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黑参中人参皂苷 Ｒｇ３的含量测定
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［摘要］　目的：建立黑参中人参皂苷 Ｒｇ３的含量测定方法。方法：利用高效液相色谱法，采用 Ｔｈｅｒｍｏ色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），以乙腈水为流动相梯度洗脱，测定黑参中人参皂苷 Ｒｇ３含量。结果：研究表明，不同

批次黑参中人参皂苷Ｒｇ３的含量差别明显，平均含量为１２３６５ｍｇ·ｇ
－１，最低含量为０３６８７ｍｇ·ｇ－１，最高含量为

２５００７ｍｇ·ｇ－１，相差６８倍。结论：建立了黑参中人参皂苷 Ｒｇ３含量的测定方法，对不同批次样品进行测定后发
现，人参皂苷Ｒｇ３含量差别明显，为黑参的质量控制和开发利用提供参考。
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黑参为五加科植物人参 ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣＡＭｅｙ
经过九蒸九晒等炮制工艺加工而成的一种继红参之

后的人参新加工炮制品，目前还没有被 《中华人民

共和国药典》所记载，黑参最早产于韩国，经过九

蒸九晒等炮制工艺加工而成［１］。近几年我国也在对

黑参进行开发研究，黑参比生晒参、红参有更强的

生物活性，如抗炎、抗氧化、增强免疫功能、降血

糖、抗肿瘤等［２］。人参皂苷 Ｒｇ３属于稀有皂苷，是
黑参的主要成分，具有明显的生理活性，因此建立

人参皂苷 Ｒｇ３的含量测定方法，为黑参资源的质量
控制和开发应用提供参考。

１　材料

１１仪器

万分之一分析天平（Ａｃｃｕｌａｂ型，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓｇｒｏｕｐ，
德国）；十万分之一分析天平（ＣＰ２２５Ｄ型，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
ｇｒｏｕｐ，德国）；电热鼓风干燥箱（２０２１型，上海阳
光实验仪器有限公司）；高速万能粉碎机（武义县屹

立工具有限公司）；称量瓶（规格：４０×２５）；Ａｇｉｌｅｎｔ
１１００ｓｅｒｉｅｓ高效液相色谱仪；ＫＱ２５０ＤＥ超声波清洗
器（昆山市超声仪器有限公司）；恒温水浴锅（ＨＨＳ
型，巩义市予华仪器有限公司）。

·３２３·



２０１９年３月　第２１卷　第３期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｍａｒ２０１９　Ｖｏｌ２１　Ｎｏ３

１２试药

人参皂苷 Ｒｇ３对照品（中国食品药品检定研究

院，批号：１１０８０４２００６０３）；三氯甲烷（天津市科密
欧化学试剂有限公司）；液相用乙腈、甲醇均为色谱

纯；水为超纯水。

黑参样品１～１４由辽宁中书堂黑参有限公司提
供；样品１５为吉林白山地产炮制高丽黑参；样品
１６～２０为韩国产黑参（样品信息见表１）。

２　方法

２１溶液配制

２１１对照品溶液的配制　精密称取人参皂苷Ｒｇ３对

照品５４８ｍｇ，用甲醇定容至２５ｍＬ容量瓶，配成质
量浓度为０２１９２ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备液，摇匀，
即得，４℃下低温储藏。

２１２供试品溶液的制备　取本品粉末（过四号筛）
约１５ｇ，精密称定，加三氯甲烷置索氏提取器中，
加热回流３ｈ，弃去三氯甲烷液，药渣挥干溶剂，连
同滤纸筒移入５０ｍＬ具塞锥形瓶中，精密加水饱和
正丁醇５０ｍＬ，密塞，浸泡２ｈ，超声处理３０ｍｉｎ，
取滤液 ２５ｍＬ，正丁醇饱和氨试液洗 ３次，每次
１０ｍＬ，取正丁醇液蒸干，残渣加甲醇溶解，定容于
５ｍＬ容量瓶中，过滤，即得［３］。

２２色谱条件

色谱柱：Ｔｈｅｒｍｏ柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；
二极管阵列检测器（ＤＡＤ）；流动相：乙腈水梯度洗
脱（见表 ２）；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；
检测波长：２０３ｎｍ；检测时间：４０ｍｉｎ；进样量：
１０μＬ。在选定色谱条件下人参皂苷 Ｒｇ３与相邻组分
分离良好［４］。

