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支链聚乙烯亚胺辅助硼酸功能化磁性纳米粒子的制备
及其用于人参皂苷的特异性富集
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摘要：为了实现更高效的人参皂苷富集，以硼亲和色谱为核心，结合支链聚乙烯亚胺放大硼酸配基数量，合成了支

链聚乙烯亚胺辅助硼酸功能化磁性纳米粒（ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ），用于实际样品中人参皂苷的选择性富集，结合高效液

相色谱，建立了一种分析实际样品中的人参皂苷的方法。 以人参皂苷 Ｒｅ 为代表，在优化的磁性固相萃取的条件

下，该方法在 ５０～８００ μｇ ／ Ｌ 的范围内呈现良好的线性，线性相关系数（Ｒ２）为 ０􀆰 ９６８１。 添加水平在 ０􀆰 １ ～ １０ ｍｇ ／ Ｌ
时，回收率为 ９１􀆰 ５％ ～ １１７􀆰 ３％，相对标准偏差为 ７􀆰 ２％ ～ １３􀆰 ４％。 由于所得材料对于人参皂苷的高亲和力，经所建立

的方法富集过后，人参皂苷 Ｒｅ 的灵敏度提高了约 ５０ 倍。 同时，所得材料重复使用 ５ 次以后还可以保持至少 ７２％
的原始吸附量。 最后，将该方法用于启脾口服液中人参皂苷 Ｒｅ 的含量分析，并与 ２０１５ 版《中国药典》的标准方法

做对比。 结果显示，所建立的方法检测出的人参皂苷 Ｒｅ 含量为 ０􀆰 ２７％，虽然与标准方法测得的含量（０􀆰 ３１％）有些

微差距，但该法极大地节约了实际操作中样品前处理的步骤和时间。 结果表明，所制得的 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 可以用作

磁性固相萃取吸附剂实现实际样品中人参皂苷的选择性富集。 该方法亲和力强，选择性好，灵敏度高，操作快速简

便且准确度高，具有很大的应用价值和发展前景。
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ｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｅ ｗａｓ ｅｌｕｔｅｄ ａｎｄ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＨＰＬＣ⁃ＵＶ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
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ｈａｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ ａｒｅ ｉｄｅａｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｓｏｒｂｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｏｗｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ， ｅｘｃｅｌ⁃
ｌｅｎｔ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ， ｅａｓｙ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ， ｈｉｇｈ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ， ａｎｄ ｆａｓｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ． Ａｓ
ｍａｎｙ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｃｏｎｔａｉｎ ｓｕｇａｒ ｓｉｄｅ ｃｈａｉｎｓ， ｗｅ ｆｏｒｅｓｅｅ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｒｅａｌ⁃ｗｏｒｌｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．

引用本文：李雪，晏志凤，李龙珠，马涛，陈阳． 支链聚乙烯亚胺辅助硼酸功能化磁性纳米粒子的制备及其用于人参皂苷的特异性富集．
色谱，２０２１，３９（６）：５９９－６０６．
ＬＩ Ｘｕｅ， ＹＡＮ Ｚｈｉｆｅｎｇ， ＬＩ Ｌｏｎｇｚｈｕ， ＭＡ Ｔａｏ， ＣＨＥＮ Ｙａｎｇ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｄ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｂｏｒｉｃ ａｃｉｄ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎ⁃
ａｌｉｚｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｅ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（６）：５９９－
６０６．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ； ｂｏｒｏｎａｔｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ； ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ）； ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ

　 　 人参为五加科植物人参（Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ Ｃ． Ａ．
Ｍｅｙ．）的干燥根和根茎，是我国传统的名贵中药材，
最早出现在《神农本草经》中，具有大补元气、固脱、
生津、安神和益智等功效［１］。 人参的化学成分较为

复杂，研究已表明，人参皂苷为人参中的主要活性成

分［２］，具有抗肿瘤［３－６］、调节心脑血管系统［７］、调节

中枢神经系统［８，９］、调节免疫系统［１０］、抗疲劳［１１］、抗
氧化［１２］、抗辐射［１３］、抗衰老［１４］ 和抗糖尿病［１５］ 等多

种药理作用，但其在人参中含量较低，测定时易受到

其他组分的干扰。 因此，采用合适的人参皂苷富集

方法对人参皂苷分析具有十分重要的意义。
　 　 硼亲和材料是一种选择性分离富集顺式二羟基

生物分子的功能性材料［１６］，硼酸配体可以可逆地与

含顺式二羟基的化合物结合，如糖蛋白［１７］、聚糖、糖
类、核苷和核苷酸。 这些含顺式二羟基的生物分子

在蛋白质组学、代谢组学、糖组学、糖生物学等当前
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科学前沿中是重要的目标分子［１８］。 但单一硼酸对

