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补肺活血胶囊中毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

毛蕊异黄酮的测定方法

唐清，朱晓枭，郑玉莹，关敏怡，彭维，苏薇薇
（中山大学生命科学学院，广东 广州 ５１０２７５）

摘　要：采用ＨＰＬＣ构建测定补肺活血胶囊中毛蕊异黄酮葡萄糖苷和毛蕊异黄酮的方法。以 ＨｉｔａｃｈｉＨｉｇｈＴｅｃｈ
Ｃ１８ （５μｍ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ）为色谱柱，以乙腈 －φ＝０２％甲酸溶液为流动相，梯度洗脱，检测波长为
２６０ｎｍ，色谱柱温度为２５℃，流速为０８ｍＬ／ｍｉｎ。经方法学验证，毛蕊异黄酮葡萄糖苷、毛蕊异黄酮分别在
００２２５～０９０１８μｇ（Ｒ２＝１）、０００７５～０２９９０μｇ（Ｒ２＝１）范围内线性关系良好，二者的平均回收率分别为
９３９７％ （ＲＳＤ＝３４６％）、９００４％ （ＲＳＤ＝３２５％）。结果表明，所建立的方法简单、快捷，适用于补肺活血胶
囊中毛蕊异黄酮葡萄糖苷和毛蕊异黄酮的测定。
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中黄芪为君药，入肺脾二经，益肺健脾，补脾肺肾

之气，是补气要药。补肺活血胶囊中黄芪发挥药效

的物质基础为毛蕊异黄酮葡萄糖苷、毛蕊异黄酮，

本研究建立ＨＰＬＣ法同时测定这两种成分，为更好
地监控补肺活血胶囊的质量提供了依据。

１　实验材料
１１　实验药品与试剂

毛蕊异黄酮 （成都普菲德生物技术有限公司，

１５１２０８）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷 （中国食品药品检

定研究院，１１１９２０－２０１５０５）；４批补肺活血胶囊
及黄芪阴性样品均由广东雷允上药业有限公司提

供。甲 醇 （天 津 大 茂 化 学 试 剂 厂，批 号：

２０１６０３１６、２０１６０８１７、２０１６０９０１，分析纯）、乙腈
（Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ，批号：Ｑ４ＴＡ１Ｈ，色谱级）；甲酸 （阿

拉丁，批号：Ｄ１５０２０８６，色谱级）；水为超纯水。
１２　实验仪器

十万分之一电子分析天平 （ＭＳ２０５ＤＵ，瑞士
ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；万分之一电子分析天平
（ＭＥ２０４，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒｔｏｌｅｄｏ公司）；超纯水器
（Ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ，美国密理博 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；数控超
声波清洗器 （ＫＱ５００ＤＥ，昆山市超声仪器有限公
司）；电热恒温水浴锅 （ＨＷＳ２４，上海一恒科技有
限公司）；旋转蒸发仪 （ＳＢ－１２００水浴锅，Ｎ－
１１００）；Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００ＤＧＬＣ高效液相色谱仪 （美

国Ｄｉｏｎｅｘ公司，ＤＧＰ－３６００ＳＤ双三元泵、ＳＲＤ－
３６００脱 气 机、ＷＰＳ－３０００ＳＬ自 动 进 样 器、
ＴＣＣ３０００－ＲＳ柱温箱、ＤＡＤ检测器、Ｃｈｒｏｍｅ
ｌｅｏｎ６８数据处理软件）。

２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　对照品溶液的制备　分别取毛蕊异黄酮葡
萄糖苷、毛蕊异黄酮对照品适量，精密称定，加 φ
＝５０％甲醇制成每１ｍＬ含毛蕊异黄酮葡萄糖苷３０
μｇ、毛蕊异黄酮２０μｇ的混合溶液。
２１２　供试品溶液的制备　取补肺活血胶囊内容
物，研细，取约１２ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶
中，精密加入甲醇５０ｍＬ，称定质量，加热回流１
ｈ，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，
摇匀，滤过，精密量取续滤液２５ｍＬ，回收溶剂至
干，残渣加φ＝５０％甲醇溶解，转移至５ｍＬ量瓶
中，加φ＝５０％甲醇至刻度，摇匀，即得补肺活血
胶囊供试品溶液。

２１３　黄芪阴性对照溶液的制备　取黄芪阴性样
品，同２１２项下操作。
２２　色谱条件

ＨｉｔａｃｈｉＨｉｇｈＴｅｃｈＣ１８ （４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５

μｍ，Ｎｏ２７Ｈ５Ｉ－０２４）色谱柱：以乙腈为流动相
Ａ，以φ＝０２％甲酸溶液为流动相Ｂ，进行梯度洗
脱：０～２５ｍｉｎ，１６％Ａ，８４％Ｂ；２５～６５ｍｉｎ，
１６％～４２％Ａ，８４％～５８％Ｂ。检测波长为２６０ｎｍ；
柱温２５℃；流速０８ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１０μＬ。理
论板数按毛蕊异黄酮葡萄糖苷计算不低于１３０００。
混合对照品、黄芪阴性对照、样品色谱图见图１。
由图１可知，毛蕊异黄酮葡萄糖苷和毛蕊异黄酮的
出峰位置上无其他物质的干扰。

