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［摘　 要］ 　 为了建立五加芪粉中黄芪甲苷的含量测定方法，采用高效液相色谱－蒸发光散射检测

（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）法，色谱柱为Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００－５Ｃ１８（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈－水 ３５ ∶
６５，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３０ ℃；采用 ＥＬＳＤ 检测器，漂移管温度为 ６０ ℃，喷雾器温度为 ３６ ℃，
氮气压力为 ２５ ｐｓｉ。 结果显示黄芪甲苷在 １．５２４～１０．１６ μｇ（ｒ ＝ ０．９９９１）之间的对数值与峰面积的对

数值呈良好线性关系，平均加样回收率为 ９９．４％，ＲＳＤ＝ ４．６％（ｎ＝ ６）。 本方法重复性良好，能准确测

定五加芪粉中黄芪甲苷的含量，对其质量进行控制。
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ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｓｔｒａｇｌｏｓｉｄｅ ｉｎ Ｗｕｊｉａｑｉ ｐｏｗｄｅｒ．
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　 　 五加芪粉具有补中益气、扶正祛邪的功效，用

于提高禽的机体免疫力，配合疫苗使用提高疫苗免

疫效果。 五加芪粉处方由黄芪和刺五加两味药材

组成，其中黄芪为君药。 黄芪主要化学成分为多糖

类［１］、皂苷类［２］及黄酮类［３］ 等，现代药理学研究表

明黄芪具有显著的免疫增强作用［４－５］，可提高畜禽

免疫力，广泛用于现代化畜禽养殖。 黄芪甲苷做为

黄芪提升免疫的主要活性成分［６］，是控制黄芪及其

制剂质量的重要指标，因此将其做为控制五加芪粉

质量的指标。 本文研究建立了高效液相色谱－蒸发
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光散射法（ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）测定五加芪粉中黄芪甲苷

的含量，为其质量控制提供依据。
１　 仪器与试药

１．１ 　 仪器与试剂 　 高效液相色谱系统 （Ｗａｔｅｒｓ
ｅ２６９５ 型 ＨＰＬＣ；２４２４ 型 ＥＬＳＤ；Ｅｍｐｏｗｅｒ ２ 色谱工作

站软件）；Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００－５Ｃ１８ 柱（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，
５ μｍ），瑞典 ＡＫＺＯ ＮＯＢＬＥ 公司；ＡＢ２６５－Ｓ 电子分

析天平，瑞士梅特勒托利多公司；ＨＳ３１２０ 型超声波

清洗器；甲醇、正丁醇、氨水为分析纯；乙腈为色谱

纯；水为超纯水。
１．２　 试药 　 黄芪甲苷对照品，含量：１００％，批号：
１１０７８１－２００６１３，中国食品药品检定研究院；五加芪

粉，规格：１ ｇ 相当于 ３．３ ｇ 生药，批号：２０１２０２０１、
２０１２０２０２、２０１２０２０３，由洛阳惠中兽药有限公司

提供。
２　 方法与结果

２．１　 色谱条件与系统适用性试验　 色谱柱为 Ｋｒｏ⁃
ｍａｓｉｌ １００－５Ｃ１８（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相

为乙腈－水（３５ ∶ ６５）；流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为

３０ ℃；ＥＬＳＤ 检测器：漂移管温度为 ６０ ℃，喷雾器

温度为 ３６ ℃，氮气压力为 ２５ ｐｓｉ。 理论塔板数按黄

芪甲苷峰计算应不低于 ４０００。
２．２　 溶液配制

２．２．１　 黄芪甲苷对照品溶液制备　 取黄芪甲苷对

照品适量，精密称定，加甲醇制成每 １ ｍＬ 含 ０．５ ｍｇ
的溶液，作为对照品溶液。
２．２．２　 供试品溶液制备　 取供试品 ２ ｇ，精密称定，
置具塞锥形瓶中，加 ５０ ｍＬ 甲醇超声提取 ３０ ｍｉｎ，
抽滤，滤渣连同滤纸放回锥形瓶中，再加 ５０ ｍＬ 甲

