
昆明学院学报　　２０２２，４４（３）：１２１～１２５　　 ＩＳＳＮ１６７４－５６３９　ＣＮ５３－１２１１／Ｇ４
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＫｕｎｍｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

收稿日期：２０２２－０５－０４
基金项目：云南省教育厅科学研究基金项目 （２０２０Ｊ０５０５）．
作者简介：李娅 （１９９８—），女，云南文山人，２０１７级本科生，主要从事有机化合物的表征研究．

通信作者：王秀芳 （１９８０—），女，河南周口人，讲师，博士，主要从事有机化学研究，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｘｆ
＠ｋｍｕｅｄｕｃｎ．

ＨＰＬＣＥＬＳＤ法测定参子安胎片中黄芪甲苷的含量
李　娅，汪　蓉，李凯锋，王秀芳

（昆明学院 化学化工学院，云南 昆明 ６５０２１４）

摘要：黄芪甲苷是黄芪的质控指标，而黄芪是参子安胎片中的重要组成部分．为此建立了高效液相色
谱－蒸发光散射 （ＨＰＬＣＥＬＳＤ）联用法，对参子安胎片中黄芪甲苷的含量进行测定．结果表明，黄芪甲
苷在进样量范围内线性关系良好，其平均回收率为９９５４％，ＲＳＤ为２５８％．所建立的ＨＰＬＣＥＬＳＤ联用
法能够有效测定参子安胎片中黄芪甲苷的含量，测定方法准确可靠．
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　　黄芪中的重要成分是多糖类和黄芪苷，其中黄
芪苷又可以细分为黄芪Ⅰ、黄芪Ⅱ、黄芪Ⅳ，黄芪苷
中生物化学活性最高的部位为黄芪Ⅳ，亦称黄芪甲
苷．黄芪甲苷 （化学结构式见图１）为环阿尔廷型
三萜皂苷类化合物，是黄芪专属性活性成分，其作

为黄芪质量控制指标被历版 《中华人民共和国药

典》（以下简称 《中国药典》）所收载［１］．黄芪甲苷
对人体具有良好的机体免疫调控、抗炎、耐药、抗

病毒、器官保护［２］和神经细胞保护等功能［３－４］．其
不仅完全具备其他黄芪植物多糖的特殊功效，而且

还具有一些新的特点使它拥有其他常规黄芪植物多

糖中所无法与之相比较的强大功效，其中所具有的

抗病毒功效和抗菌作用反应强度大约相当于其他多

种常规药用黄芪植物多糖的２倍多，对于多种病毒
的抗菌作用更是其他常规黄芪植物多糖的３０倍多，
由于它的成分含量少，效果好，因此使它拥有 “超

级黄芪多糖”的美誉．黄芪甲苷的含量测定检验方
法最常见的有薄层扫描法、近红外波谱法［５］、高效

液相色谱法、高效液相色谱－蒸发光散射法等．
参子安胎片是昆明市中医医院制剂室研制生产

的中药制剂，原名保产达生片，主要由当归、黄芪

等药材组成．具有养气血、益阴精、充盈胞脉冲
任、强健母体的功效［６］．由于该样品为院内制剂，
在 《中国药典》中没有关于参子安胎片的黄芪甲

苷含量测定的记录，为此，本研究建立了高效液相

色谱－蒸发光散射 （ＨＰＬＣＥＬＳＤ）联用法对其含



量进行测定，以期为参子安胎片中黄芪甲苷的含量

测定提供参考．

图１　黄芪甲苷结构式

１　试剂和仪器

分析纯试剂购于国药集团化学试剂有限公司；

色谱纯试剂购于 ＦｉｓｈｅｒＣｈｅｍｉｃａｌ；黄芪甲苷对照品
（纯度９６９％）购于中国食品药品检定研究院；参
子安胎片的产源来自昆明市中医药制剂中心 （编

号：２００８２５，２００８２７，２００８２８）．ＨＰＬＣＥＬＳＤ 仪
（Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０，安捷伦科技有限公司）．

２　方法与结果

２１　溶液的制备
２１１　对照品溶液的制备

精密称取黄芪甲苷对照品 ０００５４２１ｇ于
２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容，配制成每１ｍＬ中
含０２１６８ｍｇ的溶液，即得黄芪甲苷对照品溶液．
２１２　供试品溶液的制备

取参子安胎片粉末９ｇ，精密称量其质量，置
于２５０ｍＬ的具塞锥形瓶中，用量筒量取甲醇
１００ｍＬ加入其中，放置在水浴锅上冷凝回流
１５ｈ．取出放冷，取上清液过滤，过滤后的滤纸
重新放入锥形瓶中，再加入５０ｍＬ甲醇于该锥形瓶
中，然后放入超声波清洗机中，１００Ｗ 超声
２０ｍｉｎ．放冷后再次取上层清液过滤，滤纸重新放
入锥形瓶中，加入５０ｍＬ甲醇，再放入同一台超声

