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高效液相-蒸发光散射法测定

复方黄芪凝胶中黄芪甲苷的含量
*

林智成,刘妙娜,张立冬,严书超,尹春萍

(华中科技大学同济医学院药学院, 武汉  430030)

[摘  要 ]  目的  建立复方黄芪凝胶中黄芪甲苷的含量测定方法。方法  采用高效液相-蒸发光散射 ( H PLC-

ELSD )法。固定相: W elchrom- C18色谱柱 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5 Lm );流动相: 乙腈-水 ( 46z 54), 流速: 0. 5 mL# m in-1;柱

温: 30 e 。蒸发光散射检测器检测参数:漂移管温度 98 e , 载气为氮气,流速 2. 7 L# m in-1。结果  黄芪甲苷在 4. 24 ~

8. 48 Lg范围内与峰面积成良好的线形关系 ( r= 0. 999 2), 平均回收率为 101. 57% , RSD 为 2. 17% ( n = 6)。结论  该检

测方法可靠、准确、重现性好, 适用复方黄芪凝胶中黄芪甲苷的含量测定。
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Determ ination ofA stragalos ide IV in the GelCompound ofAstragaloside byHPLC-

ELSD
LIN Zh-i cheng, L IU M iao-na, ZHANG L-i dong, YAN Shu-chao, Y IN Chun-p ing ( Schoo l of P harmacy,

TongjiM ed ical Colleg e,H uazhong Un iversity of Science and Technology, Wuhan 430030, China )
ABSTRACT Object ive To establish a m ethod for de term ining the concentra tion o f astragaloside IV in the gel com pound

o f astraga lo side.  M ethods The HPLC-ELSD w as used, w ith the ana ly tica l column: aW e lchrom-C18 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5

Lm ); the m ob ile phase : acetonitrile-w ater( 46z 54); the flow rate: 0. 5 mL# m in-1; the co lum n temperature: 30 e . The

detecting param eters w ere tha t the tem pera ture of dr ift tube for ELSD w as 105 e and the flow ra te of N2 w as 2. 7 L# m in-1.  
R esu lts The calibration curv ew as linear over the range of 4. 24- 8. 48 Lg ( r= 0. 999 2). The average recoveryw as 101. 57% ,

and RSD was 2. 17% ( n= 6).  Conc lu sion The proposed m e thod could be used in the quantita tive ana ly sis of astraga los ide

IV in the ge l compound o f astraga los ide and the m ethod is conven ient, econom ica l and accurate w ith a good reproducibility.

KEY WORDS Ge l compound of astraga loside; A straga lo side IV; H PLC-ELSD

  黄芪具有补气固表, 利尿托毒,排脓,敛疮生肌等

功能。黄芪为复方黄芪凝胶的君药, 主要含苷类物质.

研究表明黄芪总苷具有免疫调节、抗炎降压、镇静镇

痛、保肝、护心、清除多种自由基等作用
[ 1]
。其主要成

分为黄芪甲苷, 目前, 黄芪甲苷测定方法有薄层扫描

法
[ 2]
、比色法

[ 3]
, 但误差较大。又由于皂苷为一类极

性较大,结构复杂的化合物, 它只在紫外末端有吸收,

若采用紫外检测末端吸收法 (波长 200~ 210 nm ), 则
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有干扰峰,无法使用。因此,笔者采用蒸发光散射检测

仪 ( ELSD )作为检测手段, 利用高效液相色谱 (HPLC )

