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摘要  目的: RP- HPLC法同时测定黄芪药材中 6个黄酮类成分的含量。方法:采用 D iam onsil C
18
柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5Lm

), 流动相为乙腈 - 01 05%磷酸水溶液梯度洗脱,检测波长为 210 nm和 250 nm, 柱温 35 e 。结果: 芒柄花素在 31 31~ 33112Lg#

mL- 1 ( r= 019996)、芒柄花素 - 7- O - B- D -葡萄糖苷在 2152~ 251 20Lg# mL- 1 ( r= 01 9992)、毛蕊异黄酮在 6164~ 661 40 Lg

# mL- 1 ( r= 019992)、毛蕊异黄酮 - 7- O- B-D -葡萄糖苷在 10180~ 10810Lg# mL- 1 ( r= 019994)、( 6AR, 11AR ) - 9, 10-二

甲氧基紫檀烷 - 3- O- B-D葡萄糖苷在 21 42~ 24116Lg# mL- 1 ( r= 019993)和 2c-羟基 - 3c- , 4c-二甲氧基异黄烷 - 7- O -

B- D -葡萄糖苷在 21 79~ 27190Lg# mL- 1 ( r= 019994)范围内峰面积与浓度呈良好的的线性关系 ( n = 6)。 6种成分的加样回

收率均高于 9510% , RSD小于 21 9%。结论: 方法简便、快速、准确,重现性好, 为黄芪药材的质量控制提供依据。
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Abstract Objec tive: To develop anRP- HPLCm ethod for the simu ltaneous determ inat ion o f six flavono ids in R a-

dix Astraga l.i Methods: The reversed phase HPLC system consist ing o f a D iamonsil C18 co lumn ( 250 mm @

4. 6mm, 5 Lm ) and am ixture o f aceton itrile and 0105% phosphoric acid as the mob ile phasew as adopted w ith

grad ient elution. The co lumn temperature w as set a t 35 e and the f low ratew as 1. 0mL# m in
- 1
. The absorbance

w as mon itored at 210 nm and 250 nm. Results: The linear response ranges w ere 3. 31 - 33112 Lg# mL
- 1

( r =

019996) for formononetin, 2152- 25120 Lg# mL
- 1

( r= 019992) for formononetin- 7- O - B- D - g lucoside,

6164 - 66140 Lg# mL
- 1

( r= 019992) for ca lycosin, 10180- 10810 Lg# mL
- 1

( r= 019994) fo r ca lycosin - 7-

O - B- D - glucoside, 2142- 24116 Lg# mL
- 1

( r= 019993) for 9, 10- d imethoxypterocarpan- 3- O - B- D -

glucoside and 2179- 27190 Lg# mL
- 1

( r= 019994) for 2c- hydroxy- 3c, 4c- d imethoxy- iso flavane - 7- O - B

- D - g lucoside , respect ively ( n = 6) 1 The average recoveries ( n = 9 ) of six flavono ids w ere grea ter than

9510%, and RSD were less than 219% 1Conclusion: The results demonstrated tha t them ethod had adequate accu-

racy and se lect iv ity to measure the concentrat ions of six flavono ids in Radix A straga l.i
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黄芪为豆科植物蒙古黄芪 A stragalusmembrana-

ceus ( F isch. ) Bge. var. mongholicus ( Bge. ) H siao

或膜荚黄芪 Astragalus m em branaceus ( F isch. ) Bge.

的干燥根,始载于 5神农本草经 6,列为上品 [ 1]
, 2005

年版5中国药典6收载。黄芪具有补气固表、利尿托

毒、排脓和敛疮生肌的功效
[ 2 ]
,皂苷类和黄酮类为

其主要成分。黄芪总黄酮具有清除超氧阴离子自由

基 ( O
-
2 )或 H 2O2作用,从而抑制膜脂质过氧化调节

机体免疫, 减轻氧化应激损伤, 抗衰老的作用
[ 3, 4]
。

近年来对黄芪中黄酮类成分含量测定方面的研究多

集中在毛蕊异黄酮、毛蕊异黄酮 - 7- O - B- D -葡

萄糖苷和芒柄花素等
[ 5~ 9]
。为了全面控制黄芪药材

)1115)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 7)

* 通讯作者  Te:l ( 024) 23986296; E- m ai:l b ika ishun@ yahoo. com



的质量,本研究选择黄芪中含量较大的 6种黄酮类

成分为研究对象,采用反相高效液相色谱同时测定

其含量,方法简便、快速、准确, 重复性好, 并且对测

定化合物进行多波长检测,大大提高检测灵敏度,且

峰形和分离度较好
[ 10]

