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摘要 }目的  建立 � °�≤ 2∞�≥⁄法测定补中益气丸 k浓缩丸 l中黄芪甲苷的含量 ∀方法  采用高效液相色谱法蒸发光散射检测

器测定 o�¯̄·̈¦« ≤t{
色谱柱 x∏°kwqy ≅ uxs°°lo流动相为乙腈 2水 kvzΒyvl~流速 }tqs°�r°¬±~∞�≥⁄参数 }漂移管温度 ts{ε o氮

气流速 }uqx°�r°¬±∀结果  平均回收率为 ||qvh o� ≥⁄ � sqzh ∀结论  该方法对黄芪甲苷的测定良好 ∀
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  补中益气丸 k浓缩丸 l由黄芪 !党参 !甘草 !白术 o当归 !升

麻 !柴胡 !陈皮等八味药材炼制而成 o有补中益气 o升阳举陷之

功效 ∀黄芪对正常机体的抗体生成功能有明显促进作用 ∀现

代药理研究表明黄芪具有免疫调节 o抗炎降压 o镇静 !镇痛 !保

肝 !护心 o清除多种自由基等作用 o其主要活性成分为黄芪甲

苷 !胡萝卜苷 !异槲皮素等 o故我们选用黄芪甲苷做样品中含

量测定的指标成分 ∀文献测定黄芪甲苷的方法主要有薄层扫

描法 o比色法 o但在实际工作中发现 o上述方法步骤较多 o受实

验条件的影响较大 o重现性也较差 o近来有报道采用 �°��2�∂

测定黄芪甲苷 o吸收波长为 usv±°o利用紫外末端吸收 o灵敏度

低 o一些微量强吸收杂质或溶剂 k甲醇 l会产生干扰 o影响色谱

峰的基线分离 o因此采用 �°��2∞�≥⁄对方中的黄芪甲苷进行

测定 o其提取方法及色谱条件根据 5中国药典 6ussx年版一部

中补中益气丸 k水蜜丸 l的黄芪甲苷含量测定方法 o我们在此

基础上加以改进 o探索出一种灵敏度高 o专属可靠的高效液相

色谱法测定该制剂中黄芪甲苷的含量 o经阴性对照试验 o阴性

对照溶液在黄芪甲苷的保留时间上无干扰 o经过方法学研究 o

证明本法具有简便 o准确 o重现性好 o专属性强等特点 ∀对控

制本制剂的内在质量有重要意义 ∀

1  仪器 !试剂 !对照品与样品

高效液相色谱仪 }岛津高效液相色谱仪 k�¦2ts�⁄∂ °

°∏°³lo�¯̄·̈¦«xss∞�≥⁄检测器 o ���2xsss空气发生器 ~柱

温箱 }�ª¬̄̈ ±·� )̄ tvs温度控制箱 ~∞¤¶¼vsss色谱工作站 ~

×�vvu2�半微量分析天平 ~甲醇为色谱纯 ~乙腈为色谱纯 ~水

为重蒸馏水 ~其他试剂均为分析纯 ~黄芪甲苷对照品 k购自中

国药品生物制品检定所 l~补中益气丸 k浓缩丸 lk浓缩丸 l批

号 } sws{suosws{svosws{swosws{uwosws{ux!sws{uy!sws{uz!

sws|stosws|suosws|svk江西汇仁有限责任公司 l

2  测定方法

2q1  色谱条件

色谱柱 }�¯̄·̈¦« ≤t{
柱 xΛ° kwqy ≅ uxs°°l~流动相 }乙

睛 2水 kvzΒyvl~流速 tqs°�r°¬±~柱温 }室温 ~蒸发光散射检

测器参数 }漂移管温度为 ts{ε ~氮气流速 }uqx°�r°¬±~进样

量 }usΛ�∀

2q2  对照品溶液的制备

取黄芪甲苷对照品 ts°ªo精密称定 o加甲醇制成每 t°�

含 sqx°ª的溶液 o即得 ∀

2q3  供试品溶液的制备

取本品适量 o研碎 o取 wªo精密称定 o置索氏提取器中 o加

入甲醇适量 o加热回流提取 z«o提取液回收甲醇至干 o残渣加

水 ux°�o微热使溶解 o用乙醚轻摇洗涤 u次 o每次 us°�o水

溶液再用水饱和的正丁醇振摇提取 y次 o每次 us°�o合并正

丁醇提取液 o用氨试液洗涤 v次 o每次 ws°�o正丁醇液回收

溶剂至干 o残渣用甲醇溶解 o转移至 ts°�量瓶中 o加甲醇至

刻度 o摇匀 o滤过 o取续滤液 o即得 ∀

2q4  线性关系的考察
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取黄芪甲苷对照品 yvqxw°ªo精密称定 o加甲醇制成每

t°�含 sqyvxw°ª的溶液 o分别精密吸取对照品溶液 t°�!

