
２０２１ 年 ５ 月 Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．５
Ｍａｙ ２０２１ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ５２６～５３３

技术与应用 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２０．０４０２８

∗收稿日期：２０２０⁃０６⁃２８
∗通讯联系人．Ｔｅｌ：（０２０）８９２８５７８２，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｕｕ３ｇ＠ １６３．ｃｏｍ．

固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法
检测保健食品中 ９ 种人参皂苷

陈树东１，２∗，　 冯　 锐１，　 林晓佳３，　 梁土金１，　 何秋婷２

（１． 广东省中药研究所， 广东 广州 ５１０６４０； ２． 广东医科大学， 广东 东莞 ５２３８０８；
３． 广州检测认证集团有限公司， 广东 广州 ５１１４４７）

摘要：建立了以固相萃取结合超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）同时检测保健食品中 ９ 种原人参二醇型和

原人参三醇型人参皂苷的方法。 保健食品中人参皂苷经过提取后，通过 Ａｌｕｍｉｎａ⁃Ｎ ／ ＸＡＤ⁃２ ＳＰＥ 柱净化，在Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ９ μｍ）上分离，利用乙酸铵溶液（含 ０ １％甲酸）和乙腈作为流动相进行梯度洗

脱，采用负离子扫描，多反应监测模式测定，外标法定量。 研究通过对不同填料的固相萃取小柱的考察，最终选择了

Ａｌｕｍｉｎａ⁃Ｎ ／ ＸＡＤ⁃２ 复合填料，其能对保健食品复杂基质中的人参皂苷进行有效富集和净化；通过考察人参皂苷的电

离裂解过程，确定人参皂苷一级质谱准分子离子和相应的碎片离子，并经过色谱条件的优化，使质谱条件下一级质谱

准分子离子和相应的碎片离子均一致的 ３ 种原人参二醇型人参皂苷Ｒｂ２、Ｒｂ３、Ｒｃ 同分异构体实现完全分离。 结果表

明，９ 种人参皂苷在 ０ ００５～０ ５ μｇ ／ ｍＬ 范围内具有很好的线性关系，相关系数均大于 ０ ９９５ ０。 方法的加标回收率为

８１ １％ ～１１４ ２％，相对标准偏差为 ０ ４％ ～８ ０％。 所建立的方法采用 ＸＡＤ⁃２ 大孔吸附树脂和中性氧化铝的复合固相萃

取材料，保健食品经过简单提取可直接作为固相萃取的上样溶液进行人参皂苷的富集和净化，通过超高效液相色谱⁃
串联质谱不仅缩短了分析时间，也能对复杂基质样品中含量相对较低的人参皂苷进行准确定性和定量。 该方法通量

高，简单快速，重复性好，适用于保健食品中 ９ 种人参皂苷的定性和定量分析。
关键词：超高效液相色谱⁃串联质谱；固相萃取；人参皂苷；保健食品
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　 Ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｉｎｅａｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ （ｒ２＞０ ９９５ ０） ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ
ｏｆ ０ ００５－０ ５ μｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ
（ＲＳＤｓ） ｗｅｒｅ ８１ １％－１１４ ２％ ａｎｄ ０ ４％－８ ０％ （ｎ ＝ ６）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅｌｅｖｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈ
ｆｏｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｔ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｓｉｘ ｂａｔｃｈｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｇｉｎｓｅｎｇ， Ａｍｅｒｉｃａｎ ｇｉｎｓｅｎｇ ｏｒ Ｐａｎａｘ
ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ， ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｌａｂｅｌ． Ｈｏｗｅｖｅｒ，
ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｏｎｅ ｂａｔｃｈ ｏｆ ｈｅａｌｔｈ ｆｏｏｄ， ｗｈｏｓｅ ｌａｂｅｌ ｄｉｄ ｎｏｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｇｉｎｓｅｎｇ， Ａｍｅｒｉｃａｎ ｇｉｎｓｅｎｇ ｏｒ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ． Ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｈｅａｌｔｈ ｆｏｏｄｓ．
　 Ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈ ｆｏｏｄ ｅｘｔｒａｃｔ ｗａｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｌｏａｄｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
Ｔｈｅ ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ， ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｈｅｌｐｅｄ ｓｈｏｒｔｅｎ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ａｃｃｕｒａｔｅ ｑｕａｎｔｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｗ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｍａｔｒｉｘ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍ⁃
ｐｌｅ ａｎｄ ｒａｐｉｄ， ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ， ｔｈｕｓ ｂｅｉｎｇ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ
ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ｆｏｏｄｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＳＰＥ）； ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ； ｈｅａｌｔｈ ｆｏｏｄｓ