含有顺式二羟基化合物的结合强度相对较弱，因此，
用传统的硼酸盐亲和材料无法胜任低浓度的顺式二

羟基分子的选择性富集任务［１９］。 支链聚乙烯亚胺

（ＰＥＩ）可以作为一种较好的载体来扩增材料表面可

供修饰的官能团，使硼酸位点大量增加［２０］。 人参皂

苷分子多数都具有多糖链结构，这也为多位点协同

结合提供了基础（具体结合原理见图 １）。 Ｌｉ 等［２１］

制备了 ＰＥＩ 修饰硼亲和毛细管整体柱，结果表明其

对于糖蛋白的结合力较单一硼酸提高了 １ ～ ２ 个数

量级。 同时，纳米颗粒在分离、催化、传感器和药物

传递等领域引起了广泛的关注。 其中磁性 Ｆｅ３Ｏ４

纳米颗粒由于其良好的生物相容性、超顺磁性、低毒

性和易于操作等特性在样品制备中得到广泛关

注［２２－２５］。 最近，本课题组制备了硼酸修饰的介孔硅

纳米颗粒，并成功用于人参皂苷的选择性富集［２６］。
但由于单一硼酸与人参皂苷分子较低的结合力，此
方法尚不能满足中成药中人参皂苷的分析需求，因
此需要选用与人参皂苷分子具有更高亲和力的功能

化材料。

图 １　 支链聚乙烯亚胺修饰的硼亲和磁性纳米粒子（ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ）与人参皂苷 Ｒｅ 结合示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｂｏｒｏｎａｔｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

（ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ） ａｎｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｅ

　 　 本研究中，以 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米颗粒为磁核，采用支

链聚乙烯亚胺作为支架放大后修饰的硼酸（３⁃甲酰

基苯硼酸）官能团数目，合成了一种支链聚乙烯亚

胺修饰的硼亲和磁性纳米粒子（ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ），采
用磁性固相萃取的方法实现了人参皂苷的高效富

集。 以人参皂苷 Ｒｅ 为例，对于材料性能进行验证，
同时结合高效液相色谱定量分析，测定实际样品启

脾口服液中的人参皂苷含量。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 透射电子显微镜（ＴＥＭ）ＪＥＭ１０１０ 系统（日本东

京 ＪＥＯＬ）；超微量紫外可见分光光度计（美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； ＨＰＬＣ 系统为 Ｗａｔｅｒｓ 公司，该系

统由 １５２５ 二元溶剂泵、２９９８ ＰＤＡ 检测器和 ２７０７ 自

动进样器组成。
　 　 ＰＥＩ（相对分子质量１０ ０００）购自阿法埃莎（中

国）化学有限公司，六水合三氯化铁、乙二醇、无水

乙酸钠、１，６⁃己二胺、５％ （ｖ ／ ｖ）戊二醛甲醇溶液、无
水甲醇、乙腈、磷酸、正丁醇、三氯甲烷、氰基硼氢化

钠、３⁃甲酰基苯硼酸、乙酸、磷酸钠（十二水）、氨试

液、腺苷、脱氧腺苷、葡萄糖、果糖均为分析纯，购自

天津市大茂化学试剂厂。 实验用水均为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯

水系统制备的超纯水。 人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷

Ｒｂ１、原人参三醇、原人参二醇购自上海源叶生物科

技有限公司，均为分析标准品，纯度≥９８％。
　 　 启脾口服液（吉林益民堂制药有限公司）购自

当地药店（蚌埠）。
１．２　 磁性纳米粒子的制备

１．２．１　 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米粒子的制备

　 　 首先将 ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ（２􀆰 ０ ｇ）溶解在 ６０ ｍＬ 的

乙二醇中，形成澄清的橙黄色溶液。 然后，向上述溶

液中添加 ４􀆰 ０ ｇ 无水乙酸钠和 １３􀆰 ０ ｇ １，６⁃己二胺。
将混合物剧烈搅拌 ３０ ｍｉｎ，并密封在 １００ ｍＬ 反应
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釜中，在 １９８ ℃下反应 ６ ｈ，得到氨基修饰的 Ｆｅ３Ｏ４

