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摘要 目的: 建立当归补血片中黄芪甲苷的含量测定方法。方法: 以吡啶 -苯甲酰氯 ( 2. 5B1)为衍生化试剂, 对黄芪甲苷进行

苯甲酰化, 采用 H PLC测定样品中黄芪甲苷含量。色谱柱: Phenomenex Gem ini C18柱 ( 50 mm @ 4. 6 mm, 5Lm ); 流动相: 乙腈 -

01 1%三乙胺溶液 ( 98B2)洗脱 30 m in; 流速 110 mL# m in- 1;检测波长 230 nm; 柱温 20 e ;进样量 10LL。结果: 黄芪甲苷进样

量在 01 074~ 01 925Lg范围内线性关系良好 ( r= 019999), 重复性好 ( RSD = 0117% ) , 平均回收率 ( n = 3)为 9816% ~ 991 9%

( RSD= 0132% ~ 01 95% )。结论: 该法样品前处理简单,专属性强、准确度高、灵敏度高、重现性好。
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HPLC determ ination of astragalosideÔ in Danggui Buxue tablets
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Abstract Objective: To establish a m ethod for the de term ination o f astraga loside Ô in Danggu i Buxue

tab lets1M ethods: A straga loside Ô in Danggui Buxue tab letsw as determ ined by HPLC w ith pre- co lumn deriva-t

ization, the der ivat izing reagen tw ere benzoy l ch lo ride and pyridine1Co lumn: Phenom enex Gem in iC18 column( 50

mm @ 416 mm, 5 Lm ); mobile phase: aceton itrile - 011% triethylam ine so lu tion( 98B2) w ith the sam e gradient

e lut ion of 30 m in at the flow rate o f 110mL# m in
- 1
; de tection w ave leng th: 230 nm; co lumn temperature: 20 e ;

in jection vo lume: 10 LL1Results: The linear range of astraga losideÔ w as 01074- 0. 925 Lg( r= 0. 9999) ; The

m ethod had a good repeatab ility( RSD = 0. 17% ) and average recovery( 98. 6% - 99. 9% ) w ith RSD o f 0. 32%

- 0195% . Conclusion: The method is accurate, specific, sensit ive and reproduc ib le, and preparat ion o f the sam-

ple is simple1
Key words: Danggui Buxue tab lets; astraga loside Ô; derivatization; HPLC

当归补血片是由黄芪、当归组成的中成药,具有

补气生血等功效。其中,黄芪为君药,性味甘, 温,归

肺、脾经,具有补气固表、利尿托毒等功效
[ 1]
。现代

研究表明,黄芪具有增强免疫、抗癌、抗衰老作用,同

时对心血管、血液、肝脏、肾脏等均具有一定的药理

作用
[ 2]
。黄芪的药理作用广泛, 因此, 无论对其药

材、经典方剂,还是成方制剂,建立黄芪有效成分的

含量测定方法,具有重大意义。

在 2005年版中国药典一部中,黄芪甲苷作为黄

芪质量控制的指标成分, 其中规定的测定黄芪甲苷

的方法为 HPLC- ELSD
[ 1]
, 但此方法采用质量检测

器, 仪器设备不通用。因此, 本实验采用柱前衍生化

法对制剂中黄芪甲苷进行含量测定,结果报道如下。

1 仪器、试药及样品

D ionex Summ it高效液相色谱仪 ( P680 HPLC

Pump, ASI - 100 Automated Sampled In jector,

UVD170U, STH 585 Co lumn Oven) Chromeleon 6170
数据处理系统。

黄芪甲苷对照品 (含量测定用, 批号 110781 -

200613) ,购自中国药品生物制品检定所;乙腈为色
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谱纯试剂 (购自 M erck公司 ), 水为超纯水, 其他试

