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［摘　 要］ 　 建立一种可同时测定玉屏风口服液中升麻素苷、５ －Ｏ －甲基维斯阿米醇苷、毛蕊异黄酮葡

萄糖苷含量的高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）。 采用以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱柱（５ μｍ
４． ６ ×２５０ ｍｍ），以乙腈和 ０． ２％磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱，流速 １． ０ ｍＬ·ｍｉｎ －１，柱温 ３０ ℃，检
测波长 ２５４ ｎｍ，进样体积 １０ μＬ。 检测的三种成分在测定的质量浓度范围内线性关系良好，ｒ 值均

为 ０． ９９９，平均加样回收率均在 ９６％ ～ １０２％之间，相对标准偏差均小于 ２． ０％ 。 试验精密度、重复

性、准确性和稳定性良好。 新建立的检测方法简单、准确、高效，为进一步提升玉屏风口服液的质量

控制提供了依据。
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ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ； Ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ； ５ －Ｏ －ｍｅｔｈｙｌｖｉｓａｍｉｔｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ； Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

　 　 玉屏风口服液源于元代《丹溪心法》，具有益气

固表，提高机体免疫力的功能；主治表虚不固，易感

风邪。 由保定冀中药业有限公司研制生产的玉屏

风口服液于 ２０１０ 年获得新兽药证书，至今上市已

超过 １２ 年，现收录于《中华人民共和国兽药典》
２０２０ 年版二部。

该制剂临床使用安全有效，但随着时代的发

展，其原有的质量标准也需要进一步优化提升。 查

阅文献，近年来，广大学者［１ － ８］ 对玉屏风散、玉屏风

口服液、玉屏风颗粒等人用药品进行深入的多指标

含量测定及指纹图谱研究，多集中于黄酮 － 色原酮

药效物质群。 可见其原有质量标准收载的黄芪甲

苷的含量测定过于片面，无论是药效还是物质基础

都已不能满足对产品品质提升的需求。
研究中，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法同时对

玉屏风口服液中的升麻素苷和 ５ － Ｏ － 甲基维斯阿

米醇苷及毛蕊异黄酮葡萄糖苷进行定量检测，同时

优化原有质量标准中的薄层鉴别项，为全面提升玉

屏风口服液的质控标准提供了依据，也实现了提升

产品品质、保证疗效、提高养殖户用药认可度的

目标。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器和试药 　 ｅ２６９５ 高效液相系统，２４８９ＵＶ
检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ３ 色谱工作站（美国Ｗａｔｅｒｓ 公司）、
ＣＰＡ２２５Ｄ 电子分析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）。 色

谱柱：ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８（５ μｍ ４． ６ × ２５０ ｍｍ）。
标准品：升麻素苷（批号：１１１５２２ － ２０１９１３，纯

度为 ９４． ６％ ）、５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷（批号：
１１１５２３ － ２０１８１１，纯度为 ９７． ４％ ）、毛蕊异黄酮葡萄

糖苷（批号：１１１９２０ － ２０１９０７，纯度为 ９６． ８％ ）均购

自中国食品药品检定研究院。 乙腈（Ｍｅｒｃｋ 公司，
色谱纯），磷酸（天津市致远化学试剂有限公司，色
谱纯），水为超纯水。

玉屏风口服液样品共计 ６ 批，保定冀中药业有

限 公 司 ３ 批， 批 号 为 ２０２２０１００２、 ２０２２０５００３、

２０２２０５００４；保定冀中生物科技有限公司 ３ 批，批号

为 ２０２２０１００１、２０２２０２００５、２０２２０１００２。
１． ２　 方法

１． ２． １　 色谱条件　 用十八烷基硅烷键合硅胶为填

充剂的色谱柱（５ μｍ ４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ）；乙腈为流

动相 Ａ，０． ２％磷酸溶液为流动相 Ｂ。 按表 １ 梯度洗

脱；检测波长为 ２５４ ｎｍ，流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温：
３０ ℃；进样体积 １０ μＬ。

表 １　 梯度洗脱方法

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
时间 ／ ｍｉｎ 乙腈（Ａ） ／ ％ ０． ２％磷酸溶液（Ｂ） ／ ％

０ ～ ５ １５ ８５
５ ～ ２０ １５→２０ ８５→８０
２０ ～ ２７ ２０→２５ ８０→７５
２７ ～ ３２ ２５→８０ ７５→２０
３２ ～ ３７ ８０→１５ ２０→８５
３７ ～ ４０ １５ ８５

