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高效液相色谱法测定黄芪中毛蕊异黄酮苷和芒柄花素的含量
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［摘要］　目的：采用高效液相色谱法测定膜荚黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．中毛蕊异黄酮苷和芒柄花素的含

量。方法：依利特ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ相为乙腈甲醇（体积分数９∶１），Ｂ相为水，梯

度洗脱；流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长：２６０ｎｍ；柱温：室温；进样量：２０μｌ。黄芪药材以甲醇超声提取２次，每次２０ｍｉｎ。结果：

毛蕊异黄酮苷和芒柄花素色谱峰的理论塔板数分别为５０１３４和２５２５８。回归方程分别为Ｙ＝５８９２４Ｘ－１２３５２，ｒ＝０．９９９９
和Ｙ＝９２３７Ｘ－１２４４４７，ｒ＝０．９９９９，线性范围分别为２．０２２～１０１．１μｇ／ｍｌ和３８．０４～１５２２μｇ／ｍｌ。方法学考察结果表明，毛

蕊异黄酮苷和芒柄花素的日内和日间ＲＳＤ均＜２．０％，最低检测限分别为０．２０２２μｇ／ｍｌ和１．５２２μｇ／ｍｌ，加样回收率结果分

别为９８．３４％，ＲＳＤ＝１．３３％（ｎ＝３）和９８．８４％，ＲＳＤ＝０．１２％（ｎ＝３）。测定了１０批次黄芪药材的毛蕊异黄酮苷和芒柄花素的

含量。结论：该方法稳定简便，结果可靠，能够用于黄芪药材中毛蕊异黄酮苷和芒柄花素含量测定的研究。
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　　黄芪为豆科植物蒙古黄芪Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａ
ｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．ｖａｒ．ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ（Ｂｇｅ．）

Ｈｓｉａｏ 或 膜 荚 黄 芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ
（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］。黄芪中的主要有效成分

为皂苷和黄酮类化合物，研究证实黄芪中的黄酮类
成分具有清除氧自由基，抑制脂质过氧化和维持血
中ＮＯ浓度，保护缺血再灌注损伤等多种药理活

性［２］。黄芪中黄酮类化合物主要由异黄酮和异黄酮
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苷成分组成，二者的药理作用相近，但极性差别较
大，尚未见同时测定这２种成分的文献报道。

　　目前，黄芪中黄酮类成分的含量测定方法主要
有分光光度法［３］、薄层扫描法［４，５］和高效液相色谱

法［６～８］等。其中，分光光度法和薄层扫描法因方法
重现性差和测定结果不准确等缺点，已经逐渐被高
效液相色谱法取代。高效液相色谱法测定紫外吸收
较好的黄酮类成分时，具有灵敏度好、杂质干扰少和
检测限低等优点。因为含量和极性差异较大，采用
等度洗脱的方法不能同时测定黄芪中毛蕊异黄酮苷

和芒柄花素的含量。宋纯清等［６］只测定了黄芪中毛

蕊异黄酮苷及其他黄酮类成分，杂质干扰较多，导致
含量测定的准确性较差。郑志仁等［８］也分别以２个
等度洗脱方法测定黄芪中芒柄花素和其他成分，色
谱图基线较高，且待测组分的色谱峰与其他色谱峰
无法有效分离，直接影响测定结果的准确性。本实
验首次采用梯度洗脱的方法同时测定黄芪中极性差

异较大的异黄酮和异黄酮苷的含量，能更有效分离待
测组分与杂质，具有简便、快速、准确、有效等优点。

１　仪器和试药

　　Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪：５１５型 ＨＰＬＣ双泵，

９９６型二极管阵列检测器，Ｒｈｅｏｄｙｎｅ７７２５ｉ进样器，

ＷａｔｅｒｓＭｉｌｌｅｎｎｉｕｍ３２工作站；ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０电
子天平；ＣＱＦＩ６型超声仪；上海淀久ＤＪ０４药材粉
碎机；ＢüＣＨＩＲ２００型旋转蒸发仪。毛蕊异黄酮苷
和芒柄花素对照品购自上海中医药大学中药标准化

