参、麦冬和五味子 3味药材组成的中药方

剂。本方以人参甘平补肺、大扶元气为君，以麦冬甘寒养阴生

津、清虚热而除烦为臣，五味子收敛肺气止汗为佐使，全方以

补肺、养心、滋阴着力而获得益气、生津之效，故对夏日汗出过

多、损气伤津之证甚宜[1-2]。现代药理研究表明，生脉散具有强

心作用，可增加冠状动脉血流量，降低心肌耗氧量，改善心肌

代谢；此外，多年的临床应用也证实其抗休克、调节血压的作

用明显[3-10]。人参为本方中君药，其活性成分主要为人参皂苷

类。据 2015年版《中国药典》（一部）规定，以高效液相色谱

（HPLC）法测定生脉胶囊中人参皂苷类成分的含量，每粒（规

格：0.3 g/粒或0.35 g/粒）以人参皂苷Rg1和人参皂苷Re的总量

计不得少于 0.45 mg[2]，但对其他人参皂苷类成分却没有规

定。且目前尚未见同时测定生脉散中人参皂苷Rb1、人参皂苷

Rc、人参皂苷Rb2、人参皂苷Rd这 4种成分含量的报道。为提

高生脉散产品质量控制标准，进一步保证药物疗效，本试验采

用HPLC法对生脉散中人参皂苷Rb1、人参皂苷Rc、人参皂苷

Rb2、人参皂苷Rd的含量进行了同时测定。

1 材料
1.1 仪器

1200型HPLC仪，包括G1376A Micro 型泵、G1367B 型自

动进样器、G1316A型柱温箱、G1315A型检测器（美国Agilent

公司）；CPA225D型十万分之一电子分析天平（德国Sartorius

公司）；Centrifuge 5430R型高速离心机（美国Eppendorf公司，

功率：450 W，频率：50 kHz）；KQ-300DE型数控超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司，功率：250 W，频率：40 kHz）。

1.2 药品与试剂

生脉散（宁波立华制药有限公司，批号：S201206、S201207、

S201208）；人参皂苷 Rb1对照品（批号：110704-200420，纯度：

99.2％）、人参皂苷 Rc 对照品（批号：111686-200501，纯度：

96.3％）、人参皂苷 Rb2对照品（批号：111752-200501，纯度：

97.2％）、人参皂苷 Rd 对照品（批号：111818-201001，纯度：

97.3％）均购自中国食品药品检定研究院，使用前均经五氧化

二磷真空干燥24 h；乙腈为色谱纯，其他试剂为分析纯，水为蒸

馏水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：ZORBAX Extend-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：乙腈（A）-0.1％甲酸（B），梯度洗脱（洗脱程序见表1）；流

速：1.0 ml/min；检测波长：203 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μl。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution procedure

时间，min

0

15

30

45

A，％
15

15

50

50

B，％
85

85

50

50

2.2 溶液的制备
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摘 要 目的：建立同时测定生脉散中人参皂苷Rb1、人参皂苷Rc、人参皂苷Rb2、人参皂苷Rd含量的方法。方法：采用高效液相

色谱法。色谱柱为 ZORBAX Extend-C18，流动相为乙腈-0.1％甲酸（梯度洗脱），流速为 1.0 ml/min，检测波长为 203 nm，柱温为

30 ℃，进样量为10 μl。结果：人参皂苷Rb1、人参皂苷Rc、人参皂苷Rb2、人参皂苷Rd的检测进样量线性范围分别为0.78～38.75、

0.51～25.50、0.43～21.50、0.20～10.00 µg（r 分别为 0.999 6、0.999 6、0.999 7、0.999 7）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD≤2％；

加样回收率分别为 96.6％～101.2％、97.0％～102.1％、99.1％～102.8％、96.3％～101.1％，RSD 分别为 1.6％、1.7％、1.3％、1.6％

（n＝6）。结论：该方法简便、快速、稳定性和重复性好、精密度高，可用于生脉散的质量控制。
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osides Rb2 and ginsenosides Rd in Shengmai powder. METHODS：HPLC was performed on the column of Agilent ZORBAX Ex-

tend-C18 with mobile phase of acetonitrile -0.1％ formic acid（gradient elution）at a flow rate of 1.0 ml/min，wavelength was 203

nm，column temperature was 30 ℃ and the volume injection was 10 ml. RESULTS：The linear was 0.78-38.75 µg for ginsenoside
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2.2.1 混合对照品溶液 精密称取经五氧化二磷减压干燥12

