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摘要：目的　建立从裂果薯药材中制备总皂苷的方法，并建立总皂苷的质量控制方法。方法　采用水浴回流的方法从裂果薯
块茎粉末中提取总皂苷粗提取物，用溶剂萃取和大孔树脂对粗提物进行富集纯化，制成裂果薯总皂苷（ＳＳＰＨｓ），分别建立薄层
色谱法、紫外可见分光光度法和超高效液相色谱串联质谱（ＵＨＰＬＣＭＳ）联用对 ＳＳＰＨｓ进行质量评价。结果　所建立的制备
方法从裂果薯块茎中制备总皂苷制品得率０２９％ ～２８１％，总皂苷纯度５７３０％ ～７７０２％，经检测其中含有裂果薯皂苷
Ⅰ（ＳＳＰＨⅠ）和裂果薯皂苷Ⅱ（ＳＳＰＨⅡ）等皂苷类物质，ＳＳＰＨⅠ含量为１０７７～８５６０ｍｇ·ｇ－１，ＳＳＰＨⅡ含量为０１９～４７５ｍｇ·ｇ－１。
结论　所建立的制备方法简单、高效、环保，产品品质高，所建立的定性、定量检测方法能有效反映ＳＳＰＨｓ的质量情况，可为裂果
薯总皂苷的质量控制提供方法参考。
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　　裂果薯属于广西特色中草药，拉丁学名Ｓｃｈｉｚｏ
ｃａｐｓａｐｌａｎｔａｇｉｎｅａＨａｎｃｅ，属于百合目，属科，裂
果薯属植物，别名水田七、水萝卜、屈头鸡等，多生

长在水沟边和田埂上，主要分布于广西、广东、云

南、贵州以及湖南等地，在东南亚地区也有分布。

药材资源丰富，民间常用于清热解毒、止咳化痰、
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凉血散瘀等，也可外用治疗跌打损伤，疮疡中毒。

裂果薯属广西民族药中草药和区域性特色中药

材，已有一定种植规模，《广西壮族自治区壮药材

质量标准》［１］已建立了裂果薯药材的质量标准，但

总皂苷的质量标准未见报道。本课题组研究中发

现，裂果薯中皂苷类化合物具有明显抑制肝癌细胞

增殖的作用［２３］。其中，裂果薯皂苷Ⅰ（ＳＳＰＨⅠ）和
裂果薯皂苷Ⅱ（ＳＳＰＨⅡ）抑制肝癌细胞增殖的作
用强于总皂苷，说明 ＳＳＰＨⅠ和 ＳＳＰＨⅡ可能是
裂果薯皂苷抗肿瘤的有效成分［４５］。Ｓｕｎ等［６］研

究发现，裂果薯总皂苷（ＳＳＰＨｓ）通过丝裂原活化
蛋白激酶信号传导从而抑制人肝癌细胞生长。

Ｚｈｏｕ等［７］研究发现，ＳＳＰＨⅠ通过诱导肝癌细胞
的活性氧（ＲＯＳ）积累和 ＥＲＫ１／２信号通路抑制
自噬并诱导细胞凋亡。Ｚｈｏｕ等［８］研究发现，

ＳＳＰＨⅠ还 通 过 抑 制 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２和 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路抑制上皮细胞间充质转化
以及非小细胞肺癌的侵袭和迁移。目前研究表

明，ＳＳＰＨⅠ还可通过调节铁代谢诱导 ＨｅｐＧ２细
胞的铁死亡，这对肝癌的治疗具有重要意义［９］。

大孔树脂性质稳定，不溶于酸、碱及有机溶剂，用

于分离纯化皂苷化合物已 有 较 多 报 道［１０］。

ＳＳＰＨｓ纯化目前多用大孔树脂，总皂苷成分复
杂，纯化过程易受到大孔树脂种类、上样和洗脱

工艺的影响，导致产物质量差异较大。本研究对

ＳＳＰＨｓ的大孔树脂纯化工艺进行研究，并以
ＳＳＰＨⅠ和 ＳＳＰＨⅡ作为检测指标建立相应的质
量评价方法，为深入研究裂果薯的药用价值提供

科学依据。

１　实验材料
１１　药材与试剂

ＳＳＰＨⅠ对照品（自制，纯度９７５％）；ＳＳＰＨⅡ
对照品（自制，纯度９８０％）；无水乙醇（成都市科隆
化学品有限公司，分析纯）；体积分数９５％乙醇、石
油醚、乙酸乙酯、正丁醇、高氯酸、冰乙酸、氨水、香草

醛均为分析纯；薄层层析硅胶板（青岛海洋化工厂

分厂，５０ｍｍ×１００ｍｍ）；甲醇、乙腈均为色谱纯；超
纯水；大孔树脂 （型号：ＡＢ８、Ｄ１０１、ＨＰＤ１００、
ＨＰＤ４００、ＡＤＳ７，东鸿化工有限公司）。

裂果薯药材信息见表１，经广西中医药研究院
中药研究所黄云峰教授鉴定为薯科裂果薯属植

物裂果薯（ＳｃｈｉｚｏｃａｐｓａｐｌａｎｔａｇｉｎｅａＨａｎｃｅ）的干燥
块茎。

表１　裂果薯药材样品信息表
Ｔａｂ１　ＳａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＳｃｈｉｚｏｃａｐｓａｐｌａｎｔａｇｉｎｅａＨａｎｃｅ