图１　黄芪阴性对照 （Ａ）、混合对照品
（Ｂ）、补肺活血胶囊样品 （Ｃ）ＨＰＬＣ图谱
１：毛蕊异黄酮葡萄糖苷 ；２：毛蕊异黄酮
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＡｓｔｒａｇａｌｉｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ），ｍｉｘｅｄｃｏｎｔｒｏｌ（Ｂ），ｔｅｓｔｓａｍｐｌｅｓ（Ｃ）
１：ｃａｌｙｃｏｓｉｎ７Ｏｇｌｕｃｏｓｉｄｅ；２：ｃａｌｙｃｏｓｉｎ

２３　方法学考察
２３１　线性关系考察　分别精密吸取混合对照品
溶液０５、１、２、５、１０、１５、２０μＬ注入液相色谱
仪中，按 “２２”项下色谱条件进行分析，并对峰
面积进行测定，绘制成标准曲线，以峰面积积分值

Ａ对进样量Ｃ进行回归分析。毛蕊异黄酮葡萄糖苷
回归方程为：Ａ１＝４７４５６Ｃ－０１４１８（Ｒ

２＝１），表
明毛蕊异黄酮葡萄糖苷在００２２５～０９０１８μｇ范
围内，浓度与峰面积呈良好线性关系；毛蕊异黄酮

回归方程为：Ａ２＝６８３２４Ｃ－００６３８（Ｒ
２＝１），表

明毛蕊异黄酮在０００７５～０２９９０μｇ范围内，浓
度与峰面积呈良好线性关系。线性关系数据见表

１、表２，标准曲线见图２、图３。
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表１　毛蕊异黄酮葡萄糖苷线性及范围
Ｔａｂｌｅ１Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｌｉｎｅｒｒａｎｇｅｓｏｆｃａｌｙｃｏｓｉｎ７Ｏｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

序号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

进样量Ｃ／μｇ ００２２５４ ００４５０９ ００９０１８ ０２２５４０ ０４５０９０ ０６７６４０ ０９０１８０

峰面积Ａ１／ｍＡＵ ０９６４３ １９９５０ ４１１９４ １０５３２８ ２１２５２４ ３１９６５０ ４２６５６４

表２　毛蕊异黄酮线性及范围
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｌｉｎｅｒｒａｎｇｅｓｏｆｃａｌｙｃｏｓｉｎ

序号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

进样量Ｃ／μｇ ０００７４８ ００１４９５ ００２９９０ ００７４７５ ０１４９５０ ０２２４２０ ０２９９００

峰面积Ａ２／ｍＡＵ ０４６２２ ０９５７０ １９７２１ ５０３４１ １０１４７１ １５２５８３ ２０３６６４

图２　毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品标准曲线
Ｆｉｇ２　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｃａｌｙｃｏｓｉｎ７Ｏｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图３　毛蕊异黄酮对照品标准曲线
Ｆｉｇ３　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｃａｌｙｃｏｓｉｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ

２３２　精密度试验　精密吸取同一混合对照品溶
液１０μＬ，按 “２２”项下色谱条件，连续进样 ６
次，记录峰面积。毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰面积的

ＲＳＤ为 ０３４％，毛蕊异黄酮峰面积的 ＲＳＤ为
０３２％，表明该方法精密度良好。
２３３　重复性试验　取补肺活血胶囊内容物 （批

号：１５００３５），按 “２１２”项下方法平行制备 ６
份补肺活血胶囊供试品溶液，按 “２２”项下色谱
条件测定，记录峰面积。毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰面

积的ＲＳＤ为２４０％；毛蕊异黄酮峰面积的 ＲＳＤ为
２４３％，表明该方法重复性良好。
２３４　稳定性试验　取补肺活血胶囊内容物 （批

号：１５００３５），按 “２１２”项下方法制备供试品
溶液，分别于０、２、４、６、８、１２、２４、４８ｈ进样
１０μＬ，测定峰面积，计算得毛蕊异黄酮葡萄糖苷
峰面积的 ＲＳＤ为 ０２９％；毛蕊异黄酮峰面积的
ＲＳＤ为０３０％。表明供试品溶液在４８ｈ内稳定。
２３５　加样回收率试验　取补肺活血胶囊内容物
（批号：１５００３５）约０６ｇ共９份，精密称定，分
别精 密 加 入 低、中、高 浓 度 的 对 照 品，按

