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通关藤饮片中两种特异性 C21甾体皂苷含量测定方法的建立 Δ
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摘 要 目的 建立通关藤饮片中两种特异性C21甾体皂苷——11-O-异丁酰基-12-O-乙酰基通关藤苷元B-3-O-茯苓二糖基（化合

物 T）与17β-通关藤苷元 B 的含量测定方法。方法 采用超高效液相色谱-串联质谱联用法（UPLC‑MS/MS），用 XSelect HSS T3 XP

色谱柱，以0.1%甲酸水-甲醇为流动相进行梯度洗脱，流速为0.3 mL/min，进样量为5 μL，柱温为40 ℃；质谱采用电喷雾离子源，以

多反应监测模式进行正/负离子采集。结果 化合物 T 和17β-通关藤苷元 B 的质量浓度分别在10～200、20～200 ng/mL 范围内与

峰面积呈良好线性关系，r 分别为0.993 1、0.998 6；精密度、重复性、准确度及稳定性的 RSD 均小于4.5%（n＝5～6）；在3批饮片中

的含量分别为94.0～102.8、1 705.4～1 736.2 μg/g。结论 所建立的方法可用于通关藤饮片中上述两种特异性 C21甾体皂苷的含

量测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish a content determination method for two specific C21‑steroid saponins namely 3-O-

β -allopyranosyl-（1→4）- β -oleandropyranosyl-11-O-isobutyryl-12-O-acetyl tenacigenin B（compound T） and 17β -tenacigenin B in 

Marsdenia tenacissima decoction pieces. METHODS Ultra‑high‑performance liquid chromatography‑tandem mass spectrometry 

（UPLC‑MS/MS） was adopted. An XSelect HSS T3 XP chromatographic column was used. Gradient elution was performed with 

0.1% formic acid aqueous solution-methanol as the mobile phase. The flow rate was 0.3 mL/min， the injection volume was 5 μL， 

and the column temperature was 40 ℃. An electrospray ionization source was applied for mass spectrometry， and multiple reaction 

monitoring mode was used for positive‑ and negative‑ion acquisition. RESULTS The linear relationships of compound T and 

17β-tenacigenin B were good within the concentration ranges of 10-200 ng/mL and 20-200 ng/mL， with r values of 0.993 1 and 

0.998 6， respectively； the RSD values of precision， repeatability， accuracy， and stability were all below 4.5% （n＝5-6）. Their 

contents in three batches of decoction pieces were 94.0-102.8 μg/g and 1 705.4-1 736.2 μg/g， respectively. CONCLUSIONS The 

established method can be applied for the content determination of the two specific C21‑steroid saponins mentioned above in M. 

tenacissima decoction pieces.

KEYWORDS Marsdenia tenacissima； 3-O-β -allopyranosyl-（1→4）-β -oleandropyranosyl-11-O-isobutyryl-12-O-acetyl tenacigenin 

B； 17β-tenacigenin B； content determination

通关藤饮片由萝藦科植物通关藤 Marsdenia tena‐

cissima（Roxb.）Wight et Arn. 的干燥茎炮制而成。通关

藤最早记载于《滇南本草》，别名乌骨藤、通光散、通关

散、通光藤、下奶藤等，有清热解毒、止咳平喘、祛痰通乳

之功[1―2]。现代药理研究证实，通关藤具有显著的抗肿

瘤、抗炎、祛风湿等作用[3―4]，其单方制剂消癌平已广泛

应用于肝癌、胃癌、卵巢癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤的临

床治疗，疗效确切[5―6]。

通关藤化学成分复杂，主要包含甾体皂苷、多糖、萜

类、有机酸等成分，其中 C21甾体皂苷类化合物是其抗

肿瘤、抗炎的特异性药效物质基础之一[3―4]。目前从通

关藤中分离鉴定的 C21甾体苷类单体已达100余种[3]，但

受限于分离纯化与检测技术，可实现定性、定量分析的
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单体成分较少。李思雨等[7]与吕磊等[8]分别采用高效液