　 　 人参、西洋参和三七等五加科（Ａｒａｌｉａｃｅａｅ）植

物不仅是传统的名贵中药材，作为纳入可用于保健

食品管理的中药品种，在保健食品中的应用也非常

广泛。 据统计，在 ２００６ ～ ２０１５ 年间，中国注册的保

健食品中，有近 ４０％ 的保健食品含有人参、西洋参

或三七成分［１］。 人参皂苷是人参、西洋参和三七的
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主要活性化合物，对心血管系统［２］、免疫系统和中

枢神经系统［３，４］ 都具有药理作用，作为保健食品的

特征成分和质量评价指标，准确检测其含量具有非

常重要的意义。 人参皂苷属于四环三萜类化合物，
现已发现的种类有 ５０ 多种，主要分为原人参二醇型

皂苷（ＰＰＤ）、原人参三醇型皂苷（ＰＰＴ）和齐墩果酸

型皂苷 ３ 种类型［５］。 其中，人参皂苷 Ｒｂ１、Ｒｂ２、
Ｒｂ３、Ｒｃ、Ｒｄ、Ｒｅ、Ｒｆ、Ｒｇ１ 和 Ｒｇ２ 等 ９ 种化合物的含

量超过 ９０％ ［６，７］，本文以 ９ 种主要人参皂苷成分为

研究对象，旨在建立一个快速、可靠的人参皂苷检测

方法，用于保健食品中人参皂苷成分的检测和质量

评价。
　 　 目前，人参皂苷的测定方法有高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ） ［８－１２］、液相色谱⁃串联质谱法 （ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ） ［５，１３］、 液 相 色 谱⁃四 极 杆 飞 行 时 间 质 谱 法

（ＨＰＬＣ⁃ＱＴＯＦ⁃ＭＳ） ［１４，１５］、胶束电动毛细管色谱法

（ＭＥＫＣ） ［１６］等，这些分析方法的研究主要集中在中

药植物或中成药含量分析方面，通常只针对某些特

定的人参皂苷化合物，针对保健食品中主要人参皂

苷成分的定性定量研究鲜有报道。 其中，ＱＴＯＦ⁃ＭＳ
和 ＭＥＫＣ 由于仪器成本和实际应用的限制，方法较

难普及。 人参皂苷的检测主要以 ＨＰＬＣ 为主，但由

于人参皂苷在紫外区的吸收较弱，在紫外吸收的临

界波长下人参皂苷的响应不高，大量的杂峰干扰也

会对检测结果产生较大影响［１７］。 保健食品中添加

的其他复杂成分在没有做好合理净化的情况下也会

进一步影响检测结果［１８］。 另外，人参皂苷的结构和

化学性质相近，在常规液相色谱法中分离时间过

长［８］。 本文采用超高效液相色谱⁃串联质谱技术，可
以实现对原人参二醇型皂苷 Ｒｂ１、Ｒｂ２、Ｒｂ３、Ｒｃ、Ｒｄ
和原人参三醇型皂苷 Ｒｅ、Ｒｆ、Ｒｇ１、Ｒｇ２（结构式见图

１）等 ９ 种人参皂苷主要成分的快速分离和准确定

量，结合固相萃取前处理条件，在复杂基质条件下对

保健食品中的人参皂苷物质进行提取、富集，为保健

食品中的人参皂苷含量检测和质量监控提供技术

支持。

Ｔｙｐｅ Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒ１ Ｒ２ Ｒ３ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ Ｍｒ

Ｐｒｏｔｏｐａｎａｘａｄｉｏｌ （ＰＰＤ） Ｒｂ１ Ｇｌｃ２ ⁃Ｇｌｃ Ｈ Ｇｌｃ６ ⁃Ｇｌｃ Ｃ５４Ｈ９２Ｏ２３ １１０９．３１
Ｒｂ２ Ｇｌｃ２ ⁃Ｇｌｃ Ｈ Ｇｌｃ６ ⁃Ａｒａｐ Ｃ５３Ｈ９０Ｏ２２ １０７９．２７
Ｒｂ３ Ｇｌｃ２ ⁃Ｇｌｃ Ｈ Ｇｌｃ６ ⁃Ｘｙｌ Ｃ５３Ｈ９０Ｏ２２ １０７９．２７
Ｒｃ Ｇｌｃ２ ⁃Ｇｌｃ Ｈ Ｇｌｃ６ ⁃Ａｒａｆ Ｃ５３Ｈ９０Ｏ２２ １０７９．２７
Ｒｄ Ｇｌｃ２ ⁃Ｇｌｃ Ｈ Ｇｌｃ Ｃ４８Ｈ８２Ｏ１８ ９４７．１２