磁性纳米粒子（ＡＭＮＰｓ）。
１．２．２　 支链聚乙烯亚胺修饰的磁性纳米粒子（ＰＥＩ ⁃
ＭＮＰｓ）的制备

　 　 将 ２００ ｍｇ ＡＭＮＰｓ 加入 ４０ ｍＬ ５％ （ｖ ／ ｖ）戊二

醛甲醇溶液中，在室温下机械搅拌 １２ ｈ。 所得戊二

醛活化的 ＭＮＰｓ 用无水甲醇洗涤 ４ 次后，先加入 ２０
ｍＬ 无水甲醇，然后用超声波分散在含有 ０􀆰 ５ ｇ ＰＥＩ
的 ２０ ｍＬ 无水甲醇中。 在室温下将混合物机械搅

拌 １２ ｈ。 随后每 ６ ｈ 加入 １０ ｍＬ 氰基硼氢化钠甲醇

溶液（２０ ｇ ／ Ｌ），持续反应 １２ ｈ。 用磁铁收集反应得

到的 ＰＥＩ⁃ＭＮＰｓ，洗涤后进行真空干燥。 将获得的

ＰＥＩ⁃ＭＮＰｓ 储存以备进一步使用。
１．２．３　 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 和硼亲和磁性纳米粒子（ＢＡ⁃
ＭＮＰｓ）的制备

　 　 首先将 ２００ ｍｇ ＰＥＩ⁃ＭＮＰｓ 用超声分散在 ３０
ｍＬ 无水甲醇中，随后加入 １０ ｍＬ ３⁃甲酰基苯硼酸

无水甲醇溶液（５０ ｇ ／ Ｌ）中，再加入 １０ ｍＬ 氰基硼氢

化钠甲醇溶液（３０ ｇ ／ Ｌ），搅拌 ２４ ｈ。 用磁铁收集反

应得到的 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ，洗涤 ３ 次后进行真空干

燥。 将获得的 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 储存以备进一步使

用。 对于 ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 的合成，使用 ＡＭＮＰｓ 代替 ＰＥＩ⁃
ＭＮＰｓ，其余步骤保持不变。
１．３　 磁性固相萃取过程

　 　 称取 ３ ｍｇ 的 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ，先加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 空

白溶剂（含 ３０％ 甲醇和 ７０％ ｐＨ ８􀆰 ５ 的磷酸盐缓冲

液），超声使 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 均匀分散，再加入等量

的人参皂苷标准溶液，混合均匀后，振荡 ６０ ｍｉｎ，弃
去上清液，用空白溶剂清洗，加入 ２００ μＬ 的 ０􀆰 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸，振荡 ６０ ｍｉｎ，吸取上清液，在 ２０３ ｎｍ
处测定紫外吸收度。
１．４　 亲和力测定

　 　 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 对于人参皂苷的亲和力采用

Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 拟合进行分析。 根据以下 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方

程计算解离常数（Ｋｄ）和表观最大结合容量（Ｑｍａｘ）：
Ｑｅ ／ Ｃｓ ＝（Ｑｍａｘ－Ｑｅ） ／ Ｋｄ

其中 Ｑｍａｘ和 Ｋｄ 分别是饱和结合容量和解离常数，
Ｑｅ 是人参皂苷在平衡时与 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 和 ＢＡ⁃
ＭＮＰｓ 的结合量，Ｃｓ 是吸附平衡时的自由浓度。 Ｋｄ

和 Ｑｍａｘ的值可以根据 Ｑｅ ／ Ｃｓ 与 Ｑｅ 曲线的斜率和截

距来计算。
１．５　 启脾口服液样品预处理

　 　 本工作方法：将启脾口服液用含 ３０％ 甲醇和

７０％ ｐＨ ８􀆰 ５ 的磷酸盐缓冲液稀释 １００ 倍后，按照

１􀆰 ３ 节中所述过程进行萃取。
　 　 ２０１５ 版《中国药典》（ＣｈＰ２０１５）标准方法：精密

量取启脾口服液 ５０ ｍＬ，加入三氯甲烷振摇提取 ３
次，每次 ３０ ｍＬ，弃去三氯甲烷提取液，水液中加入

水饱和的正丁醇振摇提取 ５ 次（５０、３０、３０、２０、２０
ｍＬ），合并正丁醇提取液，加氨试液洗涤 ４ 次，每次

５０ ｍＬ，弃去氨试液，再加正丁醇饱和的水轻轻振摇

洗涤 ２ 次，每次 ５０ ｍＬ，弃去水洗液，正丁醇液回收

溶剂至干，残渣加甲醇溶解并转移至 ５ ｍＬ 量瓶中，
加甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
１．６　 高效液相色谱条件