醇超声提取 ３０ ｍｉｎ，抽滤，用 ３０ ｍＬ 甲醇洗涤滤渣

和滤纸，合并滤液，减压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，每次约 ４０ ｍＬ，弃去氨液，正丁醇液蒸

干，残渣加甲醇溶解，转移至 １０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇

至刻度、摇匀，作为供试品溶液。
２．２．３　 阴性对照溶液制备　 取制备的缺黄芪阴性

样品适量（相当于刺五加 １．２ ｇ），置具塞锥形瓶中，

照 ２．２．２ 项下操作制备成阴性对照溶液。
２．３　 测定法　 分别精密吸取对照品溶液 ５、１５ μＬ，
供试品溶液 １０ μＬ，注入液相色谱仪，测定，用外标

两点法对数方程计算，即得。
２．４　 方法学考察

２．４．１　 专属性　 照上述 ２．１ 项下色谱条件，分别精

密吸取对照品溶液 １５ μＬ、供试品溶液 １０ μＬ、阴性

对照溶液 １０ μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图。 结

果表明，阴性对照溶液在黄芪甲苷对照品相应的保

留时间处无干扰，见图 １。
２．４．２　 线性　 精密称取黄芪甲苷对照品适量，加甲

醇溶解制成浓度为 ０．５０８０ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液，
依次精密吸取 ３、５、１０、１５、２０ μＬ，注入液相色谱仪，
以黄芪甲苷峰面积的对数值（ｙ）为纵坐标、黄芪甲

苷进样量（ｘ）为横坐标，进行线性回归，得回归方程

为 ｙ ＝ １．４８２８ｘ＋５．３１２（ ｒ ＝ ０．９９９１）。 结果表明，在
１．５２４～１０．１６ μｇ 范围内，黄芪甲苷峰面积对数值与

进样量对数值线性关系良好，结果见图 ２。
２．４．３　 精密度试验　 精密吸取黄芪甲苷对照品溶

液 １０ μＬ，注入高效液相色谱仪，连续进样 ６ 次，测
得黄芪甲苷峰面积 ＲＳＤ 为 ０．８％，结果表明，本方法

精密度良好。
２．４．４　 重复性试验　 精密称取同一批号的供试品

（批号：２０１２０２０１）２ ｇ，按上述 ２．２．２ 项下方法制备

供试品溶液，平行制备 ６ 份，测得黄芪甲苷的平均

含量为 ２．７ ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ 为 １．６％，表明本方法重复

性良好。
２．４．５　 稳定性试验　 取同一份供试品溶液，分别于

０、２、４、８、１２、２４ ｈ 进样测定，测得黄芪甲苷含量的

ＲＳＤ 为 ２．８％，表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定。
２．４．６　 加样回收率试验　 精密称取已知含量的供

试品（批号：２０１２０２０１）１ ｇ，精密称定，置具塞锥形

瓶中，精密加入 ０．５３８０ ｍｇ ／ ｍＬ 的黄芪甲苷对照品

溶液 ５ ｍＬ，平行操作 ６ 份，按 ２．２．２ 项下方法制备加

样回收供试品溶液，测定并计算加样回收率，测得

平均回收率为 ９９．４％，ＲＳＤ 为 ４．６％，表明方法准确

度良好，结果见表 １。
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１．黄芪甲苷对照品 ２．供试品 ３．阴性对照

１． Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ２． Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ ３． ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 专属性考察色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ

图 ２　 黄芪甲苷标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ

·４６·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 ８ 月第 ５１ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 １　 回收率试验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ

编号
Ｎｏ．

样品称量 ／ ｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅ

对照加入量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

测得总量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｍｅｓｕｒｅｄ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