Ｐｒｏｔｏｐａｎａｘａｔｒｉｏｌ （ＰＰＴ） Ｒｅ Ｈ Ｏ⁃Ｇｌｃ２ ⁃Ｒｈａ Ｇｌｃ Ｃ４８Ｈ８２Ｏ１８ ９４７．１４
Ｒｆ Ｈ Ｏ⁃Ｇｌｃ２ ⁃Ｇｌｃ Ｈ Ｃ４２Ｈ７２Ｏ１４ ８０１．０１
Ｒｇ１ Ｈ Ｏ⁃Ｇｌｃ Ｇｌｃ Ｃ４２Ｈ７２Ｏ１４ ８０１．０１
Ｒｇ２ Ｈ Ｏ⁃Ｇｌｃ２ ⁃Ｒｈａ Ｈ Ｃ４２Ｈ７２Ｏ１３ ７８５．０５

Ａｒａｐ： α⁃Ｌ⁃ａｒａｂｉｎｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ； Ａｒａｆ： α⁃Ｌ⁃ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ； Ｇｌｃ： β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ； Ｘｙｌ： β⁃Ｄ⁃ｘｙｌｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ； Ｒｈａ： α⁃Ｌ⁃ｒｈａｍｎｏｐｙｒａｎｏｓｙｌ．

图 １　 ９ 种人参皂苷的化学结构
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ Ａｃｃｅｓｓ ＭＡＸ 三重四极杆质谱

仪、ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ 超高效液相色谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＳＡ２２４Ｓ⁃ＣＷ 电子天平

（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； ５４２４Ｒ 冷冻离心机（德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＭＩＸ⁃１ 振荡涡旋混合器（上海托

莫斯科学仪器有限公司）； ＫＱ⁃２５０Ｅ 超声波水浴器

（昆山市超声仪器有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ａｄｖａｎｔａｇｅ
Ａ１０ 超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
　 　 乙酸铵（色谱纯，上海 Ｍａｃｋｌｉｎ 公司）；甲醇、乙
腈、甲酸（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）； Ａｌｕｍｉｎａ⁃Ｎ ／
ＸＡＤ⁃２ ＳＰＥ 柱（１ ｇ ／ ４ ｇ， １０ ｍＬ）和人参皂苷 Ｒｂ２
（批号 Ｚ９９８００２０５）、Ｒｂ３（批号 Ｙ８６５００１０）、Ｒｃ（批号

Ｕ９３３００２５ ）、 Ｒｄ （ 批 号 Ｒ７８８００５０ ）、 Ｒｆ （ 批 号

Ｔ７８１００２０）、Ｒｇ２（批号 ４７５６００１０）购于上海安谱实

验科技股份有限公司；对照品人参皂甙 Ｒｅ（批号

·８２５·
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１１０７５４⁃２０１８２７）、 Ｒｇ１ （批号 １１０７０３⁃２０１７３１）、 Ｒｂ１
（批号 １１０７０４⁃２０１８２７）购于中国食品药品检定研究

院。 １１ 批保健食品均为市售。
１．２　 标准溶液的配制

　 　 分别准确称取各目标物标准品 ０ ０１ ｇ，用甲醇

溶解并配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准储备液，于－１８ ℃保

存。 分别吸取一定量的标准储备液，用甲醇稀释，涡
旋混匀，配制成质量浓度为 １ ０ μｇ ／ ｍＬ 的混合标准

溶液，于－１８ ℃保存。 移取适量混合标准溶液，用甲

醇⁃水（３０ ∶７０， ｖ ／ ｖ）配制成 ０ ００５～０ ５ μｇ ／ ｍＬ 的系

列混合标准工作液，现用现配。
１．３　 样品前处理

１．３．１　 提取

　 　 固体试样：取片剂或胶囊内容物研成粉末，称取

０ ５ ｇ 试样，置于 ５０ ｍＬ 塑料离心管中，加入约 １５
ｍＬ 纯化水涡旋振摇混匀，超声提取（功率 ３００ Ｗ，
频率 ４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，以 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上
清液转移至 ５０ ｍＬ 量瓶中，残渣用 ３０ ｍＬ 纯化水分