相色谱-二极管阵列检测器-蒸发光散射检测器联用法及

高效液相色谱（HPLC）法，测定了不同产地通关藤中皂

苷 G、H、I 的含量；李洋等[9]采用高效液相色谱-电喷雾电

离-质谱联用法测定了消癌平注射液中上述 3种皂苷的

含量。本课题组前期分别采用 HPLC 法及超高效液相

色谱-串联质谱联用（UPLC-MS/MS）法建立了通关藤中

皂苷 H、G、A、I 的定量分析方法[10―11]。

现阶段通关藤质量评价体系存在明显短板，这严重

制约其质量控制与药效机制研究。一方面，学界对多数

C21甾体苷类单体的理化性质、生物活性及构效关系研

究不够深入，尚未明确核心药效标志物，难以系统阐释

通关藤的作用机制；另一方面，2025年版《中国药典》仅

以通关藤皂苷 H 为单一指标成分控制通关藤饮片质量，

评价维度单一，代表性不足；而消癌平制剂现行质量标

准（WS3-B-3959-98-2013）以绿原酸为检测指标，该成分

广泛存在于多种中药材中，缺乏物种特异性，无法特异

性地表征通关藤的药材特征与药效活性。为弥补现有

质控体系的缺陷，挖掘通关藤特异性质量标志物，完善

其饮片质量评价标准，本研究选取未见文献定量报道的

两种特异性 C21甾体皂苷：11-O-异丁酰基-12-O-乙酰基

通关藤苷元 B-3-O-茯苓二糖基（化合物 T）和17β-通关藤

苷元 B（结构式见图 1）[3]，采用 UPLC-MS/MS 法，建立通

关藤苷中上述两种特异性 C21甾体皂苷的定量分析方

法，并测定其在通关藤饮片中的含量，旨在为丰富通关藤

药效物质研究提供支撑，为其质量控制体系的建立提供

参考。

1　材料

1.1　主要仪器

LC-30A 型 UPLC 系统（配备高压二元梯度泵、自动

进样器及柱温箱）购自日本 Shimadzu 公司；TripleQuad 

5500型三重四极杆线性离子阱质谱仪（配电喷雾离子

源）购自美国 AB Sciex 公司；AB204-S 型分析天平购自

瑞士 Mettler Toledo 公司。

1.2　主要药品与试剂

化合物 T 对照品（批号 PS000022，纯度＞98%）购自

成都普思生物科技股份有限公司，需在 2～8 ℃下密闭

避 光 保 存；17β - 通 关 藤 苷 元 B 对 照 品（批 号 111958-

201301，含量＞95%）购自中国食品药品检定研究院，需

在常温干燥、密闭遮光条件下保存；通关藤饮片（批号

21052401、22010701、21110901，产地：湖南）购自国药乐

仁堂河北药业有限公司；甲醇、甲酸均为色谱纯，水为纯

净水。

2　方法与结果

2.1　色谱与质谱条件

2.1.1　色谱条件

色谱柱为 XSelect HSS T3 XP（2.1 mm×100 mm，

2.5 μm）；以 0.1% 甲酸水（A）-甲醇（B）为流动相进行梯

度洗脱（0～4 min，0→90%B；4～5.5 min，90%B；5.5～6.6 

min，90%B→5%B；6.6～8 min，5%B）；流速为0.3 mL/min；

进样量为5 μL；柱温为40 ℃。

2.1.2　质谱条件

离子源为电喷雾离子源，化合物 T 和17β-通关藤苷

元 B 分别采用正/负离子多反应监测（multiple reaction 

monitoring，MRM）模式；正、负离子喷雾电压分别为

5.5、－4.5 kV，雾化气、加热气、气帘气压力分别为 50、

50、20 psi；脱溶剂温度为500 ℃；其余质谱参数见表1。

2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品溶液

精密称取化合物 T 和17β-通关藤苷元 B 对照品各约

10 mg，分别置于10 mL 容量瓶中，用甲醇溶解并稀释至

刻度，制成质量浓度分别为 1.01、1.02 mg/mL 的对照品

储备液，临用时用甲醇稀释至所需浓度，即得。