波清洗机中超声．合并甲醇提取液于蒸发皿中，在
水浴锅上蒸发至近干，加入２５ｍＬ热水溶解，用玻
璃棒将溶解后所得的溶液转移至分液漏斗中，用水

饱和的正丁醇溶解提取４次，每次４０ｍＬ，合并正
丁醇提取液．再用氨试液洗涤正丁醇提取液２次，
每次５０ｍＬ，弃去氨试液，合并正丁醇溶液．合并
后的正丁醇溶液在水浴锅上蒸发至近干，用甲醇溶

解残渣，移入 １０ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容至刻
度，摇匀，用０４５μｍ有机滤膜和注射器缓慢推
入液相小瓶里，摇匀，即得到供试品溶液．
２１３　阴性样品的制备

参子安胎片阴性样品指参子安胎片中除没有黄

芪成分外，其他成分都不变的样品．称取９ｇ左右
的参子安胎片阴性样品，精密称量，其他步骤与

“２１２”项下的步骤一致．
２１４　色谱条件

色谱柱为安捷伦 ＳＢＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ），柱温３０℃，流动相Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水） ＝
３２∶６８，工作流速为０８ｍＬ／ｍｉｎ，雾化器工作温度
４０℃，蒸 发 管 工 作 温 度 ９０℃，气 体 流 速
１６Ｌ／ｍｉｎ，运行时间４５ｍｉｎ．
２２　测定方法

分别精密吸取 ２０μＬ的供试品溶液以及 ３，
１０μＬ对照品溶液，注入高效液相色谱仪中，则可
得到其色谱图．以外标两点法对数方程计算，即可
得到供试品的含量．
２３　方法学考察
２３１　专属性实验

取阴性样品，按照 “２１３”项下阴性样品的
制备工艺制成阴性供试品溶液．精密吸取对照品溶
液、供试品溶液和阴性样品溶液各２０μＬ，分别注
入高效液相色谱仪中，记录色谱图．从图２～图４
可以看出，在与对照品的色谱峰共同相应曝光位置

上，供试品溶液同样具有与对照品色谱峰相应的曝

光时间和相同的色谱峰，而阴性样品溶液则在此处

对应的位置上无任何色谱峰．

图２　参子安胎片阴性样品色谱图
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图３　黄芪甲苷对照品色谱图

图４　参子安胎片供试品色谱图

２３２　线性关系考察
精密吸取配制好的对照品溶液３，６，１０，１５，

２０，２５，３０μＬ，分别注入高效液相色谱仪中，按
照 “２１４”色谱条件测定峰面积．以 ｌｇρ（进样

量）为横坐标，ｌｇＳ为纵坐标，绘制标准曲线，得
回归方程ｙ＝１７９０７ｘ＋１６９１６，Ｒ２＝０９９９８．测
定结果显示，进样量在０６３０３～６３０３３μｇ的范
围内具有非常高的线性关系，结果见表１与图５．

表１　线性范围考察结果

ρ（进样量）／（ｍｇ·ｍＬ－１） ０３１７７ ０６３５４ １０５９０ １５８８５ ２１１８０ ２６４７５ ３１７７０

ｌｇρ（进样量） －０２００４ ０１００６ ０３２２４ ０４９８５ ０６２３５ ０７２０４ ０７９９６

ｌｇＳ １３２４３ １８８８７ ２２６２９ ２５８１３ ２８０９２ ２９８２５ ３１２１７

图５　标准曲线

２３３　精密度实验
取批号为 ２００８２５的样品，按 “２１２”项下

供试品溶液的制备工艺方法进行制备，然后精密吸

取２０μＬ的供试品溶液，注入高效液相色谱仪，连
续进样６次，测定色谱峰面积，结果见表２．ＲＳＤ
为０９３％，表明所检测的数据精密度良好．
２３４　稳定性实验

取批号为 ２００８２７的供试品，按照 “２１２”
项下供试品溶液的制备工艺方法进行制备，分别在

规定时间配制后０，４，８，１２，１６ｈ，按照规定的
方法进行测定，结果见表３．结果显示，供试品溶
液在１６ｈ内稳定．

表２　精密度实验结果

序号 １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值 ＲＳＤ／％

峰面积 ６３１４０ ６２９３０ ６３６８０ ６４４５０ ６３７００ ６４１３０ ６３５８０ ０９３

表３　稳定性实验结果

ｔ／ｈ ０ ４ ８ １２ １６ 平均值 ＲＳＤ／％

峰面积 １３１４０ １３７５０ １４７００ １４５７０ １５４７０ １４３２６ ６２９
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２３５　重复性实验
取批号为 ２００８２７的样品，并按照 “２１２”

项下供试品的制备工艺方法，平行制备６份实验用
的供试品溶液，然后用相同方法对其进行测定，得

到平均含量为 ０１１７４ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为 １７３％．表
明所采用方法的测定工艺具有较高的重复性．
２３６　加样回收率实验