２ 次重新提取，提取液并入量瓶中，用纯化水定容至

刻度，混匀，待净化。
　 　 液体试样：称取 ２ ｇ 试样，置于 ５０ ｍＬ 塑料离心

管中，加入约 ４０ ｍＬ 纯化水，涡旋振摇混匀，超声提

取（功率 ３００ Ｗ，频率 ４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，用纯化水定

容至 ５０ ｍＬ，混匀，待净化。
１．３．２　 净化

　 　 分别用 ２０ ｍＬ ７０％乙醇水溶液和 ２０ ｍＬ 水对固

相萃取柱进行活化，取 ２ ０ ｍＬ 样品提取溶液上样，分
别用 ２０ ｍＬ 水进行淋洗，用 ２０ ｍＬ ７０％乙醇水溶液进

行洗脱，收集洗脱液；洗脱液用甲醇⁃水（３０ ∶７０， ｖ ／ ｖ）
定容至 ２５ ０ ｍＬ，混匀后用 ０ ２２ μｍ 混合型滤膜过

滤，上机检测。 若样品中人参皂苷浓度超出线性范

围，用甲醇⁃水（３０ ∶７０， ｖ ／ ｖ）适当稀释。
１．４　 分析条件

１．４．１　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×
２ １ ｍｍ， １ ９ μｍ）柱；柱温：４０ ℃；流动相：Ａ 为 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液（含 ０ １％ 甲酸）， Ｂ 为乙腈；流
速：０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱条件：０ ～ ４ ０ ｍｉｎ， ８１％
Ａ； ４ ０ ～ ６ ０ ｍｉｎ， ８１％ Ａ ～ ７９％ Ａ； ６ ０ ～ ８ ０ ｍｉｎ，
７９％ Ａ ～ ７２％ Ａ； ８ ０ ～ １５ ０ ｍｉｎ， ７２％ Ａ ～ ６９％ Ａ；
１５ ０ ～ ２０ ０ ｍｉｎ， ６９％ Ａ ～ ５４％ Ａ； ２０ ０ ～ ２０ ５ ｍｉｎ，
５４％ Ａ ～ １０％ Ａ； ２０ ５ ～ ２２ ０ ｍｉｎ， １０％ Ａ； ２２ ０ ～
２２ ５ ｍｉｎ， １０％ Ａ～８１Ａ％。 进样量：５ μＬ。

１．４．２　 质谱条件

　 　 离子源：电喷雾电离源，负离子模式（ＥＳＩ－）；扫
描方式：多反应监测（ＭＲＭ）模式；离子传输毛细管

温度：３５０ ℃；电喷雾电压：３ ０００ Ｖ；蒸发温度：４００
℃；碰 撞 气 体 压 力： ０ ２ Ｐａ； 辅 助 气 流 量： ３ ６
ｍＬ ／ ｍｉｎ；鞘气流量：１０ ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 ９ 种分析物的

监测离子对（Ｑ１ ／ Ｑ３ ｉｏｎ ｐａｉｒｓ）、碰撞能量和管透镜

补偿电压（ ｔｕｂｅ ｌｅｎｓ）见表 １。
表 １　 ９ 种分析物的质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ／ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ａｎａｌｙｔｅｓ