“２１２”项下方法制备供试品溶液，按 “２２”项
下色谱条件测定，计算加样回收率。毛蕊异黄酮葡

萄糖苷的回收率为９３８７％，ＲＳＤ为３４６％；毛蕊
异黄酮的回收率为９００４％，ＲＳＤ为３２５％。见表
３、４。
２４　样品测定

取补肺活血胶囊样品、，按照 “２１２”项下
方法制备供试品溶液。分别精密吸取对照品溶液、

供试品溶液，按外标法计算样品中毛蕊异黄酮葡萄

糖苷和毛蕊异黄酮的含量，结果见表５。
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表３　毛蕊异黄酮葡萄糖苷加样回收率试验结果
Ｔａｂｌｅ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｌｙｃｏｓｉｎ７Ｏｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

序号 称样量／ｇ 原有量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 加样回收率／％ 平均值／％ ＲＳＤ／％

１ ０．６０４５ ０．２２２７ ０．１１０７ ０．３２２８ ９０．４２
２ ０．６００１ ０．２２１１ ０．１１０７ ０．３３００ ９８．３７
３ ０．６０４１ ０．２２２６ ０．１１０７ ０．３３３３ １００．００
４ ０．６０２７ ０．２２２０ ０．２２１４ ０．４３１６ ９４．６７
５ ０．６０４３ ０．２２２６ ０．２２１４ ０．４２８３ ９２．９１
６ ０．６０３０ ０．２２２１ ０．２２１４ ０．４２５７ ９１．９６
７ ０．６０２７ ０．２２２０ ０．３３２１ ０．５２６０ ９１．５４
８ ０．６０１９ ０．２２１７ ０．３３２１ ０．５３０３ ９２．９２
９ ０．６０２０ ０．２２１８ ０．３３２１ ０．５２７６ ９２．０８

９３．８７ ３．４６

表４　毛蕊异黄酮加样回收率试验结果
Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｌｙｃｏｓｉｎ

序号 称样量／ｇ 原有量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 加样回收率／％ 平均值／％ ＲＳＤ／％

１ ０．６０４５ ０．０７６０ ０．０３７３ ０．１０９４ ８９．５４
２ ０．６００１ ０．０７５５ ０．０３７３ ０．１１１６ ９６．７８
３ ０．６０４１ ０．０７６０ ０．０３７３ ０．１１０４ ９２．２３
４ ０．６０２７ ０．０７５８ ０．０７４６ ０．１４３２ ９０．３５
５ ０．６０４３ ０．０７６０ ０．０７４６ ０．１４２６ ８９．２８
６ ０．６０３０ ０．０７５９ ０．０７４６ ０．１４１４ ８７．８０
７ ０．６０２７ ０．０７５８ ０．１１１８ ０．１７３３ ８７．２１
８ ０．６０１９ ０．０７５７ ０．１１１８ ０．１７５１ ８９．０１
９ ０．６０２０ ０．０７５７ ０．１１１８ ０．１７４４ ８８．２８

９０．０４ ３．２５

表５　样品含量测定结果
Ｔａｂｌｅ５　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ ｍｇ·粒 －１

批号 毛蕊异黄酮葡萄糖苷 毛蕊异黄酮 毛蕊异黄酮葡萄糖苷＋毛蕊异黄酮

１６０９０５ ０１４７８ ０２６０８ ０４０８６
１６１００８ ０１４２４ ０２９１５ ０４３３９
１６１０１０ ０２７６８ ０２００１ ０４７６９
１６１０１２ ０２５３９ ０２３６４ ０４９０３

３　讨　论
依据含量测定结果，不同批次的补肺活血胶囊

中毛蕊异黄酮葡萄糖苷和毛蕊异黄酮含量的总和相

差不大，但含量的比例不一样。造成这种差异的原

因：①不同产地黄芪中毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量
具有明显差异［２－５］；②在补肺活血胶囊生产过程
中，毛蕊异黄酮葡萄糖苷易受热脱去葡萄糖转变为

毛蕊异黄酮。因此，同时测定补肺活血胶囊中这两

种成分才有实际意义，这在国内尚未见有文献报

道。本研究建立了一种ＨＰＬＣ法同时检测这两种成
分，具有操作简单，重复性、加样回收率好等优

点，为全面监控补肺活血胶囊质量、完善其质量标

准提供了科学依据。
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简讯

《中山大学学报 （自然科学版）》再次入选中国精品科技期刊

２０１７年１０月３１日，由中国科学技术信息研究所组织的 “２０１７年中国科技论文
统计结果发布会”在北京国际会议中心举行。会上，公布了第四届中国精品科技期

刊名单，本刊再次光荣入选。

“中国精品科技期刊”是由中国科学技术信息研究所 “精品科技期刊服务与保

障系统项目组”于２００８年首次遴选产生，已分别于２００８年、２０１１年、２０１４年和
２０１７年公布４届。此次公布的第四届中国精品科技期刊名单是该项目组根据中国精
品科技期刊遴选指标体系综合评价的结果，共包括３００种以中文出版的中国精品科
技期刊和１５种以英文出版的中国国际化精品科技期刊。

本次入选 “第四届中国精品科技期刊”，是本刊继２００８年、２０１１年、２０１４年连
续入选第１－３届 “中国精品科技期刊”后的再次入选。

（本刊通讯员）
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