精密称取２００８２７批号中已知含量的参子安胎片
样品６份 （其中黄芪甲苷的含量为０１１７４ｍｇ／ｇ），
分别在样品中准确加入黄芪甲苷对照品适量，按照

“２１２”项下供试品溶液制备工艺方法混合成供试品
溶液，用相同方法进行测定，同时计算样品的回收

率，得到平均回收率为 ９９５４％，ＲＳＤ为 ２５８％
（ｎ＝６）．结果见表４．

表４　加样回收率实验结果

序号 取样量／ｇ 样品量／（ｍｇ·ｇ－１） 加入量／（ｍｇ·ｇ－１） 测得量／（ｍｇ·ｇ－１） 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１ ５００７８ ０５０７９ １０１３４ １０１２７

２ ５００７８ ０５０７９ １０１４１ １０１４２

３ ５００７６ ０５０７９ １０１４１ １０１４３

４ ５００７６ ０５０７９ ０４２０２ ０９９１８ ９６１３ ９９５４ ２５８

５ ５００７６ ０５０７９ ０９９２８ ９６３６

６ ５００７６ ０５０７９ １０１０６ １００６５

２３７　定量限和检出限实验
１） 定 量 限．取 ９００５５ｇ供 试 品，按 照

“２１２”项下方法进行制备，依次取１ｍＬ的对照
品溶液定容至 ５ｍＬ的容量瓶中，摇匀．用
０４５μｍ的有机滤膜和注射器缓慢推入液相小瓶
中，进样２０μＬ，测定其峰面积，结果见表５．

２） 检 出 限．取 ９００５５ｇ供 试 品，按 照
“２１２”项下方法进行制备，依次取０５ｍＬ对照
品溶液，用甲醇定容至 ５ｍＬ的容量瓶中，摇匀．
然后用０４５μｍ的有机滤膜和注射器将其缓慢推
入液相小瓶中，进样２０μＬ，测定其峰面积，结果
见表５．

表５　定量限和检出限

项目 批号 取样量／ｇ 峰面积 ｗ／（ｍｇ·ｇ－１）

定量限 ２００８２７ ９００５５ １２２０３７４ ００３０７

检出限 ２００８２７ ９００５５ ３３３３４０ ００１８０

２４　样品含量测定
取 ３个 批 号 的 参 子 安 胎 片，并 按 照

“２１２”项下供试品溶液的制备工艺方法制备
供试品溶液，精密吸取供试品溶液２０μＬ，注入

高效液相色谱仪中进行测定，同时计算黄芪甲

苷的含量．从表 ６可以看出，不同批号的参子
安胎片中黄芪甲苷的含量不同，其平均值

为００８７８ｍｇ／ｇ．

表６　黄芪甲苷的含量测定结果

编号 批号 ｗ／（ｍｇ·ｇ－１） ＲＳＤ／％ ｗ（平均）／（ｍｇ·ｇ－１）

１ ２００８２５ ００７５８ ０４４

２ ２００８２７ ０１１５５ １５６ ００８７８

３ ２００８２８ ００７２１ ２６１
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３　讨论与小结

３１　讨论
３１１　溶剂的选择

在溶剂的选择方面，本研究分别使用甲醇和

８０％甲醇考察参子安胎片样品的处理效果．结果表
明，用８０％甲醇处理的样品所得结果在本检测条
件下均出现不同程度的干扰，且所测得的含量较

低，因此最终选择使用甲醇溶液处理样品．实验结
果显示，本方法提取效率高、分离速度快，测定时

无明显的干扰，稳定性和重现性均能够满足分析的

要求．值得注意的是，正丁醇萃取液合并在一起后
应再采用氨试液萃取２次，以提高其检测含量，降
低目标峰的干扰．
３１２　色谱柱的选择

本研究分别考察了 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８（５μｍ，
４６ｍｍ ×２５０ｍｍ） 和 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８ （５μｍ，
４６ｍｍ×２５０ｍｍ）两种色谱柱的分离效果，发现
两种色谱柱均可对样品进行有效的分离，但相较于

ＸＢｒｉｄｇｅＣ１８（５μｍ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ），Ａｇｉｌｅｎｔ
ＳＢＣ１８（５μｍ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ）的分离效果更
加明显，分离度更高，最终采用 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８
（５μｍ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ）色谱柱．
３１３　流动相的选择

参考 《中国药典：一部》 （２０１５年修订版）
中黄芪含量测定实验项下的方法，采用乙腈－水为
流动相，考察了 Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水） ＝３２∶６８［７］、
Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水）＝３０∶７０、Ｖ（甲醇）∶Ｖ（水）＝８０∶２０
这３种流动相．结果显示，供试品溶液在采用

Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水）＝３２∶６８的色谱测定体系中能有效
地洗脱黄芪甲苷后充分取出，且能够达到很好的基

线分离，因此选择Ｖ（乙腈）∶Ｖ（水）＝３２∶６８作为流
动相．
３２　小结

本研究建立了高效液相色谱 －蒸发光散射
（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）联用法对参子安胎片中黄芪甲苷的含
量进行测定．结果表明，ＨＰＬＣＥＬＳＤ法能够有效测
定参子安胎片中黄芪甲苷的含量，方法准确可靠．
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