,为黄芪药材的质量控制提供

方法。

1 仪器与试药

LC- 10ATvp高效液相色谱仪, SPD - M 10Avp

二极管阵列检测器, CLASS - VP 数据处理系统。

BP210S电子分析天平 (德国赛多利斯公司 )。

对照品芒柄花素、芒柄花素 - 7- O - B- D -葡

萄糖苷、毛蕊异黄酮、毛蕊异黄酮 - 7- O - B- D -

葡萄糖苷、( 6AR, 11AR ) - 9, 10-二甲氧基紫檀烷

- 3- O - B- D 葡萄糖苷、2c-羟基 - 3c, 4c- 二甲
氧基异黄烷 - 7- O - B- D -葡萄糖苷均为自制 (经

核磁和质谱鉴定,采用峰面积归一化法计算含量,纯

度均大于 9815% );乙腈、甲醇、磷酸为色谱纯,水为

二次重蒸水;从不同产地收集 19批黄芪药材, 均经

沈阳药科大学孙启时教授鉴定确认为正品。

2 色谱条件  色谱柱: D iamonsilC18柱 ( 250 mm @

416 mm, 5 Lm ), 迪马公司。流动相: A 为乙腈, B

为 0105%磷酸水溶液, 梯度洗脱程序: 0~ 40 m in,

15% A y 29% A; 40~ 50m in, 29% Ay 40% A; 50

~ 60 m in, 40% A。流速: 110 mL# m in
- 1
; 检测波

长: 210, 250 nm;柱温: 35 e ; 进样量: 10 LL。对照

品和样品色谱图见图 1。

图 1 对照品 (A ) 、样品 ( B ) HPLC色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s of reference substan ce ( A) and sam p le( B )

Ñ . 210 nm Ò . 250 nm

1.毛蕊异黄酮 - 7- O - B- D-葡萄糖苷 ( calycos in- 7- O - B- D - glu cos ide )  2.芒柄花素 - 7- O - B- D -葡萄糖苷 ( form ononet in- 7- O

- B- D - g lucoside)  3. ( 6AR, 11AR ) - 9, 10-二甲氧基紫檀烷 - 3- O - B- D - 葡萄糖苷 ( 9, 10- dim ethoxypterocarpan- 3- O - B- D - glu-

cos ide)  4. 2c-羟基 - 3c, 4c-二甲氧基异黄烷 - 7- O - B- D - 葡萄糖苷 ( 2c- hyd roxy- 3c, 4c- d im ethoxy- isof lavane- 7- O - B- D - glu co-

s ide)  5.毛蕊异黄酮 ( calycos in)  6.芒柄花素 ( form ononet in )

3 溶液的制备

311 对照品溶液 分别取 6种黄酮类化合物对照

品适量,精密称定,加甲醇制成含芒柄花素 6612 Lg
# mL

- 1
、芒柄花素 - 7- O - B- D -葡萄糖苷 5014

Lg# mL
- 1
、毛蕊异黄酮 13218 Lg# mL

- 1
、毛蕊异黄

酮 - 7- O - B- D -葡萄糖苷 21610 Lg# mL
- 1
、( 6A

R, 11AR ) - 9, 10-二甲氧基紫檀烷 3 - O - B- D

葡萄糖苷 48132 Lg# mL
- 1
、2c-羟基 - 3c, 4c-二甲

氧基异黄烷 - 7- O - B- D -葡萄糖苷 5518 Lg#

mL
- 1
的混合溶液,作为对照品溶液。

312 供试品溶液 取黄芪药材粉末 (过 80目筛 )

约 1 g,精密称定, 加入 100mL 80%的甲醇 -水加热

回流提取 1 h,放冷, 滤过,残渣加 20mL 80%的甲醇

-水洗涤 3次, 减压回收溶剂,残渣加 80%的甲醇

-水使溶解, 定容于 10 mL量瓶中, 摇匀, 0145 Lm
微孔滤膜滤过,即得。

4 方法学验证

411 线性关系的考察 分别精密移取对照品溶液

015, 110, 210, 310, 410, 510 mL, 置 10mL量瓶中,加

甲醇定容至刻度,摇匀。进样 10 LL,在上述色谱条

件下进行分析。以各对照品浓度 ( Lg# mL
- 1

)为横

坐标,峰面积为纵坐标, 绘制标准曲线并进行回归计

算, 得 6个黄酮类成分芒柄花素、芒柄花素 - 7 - O

- B- D -葡萄糖苷、毛蕊异黄酮、毛蕊异黄酮 - 7 -

O - B- D -葡萄糖苷、( 6AR, 11AR ) - 9, 10-二甲

氧基紫檀烷 - 3- O - B- D葡萄糖苷、2c- 羟基 -
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3c, 4c-二甲氧基异黄烷 - 7- O - B- D -葡萄糖苷