u°�! x °�! ts °�! tx°�! us°�置 ux°�量瓶中 o加甲醇稀

释成不同浓度的对照品溶液 ∀取不同浓度的标准溶液

usΛ�o于 uqt项下色谱条件分别进样分析 o测得的峰面积

k�l对浓度 k≤ Λªr°�l进行线性回归 o以峰面积自然对数为

纵坐标 o浓度自然对数为横坐标 o回归标准曲线方程为 �ª� �

tqy{{zsª≤ n tqxtszw µ� sq|||z结果见表 t和图 t∀

表 1  线性范围试验结果 kν � x, cξ ? σl

Ταβ 1  �¬± ¤̈µµ¤±ª̈ ²©·«̈ ¤¶·µ¤ª̄²¶¬§̈ �∂ kν � x, cξ ? σl

浓度

kΛªr°�l

面积值

�t �u 平均 �

� ≥⁄

kh l
ª̄� ª̄≤

uxqw zz{w zyyt zzuv tqtv vq{{z{ tqwsw{

xsq{ uv{zw uvu|v uvx{w tqzw wqvzuy tqzsx|

tuzqt tuut|w tusxwz tutvzt sq|y xqs{wt uqtswt

uxwqu v{uxws vz{||v v{szyz sqyy xqx{sz uqwsxu

v{tqu ztsyx{ zt{wxy ztwxxz sqzz xq{xws uqx{tu

xs{qv tussu{z tutww|z tuszv{| sq{v yqs{t{ uqzsyt

图 1  黄芪甲苷标准曲线

Φιγ 1  ×«̈ ¶·¤±§¤µ§¦∏µ√¨²©¤¶·µ¤ª¤̄²¶¬§̈ �∂

  因此试验结果表明黄芪甲苷浓度在 uxqw ∗ xs{qvΛªr°�

范围内与色谱峰面积呈良好线性关系 ∀

2q5  阴性对照溶液和供试品溶液液相色谱分离情况

除蜜炙黄芪外 o其余各味药按处方量的十分之一投料制

成的阴性浓缩丸 o用 uqv项下供试品溶液制备方法制得阴性

对照溶液 ∀精密吸取供试品溶液 !对照品溶液 !阴性对照溶

液 usΛ�o分别注入色谱仪 o按其色谱条件测定 o比较供试品

溶液色谱和黄芪甲苷对照品溶液色谱及阴性对照溶液色谱 ∀

实验结果表明 }阴性对照溶液中其他成分对黄芪甲苷的测定

无干扰 ∀结果见图 u!v!w∀

    图 2  对照品           图 3  供试品           图 4  阴性对照

2q6  稳定性试验

取本品 k批号 sws{sul wªo按 uqv项下供试品制备方法

制备供试品溶液 o按其液相色谱条件 o每隔 t«进样 t次 ow«

后第 {小时进样一次 o第 tu小时进样一次 o考察精密度 k� ≥⁄

� tqxyh oν � ylo结果供试品溶液中黄芪甲苷在 tu«内峰面

积无明显变化 o结果见表 u∀

表 2  稳定性试验结果

Ταβ 2  ≥·¤¥¬̄¬·¼ ·̈¶·

时间 k«l 峰面积值 平均峰面积值 � ≥⁄kh l

s tvuxvs

t tu{v||

u tu{z{u

v tu|yvy tu|y{{qv tqxy

w tuzt{t

{ tvtysu

tu tu|xyt

2q7  精密度试验

取样品 k批号 sws{sulwªo精密称定 o按 uqv项下的供试

品溶液制备方法制备供试品溶液 o按其液相色谱条件 o重复

进样 y次 o同一进样量 kusΛ�lo测定峰面积值 o测得黄芪甲

苷色谱峰面积的 � ≥⁄ � tqu{h o说明进样精密度良好 ∀结果

见表 v∀

表 3  精密度试验结果

Ταβ 3  °µ̈¦¬¶¬²± ·̈¶·

次数 峰面积 平均值 � ≥⁄kh l

t tvuxvs

u tvuvwx

v tu|uyv tvt|xtq{ tqu{

w tvwwww

x tvtzzz

y tvtvxu
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  本实验表明精密度好 ∀

2q8  重现性试验

取本品 k批号 sws{sulwªo精密称取不同量的供试品 y

份 o分别依 uqv项下供试品溶液制备方法制备成供试品溶

液 o依其项下液相色谱条件平行测定 y份含量 o结果 � ≥⁄ �

sqvh o说明该方法重复性好 ∀结果见表 w∀

表 4  重复性试验结果

Ταβ 4  � ³̈̈ ¤·¤¥¬̄¬·¼ ·̈¶·

取样量

kªl

面积值 k�l

�t �u 平均值
ª̄�含量 ª̄≤含量