表１　黑参样品信息表
编号 芦长／ｃｍ 主根长／ｃｍ 总长／ｃｍ 芦质量／ｇ 主根质量／ｇ 总质量／ｇ 批号

Ｓ１ ２０ １１０ １７０ ０８８９９ ２０２３４１ ３３０７１８ ２０１７０３１２

Ｓ２ １０ ７５ ２１０ ０９０６３ １９９０７４ ２９１０７１ ２０１７０３２５

Ｓ３ １０ ７０ １６５ ０５６１０ １５１９５０ ２３８０３６ ２０１７０３２８

Ｓ４ １０ ７０ １７０ ０４４９５ １４７１８０ ２２５７８２ ２０１７０４０５

Ｓ５ ０６ １４０ １９３ ０６８３０ １９５２５０ ２１５６５０ ２０１７０４１２

Ｓ６ １０ ６０ １９０ ０５９０５ １１８７４３ １９６１０７ ２０１７０４２３

Ｓ７ ２０ ６０ ２５０ ０９２８８ １１５２２１ １９５２０３ ２０１７０５０９

Ｓ８ １０ ７５ １２０ ０７１２０ １６４３８０ １８０７９０ ２０１７０５１０

Ｓ９ １０ １２０ １６４ ０４４１０ １６５０００ １８０６２０ ２０１７０５２８

Ｓ１０ ０５ ６０ ９９ ０２１３０ ９８３００ １０６０６０ ２０１７０６０６

Ｓ１１ ０５ ７０ １１９ ０２９４０ １０３５１０ １１０８５０ ２０１７０６１１

Ｓ１２ １０ ４０ １００ ０２４６１ ６５４５０ ７０６２６ ２０１７０６１５

Ｓ１３ ０５ ５０ ９５ ０２７０１ ５４２０４ ６４１５７ ２０１７０７０５

Ｓ１４ ０６ ９５ １９３ ０６８３０ １９５２５０ ２１５６５０ ２０１７０７０８

Ｓ１５ ０３ ９０ １４６ ０４７３０ ８５８５０ ９７８６０ ２０１７０７２１

Ｓ１６ ０２ ６０ １２３ ０３５０６ ９４２０４ １１０４７２ ２０１７０７２６

Ｓ１７ ０３ ９０ １３０ ０３５４７ １６５２３３ １７８７８０ ２０１７０８０６

Ｓ１８ ０４ ５０ １２１ ０２２３０ ８３１２６ ９５３５６ ２０１７０８１４

Ｓ１９ ０６ ７０ １４５ ０５３２２ ９６０３１ １１１３５３ ２０１７０８２２

Ｓ２０ ０５ ６０ １０２ ０３４７３ ９５３８９ ９８８６２ ２０１７０８２６

·４２３·
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表２　ＨＰＬＣ梯度洗脱条件
时间／ｍｉｎ 乙腈／％

０～１５ ４５

１５～２５ ４５～７０

２５～３５ ７０～９２

３５～４０ ９２

注：Ａ对照品；Ｂ供试品；Ｓ人参皂苷Ｒｇ３色谱峰。

图１　对照品及样品的ＨＰＬＣ图

２３系统适用性试验

选取 ３根不同商品规格的色谱柱 Ｔｈｅｒｍｏ
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）、Ｃｈｉｒａｌ（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）和Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），按
２２色谱条件，对照品和样品各进１０μＬ，根据报告
得出目标峰在每根柱子上的分离度、对称因子、拖

尾因子和理论塔板数等数据。

２４供试品制备方法考察

供试品１：取本品粉末（过四号筛）１５ｇ，精密
称定至５０ｍＬ锥形瓶中，精密加甲醇５０ｍＬ，密塞，
浸泡２ｈ，超声处理３０ｍｉｎ，取滤液２５ｍＬ，蒸干，
残渣加甲醇溶解并转移至 ５ｍＬ容量瓶，过滤，
待测。

供试品２：取本品粉末（过四号筛）１５ｇ，精密
称定，加三氯甲烷置索氏提取器中，加热回流３ｈ，
弃去三氯甲烷液，药渣挥干溶剂，连同滤纸筒移入

５０ｍＬ锥形瓶中，精密加水饱和正丁醇５０ｍＬ，密塞，

浸泡２ｈ，超声处理３０ｍｉｎ，取滤液２５ｍＬ，蒸干，残
渣加甲醇溶解并转移至５ｍＬ容量瓶，过滤，待测。

供试品３：取本品粉末（过四号筛）１５ｇ，精密
称定，加三氯甲烷置索氏提取器中，加热回流３ｈ，
弃去三氯甲烷液，药渣挥干溶剂，连同滤纸筒移入

５０ｍＬ锥形瓶中，精密加水饱和正丁醇 ５０ｍＬ，密
塞，浸泡２ｈ，超声处理３０ｍｉｎ，取滤液２５ｍＬ，正
丁醇饱和氨试液提取３次，每次２５ｍＬ，取正丁醇液
蒸干，残渣加甲醇溶解，定容于５ｍＬ容量瓶中，过
滤，待测。