法测定复方黄芪凝胶中黄芪甲苷的含量。结果显示本

法准确、可靠、可重复性好, 可用于复方黄芪凝胶的质

量控制
[ 4]
。

1 仪器与试药  

1. 1 仪器  高效液相色谱仪 A g ilent l100 (四元泵、自

动进样器、柱温箱 ), A lltech ELSD 2000型蒸发光散射

检测器, Chemstationsystem化学工作站, TCQ-250型超

声波清洗器。

1. 2 试药  黄芪甲苷对照品 (中国药品生物制品检

定所提供 ), 乙腈为色谱纯, 其余试剂均为分析纯, 复

方黄芪凝胶为自制。

2 方法与结果  

2. 1 色谱条件  色谱柱: W elchrom-C18 ( 4. 6 mm @
250mm, 5 Lm ); 流动相:乙腈-水 ( 46z 54) ;流速: 0. 5

mL# m in
-1
;柱温: 30 e ,进样量: 20 LL; ELSD参数: 漂
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移管温度为 98 e ,载气为氮气,流量为 2. 7 L# m in
-1
。

2. 2 溶液的制备  
2. 2. 1 对照品溶液的制备  精密称取黄芪甲苷对照

品 5. 31mg,加甲醇配制成 0. 531mg# mL
-1
的溶液,摇

匀,作为对照品溶液。

2. 2. 2  供试品溶液的制备  取复方黄芪凝胶约

15 mL, 精密量取, 置索氏提取器中, 加甲醇 40 mL, 超

声 30m in,充分溶解,再加甲醇适量, 加热回流 4 h, 提

取液回收溶剂并浓缩至干, 残渣加水 10 mL, 微热使溶

解,用水饱和的正丁醇振摇提取 4次, 每次 40 mL, 合

并正丁醇液,用氨试液充分洗涤 2次, 每次 40 mL, 弃

去氨液,正丁醇液蒸干, 残渣加水 5mL使溶解, 放冷,

通过 D101型大孔吸附树脂柱 ( 1. 5 cm @ 12. 0 cm ) ,以

纯化水 50 mL洗脱, 弃去水液, 再用 40% 乙醇 30 mL

洗脱, 弃去洗脱液,继用 70%乙醇 80 mL洗脱, 收集洗

脱液, 蒸干, 用甲醇溶解并转移至 5mL量瓶中,加甲醇

至刻度,摇匀,用 0. 45 Lm微孔滤膜滤过, 取滤液作为

供试品溶液,即得。

2. 2. 3 阴性对照溶液的制备  取除黄芪以外的其他

所有药材,按复方黄芪凝胶制备工艺制备阴性提取物,

再按 / 2. 2. 20项下的方法制备阴性对照溶液。

2. 3 系统适用性实验  分别吸取对照品溶液、供试品

溶液和阴性对照溶液各 20 LL,以上述条件考察,记录色

谱图。结果表明黄芪甲苷峰保留时间为 8. 3 m in,在供

试品色谱中主峰与相邻峰分离度良好,阴性对照溶液在

此处无任何色谱峰,对供试品溶液测定无任何干扰。

2. 4 线性关系考察  分别精密吸取对照品溶液 0. 4,

0. 5, 0. 6, 0. 7, 0. 8 mL置 1 mL量瓶中, 用甲醇稀释至

刻度, 摇匀。吸取 20 LL注入液相色谱仪,按上述色谱

条件测定峰面积。以峰面积的自然对数为纵坐标, 以

进样量的自然对数为横坐标作线性回归,得回归方程

为: Y= 1. 009 1X + 13. 513 0, r= 0. 999 2。线性范围

4. 24~ 8. 48 Lg。

2. 5 精密度实验  精密吸取上述对照品溶液 20 LL,

重复进样 5次,按上述色谱条件测定黄芪甲苷峰面积,

计算日内精密度, 结果表明测得 5次峰面积 RSD 为

0. 72%。

2. 6 稳定性实验  精密吸取上述对照品溶液, 分别在

0, 1, 4, 8, 12 h进样 5次, 记录峰面积值, 其 RSD 为

1. 14%, 表明供试品溶液在 12 h内稳定。

2. 7 重复性实验  取上述同一样品 5份, 各 15 mL,

按 / 2. 2. 20项的制备方法, 平行制备 5份样品,按照上

述色谱条件进行测定, 计算黄芪甲苷含量为 1. 93,

1. 85, 1. 87, 1. 92, 1. 89 mg# g
-1
, RSD为 1. 77%。结果

表明,测定方法的重复性良好。

2. 8 回收率实验  回收率实验采取加样回收法,取已

知含量的同一样品 6份, 各 15 mL, 精密量取, 分别精