平均值 ／ ％
ｍｅａｎ ＲＳＤ ／ ％

１ １．０１０４ ２．６９ ５．２６ ９５．７３

２ ０．９７０９ ２．６９ ５．１４ ９５．２５

３ ０．９６７２ ２．６９ ５．１３ ９５．１５

４ １．０４９６ ２．６９ ５．６０ １０４．４５

５ １．０２６４ ２．６９ ５．４７ １０１．７８

６ １．０１９８ ２．６９ ５．５１ １０４．１７

９９．４ ４．６

２．４．７　 样品测定　 取 ３ 批供试品，按 ２．２．２ 项下方

法制备供试品溶液并测定，计算黄芪甲苷的含量，

结果见表 ２。
表 ２　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

批号
Ｂａｔｃｈ Ｎｏ．

样品含量 ／ （ｍｇ∙ｇ－１）
ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

相对偏差 ／ ％
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２０１２０２０１ ２．７ １．６

２０１２０２０２ ２．６ １．６

２０１２０２０３ ２．６ ０．９

３　 讨　 论

３．１　 黄芪甲苷含量测定方法的选择　 文献报道的

黄芪甲苷含量测定方法有荧光分光光度法［７］、薄层

色谱扫描法［８］、高效液相色谱法［９］ 等，其中高效液

相色谱法准确、快速、灵敏度高，且使用蒸发光散射

检测器可解决黄芪甲苷紫外吸收弱的缺点，是黄芪

甲苷含量测定的常用方法。

３．２　 提取溶剂和提取方法的选择　 五加芪粉为黄

芪和刺五加经水提、纯化、喷雾干燥制成的粉剂，含

有较多的多糖类成分，为了充分提取其中的黄芪甲

苷，参考同类制剂的供试品溶液制备方法［１０－１１］，选

择甲醇作为提取溶剂，分别对热回流法和超声提取

法进行对比，结果表明两种方法提取效果相当，考

虑超声提取较为简便，因此选择超声提取法。 试验

过程中发现，超声提取 １ 次不能将黄芪甲苷提取完

全，提取 ２ 次和提取 ３ 次结果差别不大，因此选择

超声提取 ２ 次，并且最后用甲醇洗涤残渣，以保证

黄芪甲苷充分转移。

３．３　 萃取次数的选择　 参考黄芪药材中黄芪甲苷

的含量测定方法［９］，对正丁醇萃取次数进行了考

察，分别进行 ３ 次、４ 次、５ 次萃取，结果发现萃取

４ 次之后，黄芪甲苷基本完全转移，因此确定采用正

丁醇萃取 ４ 次。 试验发现，正丁醇萃取液蒸干后再

通过 Ｄ１０１ 型大孔吸附树脂柱纯化，黄芪甲苷的回

收率相对较低，而且未经大孔吸附树脂柱纯化的样

品在含量测定过程中不受其他杂质的影响，因此，

确定正丁醇后不再通过大孔吸附树脂柱纯化，直接

用甲醇溶解测定。

３．４　 色谱条件的考察　 参考黄芪药材中黄芪甲苷

的含量测定色谱条件［９］，分别对流动相的比例、柱

温、流速、柱子型号进行考察，结果表明黄芪甲苷的

色谱行为受流动相比例影响较大，其他条件对其影

响相对较小，综合系统适用性各指标，确定流动相

的比例为乙腈－水（３５ ∶ ６５），此时黄芪甲苷保留时

间约 ７ ｍｉｎ，更加适合该产品的检测。 此外，对蒸发

光散射检测器漂移管温度进行了考察， ６０ ℃、

７０ ℃、８０ ℃条件下黄芪甲苷峰各项指标差别不大，

因此设定漂移管温度为 ６０ ℃。

本研究建立了高效液相色谱－蒸发光散射法测

定五加芪粉中黄芪甲苷的含量，在该色谱条件下，

黄芪甲苷分离度良好，保留时间适宜，方法学考察

·５６·
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表明该方法专属性、精密度、重复性良好，可准确测

定黄芪甲苷的含量，从而有效控制五加芪粉的

质量。
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