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摘要　目的：采用高效液相蒸发光散射检测（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）玉屏风散颗粒中黄芪甲苷和甘露醇的含量，为玉屏风散的质量
控制提供实验基础。方法：采用色谱柱出自Ｗａｔｅｒｓ公司，型号为ＸＢｒｉｄｇｅＡｍｉｄｅ，规格：４６ｍｍ×１５０ｍｍ，色谱柱填料颗粒
直径３５μｍ；流动相：乙腈（Ａ）水溶液（Ｂ，其中含少量甲醇），流速１ｍＬ／ｍｉｎ；梯度洗脱流程见表１；柱温３０℃；蒸发光检
测器：以氮气为载气，流速２０２７ｋＰａ，漂移管温度１１０℃，撞击器为“ｏｎ”。常规对高效液相色谱仪进行方法学的严谨考
察，包括专属性试验、精密度试验、稳定性试验、重复性试验、线性回归试验和加样回收试验。在高效液相色谱仪方法学严

谨的前提下，对玉屏风散颗粒进行样品分析研究，并测定其中黄芪甲苷和甘露醇的含量。结果：１）专属性试验结果显示：
阴性对照品溶液１在与甘露醇对照品溶液和玉屏分散供试品溶液色谱图相同时间处未见相同色谱峰；阴性对照品２在与
黄芪甲苷对照品溶液和供试品溶液色谱图相同时间处未见相同色谱峰。提示甘露醇和黄芪甲苷均具有良好的专属性。

２）线性回归结果显示：黄芪甲苷的线性范围为１１～５１ｍｇ，其回归方程为：Ｙ＝０７３２Ｘ－４１３６（ｒ＝０９９９７）；同黄芪甲苷
线性回归方法得，甘露醇在１９６７～１９６７４μｇ范围内具有良好的线性关系，得到甘露醇回归方程为 Ｙ＝１５８７Ｘ＋４９８３
（ｒ＝０９９９６）。３）精密度试验结果显示，黄芪甲苷 ＲＳＤ＝０５８％，甘露醇 ＲＳＤ＝０３６％表明高效液相仪器精密度良好。
４）本研究稳定性结果显示黄芩甲苷峰面积的 ＲＳＤ＝０８４％，甘露醇峰面积的 ＲＳＤ＝０７０％，符合色谱峰相对峰面积的
ＲＳＤ＜３％则说明稳定性良好，提示玉屏风散供试品溶液２４ｈ内稳定性良好。５）本研究结果显示色谱峰相对峰面积 ＲＳＤ
平均值１７６％，各色谱峰相对峰面积的ＲＳＤ＜３％表示重复性良好，提示玉屏风散供试品溶液的重复性良好。６）结果显示
黄芪甲苷对照品溶液、甘露醇对照品溶液平均回收率分别为１００６０８％、１０３４８７％，ＲＳＤ分别为０９３％、０４７％，提示高相
液相检测方法所测加样回收率结果可靠。７）３个不同批次的玉屏风散中黄芪甲苷成分和甘露醇成分的含量未见明显差
异，黄芪甲苷和甘露醇含量平均值分别为０９６１ｍｇ／ｇ和００９９ｍｇ／ｇ。结论：高效液相蒸发光散射检测方法操作简便准
确，重复性和稳定性均良好，可作为测定玉屏风散颗粒中黄芪甲苷和甘露醇含量的测定方法。

关键词　高效液相；蒸发光散射检测；玉屏风散；黄芪甲苷；甘露醇；含量测定；专属性；重复性
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　　玉屏风散是中医学中的经典名方，具有益气固
表的作用，在临床上常用于表虚自汗者。全方最早

见于《世医得效方》，又有一说始见于《丹溪心法》全

方由黄芪、白术、防风等３味中药所组成，用药精简，
疗效显著［１］。历代医家对其药物的组成和功效均进

行了大量的研究，现代药理学表明［２４］，在玉屏风散

中提取主要具有抗病毒及增强免疫力功效的有效苷

类活性成分。同时在对玉屏风散复方中单味药材进

行ＨＰＬＣ指纹图谱研究中表明［５６］，玉屏风散复方中

的君药黄芪的主要活性成分为黄芪甲苷。防风则为

玉屏风散复方的主要配伍药物之一，对全方的药性

有着重大的意义，古语有云：“黄芪得防风，则固表不

留邪，防风得黄芪，则祛邪不伤正”，防风中的有效药

物成分包含挥发油、β谷甾醇、以及甘露醇等，通常
对黄芪甲苷及甘露醇等成分［７］，通常运用 ＨＰＬＣ对
复方中的药物成分含量测定方法有 ＨＰＬＣＥＬＳＤ（高
效液相蒸发光散射检测）［８］、比色法［９］、薄层扫描