Ｎｏ．
Ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄ

ｔＲ ／
ｍｉｎ

Ｑ１ ／ Ｑ３ ｉｏｎ ｐａｉｒｓ
（ｍ／ ｚ）

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ ／

ｅＶ

Ｔｕｂｅ
ｌｅｎｓ ／
Ｖ

１ Ｒｇ１ ８．０１ ７９９．５ ／ ６３７．５∗， ７９９．５ ／ ４７５．５ ２６， ３３ １５０
２ Ｒｅ ８．１９ ９４５．５ ／ ６３７．４∗， ９４５．５ ／ ４７５．５ ５１， ３６ １８０
３ Ｒｆ １１．８２ ７９９．５ ／ ４７５．４∗， ７９９．５ ／ ６３７．４ ３６， ３０ １５０
４ Ｒｇ２ １３．８６ ７８３．５ ／ ４７５．４∗， ７８３．５ ／ ６３７．４ ３６， ２６ １５０
５ Ｒｂ１ １５．１３ １１５３．６ ／ １１０７．７∗， １１５３．６ ／ ２２１．１ ２８， ５６ １８０
６ Ｒｃ １６．３２ １０７７．６ ／ ７８３．５∗， １０７７．６ ／ ９４５．５ ４１， ４０ １８０
７ Ｒｂ２ １７．４２ １０７７．６ ／ ７８３．５∗， １０７７．６ ／ ９４５．５ ４６， ３８ １７５
８ Ｒｂ３ １７．６９ １０７７．６ ／ ７８３．５∗， １０７７．６ ／ ９４５．５ ４２， ４１ １８０
９ Ｒｄ １８．６３ ９４５．５ ／ ７８３．５∗， ９４５．５ ／ ６２１．４ ３６， ４０ １６４
∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ．

２　 结果与讨论

２．１　 质谱条件优化

　 　 实验在 ＥＳＩ－和 ＭＲＭ 模式下检测人参皂苷，由
于 ９ 种人参皂苷的主要分子结构类似（见图 １），人
参皂苷的电离裂解过程为皂苷分子 Ｍ 丢失一个质

子形成［Ｍ－Ｈ］ －准分子离子，准分子离子在碰撞池

与碰撞气分子发生碰撞而裂解成的碎片离子也多以

丢失各种糖基 Ｇ 后形成［Ｍ－Ｈ－Ｇ］ －为主［１９，２０］，离子

形成和裂解机理基本一致，碎片离子具有各型皂苷

的典型特征。 原人参二醇型皂苷作为准分子离子，
断裂后以 ｍ／ ｚ ７８３ ５ 和 ｍ／ ｚ ９４５ ５ 的碎片离子为

主；原人参三醇型皂苷准分子离子，断裂后出现ｍ／ ｚ
４７５ ５ 和 ｍ／ ｚ ６３７ ４ 为主的碎片离子。 在确定了一

级质谱准分子离子峰和相应的碎片离子后，实验通

过对喷雾电压、碰撞能量和管透镜补偿电压等条件

进一步优化，使得方法的灵敏度进一步得到提升。
２．２　 色谱条件优化

　 　 由于 ９ 种人参皂苷的分子结构相类似，通过对

比可以发现，原人参二醇型结构的人参皂苷 Ｒｂ２、
Ｒｂ３ 和 Ｒｃ 互为同分异构体，分子结构相同，只是在

空间结构上存在差别，３ 种物质的一级准分子离子

峰和裂解失去糖基后形成的离子碎片均相同（ｍ／ ｚ

·９２５·
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１ ０７７ ６ ／ ７８３ ５、ｍ／ ｚ １ ０７７ ６ ／ ９４５ ５），且在色谱柱

上的保留时间接近，因此在色谱分离时，这 ３ 种物质

需达到完全分离才能准确定量。 研究采用 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ９ μｍ），在
０ ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速条件下，通过优化梯度洗脱条

件，使人参皂苷 Ｒｂ２、Ｒｂ３ 和 Ｒｃ ３ 种目标物质实现

完全分离，全部 ９ 种目标物质均实现较好的分离效

图 ２　 ９ 种人参皂苷的总离子流色谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＴＩＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ

果（见图 ２）。 实验进一步考察了相同梯度洗脱条件

下甲醇⁃水和乙腈⁃水体系流动相对 ９ 种目标物质的

分离效果，结果表明，乙腈⁃水体系流动相的洗脱能

力优于甲醇⁃水体系，且峰形对称性更好。 在质谱条

件优化过程中发现，在乙腈⁃水流动相体系中加入甲

酸能够提高皂苷物质的响应信号，另外，添加一定比

例的乙酸铵，也能改善流动相的洗脱能力和部分目

标物质的峰形。 经过对乙酸铵和甲酸加入量的优

化，最终确定采用 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液（含 ０ １％
甲酸） ⁃乙腈流动相作为实验最终条件，能获得更好

的洗脱能力和信号强度。

表 ２　 采用不同固相萃取柱时 ９ 种人参皂苷的基质效应和回收率
Ｔａｂｌｅ ２　 ＭＥｓ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＰＥ ｃｏｌｕｍｎｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ＭＥｓ ／ ％

