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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（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）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１１２～１２３ＭＰａ；流速：１０ｍＬ／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１０２。结果：ＨＰＬＣＥＬＳＤ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１０５２８～１０５２８μｇ范围内线性关系良好（ｒ＝０９９９９，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。
关键词　黄七胶囊；高效液相色谱蒸发光散射检测器法；黄芪甲苷
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　　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［８１０］、降低 Ｃａ２＋超载［１１１２］、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（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）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
１１　仪器　Ｐ３０００型高效液相色谱仪；ＥＬＳＤ
ＵＭ３０００型蒸发光散射检测器；Ｔｒｉｓｅｐ２００３色谱工作
站，７７２５ｉ进样器。
１２　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：１１０７８１２００６１３，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
２１　色谱条件与系统适用性试验
２１１　色谱条件　以十八烷基硅烷键合硅胶为填
充剂，柱压１１２～１２３ＭＰａ；流速：１０ｍＬ／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１０２。
２１２　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

２２　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２０ｇ），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１５ｃｍ，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 ２００５６ ２６６１６６ ７６０３７０ １２４９１８８ １６４
２５％甲醇 ２００５４ ２６９２２３ ７６０３６０ １２８１９１６ １６９
５０％甲醇 ２００１４ ４３５５９５ ７６０１６０ １２９８４４７ １７１
７５％甲醇 ２００１１ ３９１４６１ ７６０１４５ １２８７７６４ １６９
甲醇 ２００２３ ３９９１３３ ７６０２０５ １２８９７０５ １７０

　　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。
２３　超声时间的确定　分别称取样品约２０ｇ（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 ２００４９ ２４６１２０２６４８７８ ２５５４９９ ７６０３３５１２４５０９７ １６４
３０ ２００２８ ２９３２２０２５９６０８ ２７６４１４ ７６０２３０１２５２９６６ １６５
４５ ２００４４ ３２０００１３２４６０２３２２３０１５７６０３１０１２６８３２４ １６７
６０ ２００７１ ２９０２２１２９２８５２２９１５３６５７６０４４５１２５８２９２ １６５

　　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。
２４　线性关系考察　分别精密吸取浓度为０５２６４
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＝１３７４３８Ｘ＋９９０４０２，ｒ＝０９９９９，ｎ＝７。见
表 ４。结果表明，黄芪甲苷进样量在 １０５２８～
１０５２８２μｇ范围内线性关系良好。
２５　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 ０５２６４ １０５２８ ２１８１２ ２１６４７ ２１７２９５００５１４５３９９８６４３
４ ０５２６４ ２１０５６ ５１１８１ ５７９８４ ５４５８２５ ０７４４６０１０９０７４７
８ ０５２６４ ４２１１２ １４３３６８ １４３２３３１４３３００５１４３７７５１１８７２７０
１２ ０５２６４ ６３１６８ ２６１３２５ ２５２１４８２５６７３６５１８４３２１１２４５５８１
１８ ０５２６４ ９４７５２ ４５２７９３ ４４７３４４４５００６８５２２４８６８１３０１７１６
２０ ０５２６４ １０５２８ ４９８１１７ ４９３３７１ ４９５７４４ ２３５４０４１３１１３８１

表５　稳定性试验

时间（ｈ） ０ ４ ８ １２ ２４

Ｌｎ峰面积 １２６５４１９ １２６７９７６ １２７０１４４１２７２６４４ １２７２１３７
ＲＳＤ（％） ０２４

２６　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 １１７４９９２ １１７５６０４ １１７４００７ １１７７０１６ １１７４１７２
ＲＳＤ（％） ０１１
进样量 ２０μＬ
进样次序 １ ２ ３ ４ ５

峰面积对数值 １２６０３７３ １２６０１４５ １２５９１４２ １２６０６６６ １２５９９３８
ＲＳＤ（％） ００４６

２７　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 ０６４０８ ０２４
２ ０６４２９
３ ０６４３３
４ ０６４５１
５ ０６４２７
６ ０６４１５
平均 ０６４２７

２８　回收率试验　取已知含量的样品（批号：
２０１００４０６，含量为 ０６４２７ｍｇ／粒）约 １０ｇ，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０５９６４ｍｇ／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 １００５２ １４２８３ １１９２８ ２６０６９ ９８８１ ９８９０ ０４０
２ １００６３ １４２９９ １１９２８ ２６０９２ ９８８７
３ １００４５ １４２７４ １１９２８ ２６０２９ ９８５５
４ １００３８ １４２６４ １１９２８ ２６１５２ ９９６６
５ １００６９ １４３０８ １１９２８ ２６０７５ ９８６５
６ １００２１ １４２３９ １１９２８ ２６０３３ ９８８８

２９　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０６４ｍｇ／
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
０５２ｍｇ。

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 ０６４２６６ ０６４３０２ ０６４３
２ ２０１００４０４ ０６４６３９ ０６４２７２ ０６４５
３ ２０１００４０６ ０６４０４７ ０６４４１４ ０６４２
４ ２０１００４０９ ０６１８１２ ０６１８８０ ０６１８
５ ２０１００４１１ ０６３５３４ ０６４０９７ ０６３８
６ ２０１００４１４ ０６３５００ ０６４４２４ ０６４０
７ ２０１００４１９ ０６３３９２ ０６３４６２ ０６３４
８ ２０１００４２３ ０６４４４７ ０６５９５８ ０６５２
９ ２０１００４２５ ０６２６０５ ０６１７３９ ０６２２
１０ ２０１００４２８ ０６３８９８ ０６２７６２ ０６３３

２１０　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 ０６４５ ０６４６ ０６４６
２０１００６０５ ０６４３ ０６４２ ０６４２
２０１００６０８ ０６４５ ０６４４ ０６４４

　　以上３批中试样品均符合规定，平均测得值为
０６４４ｍｇ／粒，含量测定成分黄芪甲苷的转移率为
９３３３％，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。
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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。

ＨＰＬＣＥＬＳＤ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９８９０％（ＲＳＤ＝０４０％），
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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