法［１０］，紫外可见吸收法（ＵＶ）［１１］等，本研究选择采
用ＨＰＬＣＥＬＳＤ法对中的黄芪甲苷及甘露醇含量进
行测定，以期从多个成分分析的角度，对玉屏风散复

方的相关可靠结果和良好重复性，有助于玉屏风散

的质量评价。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪（型号：ＰｒｏｍｉｎｅｎｃｅＬＣ
２０Ａ，产地：日本岛津），系统控制器（型号：系统控制
器ＰｒｏｍｉｎｅｎｃｅＣＢＭ２０Ａｌｉｔｅ，产地：日本岛津），梯度
系统（型号：ＬＣ２０ＡＴ，规格：高压 ＧＥ，产地：日本岛
津）；型蒸发光散射检测器（ＥＬＳＤ，型号：ＳＥＤＥＸ５５，
产地：法国）；购买于北京盛博协同科技有限责任公

司的电子分析天平（型号：ＳＢＣ１００３）；购买于深圳

市洁盟清洗设备有限公司超声波清洗器（型号：ＪＰ
１００ｐｌｕｓ）；购买于法国ＭＩＬＩＰＯＲＥ公司的超纯水系统
（型号：ＭｉｌｉＲＯＰｌｕｓ型）。
１２　试药　对照品：黄芪甲苷（纯度为９９％以上，
批号：１１０７８１２００６０８），甘露醇（纯度为９９％以上，批
号：１００５３３２０１００２），购自中国药品生物制品检定
所。于上海星可生化有限公司购买的色谱纯乙腈

（批号：２０１１００１２），于美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司购买甲醇（批
号：１０１４３７）。
１３　分析样品　玉屏风散（云南白药集团股份有限
公司，国药准字 Ｚ５３０２１５５６），批次号分别为：
１０８０４２９、１０８０５０７、１０８０６１３。
２　方法与结果
２１　色谱条件　采用色谱柱出自Ｗａｔｅｒｓ公司，型号
为ＸＢｒｉｄｇｅＡｍｉｄｅ，规格：４６ｍｍ×１５０ｍｍ，色谱柱
填料颗粒直径 ３５μｍ；流动相：乙腈（Ａ）水溶液
（Ｂ，其中含少量甲醇），流速１ｍＬ／ｍｉｎ；梯度洗脱流
程见表１；柱温３０℃；蒸发光检测器：以氮气为载气，
流速２０２７ｋＰａ，漂移管温度１１０℃，撞击器为“ｏｎ”。

表１　梯度洗脱程序（１９０ｎｍ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０～１０ １５→２０ ８５→８０
１０～１５ ２０→３０ ８０→７０
１５～２５ ３０→３５ ７０→６５
２５～３５ ３５→６０ ６５→４０
３５～５０ ６０→７５ ４０→２５
５０～５５ ７５→８０ ２５→２０
５５～６０ ８０→９０ ２０→１０

２２　对照品溶液配制　精密称取适量黄芪甲苷对
照品置于１０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并定容，制成
１５６３ｍｇ／ｍＬ的黄芪甲苷对照品溶液。精密称取适
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量甘露醇对照品，加水制成０３ｍｇ／ｍＬ的溶液，作为
甘露醇对照品溶液。取适量黄芪甲苷对照品溶液和

甘露醇对照品溶液，充分混合均匀，即得混合对照品

溶液。

２３　供试品溶液配制　取２５ｇ玉屏风散样品粉末
精密称定后，采用３号筛过筛后，置具塞锥形瓶中，
精密加入甲醇 ２５ｍＬ，塞上软木塞密封后，称定重
量，超声处理３０ｍｉｎ，超声时设置参数为２５０Ｗ和
４０ｋＨｚ；打开软木塞放至室温进行充分冷却后，塞上
软木塞再称定重量，用甲醇补足减失的重量，摇匀，