2.2.2　供试品溶液

取通关藤饮片粉末（过 3号筛）1 g，精密称定，置于

锥形瓶中，精密加入甲醇20 mL，密塞，称定总质量，超声

（功率 120 W，频率 40 kHz）提取 25 min，放冷至室温，再

次称定质量，用甲醇补足减失的溶剂，充分摇匀，经0.22 

μm 微孔滤膜过滤，取续滤液，临用时用甲醇稀释至所需

浓度，即得。

2.3　方法学考察

2.3.1　专属性

取“2.2”项下的对照品溶液和供试品溶液，另取甲醇

作为阴性对照溶液，分别按“2.1”项下色谱与质谱条件进

样测定，记录色谱图。结果显示，供试品溶液中化合物 T

与17β-通关藤苷元 B 的色谱峰保留时间、峰形均与对照

品一致，且阴性对照溶液在相应保留时间处无干扰峰出

现，表明该方法专属性良好。结果见图2。

2.3.2　线性关系与定量限

取“2.2.1”项下的对照品储备液适量，用甲醇逐级稀

释，制成系列质量浓度的标准曲线工作溶液（化合物 T

A. 化合物 T B. 17β-通关藤苷元 B

图1　化合物T和17β-通关藤苷元B的结构式

表1　两种特异性C21甾体皂苷的质谱检测参数

待测物
化合物 T

17β-通关藤苷元 B

母离子 m/z

803.4

263.2

子离子 m/z

743.5

207.1

驻留时间/ms

100

100

去簇电压/V

　  80

－130

碰撞能量/eV

　40

－40
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质 量 浓 度 分 别 为 10、20、40、80、120、160、200 ng/mL；

17β-通关藤苷元 B 质量浓度分别为20、40、80、120、160、

180、200 ng/mL），按“2.1”项下色谱与质谱条件进样测

定，记录色谱图。以对照品质量浓度为横坐标（X），峰面

积为纵坐标（Y），进行线性回归，结果见表 2。化合物 T

在 10～200 ng/mL、17β-通关藤苷元 B 在 20～200 ng/mL

范围内线性关系良好。线性方程、定量限见表2。

2.3.3　精密度

取“2.2.2”项下的同一供试品溶液，按“2.1”项下色谱

与质谱条件重复进样6次，记录峰面积。结果显示，化合

物 T 和 17β-通关藤苷元 B 峰面积的 RSD 均小于 4.0%

（n＝6），表明该方法精密度良好。

2.3.4　重复性

取同一批次通关藤饮片粉末 6份，按“2.2.2”项下方

法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱与质谱条件进样

测定，记录峰面积，代入回归方程计算含量。结果显示，

化合物 T 和 17β-通关藤苷元 B 含量的 RSD 均小于 4.0%

（n＝6），表明该方法重复性良好。

2.3.5　准确度

取已知含量的通关藤饮片（批号22010701）粉末0.5 

g，精密称定，分别加入与样品中含量相当的化合物 T 和

17β-通关藤苷元 B 对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试

品溶液，各 6份，再按“2.1”项下色谱与质谱条件进样测

定，记录峰面积，并计算加样回收率，结果见表3。

2.3.6　稳定性

取“2.2.2”项下的同一供试品溶液，在室温下放置0、

2、8、12、24 h 后，按“2.1”项下色谱与质谱条件进样测定，

记录峰面积。结果显示，化合物 T 和 17β-通关藤苷元 B

峰面积的 RSD 均小于 3.5%（n＝5），表明供试品溶液稳

定性良好。

2.4　样品含量测定

取 3 个 批 次 的 通 关 藤 饮 片 粉 末 各 适 量，分 别 按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，每批平行制备3份，按

