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利用高效液相色谱二极管阵列检测器 
检测含补骨脂和人参的中成药中人参皂苷Re的含量1 

 
安全预防措施：本文中涉及致癌化学品、腐蚀性化学品和可燃溶剂，
处理有关化学品时请采取预防措施，如戴上护眼及护手用具，并在有
需要时在抽气柜进行检测工作，以免吸入该等化学品气体。  

1.  引言  

1.1.  含补骨脂和人参的助阳补益类中成药在香港是十分常见。然而，

检测这类中成药中补骨脂和人参的化学指标成分是一个巨大的

挑战，因为当中的基质或其他化学成分容易对分析造成干扰。  

1.2.  本方法载列利用高效液相色谱二极管阵列检测器为含补骨脂和

人参的中成药的人参皂苷 Re 进行定性及定量检测的步骤。  

2.  试剂  

注：除非另有说明，否则所有使用的试剂均属分析纯级别或同等级的

试剂。  

2.1.  乙腈，LC-MS 级  

2.2.  甲醇，LC-MS 级  

2.3.  正丁醇  

2.4.  Milli-Q 超纯水  

2.5.  氢氧化铵， 28%（w/v）  

2.6.  人参皂苷 Re（Ginsenoside Re），CAS 编号 :  52286-59-6 

2.7.  提取溶剂  

甲醇：水（ 7:3 v/v）  

2.8.  样本净化用试剂（正丁醇萃取法）  

2.8.1.  把 500 毫升正丁醇（第 2.3 段）和 500 毫升水（第 2.4
段）摇匀混合，放置分层。  

 
1 本方法旨在提供一种可靠的测试方法，在检测相关中成药中目标化

学指标成分的含量时作质量控制之用。检测人员采用本方法时，有责

任评估方法是否适用于拟测试的产品。  
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2.8.1.1.  上层：正丁醇溶液（水饱和）  

2.8.1.2.  下层：水溶液（正丁醇饱和）  

2.8.2.  40%（ v/v）氨试液  

把 200 毫升氢氧化铵（第 2.5 段）和 300 毫升水（第 2.4
段）混合，再加入 500 毫升水饱和正丁醇溶液（第 2.8.1.1
段）混合摇匀，放置分层。取下层氨试液使用。  