剂均为分析纯。

当归补血片 3批 (批号: 20071201, 20071202,

20071203) :由广州中医药大学新药开发研究中心提

供。其由当归、黄芪以 1B5比例组成, 两者加 8倍量

水煎煮 3次,每次 115 h,滤过, 滤液浓缩至相对密度

为 1135~ 1140( 60 e ) , 喷雾干燥, 粉碎成细粉, 加

适量的 15%聚维酮溶液、交联聚维酮、微晶纤维素,

混匀, 加入适量微晶纤维素, 制成颗粒,压片,包衣,

即得片重为 0143 g#片 - 1
的样品。

缺黄芪的阴性样品: 由广州中医药大学新药开

发研究中心模拟当归补血片制备工艺, 制备仅含当

归和辅料的阴性样品。

2 实验方法与结果

211 溶液制备
21111 对照品储备液 精密称取黄芪甲苷对照品

9125mg,置 50 mL量瓶中, 加甲醇溶解并稀释至刻

度,摇匀,即得 01185 mg# mL
- 1
的储备液。

21112 系列对照品溶液 精密量取对照品储备液

012, 014, 016, 018, 1, 112, 114, 116, 118, 210, 215
mL,先后加吡啶 1 mL、氯仿 2 mL,在冰浴下加入苯

甲酰氯 014 mL, 摇匀后于冰箱中 4 e 放置 24 h,使

衍生化反应完全。挥干溶剂,残渣用甲醇溶解并定

容至 5mL量瓶中,微孔滤膜过滤,即得
[ 3]
。

21113 供试品溶液 取同一批号样品适量, 除去

包衣,研细, 每份称取约 015 g, 精密称定, 加甲醇

100 mL索氏提取 4 h, 蒸干, 残渣加水饱和正丁醇

20 mL溶解, 用 1% 氢氧化钠溶液振摇提取 3次

(每次 6 mL) , 弃去碱液, 正丁醇液用正丁醇饱和

水洗涤 2次 (每次 6mL) , 弃去水层, 正丁醇蒸干,

残渣加 1 mL吡啶溶解, 加入氯仿 2 mL, 在冰浴下

加入苯甲酰氯 014 mL, 摇匀后于冰箱中 4 e 放置

24 h, 使衍生化反应完全。挥干溶剂, 残渣用甲醇

稀释并定容至 10 mL量瓶中, 微孔滤膜过滤, 即

得。

21114 阴性样品溶液 取缺黄芪的阴性样品, 按

/ 211130项下操作, 即得。

212 色谱条件 色谱柱: Phenomenex Gem in i C18柱

( 50mm @ 416 mm, 5 Lm); 流动相: 乙腈 - 011%三
乙胺溶液 ( 98B2)等度洗脱 30 m in; 流速 110 mL#
m in

- 1
;检测波长 230 nm;柱温 20 e ;进样量 10 LL。

理论板数按黄芪甲苷峰计算不低于 2500。在上述

色谱条件下, 黄芪甲苷能达到基线分离, 阴性无干

扰,专属性强。色谱图见图 1。

图 1 对照品 ( A)、样品 ( B )及阴性样品 ( C )衍生化后的 HPLC图

F ig 1 Ch rom atogram s of reference substance( A) , sam ple( B) , and n eg-

at ive sam ple w ithou tRad ix Astragal i( C ) after derivatizat ion

11黄芪甲苷 ( astragalosideÔ )

213 线性范围考察 按 / 211120项下方法制备系

列对照品溶液,分别进样测定。以进样浓度 X 对黄

芪甲苷峰面积 Y进行线性回归, 结果黄芪甲苷进样

量在 01074~ 01925 Lg内呈良好的线性关系, 回归

方程为:

Y= 51503 @103X + 25128 r= 019999
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214 精密度试验 精密量取对照品溶液 10 LL注