ＳａｍｐｌｅＮｏ． Ｏｒｉｇｉｎ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　　 Ｇｒｏｗｔｈｙｅａｒｓ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｓ１ Ｇｕｉｌｉｎ，Ｇｕａｎｇｘｉ（广西桂林） ４ ２２８１８
Ｓ２ Ｑｉｎｇｙｕａｎ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ（广东清远） ４ ２２７２０
Ｓ３ Ｗｅｎｓｈａｎ，Ｙｕｎｎａｎ（云南文山） ４ ２２８１７
Ｓ４ Ｂｉｊｉｅ，Ｇｕｉｚｈｏｕ（贵州毕节） ４ ２２９１０

１２　仪器
岛津ＵＶ２７００型紫外可见分光光度计（日本岛

津公司）；ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＨＣｌａｓｓ超高效液相色谱
仪（美国沃特世科技有限公司）；Ｑｄａ质谱检测器
（美国沃特世科技有限公司）；ＴＮＦ５０型多功能提取
浓缩回收机组（青州市精诚医药装备制造有限公

司）；ＨＨＳ型数显恒温水浴锅（金坛市医疗仪器
厂）；ＡＲ２２４ＣＮ型万分之一电子天平（美国奥豪斯
仪器有限公司）；ＫＱ５００ＶＤＥ型双频数控超声波清
洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

２　方　法
２１　ＳＳＰＨｓ的制备方法

称取裂果薯药材，粉碎，过２号筛，据文献报道
的提取和萃取工艺条件［４］，按药材质量（ｇ）溶液体
积（ｍＬ）＝１∶１０加入体积分数８０％乙醇溶液，８０℃
回流提取４次，每次２ｈ，合并提取液、浓缩蒸干，即
得醇提物。用适量纯化水将醇提物制成混悬液，石

油醚、乙酸乙酯、水饱和正丁醇依次萃取醇提物，将

正丁醇部位萃取液浓缩蒸干，即得 ＳＳＰＨｓ粗品，备
用。ＳＳＰＨｓ粗品用适量水溶解后上样到大孔树脂吸
附后，用不同浓度乙醇洗脱，洗脱液浓缩蒸干，即得

ＳＳＰＨｓ，制备流程图见图１。
２２　制备过程中紫外可见分光光度法测定 ＳＳＰＨｓ
含量方法

２２１　对照品溶液的制备　取 ＳＳＰＨⅠ对照品适
量，精密称定，用甲醇溶解，制成０１０２ｍｇ·ｍＬ－１的
对照品溶液。

２２２　供试品溶液的制备　取 ＳＳＰＨｓ粗提物约
１０ｍｇ，精密称定，用甲醇溶解，制成１ｍｇ·ｍＬ－１的
供试品溶液。

２２３　测定方法　精密吸取上述对照品溶液０１、
０２、０４、１、３ｍＬ，挥尽乙醇，精密加入５％香草醛冰
乙酸溶液０２ｍＬ和高氯酸０８ｍＬ，摇匀，６０℃水浴
加热２０ｍｉｎ，取出，冰水浴冷却 １０ｍｉｎ，精密加入
５ｍＬ冰乙酸，摇匀。在４５２ｎｍ波长处测定吸光度，
以吸光度为纵坐标，浓度为横坐标绘制标准曲线，外

标法测定ＳＳＰＨｓ含量。
·９７２２·
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Schizocapsa plantaginea  Hance  tubers  

Ethanol extract  

SSPHs  

Ethyl acetate site  Petroleum ether part  Water part  Water -saturated n -butanol part 

Proportional 1 g:10 mL add 80% ethanol and reflux at 80 �  

for 4 times, 2 h each time, filter, concentrate and evaporate 

Water was added to make a suspension, which was extracted with petroleum ether, 
ethyl acetate and water -saturated n -butanol in turn, and concentrated and evaporated 

Dissolve with an appropriate amount of water, load the sample to macroporous resin 
adsorption, elution with different concentrations of ethanol, and concentrate and evaporate dry

 

图１　裂果薯总皂苷（ＳＳＰＨｓ）制备流程图
Ｆｉｇ１　ＳＳＰＨｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｆｌｏｗｃｈａｒｔ

２３　大孔树脂纯化工艺的考察方法
２３１　大孔树脂型号筛选［１１］　静态吸附实验：分
别称取预处理过的 ５种型号的大孔树脂：ＡＢ８、
Ｄ１０１、ＨＰＤ１００、ＨＰＤ４００、ＡＤＳ７型树脂各 １ｇ置于
５０ｍＬ具塞三角瓶中，分别加入１ｇ总皂苷粗提物，
用水溶解 后，密 封，摇 床 上 震 摇 １２ｈ，振 速
８０ｒ·ｍｉｎ－１，抽滤，将抽滤后的树脂用适量蒸馏水洗
去残留药液，洗涤液与滤液合并，按“２２”项下方法测
定合并液中总皂苷的含量，按公式１计算吸附率。