滤过，采用 ３０００ｒ／ｍｉｎ进行高速离心 ３ｍｉｎ，并用
０４５μｍ的微孔滤膜，即得玉屏风散供试品溶液。
阴性对照品溶液１，玉屏风散去防风后同供试品溶
液提取方法即得；阴性对照品溶液２，玉屏风散去黄
芪后同供试品溶液提取方法即得。

２４　专属性试验　取１０μＬ甘露醇对照品溶液、黄
芪甲苷对照品溶液、玉屏风散供试品溶液和各自对

应的阴性对照品溶液，根据２１的色谱条件进行专
属性试验，结果显示阴性对照品溶液１在与甘露醇
对照品溶液和玉屏分散供试品溶液色谱图相同时间

处未见相同色谱峰；阴性对照品２在与黄芪甲苷对
照品溶液和供试品溶液色谱图相同时间处未见相同

色谱峰。提示甘露醇和黄芪甲苷均具有良好的专属

性。见图１。

图１　样品与属性验证

２５　线性关系考察　精密吸取甘露醇对照品溶液
和黄芪甲苷对照品溶液，分别精密吸取上述对照品

溶液５０，１００，１５０，２００，２５０μＬ，注入液相色谱
仪中，按上述色谱条件测定峰面积，以峰面积的自然

对数（ｌｇＹ）为纵坐标，以浓度的自然对数（ｌｇＸ）为
横坐标，线性回归，结果显示：黄芪甲苷的线性范围

为１１～５１ｍｇ，其回归方程为：Ｙ＝０７３２Ｘ－４１３６
（ｒ＝０９９９７）；同黄芪甲苷线性回归方法得，甘露醇
在１９６７～１９６７４μｇ范围内具有良好的线性关系，
得到甘露醇回归方程为 Ｙ＝１５８７Ｘ＋４９８３（ｒ＝
０９９９６）。
２６　精密度试验　精密吸取同一对照品溶液，在一

组相同的测量程序、相同测试地点和相同的色谱条

件等情况下，单次进样量为１０μＬ，连续进样６次，计
算黄芪甲苷和甘露醇的峰面积相对标准偏差（Ｒｅｌａ
ｔｉｖｅＳｔａｎｄａｒｄＤｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）值，并取６次ＲＳＤ的平
均值记为结果。结果显示，黄芪甲苷ＲＳＤ＝０５８％，甘
露醇ＲＳＤ＝０３６％表明高效液相仪器精密度良好。
２７　稳定性试验　由于固定相的有限稳定性，为确
保每一次研究之间的结果误差最小，取同一批号

（１０８０４２９）玉屏风散供试品溶液进行稳定性试验，分
别将同一批号的玉屏风散供试品溶液室温放置０、
４、８、１２、２４ｈ后进行ＨＰＬＣ检测，本研究稳定性结果
显示黄芩甲苷峰面积的 ＲＳＤ＝０８４％，甘露醇峰面
积的ＲＳＤ＝０７０％，符合色谱峰相对峰面积的 ＲＳＤ
＜３％则说明稳定性良好，提示玉屏风散供试品溶液
２４ｈ内稳定性良好。见表２、表３。

表２　黄芩甲苷稳定性相似度评价结果

指标
稳定性

１
稳定性

２
稳定性

３
稳定性

４
稳定性

５
平均

值

ＲＳＤ
（％）

稳定性１１０００ ０９９７ ０９９８ ０９９９ ０９９７ ０９９８ ０７９
稳定性２０９９７ １０００ ０９９６ ０９９７ ０９９８ ０９９８ ０８１
稳定性３０９９７ ０９９９ １０００ １０００ ０９９９ ０９９９ ０８３
稳定性４０９９９ ０９９９ ０９９６ ０９９９ １０００ ０９９９ ０９１
稳定性５０９９７ ０９９４ １０００ １０００ ０９９７ ０９９８ ０８７

表３　甘露醇稳定性相似度评价结果

指标
稳定性

１
稳定性

２
稳定性

３
稳定性

４
稳定性

５
平均

值

ＲＳＤ
（％）

稳定性１１０００ ０９９７ ０９９４ ０９９９ ０９９７ ０９９７ ０７０
稳定性２０９９７ １０００ ０９９４ ０９９７ ０９９９ ０９９７ ０７３
稳定性３０９９７ ０９９９ １０００ １０００ ０９９８ ０９９９ ０６８
稳定性４０９９９ ０９９９ ０９９９ ０９９４ １０００ ０９９８ ０７４
稳定性５０９９７ ０９９９ １０００ １０００ ０９９７ ０９９９ ０６７