研究中心（经 ＨＰＬＣ面积归一化法检测，纯度＞
９９．３％）；黄芪药材由上海华宇药业有限公司提供，
并 鉴 定 为 膜 荚 黄 芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ
（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ．的干燥根；甲醇和乙腈为色谱纯；水
为重蒸水。

２　方法和结果

２．１　对照品溶液的制备　精密称取毛蕊异黄酮苷
对照品１０．１１ｍｇ和芒柄花素对照品９．５１０ｍｇ，分
别置１００ｍｌ和５ｍｌ量瓶中，加甲醇溶解并稀释至
刻度，摇匀。精密量取上述毛蕊异黄酮对照品溶液

０．８、０．６、０．４、０．２、０．０２ｍｌ及芒柄花素对照品溶液

０．８、０．６、０．４、０．２、０．０８、０．０２ｍｌ，分别置１ｍｌ量瓶
中，加甲醇至刻度，摇匀，即得浓度为８０．８８、６０．６６、

４０．４４、２０．２２、２．０２２μｇ／ｍｌ的毛蕊异黄酮对照品溶
液和浓度为１５２２、１１４１、７６０．８、３８０．４、１５２．２、

３８．０４μｇ／ｍｌ的芒柄花素对照品溶液，置于４℃冰箱
保存。

２．２　黄芪药材样品溶液的制备　精密称取黄芪药

材粗粉约２．０ｇ（过４０目筛，６０℃干燥至恒重），置具
塞锥形瓶中，加甲醇１００ｍｌ，超声处理２０ｍｉｎ，滤
过，再重复处理１次，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，

０．４５μｍ滤膜滤过，弃去初滤液，取续滤液，即得，置
于４℃冰箱保存。

２．３　色谱条件　色谱柱：依利特 ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２
柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ相为乙腈
甲醇（体积分数９∶１），Ｂ相为水，梯度洗脱。Ａ相
含量随时间的变化：５％（０～５ｍｉｎ），５％～２０％（５～
８ｍｉｎ，线性），２０％（８～１５ｍｉｎ），２０％～３０％（１５～
１８ｍｉｎ，线性），３０％～４５％（１８～３５ｍｉｎ，线性），

４５％～８０％（３５～３８ ｍｉｎ，线性），８０％ （３８～４５
ｍｉｎ）；流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长：２６０ｎｍ；柱温：
室温；进样量：２０μｌ。以对照品溶液进样，根据毛蕊
异黄酮苷和芒柄花素的色谱参数计算系统适应性，
其理论塔板数分别为５０１３４和２５２５８；分离度分别
为１１．１０和１２．４６；拖尾因子分别为０．９９和１．０２。
对照品和样品的色谱图见图１。

图１　对照品（Ａ）及黄芪药材（Ｂ，批次为Ｈ２００３０４２９０３）

的ＨＰＬＣ／ＤＡＤ色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣ／ＤＡＤｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ａ）

ａｎｄＲａｄｉｘａｓｔｒａｇａｌｉ（Ｂ，ｂａｔｃｈＨ２００３０４２９０３）

１：Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ７ＯβＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅ；２：Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ

２．４　线性关系考察　分别将不同浓度的２种对照
品溶液依次连续进样，分别重复３次，以对照品溶液
的浓度（Ｘ，μｇ／ｍｌ）对峰面积（Ｙ）进行线性回归。毛
蕊异黄酮苷的回归方程为Ｙ＝５８９２４Ｘ－１２３５２，

ｒ＝０．９９９９，在２．０２２～１０１．１μｇ／ｍｌ之间的线性关
系良好；芒柄花素的回归方程为Ｙ＝９２３７Ｘ－
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１２４４４７，ｒ＝０．９９９９，在３８．０４～１５２２μｇ／ｍｌ之间
的线性关系良好。

２．５　方法学考察

２．５．１　精密度试验　以２０．２２、４０．４４、１０１．１μｇ／

ｍｌ的毛蕊异黄酮苷对照品溶液和３８．０４、７６０．８、

１５２２μｇ／ｍｌ的芒柄花素对照品溶液，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
积分别考察日内精密度和日间精密度。毛蕊异黄酮
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１．７５％、１．１５％、０．２９％和