　 　 色谱柱：Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ⁃３ 色谱柱（１５０ ｍｍ×４􀆰 ６
ｍｍ， ５ μｍ ）， 检 测 波 长： ２０３ ｎｍ， 流 速： １􀆰 ３
ｍＬ ／ ｍｉｎ。 流动相为 １％ （ ｖ ／ ｖ） Ｈ３ＰＯ４（Ａ）和 ＡＣＮ
（Ｂ），梯度如下：０ ～ ３０ ｍｉｎ， １９％ Ｂ； ３０ ～ ３５ ｍｉｎ，
１９％ Ｂ～２４％ Ｂ； ３５～６０ ｍｉｎ， ２４％ Ｂ～ ４０％ Ｂ； ６０ ～ ７０
ｍｉｎ， ４０％ Ｂ，进样量为 ２０ μＬ。 所有流动相在使用

前通过 ０􀆰 ４５ μｍ 的滤膜过滤，并在超声中脱气。

２　 结果与讨论

２．１　 磁性纳米粒子的表征

　 　 用 ＴＥＭ 对制备的 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 进行了形貌

表征。 如图 ２ａ 所示，ＴＥＭ 图像显示 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ
具有良好的分散性和相对均匀的尺寸分布，平均直

径约为 １００ ｎｍ。 如图 ２ｂ 所示，ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 在水

中均匀分散，并被外部磁铁迅速吸引到容器壁上。
当去除磁体时，聚集的纳米粒子可以通过超声重新

分散。 首先采用腺苷和脱氧腺苷这一对化合物对

ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 的硼亲和作用进行表征，按照 １􀆰 ３ 节

中的方法对腺苷和脱氧腺苷标准溶液进行萃取和解

吸，所得溶液在 ２６０ ｎｍ 处测定紫外吸收度，结果

（见图 ２ｃ）显示腺苷的紫外吸收度远大于脱氧腺苷，
说明所合成的 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 对含有顺二羟基分子

具有选择性。
２．２　 磁性固相萃取条件的优化

２．２．１　 吸附时间

　 　 吸附时间是固相萃取技术中的一个重要参数，
一般情况下，在吸附剂与目标物未达到结合平衡时，
吸附剂的结合能力会随着吸附时间的增加而增加，
在保证富集效果的前提下，应尽量缩短吸附时间。
　 　 按照 １􀆰 ３ 节中的过程进行萃取，如图 ３ａ 所示，
分别考察了吸附时间为 ５、１０、２０、３０、６０、３６０ ｍｉｎ 时

·２０６·
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图 ２　 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 的（ａ）透射电子显微镜照片、（ｂ）磁分离照片和（ｃ）ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 结合腺苷、脱氧腺苷的能力考察（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 （ａ） ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ａｎｄ （ｂ） ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ ａｎｄ （ｃ） ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ

ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｏｆ ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ ｔｏ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ （ｎ＝３）

图 ３　 （ａ）吸附时间和（ｂ）解吸时间对 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 结合
人参皂苷 Ｒｅ（１ ｇ ／ Ｌ）容量的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ （ａ） ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ （ｂ） ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ ｔｏ⁃
ｗａｒｄｓ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｅ （１ ｇ ／ Ｌ） （ｎ＝３）

　

磁性纳米粒子的结合能力，结果表明，在 ５ ～ ６０ ｍｉｎ
内，随着吸附时间的增加，磁性纳米粒子的吸附能力

逐渐增大；当吸附时间为 ６０ ｍｉｎ 时，结合能力达到

最大；之后随着吸附时间增加，磁性纳米粒子的结合

能力变化不大。 因此，本工作选择 ６０ ｍｉｎ 作为最佳

吸附时间。
２．２．２　 解吸时间

　 　 如图 ３ｂ 所示，分别考察了解吸时间为 ５、１０、
２０、３０、６０、３６０ ｍｉｎ 时磁性纳米粒子的结合容量，结
果表明，在 ５ ～ ３０ ｍｉｎ 内，随着解吸时间的增加，磁