2.9.  样本净化用试剂（固相萃取（SPE）法）  

2.9.1.  10%（ v/v）甲醇  

把 10 毫升甲醇（第 2.2 段）用水（第 2.4 段）稀释至

100 毫升。  

2.9.2.  30%（ v/v）甲醇  

把 30 毫升甲醇（第 2.2 段）用水（第 2.4 段）稀释至

100 毫升。  

2.9.3.  20%（ v/v）乙腈  

把 20 毫升乙腈（第 2.1 段）用水（第 2.4 段）稀释至

100 毫升。  

2.10.  标准溶液的配制  

2.10.1.  标准储备溶液（浓度约为每毫升 1000 微克）  

精密称取 10 毫克人参皂苷 Re（第 2.6 段）置于 10 毫

升的容量瓶，加入甲醇（第 2.2 段）溶解并稀释至刻度

标记，则可配制标准储备溶液。  

2.10.2.  标准中间溶液（浓度约为每毫升 100 微克）  

把 1 毫升标准储备溶液转移至 10 毫升的容量瓶，加入

提取溶剂（第 2.7 段）稀释至刻度标记，则可配制标准

中间溶液。  

2.10.3.  校准标准溶液（校准标准品 CS1 至 CS5）  

把适量标准中间溶液分别转移至若干 10 毫升的容量瓶，

加入提取溶剂（第 2.7 段）稀释至刻度标记，则可配制

一系列校准标准溶液。配制校准标准溶液所须的标准溶

液建议分量表列如下：  
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校准  
标准品  

标准中间溶液  
容量（毫升）  

最终容量  
（毫升）  

人参皂苷 Re 浓度

（微克／毫升）  

CS1 1.00 10 10 

CS2 2.00 10 20 

CS3 3.00 10 30 

CS4 4.00 10 40 

CS5 5.00 10 50 

2.10.4.  初始校正验证（ ICV）标准储备溶液（浓度约为每毫升

1000 微克）  

精密称取 10 毫克来源与校准标准品不同的人参皂苷 Re
置于 10 毫升的容量瓶，加入甲醇（第 2.2 段）溶解并

稀释至刻度标记，则可配制个别 ICV 标准储备溶液。  

2.10.5.  ICV 标准中间溶液（浓度约为每毫升 100 微克）  

把 1 毫升 ICV 标准储备溶液转移至 10 毫升的容量瓶，

加入提取溶剂（第 2.7 段）稀释至刻度标记，则可配制

ICV 标准中间溶液。  

2.10.6.  ICV 标准工作溶液（浓度约为每毫升 30 微克）  

把 3 毫升 ICV 标准中间溶液转移至 10 毫升的容量瓶，

加入提取溶剂（第 2.7 段）稀释至刻度标记，则可配制

ICV 标准工作溶液。  

2.10.7.  加标标准溶液（浓度约为每毫升 1000 微克）  

参考标准储备溶液（第 2.10.1 段）。  

3.  器具  

注：所有玻璃量器使用后均须尽快以丙酮及清洁剂清洗。用清洁剂清

洗后，玻璃量器随即以水冲洗，之后再以丙酮冲洗两次。  

3.1.  研磨机或搅拌机  

3.2.  分析天秤，感量为 0.01 毫克  

3.3.  10 毫升的容量瓶  

3.4.  1 毫升的定量移液管  

3.5.  100 微升、 300 微升和 1000 微升的自动移液器  

3.6.  50 毫升的圆底烧瓶  
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3.7.  100 毫升的平底烧瓶  

3.8.  离心机，转速至少为每分钟 4000 转  

3.9.  15 毫升和 50 毫升的离心管  

3.10.  漩涡振荡器  

3.11.  超声波清洗器  

3.12.  旋转蒸发器  

3.13.  0.45 微米聚四氟乙烯过滤薄膜  

3.14.  液相色谱玻璃样本瓶  

3.15.  固相萃取（SPE）柱：反相聚合物吸附剂，33 微米，容量 6-毫升，

吸附剂质量 100 毫克，生产商为 Phenomenex Strata-X，或具同

等规格  

3.16.  液相色谱柱 :  Inertsil NH2 5 微米，4.6 毫米×250 毫米，生产商为

GL Sciences，或具同等规格  

3.17.  高效液相色谱二极管阵列检测器系统  

4.  步骤  

4.1.  配制样本  

4.1.1.  分析前使用研磨机或搅拌机把固体样本进行研磨及均

质化处理。  

4.1.2.  精密称取 0.5 克样本放进 15 毫升的离心管。  

4.1.3.  把 10 毫升提取溶剂（第 2.7 段）注入离心管，然后将

离心管涡旋振荡 1 分钟。  

4.1.4.  把装有混合样本的离心管放入超声波清洗器中以室温

进行 20 分钟音波振动处理。  

4.1.5.  以每分钟 4000 转的转速对样本溶液进行 10 分钟的离

心处理并将上清液转移至 100 毫升的平底烧瓶中。  

4.1.6.  以 5 毫升提取溶剂（第 2.7 段）进行两次第 4.1.3 段至

第 4.1.5 段所述的步骤。以同一个 100 毫升的平底烧瓶

收集所有上清液。  

 

https://terms.naer.edu.tw/detail/629586/?index=1
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4.2.  样本净化  