密加入黄芪甲苷 0. 053 mg,按 / 2. 2. 20项制备方法及

上述色谱条件测定,计算回收率, 结果见表 1。实验结

果表明,黄芪甲苷平均加样回收率在 98% ~ 105%, 加

样回收率良好。

表 1 黄芪甲苷加样回收率测定结果  

样品中所含

的量 /m g

加入量 /

m g

测得量 /

mg

回收率 /

%

平均回收

率 /%

R SD /

%

0. 062 0. 053 0. 116 101. 89

0. 062 0. 053 0. 117 103. 77

0. 062 0. 053 0. 116 101. 89 101. 57 2. 17

0. 062 0. 053 0. 114 98. 11

0. 062 0. 053 0. 117 103. 77

0. 062 0. 053 0. 115 100. 00

2. 9 样品含量测定  按 / 2. 2. 20制备项下的方法, 测

定了 3批样品,结果见表 2。

  表 2 3批样品黄芪甲苷含量测定结果  n= 3

样品批号 含量 /( m g# g-1 ) RSD /%

040025 1. 93 1. 22

040027 1. 85 1. 13

040028 2. 11 1. 09

3 讨论  

本研究中供试品溶液的制备采用甲醇回流处理,

目的是将黄芪中的其他皂苷类物质水解为黄芪甲苷。

黄芪甲 苷的 紫外 末端吸 收较 差 ( Kmax =

200. 8 nm ) ,如果用紫外检测, 受试剂影响很大, 检测

效果不佳。ELSD检测器为质量型检测器, 不受外部

环境干扰,试剂在检测器中全部蒸发, 不干扰检测, 灵

敏度高,稳定性和重现性好, 且操作方便,是检测黄芪

甲苷的一种新型、有效的分析方法。

笔者在供试品溶液制备时,考察不同种溶媒甲醇、

乙醇及水提取。结果显示甲醇的提取率较高, 而且提

取的杂质较少。供试品提取方法的选择实验中曾对是

否通过 D101型大孔吸附树脂柱洗脱两种方法进行对

比。结果不通过 D101型大孔吸附树脂柱洗脱虽较简

便,但制出的供试品溶液较黏稠,颜色深, 不利于检测。

用 D101型大孔吸附树脂柱洗脱过程, 能有效地去除

残留在溶液中多糖、色素、树脂及其他大部分极性较黄

芪甲苷大的成分,使溶液中杂质成分减少。用微孔滤

膜 ( 0. 45 Lm)滤过后进样,二法测得含量几无差别, 但

前者杂质峰明显多于后者,说明在用水及 40%乙醇洗

脱过程中, 黄芪甲苷无损耗。故选择通过 D101型大

孔吸附树脂柱洗脱方法。
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采用 ELSD测定黄芪甲苷含量时, 其峰面积值与

对照品浓度的线性关系不太理想, 而将峰面积与对照

品浓度值分别取自然对数后可得到理想的线性关系,

即对照品峰面积积分值与进样量均取自然对数后列出

线性方程,将供试品峰面积积分值取对数后代入方程

求得进样量的自然对数,再换算成供试品的含量即可。

同样取常用对数与取自然对数的线性关系比较接近。

这种现象与 ELSD检测器的检测机制一致
[ 5, 6]
。

为了获得最高灵敏度,需要调节 ELSD的检测器

的载气压力、雾化温度和蒸发温度这 3个重要的参数。

通过实验发现,在 2. 7 L# m in
-1
的体积流量条件下, 设

定 17. 926 @ 10 Pa的载气压力、30 e 的雾化温度和 98

e 的蒸发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; 而载气压力较低, 则会因为雾滴的粒度过

小,使灵敏度降低;温度过低时, 流动相的蒸发会不完

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,设置衰减值为 3, 可以使信号的响应较高, 且基线

的噪音不会对检测产生任何影响。
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动态浊度法定量检查注射用乙酰谷酰胺的内毒素含量
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[摘  要 ]  目的  应用动态浊度法鲎实验定量测定注射用乙酰谷酰胺中细菌内毒素含量。方法  用 0. 5, 0. 25,

