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高效液相色谱蒸发光散射检测梯度洗脱法测定黄芪药材中黄芪甲苷的含量
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［摘要］　目的：建立高效液相色谱蒸发光散射检测（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）梯度洗脱法测定膜荚黄芪中黄芪甲苷含量。方法：黄芪药

材经甲醇氨水（９１，Ｖ／Ｖ）超声提取６０ｍｉｎ，确定实验条件并进行方法学考察；色谱条件：依利特 ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２色谱柱（４．６

ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ相为乙腈，Ｂ相为水，梯度洗脱；流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：室温；进样量：２０μｌ。蒸发光散射检测

器条件：漂移管温度：４０℃，载气（空气）压力：３．５ｂａｒ（１ｂａｒ＝１０５Ｐａ），增益值：７。结果：黄芪甲苷的理论塔板数为２１４７９８，分

离度为１．８５８，拖尾因子为１．０１１。回归方程为Ｙ＝１．４１５Ｘ ＋７．５０９，ｒ＝０．９９９４，线性范围在６．９３０～６９３．０μｇ／ｍｌ之间。方

法学考察结果表明，日内和日间精密度的ＲＳＤ均小于２．０％，４８ｈ内稳定性试验的ＲＳＤ分别为１．２４％，重复性试验的ＲＳＤ分

别为１．２６％（ｎ＝５），最低检测限为０．６９３０μｇ／ｍｌ，加样回收率为９７．０５％，ＲＳＤ＝０．１７％（ｎ＝３）。膜荚黄芪中黄芪甲苷的含量

均符合《中国药典》标准。结论：该方法缩减了黄芪药材的前处理步骤，测定结果准确，适用于黄芪药材中黄芪甲苷含量测定

的研究。
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　　黄芪为豆科植物蒙古黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ

（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．ｖａｒ．ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ（Ｂｇｅ．）Ｈｓｉａｏ或膜荚黄芪

Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．的干燥根，具有补气

固表、利尿托毒、排脓、敛疮生肌等功效［１］。多年的研究表

明，黄芪皂苷是黄芪药效物质基础的重要组成之一，在抗衰

老、调节免疫功能、保护心肌和大脑缺血等多方面具有显著

作用［２］。

　　《中国药典》（２００５版）采用高效液相色谱蒸发光散射检

测（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）等度洗脱测定黄芪中黄芪甲苷的含量，样
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品前处理需经过正丁醇萃取、氨试液处理、大孔树脂吸附除

杂等步骤，过程繁琐，直接导致方法的回收率较低、重现性较

差。文献［３，４］报道的方法与药典基本类似。由于采用等度洗

脱的方法，使黄芪甲苷的色谱峰理论塔板数较低，峰展开比

较严重，导致定量检测的准确性较差。

　　本实验采用 ＨＰＬＣＥＬＳＤ梯度洗脱的方法测定药材中

黄芪甲苷的含量，同时简化了样品的制备过程，缩短前处理

时间和步骤，具有方法回收率高、精密度好等优点。

１　材料和方法

１．１　仪器和试药　Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪：５１０型 ＨＰＬＣ
双泵，Ｒｈｅｏｄｙｎｅ７７２５ｉ进样器；迪马ＳＥＤＥＸ７５型蒸发光散

射检测器；ＳｒＡ３ｄｖ色谱数据工作站；ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０电

子天平；ＣＱＦＩ６型超声仪；上海淀久 ＤＪ０４药材粉碎机；

ＢüＣＨＩＲ２００型旋转蒸发仪。黄芪甲苷对照品购自中国药
品生物制品检定所（批号：０７８１９８０７，纯度≥９９．６％）；１０批

次黄芪药材由上海华宇药业有限公司提供，并由本院生药学

教研室陈万生副教授鉴定为膜荚黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａ

ｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．的干燥根；甲醇和乙腈为色谱纯；水为

重蒸水。

１．２　对照品溶液的制备　精密称取黄芪甲苷对照品６．９３

ｍｇ，置１０ｍｌ量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得

（每１ｍｌ中含黄芪甲苷６９３．０μｇ）。精密量取对照品溶液

２．５、０．５、０．２５、０．０５ｍｌ，分别置５ｍｌ量瓶中，加甲醇至刻度，

摇匀，即得浓度为３４６．５、６９．３０、３４．６５、６．９３０μｇ／ｍｌ的对照

品溶液，置于４℃冰箱保存。

１．３　色谱条件　色谱柱：依利特 ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２柱（４．６

ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ相为乙腈，Ｂ相为水，梯度

洗脱。Ａ相含量随时间的变化：５％（０～５ｍｉｎ），５％～３０％
（５～１８ｍｉｎ，线性），３０％～４０％（１８～４０ｍｉｎ，线性），４０％～
８５％（４０～４２ｍｉｎ，线性），８５％～９５％（４２～６０ｍｉｎ，线性）；流

