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高效液相色谱蒸发光散射检测器测定
黄七胶囊中黄芪甲苷的含量
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摘要　目的：评价高效液相色谱蒸发光散射检测器法（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）黄七胶囊中黄芪甲苷的含量测定。方法：以十八烷基
硅烷键合硅胶为填充剂；以乙腈水（３２∶６８）为流动相；蒸发光散射检测器；柱压１１２～１２３ＭＰａ；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：
室温。理论塔板数以黄芪甲苷峰计算应不低于４０００；峰拖尾因子为１０２。结果：ＨＰＬＣＥＬＳＤ法精密度、重复性、稳定性、
回收率良好。黄芪甲苷对照品进样量在１０５２８～１０５２８μｇ范围内线性关系良好（ｒ＝０９９９９，ｎ＝７）。结论：高效液相色
谱蒸发光散射检测器测定黄七胶囊中黄芪甲苷含量是可行的。
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ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｉｎＨｕａｎｇｑｉＣａｐｓｕｌｅｓＭｅａｓｕｒｅｄｂｙＨＰＬＣＥＬＳＤ
ＤｕＰｅｎｇ１，ＤｕｎＢａｏｓｈｅｎｇ２，ＹａｎｇＸｉｎｊｉｅ３，ＰｅｎｇＸｉｕｊｕａｎ２

（１ＳｈａａｎｘｉＭｅｄｉｃａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓａｎｄＤｒｕｇＰｒｏｃｕｒｅｍｅｎｔＣｅｎｔｅｒ，Ｘｉ′ａｎ７１００６５，Ｃｈｉｎａ；２ＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎａｌＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，
ＳｈａａｎｘｉＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＴｒａｄｅ＆Ｃｏｍｍｅｒｃｅ，Ｘｉａｎｙａｎｇ７１２０４６，Ｃｈｉｎａ；３ＳｈａａｎｘｉＩｎｓｔｉｔｕｔｅ

ｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｘｉａｎｙａｎｇ７１２０４６，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｖａｌｕａｔｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｉｎＨｕａｎｇｑｉＣａｐｓｕｌｅｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＨＰＬＣＥＬＳＤ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｏｃｔａｄｅ
ｃｙｌｓｉｌａｎｅｂｏｎｄｉｎｇｓｉｌｉｃａｇｅｌｗａｓｔｈｅｆｉｌｌｅｒ，ｗｉｔｈａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗａｔｅｒ（３２∶６８）ａｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ，ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｏｒｗａｓＥＬＳＤｗｉｔｈｔｈｅ
ｃｏｌｕｍｎｐｒｅｓｓｕｒｅｏｆ１１２～１２３ＭＰａａｎｄｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１０ｍＬ／ｍｉｎ．Ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：ｉｎｄｏｏｒｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｐｌａｔｅ
ｎｕｍｂｅｒｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｐｕｅｒａｒｉｎｐｅａｋｗｈｉｃｈｓｈｏｕｌｄｎｏｔｂｅｌｅｓｓｔｈａｎ４０００；Ｔｒａｉｌｉｎｇｆａｃｔｏｒｗａｓ１０２．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆ
ＨＰＬＣＥＬＳＤｈａｄｇｏｏｄａｃｃｕｒａｃｙ，ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ．Ａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｚｅｏｆａｓｒｅ
ａｇａｌｏｓｉｄｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１０５２８１０５２８μｇ（ｒ＝０９９９９，ｎ＝７）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｉｎ
ＨｕａｎｇｑｉＣａｐｓｕｌｅｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＨＰＬＣＥＬＳＤｉｓｆｅａｓｉｂｌｅ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＨｕａｎｇｑｉＣａｐｓｕｌｅｓ；ＨＰＬＣＥＬＳＤ；Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ
中图分类号：Ｒ２８４ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１８．０２．０５３