0. 125, 0. 063, 0. 031 EU# mL-1内毒素标准品溶液作标准曲线。结果  通过对样品进行干扰预实验, 筛选出注射用乙酰

谷酰胺最佳的检测浓度 1 mg# mL-1, 进行正式干扰实验。样品中定量添加内毒素 0. 125 EU# mL-1, 回收率为 50% ~

200% 。结论  浊度法鲎实验可有效检查注射用乙酰谷酰胺中的内毒素含量。

[关键词 ]  注射用乙酰谷酰胺; 浊度法鲎实验;细菌内毒素; 干扰实验

[中图分类号 ]  R927. 12   [文献标识码 ]  A   [文章编号 ]  1004-0781( 2008) 04-0457-02

  注射用乙酰谷酰胺为脑功能改善药,用于肝性脑病、偏瘫、神

经外科手术引起的昏迷、瘫痪及智力减退、记忆力障碍等。注射

用乙酰谷酰胺的细菌内毒素凝胶法已有报道 [1] ,而定量检查 (动

态浊度法 )方法, 笔者未见文献报道。定量法鲎实验较家兔法和

细菌内毒素凝胶法,可提供更灵敏准确的内毒素定量检测方法。

笔者依照5中华人民共和国药典6 2005年版附录收载的细菌内毒

素检查法应用指导原则及附录中有关检查方法 [2] , 采用动态浊

度法建立注射用乙酰谷酰胺细菌内毒素检查方法。

1 材料与仪器  

细菌内毒素检查用水 (批号: 0505170, 湛江安度斯生物有

限公司 );鲎试剂 (批号: 040629, 湛江安度斯生物有限公司 ) ;

细菌内毒素工作标准品 (中国药品生物制品检定所提供, 批号:

[收稿日期 ]  2007-09-20

[作者简介 ]  刘毅萍 ( 1967- ) , 女,浙江杭州人, 副主任药师, 学

士,从事药品不良反应监测工作。电话: 0571 - 85463895, E-m ai:l

liuyp006@ h zcn c. com。

2005-6 , 效价: 每支 100 EU ) ;注射用乙酰谷酰胺 (浙江金华康

恩贝生物制药公司提供, 批号: 021015, 021018, 021021, 3批样

品均经热原和细菌内毒素凝胶法检查合格 )。 BET - 32B 型细

菌内毒素测定仪 (天津大学无线电厂 ) 。

2 方法与结果  

2. 1 细菌内毒素限值 ( L )的确定  按公式 L = K /M 确定, K 为

按规定的给药途径, 人用每千克体重每小时最大可接受的内毒素

剂量,注射剂 K 为 5 EU# kg-1# h-1;M 为人用每千克体重每小时

最大剂量,人均体重按 60 kg计算, 根据注射用乙酰谷酰胺成人

临床用量为每日 100 ~ 600 m g,即最大用量为 600 m g, 注射时间

按 1 h计, M = 600 m g /( 60 kg# h-1 ), 限值 L = K /M = 5/ ( 600 /

60) = 0. 5 EU# m g-1。最大有效稀释倍数 (MVD ) = L P /K (动态

浊度法鲎实验: K为标准曲线最低点浓度, 本实验中 K= 0. 031

EU# mL-1, P:样品原溶液浓度 40 m g# mL-1,MVD = 645)。

2. 2 标准曲线制作及可靠性  用细菌内毒素检查用水将细菌

内毒素工作标准品稀释, 使其最终内毒素浓度分别为 0. 5,
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