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  [ 摘要]  目的: 建立高效液相色谱蒸发光散射检测器测定复方石韦片中黄芪甲苷含量的方法。方法: 采用 Agilent C18色

谱柱( 4. 6 mm×150 mm,5 μm) ,以乙腈-水( 35∶65) 为流动相,流速 1. 0 mL·min- 1 ; ELSD检测器飘移管温度 100 ℃, 载气流速

2. 8 L·min - 1
。结果:黄芪甲苷进样量在 1. 12 ～6. 72 μg呈良好线性关系 ( r = 0. 999 9) , 平均加样回收率为 98. 94% ( n = 9) 。

结论: 本法操作简便, 重复性好, 灵敏度高, 可有效控制复方石韦片中黄芪甲苷含量。
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[ Abstract]  Objective: To establish an HPLC-ELSD method for the determination of astragaloside Ⅳ in

Fufang Shiwei tablets. Method: Agilent C1 8 ( 4. 6 mm ×150 mm, 5 μm) column was used. The mobile phase

consisted of acetonitrile - water ( 35∶65) and the flow rate was 1. 0 mL·min - 1 ; ELSD was used as the detector.

Results: Astragaloside Ⅳ was linear in the range of 1. 12-6. 72 μg ( r = 0. 9999) ; The average recovery ( n = 9)

was 98. 94% . Conclusion: The method can be used for the quality control of Fufang Shiwei tablets.
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  复方石韦片由石韦、黄芪、苦参、萹蓄组成,收载

在《国 家食品药品监 督管理局标 准》( 试行 )

YBZ20002005。该方具有增强免疫功能、利尿抗菌、

清热通淋、保护肾功能及无耐药性等特点,广泛应用

于慢性肾小球肾炎、肾盂肾炎、膀胱炎、尿道炎等泌

尿系统感染的疾病
[ 1-2 ]
。复方石韦片现行质量标准,

采用薄层色谱扫描法测定苦参碱含量,操作繁琐、误

差大;经检索,已有用高效液相法检测复方石韦片中

苦参碱和绿原酸含量的报道
[ 3-5 ]

,因氧化苦参碱与苦

参碱存在相互转化的现象,只用苦参碱含量作为控

制质量的定量指标是不恰当的
[ 6 ]
。为了提高复方石

韦片的内在质量,本文建立了高效液相色谱蒸发光

散射检测器测定复方石韦片中黄芪甲苷含量的方

法
[ 7 -9 ] ,现将实验结果报告如下。

1 仪器与试药

Agilent HP1100 高 效 液 相 色 谱 仪; ELSD-

2000ES蒸发光散射检测器 ; XWK-3A 空气泵 ( 天津

市华生分析仪器厂 ) ; METTLER AE240 型电子天

平 [ 梅特勒-托利多仪器 ( 上海 ) 有限公司 ] 。黄芪

甲苷对照品,中国药品生物制品检定所提供 ( 批号

110781-200613) ; 不同 批 号复 方 石 韦片 ( 规 格

0. 4g/片 ) 由河北承德颈复康药业集团提供。甲

醇、正丁醇、氨水等均为分析纯 ,乙腈为色谱纯, 水

为超纯水。
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2 方法与结果

2.1 色谱条件 Agilent C18色谱柱( 4. 6 mm×150

mm, 5 μm) ;流动相乙腈-水( 35∶65) ;流速 1. 0 mL·

min
- 1

; ELSD检测器参数飘移管温度 100 ℃;气体流

速为 2. 8L·min - 1
。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液  精密称取五氧化二磷减压干

