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娑罗子中主要活性物质的检测方法

柴莎莎，徐　圣

（武汉职业技术学院  生物工程学院，湖北  武汉  430074）

摘　要：建立娑罗子中主要活性物质的快速检测方法。娑罗子中的主要活性成分为皂苷类中的七

叶皂苷，七叶皂苷的主要存在形式为七叶皂苷 A、B、C、D。将样品用乙醚回流提取后，离

心取上清定容后过滤备用。采用高效液相色谱分析法测定七叶皂苷 A、B、C、D 含量，色

谱条件：柱温 30℃，流速 1mL/min，流动相为 0.1% 磷酸水溶液和乙腈（V/V=36：64），等梯度

洗脱，检测波长 220 nm。七叶皂苷 A、B、C、D 在检测范围内有良好的线性，相关系数均在

0.9995 以上，检测限在 0.05~0.2μg/mL 之间，定量限在 0.2~0.8μg/mL 之间，加标回收率在

86.27%~97.21% 之间。此方法适用于天然产物娑罗子中七叶皂苷的含量测定。
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娑罗子为七叶树科植物七叶树、浙江七叶树或

天师栗的干燥成熟种子，具有和胃止痛，理气、疏肝

的功效 [1~2]；临床常用于治疗肝胃气滞，胃脘疼痛，胸

腹胀满等病症 [3~4]。娑罗子收载在《中华人民共和国

药典》中，最早出现在《本草纲目》之中，李时珍曾云：

“天师栗惟西蜀青城山中有之，他处无有也，张天师

学道于此所遗而故名。似栗味美，惟独房若橡为异

耳”[5]。我国有丰富的娑罗子资源，云南、贵州、浙江、

广西等多地均有分布 [6]。

娑罗子中含有多种成分，其中最主要活性成分

为皂苷类中的七叶皂苷 [7~8]，七叶皂苷有明显的抗炎

消肿、抗氧化、降低神经损伤、抗肿瘤等药理作用，

并且多以钠盐的形式应用于临床，可以用来治疗术

后水肿、慢性静脉功能不全、脑溢血、颅脑损伤等疾

病 [9]。七叶皂苷的主要存在形式为七叶皂苷A、B、C、

D。七叶皂苷A、B合称为β-七叶皂苷，七叶皂苷C、

D 合称为 α- 七叶皂苷 [10]。α- 七叶皂苷和 β- 七

叶皂苷互为同分异构体。当温度超过 100℃后，β-

七叶皂苷会转化为 α- 七叶皂苷 [11~12]。

娑罗子中化学成分复杂，为了更好控制其质量，

需要对其主要活性成分进行分析，本文建立了一种

快速检测娑罗子中主要活性成分的方法，以期为娑

罗子药材质量控制提供思路参考和依据。
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一、材料与方法

（一）材料与试剂

七叶皂苷 A 对照品（纯度 33.5%）、七叶皂苷

B 对照品（纯度 31.4%）、七叶皂苷 C 对照品（纯度

17.8%）、七叶皂苷 D 对照品（纯度 14.2%），成都曼思

特生物科技有限公司；乙腈（色谱纯），Merck 公司；

甲醇（色谱纯），Merck 公司；磷酸（色谱纯），Merck 公

司；水为娃哈哈纯净水，超市购买。

试验采用的娑罗子原料共 5 批，来自不同地区，

见表 1。经武汉生物制品检定所鉴定均为娑罗子。

表 1　娑罗子原料信息

序号 原料批号 来源

1 2009261 浙江

2 2010211 浙江

3 2010251 浙江

4 2010261 广西

5 2011242 广西

（二）主要仪器与设备

1260 高效液相色谱仪：美国安捷伦公司，紫外

检测器； JP-020S 超声波清洗机：洁盟科技有限公