１． ２． ２　 对照品溶液的制备　 分别取升麻素苷对照

品、５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷对照品、毛蕊异黄酮

葡萄糖苷对照品适量，精密称定，加 ５０％ 甲醇定容

至刻度，制得浓度分别为 ４００、４００、２００ μｇ ／ ｍＬ 的储

备液。 再分别精密量取各个对照品储备液，加 ５０％

甲醇制成每 １ ｍＬ 含升麻素苷 ２０ μｇ、５ － Ｏ －甲基维

斯阿米醇苷 ２０ μｇ、毛蕊异黄酮葡萄糖苷 １０ μｇ 的

混合对照品溶液。
１． ２． ３　 供试品溶液的制备　 取玉屏风口服液 ２ ｍＬ，
置 ２５ ｍＬ 容量瓶中，加 ５０％甲醇定容至刻度，摇匀，
用 ０． ２２ μｍ 滤膜过滤，取续滤液作为供试品溶液。
１． ２． ４　 阴性玉屏风口服液的制备 　 参照《中华人

民共和国兽药典》２０２０ 版二部，分别制备缺黄芪和

缺防风的阴性玉屏风口服液。
２　 结果和分析

２． １　 方法学考察

２． １． １　 专属性　 通过对比玉屏风口服液样品和自

行制备的阴性样品，记录色谱图，结果表明在与升

麻素苷对照品（保留时间 ９． ８４２ ｍｉｎ）、５ －Ｏ －甲基维
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斯阿米醇苷对照品（保留时间 ２１． ５４３ ｍｉｎ）、毛蕊异

黄酮葡萄糖苷对照品（保留时间 １４． ３９０ ｍｉｎ）保留时

间一致处，玉屏风口服液中均见相对应的色谱峰。

同时各阴性样品在与 ３ 种对照品保留时间一致处无

干扰，见图 １ ～图 ４。 因此，该方法的专属性良好。

图 １　 混合对照品高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

图 ２　 玉屏风口服液高效液相色谱图

Ｆｉｇ ２　 ＨＰＬＣ ｏｆ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ

图 ３　 缺防风阴性样品高效液相色谱图

Ｆｉｇ ３　 ＨＰＬＣ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｆａｎｇｆｅｎｇ ｓａｍｐｌｅ
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图 ４　 缺黄芪阴性样品高效液相色谱图

Ｆｉｇ ４　 ＨＰＬＣ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｈｕａｎｇｑｉ ｓａｍｐｌｅ

２． １． ２　 线性　 精密称取升麻素苷对照品、５ － Ｏ －
甲基维斯阿米醇苷对照品、毛蕊异黄酮葡萄糖苷对

照品适量，精密称定，分别加 ５０％甲醇制成每 １ ｍＬ
含升麻素苷 ３８１ μｇ、含 ５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷

３５４ μｇ、含毛蕊异黄酮葡萄糖苷 ２０３ μｇ 的对照品溶

液储备液，备用。
分别取三种储备液各 １ ｍＬ 分别置 １００、５０、

２０、１０、５ ｍＬ 容量瓶中，加 ５０％ 甲醇稀释至刻度，
摇匀，制成线性 １ ～ ５ 的混合对照品溶液；分别取

三种储备液各 ３ ｍＬ，置 １０ ｍＬ 容量瓶中，加 ５０％
甲醇稀释至刻度，摇匀，制成线性 ６ 的混合对照品

溶液，即得升麻素苷浓度为 ３． ８１、７． ６２、１９． ０５、
３８． １０、７６． ２０、１１４． ３０，５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷

浓度为 ３． ５４、７􀆰 ０８、１７． ７０、３５． ４０、７０􀆰 ８０、１０６． ２０，
毛蕊异黄酮葡萄糖苷浓度为 ２． ０３、４． ０６、１０． １５、
２０􀆰 ３０、４０． ６０、６０􀆰 ９０ μｇ ／ ｍＬ 的标准曲线溶液。 照

１． ２． １ 液相条件测定，并计算回归方程和相关系

数，见表 ２。
表 ２　 三种对照品的线性关系考察

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｐａｒａｓｉｔｅｓ
化合物 线性方程 相关系数 线性范围

升麻素苷 ｙ ＝ １９４９４ｘ ＋ １２７７６ ｒ ＝ ０． ９９９ ３． ８１ ～ １１４． ３０ μｇ ／ ｍＬ

５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷 ｙ ＝ ２０４６７ｘ ＋ ２０５４７ ｒ ＝ ０． ９９９ ３． ５４ ～ １０６． ２０ μｇ ／ ｍＬ

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 ｙ ＝ ３３９８８ｘ ＋ １５２９９ ｒ ＝ ０． ９９９ ２． ０３ ～ ６０． ９０ μｇ ／ ｍＬ

２． １． ３ 　 精密度　 取供试品溶液，连续进样 ６ 次测

定。 经计算升麻素苷对照品、５ － Ｏ －甲基维斯阿米

醇苷对照品、毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品的峰面积

ＲＳＤ 分别为 ０． ９４％ 、０． ９５％ 、０． ８６％ ，表明该方法精

密度良好。
２． １． ４　 重复性　 按 １． ２． ３ 项下方法制备 ６ 份供试

品溶液，测得该批产品中黄升麻素苷对照品、５ －
Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷对照品、毛蕊异黄酮葡萄糖