　　中风又名“卒中”，其基本病机为阴阳失调、气
血逆乱、上犯于脑，导致脑脉痹阻或血溢脑脉之外，

临床以卒然昏仆、不省人事、半身不遂、口舌歪斜、语

言不利、偏身麻木为主症的一种疾病［１］。因本病起

病急剧，变化迅速，与自然界善行而数变之风邪特性

相似，故古人以此类比，名为中风［２］。中风是中医学

中的４大顽疾之一，具有发病率高、复发率高、致残
率高、病死率高的特点，严重危害人民健康的疾

病［３］。中风初发时以风证为主；发病１～２周时，以
痰湿证、血瘀证为多；恢复期以血瘀证、气虚证为

多［４］。现代血液流变学研究表明，中风患者血液存

在着“浓”（红细胞比容增高）、“黏”（全血黏度比、血

浆黏度比和纤维蛋白原增高）、“聚”（红细胞时间性

泳时间长）的情况［５］。故益气活血法为中风、特别是

中风恢复期的重要治疗法则。

黄七胶囊是在黄七汤的基础上研制而成，由黄

芪、土鳖虫、三七、葛根 ４味药材组成，具有益气活
血，化瘀通络之功效。用于气虚血瘀，脉络瘀阻所致

的中风恢复期，对半身不遂，肢体麻木，口眼歪斜，言

语不清或不语，感觉减退或消失治疗效果良好［６］。

方中君药黄芪是一味常用中药，具有补气固表、利尿

托毒、排脓、敛疮生肌之功效。临床用于气虚乏力、

食少便溏、中气下陷、久泻脱肛、便血崩漏、表虚自

汗、气虚水肿、痈疽难溃、久溃不敛、血虚痿黄、内热
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消渴，慢性肾炎蛋白尿、糖尿病等［７］。现代研究表

明，黄芪皂苷具有减少脑缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）后神经
元凋亡［８１０］、降低 Ｃａ２＋超载［１１１２］、减少活性氧的损

伤［１３］、减轻炎性反应［１４］、促进修复［１５］等作用，在中

风恢复期的抗细胞损伤和损伤后修复中发挥重要作

用。在新药研制过程中，我们对黄七胶囊中君药黄

芪的有效成分—黄芪甲苷的高效液相色谱蒸发光
散射检测器法（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）含量测定进行方法学
研究，为有效控制黄七胶囊的质量奠定基础。

１　仪器与试药
１１　仪器　Ｐ３０００型高效液相色谱仪；ＥＬＳＤ
ＵＭ３０００型蒸发光散射检测器；Ｔｒｉｓｅｐ２００３色谱工作
站，７７２５ｉ进样器。
１２　试药　１０批样品由杨凌无为制药集团公司自
制，黄芪甲苷对照品：中国药品生物制品检定所提

供，批号：１１０７８１２００６１３，供含量测定用。３批研究
用中试样品，批号：２０１００６０２、２０１００６０５、２０１００６０８，
由该公司胶囊剂车间生产，乙腈为色谱纯，水为重蒸

馏水，其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　色谱条件与系统适用性试验
２１１　色谱条件　以十八烷基硅烷键合硅胶为填
充剂，柱压１１２～１２３ＭＰａ；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温：室温。理论塔板数以黄芪甲苷峰计算应不低于

４０００；峰拖尾因子为１０２。
２１２　流动相的选择比例　将乙腈水溶液的比例
分别选为（２８∶７２）（３２∶６８）（３６∶６４）（４０∶６０），按正文
方法用对照品溶液精密吸取 ２０μＬ，作图，结果表
明，乙腈水溶液（３２∶６８）为流动相的分离效果最佳。
见表１。

表１　黄芪甲苷流动相的选择比例

流动相

乙腈 水
峰面积

２８ ７２ ４００８０
３２ ６８ １２３４５０
３６ ６４ ９１４８２
４０ ６０ １１４８３０

２２　提取溶剂的选择　黄芪甲苷在甲醇和水中有
较好的溶解度，试用水、２５％、５０％、７５％、１００％的甲
醇超声提取，进行比较，选择出最佳的提取溶剂。分

别称取样品（批号：２０１００４０６）５份，（约２０ｇ），精密
称定，置具塞锥形瓶中，分别加入水，２５％、５０％、
７５％、１００％的甲醇１００ｍＬ，超声处理（功率２５０Ｗ，
频率３５ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，离心（转速为３０００ｒ／ｍｉｎ），取

