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养血固冲合剂中黄芪甲苷的含量测定

朱明恒（南京医科大学附属苏州医院药剂科，江苏苏州　２１５００２）

　　【摘要】　目的　建立养血固冲合剂中黄芪甲苷含量测定的方法。方法　应用高效液相色谱蒸发光散射检测

法进行检测，色谱柱为ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈水（３２∶６８），流速１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温

２５℃，漂移管温度６０℃。结果　黄芪甲苷进样浓度在０．０１２５２～０．２００３２ｍｇ／ｍＬ范围内与峰面积呈良好线性关

系，相关系数为０．９９６６，平均加样回收率为９２．５６％，ＲＳＤ为１．１３％（狀＝６）。结论　本方法简便、准确、重现性好，

可用于养血固冲合剂的质量控制。
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　　养血固冲合剂是以《医学衷中参西录》中所载的“固冲汤”

为基础，经本院中医妇科多年临床实践，并配伍阿胶、熟地等药

材配制而成的纯中药制剂。具有健脾益气、补肾固冲、养血止

血的功效，对治疗月经过多、月经不调、子宫功能性出血等各种

子宫出血所致的冲任失固、气血两虚病症有明显疗效。方中君

药黄芪的主要活性成分黄芪甲苷具有调节机体免疫力、保护组

织器官、降低血糖、抗细胞凋亡和抗炎抗病毒等多方面的药理

作用，通常作为黄芪药材及其制剂质量控制的主要指标［１３］。

本制剂原有质量标准以性状鉴别，外观考察ｐＨ 值、相对密度

测定为主，无含量测定项，为有效控制该制剂的内在质量情况，

本文参考《中国药典》［４］及相关文献［５８］，采用高效液相色谱

蒸发光散射检测法（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）对黄芪甲苷进行含量测定。

经考察，该方法重现性好、灵敏度高，可作为养血固冲合剂的质

量控制方法。

１　材料与方法

１．１　材料　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪；Ａｌｌｔｅｃｈ３３００型蒸

发光散射检测器。黄芪甲苷对照品（中国药品生物制品检定

所，批号１１０７８１２００６１３）；养血固冲合剂（本院中药制剂室，批

号０９１２２１、１００８０６、１１０４１１）；乙腈为色谱纯，甲醇、正丁醇等为

分析纯。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件　ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ），流动相：乙腈水（３２∶６８），流速１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温２５℃，

漂移管温度６０ ℃，理论板数按黄芪甲苷峰计算应不低于

４０００。

１．２．２　供试品溶液制备　精密量取养血固冲合剂２５ｍＬ，置

分液漏斗中，用水饱和的正丁醇振摇提取５次，每次２５ｍＬ，合

并正丁醇液，加氨试液２５ｍＬ，振摇，放置，充分洗涤３次，正丁

醇液蒸干，残渣用甲醇溶解并转移至１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇

稀释至刻度，摇匀，即得。

１．２．３　对照品溶液制备　精密称取黄芪甲苷对照品１２．５２

ｍｇ置２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得

浓度为０．５００８ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。

１．２．４　阴性对照品溶液制备　按处方配制不含黄芪的样品，

照“１．２．２”项下方法制备阴性对照品溶液。Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效

液相色谱仪；Ａｌｌｔｅｃｈ３３００型蒸发光散射检测器。

２　结　　果

２．１　空白试验　吸取上述供试品溶液，对照品溶液，阴性对照

品溶液，按“１．２．１”项下色谱条件进行测定，结果显示于供试品

溶液与对照品溶液色谱图中相应的位置上，黄芪甲苷有相同保

留时间的色谱峰，该色谱峰与其他色谱峰的分离度大于１．５，

阴性对照品在相应的位置无色谱峰，对含量测定无干扰。

２．２　线性关系考察　精密吸取黄芪甲苷对照品溶液０．２５、

０．５、１、２、４ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，

摇匀。分别吸取上述溶液２０μＬ，注入液相色谱仪，按“１．２．１”

项下色谱条件进行测定，以对照品进样浓度为横坐标，以峰面

积为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程为犢＝８１６３６７犡＋

８８４５５，狉＝０．９９６６。表明黄芪甲苷在０．０１２５２～０．２００３２

ｍｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系良好。

２．３　精密度试验　精密吸取浓度为０．１００２ｍｇ／ｍＬ的对照

品溶液２０μＬ，重复进样６次，按“１．２．１”项下色谱条件进行测

定，结果黄芪甲苷峰面积值的ＲＳＤ＝１．７４％，表明仪器精密度

良好。

２．４　重复性试验　精密称取同一批样品６份，照“１．２．２”项下

方法制成供试品溶液，按“１．２．１”项下色谱条件平行测定６次。

以黄芪甲苷的峰面积计算，ＲＳＤ＝１．９８％。

２．５　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别于０、２、４、６、８、１２

ｈ进样测定，结果黄芪甲苷峰面积的ＲＳＤ＝２．００％，表明供试
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品溶液在１２ｈ内稳定性良好。

２．６　加样回收率试验　见表１。精密量取已知含量的样品溶

液６份，每份１０ｍＬ，分别加入对照品溶液各１ｍＬ，照“１．２．２”