的回归方程分别为:

Y= 61667 @104X - 11210 @ 10
4  r= 019996

Y = 31907 @ 10
4
X - 91197 @ 10

3  r= 019992
Y = 61164 @ 10

4
X - 31979 @ 10

4  r= 019992
Y = 21302 @ 10

4
X - 21491 @ 10

4  r= 019994
Y = 71420 @ 10

4
X - 11474 @ 10

4  r= 019993
Y = 41891 @ 10

4
X - 11447 @ 10

4  r= 019994
结果表明: 6个测定成分分别在 3131~ 33112, 2152
~ 25120, 6164 ~ 66140, 10180 ~ 10810, 2142 ~

24116, 2179~ 27190 Lg# mL
- 1
范围内峰面积与浓度

呈良好的线性关系。

412 精密度试验  取对照品储备液, 在上述色谱条

件下, 重复进样 6次, 计算峰面积的 RSD分别为

116%, 019%, 016%, 112%, 113% , 015%。表明仪
器的精密度良好。

413 重复性试验  取黄芪药材粉末 6份, 按 / 3120

项下方法制备供试品溶液,进样 10 LL,测得芒柄花

素平均含量 177 Lg# g
- 1
, RSD为 218% ;芒柄花素

- 7- O - B- D - 葡萄糖苷平均含量为 121 Lg#

g
- 1
, RSD为 119%;毛蕊异黄酮平均含量 183 Lg#

g
- 1
, RSD为 216%;毛蕊异黄酮 - 7- O - B- D -葡

萄糖苷平均含量为 493 Lg# g
- 1
, RSD为 212% ;

( 6AR, 11AR ) - 9, 10-二甲氧基紫檀烷 - 3- O -

B- D葡萄糖苷平均含量为 9817 Lg# g
- 1
, RSD为

212%; 2c-羟基 - 3c, 4c-二甲氧基异黄烷 - 7- O

- B- D -葡萄糖苷平均含量为 114 Lg# g
- 1
, RSD

为 310%。表明该方法的重复性良好。
414 稳定性试验  取黄芪供试品溶液,于室温下放

置,分别于 0, 2, 4, 8, 12, 24 h进样, 含量的 RSD分别

为 118%, 117% , 116% , 118% , 214% , 310%。表明
供试品溶液在 24 h内稳定。

415 回收率试验  精密称取含量已知的黄芪样品
约 015 g 9份, 3份为 1组, 按高、中、低浓度分别精

密加入对照品溶液 115, 110, 015 mL, 按 / 3120项下

方法, 制成高、中、低 3个浓度的溶液。在上述色谱

条件下,进样 10 LL,计算平均回收率。结果芒柄花

素平均回收率为 9819%, RSD为 214%;芒柄花素 -

7- O - B-D -葡萄糖苷平均回收率为 9717%, RSD

为 215%; 毛蕊异黄酮平均回收率为 9712%, RSD为

118%;毛蕊异黄酮 - 7 - O - B- D - 葡萄糖苷平均

回收率为 9811%, RSD为 211% ; ( 6AR, 11AR ) -

9, 10-二甲氧基紫檀烷 - 3- O - B- D葡萄糖苷平

均回收率为 9817%, RSD为 117%; 2c-羟基 - 3c, 4c

-二甲氧基异黄烷 - 7- O - B- D - 葡萄糖苷平均

回收率为 9516%, RSD为 210%。
416 样品含量测定  取不同产地黄芪药材, 按

/ 3120项下方法操作。在上述色谱条件下测定, 按

外标法计算,即得。结果见表 1。

表 1 不同产地黄芪药材测定结果 (Lg# g- 1, n= 3)