平均含量

k°ªrªl

� ≥⁄

kh l

wqsvz{ tts||z tttyyw tttvusqx xqswyy uqtsvt sqvtw

wqsvts tttv|v tts{tx ttttsw xqswxz uqtsux sqvtw

wqtxy| tt{xu| ttxywx ttzs{z xqsy{x uqtty| sqvtx sqv

wqsyyx ttvxzz ttv|s| ttvzwv xqsxx| uqts|s sqvty

wqszxt ttwxu{ ttuzvt ttvyu|qx xqsxxx uqts{z sqvtx

wqtu{z ttxyx{ ttxwtt ttxxvwqx xqsyuz uqttvv sqvtw

2q9  回收率试验

取同一批已知含量的样品 k批号 sws{sul适量 y份 o分别

准确加入已知量的黄芪甲苷对照品溶液 o按 uqv项下供试品

溶液制备方法制备供试品溶液 o按其项下色谱条件进行测

定 o计算回收率 o k见表 xloy次测定回收率 o平均值为

||qvh o� ≥⁄ � sqzh o结果见表 x∀

回收率 �
测出黄芪甲苷的量 p样品中黄芪甲苷的含量

加入黄芪甲苷的量
≅ tssh

表 5  加样回收率结果

Ταβ 5  ×«̈ µ� ¦̈²√ µ̈¼ ·̈¶·²©¤¶·µ¤ª¤̄²¶¬§̈ �∂

取样量

kªl

取样相当于

黄芪甲苷

的量 k°ªl

添加黄芪

甲苷的量

k°ªl

实测黄芪

甲苷量

k°ªl

回收率

kh l

平均值

kh l

� ≥⁄

kh l

uqttsy sqyyw{ sqyv{v tqvsut ||q{

tq|sus sqx||t sqyv{v tquvuw ||qu

tq|us| sqysxt sqyv{v tquvx{ |{qz ||qv sqz

uqs|yx sqyysw sqyv{v tqu|xv ||qx

uqss{s sqyvux sqyv{v tquzux tssqv

uqt|yu sqy|t{ sqyv{v tqvuss |{qx

  本试验结果表明该供试品溶液的制备方法合理 ∀

2q10  样品测定

取供试品十批 o按 uqv项下方法制备供试品溶液和对照

品溶液 o分别精密吸取对照品溶液 xotsotxousΛ�与供试品

溶液 usΛ�o注入液相色谱仪 o测定 o用标准曲线对数方程计

算 o即得 ∀结果见表 y∀

3  讨论

本次含量测定实验我们首先以 5中国药典 6ussx年版一

部中补中益气丸含量测定方法为基础 o进行方法学研究 o通

过试验确认该方法简便 !重现性好 !准确度高 !基线分离可达

到药典要求 o阴性样品无干扰 o故在本实验中采用 ∀蒸发光

散射检测法是基于不挥发样品分子对光的散射程度与其质

量成正比 o与其所含基团性质无关 o只要选择适当的检测器

表 6  十批样品测定结果

Ταβ 6  ⁄ ·̈̈µ°­±¤·¬²± µ̈¶∏̄·¶²©·̈± ¶¤°³̄ ¶̈

批号

黄芪甲

苷含量

k°ªrªl

平均含量

k°ªrªl
批号

黄芪甲

苷含量

k°ªrªl

平均含量

k°ªrªl

sws{sv sqvvs sws{su sqvtw

sqvu{ sqvu| sqvtx sqvtx

sws{sw squ|u sws{uz sqvx{

squ|s squ|t sqvyw sqvyt

sws{uw squyw sws|st sqvtw

squzu squy{ sqvsy sqvts

sws{ux sqvuv sws|su sqvyu

sqvt| sqvut sqvx{ sqvys

sws{uy sqvv{ sws|sv sqvux

sqvwt sqvws sqvut sqvuv

参数 o便可使流动相和溶剂完全气化 o不产生信号 o而样品中

的各组分以不挥发粒子存在 o对光有散射 o被检测 ∀检测器

参数选择主要有雾化气体流速和漂移管温度 ∀设定原则是

力求得到高信 r噪比的结果 o以检测器使用手则推荐值为起

点 o逐渐改变漂移管温度或气体流速 o观察流动相进入检测

器时的基线噪音 o结果发现 }温度 ts{ε o气流 uqx≥�°� 条件

下噪音最小 o进样分析此时信号最强 o故确定该条件为测定

条件 ∀
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