上清液置蒸发皿中，残渣分别用不同浓度的甲醇或

水洗涤３次，每次１０ｍＬ，洗液并入蒸发皿中浓缩至
干，残渣加水１０ｍＬ，微热使溶解，用水饱和的正丁
醇液振摇提取４次，每次４０ｍＬ，合并正丁醇液，用
氨试液充分洗涤２次，每次４０ｍＬ，弃去氨液，正丁
醇液蒸干，残渣加水５ｍＬ使溶解，放冷，通过 Ｄ１０１
型大孔吸附树脂柱（内径１５ｃｍ，长１２ｃｍ），以水５０
ｍＬ洗脱，弃去水液，再用７０％乙醇１００ｍＬ洗脱，收
集洗脱液，蒸干，分别用甲醇溶解并转移至５ｍＬ量
瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得。精密吸取对照品

溶液１０μＬ、２０μＬ与供试品溶液１５μＬ，注入液相色
谱仪测定，以外标两点法对数方程计算，测定结果见

表２。

表２　提取溶剂的选择结果

溶剂
称样量

（ｍｇ）
峰

面积

Ｌｎ称
样量

Ｌｎ峰
面积

Ｌｎ峰面积／
Ｌｎ称样量

水 ２００５６ ２６６１６６ ７６０３７０ １２４９１８８ １６４
２５％甲醇 ２００５４ ２６９２２３ ７６０３６０ １２８１９１６ １６９
５０％甲醇 ２００１４ ４３５５９５ ７６０１６０ １２９８４４７ １７１
７５％甲醇 ２００１１ ３９１４６１ ７６０１４５ １２８７７６４ １６９
甲醇 ２００２３ ３９９１３３ ７６０２０５ １２８９７０５ １７０

　　上述结果表明，用５０％甲醇提取，黄芪甲苷提
取率最高，故选择５０％甲醇作为提取溶剂。
２３　超声时间的确定　分别称取样品约２０ｇ（批
号：２０１００４０６）４份，精密称定，置具塞锥形瓶
中，精密加入５０％甲醇５０ｍＬ，分别超声处理 （功

率２５０Ｗ，频率３５ｋＨｚ）１５、３０、４５、６０ｍｉｎ，测
定结果见表３。

表３　超声时间的考察结果

时间

（ｍｉｎ）
称样量

（ｍｇ）
峰面积

１
峰面积

２
平均峰

面积（Ａ）
Ｌｎ称
样量

Ｌｎ峰
面积

Ｌｎ峰面积／
Ｌｎ称样量

１５ ２００４９ ２４６１２０２６４８７８ ２５５４９９ ７６０３３５１２４５０９７ １６４
３０ ２００２８ ２９３２２０２５９６０８ ２７６４１４ ７６０２３０１２５２９６６ １６５
４５ ２００４４ ３２０００１３２４６０２３２２３０１５７６０３１０１２６８３２４ １６７
６０ ２００７１ ２９０２２１２９２８５２２９１５３６５７６０４４５１２５８２９２ １６５

　　上述结果表明，超声４５ｍｉｎ提取效果最佳，故
超声提取时间确定为４５ｍｉｎ。
２４　线性关系考察　分别精密吸取浓度为０５２６４
ｍｇ／ｍＬ的黄芪甲苷对照品溶液 ２、４、８、１２、１８、２０
μＬ，注入液相色谱仪，测定峰面积，以Ｌｎ峰面积（Ｙ）
为纵坐标，Ｌｎ含量（Ｘ）为横坐标，求得２点对数方
程：Ｙ＝１３７４３８Ｘ＋９９０４０２，ｒ＝０９９９９，ｎ＝７。见
表 ４。结果表明，黄芪甲苷进样量在 １０５２８～
１０５２８２μｇ范围内线性关系良好。
２５　稳定性试验　取本品（批号２０１００４０６）精密称
定，按正文中供试品制备方法制备样品，于０、４、８、
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１２、２４ｈ按正文方法测定，即得。结果表明，本品溶
液在２４ｈ内稳定。见表５。