苷对照品的平均含量分别为 ０． １５６、０． ２３０、０． １２１

ｍｇ ／ ｍＬ，ＲＳＤ 分别为 ０． ５７％ 、０􀆰 ４３％ 、０． ６２％ ，结果

表明该方法的重复性良好。
２． １． ５　 溶液稳定性　 取 ２． １． ４ 项下的同一份供试

品溶液，分别于 ０、４、６、８、１０、１２、１８、２４ ｈ 进样测定，
测得升麻素苷、５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷、毛蕊异

黄酮葡萄糖苷峰面积的 ＲＳＤ 分别为 １． ７７％ 、
１􀆰 ６７％ 、１． ７０％ ，结果表明供试品溶液 ２４ ｈ 内稳定

性良好。
２． １． ６　 准确度　 精密量取已知含量的玉屏风口服
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液１ ｍＬ，置２５ ｍＬ 容量瓶中，加入０． １５６ ｍｇ ／ ｍＬ 的升

麻素苷对照品溶液，０． ２３０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ５ － Ｏ － 甲基维

斯阿米醇苷对照品溶液和 ０． １２１ ｍｇ ／ ｍＬ 的毛蕊异黄

酮葡萄糖苷对照品溶液各 １ ｍＬ，加 ５０％甲醇定容至

刻度，摇匀，过滤，即得。 照上述供试品方法制备 ６
份供试品溶液，照 １． ２． １ 所述方法进行测得，计算平

均加样回收率，结果见表 ３。 ３ 种物质的加样回收率

均在 ９６％ ～１０２％之间，相对标准偏差均小于 ２． ０％。
表 ３　 玉屏风口服液 ３ 种成分加样回收率试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３ ｃｏｍｐａｎｄｓ ｉｎ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ（ｎ ＝６）
化合物 原有值（ｍｇ） 加入值（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％ ） ＲＳＤ（％ ）

升麻素苷 ０． １５６ ０． １５６

０． ３１４ １０１． ２８

０． ３１０ ９８． ７２

０． ３１０ ９８． ７２

０． ３１０ ９８． ７２

０． ３０７ ９６． ７９

０． ３１２ １００． ００

１． ５２

５ － Ｏ － 甲基维斯
阿米醇苷

０． ２３０ ０． ２２６

０． ４５８ １００． ８８

０． ４５２ ９８． ２３

０． ４５２ ９８． ２３

０． ４５３ ９８． ６７

０． ４４８ ９６． ４６

０． ４５６ １００． ００

１． ５６

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 ０． １２１ ０． １２４

０． ２４５ １００． ００

０． ２４２ ９７． ５８

０． ２４３ ９８． ３９

０． ２４４ ９９． １９

０． ２４１ ９６． ７７

０． ２４５ １００． ００

１． ３４

２． ２　 含量测定　 分别取升麻素苷、５ －Ｏ －甲基维斯

阿米醇苷对照品和毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品适

量，加 ５０％甲醇稀释成每 １ ｍＬ 含升麻素苷 ２０ μｇ、
５ － Ｏ －甲基维斯阿米醇苷 ２０ μｇ、毛蕊异黄酮葡萄

糖苷 １０ μｇ 的混合对照品溶液。 按照“１． ２． ３”项下

方法制备供试品溶液，供试品溶液和对照品溶液各

进 １０ μＬ，以“１． ２． １”项下色谱条件检测，记录色谱

图，计算含量，结果见表 ４。

表 ４　 样品测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
批号 升麻素苷（ｍｇ ／ ｍＬ） ５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷（ｍｇ ／ ｍＬ） 防风总量（ｍｇ ／ ｍＬ） 毛蕊异黄酮葡萄糖苷（ｍｇ ／ ｍＬ）

２０２２０１００１ ０． １４６ ０． ２２９ ０． ３７５ ０． １１７

２０２２０１００２ ０． １５４ ０． ２２７ ０． ３８１ ０． １１６

２０２２０２００５ ０． １４１ ０． ２４５ ０． ３８６ ０． １０４

２０２２０２００２ ０． １３３ ０． ２３２ ０． ３６５ ０． １０５

２０２２０５００３ ０． １３８ ０． ２２８ ０． ３６６ ０． １０５

２０２２０５００４ ０． １３５ ０． ２３０ ０． ３６５ ０． １０３
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３　 讨论与结论