２８　重复性试验　为确保研究的客观性，需要进行
短时间内的 ＨＰＬＣ连续重复性测试，精密量取同一
批号（１０８０４２９）玉屏风散供试品溶液，进样量１０μＬ，
连续进样，本研究结果显示色谱峰相对峰面积 ＲＳＤ
平均值１７６％，各色谱峰相对峰面积的 ＲＳＤ＜３％
表示重复性良好，提示玉屏风散供试品溶液的重复

性良好。具体详见表４。
２９　回收率试验　精密吸取已知含量的玉屏风散
供试品溶液６份，每份均为１ｍＬ，分别置于１０ｍＬ容
量瓶中，每一份均精密加入等量已知浓度的

０４０５３ｍｇ／ｍＬ 黄 芪 甲 苷 对 照 品 溶 液、

０２１７３ｍｇ／ｍＬ甘露醇对照品溶液，加入超纯水稀释
至刻度定容混合均匀后，进行加样回收试验的检测，

根据２１的色谱条件进行检测并计算加样回收率。
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表４　重复试验相似度评价结果

指标 重复度１ 重复度２ 重复度３ 重复度４ 重复度５ 重复度６ 平均值 ＲＳＤ（％）

重复度１ １０００ ０９９４ ０９９７ ０９９２ ０９９５ ０９９４ ０９９５ １７６６
重复度２ ０９９６ １０００ ０９９５ ０９９２ ０９９４ ０９９８ ０９９６ １７４８
重复度３ ０９９５ ０９９７ １０００ ０９９５ ０９９８ ０９９４ ０９９７ １７７２
重复度４ ０９９４ ０９９７ ０９９５ １０００ ０９９５ ０９９４ ０９９６ １７６５
重复度５ ０９９２ ０９９８ ０９９８ ０９９５ １０００ ０９９６ ０９９７ １７４７
重复度６ ０９９７ ０９９６ ０９９５ ０９９４ ０９９２ １０００ ０９９６ １７６８

表５　加样回收试验结果

成分 样品中含量（ｍｇ） 添加量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） 平均值（％） ＲＳＤ（％）

黄芪甲苷 １２８３４ ９５４３ ２２３４８ ９９７３１ ９９５２２
１２８３４ ９５４３ ２２３２９ ９９４７４
１２８３４ ９５４３ ２２２９７ ９９３６２
１２８３４ １２８６１ ２５８１３ １００４８１ １００４３６
１２８３４ １２８６１ ２６０２８ １００２３６ ０９３
１２８３４ １２８６１ ２６３０４ １００５９２
１２８３４ １６６７０ ２９２９１ １０１７３４ １０１８６５
１２８３４ １６６７０ ２９３０５ １０１９１２
１２８３４ １６６７０ ２９３１６ １０１９４８

甘露醇 ２１７５ １８２０ ３９４８ １０１７９０ １０３３１５
２１７５ １８２６ ３８９７ ９９６８８
２１７５ １８１９ ３９１４ １０４００５
２１７５ ２３８６ ４１２３ １０１７９７ １０２４０１
２１７５ ２３７９ ３９８５ １０１１７４ ０４７
２１７５ ２４０８ ４０９９ １０２６０３
２１７５ ３６９１ ５２１７ １０２２９３ １０４７４４
２１７５ ３６７２ ５２２３ １００４２５
２１７５ ３６８５ ５１９８ １０１９１６

结果显示黄芪甲苷对照品溶液、甘露醇对照品溶液

平均回收率分别为 １００６０８％、１０３４８７％，ＲＳＤ分
别为０９３％、０４７％，提示高相液相检测方法所测
加样回收率结果可靠。见表５。
２１０　 样品检测结果 　 取 １０８０４２９、１０８０５０７、
１０８０６１３等３个不同批次号的玉屏风散，根据 ２２
供试品溶液配制，每批样品都根据２１的色谱条件
进行重复测试３次，玉屏风散中成分的含量取３次
测定的平均值，结果显示如表５所示，３个不同批次
的玉屏风散中黄芪甲苷成分和甘露醇成分的含量未