Ｃ１８ ＨＬＢ Ａｌｕｍｉｎａ⁃Ｎ ／ ＸＡＤ⁃２
Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ／ ％

Ｃ１８ ＨＬＢ Ａｌｕｍｉｎａ⁃Ｎ ／ ＸＡＤ⁃２
Ｒｇ１ ５５．２ ６８．１ ９１．５ ６５．６ ８８．２ １０１．４
Ｒｅ ４８．６ ７２．２ ９３．３ ６８．９ ７９．３ １０７．６
Ｒｆ ５１．５ ７０．３ ８９．６ ７５．５ ９５．６ ９６．７
Ｒｇ２ ６２．３ ８９．１ ９４．４ ６９．４ １１７．９ ９３．５
Ｒｂ１ ４６．５ ８２．６ ９５．３ ７２．５ １２４．８ ８９．７
Ｒｃ ５４．２ ７４．１ ８９．９ ７０．４ ９４．２ ９０．６
Ｒｂ２ ５５．３ ６３．３ ９０．１ ７８．６ ９０．４ ９８．４
Ｒｂ３ ６３．９ ７９．４ ９１．７ ５９．４ ８０．１ １０３．４
Ｒｄ ５７．６ ６６．５ ９２．３ ６９．１ ７８．５ ９４．５

２．３　 前处理条件优化

２．３．１　 固相萃取柱的选择

　 　 保健食品成分相对复杂，实验的关键步骤是对

目标物质的净化和富集。 在传统的 ＳＰＥ 提取净化

方法中，Ｃ１８ 固相萃取柱［２１］ 和 ＨＬＢ 固相萃取柱［２２］

是常用的固相萃取柱类型。 为考察不同固相萃取方

式对复杂样品净化效果的影响，实验以胶囊样品为

研究对象，以基质效应（ＭＥ）的大小和样品的回收

率为指标，对 Ｃ１８、ＨＬＢ、Ａｌｕｍｉｎａ⁃Ｎ ／ ＸＡＤ⁃２ ３ 种不

同固相萃取柱的净化效果进行比较（见表 ２）。 其

中，基质效应以基质标准曲线各浓度点的响应值与

系列混合标准工作液中相应浓度点的响应值的比值

计算，ＭＥ 值越接近 １００％，表明基质效应越低。 结

果表明，经 Ａｌｕｍｉｎａ⁃Ｎ ／ ＸＡＤ⁃２ ＳＰＥ Ｃａｒｔｒｉｄｇｅ 复合

固相萃取柱净化后，９ 种目标物的基质效应明显低

于 Ｃ１８ 和 ＨＬＢ 柱净化后，回收率与另外两种萃取柱

相比也有一定的优势。
２．３．２　 提取溶剂、淋洗和洗脱剂的选择

　 　 研究采用 Ａｌｕｍｉｎａ⁃Ｎ ／ ＸＡＤ⁃２ 复合固相萃取柱

作为前处理的净化柱，柱填料分别为 ＸＡＤ⁃２ 大孔吸

附树脂和中性氧化铝，ＸＡＤ⁃２ 大孔树脂是一种适用

范围广泛的固相萃取填料，通过分子排阻作用对保

健食品中的糖类、蛋白质和添加剂进行洗脱［２３］，中
性氧化铝填料能够对皂苷类、黄酮类水溶性成分或

极性化合物有较强的吸附能力［２４］，两种不同填料的

复合使用能够对目标物质进行富集并与其他干扰物

质分离。 水饱和的正丁醇溶液或甲醇水溶液是常见

的人参皂苷提取剂，在实际操作中发现，正丁醇或甲

醇会洗脱固相萃取小柱 ＸＡＤ⁃２ 填料表面吸附的人

参皂苷成分，需要在固相萃取上柱前先蒸干除去提

取液中的醇类，再进行固相萃取富集和提取。 实验

以水饱和正丁醇溶液、甲醇⁃水（５０ ∶５０， ｖ ／ ｖ）溶液和

纯水为提取溶液，分别对含有 ９ 种人参皂苷的保健

食品进行提取，比较 ３ 种提取溶液的提取效率。 结

果表明，３ 种不同提取溶液对 ９ 种人参皂苷的提取

·０３５·
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效率基本一致，说明纯水可以对人参皂苷进行有效