项下方法制成供试品溶液，按“１．２．１”项下色谱条件测定，分别

计算回收率，平均回收率为９２．５６％，ＲＳＤ＝１．１３％。

表１　加样回收率试验结果（狀＝６）

编号
样品中含量

（ｍｇ）

加入量

（ｍｇ）

测得量

（ｍｇ）

回收率

（％）

１ ０．４１５０ ０．５００８ ０．８８２７ ９３．３９

２ ０．４１５０ ０．５００８ ０．８７４６ ９１．７７

３ ０．４１５０ ０．５００８ ０．８８３７ ９３．５９

４ ０．４１５０ ０．５００８ ０．８７４３ ９１．７１

５ ０．４１５０ ０．５００８ ０．８７２５ ９１．３５

６ ０．４１５０ ０．５００８ ０．８８３４ ９３．５３

２．７　样品含量测定　分别取批号为０９１２２１、１００８０６、１１０４１１

的样品，照“１．２．２”项下方法制成供试品溶液，按“１．２．１”项下

色谱条件测定并计算含量，结果见表２。

表２　样品含量测定结果（狀＝３）

批号 含量（μｇ／ｍＬ） ＲＳＤ（％）

０９１２２１ ４１．５ １．６７

１００８０６ ４２．７ １．４２

１１０４１１ ４３．２ １．５３

３　讨　　论

黄芪的主要成分黄芪甲苷，其含量测定方法主要有薄层扫

描法和 ＨＰＬＣ。由于薄层扫描法受薄层板铺制，色谱展开条

件，层析后喷显色剂量及薄层板加热时间等多因素的影响，重

复性较差，现在已很少使用。黄芪甲苷分子内没有生色团，仅

在近紫外区２００～２１０ｎｍ内有微弱的吸收（又称为末端吸收）。

而黄芪及其他药材所含的氨基酸、多糖和黄酮类化合物在２００

ｎｍ附近也存在吸收，直接采用 ＨＰＬＣ测定黄芪甲苷的含量干

扰多，准确性低，灵敏度差。而蒸发光散射检测器对于在近紫

外区无紫外吸收或紫外吸收较弱的皂苷类化合物灵敏度和准

确性较高，稳定性较理想，故选用 ＨＰＬＣＥＬＳＤ作为本研究测

定黄芪甲苷的方法。

在供试品溶液的制备过程中，比较了萃取法和萃取合并大

孔树脂吸附法。结果显示，经萃取法提取的样品在黄芪甲苷保

留时间处无干扰峰出现，分离度好，黄芪甲苷的转移率可达

７０％～８０％；通过大孔树脂吸附洗脱的样品，可去除一部分杂

质，但黄芪甲苷也会有损失，转移率为３０％～５０％，且重复性

也较差。故选用萃取法。

在萃取过程中振摇要充分，动作要轻柔。在用氨试液洗涤

时放置时间要长。否则黄芪甲苷提取不完全，含量测定结果易

偏低。

本文建立的实验方法稳定，简便，重复性好，可用于养血固

冲合剂的质量控制。
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［Ｊ］．检验医学与临床，２０１２，９（１６）：２０５４２０５５．

［３］ 秦福丽，郭志强，邓梅，等．降钙素原与Ｃ反应蛋白在血液

病患者感染诊治中的临床应用［Ｊ］．临床内科杂志，２０１３，

３０（１）：５９６０．

［４］ 郁秀莉，何元兵，夏宇，等．血清降钙素原与Ｃ反应蛋白在

社区获得性肺炎和肺结核中的诊断价值［Ｊ］．中国呼吸与

危重监护杂志，２０１３，１２（２）：１９０１９２．

［５］ｖａｎＶｕｇｔＳＦ，ＢｒｏｅｋｈｕｉｚｅｎＢＤ，ＬａｍｍｅｎｓＣ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆ

ｓｅｒｕｍＣｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｐｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏｓｙｍｐｔｏｍｓａｎｄｓｉｇｎｓｔｏｐｒｅｄｉｃｔｐｎｅｕｍｏｎｉａｉｎ

ｐａｔｉｅｎｔｓｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｔｏｐｒｉｍａｒｙｃａｒｅｗｉｔｈａｃｕｔｅｃｏｕｇｈ：ｄｉ

ａｇｎｏｓｔｉｃｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＢＭＪ，２０１３，３０：３４６３４８．

［６］ ＳａｅｅｄＫ，ＤｒｙｄｅｎＭ，ＳｉｔｊａｒＡ，ｅｔａｌ．Ｍｅａｓｕｒｉｎｇｓｙｎｏｖｉａｌ

ｆｌｕｉｄｐｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇｃａｓｅｓｏｆｓｅｐｔｉｃ

ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃｊｏｉｎｔｓ，ｆｒｏｍｏｔｈｅｒｃａｕｓｅｓｏｆ

ａｒｔｈｒｉｔｉｓａｎｄａｓｅｐｔｉｃｌｏｏｓｅｎｉｎｇ［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，２０１３，４１（４）：

８４５８４９．

［７］ 张爱华，付汉东，沈红园，等．ＰＣＴ、ｈｓＣＲＰ在儿童不明原

因发热诊断中的应用［Ｊ］．中国感染控制杂志，２０１２，１１

（４）：２７４２７７．

［８］ 赵小娟，汪国生，余大亮，等．系统性红斑狼疮外周血树突

状细胞的变化及意义［Ｊ］．安徽医科大学学报，２０１２，４７

（８）：９４８９５１．

［９］ 王晓燕，王永福，李青，等．ＴＮＦａ及其可溶性受体在系统

性红斑狼疮中的临床意义［Ｊ］．包头医学院学报，２００８，２４

（５）：４９４４９６．

（收稿日期：２０１３０５１３　修回日期：２０１３０７１２）
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