１．８９％、１．３８％、０．３５％；芒柄花素对照品溶液低、
中、高３个浓度的日内精密度和日间精密度的ＲＳＤ
分别为１．８８％、０．７５％、０．７１％和１．３７％、０．８４％、

０．４４％，表明方法的精密度良好。

２．５．２　检测限考察　将毛蕊异黄酮苷和芒柄花素
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。毛蕊异黄酮苷和芒柄花素的最低检测
限分别为０．２０２２μｇ／ｍｌ和１．５２２μｇ／ｍｌ。

２．５．３　稳定性试验　取制备的黄芪药材样品溶液，
分别在０、３、６、１２、１８、２４、３６和４８ｈ测定毛蕊异黄

酮苷和芒柄花素的峰面积，考察稳定性。毛蕊异黄
酮苷和芒柄花素峰面积 ＲＳＤ 分别为０．４７％和

０．４４％，表明供试品溶液在４８ｈ内稳定。

２．５．４　重复性试验　精密称取同一批次黄芪药材
样品５份，各约２．０ｇ，分别制成样品溶液，进样分
析。黄芪药材中毛蕊异黄酮苷平均含量为０．０４４７
ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ＝１．０８％（ｎ＝５）；芒柄花素平均含量为

０．７９８４ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ＝０．４０％（ｎ＝５），表明方法的
重复性良好。

２．５．５　加样回收率试验　精密称取毛蕊异黄酮苷
和芒柄花素含量分别为０．０４４５ｍｇ／ｇ和０．８００３
ｍｇ／ｇ的黄芪药材粗粉３份，各约２．０ｇ，分别精密加
入１０１．１μｇ／ｍｌ毛蕊异黄酮苷对照品溶液和１９０２

μｇ／ｍｌ芒柄花素对照品溶液０．７０和０．６０、０．９０和

０．８０、１．０和１．０ｍｌ，制成样品溶液，每份测定３次，
计算加样回收率。黄芪药材中毛蕊异黄酮苷和芒柄
花素的加样回收率结果分别为９８．３４％，ＲＳＤ＝
１．３３％（ｎ＝３）和９８．８４％，ＲＳＤ＝０．１２％（ｎ＝３）。

２．６　样品测定　对１０批次黄芪药材样品溶液按

１．３色谱条件进样分析，计算样品含量，结果见表１。

表１　黄芪药材中毛蕊异黄酮苷和芒柄花素含量的测定

Ｔａｂ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｌｙｃｏｓｉｎ７ＯβＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅａｎｄｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ｍｇ／ｇ）

Ｂａｔｃｈ Ｓｏｕｒｃｅ Ｈａｒｖｅｓｔｔｉｍｅ Ｇｒａｄｅ Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ７ＯβＤｇｌｕｃｏｓｉｄｅ Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ

Ｈ２００３０４２９０３ ＧａｎｓｕＬｉｘｉａｎ ２００２０４ ３ ０．０４４５±０．０００２ ０．８００±０．００３

Ｈ２００３０４２９０４ ＧａｎｓｕＬｉｘｉａｎ ２００２０４ ２ ０．０７０５±０．０００４ ２．９４３±０．０２１

Ｈ２００２０８０５０１ ＧａｎｓｕＬｏｎｇｘｉ ２００１０８ ３ ０．０９１２±０．０００４ １．２２６±０．０１３

Ｈ２００３０４３００８ ＧａｎｓｕＬｏｎｇｘｉ ２００２０４ ３ ０．１６２８±０．００１８ １．３４５±０．００８

Ｈ２００３０７０８０２ ＧａｎｓｕＬｏｎｇｘｉ ２００２０７ ３ ０．１２８９±０．０００５ ３．３６８±０．０１２

Ｈ２００３０９２２０１ ＧａｎｓｕＬｏｎｇｘｉ ２００２０９ ３ ０．１４０６±０．００１１ １．６８７±０．０１０

Ｈ２００２０７０９０１ ＧａｎｓｕＪｉｎｃｈａｎｇ ２００１０７ ３ ０．１７０６±０．００１８ ０．５９２±０．００４

Ｈ２００３１１２８０１ ＧａｎｓｕＬａｎｚｈｏｕ ２００２１１ ３ ０．２３１０±０．０００９ １．２５８±０．０１１

Ｈ２００３０４３００１ ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＢａｏｔｏｕ ２００２０４ ２ ０．０４０４±０．０００６ １．６５７±０．００９