司；ME104E 万分之一电子天平：美国梅特勒公司；

ES225SM-DR 十万分之一天平：瑞士普利赛斯；DJ-

04B 小型破碎机：上海鼎广机械设备有限公司；LC-

LX-L40B 低速离心机：上海力辰邦西仪器科技有限

公司；LC-RE-2000A 旋转蒸发仪：上海力辰邦西仪

器科技有限公司。

（三）方法

1. 溶液配制

（1）标准溶液

分别精密称取七叶皂苷 A 对照品、七叶皂苷 B

对照品、七叶皂苷 C 对照品、七叶皂苷 D 各 15mg 置

于 10mL 棕色容量瓶中，甲醇溶液定容至刻度，即得

各标准溶液储备液。分别取各标准溶液储备液适量

于容量瓶中，用甲醇溶液定容至刻度，即得标准混合

溶液。

（2）样品溶液

娑罗子样品粉碎后，过 3 号筛，精密称取 1g，

置于索氏提取器中，45℃加热回流 1 小时后，取出，

蒸发除去乙醚后，将样品转置于 150ml 具塞锥形瓶

中，加入甲醇 50ml 后称重，超声 30min，取出补足重

量，将样品放入低俗离心机中离心，取上清液 25ml，

40℃浓缩后转移到 10ml 棕色容量瓶中，以甲醇定容

至刻度，充分混合，过 0.45μm 滤膜，取滤液为待测

溶液。

2. 色谱条件

以 0.1% 磷酸水溶液为流动相 A，乙腈为流动

相 B，A:B（体 积 比）=36：64，进 样 量：10μL，柱 温：

30℃，流速：1.0mL/min，检测波长为 220nm，运行时

间 45min。

（一）流动相条件的优化

1. 流动相的选择

实验分别比较甲醇 - 水、乙腈 - 水、甲醇 - 磷

酸水和乙腈 - 磷酸水系统溶液对 4 种目标物的分

离效果，结果表明，在相同色谱条件下，不加磷酸，各

组分峰形较差，有明显的拖尾现象；采用甲醇 -0.1%

磷酸水溶液体系时，各组分的峰出现较密集，而使用

乙腈 -0.1% 甲磷酸水溶液体系洗脱时，4 种七叶皂

苷成分均可获得良好的分离度和峰形。因此采用乙

腈 -0.1% 磷酸水溶液作为流动相对 4 种七叶皂苷成

分进行色谱分离。

比 较 0.1% 磷 酸 水 - 乙 腈 不 同 比 例 30:70、

32:68、34:66、36:64、38:62、40:60 对 4 种目标物的分

离效果，结果表明，当 0.1% 磷酸水：乙腈 =36:64 时，

分离度最好，因此采用此比例作为流动相的比例。

2. 波长的确定

通过紫外吸收光谱对 4 种七叶皂苷成分进行全

波长扫描，发现七叶皂苷成分在 220nm 处有最大吸

收，故确定本实验的测定波长为 220nm。

3. 柱温的选择

比较了 20℃、30℃、40℃柱温条件下，对 4 种

七叶皂苷成分的分离效果，结果表明在相同色谱条

件下，30℃时分离效果最好，确定本实验的柱温为

30℃。对照品及样品的各成分 HPLC 色谱图见图 1、

图 2。

（二）线性方程、线性范围和检出限

按照 2. 色谱条件，依次对 4 种七叶皂苷的系列

标准工作溶液进样分析，以保留时间作为定性标准，

色谱峰面积作为定量标准。以质量浓度作为横坐标，

色谱峰的峰面积作为纵坐标，进行线性回归，绘制标

准曲线。将信噪比等于 3 时的 4 种七叶皂苷成分对

应的浓度作为检测限，信噪比等于 10 时对应的 4 种

七叶皂苷成分浓度作为定量限，得到 4 种七叶皂苷
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成分的线性回归方程、相关系数、检出限和定量限， 结果见表 3。