吸附率（％）＝（上样量－洗涤液和滤液中总皂
苷量）／上样量×１００％ 公式（１）

静态解析实验：将上述吸附饱和的树脂分别转

移至５０ｍＬ锥形瓶中，加入体积分数 ９５％乙醇
３５ｍＬ，密封，摇床上震摇１２ｈ，振速８０ｒ·ｍｉｎ－１，抽
滤，按“２２“项下方法测定滤液中总皂苷的含量，按
公式２计算解析率。

解析率（％）＝乙醇洗脱液中总皂苷量／（上样
量－洗涤液和滤液中总皂苷量）×１００％ 公式（２）
２３２　上样浓度的考察　取处理好的 ＡＢ８型
号大孔树脂装柱 ４根，每根装量 １５ｇ，分别取质
量浓度为 ０２、０１、００５、００１ｇ·ｍＬ－１的总皂
苷粗提物水溶液 ２１、４２、８４、４２０ｍＬ，以 ４８ｍＬ·
ｈ－１流速上样，收集流出液，再用 １２０ｍＬ纯净水
洗脱，合并流出液和水洗液，分别测定合并液中

总皂苷含量，计算吸附率。

２３３　上样流速的考察　取处理好的 ＡＢ８型号
大孔树脂装柱４根，每根装量１５ｇ，取０２ｇ·ｍＬ－１

的总皂苷粗提物水溶液２０ｍＬ上样，上样流速分别
为２４、４８、７２、９６、１２０ｍＬ·ｈ－１，收集流出液，再用
１２０ｍＬ水洗脱，合并流出液和水洗液，分别测定合

并液中总皂苷含量，计算吸附率。

２３４　大孔树脂最大载样量的考察［１２］　取处理好
的ＡＢ８型号大孔树脂 １５ｇ，装柱，取质量浓度为
０２ｇ·ｍＬ－１的总皂苷粗提物水溶液，以７２ｍＬ·ｈ－１

的流速上样，分段收集流出液，每１０ｍＬ为１份，分别
测定流出液中总皂苷含量，以未吸附的总皂苷浓度为

纵坐标，份数为横坐标绘制泄露曲线。

２３５　洗脱液浓度的考察［１１］　取处理好的 ＡＢ８
型号大孔树脂１５ｇ，装柱，取０２ｇ·ｍＬ－１的总皂苷
粗提物水溶液２１ｍＬ，以７２ｍＬ·ｈ－１的流速上样，待
吸附完全后，用纯净水１２０ｍＬ洗脱后，再依次用体
积分数 １０％、２０％、３０％、５０％、６０％、７０％、９５％的
乙醇以４８ｍＬ·ｈ－１流速洗脱１２０ｍＬ，收集洗脱液，
分别测定洗脱液中总皂苷的含量并计算总皂苷

纯度。

２３６　洗脱液用量的考察［１３］　取处理好的 ＡＢ８
型号大孔树脂１５ｇ，装柱，取０２ｇ·ｍＬ－１的总皂苷
水溶液２１ｍＬ，以７２ｍＬ·ｈ－１的流速上样，待吸附完
全后，用纯净水 １２０ｍＬ洗脱，再依次用体积分数
３０％乙醇溶液２４０ｍＬ、７０％乙醇溶液１９２ｍＬ洗脱，
洗脱流速 ４８ｍＬ·ｈ－１，分段收集各浓度乙醇洗脱
液，每２４ｍＬ收集１份，分别测定洗脱液中总皂苷含
量并计算总皂苷纯度。

２３７　工艺验证试验　按考察的最佳工艺制备裂
果薯总皂苷，平行３份，分别收集洗脱液，测定总皂
苷含量并计算纯化前后总皂苷纯度。

２４　薄层色谱鉴别方法
２４１　对照品溶液的制备　取 ＳＳＰＨⅠ对照品适
量，精密称定，用甲醇溶解，制成１０２ｍｇ·ｍＬ－１的
ＳＳＰＨⅠ对照品溶液；取 ＳＳＰＨⅡ对照品适量，精密
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称定，用甲醇溶解，制成１３６ｍｇ·ｍＬ－１的 ＳＳＰＨⅡ
对照品溶液。

２４２　供试品溶液的制备　取 ＳＳＰＨｓ适量，精密
称定，用甲醇溶解，制成５ｍｇ·ｍＬ－１的 ＳＳＰＨｓ供试
品溶液。

２４３　检测方法　取上述供试品溶液和ＳＳＰＨⅠ、
ＳＳＰＨⅡ对照品溶液各５μＬ，点于同一硅胶 Ｇ薄层
板上，以正丁醇乙酸乙酯水＝４∶１∶５（上层）为展开
剂，展开，喷以体积分数１０％硫酸乙醇溶液，１０５℃
加热至斑点显色清晰，在可见光和３６５ｎｍ紫外光下
检视。