２５方法学考察

２５１线性关系考察 　 精密吸取对照品溶液
（０２１９２ｍｇ·ｍＬ－１）６、８、１０、１２、１６、２０μＬ，按
上述色谱条件进行测定，以峰面积积分值为纵坐标

Ｙ，以人参皂苷Ｒｇ３进样量为横坐标Ｘ（μｇ），计算线
性回归方程。

２５２精密度考察　精密称定样品１５０２３ｇ，按样
品制备方法制备供试品，在上述色谱条件下，对同

一样品溶液连续进样６次，计算各峰面积的ＲＳＤ。
２５３重复性考察　按供试品溶液制备方法，制备
黑参样品６份，在上述色谱条件下，对其进行含量
测定，计算出样品中人参皂苷 Ｒｇ３含量，并计算出
６份样品含量的ＲＳＤ值。
２５４稳定性考察　在室温条件下，精密吸取同
一样品溶液，按样品测定方法，测定放置０、２、６、
８、１２ｈ内样品中人参皂苷 Ｒｇ３的峰面积，并计算出
样品含量的ＲＳＤ值。
２５５定量下限的测定　进已知浓度的对照品，选
出一段基线平稳的时间段，测出噪音值，根据其相

应的峰高值，将对照品溶液稀释至１０倍信噪比的浓
度，重复进样６次，计算ＲＳＤ值。
２５６加样回收率考察　由样品重复性测定项，得
知样品中人参皂苷Ｒｇ３的含量为１８０５６ｍｇ·ｇ

－１。称

取黑参样品６份，每份０７５ｇ，精密称定，精密加入
质量浓度为０２１９２ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液６１８ｍＬ，
挥干样品，按测定项下方法处理，计算回收率。

２６水分的测定

按２０１５版 《中华人民共和国药典》第四部水分

测定法中第二法的操作［５］，测定不同批次黑参的含

水量。

２７含量测定

按供试品溶液制备项下方法制备样品液，每份

·５２３·
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样品平行做３份。精密吸取样品液１０μＬ，注入高效
液相色谱仪中，测定人参皂苷Ｒｇ３的色谱峰面积，用
外标法计算不同批次黑参样品中人参皂苷Ｒｇ３的含量。

３　结果

３１色谱柱考察

３根不同的色谱柱对于人参皂苷Ｒｇ３的分析符合

要求。３根色谱柱所测样品分离度均大于１５，理论
塔板数均大于５０００，最小理论塔板数考察结果符合
有关规定。Ｔｈｅｒｍｏ柱的柱效最大，且拖尾因子
０９６９符合 《中华人民共和国药典》标准（０９５～
１０５），所以选择Ｔｈｅｒｍｏ柱进行含量测定。

３２提取方法考察

见表３。

表３　不同提取方法考察
供试品 样品量／ｇ Ｒｇ３峰面积 提取量（Ｒｇ３量／药材量，ｍｇ·ｇ－１）

１ １５０４９ ９５７４ １６４９０

２ １５０６４ ９６２４ １６５５９

３ １５０８５ １００３５ １７１２９

正丁醇提取比甲醇好，正丁醇提取液经正丁醇

饱和氨试液反洗后，提取液更澄清，且不影响含量，

最后选择供试品３的提取方法。

３３方法学考察

线性回归方程为 Ｙ＝３８５４９Ｘ－１２５１７，ｒ＝
０９９９２，人参皂苷Ｒｇ３在１３１５～４３８４μｇ线型关系
良好；精密度考察中 ＲＳＤ为１８８％，精密度良好；
重复性考察中ＲＳＤ为２７３％，表明方法重复性良好；
稳定性考察中ＲＳＤ为２４４％，表明样品在１２ｈ内稳
定性良好；进质量浓度为０８７６８×１０－２ｍｇ·ｍＬ－１的
对照品，选出一段基线平稳的时间段（９～９５ｍｉｎ），
测出噪音值，则定量下限为０８７６８×１０－２；平均加
样回收率９９０４％，ＲＳＤ小于３％，符合有关规定。
由方法学考察结果可知，本实验方法检测灵敏度高，