Tab 1 Conten ts of flavonoid s in d ifferen t

Radix Astraga li sam ples

产地 ( o rig ins) 1 2 3 4 5 6

宁夏青铜峡 ( Q ing tongx ia, N ingx ia) 9511 8314 177 386 4810 6310

河北崇礼 ( Chong l,i H ebe i) 118 3211 276 214 4317 6515

内蒙古赤峰 ( Ch ifeng, N eimenggu) 115 6917 212 395 8512 109

黑龙江萝北 ( Luobe,iH eilongjiang) 255 193 292 844 176 148

山东烟台 ( Yanta ,i Shandong) 8216 3117 246 198 7117 226

河南安阳 ( Anyang, H enan) 3314 111 142 563 130 137

内蒙古 2# (N eiMonggo l 2# ) 104 154 250 826 158 102

内蒙古 1# (N eiMonggo l 1# ) 6316 114 159 476 7713 6812

内蒙古 4# (N eiMonggo l 4# ) 212 8114 540 437 7911 112

吉林通化 ( Tonghua, J ilin) 8411 4112 259 186 4518 127

河北宣化 ( Xuanhua, Hebei) 9012 112 228 583 151 161

甘肃白银 ( Baiy in, Gansu) 6811 103 170 550 103 9513

宁夏贺兰 ( H elan, N ingx ia) 117 122 247 434 6616 9116

甘肃兰州 ( Lanzhou, Gansu) 9316 5517 227 504 6310 9211

辽宁抚顺 ( Fushun, L iaoning ) 9615 9319 275 508 122 181

宁夏银川 ( Y inchuan, N ingx ia) 5418 120 110 543 6719 9914

内蒙古包头 ( Baotou, Ne iM onggo l) 8711 160 209 867 174 181

山西平遥 ( P ingyao, Shanx i) 127 120 216 574 122 183

内蒙古 3# ( ( N e iM onggo l 3# ) 174 120 184 490 9819 114

注 ( n ite): 1. 芒柄花素 ( fo rmononetin ) 2. 芒柄花素 - 7- O - B- D -葡萄糖苷

( fo rmononetin- 7- O - B- D - g luco side )  3. 毛蕊异黄酮 ( caly co sin) 4. 毛蕊

异黄酮- 7-O - B- D - 葡萄糖苷 ( calycosin- 7- O - B-D - g lucos ide )  

5. ( 6AR, 11AR ) - 9, 10-二甲氧基紫檀烷 - 3- O - B- D葡萄糖苷 ( 9, 10-

d imethoxyptero ca rpan- 3- O - B- D - g lucos ide)  6. 2c-羟基 - 3c- , 4c-二

甲氧基异黄烷- 7-O - B- D - 葡萄糖苷 ( 2c- hydroxy- 3c, 4c- dimethoxy-

isoflavane - 7- O - B- D - g lucos ide)

5 讨论

511 本研究对水、乙醇和 20%, 40%, 60%, 80%不

同浓度的甲醇水溶液进行考察,结果表明 80%甲醇

水提取效率最高。又以 80%甲醇水作为提取溶剂

比较了回流提取、浸渍、超声 3种提取方法, 结果表

明回流提取效率最高。在此基础上, 考察了回流提

取的次数和提取时间对实验结果的影响,结果表明

回流提取 1次 1 h即可将药材中黄酮类成分提取完

全。

512 本实验采用二极管阵列检测器对所测化合物
进行多波长检测。芒柄花素、芒柄花素 - 7- O - B

- D -葡萄糖苷的最大吸收波长为 250 nm,毛蕊异

)1117)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 7)



黄酮、毛蕊异黄酮 - 7- O - B-D -葡萄糖苷的最大

吸收波长为 219 nm, ( 6AR, 11AR ) - 9, 10- 二甲

氧基紫檀烷 - 3- O - B- D葡萄糖苷最大吸收波长

为 207 nm, 2c- 羟基 - 3c, 4c-二甲氧基异黄烷 - 7

- O - B- D - 葡萄糖苷的最大吸收波长为 203 nm,

综合考虑,选择 210 nm作为毛蕊异黄酮、毛蕊异黄

酮 - 7- O - B- D -葡萄糖苷、( 6AR, 11AR ) - 9,

10-二甲氧基紫檀烷 - 3- O - B- D葡萄糖苷和 2c
-羟基 - 3c, 4c-二甲氧基异黄烷 - 7- O - B- D -

葡萄糖苷的检测波长, 250 nm作为芒柄花素和芒柄

花素 - 7- O - B- D -葡萄糖苷的检测波长,

513 19批黄芪药材含量测定结果表明, 毛蕊异黄

酮、毛蕊异黄酮 - 7- O - B- D -葡萄糖苷含量较

大。其中在多数药材中毛蕊异黄酮 - 7- O - B- D

-葡萄糖苷含量最高, 为毛蕊异黄酮含量的 2倍或

2倍以上,高出其他黄酮类成分数倍。本文建议中

国药典收载毛蕊异黄酮 - 7- O - B- D -葡萄糖苷

的含量测定,含量限度定为不低于 200 Lg# g
- 1
。
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