表４　黄芪甲苷含量测定线性关系

进样量

（μＬ）
对照品浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
含量

（μｇ）
峰面积

１
峰面积

２
平均峰

面积

Ｌｎ
含量

Ｌｎ
峰面积

２ ０５２６４ １０５２８ ２１８１２ ２１６４７ ２１７２９５００５１４５３９９８６４３
４ ０５２６４ ２１０５６ ５１１８１ ５７９８４ ５４５８２５ ０７４４６０１０９０７４７
８ ０５２６４ ４２１１２ １４３３６８ １４３２３３１４３３００５１４３７７５１１８７２７０
１２ ０５２６４ ６３１６８ ２６１３２５ ２５２１４８２５６７３６５１８４３２１１２４５５８１
１８ ０５２６４ ９４７５２ ４５２７９３ ４４７３４４４５００６８５２２４８６８１３０１７１６
２０ ０５２６４ １０５２８ ４９８１１７ ４９３３７１ ４９５７４４ ２３５４０４１３１１３８１

表５　稳定性试验

时间（ｈ） ０ ４ ８ １２ ２４

Ｌｎ峰面积 １２６５４１９ １２６７９７６ １２７０１４４１２７２６４４ １２７２１３７
ＲＳＤ（％） ０２４

２６　精密度试验　取对照品溶液，在正文色谱条件
下重复进样５次，记录峰面积，结果见表６。表明本
方法精密度良好。

表６　精密度实验结果

进样量 １０μＬ

进样次序 １ ２ ３ ４ ５
峰面积对数值 １１７４９９２ １１７５６０４ １１７４００７ １１７７０１６ １１７４１７２
ＲＳＤ（％） ０１１
进样量 ２０μＬ
进样次序 １ ２ ３ ４ ５

峰面积对数值 １２６０３７３ １２６０１４５ １２５９１４２ １２６０６６６ １２５９９３８
ＲＳＤ（％） ００４６

２７　重复性试验　取同一批号样品（批号：
２０１００４０６）６份，按正文中供试品溶液制备方法制
备，按正文方法测定含量，结果表明，本方法重复性

良好。见表７。

表７　重复性实验结果

编号 含量（ｍｇ／粒） ＲＳＤ（％）

１ ０６４０８ ０２４
２ ０６４２９
３ ０６４３３
４ ０６４５１
５ ０６４２７
６ ０６４１５
平均 ０６４２７

２８　回收率试验　取已知含量的样品（批号：
２０１００４０６，含量为 ０６４２７ｍｇ／粒）约 １０ｇ，精密称
定，置具塞锥形瓶中，精密加入黄芪甲苷对照品溶液

（浓度为０５９６４ｍｇ／ｍＬ）２ｍＬ，加入 ５０％甲醇 ９８
ｍＬ，以下皆同正文，依正文方法测定，以下式计算回
收率：

回收率（％）＝测得总量（ｍｇ）－已知样品含量（ｍｇ）
加入对照品的量（ｍｇ） ×１００％。

结果表明，本方法回收率良好。见表８。

表８　加样回收率实验结果

编号 称样量

（ｍｇ）
相当于黄

芪甲苷量

（ｍｇ）

加入对

照品量

（ｍｇ）

测得总量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均回收

率（％）
ＲＳＤ
（％）

１ １００５２ １４２８３ １１９２８ ２６０６９ ９８８１ ９８９０ ０４０
２ １００６３ １４２９９ １１９２８ ２６０９２ ９８８７
３ １００４５ １４２７４ １１９２８ ２６０２９ ９８５５
４ １００３８ １４２６４ １１９２８ ２６１５２ ９９６６
５ １００６９ １４３０８ １１９２８ ２６０７５ ９８６５
６ １００２１ １４２３９ １１９２８ ２６０３３ ９８８８