２４４　耐用性考察　不同品牌薄层板的考察：按
“２４３”项下方法，在其他条件相同的情况下分别
对ＭＥＲＣＫ和青岛海洋的薄层色谱板进行层析
考察。

不同展开温度的考察：按“２４３”项下方法，分
别在４和２５℃条件下进行层析考察。

不同展开湿度的考察　按“２４３”项下方法，分
别对相对湿度在５５％和８３％条件下进行层析考察。

不同点样量的考察：按“２４３”项下方法，取供
试品溶液分别点样５μＬ和２μＬ，对照品溶液点样
５μＬ，进行层析考察。
２５　超高效液相色谱 －串联质谱法（ＵＨＰＬＣＭＳ）
含量测定方法

２５１　对照品储备液的制备　分别取 ＳＳＰＨⅠ和
ＳＳＰＨⅡ对照品适量，精密称定，用甲醇溶解，制成
含ＳＳＰＨⅠ２３ｍｇ·ｍＬ－１、ＳＳＰＨⅡ１２２ｍｇ·ｍＬ－１

的对照品储备溶液。精密移取ＳＳＰＨⅠ标准储备溶
液７ｍＬ，ＳＳＰＨⅡ标准储备溶液 ０５ｍＬ置于同一
２５ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，制成含
ＳＳＰＨⅠ６４４μｇ·ｍＬ－１，ＳＳＰＨⅡ２４４μｇ·ｍＬ－１的
混合对照品储备溶液。

２５２　供试品溶液的制备　取ＳＳＰＨｓ１０ｍｇ，精密
称定，置于１０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻
度，制成１ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，使用０２２μｍ微孔滤
膜滤过，取续滤液作为供试品溶液。

２５３　ＳＳＰＨⅠ、ＳＳＰＨⅡ离子精确质量数的确定　
取“２３１”项下 ＳＳＰＨⅠ、ＳＳＰＨⅡ对照品储备溶液，
分别注入高分辨率质谱仪中，测定 ＳＳＰＨⅠ、ＳＳＰＨⅡ
离子的精确质量数。

２５４　检测方法　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＢＥＨ
Ｃ１８色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ）；流动相：乙腈
（Ａ）０１％氨水（Ｂ）；梯度洗脱程序（Ａ：０～１ｍｉｎ，
５０％ ～５０％；１～２ｍｉｎ，５０％ ～８５％；２～４５ｍｉｎ，

８５％～６０％；４５～６ｍｉｎ，６０％ ～６０％；６～６５ｍｉｎ，
６０％ ～５０％；６５～１０ｍｉｎ，５０％ ～５０％）；流 速
０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样体积５μＬ；柱温４０℃；

质谱条件：ＥＳＩ离子源；负离子模式检测；毛细
管电压为８００Ｖ；锥孔电压为１５Ｖ；采用选择性离子
检测（ＳＩＭ）模式：０～１０ｍｉｎ，１０２９５２监测 ＳＳＰＨ
Ⅰ；０～１０ｍｉｎ，８６７４７监测 ＳＳＰＨⅡ；探头温度为
６００℃；采样速率每秒 １０点；载气 Ｎ２；载气流速
１０Ｌ·ｍｉｎ－１。
２５５　系统适应性考察　线性关系考察　精密吸
取“２５１”项下混合对照品储备溶液 ５，４，３，２，
１ｍＬ，０５ｍＬ置于２５ｍＬ量瓶中，分别加入甲醇至
刻度，摇匀。使用０２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤
液作为混合对照品溶液。按“２５４”项下检测方法
分别进样分析，以各成分的浓度 ρ（μｇ·ｍＬ－１）为横
坐标，峰面积ｙ为纵坐标进行线性回归。

精密度试验：取同一份混合对照品溶液，按

“２５４”项下检测方法连续进样６次，记录各成分
的峰面积并计算相对标准偏差（ＲＳＤ）值。

稳定性实验：取云南 ＳＳＰＨｓ，按“２５２”项下方
法制成供试品溶液，每间隔２ｈ进样１次，记录各成
分的峰面积并计算ＲＳＤ值，观察样品在１２ｈ内的稳
定性。

重复性实验：取云南 ＳＳＰＨｓ，按“２５２”项下方
法制成供试品溶液，平行操作６份，按“２５４”项下
检测方法进样测定，记录峰面积，并计算含量和

ＲＳＤ值。
加样回收试验：取云南 ＳＳＰＨｓ约５ｍｇ，分别加

入ＳＳＰＨⅠ、ＳＳＰＨⅡ含量为３９７７、１８９μｇ·ｍＬ－１

的混合对照品，按“２５２”项下方法制成供试品溶
液，平行操作６份，按“２５４”项下检测方法进样，
记录峰面积，并计算加样回收率和ＲＳＤ值。

日间精密度实验：由不同实验人员分别在第一

天及第二天取云南 ＳＳＰＨｓ样品各６份，按“２５２”
项下方法制成供试品溶液，按“２５４”项下检测方
法进样，记录峰面积，并计算含量和ＲＳＤ值。

色谱柱耐用性考察：精密称定广东 ＳＳＰＨｓ
１３６ｍｇ，按“２５２”项下方法制成供试品溶液，使用３
根不同厂家的Ｃ１８色谱柱：色谱柱①：ＷａｔｅｒｓＢＥＨＣ１８
（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ）色 谱 柱 ②：Ａｇｉｌｅｎｔ
ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８ＲＲＨＤ（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１８μｍ）色
谱柱 ③：ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ Ｃ１８（２１ｍｍ ×
１００ｍｍ，１９μｍ），按“２５４”项下检测方法进样，记
录峰面积，并计算含量和ＲＳＤ值。

