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摘要：目的：采用高分离度快速液相色谱(RRLC)法快速测定黄芪药材中毛蕊异黄酮苷的含量。方法：采用 RRLC法，色谱柱： 

安捷伦 Zorbax SB—C18柱(4．6 mm×50．0 mm，1．8 m)；流动相：0．3％甲酸水溶液(A)-乙腈(B)，梯度洗脱程序：(0—6．0 

min，15％ 一20％ B；6．0—14．0 min，20％ ～45％ B；14．0～18．0 min，45％ ～65％ B；18．0～20．0 min，65％ 一100％ B)流速 ：0．6 

mL·min一；柱温：25℃；检测波长：280 nm0结果：毛蕊异黄酮苷在5．6～112．0 mg·LI1浓度范围内与峰面积呈良好线性(r= 

0．999 8)，平均回收率为 97．78％(n=6，RSD=2．87％)。结论：RRLC法简便、快速、准确，重复性好，可用于黄芪药材 中毛蕊 

异黄酮苷的质量评价。 
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Abstract：Objective：By using the high rapid determination of Astragalus calycosin glycoside from the fast liquid chromatography con— 

tent．Methods：Using the method of RRLC，chronatography column：the agilent Zorbax SB—c18 column(4．6 mm×50 mm，1．8岬 )；the 

mobile phase：0．3％formic acid aqueous solution(A)-acetonitrile(B)，gradient elution program：(0—6．0 min，15％ 一20％ B；6．0— 

14．0 rain，20—45％ B；14．0一l8．0 min，45％ 一65％ B；18．0—20．0 min，65—100％ B)velocity：0．6ml／min；column temperature： 
25 oC；the detection wavelength：280nm．Results：Calycosin glycoside in the range of 5．6—112 mg·L～ concentration showed a good 

linear with peak area(r=0．999 8)，the average recovery was 97．78％(n=6，RSD=2．87％)．Conclusion：The method is simple，rap- 
id，accurate，reproducible，can be used for the quality evaluation of astragalus calycosin glycoside． 
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黄芪(Radix Astragali)为豆科植物蒙古黄芪 Astragalus 

membranaceus(Fisch．)Bge．var．mongholicus(Bge．)Hsiao 

或膜荚黄芪 Astragalus membranaceus(Fisch．)Bge．的干燥 

根⋯，具有补气固表、利尿托毒、排脓 、敛疮生肌等功效 J，主 

要含有皂苷类、黄酮及其苷类、多糖类等成分 J。其中黄酮 

类化合物在清除自由基、调节免疫、抗病毒、抗动脉粥样硬化 

等多方面有广泛应用 ，是黄芪药材中重要有效活性成分 

之一。高分离度快速液相色谱法(RRLC)与高效液相色谱技 

术具有相同的分离原理。不同的是 RRLC所采用的色谱柱 

颗粒填料更小，从而增加了分析通量、灵敏度及色谱峰容量， 

因此，RRLC在分离能力方面具有较大优势。本实验优化色 

谱条件，并采用RRLC建立了黄芪药材中毛蕊异黄酮苷的含 

量测定方法，同时测定6批不同来源黄芪市售药材中该成分 

的含量，为黄芪药材的质量评价提供参考。 
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1 仪器和试药 

安捷伦高分离度快速液相色谱系统(Agilent，包括在线真 

空脱气机、高压二元梯度泵、柱温箱等)；十万分之一电子天平 

(BT125D，Sartorius，Germany)；色谱柱(z0rbax SB —C18，Agi- 

lent，Germany)；数控超声波清洗器(KQ-500DV型，昆山市超声 

仪器有限公司)；毛蕊异黄酮苷对照品购自江西本草天工科 

技有限公司(纯度 >98％)；黄芪药材从全国不同地区收集， 

收集地见表 1。甲醇(色谱纯，天津四友精细化学品有限公 

司)；乙腈(色谱纯，天津四友精细化学品有限公司)；甲酸为 

分析纯(天津四友精细化学品有限公司)；纯水(乐百氏)。 

2 方法和结果 

2．1 对照品溶液的制备 

精密称取毛蕊异黄酮苷对照品适量，置 10 mL量瓶中， 

加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得毛蕊异黄酮苷储备液。 

分别精密量取上述储备液0．500 mL、0．250 mL、0．125 mL、 
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n 050 mL、0．025 mL置 1 mL量瓶 中，加 甲醇稀释至刻度，摇 