峰 1：七叶皂苷 A，峰 2：七叶皂苷 B，峰 3：七叶皂苷 C；峰 4：七叶皂苷 D

图 1　对照品各成分 HPLC 色谱图

峰 1：七叶皂苷 A，峰 2：七叶皂苷 B，峰 4：七叶皂苷 C；峰 5：七叶皂苷 D

图 2　样品各成分 HPLC 色谱图

表 3　4 种七叶皂苷成分的线性回归方程、相关系数、检出限 
和定量限

对照品 标准曲线 R2
检测限

（μg/mL）
定量限

（μg/mL）

七叶皂苷 A Y =1148X+221.452 0.9997 0.2 0.5

七叶皂苷 B Y=808X+234.1361 0.9998 0.2 0.8

七叶皂苷 C Y=993X-35.6842 0.9999 0.2 0.8

七叶皂苷 D Y=612X+201.423 0.9996 0.05 0.2

由表 3 可知，4 种七叶皂苷成分在各自线性范

围内与色谱峰面积线性关系良好。4 种七叶皂苷

成分的检测限在 0.05~0.2μg/mL 之间，定量限在

0.2~0.8μg/mL 之间。

（三）精密度实验

吸取同一混合标准品溶液，上机验证精密度，

分别重复测定 6 次，记录 4 种七叶皂苷成分的峰面

积，并计算相对标准偏差，结果列于表 4。结果表

明 4 种七叶皂苷成分的峰面积对应的 RSD 值分别

为 0.75%、0.68%、1.19%、1.30%，表明该方法精密度

良好。
表 4　精密度实验结果

组分
七叶皂苷

A
七叶皂苷

B
七叶皂苷

C
七叶皂苷

D

峰面积

1628390

1629980

1653741

1654561

1651460

1652594

1247169

1247140

1262634

1265401

1260818

1264853

1532793

1545410

1568871

1570924

1575726

1578923

922822

936289

934010

939591

959290

945861

平均值 1645121 1258002 1562107 939643

RSD/% 0.75 0.68 1.19 1.30 
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（四）稳定性试验