入色谱仪,测定峰面积。结果连续进样 7次的峰面

积平均值为 20591532, RSD= 0159%,显示精密度良

好,

215 稳定性试验 精密吸取供试品溶液 10 LL,分

别在 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 h注入色谱仪,测定峰面积,

求得 RSD为 213%。在测定时间内, 峰面积均相近,

没有明显递增或递减等趋势规律。结果表明供试品

溶液在 12 h内稳定。

216 重复性试验 取同一批样品按 / 211130项下

方法操作,平行制备供试品溶液 6份,测定峰面积并

计算含量。结果样品中黄芪甲苷含量平均值为

0136 mg# 片 - 1
, RSD = 116% , 表明该方法重复性

好。

217 准确度试验 取同一批样品 9份, 平均分为 3

份,每份约 0119 g, 精密称定,每份分别精密加入对

照品储备液适量 (约为样品中黄芪甲苷含有量的

018, 110, 112倍 ), 按 / 211130项下方法操作,测定峰

面积, 计算黄芪甲苷量,求得低、中、高浓度平均加样

回收率 ( n = 3)分别为 9913% , 9816%, 9919%; RSD

分别为 0195%, 0149% , 0132%。结果表明该方法
准确度高。

218 样品测定 取 3个批次的当归补血片各 2份,

按 / 211130项下方法制备供试品溶液, 按 / 2120项下

色谱条件进行测定, 用标准曲线法计算黄芪甲苷的

含量,结果见表 1。将本文的柱前衍生化 - HPLC法

与 2005年版中国药典的 HPLC- ELSD法
[ 1]
的测定

结果进行比较,结果见表 1。

表 1 样品测定结果 (m g# 片 - 1, n= 2)

Tab 1 Determ ination resu lts of sample(m g per tab let, n= 2)

批号 ( Lo t No. ) 本法 ( theme thod) 中国药典法 ( ChPm ethod)

20071201 0. 38 0. 37

20071202 0. 38 0. 37

20071203 0. 37 0. 36

3 讨论

本实验采用柱前衍生化制备供试品溶液, 使

黄芪甲苷苯甲酰化后能够采用 UV 230 nm检测,

仪器通用性较强,可适合于绝大多数 HPLC的仪器

配置。当归补血片采用本法测定黄芪甲苷的含

量, 样品处理简便, 检测灵敏度提高, 专属性强。

HPLC- ELSD和柱前衍生化 - HPLC两法测定同

一批黄芪药材, 结果相近, 提示可以采用本法替代

HPLC- ELSD法。

不同的提取方法和提取时间对实验结果有着较

大影响。本实验对不同的提取方法 (超声提取、回

流提取、索氏提取 )和提取时间 ( 3, 4, 5 h )进行了考

察。实验结果显示,样品索氏提取的含量较高,且样

品索氏提取 4 h和 5 h的含量比索氏提取 3 h的高,

但索氏提取 4 h和 5 h, 黄芪甲苷含量无统计学差

异, 从节约时间及能源的角度考虑,确定索氏提取时

间为 4 h。

本实验对黄芪甲苷的富集方法进行优化。采用

大孔树脂法、水饱和正丁醇萃取法和 SPE法分别制

备衍生化前溶液,结果表明, 3种方法测定结果均无

统计学差异。在获得较好的实验结果的前提下, 为

节约成本,最终采用了水饱和正丁醇萃取法分离富

集黄芪甲苷制备衍生化前溶液。

预实验结果表明,黄芪甲苷衍生物在偏碱性流

动相条件下,保留时间提前, 柱效更佳,实验中使用

碱性流动相和耐碱色谱柱来调节色谱峰峰形和分离

度, 故本实验对不同型号的色谱柱进行筛选,分别选

取 Luna C18柱 ( 250mm @ 416mm, 5 Lm)、W aters C18

柱 ( 250mm @ 416mm, 5 Lm )、Gem in iC18柱 ( 250mm

@ 416mm, 5 Lm)和 G em in iC18柱 ( 50mm @ 416mm,
5 Lm )进行含量测定, 结果显示, 因耐碱性更强,

Gem ini柱的柱效明显优于 Luna柱和W aters柱, 而

Gem ini C18柱 ( 50 mm )较 Gem in i C18柱 ( 250 mm )的

出峰时间提早 30 m in左右,且分离度好, 因此最终

选择 Gem in iC18柱 ( 50 mm @ 416 mm, 5 Lm) 。

本法与 2005年版中国药典规定的方法相比, 测

定结果无显著性差异, 但采用柱前衍生化 - HPLC

测定黄芪甲苷,前处理简便迅速,选择性强, 灵敏度

高, 重现性好, 测定更准确、可靠, 可以作为黄芪生

药、当归补血片中黄芪甲苷的含量测定方法。
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