提取。 因此，选择纯水作为提取溶剂。
　 　 另外，洗脱剂的选择和用量是前处理的关键，选
择最佳洗脱剂需要兼顾人参皂苷的洗脱率、杂质洗

脱率以及洗脱剂的用量。 大孔树脂洗脱时常用不同

体积分数的乙醇溶液，乙醇的体积分数和洗脱体积

对待分离成分的含量具有较大的影响［２５］。 通过提

高洗脱液中乙醇的比例能够使填料中吸附的人参皂

苷逐渐被洗脱，实验发现当洗脱剂中乙醇比例达到

７０％ 时，人参皂苷基本能够完全洗脱，故选择采用

７０％ 乙醇作为洗脱剂。 方法考察了不同体积（５ ～ ３０
ｍＬ）洗脱剂对人参皂苷提取率的影响（见图 ３）。 结

果表明，洗脱剂达到 ２０ ｍＬ 时，基本能使人参皂苷

完全洗脱。

图 ３　 不同体积的洗脱剂对 ９ 种人参皂苷提取率的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ

表 ３　 ９ 种人参皂苷的线性方程、相关系数、加标回收率和精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２）， ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２
１０ ｍｇ ／ ｋｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
６０ ｍｇ ／ ｋｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
１２０ ｍｇ ／ ｋｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
Ｒｇ１ Ｙ＝ ６．６８×１０６Ｘ＋４．４９×１０５ ０．９９９４ ９７．１ １．０ １０２．５ ３．５ １１１．８ １．５
Ｒｅ Ｙ＝ １．６６×１０７Ｘ＋２．１７×１０６ ０．９９７０ １０８．６ ８．０ ９７．２ １．２ １１０．３ ０．８
Ｒｆ Ｙ＝ ５．１４×１０６Ｘ＋６．４４×１０６ ０．９９６３ １１４．２ １．８ ９７．５ ２．３ １０６．２ ０．８
Ｒｇ２ Ｙ＝ ４．２１×１０６Ｘ＋３．０９×１０６ ０．９９９１ １０９．８ ４．７ ９１．６ ０．９ ９７．２ １．８
Ｒｂ１ Ｙ＝ １．３９×１０６Ｘ＋１．８２×１０６ ０．９９６９ ８１．４ ５．７ ８５．１ ３．３ ８９．１ ４．４
Ｒｃ Ｙ＝ ２．１６×１０６Ｘ＋１．６１×１０６ ０．９９８９ １０４．５ ３．６ ９２．５ ０．４ ９６．６ １．８
Ｒｂ２ Ｙ＝ １．９８×１０６Ｘ＋１．９０×１０６ ０．９９８３ １０６．７ ３．０ ９３．７ ３．６ １００．７ ０．６
Ｒｂ３ Ｙ＝ １．９４×１０６Ｘ＋１．９３×１０６ ０．９９８４ １０２．７ ４．８ ９５．７ ３．０ １０１．８ ０．５
Ｒｄ Ｙ＝ １．８７×１０６Ｘ＋２．５１×１０６ ０．９９６５ １０８．３ １．９ ９２．３ ３．７ １０３．５ ２．３

Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ ｍＬ．

２．４　 方法学考察

２．４．１　 线性范围与检出限

　 　 在优化后的色谱条件下，考察了 ９ 种人参皂苷

在 ０ ００５ ～ ０ ５ μｇ ／ ｍＬ 范围内的线性关系，以各分

析物的质量浓度为横坐标，以其相应的色谱峰面积

为纵坐标，得到各自的线性方程。 结果显示，９ 种人

参皂苷在线性范围内呈现出良好的线性关系，相关

系数（ｒ２）为 ０ ９９６ ３ ～ ０ ９９９ ４。 ９ 种目标物在液体

样品和固体样品中的定量限分别为 ２ ５ ｍｇ ／ ｋｇ 和

１０ ｍｇ ／ ｋｇ。 该法灵敏度较高，可较好的应用于保健

食品中 ９ 种人参皂苷的检测。
２．４．２　 回收率与精密度

　 　 按照确定的前处理方法，对保健食品基质进行

３ 个水平的加标回收试验，添加水平为定量限的 １、６
和 １２ 倍，每个添加水平重复 ６ 次，计算回收率和精

密度。 结果表明，９ 种人参皂苷的回收率为 ８１ １％ ～
１１４ ２％，精密度为 ０ ４％ ～ ８ ０％ （见表 ３）。 说明方

法可满足实验室日常检测的要求。
２．４．３　 稳定性

　 　 实验考察了 ９ 种人参皂苷经提取后，在样品瓶

中放置 １、４、８、１２、２４、４８ ｈ 后的稳定性。 结果表明，
９ 种人参皂苷含量的 ＲＳＤ 值≤８ ６６％，说明该条件

下样品的稳定性良好，能满足测定要求。
２．４．４　 基质效应

　 　 分别选取 ３ 种代表性基质（片剂、胶囊和口服

液）的保健食品，采用 １ ３ 节的前处理方法，比较了 ３

·１３５·
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种代表性样品基质对 ９ 种人参皂苷测定的影响。 结