性纳米粒子的结合容量逐渐增大；当解吸时间为 ３０
ｍｉｎ 时，结合能力达到最大；之后随着解吸时间增

加，磁性纳米粒子的结合能力几乎不再变化。 因此，
基于以上实验结果，本工作选择 ３０ ｍｉｎ 为最佳解吸

时间。

图 ４　 （ａ） ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 与 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 对人参皂苷 Ｒｅ
的等温吸附线及（ｂ）ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 对人参皂苷
Ｒｅ 吸附的 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 分析（ｎ＝３）

　

Ｆｉｇ． ４　 （ａ）Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｓｏｔｈｅｒｍｓ ｏｆ ＢＡ⁃ＭＮＰｓ ａｎｄ ＰＥＩ⁃
ＢＡ⁃ＭＮＰｓ ｔｏｗａｒｄｓ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｅ ａｎｄ （ ｂ ）
Ｓｃａｔｃｈａｒｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ ｔｏｗａｒｄｓ
ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｅ （ｎ＝３）

　

２．３　 亲和力

　 　 以人参皂苷 Ｒｅ 为例，对制得的 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ
和 ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 进行 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 分析，如图 ４ａ 所示，人
参皂苷 Ｒｅ 在平衡时与 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 的结合量 Ｑｅ
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远高于与 ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 的结合量。
　 　 根据图 ４ｂ 中的 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 分析，ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ
的 Ｋｄ 值为 （０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０７） μｍｏｌ ／ Ｌ； Ｑｍａｘ 为 （ ８􀆰 ４ ±
０􀆰 ２） ｍｍｏｌ ／ ｇ。 和硼酸与单糖的作用力相比［２６，２７］，
其对于人参皂苷的亲和力有了明显的增加，这为

ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 用于人参皂苷高效富集提供了理论

依据。
２．４　 选择性

　 　 本工作以人参皂苷 Ｒｅ 和 Ｒｂ１ 为代表，研究

ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 的选择性。 在 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 结合

了人参皂苷（Ｒｅ 或 Ｒｂ１， ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ）之后，将 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃
ＭＮＰｓ 加入高浓度的竞争物质溶液（空白溶剂、葡萄

糖、果糖、原人参三醇、原人参二醇，５ ｇ ／ Ｌ）后振荡 １
ｈ，随后测定 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 对于人参皂苷（Ｒｅ 或

Ｒｂ１）的吸附量。 如图 ５ 所示，ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 与 Ｒｅ
或 Ｒｂ１ 的结合基本不受干扰，将加入空白溶剂的吸

附量设为 １００％，加入其他高浓度竞争物质的吸附量

均保持了原始吸附量的 ９５％ 以上。 对于葡萄糖、果
糖而言，由于只具有一个顺式二羟基结构，其与材料

之间的亲和力显著弱于含多个顺式二羟基结构的人

参皂苷。 对于原人参三醇、原人参二醇而言，其不具

有顺式邻二羟基结构，因而与材料之间无亲和力。
此现象为使用 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 对实际样品中的人参

皂苷进行选择性富集提供了可能。

图 ５　 竞争物质对已结合人参皂苷 Ｒｅ 和 Ｒｂ１ 的
ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 结合容量的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ ｔｏｗａｒｄｓ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ
Ｒｅ ａｎｄ Ｒｂ１ （ｎ＝３）

２．５　 重复使用性

　 　 如图 ６ 所示，以人参皂苷 Ｒｅ 为例，ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃
ＭＮＰｓ 重复使用 １０ 次后，吸附容量虽然有所下降，
但重复 ５ 次后仍保持在初始吸附容量的 ７２􀆰 ８％。 造

成此现象的原因可能是：在材料制备过程中，硼酸的

图 ６　 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ重复使用次数与其结合容量的关系（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ

ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ ｏｆ ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ （ｎ＝３）

修饰是依靠席夫碱反应进行的，随后 Ｃ ＝Ｎ 被还原

为 Ｃ－Ｎ 以增加稳定性。 所得材料可能是存在未被

还原的 Ｃ＝Ｎ，造成重复使用过程中硼酸被洗脱下

来。 此结果表明，ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 能在一定的使用次

数内维持良好的稳定性和重复使用性，后续需要继

续优化材料制备过程以进一步提高材料的稳定性。
２．６　 方法验证

　 　 在上述优化条件下以人参皂苷 Ｒｅ 和 Ｒｂ１ 为代

表，对该方法进行了评价。 在 ５０～８００ μｇ ／ Ｌ 范围内

人参皂苷 Ｒｅ 的峰面积 ｙ 与质量浓度 ｘ（μｇ ／ Ｌ）的线

性回归方程为 ｙ ＝ ４１９ｘ ＋ ７ ４４４，相关系数（Ｒ２ ） 为

０􀆰 ９６８１，线性良好；人参皂苷 Ｒｂ１ 的峰面积 ｙ 与质

量浓度 ｘ （ μｇ ／ Ｌ） 的线性回归方程为 ｙ ＝ ４１８ｘ ＋
８ ０１１，相关系数（Ｒ２）为 ０􀆰 ９７９９，线性良好。 以 Ｓ ／ Ｎ
为 ３ 和 １０ 分别确定检出限 （ ＬＯＤ ） 和 定 量 限