4.2.1.  正丁醇萃取法  

4.2.1.1.  使用旋转蒸发器在 50℃下将收集得到的上清

液（第 4.1.6 段）蒸发至近干。用 1 毫升提取溶剂（第

2.7 段）溶解残留物。  

4.2.1.2.  将样本溶液（第 4.2.1.1 段）转移至 15 毫升的

离心管中。用 5 毫升正丁醇溶液（水饱和）（第 2.8.1.1
段）冲洗烧瓶，并将冲洗溶液转移至同一个 15 毫升的

离心管中。把 5 毫升水溶液（正丁醇饱和）（第 2.8.1.2
段）注入 15 毫升的离心管中。  

4.2.1.3.  把装有样本溶液的离心管涡旋振荡 40 秒。然

后以每分钟 4000 转的转速对样本溶液进行 2 分钟的离

心处理。小心地将上层有机层（正丁醇萃取物）收集至

50 毫升的离心管中。  

注：若上层在离心处理后仍显得混浊，可延长离心时间
或提高转速重新离心处理。  

4.2.1.4.  以 5 毫升正丁醇溶液（水饱和）（第 2.8.1.1
段）进行两次第 4.2.1.3 段所述的步骤。将所有上层有

机层（正丁醇萃取物）（总共约 15 毫升）收集至同一

个 50 毫升的离心管中。  

4.2.1.5.  把 5 毫升 40%（ v/v）氨试液（第 2.8.2 段）注

入正丁醇萃取物（第 4.2.1.4 段）。把装有样本溶液的

离心管涡旋振荡 40 秒。然后以每分钟 4000 转的转速对

样本溶液进行 2 分钟的离心处理。丢弃下层水层。  

注：若上层在离心处理后仍显得混浊，可延长离心时间
或提高转速重新离心处理。  

4.2.1.6.  重复进行第 4.2.1.5 段所述的步骤。小心地将

上层有机层（正丁醇萃取物）转移至 100 毫升的平底烧

瓶。用 5 毫升提取溶剂（第 2.7 段）冲洗离心管，并将

冲洗溶液转移至同一个 100 毫升的平底烧瓶中。  

4.2.1.7.  使用旋转蒸发器在 55℃下将收集得到的溶液

蒸发至近干。  

注：若正丁醇无法蒸干，可在平底烧瓶加入约 1-2 毫升
萃取溶液（第 2.7 条）以促进蒸发过程。  

4.2.2.  固相萃取法  

4.2.2.1.  依次用 5 毫升甲醇（第 2.2 段）和 5 毫升水
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（第 2.4 段）活化固相萃取柱（第 3.15 段）。  

4.2.2.2.  用 1 毫升提取溶剂（第 2.7 段）溶解残留物

（第 4.2.1.7 段），然后加入 9 毫升水（第 2.4 段）稀

释。  

4.2.2.3.  将稀释后的样本溶液（第 4.2.2.2 段）加入固

相萃取柱。  

4.2.2.4.  用 5 毫升 10%（ v/v）甲醇（第 2.9.1 段）冲洗

烧瓶，并将冲洗溶液转移至固相萃取柱。  

4.2.2.5.  用 10 毫升 30%（ v/v）甲醇（第 2.9.2 段）淋

洗固相萃取柱。  

4.2.2.6.  用 10 毫升 20%（ v/v）乙腈（第 2.9.3 段）洗

脱固相萃取柱，收集洗脱液至 50 毫升的圆底烧瓶。  

4.2.2.7.  使用旋转蒸发器在 50℃下将收集得到的洗脱

液蒸发至近干。精密地用定量移液管（第 3.4 段）转移

1 毫升提取溶剂（第 2.7 段）溶解残留物。  

4.2.3.  以 0.45 微米聚四氟乙烯过滤薄膜过滤样本溶液至液相

色谱玻璃样本瓶中，便可用高效液相色谱二极管阵列检

测器进行分析。  

注：如果分析物的浓度不在校准范围内，可用提取溶剂
（第 2.7 段）把样本溶液作进一步稀释。  

4.3.  高效液相色谱二极管阵列检测法  

4.3.1.  按照使用手册以操作高效液相色谱二极管阵列检测器

系统，并在下列的建议操作条件下进行分析。如要取得

最佳的分离结果和输出信号，实际操作条件或须修订。

实际的实验条件须记录在报表上。  

4.3.2.  建议的高效液相色谱二极管阵列检测器操作条件：  

液相色谱系统  :  Waters Alliance e2695 高效液相色谱

系统或同等效能的系统  

液相色谱柱  :  GL Sciences Inertsil NH2, 5 微米 , 4.6 毫米

×250 毫米或同等规格  
柱温度  :  35 ºC 

流速  :  每分钟 1 毫升  
进样量  :  10 微升  

流动相  :  A:水  
  B:乙腈  
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梯度  :  时间（分钟）  A% B% 
  0.0 5 95 
  5.0 5 95 
  15.0 12 88 
  25.0 13 87 
  65.0 13 87 
  65.5 25 75 
  70.0 25 75 
  71.0 5 95 
  80.0 5 95 
检测波长  :  203 奈米    

4.3.3.  使用至少 5 个校准标准品（第 2.8.3 段）校准高效液相

色谱二极管阵列检测器系统。  

4.3.4.  使用高效液相色谱二极管阵列检测器系统对空白对照

样本、样本溶液、重复样本、加标样本和相关检查标准

溶液进行分析。使用者可根据实验室既定的要求作质量

控制。  

5.  计算／结果分析  

5.1.  鉴别要求  

进行高效液相色谱二极管阵列检测时，应比较样本检测峰保留

时间和校准标准品的平均保留时间，以鉴别样本中的目标分析

物。样本检测峰保留时间不应与校准标准品的平均保留时间相

差多于 5%以作正确鉴别。  

5.2.  在线性校准模式下就分析物绘画峰面积与校准标准品浓度的图

表，从而得出校准曲线。  

5.3.  按下列方程式计算样本中分析物的浓度（微克／克）：  

分析物濃度（微克／克） =  
𝐶𝐶 × 𝑉𝑉 × 𝐷𝐷

𝑊𝑊
 

C = 从校准曲线得出的分析物浓度（微克／毫升）  
V = 最终体积（毫升）  
D = 稀释比  
W = 样本重量（克）  
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