取中间浓度的混合标准品溶液 10μL，分别于

0、2、4、6、12、24h 上机进行测定，分别重复测定 3

次，计录各特征峰的相对保留时间及相对峰面积，

计算 RSD 值。结果表明七叶皂苷 A、七叶皂苷 B、

七叶皂苷 C、七叶皂苷 D 特征峰的相对保留时间的

RSD<0.5%，峰面积的 RSD 值分别为 1.27%、0.89%、

1.54%、1.26%，峰面积的 RSD<2%，故 4 种七叶皂苷

成分于 24h 内测定结果稳定。

（五）回收率实验

对 4 种七叶皂苷成分在 1、5、20mg/kg 3 个水平

下进行加标回收实验，平行测定 6 次，计算加标回

收率和相对标准偏差，结果见表 5。4 种七叶皂苷成

分的回收率在 86.27%~97.21% 之间，相对标准偏差

RSD 均低于 5%，由此可以看出表明该方法精密度良

好，结果稳定。

表 5　4 种七叶皂苷方法回收率和相对标准偏差

对照品

1mg/kg 5mg/kg 20mg/kg

样品含量
（mg/kg）

添加后含量
（mg/kg）

回收
率 /%

RSD/%
样品含量
（mg/kg）

添加后含量
（mg/kg）

回收
率 /%

RSD/%
样品含量
（mg/kg）

添加后含量
（mg/kg）

回收
率 /%

RSD/%

七叶皂苷 A

3.52

3.35 95.26 1.16

3.46

3.20 92.5 0.89

3.43

3.14 91.50 0.98

七叶皂苷 B 3.42 97.20 1.25 3.31 95.6 2.12 3.26 95.14 1.24

七叶皂苷 C 3.21 91.45 0.98 3.36 97.21 4.08 3.23 94.25 1.14

七叶皂苷 D 3.11 88.54 1.42 3.19 92.15 2.24 2.96 86.27 1.54

（六）实际样品的测定

分别按方法制备待测样品，上机测定出对应的

色谱峰面积，由标准曲线计算 4 种七叶皂苷成分含

量。测定 5 个批次的样品，每个样品重复测定 3 次，

结果见表 6。

表 6　含量测定结果及相对标准偏差

样品

七叶皂苷 A 七叶皂苷 B 七叶皂苷 C 七叶皂苷 D

平均含量（%）
平均 RSD

（%）
平均含量（%）

平均 RSD

（%）
平均含量（%）

平均 RSD

（%）
平均含量（%）

平均 RSD

（%）

1 4.602 1.56 0.144 1.05 0.245 1.45 0.286 2.14

2 4.621 0.85 0.443 0.84 0.286 1.24 0.272 2.42

3 4.521 1.12 0.331 0.71 0.247 1.18 0.295 1.94

4 3.845 0.984 0.166 1.125 0.195 1.42 0.341 1.54

5 4.965 1.142 0.256 0.651 0.241 1.24 0.312 1.36

由表中可看出，5 批娑罗子中，均含有方法中的

七叶皂苷 A、B、C、D，但不同批次之间，七叶皂苷 A、

B、C、D 含量有明显的差异，说明娑罗子的质量确实

存在差异。对同一批次的娑罗子原料来说，七叶皂

苷A、七叶皂苷B含量较高，含量在0.195%～4.965%

之间，七叶皂苷 C、七叶皂苷 D 含量略低，含量在

0.195%～0.341% 之间。

三、结论

基于 HPLC 建立了一种简单、快速、准确定

性定量分析娑罗子中七叶皂苷 A、B、C、D 的方

法。结果显示，七叶皂苷 A、B、C、D 的质量浓度与

色谱峰面积之间具有良好的线性关系，相关系数

均大于 0.9995，检出限为 0.05～0.2μg/mL 之间，

定量限为 0.2～0.8μg/mL。样品的加标回收率为

86.27%~97.21%，RSD 均低于 5%，表明本方法具有

良好的精确度和准确度，可在 45min 内完成娑罗子

中七叶皂苷 A、B、C、D 的快速分离并实现准确的定

性、定量分析。检测娑罗子中最主要的活性物质七

叶皂苷 A、B、C、D 的含量可以为控制娑罗子质量提

供有力支持和有效保障。
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Detection Method of Main Bioactive Compounds in Aesculi Semen
Chai Sha-sha, Xu Sheng

(School of Biological Engineering, Wuhan Polytechnic, Wuhan 430074, China)

Abstract: A rapid detection method for the main bioactive compounds in Aesculi Semen is established. The 

main bioactive compounds in Aesculi Semen were the aescins of saponins.  The basic form of beings were aescin A, 

aescin B、aescin C and aescin D. After being refluxed and extracted with ether, the supernatant was centrifuged 

to obtain a constant volume, and then filtered for later use. To establish an HPLC method for the simultaneous 

content determination of aescin A, aescin B、aescin C and aescin D. HPLC method: Column temperature 30℃, 

gradient elution manne.The analysis of methanol extract of the aescins was performed on 30 ℃ of Column 

temperature, the mobile phase comprising of 0.1% phosphoric acid-water and acetonitrile flowing at 1.0 mL /

min in a isocratic elution manner, and the detection wavelength was set at 220 nm.The 4 aescins showed good 

linearity in the range of determination, the correlation coefficients were all above 0.9995. The limits of detection 

were 0.05-0.2μg/mL, and the limits of quantification were 0.2-0.8μg/mL.The recoveries of samples at 3 levels 

were 85.12%~97.21%.This method is simple, rapid and accurate, which is suitable for the detection of aescins in 

Aesculi Semen.

Key words: Aesculi Semen,HPLC, Rapid method
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