（ＬＯＱ），结果为 ２０ μｇ ／ Ｌ 和 ５０ μｇ ／ Ｌ。
　 　 实验采用在阴性样品中添加 ３ 种不同浓度的人

参皂苷 Ｒｅ 标准溶液，每个水平平行测定 ６ 次，测得

方法的回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ），用以评价方

法的准确性。 所得结果见表 １。 结果显示，３ 种水平

下的加标回收率为 ９１􀆰 ５％ ～１１７􀆰 ３％，ＲＳＤ 为 ７􀆰 ２％ ～
１３􀆰 ４％。

表 １　 样品中人参皂苷 Ｒｅ 的加标回收率及精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ

Ｒｅ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝６）
Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌ ／

（ｍｇ ／ Ｌ）
Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｅ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
０．１ １１７．３ １３．４
１ ９１．５ ７．２
１０ ９３．７ １０．９

　 　 此外，还以不同浓度的人参皂苷 Ｒｅ（１０ μｇ ／ Ｌ、
５０ μｇ ／ Ｌ、５００ μｇ ／ Ｌ、１ ｍｇ ／ Ｌ、１０ ｍｇ ／ Ｌ、５０ ｍｇ ／ Ｌ）为
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图 ７　 不同浓度人参皂苷 Ｒｅ 采用不同预处理方法在
仪器中的信噪比对比

Ｆｉｇ． ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓ ／Ｎ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｅ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅ⁃
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ

　

代表，对 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 磁性固相萃取和直接进标

准样两种方式的信噪比进行了考察，如图 ７ 所示，在
直接进样中，在 １ ｍｇ ／ Ｌ 时信噪比为 ７，接近检出限。
而经过 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 磁性固相萃取后，使用同样

的仪器可以检测到质量浓度为 ２０ μｇ ／ Ｌ 的样品。 与

直接进样的分析方法相比，本方法的灵敏度提高了

约 ５０ 倍，说明 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 对人参皂苷 Ｒｅ 有良

好的富集作用。

图 ８　 启脾口服液经由 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ 富集前后的
高效液相色谱图

Ｆｉｇ． ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏ⁃
ｇｒａｍ ｏｆ Ｑｉｐｉ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃ⁃
ｔｉｖｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ

　

２．７　 实际样品中的应用

　 　 启脾口服液中含有人参皂苷成分，本工作选用

启脾口服液验证上述方法在实际样品中的应用。 启

脾口服液分别按照 １􀆰 ３ 节中所述方法和 ＣｈＰ２０１５
中的标准方法进行处理。 如图 ８ 所示，富集后样品

的色谱图中干扰成分的色谱峰显著减少，可有效地

提高样品检测的准确度。 同时，本方法中的样品前

处理方法相较于 ＣｈＰ２０１５ 中有着极大的简化［２８］。

最后，使用 ＣｈＰ２０１５ 标准方法进行对比，采用本方

法测定的启脾口服液中人参皂苷 Ｒｅ 含 量 为

０􀆰 ２７％，而 ＣｈＰ２０１５ 标准方法检测出 Ｒｅ 的含量为

０􀆰 ３１％。 结果显示，采用本文中提出的样品前处理

技术富集人参皂苷能得到令人满意的效果。

３　 结论

　 　 本研究基于硼亲和作用原理，合成了一种新型

磁性纳米颗粒 ＰＥＩ⁃ＢＡ⁃ＭＮＰｓ，其有均匀的尺寸大

小、良好的磁性性能且制备方法简单、分散性良好。
将其作为磁性固相萃取吸附剂，结合高效液相色谱

分析，建立了一种有效测定实际样品中人参皂苷的

方法，可以有效简化药典中复杂的样品预处理步骤。
本方法在针对皂苷类的药物分析方面具有较高的应

用价值和广阔的应用前景。
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