２９　样品测定　按处方量的１／１０，分别制备７批样
品，连同成型工艺研究试验的３批样品，依据正文中
含量测定方法，进行含量测定，结果见表９，经对１０
批样品中黄芪甲苷的含量测定，平均值为０６４ｍｇ／
粒，考虑到药材来源及大工业生产、贮藏等因素，故

暂定本品每粒含黄芪甲苷（Ｃ４１Ｈ６８Ｏ１４）不得少于
０５２ｍｇ。

表９　样品中黄芪甲苷的含量测定结果

序号 批号
测定值（ｍｇ／粒）
１ ２

平均测得值

（ｍｇ／粒）
１ ２０１００４０２ ０６４２６６ ０６４３０２ ０６４３
２ ２０１００４０４ ０６４６３９ ０６４２７２ ０６４５
３ ２０１００４０６ ０６４０４７ ０６４４１４ ０６４２
４ ２０１００４０９ ０６１８１２ ０６１８８０ ０６１８
５ ２０１００４１１ ０６３５３４ ０６４０９７ ０６３８
６ ２０１００４１４ ０６３５００ ０６４４２４ ０６４０
７ ２０１００４１９ ０６３３９２ ０６３４６２ ０６３４
８ ２０１００４２３ ０６４４４７ ０６５９５８ ０６５２
９ ２０１００４２５ ０６２６０５ ０６１７３９ ０６２２
１０ ２０１００４２８ ０６３８９８ ０６２７６２ ０６３３

２１０　验证实验　采用黑龙江产的蒙古黄芪投药，
制得的 ３批中试样品，批号：２０１００６０２、２０１００６０５、
２０１００６０８，对该黄七胶囊中黄芪所含黄芪甲苷进行
了含量测定。另外，在该处方中取掉黄芪，按正文生

产工艺投料制作，制成阴性对照品，分别进行含量测

定，结果见表１０。

表１０　中试样品中黄芪甲苷含量测定结果

批号
测得值（ｍｇ／粒）

１ ２
平均测得值

（ｍｇ／粒）
２０１００６０２ ０６４５ ０６４６ ０６４６
２０１００６０５ ０６４３ ０６４２ ０６４２
２０１００６０８ ０６４５ ０６４４ ０６４４

　　以上３批中试样品均符合规定，平均测得值为
０６４４ｍｇ／粒，含量测定成分黄芪甲苷的转移率为
９３３３％，证明该标准所指定的黄芪甲苷含量限度可
行，阴性对照品在相应部位未出峰，证明处方中其他

药材对本含量测定无干扰。见图１。

·２６４· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．２



图１　对照品（Ａ１、Ａ２）、供试品（Ｂ）及阴性对照（Ｃ）色谱图

３　讨论
在提取溶剂的选择试验中，以外标两点对数方

程计算，用 Ｌｎ峰面积／Ｌｎ称样量为筛选指标，优选
出了最佳提取溶剂为５０％甲醇，优于中华人民共和
国药典２０１０年版一部黄芪药材中黄芪甲苷含量测
定用甲醇作为提取溶剂［５］。

中华人民共和国药典对黄芪药材中黄芪甲苷含

量测定采用索氏提取器，加热回流提取４ｈ，本实验
采用超声提取４５ｍｉｎ，提取效果最佳，大大节省了提
取时间，降低了能量的消耗。

ＨＰＬＣＥＬＳＤ法简便、灵敏、准确。精密度、重复
性、稳定性、回收率及线性关系良好。黄芪甲苷的含

量测定常采用薄层扫描法，但重现性差，且黄芪甲苷

只在 ２０１ｎｍ处呈现弱的末端吸收，若采用紫外
（ＵＶ）检测器测定，干扰非常严重。本实验采用蒸发
光散射（ＥＬＳＤ）检测器，对黄芪甲苷有通用响应，能
有效的排除干扰。

在本实验条件下，稳定性、精密度、重复性、线性

关系良好，平均回收率为９８９０％（ＲＳＤ＝０４０％），
经１０批样品及３批中试样品验证实验，证明该标准
所制定的黄芪甲苷含量限度可行，阴性对照品在相

应部位未出峰，说明处方中其他药材对本含量测定

无干扰。
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