·１８２２·
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３　结　果
３１　不同产地ＳＳＰＨｓ的得率及纯度

按“２２２”项下方法制备不同产地 ＳＳＰＨｓ，按
“２２３”项下方法测定含量，重复３次，计算总皂苷
产率和纯度，结果见表２。不同产地样品中总皂苷
纯度差异较大，广西、广东、云南产药材中 ＳＳＰＨｓ纯
度在７０００％ ～７７０２％之间，纯度没有明显差异，
贵州产药材总皂苷纯度５７３０％，与其他３个产地
相比纯度差异较大。

表２　不同产地样品总皂苷产率及纯度
Ｔａｂ２　Ｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｙｉｅｌｄａｎｄｐｕｒｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｏｒｉｇｉｎｓ

ＳａｍｐｌｅＮｏ． Ｙｉｅｌｄ／％ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ／％

Ｓ１ ２２８ ７７０２

Ｓ２ ２８１ ７３１５

Ｓ３ ２６３ ７０００

Ｓ４ ０２９ ５７３０

３２　大孔树脂纯化工艺优化结果
３２１　静态吸附及解吸附结果　ＡＢ８型大孔树
脂吸附率及解吸率均最高，见表３，因此选择 ＡＢ８
型大孔树脂分离纯化ＳＳＰＨｓ。

表３　５种大孔树脂静态吸附和解吸附的考察结果
Ｔａｂ３　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｔｉｃａｄｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｏｆｆｉｖｅｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓｒｅｓｉｎｓ

Ｎｏ． Ｉｔｅｍｓ　　　 Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅ／％ Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅ／％

１ ＡＢ８ ７４０９ ６１２０

２ Ｄ１０１ ７０９１ ６０５８

３ ＨＰＤ１００ ７１８２ ５７５９

４ ＨＰＤ４００ ７２２５ ４１８３

５ ＡＤＳ７ ７０００ ５６８２

３２２　上样浓度考察结果　在相同上样量条件
下，吸附率随着上样液质量浓度的增加而增加，表明

在０２ｇ·ｍＬ－１上样液质量浓度下，没有超过树脂
的吸附容量，见图２。但上样质量浓度太高会变得
较黏稠，不利于树脂柱上样，最终选择上样液质量浓

度为０２ｇ·ｍＬ－１。
３２３　上样流速考察结果　吸附率随着上样流速
的增加，呈现先升高后下降的趋势，在７２ｍＬ·ｈ－１

时吸附率最高，见图３。可能是流速太慢造成大孔
树脂堵塞，药液无法流过某些大孔树脂层表面就流

出来，导致泄漏增加；流速过快时大孔树脂和样品

　　　　

图２　上样浓度对ＳＳＰＨｓ吸附率的影响
Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ
ＳＳＰＨｓ

接触时间短，样品不能在大孔树脂上充分吸附导致

泄漏增加，因此最终选择上样流速为７２ｍＬ·ｈ－１。

图３　上样流速对ＳＳＰＨｓ吸附率的影响
Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓａｍｐｌｅｌｏａｄｉｎｇｒａｔｅｏｎｔｈｅａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ
ＳＳＰＨｓ

３２４　大孔树脂最大载样量考察结果［９］　当累计
上样量达到４０ｍＬ时，泄漏量开始明显增大，说明树
脂柱吸附量达到饱和，见图４。实际生产中，一般取
最大上样量的 ７０％作为实际上样量，确定上样
量为２１ｍＬ。

图４　ＳＳＰＨｓ泄漏曲线
Ｆｉｇ４　ＬｅａｋａｇｅｃｕｒｖｅｏｆＳＳＰＨｓ
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３２５　洗脱液浓度考察结果　采用体积分数
１０％、２０％、３０％乙醇洗脱，总皂苷含量较低，总皂苷
纯度分别为 ５４３０％、３９３４％、４８１９％，说明该洗
脱液中含有许多非皂苷类物质；体积分数 ５０％、
６０％、７０％乙醇洗脱液中总皂苷含量较高，总皂苷纯
度分别为７１２１％、８８８２％、７０７４％，见图 ５，因此
选择体积分数 ３０％乙醇作为除杂溶剂，体积分数
７０％乙醇作为洗脱溶剂。

图５　洗脱剂浓度对ＳＳＰＨｓ含量的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｌｕｔｉｎｇｒｅｇｅｎｔｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳＳＰＨｓ

３２６　洗脱液用量考察结果　体积分数３０％乙醇
洗脱条件下，第６个流份以后，总皂苷含量几乎没有
变化，见图６，纯度均低于５０％，继续洗脱除杂效率
也不会有明显提升；体积分数 ７０％乙醇洗脱条件
下，第４个流分以后，总皂苷已基本洗脱完全，见图
７，且前４个流分纯度均高于７０％，为节约溶剂，提
高效率，确定体积分数３０％乙醇用量为１４４ｍＬ，体
积分数７０％乙醇用量为９６ｍＬ。