果显示，９ 种人参皂苷的基质效应在片剂样品、胶囊

样品和口服液样品中分别为 ９２ ２％ ～１０２ ３％、８９ ６％
～９５ ３％和 ９３ ３％ ～１０５ １％。 说明样品基质经过前处

理过程的净化和较大体积的稀释，基质效应对化合物

的影响较小，采用甲醇⁃水（３０ ∶７０， ｖ ／ ｖ）溶剂配制的

标准溶液能够满足测定要求。

２．５　 实际样品检测

　 　 应用所建立的方法分别对市售 １１ 批保健食品

进行分析，其中 ６ 批原材料标识含有人参、西洋参、
三七等五加科植物成分（样品 １－６）， ５ 批未标识含

有人参、西洋参、三七等五加科植物成分（样品 ７－
１１），分别按照优化后的前处理和分析条件处理，结
果见表 ４。

表 ４　 保健食品样品中 ９ 种人参皂苷成分的测定结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ｆｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ％

Ｓａｍｐｌｅ Ｒｇ１ Ｒｅ Ｒｆ Ｒｇ２ Ｒｂ１ Ｒｃ Ｒｂ２ Ｒｂ３ Ｒｄ Ｔｏｔａｌ
１ ０．０８７４ ０．２０２ ＮＤ ０．０３５８ ０．０１６２ ０．０５２９ ０．１２９ ０．２７５ ０．１９７ １．００
２ ０．０７００ ０．２１４ ＜０．００１０ ０．００１４４ ０．１７５ ０．０４６０ ０．００９７７ ０．０１１２ ０．１０４ ０．６３
３ ０．２２９ ０．０１８４ ＜０．００１０ ０．００３４１ ０．０６７１ ＜０．００１０ ＮＤ ＜０．００１０ ０．０４２４ ０．５６
４ ０．４１７ ０．０５４９ ＜０．００１０ ０．０１７８ ０．１４９ ＜０．００１０ ＜０．００１０ ＜０．００１０ ０．０９８５ ０．７４
５ ０．０７４６ ０．２４５ ＮＤ ０．０３３６ ０．２３３ ０．０９１４ ０．０２０６ ０．０２８０ ０．１２６ ０．８５
６ ０．２０１ ０．５１０ ＮＤ ０．０６４０ ０．０４６９ ０．０９５０ ０．２８４ ０．７７０ ０．７０９ ２．６８
７ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
８ ０．１４０ ０．１５３ ０．００１１４ ０．００９１５ ０．００９１０ ０．０３７０ ０．０３７６ ０．０２４２ ０．０４３８ ０．４６
９ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１０ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
１１ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

ＮＤ： ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

　 　 结果表明，标识含有五加科植物配料的 ６ 批保

健食品均检出人参皂苷成分，９ 种人参皂苷含量占

０ ５６％ ～ ２ ６８％，与样品标签标注总皂苷含量接近；
有 １ 批配料表仅标识葛根提取物、苦瓜提取物等成

分的保健食品检出包括人参皂苷 Ｒｆ 在内的 ９ 种人

参皂苷成分（样品 ８）， ９ 种人参皂苷含量占 ０ ４６％；
另外 ４ 批未标识含有五加科植物成分样品均未检出

９ 种人参皂苷。

３　 结论

　 　 本文建立了一种快速、高效分析保健食品中 ９
种人参皂苷的超高效液相色谱⁃串联质谱分析方法。
该法能快速测定人参提取物中 ９ 种人参皂苷的含

量，通过对色谱和质谱参数、样品提取和净化方式、
淋洗和洗脱剂等条件进行了优化。 结果表明，该方

法快速准确，灵敏度高，重复性好，实用性强，为保健

食品中人参皂苷的检测及质量控制提供了可靠的技

术支持。
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