检测结果可靠。

３４黑参中人参皂苷Ｒｇ３含量测定

见表４。
以干燥品计算人参皂苷 Ｒｇ３含量，根据实验数

据建议黑参中的水分不超过１２％；不同批次黑参中
人参皂苷Ｒｇ３的含量差异明显，其中人参皂苷Ｒｇ３的
平均含量（以干燥品计）为１２３６５ｍｇ·ｇ－１，最低为

０３６８７ｍｇ·ｇ－１，最高为 ２５００７ｍｇ·ｇ－１，相差
６８倍；国产和韩国产黑参中人参皂苷 Ｒｇ３的平均含

量分别为１５１５９、０３９８４ｍｇ·ｇ－１，相比较而言韩国
产黑参中人参皂苷Ｒｇ３的含量较低，其黑参质量较差。

人参皂苷Ｒｇ３含量（ｍｇ·ｇ
－１）＝

Ｒｇ３含量
１－含水量 ×１００％

（１）

表４　黑参中以干燥品计人参皂苷Ｒｇ３含量

编号
Ｒｇ３平均质量分数／

ｍｇ·ｇ－１
含水量／
％

以干燥品计算Ｒｇ３质量
分数／ｍｇ·ｇ－１

Ｓ１ ０９２１２ ２９２ ０９４８９

Ｓ２ １１４３８ ４７９ １２０１３

Ｓ３ １４４１２ ４５４ １５０９７

Ｓ４ ２２６１１ ９５８ ２５００７

Ｓ５ ０９９１３ ６８１ １０６３７

Ｓ６ １３７６５ ３４７ １４２６０

Ｓ７ １００６６ １１３５ １１３５５

Ｓ８ １９８１２ １０３６ ２２８０４

Ｓ９ １３２５６ ６２１ １４１３４

Ｓ１０ １６２５７ ８１０ １７６９０

Ｓ１１ ０９０００ ８６７ ０９８５４

Ｓ１２ １４６０７ ９２８ １６１０１

Ｓ１３ １３７１８ ７１３ １４７７１

Ｓ１４ １８０５６ ９２０ １９８８５

Ｓ１５ １３１４１ ７９８ １４２８１

Ｓ１６ ０３６９５ ５７４ ０３９２０

Ｓ１７ ０３４９４ ５２３ ０３６８７

Ｓ１８ ０３６８７ ５５８ ０３９０５

Ｓ１９ ０４０４０ ４６７ ０４２３８

Ｓ２０ ０３９８２ ４４７ ０４１６８

３５黑参中人参皂苷Ｒｇ３含量与外观性状的相关性分析

采用ＳＰＳＳ２００、Ｍａｓｓｌｙｎｘ软件对数据分别进行
相关分析，黑参中人参皂苷 Ｒｇ３含量与黑参外观各
项指标无相关性，Ｐ值均大于００１。

４　讨论

本实验考察了脱脂溶剂及时间，未脱脂和用三

氯甲烷脱脂几乎没有区别，皂苷未损失，石油醚脱

脂使皂苷峰面积降低，考虑到尽可能除去脂溶性等

杂质，保护色谱柱，选择用三氯甲烷脱脂再提取皂

苷，时间为３ｈ；考察提取方式得到回流和超声相差
·６２３·
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不大，与其他研究相比，超声提取更简便快速；通

过对不同提取溶剂的考察，结果发现提取率依次为

乙醇＜甲醇 ＜正丁醇，因此最终选择正丁醇。得到
的正丁醇提取液再用氨水反洗是为了中和提取成分

中的酸性物质，防止酸性环境使提取药物中的一些

成分改变，也会防止酸性物质进液相损坏柱子，经

考察氨水反洗后，皂苷含量不受影响，而且反洗后

的提取液更澄清。

由于不同样品人参皂苷单体含量差别很大，很

难评价黑参的质量，在保证影响人参药材品质的生

长年限及保存条件等因素一致的情况下，造成这种

差距的原因可能是与黑参炮制的方法有关。同时不

同批次黑参中人参皂苷 Ｒｇ３含量与黑参外观各项指
标无相关性，其原因也是黑参炮制过程中的加工方

法和温度等工艺的影响。因此应该严格规范黑参的

炮制工艺。黑参的制作需要将鲜人参在蒸参设备中

用蒸汽或其他方法进行蒸煮后晾干的过程反复进行

９次，其加工流程为：收获鲜参清洗干燥第一次
蒸曝第二次蒸曝第三次蒸曝第四次蒸曝第五次蒸
曝第六次蒸曝第七次蒸曝第八次蒸曝第九次蒸
曝［６］。除此之外，不同黑参样品中多糖、多酚、

游离氨基酸等的含量都具有一定的差距［７］。目前，

国内外对黑参的质量没有统一的标准，这就造成了

评价黑参质量的困难。因此，建立统一的质量标准

来评价黑参已经迫在眉睫。本实验研究有助于推进

黑参质量控制的标准化进程，为黑参的开发利用提

供参考。
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