图６　体积分数３０％乙醇动态洗脱对ＳＳＰＨｓ的影响

Ｆｉｇ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ３０％ｅｔｈａｎｏｌｄｙｎａｍｉｃｅｌｕｔｉｏｎｏｎＳＳＰＨｓｃｏｎｔｅｎｔ

３２７　工艺验证试验　ＡＢ８大孔树脂纯化后３批
ＳＳＰＨｓ的平均纯度为 ７７０２％，纯化倍数 １７８，
见表４。

图７　体积分数７０％乙醇动态洗脱对ＳＳＰＨｓ的影响
Ｆｉｇ７　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ７０％ ｅｔｈａｎｏｌｄｙｎａｍｉｃｅｌｕｔｉｏｎｏｎＳＳＰＨｓ
ｃｏｎｔｅｎｔ

表４　ＳＳＰＨｓ纯化工艺验证实验结果。ｎ＝３
Ｔａｂ４　ＰｒｏｃｅｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｐｕｒｉｆｉｅｄＳＳＰＨｓｎ＝３

Ｎｏ．
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ／％

Ｂｅｆｏｒｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ

１ ４４００ ７７２２ １７６
２ ４２７７ ７７６７ １８２
３ ４２８７ ７６１６ １７８

Ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ ４３２１ ７７０２ １７８

３３　薄层色谱法耐用性考察和鉴别结果
３３１　不同品牌薄层色谱板考察结果　两个厂家
的硅胶Ｇ薄层色谱板分离效果均良好，见图８。

１－贵州；２－广东；３－广西；４－云南；５－ＳＳＰＨⅠ对照品；６－ＳＳＰＨⅡ对照品；

图９～１２中１～６同图８。

１－Ｇｕｉｚｈｏｕ；２－Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ；３－Ｇｕａｎｇｘｉ；４－Ｙｕｎｎａｎ；５－ＳＳＰＨⅠ ｃｏｎｔｒｏｌ；６－

ＳＳＰＨⅡ ｃｏｎｔｒｏｌ．１－６ｏｆＦｉｇ９－１２ａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｔｈａｔｏｆＦｉｇ８．

图８　不同品牌对ＳＳＰＨｓ薄层色谱的影响
Ｆｉｇ８　ＴｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｒａｎｄｓｆｏｒＳＳＰＨｓ

３３２　不同展开温度考察结果　４℃展开条件下
拖尾变明显，但仍可见两个特征性斑点，不影响薄层

色谱的鉴别，见图９。
３３３　不同展开相对湿度考察结果　在８３％和５５％
相对湿度条件下薄层色谱板分离效果均良好，见图１０。

·３８２２·
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图９　不同温度下ＳＳＰＨｓ薄层色谱图
Ｆｉｇ９　ＴｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＳＳＰＨｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒ
ａｔｕｒｅｓ

图１０　不同展开相对湿度下的ＳＳＰＨｓ薄层色谱图
Ｆｉｇ１０　ＴｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＳＳＰＨｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌ
ｏｐｅｄｒｅｌａｔｉｖｅｈｕｍｉｄｉｔｙ

３３４　不同点样量考察结果　由于 ＳＳＰＨｓ中
ＳＳＰＨⅡ含量较低，在点样２μＬ时特征性斑点几乎
不可见，故点样量在５μＬ为宜，见图１１。

图１１　不同点样量ＳＳＰＨｓ的薄层色谱图
Ｆｉｇ１１　Ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｏｔｖｏｌｕｍｅｓ
ｏｆＳＳＰＨｓ

３３５　鉴别结果　供试品色谱中，在对照品色
谱相应的位置上显相同的荧光斑点。薄层色谱

鉴别结果见图１２。

图１２　不同产地ＳＳＰＨｓ的薄层色谱鉴别结果
Ｆｉｇ１２　 Ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ＳＳＰＨｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓ

３４　ＵＨＰＬＣＭＳ系统适用性考察和多批样品测定
结果

３４１　质谱图、色谱图结果　混合对照品质谱图
结果见图１３。样品和混合对照品结果见图１４。
３４２　线性关系考察结果　ＳＳＰＨⅠ和ＳＳＰＨⅡ的
线性关系良好，可用于含量测定，见表５。
３４３　精密度实验结果　ＳＳＰＨⅠ的峰面积 ＲＳＤ
值为２２６％（ｎ＝６），ＳＳＰＨⅡ的峰面积 ＲＳＤ值为
２０４％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
３４４　重复性实验结果　结果显示 ＳＳＰＨⅠ和
ＳＳＰＨⅡ的平均含量分别为６８３７、２０２μｇ·ｍＬ－１，
ＲＳＤ值分别为１９６％、２９０％（ｎ＝６），表明方法的
重复性良好。