见明显差异，黄芪甲苷和甘露醇含量平均值分别为

０９６１ｍｇ／ｇ和００９９ｍｇ／ｇ。见表６。

表６　３个不同批次玉屏风散中成分的含量（ｍｇ／ｇ）

成分 批次号１０８０４２９ 批次号１０８０５０７ 批次号１０８０６１３

黄芪甲苷 ０９５９ ０９６４ ０９６１
甘露醇 ００９９ ００９８ ０１００

３　讨论
本研究中检测玉屏风散中黄芪甲苷和甘露醇的

成分含量，而高效液相（ＨＰＬＣ）常规的检测器多有

紫外可见吸收检测器（Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｖｉｓｉｂｌｅｄｅｔｅｃｔｏｒ，
ＵＶＤ）、光电二极管阵列检测器（ＰｈｏｔｏｄｉｏｄｅＡｒｒａｙ
Ｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＰＤＡＤ）、荧光检测器（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＤｅｔｅｃ
ｔｏｒ，ＦＤ）、电化学检测器（ＥｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌＤｅｔｅｃｔ，
ＥＤ）、化学发光检测器（ＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｏｒ，
ＣＤ）和蒸发光散射检测器（ＥｖａｐｏｒｔｉｖｅＬｉｇｈｔＳｃａｔｔｅｒ
ｉｎｇ，ＥＬＳＤ），其中紫外可见吸收检测器是最常用的
一种［１２１３］。而由于玉屏风散中的甘露醇成分本身

无紫外吸收，本文采用蒸发光检测器测定了甘露醇

的含量，ＨＰＬＣＥＬＳＤ蒸发光散射检测器（Ｅｖａｐｏｒｔｉｖｅ
ｌｉｇｈｔＳｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＥＬＳＤ）自从上个世纪八十年代问世
以来，已经广泛的应用在各种实验室检测中，如超临

界色谱、逆流色谱以及高效液相色谱。ＥＬＳＤ较之
其他方法最为优越的性能在于可以在没有标准品和

未知参数的情况下对未知的、不含发色团的化合物

进行检测，且检测的化合物种类较多，如碳水化合

物、聚合物、脂类、脂肪酸、氨基酸、药物等［１４１５］。故

而ＥＬＳＤ较之传统的ＨＰＬＣ检测法可不对样品的光
学特性进行依赖，同时对于低于流动相的任意挥发

性样品均可被检测到，且检测方法独特，仅需１）惰
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性气体对脱洗液雾化［１６］；２）在加热管中对流动相进
行蒸发［１７］；３）对样品颗粒进行散射光后即可得到检
测结果。

在本研究中采用的 ＨＰＬＣＥＬＳＤ研究玉屏风散
中黄芪甲苷和甘露醇成分含量的过程中，在柱温的

选择方面：严格按照供试品溶液的制备方法，在精密

称取样品的玉屏分散粉末制备成的玉屏风散供试品

溶液，按选定的色谱条件，分别在漂移管温度为

３０℃、４０℃、５０℃、６０℃、６５℃及７０℃时加样检
测，结果显示在温度分别为３０℃时，峰面积出现最
明显且最清晰，而在４０℃、５０℃、６０℃、６５℃、７０℃
时等柱温的变化对检测的结果不存在显著的影响。

在色谱柱的选择方面，严格按照玉屏风散供试品溶

液的制备方法，在精密称取样品的粉末后将其制备

成的玉屏风散供试品溶液，按选定的色谱条件，分别

使用２种不同品牌的色谱柱进行加样测定，结果表
明，Ｗａｔｅｒｓ公司和Ａｇｉｌｅｎｔ公司在分别使用了２种色
谱柱进行检测的样品，分离均十分良好，所检测出黄

芪甲苷及甘露醇的含量均无明显的差异，而考虑到

课题经费的因素，选择 Ｗａｔｅｒｓ公司的。在 ＥＬＳＤ检
测器的条件设置方面，试验通过对影响信号响应的

载气流速和漂移管温度进行了优选，结果表明漂移

管温度９０℃气体流速１０Ｌ／ｍｉｎ为最佳条件。试
验过程中对玉屏风散供试品溶液的处理方法进行了

考察：通过对不同溶剂，不同提取方法和提取时间进

行比较试验最终确定，在玉屏风散供试品溶液的制

备提取中，用加甲醇超声提取为最佳方法，可以获得

含量和峰面积较好的黄芪甲苷和甘露醇，且黄芪甲

苷和甘露醇的分离度都很好，没有杂质。
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