“2.1”项下色谱与质谱条件进样测定，记录化合物 T 与

17β-通关藤苷元 B 的峰面积，代入回归方程计算含量，结

果见表4。

表2　两种特异性 C21甾体皂苷的线性关系及定量限考

察结果

待测物
化合物 T

17β-通关藤苷元 B

回归方程
Y＝7.64×10³X+1.64×10⁴

Y＝743X+3.13×10³

r

0.993 1

0.998 6

线性范围/（ng/mL）

10～200

20～200

定量限/（ng/mL）

5.0

5.0

表3　加样回收率测定结果

待测物
化合物 T

17β-通关藤苷元 B

已知量/μg

51.4

51.3

51.3

51.4

51.4

51.2

852.6

852.4

852.2

852.6

852.1

852.3

加入量/μg

50

50

50

50

50

50

850

850

850

850

850

850

测得量/μg

103.6

103.8

104.2

100.5

101.4

98.5

1 695.6

1 690.2

1 710.3

1 685.6

1 707.5

1 678.4

加样回收率/%
104.4

105.0

105.8

98.2

100.0

94.6

99.2

98.6

101.0

98.0

100.6

97.2

平均值/%
101.3

99.1

RSD/%
4.4

1.5

表4　3批通关藤饮片中两种特异性 C21甾体皂苷的含

量测定结果（n＝3，μg/g）

待测物
化合物 T

17β-通关藤苷元 B

批号 21052401

96.4

1 728.0

批号 22010701

102.8

1 705.4

批号 21110901

94.0

1 736.2
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图2　两种特异性C21甾体皂苷的提取离子流图
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3　讨论
3.1　指标成分的选择

C21甾体皂苷类化合物是通关藤抗肿瘤及抗炎的主

要药效物质，亦是其特异性化学成分，专属性强。该类

成分母核含 21个碳原子，常见苷元包括通关藤苷元甲

A、B、C，西索苷元，苦绳苷元 Q，通光素，17β-通关藤苷元

B，二氢肉珊瑚苷元及多种苷元 B 衍生物等[3―4]。

虽然文献报道的通关藤皂苷种类繁多，但目前可分

离提取、结构明确且化学性质稳定的单体仅有通关藤皂

苷 H、G、A、I 及 17β-通关藤苷元 B 等少数几种。本研究

参考通关藤药材化学成分及 C21甾体皂苷特征指纹图

谱研究成果[12―13]，选取分子结构明确、药材中含量较高

的两种特异性 C21甾体皂苷作为通关藤定量分析指标。

其中，17β-通关藤苷元 B 在指纹图谱中峰面积占比最高，

且为通关藤（消癌平）注射液国家药品标准[WS-10630

（ZD-0630）-2002-2011Z]的鉴别指标成分；化合物 T 为通

关藤苷元 B 的主要衍生物，亦属通关藤发挥生物活性的

代表性皂苷类成分。二者因母核相同（均为苷元 B）且含

量较高，可能在抗肿瘤及抗炎等药效发挥中起重要作

用。本研究对通关藤饮片中上述两种苷的含量进行测

定，旨在为后续药效物质基础及作用机制的深入探究提

供数据支撑。

3.2　色谱和质谱条件的选择

本研究前期考察了甲醇-水、乙腈-水、甲醇-0.1% 甲

酸水及乙腈-0.1% 甲酸水4种流动相体系。结果表明，甲

醇较乙腈对两种特异性 C21甾体皂苷待测成分具有更

优的分离效果，而甲酸的加入可显著改善色谱峰形，故

最终确定流动相为甲醇-0.1% 甲酸水。鉴于17β-通关藤

苷元 B 无紫外吸收特征，本研究采用 UPLC-MS/MS 法，

以 MRM 模式进行检测。通过系统优化色谱分离条件及

质谱检测参数，在 8 min 内实现了两种特异性 C21甾体

皂苷的基线分离与准确定量，方法专属性良好。

综上，本研究所建立的 UPLC-MS/MS 法可用于通

关藤饮片中化合物 T 和17β-通关藤苷元 B 的含量测定，

可为该饮片的质量控制提供新的指标成分与方法参考。
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