３４５　稳定性实验结果　结果显示 ＳＳＰＨⅠ和
ＳＳＰＨⅡ的峰面积ＲＳＤ值分别为２８８％、２３８％，表
明样品在１２ｈ内稳定性良好。
３４６　加样回收实验结果　６批样品回收率范围
在９５％～１０５％之间，ＳＳＰＨⅠ和 ＳＳＰＨⅡ的平均回
收率分别为 １００８０％及 １０２４２％，ＲＳＤ分别为
１８０％、２１７％（ｎ＝６），见表 ６，表明方法准确度
良好。

３４７　日间精密度实验结果　ＳＳＰＨⅠ和ＳＳＰＨⅡ
含量均值分别为７０１７和２０９ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ分别
为１６１％和２６６％，表明日间精密度良好。
３４８　耐用性考察结果　云南样品中 ＳＳＰＨⅠ和
ＳＳＰＨⅡ含量均值分别为 ８５７３和 ３７６ｍｇ·ｇ－１，
ＲＳＤ分别为 １２４％和 １４９％，证明该方法耐用性
良好。

３４９　多批样品含量测定结果　取适量不同产地
ＳＳＰＨｓ，精密称定，用甲醇溶解，按２３项下检测方
法测定不同产地裂果薯总皂苷中 ＳＳＰＨⅠ和 ＳＳＰＨ
Ⅱ的含量，结果见表７。
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图１３　ＳＳＰＨⅠ（Ａ）及ＳＳＰＨⅡ（Ｂ）质谱图
Ｆｉｇ１３　ＭａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＳＰＨⅠ（Ａ）ａｎｄＳＳＰＨⅡ（Ｂ）

图１４　ＳＳＨＰｓ供试品（Ａ）和混合对照品（Ｂ）的超高效液相色谱串联质谱（ＵＨＰＬＣＭＳ）色谱图
Ｆｉｇ１４　ＵＨＰＬＣＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＳＳＰＨｓｓａｍｐｌｅ（Ａ）ａｎｄｉｔｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ｂ）

表５　ＳＳＰＨｓ中２种指标成分的标准曲线及线性范围
Ｔａｂ５　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓａｎｄｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｔｗｏｉｎｄｉｃａｔｏｒｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔｓｆｒｏｍＳＳＰＨｓ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ　　 ｒ２ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／μｇ·ｍＬ－１

ＳＳＰＨⅠ ｙ＝１００７１ρ＋１８３３２７ ０９９９２ １２８８－１２８８

ＳＳＰＨⅡ ｙ＝５９３０６ρ＋１２５０６ ０９９９１ ０４８８－４８８

４　讨　论
４１　总皂苷的含量测定紫外可见分光光度法的
建立

按“２２１”和“２２２”项下方法制备对照品溶液
和ＳＳＰＨｓ供试品溶液，按“２２３”项下方法显色后在
４００～８００ｎｍ波长下进行扫描，按紫外可见分光光度
法下 方 法 制 备 供 试 品 和 对 照 品，显 色 后 在

４００～８００ｎｍ波长下进行扫描，结果对照品和供试品
在４５２ｎｍ处有最大吸收峰，故确定检测波长为
４５２ｎｍ，见图１５。实验考察了方法的线性、精密度、重
复性、加样回收率和稳定性，线性ｒ２＝０９９９９，平均加
样回收率为１００６０％，ＲＳＤ为１３４％，其余方法学考
察ＲＳＤ均小于３％，符合含量测定的要求。
４２　总皂苷薄层色谱鉴别中展开条件的考察

参照皂苷类成分常用展开系统，分别考察了３
种展开剂系统，①正丁醇乙酸乙酯水 ＝４∶１∶５（上
层）、②三氯甲烷甲醇水＝５∶１５∶０５（上层）、③三
氯甲烷甲醇甲酸＝４∶１∶０２５。结果②号展开剂中
ＳＳＰＨⅠＲｆ值太小，导致其未能与样品点完全分开；
③号展开剂出现明显拖尾，导致 ＳＳＰＨⅡ斑点不清
晰；①号展开剂 ＳＳＰＨⅠ、ＳＳＰＨⅡ明显分开，虽有
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　　　表６　ＳＳＰＨｓ中２种化学成分的加样回收率试验结果
Ｔａｂ６　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＳＳＰＨｓｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｆｏｒｔｗｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｍ（Ｓａｍｐｌｅ）／μｇ ｍ（Ｏｒｉｇｉｎａｌ）／μｇ ｍ（Ａｄｄｅｄ）／μｇ ｍ（Ｍｅａｓｕｒｅｄ）／μｇ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％

ＳＳＰＨⅠ ５３００ ３６２４１６９ ３９７７ ７５１８４８３ ９７９２

５１００ ３４８７４０８ ３９７７ ７４９９１０２ １００８７

５２００ ３５５５７８９ ３９７７ ７５９８９９０ １０１６６ １００８０ １８０

５２００ ３５５５７８９ ３９７７ ７６５５０１７ １０３０７

５３００ ３６２４１６９ ３９７７ ７６６８８１６ １０１７０

５４００ ３６９２５５０ ３９７７ ７６５３３７５ ９９５９

ＳＳＰＨⅡ ５３００ １０７０００ １８９ ２９８７８８ １０１４８

５１００ １０２９６２ １８９ ２８９１０２ ９８４９

５２００ １０４９８１ １８９ ２９８８３７ １０２５７ １０２４２ ２１７

５２００ １０４９８１ １８９ ３００８０５ １０３６１

５３００ １０７０００ １８９ ３０５０４８ １０４７９

５４００ １０９０１８ １８９ ３０４８１２ １０３５９

表７　ＳＳＰＨｓ中ＳＳＰＨⅠ和ＳＳＰＨⅡ的含量测定结果。ｍｇ·ｇ－１

Ｔａｂ７　ＣｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＳＰＨⅠ ａｎｄＳＳＰＨⅡ
ｆｏｒｍＳＳＰＨｓｍｇ·ｇ－１