h的人参皂苷Rb1、人参皂苷Rc、人参皂苷Rb2、人参皂苷Rd对

照品适量，置于同一 25 ml棕色量瓶中，加甲醇制成每 1 ml分

别含人参皂苷 Rb1 1.55 mg、人参皂苷 Rc 1.02 mg、人参皂苷

Rb2 0.86 mg、人参皂苷Rd 0.40 mg的混合溶液，作为混合对照

品贮备液。精密量取上述贮备液 10 ml，置于 20 ml棕色量瓶

中，加甲醇定容，摇匀，即得。

2.2.2 供试品溶液 取样品适量，研钵研细后，精密称取5 g，

置于100 ml具塞烧瓶中，精密加入甲醇50 ml，称定质量，超声

处理（功率：250 W，频率：40 kHz）30 min，放冷至室温，再次称

定质量并用甲醇补足减失的质量，摇匀，用干燥漏斗滤过，取

30 ml续滤液置于80 ℃水浴上蒸干，残渣加蒸馏水洗涤3次（3

次蒸馏水分别量取15、10、10 ml），合并洗涤液至分液漏斗，用

石油醚提取 2次，每次 30 ml，弃去石油醚，在石油醚提取之后

的水溶液中加入3％的氨溶液振摇后，用水饱和的正丁醇提取

5次（提取溶剂体积分别为 30、30、30、20、20 ml），合并正丁醇

液，置于蒸发皿中蒸干，加 3 ml甲醇溶解残渣并转移至 10 ml

量瓶中，加甲醇定容，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按照生脉散配方比例和制备工艺，制

备缺人参的阴性样品，再按“2.2.2”项下供试品溶液的制备方

法制备阴性对照溶液。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液和阴性

对照溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，

详见图1。由图1可知，在该色谱条件下，待测的4个组分色谱

峰与其他峰均能达到基线分离，分离度＞1.5，理论板数以人参

皂苷 Rb2 峰计＞6 000，保留时间分别为 9.1、17.2、23.5、30.2

min 。

2.4 线性关系考察

分别精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液1、2、5、10、20、

30、50 µl，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以进

样量（x，µg）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，回

归方程和线性范围见表2。

表2 回归方程和线性范围

Tab 2 Regression equation and linear and range

待测成分
人参皂苷Rb1

人参皂苷Rc

人参皂苷Rb2

人参皂苷Rd

回归方程
y＝221.24x－22.65

y＝239.99x－18.02

y＝250.31x－10.01

y＝294.45x－7.09

线性范围，μg

0.78～38.75

0.51～25.50

0.43～21.50

0.20～10.00

r

0.999 6

0.999 6

0.999 7

0.999 7

2.5 检测限与定量限考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，等倍逐步稀释，分别

按“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。当信

噪比为 3 ∶ 1时，得检测限（LOD）；当信噪比为 10 ∶ 1时，得定量

限（LOQ），结果见表3。

表3 检测限与定量限考察结果

Tab 3 Determination results of detection limit and quantita-

tion limit

待测成分
人参皂苷Rb1

人参皂苷Rc

人参皂苷Rb2

人参皂苷Rd

LOD，ng

25.1

20.2

19.2

23.1

LOQ，ng

84.2

67.1

64.0

77.5

2.6 精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 µl，按“2.1”项下

色谱条件进样测定，连续 6次，记录峰面积。结果，人参皂苷

Rb1、人参皂苷Rc、人参皂苷Rb2、人参皂苷Rd峰面积的RSD分

别为0.8％、0.5％、0.9％、1.0％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下同一批供试品溶液（批号：S201206）适量，

分别于室温下放置0、2、4、8、12、16、24 h时按“2.1”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果，人参皂苷Rb1、人参皂苷Rc、

人参皂苷Rb2、人参皂苷Rd峰面积的RSD分别为0.9％、1.2％、

1.5％、2.0％（n＝7），表明供试品溶液在24 h内稳定性较好。

2.8 重复性试验

精密称取同一批样品（批号：S201206）适量，按“2.2.2”项

下方法制备供试品溶液，共6份，再按“2.1”项下色谱条件进样

测定，记录峰面积。结果，人参皂苷Rb1、人参皂苷Rc、人参皂

苷Rb2、人参皂苷Rd峰面积的RSD分别为1.8％、1.9％、1.9％、

2.0％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

取已知含量的样品（批号：S201206）适量，研细，精密称取

5 g，分别精密加入人参皂苷Rb1、人参皂苷Rc、人参皂苷Rb2、

人参皂苷Rd对照品适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，

共6份，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算

加样回收率，结果见表4。

2.10 样品含量测定

精密称取 3批样品各适量，每批共 3份，按“2.2.2”项下方

法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰

面积并以外标法计算4种人参皂苷类成分的含量，结果见表5。
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图1 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.人参皂苷Rb1；2.人参皂苷Rc；