３． １　 标准来源与追溯　 玉屏风口服液历次标准修

订过程中，主要是对【鉴别】 （１） （３）进行了修订，
《兽药质量标准》２０１７ 年版中药卷删除【鉴别】 （３）

“采用 ５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷对照品 ＨＰＬＣ 法

鉴别防风”，在【鉴别】 （１）增加了“采用 ５ － Ｏ － 甲

基维斯阿米醇苷对照品用于 ＴＬＣ 法防风的鉴别”，
并沿用至今，具体见表 ５。

表 ５　 玉屏风口服液质量标准对比表

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｙｕｐｉｎｇｆｅｎｇ ｏｒａｌ ｌｉｑｕｉｄ

《中国兽药典》
２０２０ 年版二部

《兽药质量标准》
２０１７ 年版中药卷

《兽药质量标准汇编》
２００６ － ２０１１ 年

鉴别（１）
ＴＬＣ 法同时鉴别黄芪和防风，采用黄芪
甲苷对照品和 ５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇
苷对照品

ＴＬＣ 法同时鉴别黄芪和防风，采用黄芪
甲苷对照品和 ５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇
苷对照品

ＴＬＣ 法鉴别黄芪，采用黄芪甲苷对照品

鉴别（２） ＴＬＣ 法鉴别白术，采用白术对照药材 ＴＬＣ 法鉴别白术，采用白术对照药材 ＴＬＣ 法鉴别白术，采用白术对照药材

鉴别（３） ——— ——— ＨＰＬＣ 法鉴别防风，采用 ５ － Ｏ － 甲基维
斯阿米醇苷对照品

含量测定
黄芪

本品每 １ ｍＬ 含黄芪以黄芪甲苷计，
不得少于 ０． ２０ ｍｇ。

黄芪
本品每 １ ｍＬ 含黄芪以黄芪甲苷计，

不得少于 ０． ２０ ｍｇ。

黄芪
本品每 １ ｍＬ 含黄芪以黄芪甲苷计，

不得少于 ０． ２０ ｍｇ。

　 　 本研究中，注重药效物质基础的关系，拟将防

风、黄芪中的有效成分升麻素苷和 ５ － Ｏ － 甲基维

斯阿米醇苷及毛蕊异黄酮葡萄糖苷进行定量检测，
同时用于薄层鉴别研究，进一步丰富了检测指标，
提升了质量控制标准。
３． ２　 全面性　 相比单一指标性成分（黄芪甲苷），药
效组分群含量测定可更好地表达玉屏风口服液的总

体功效。 查阅大量文献，发现玉屏风制剂中的研究

多集中在黄酮 － 色原酮组分群［１ － ３］，黄酮 － 色原

酮 －内酯组分群［４ － ７］，目标成分多见于毛蕊异黄酮

葡萄糖苷、毛蕊异黄酮、升麻素苷、升麻素、５ － Ｏ －甲

基维斯阿米醇苷、亥茅酚苷、芒柄花苷、芒柄花素、白
术内酯 Ｉ、白术内酯 ＩＩ、白术内酯 ＩＩＩ，共计 １１ 种。

在诸多成分中，申亚君［８］等通过建立玉屏风散

的 ＨＰＬＣ 指纹图谱，分别对上述 １１ 种成分进行进

行聚类分析（ＨＣＡ）、主成分分析（ＰＣＡ）发现，各批

次样品之间的质量差异导致 １５ 批样品聚为 ２ 类，
并进一步通过正交偏最小二乘判别分析（ＯＰＬＳ －
ＤＡ）得出毛蕊异黄酮葡萄糖苷、毛蕊异黄酮、芒柄

花素、５ － Ｏ － 甲基维斯阿米醇苷、升麻素苷是对玉

屏风散整体质量影响较大的 ５ 种成分。 但是鉴于

前期研究中发现毛蕊异黄酮、芒柄花素均低于 ０． ０５
ｍｇ ／ ｍＬ，因此本研究中仅对毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

５ － Ｏ －甲基维斯阿米醇苷、升麻素苷的含量测定进

行研究。
３． ３ 　 与药效相关性　 毛蕊异黄酮葡萄糖苷（ＣＧ）

是黄芪药材中的异黄酮成分。 现代药理学研究表

明，ＣＧ 能够明显对抗 ４ 刀豆蛋白 Ａ（ＣｏｎＡ）诱导的

Ｔ 淋巴细胞增殖和脂多糖（ＬＰＳ）诱导的巨噬细胞毒

性，具有免疫抑制和抗炎作用［９］。 姜文月等［１０］ 采

用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 双变量相关分析对化学成分与其增强

免疫药效的谱效相关性进行分析，发现 ＣＧ 含量与

脾脏指数呈显著正相关，是有免疫增强功能的主要

药效物质。 此外，ＣＧ 还具有抗炎、抗肿瘤等多种药

理功效。

３． ４　 结论　 综上所述，本方法采用高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法同时对玉屏风口服液中的黄芪和防风进

行定量分析，经验证定量准确、快速、重复性好，为提

升玉屏风口服液质量控制的全面性提供了方法。
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