ＳａｍｐｌｅＮＯ． ＳＳＰＨⅠ ＳＳＰＨⅡ

Ｓ１ ６９０５ ４７５

Ｓ２ ８５６０ ３８２

Ｓ３ ６８５１ ２１３

Ｓ４ １０７７ ０１９

图１５　ＳＳＰＨｓ供试品和对照品溶液吸收光谱
Ｆｉｇ１５　ＡｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＳＰＨｓｓａｍｐｌｅａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

一些拖尾现象，但不影响 ＳＳＰＨⅠ与 ＳＳＰＨⅡ的鉴
别，故采用正丁醇乙酸乙酯水＝４∶１∶５（上层）作为
展开溶剂。喷上显色剂后薄层色谱板加热超过

７ｍｉｎ开始碳化，影响鉴别，加热时间短，供试品中
ＳＳＰＨⅡ在可见光下斑点不清晰，但在３６５ｎｍ紫外
光下可观察到斑点，因此本实验薄层色谱板均在

３６５ｎｍ紫外光下检视。
４３　ＵＨＰＬＣＭＳ含量测定方法检测器和流动相的
选择

ＳＳＰＨⅠ、ＳＳＰＨⅡ属于甾体皂苷类，结构中仅

含有一个孤立双键，在紫外波长下属于末端吸收，专

属性和灵敏度较低，因此紫外检测器不太适合于

ＳＳＰＨｓ成分的含量测定。本实验采用单重四级杆质
谱仪，相比于紫外检测器对待测物质具有更高的选

择性和灵敏度，与其它质谱检测器相比使用方便、成

本低廉，故本研究使用质谱测定裂果薯皂苷中

ＳＳＰＨⅠ、ＳＳＰＨⅡ含量。
预实验中，最初使用乙腈水作为流动相，但峰

形较差，难以满足含量测定的要求，考察了乙腈
０１％甲酸、乙腈５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵、乙腈０１％
氨水流动相系统对色谱峰的影响，乙腈０１％氨水
流动相系统色谱峰峰形良好，保留时间稳定，无干扰

峰，没有拖尾现象，能够达到定量要求，因此选择乙

腈０１％氨水作为流动相。皂苷类成分复杂，使用
ＨＰＬＣ进行分析需要耗费较长时间，如重楼皂苷采
用ＨＰＬＣ分析需要４０ｍｉｎ以上的时间［１４］。ＳＳＰＨⅠ
与ＳＳＰＨⅡ极性接近，普通高效液相色谱条件难以
有效分离两种成分，超高效液相色谱采用了更微小

颗粒的固定相，超高压输液泵，因此可以采用更短的

色谱柱，在检测速度、灵敏度和分离度上都有了明显

的提升，１０ｍｉｎ即可完成 ＳＳＰＨｓ的成分分析，大大
提高了分析效率。

５　结　论
本研究中，确定最佳工艺：取质量浓度为

０２ｇ·ｍＬ－１的总皂苷粗提物水溶液以７２ｍＬ·ｈ－１

流速通过 ＡＢ８型大孔树脂，完全吸附后依次用
１２０ｍＬ的水和１４４ｍＬ的体积分数３０％乙醇洗脱，再
用９６ｍＬ的体积分数 ７０％乙醇洗脱，洗脱流速
７２ｍＬ·ｈ－１，收集体积分数７０％乙醇洗脱液，减压干
燥，即得ＳＳＰＨｓ。紫外可见分光光度法测定不同产地
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ＳＳＰＨｓ含量，计算得到不同产地 ＳＳＰＨｓ纯度为
５７３０％～７７０２％。使用ＷａｔｅｒｓＢＥＨＣ１８色谱柱，乙
腈０１％氨水溶液为流动相，１０ｍｉｎ内梯度洗脱，色
谱峰峰形良好，系统适用性考察均符合要求。不同产

地ＳＳＰＨｓ中 ＳＳＰＨⅠ含量为１０７７～８５６０ｍｇ·ｇ－１，
ＳＳＰＨⅡ含量为０１９～４７５ｍｇ·ｇ－１。本研究测定了
ＳＳＰＨｓ及ＳＳＰＨｓ中ＳＳＰＨⅠ、ＳＳＰＨⅡ的含量，并进行了
比较分析，为裂果薯药材质量评价提供了科学依据。
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ＳｍｉｔｈＶａｒＣｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ）Ｈａｒａ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＭｏｄＡｐｐｌ
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