速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：室温；进样量：２０μｌ。蒸发光散射检测

器条件：漂移管温度：４０℃，载气（空气）压力：３．５ｂａｒ（１ｂａｒ＝

１０５Ｐａ），增益值：７。

１．４　线性关系考察　将不同浓度的对照品溶液依次进样，分

别重复３次，以对照品溶液浓度的自然对数为横坐标（Ｘ），峰

面积的自然对数为纵坐标（Ｙ）绘制标准曲线，计算回归方程。

１．５　方法学考察

１．５．１　精密度试验　以６．９３０、６９．３０、６９３．０μｇ／ｍｌ的黄芪甲

苷对照品溶液，在１ｄ之内连续进样５次，以及连续５ｄ分别

进样，根据所得峰面积分别计算日内精密度和日间精密度。

１．５．２　稳定性试验　制备黄芪药材样品溶液，分别在０、３、６、

１２、１８、２４、３６和４８ｈ测定黄芪甲苷的峰面积，考察稳定性。

１．５．３　重复性试验　精密称取同一批次黄芪药材样品５
份，各约１．０ｇ，分别按１．６项下条件制成样品溶液，进样分

析。

１．５．４　检测限考察　将黄芪甲苷对照品溶液进行稀释，以

信噪比为３１时，确定其最低检测限。

１．５．５　加样回收率试验　精密称取已知黄芪甲苷含量分别

为０．９９７０ｍｇ／ｇ的黄芪药材粗粉３份，各约１．０ｇ，分别精密

加入６９３．０μｇ／ｍｌ黄芪甲苷对照品溶液１．１、１．４、１．７ｍｌ，分

别按１．６项下条件制成样品溶液，每份测定３次，计算加样

回收率。

１．６　样品测定　对１０批次黄芪药材进行含量测定。黄芪

药材样品溶液的制备：取黄芪药材粗粉约１．０ｇ（过４０目筛，

６０℃干燥至恒重），精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲

醇９０ｍｌ，氨水１０ｍｌ，密塞，超声处理６０ｍｉｎ，滤过，滤渣用甲

醇洗涤３次，每次２０ｍｌ，合并滤液减压回收至干，残渣用适

量甲醇溶解，转移至５ｍｌ量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，０．４５

μｍ滤膜滤过，弃去初滤液，取续滤液，即得，置于４℃冰箱保

存。

２　结　果

　　在“１．３”项的色谱条件下，以对照品溶液进样，根据色谱

参数计算系统适应性。黄芪甲苷的理论塔板数为２１４７９８；

分离度为１．８５８；拖尾因子为１．０１１。黄芪甲苷的回归方程

为Ｙ＝１．４１５Ｘ＋７．５０９，ｒ＝０．９９９４，在６．９３０～６９３．０μｇ／ｍｌ
之间的线性关系良好。黄芪甲苷对照品溶液低、中、高３个

浓度的日内精密度和日间精密度的 ＲＳＤ分别为１．６５％、

０．８５％、０．４９％和１．５７％、０．４３％、０．７０％，结果表明方法的

精密度良好。黄芪甲苷峰面积的ＲＳＤ为１．２４％。结果表明

供试品溶液在４８ｈ内稳定。黄芪药材中黄芪甲苷的平均含

量为０．９９５２ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ＝１．２６％（ｎ＝５），表明方法的重复

性良好。黄芪甲苷的最低检测限为０．６９３０μｇ／ｍｌ。黄芪药

材中黄芪甲苷的加样回收率结果为９７．０５％，ＲＳＤ＝０．１７％
（ｎ＝３）。黄芪药材色谱图见图１。１０批次黄芪药材中黄芪甲

苷的含量为０．７１２０～２．８３１ｍｇ／ｇ。

图１　对照品及黄芪药材的ＨＰＬＣＥＬＳＤ色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣＥＬＳＤｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓａｎｄＲａｄｉｘａｓｔｒａｇａｌｉ
１：ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ；Ａ：Ｓｔａｎｄａｒｄ；Ｂ：Ｓａｍｐｌｅ
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３　讨　论

　　通过调节蒸发光散射检测器的载气压力和漂移管温度

可以使检测器达到最高灵敏度。通过实验发现，在１．０ｍｌ／

ｍｉｎ的流速条件下，设定３．５ｂａｒ的载气压力和４０℃的漂移

管温度可以获得最大的检测灵敏度。当载气压力较低时，会

因喷出的雾滴不均匀产生色谱峰顶端尖刺的现象；而流速过

高，则会因为雾滴的粒度过小，使灵敏度降低。当漂移管温

度过低时，流动相的蒸发不完全，直接由蒸发管流出，导致检

测信号较低；温度过高，则会使形成的微粒大小不均匀，导致

精密度较差。另外，设定增益值为７，可以使信号响应增高，

且基线的噪音不会对检测产生任何影响。

　　直接以峰面积值对样品浓度计算标准曲线时，得到线性

结果较差，而将峰面积与样品浓度值分别取自然对数后可得

到理想的线性关系，这种现象与蒸发光散射检测器的检测机

制一致。当颗粒与光发生作用时会有多个类型的散射过程，

均与颗粒的大小及波长有关，其散射光的强度是由不同度类

型组合而成，与样品的质量呈现双对数线性关系。

　　采用梯度洗脱的方法测定黄芪甲苷较等度洗脱具有更

好的柱效，避免色谱峰的展宽，有利于获取峰形较好的色谱

峰，保证测定结果的准确性。

　　对未经氨水处理的黄芪药材检测中发现黄芪甲苷的含

量偏低，而经过氨水处理后的药材黄芪甲苷的含量明显增

高。分析其原因主要为，用氨水处理样品的主要作用是将黄

芪醇类皂苷酯氨解为黄芪甲苷，从而明显增加药材中黄芪甲

苷的含量［３］。按照《中国药典》（２００５版）规定黄芪中黄芪甲

苷的含量不得低于０．０４０％的标准，１０批次ＧＡＰ黄芪药材

的质量均符合要求。

　　将氨水与甲醇直接混合提取黄芪药材中的黄芪甲苷，具

有和《中国药典》采用的先提取再萃取后水解的作用相同，而

且操作简单，样品的处理时间由２４ｈ减少到４ｈ，且测定结

果更加准确，稳定性较好。
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