燥至恒重的黄芪甲苷对照品适量,加甲醇制成每 1

mL含 0. 2 mg的溶液,即得。

2.2.2 供试品溶液 取本品 20 片,研细,取约 2 g,

精密称定,置具塞锥形瓶中,加甲醇 50 mL,称重,超

声处理(功率 250 W,超声频率 40 Hz) 45 min,放冷,

用甲醇补足减失的质量, 滤过, 取续滤液 25 mL,水

浴锅蒸干,残渣加水 25 mL,微热使溶解, 用水饱和

的正丁醇振摇提取 4 次, 用量依次为 40, 30, 20, 20

mL,合并正丁醇提取液,用氨试液提取 2 次,每次用

量 30 mL,弃去氨液, 蒸干正丁醇液,残渣加甲醇微

热约 40 ℃,分次溶解并转移置 10 mL量瓶内,冷至

室温,加甲醇至刻度,摇匀,微孔滤膜过滤,即得。

2.2.3 阴性对照品溶液  取不含黄芪药材的处方

其他药材,按照相同工艺制得阴性对照样品,再按上

述供试品溶液制备方法,制得阴性对照样品溶液。

2.3 色谱系统性试验 按 2. 1项下色谱条件,将对

照品溶液、供试品溶液、阴性对照溶液各进样 20

μL,测定,记录其色谱图,结果见图 1。以黄芪甲苷

记理论塔板数不低于 5 000。

2.4 线性关系考察 精密吸取 0. 224 g·L对照品

溶液 5, 10, 15, 20, 25, 30 μL进样,测定,以进样质量

的常用对数值为横坐标,峰面积的常用对数值为纵

坐标进行线性回归,线性范围 1. 12 ～6. 72 μg,回归

方程为 Y =1. 538X +7. 405 6, r =0. 999 9。

2.5 精密度试验  取供试品溶液,连续进样 6 次,

测定峰面积,黄芪甲苷峰面积平均值为 5 126. 773,

RSD为 0. 97%。表明仪器精密度良好。

2.6 稳定性试验  同一供试品溶液,分别于 0, 1,

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 h进样,测定峰面积,计算峰面积平

均值为 5 169. 098, RSD为 0. 36% ,表明供试品溶液

在 8 h内稳定。

2.7 重复性试验  取同一批号( 080607) 样品粉末

共 9 份, 1 ～3 每份 1. 6 g, 4 ～6 每份 2. 0 g, 7 ～9 每份

2. 4 g,按 2.2.2项下方法制备供试品溶液,分别测定

含量,计算本批样品含量平均值为 0. 734 mg·g
- 1

,

图 1 复方石韦片 HPLC - ELSD 图

1. 黄芪甲苷

RSD为 0. 72% ( n =9) ,表明重复性良好。

2.8 加样回收率试验  取已知含量的复方石韦片

( 080714) 粉末 1 g,精密称定,共取 9 份,平均分为 3

组,每组分别精密加入 0. 331 g· L
- 1
对照品溶液,

1. 00, 2. 00, 3. 00 mL,照 2. 2. 2项下供试品溶液制备

方法制备供试液,测定每份溶液黄芪甲苷含量,计算

回收率,结果平均回收率为 98. 94% , RSD为 0. 92%

( n =9) 。见表 1。
表 1 复方石韦片加样回收率试验

No.
样品质

量 /g

供试品

含量 /g

对照品加

入量 /mg

实测值

/mg

回收率

/%

平均值

/ %

RSD

/%

1 1. 000 2 0. 615 1 0. 331 0. 940 98. 16

2 1. 000 1 0. 615 1 0. 331 0. 941 98. 61

3 1. 000 7 0. 615 4 0. 331 0. 938 97. 46

4 1. 000 3 0. 615 2 0. 662 1. 267 98. 46

5 1. 000 4 0. 615 2 0. 662 1. 275 99. 67 98. 94 0. 92

6 1. 000 5 0. 615 3 0. 662 1. 268 98. 60

7 1. 001 0 0. 615 6 0. 993 1. 611 7100. 31

8 1. 001 1 0. 615 7 0. 993 1. 606 8 99. 81

9 1. 001 0 0. 615 6 0. 993 1. 602 1 99. 34

2.9 样品含量测定  6 个批号的复方石韦片分别

取 3 份,按 2.2.2项下方法分别制备供试品溶液,进

样,测定,结果见表 2。
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3 讨论

本实验分别比较用甲醇索氏提取, 甲醇回流提

取,甲醇超声提取方法,结果索氏提取, 回流提取得

到的成分比较复杂, 不利于分析, 且含量均偏低,故

选用超声提取。
表 2 复方石韦片样品含量测定

批号 含量 /mg· g - 1 RSD/%

080716 0. 64 1. 6

080604 0. 69 1. 2

080704 0. 68 0. 9

080701 0. 60 1. 7

080608 0. 66 2. 1

080610 0. 71 1. 9

  对提取时间 30, 45, 60 min进行考察,发现超声

45 min和 60 min时黄芪甲苷含量无显著性差异,说

明超声 45 min 时样品中黄芪甲苷基本提取完全。

故以超声提取 45 min为较合适。

本实验还进行了优化流动相系统实验,分别比

较了乙腈-水( 30∶70) 、甲醇-水 ( 79∶21) 、乙腈-水( 35

∶65) 为流动相,结果以乙腈-水( 35∶65) 作为流动相

时所测成分黄芪甲苷峰形良好,且与其他成分达到

基线分离。
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乙酸乙酯萃取数次以达到去除干扰成分的目的,由

于操作步骤繁多,导致方法准确度较差,且实验周期

较长。在对原方法进行复核后,考察了回流提取、超

声提取,采用超声提取较方便,并考察了不同提取溶

剂(乙醇、不同浓度甲醇) , 结果甲醇提取率最高且

杂质最少。

3.2 方法耐用性考察 供试品溶液制备过程中,考

察了超声处理 15, 30, 45 min,结果超声处理 15 min

提取基本完全。考察了 3 种不同商品规格的 C18色

谱柱,结果差异不大; 考察了室温, 35 ℃, 40 ℃不同

的柱温条件,结果显示柱温对测定结果的影响不大,

说明该方法的适应性良好。

3.3 小结 本实验建立的含量测定方法样品前处

理方法简单,分析条件便于控制, 样品分离度好,因

而具有较好的重复性和较高的精密度, 为中药咽速

康的质量标准提高和质量控制提供了科学依据。
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