Ｈ２００３０５２００１ ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＨｏｈｈｏｔ ２００２０５ ２ ０．１０３１±０．００１１ ２．２０９±０．００６

３　讨　论

毛蕊异黄酮苷和芒柄花素在化学结构中的差异

为３’ＯＨ和７Ｄｇｌｕｃｏｓｉｄｅ，由于这些极性基团的存
在，使毛蕊异黄酮苷的极性明显增加，无法采用等度

洗脱方法同时进行二者的含量测定。文献［６，８］报道

的方法也只能通过不同的等度洗脱方法分别测定毛

蕊异黄酮苷和芒柄花素，无法有效分离待测组分与

杂质，直接影响测定结果的准确性。本实验首次建

立同时测定黄芪中极性差异较大的异黄酮和异黄酮

苷类成分含量的梯度洗脱方法，可以体现不同极性

成分在黄芪药材质量评价中的作用、减少杂质的干

扰，有效保证测定方法的稳定、重现及结果的准确、

可靠。

　　１０批次黄芪药材之间因为存在种植地、采收季

节、储存时间、药材等级等诸多差异，使毛蕊异黄酮

苷和芒柄花素的含量差别较大，但是其规律性和道

地性较差。分析其原因认为，随着黄芪药材ＧＡＰ种

植的普及，影响药材生长的土壤、水分、光照等因素

趋于一致，使药材中有效成分的含量稳定于某一范

围。如果可以系统分析土壤、水分、光照等因素对有

效成分含量的影响，确定黄芪药材最佳生长条件，将
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有利于ＧＡＰ药材的种植和管理，提高ＧＡＰ药材的

整体质量，促进药材ＧＡＰ技术的快速发展。

　　不同批次药材中同一化学成分的含量高低是服

从或近似服从正态分布的，所以尝试根据已知的

ＧＡＰ黄芪药材中毛蕊异黄酮苷和芒柄花素的含量

测定结果初步确定其９５％的参考值范围，期待可以

为确定药材的有效成分含量标准提供思路。二者的

平均含量分别为（０．１１８４±０．０６０４）ｍｇ／ｇ和

（１．７０８±０．８９３）ｍｇ／ｇ，故含量下限分别为：

　　在此标准下，全部１０批次ＧＡＰ黄芪药材均达

到要求，但因确定９５％参考值范围采用的 ＧＡＰ黄

芪药材的样品量较少，无法涉及到影响药材含量变

化的诸多因素，只有在大样本量研究的基础上，才能

够保证其统计学意义。
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我校６项课题获第六届“上海市临床医疗成果奖”

　　为鼓励临床一线科研创新精神，努力营造良好的学术氛围，充分调动临床第一线医务人员的积极性和创造性，上海市卫生

局开展了第六届“上海市临床医疗成果奖”评审工作，共评选出获奖项目２５项，我校共有６项课题获奖，名单如下：

一等奖

　　严重上颈椎不稳的手术治疗（长征医院骨科　倪　斌，贾连顺）

二等奖

　　喉返神经探查减压及神经修复治疗（长海医院耳鼻喉科　郑宏良，陈世彩）

肝静脉阻断技术在高难度肝肿瘤切除术中的应用（东方肝胆外科医院肝外三科　周伟平，李爱军）

三等奖

　　异基因外周血造血干细胞移植治疗白血病的临床研究（长海医院血液科　王健民，章卫平）

胸腹心包腔积液检验方法改进及细胞形态学诊断应用（长海医院实验诊断科　周道银，项耀钧）

下睑成形新理念与新技术的临床应用（长海医院整形外科　邢　新，李军辉）