3.人参皂苷Rb2；4.人参皂苷Rd

Fig 1 HPLC chromatograms
A.mixed reference substance；B.test sample；C.negative control；1.gin-

senoside Rb1；2.ginsenoside Rc；3.ginsenoside Rb2；4.ginsenoside Rd
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表5 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 5 Content Determination of samples（n＝3，mg/g）

批号
S201206

S201207

S201208

人参皂苷Rb1

0.205 1

0.211 2

0.200 3

人参皂苷Rc

0.111 4

0.107 0

0.103 6

人参皂苷Rb2

0.088 6

0.081 5

0.080 8

人参皂苷Rd

0.059 9

0.060 2

0.058 0

3 讨论
3.1 前处理方法的选择

本试验曾将甲醇、70％甲醇、纯水分别作为提取溶剂，同

时也考察了提取方式（超声提取与沸腾回流）和提取时间（20、

30、40 min）对 4种成分的提取效率的影响。正交试验结果表

明，甲醇超声30 min可以保证4种活性成分被最大限度地提取

出来，因此本试验的提取方法确定为：甲醇超声提取30 min。

经文献调研得知，人参皂苷在酸性条件下不稳定，与

麦冬、五味子配伍可使提取物的酸性变强，更易发生皂苷

水解 [9-10]。因此，制备供试品溶液过程中，进行水饱和的正丁

醇提取步骤时，加入少量稀氨溶液就可以防止人参皂苷类成

分的水解，进而保证提取效率[11-15]。

3.2 流动相的选择

在预试验阶段，笔者以甲醇-磷酸、甲醇-甲酸、乙腈-磷酸

和乙腈-甲酸分别作为流动相进行了考察，并以 4种皂苷类成

分的分离效果作为评判指标。结果，甲醇-磷酸、甲醇-甲酸作

为流动相时，4种成分的色谱峰出现了部分重叠，而乙腈-磷酸

和乙腈-甲酸作为流动相时，各化合物对应的色谱峰无重叠，显

示出较好的分离度。最后，综合考虑分离度、理论板数、分离

时间等因素，确定乙腈-0.1％甲酸为流动相进行梯度洗脱。

3.3 色谱柱的选择

在预试验阶段，笔者分别对ZORBAX Extend-C18、Eclipse-

C18、Hypersil-C18、Welch Material XB-C18和 Kromasil-100 C18几

种色谱柱进行了考察，从分离度、分离效率等方面优化选择色

谱柱。因为本研究测定的 4种人参皂苷类成分均含有一定量

的醇羟基，导致其具有一定的酸性，所以选择的色谱柱应该稍

偏酸性以减少色谱峰的拖尾现象，提高分离度。综合考虑4种

成分的分离度、理论板数和保留时间等因素，最后选定ZOR-

BAX Extend-C18进行分离。

综上所述，本方法简便、快速、稳定性和重复性好、精密度

高，可用于生脉散的质量控制。
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表4 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 4 Results of recovery test（n＝6）

待测
成分
人参皂苷Rb1

人参皂苷Rc

人参皂苷Rb2

人参皂苷Rd

样品含
量，mg

1.025 5

1.011 8

1.008 2

1.031 4

0.999 8

1.118 8

0.530 6

0.527 8

0.530 1

0.529 5

0.524 3

0.529 9

0.447 1

0.441 4

0.442 2

0.439 2

0.439 8

0.440 1

0.299 8

0.300 1

0.288 7

0.310 1

0.299 5

0.290 1

加入量，
mg

1.022 8

1.022 8

1.022 8

1.022 8

1.022 8

1.022 8

0.558 5

0.558 5

0.558 5

0.558 5

0.558 5

0.558 5

0.418 4

0.418 4

0.418 4

0.418 4

0.418 4

0.418 4

0.291 9

0.291 9

0.291 9

0.291 9

0.291 9

0.291 9

测得量，
mg

2.060 2

2.000 0

2.025 1

2.027 7

2.005 8

2.134 3

1.072 1

1.075 7

1.085 1

1.086 8

1.094 5

1.087 1

0.861 7

0.862 2

0.865 2

0.869 4

0.856 2

0.864 3

0.588 7

0.586 4

0.577 7

0.605 2

0.590 3

0.571 2

加样回收
率，％
101.2

96.6

99.4

97.4

98.4

99.3

97.0

98.1

99.4

99.8

102.1

99.8

99.1

100.6

101.1

102.8

99.5

101.4

99.0

98.1

99.0

101.1

99.6

96.3

平均加样回
收率，％

98.7

99.4

100.7

98.8

RSD，
％
1.6

1.7

1.3

1.6

··1704