匀，即得浓度为112．0 mg·L～、56．0 mg·L～、28．0 mg·L。。、 

11．2 mg·L～、5．6 mg·L 的毛蕊异黄酮苷对照品溶液，置 

于4 oC冰箱保存，备用。 

2．2 供试品溶液的制备 

黄芪药材粉碎，过40目筛，精密称取粗粉 1．0 g，置具塞 

锥形瓶中，加甲醇25 mL，称质量，超声20 rain，放冷，精密称 

质量，用甲醇补足减失的质量。用0．45 m微孔滤膜滤过， 

取续滤液，即得供试品溶液，置于4 oC冰箱保存，备用。 

2．3 色谱条件 

色谱术：安捷伦 ZorbaxSB．C18柱(4．6 mm x 50．0 mm。 

1．8 m)；流动相：0．3％甲酸水溶液(A)一乙腈(B)，梯度洗脱 

程序 ：(0～6．0 min，15％ ～2O％ B：6．0—14．0 rain，20％ 一 

45％ B；14．0—18．0 rain，45％ ～65％ B；18．0 —20．0 rain， 

65％ ～100％ B)；柱温 ：25℃；检测 波 长：280 nm；流速： 

0．6 mL·min～；进样量：5 。理论塔板数以毛蕊异黄酮苷 

计不得低于4 000。 

2．4 线性关系考察 

按上述色谱条件测定毛蕊异黄酮苷峰面积，以对照品溶 

液的浓度(X，mg·L )为横坐标，峰面积(Y)为纵坐标，进 

行线性 回归，得毛蕊异黄酮苷的回归方程为 Y=4799X+ 

6．273，r=0．999 8。结果显示，在 5．6～112．0 mg·L一 之间 

呈 良好线性。 

2．5 精密度实验 

取同一毛蕊异黄酮苷对照品溶液在 24 h内连续进样 5 

次，并连续5 d进样，按2．3项下色谱条件测定峰面积，根据 

峰面积分别计算日内精密度和日间精密度。结果显示，毛蕊 

异黄酮苷对照品溶液 日内精密度和 日间精密度分别为 

0．86％和 1．37％，结果表明精密度良好。 

2．6 重复性实验 

精密称取同一批次黄芪药材样品5份，按2．2项下制备 

供试品溶液，测定峰面积，计算含量。黄芪药材中毛蕊异黄 

酮苷含量的 RSD为 2．14％，表明该方法的重复性 良好。 

2．7 稳定性实验 

取黄芪药材供试品溶液，分别在 0 h、2 h、4 h、8 h、12 h、 

24 h测定毛蕊异黄酮苷峰面积。结果毛蕊异黄酮苷峰面积 

RSD为2．48％，表明该供试品溶液在24 h内稳定。 

2．8 加样回收率实验 

精确称取已测知含量(0．476 mg·g )的黄芪药材 6 

份，分别精确加入毛蕊异黄酮苷对照品溶液(含毛蕊异黄酮 

苷0．500 mg)，按2．2项下方法分别制备供试液，测定峰面 

积，计算含量，其平均回收率为97．78％，RSD=2．87％。 

2．9 样品测定 

取黄芪药材，按2．2项下制备供试品溶液，按 2．1项下 

色谱条件测定毛蕊异黄酮苷峰面积，计算含量，对照品、供试 

品溶液色谱图见图1，测定结果见表1。 

表 1 黄芪药材中毛蕊异黄酮苷含量测定结果 

O 2 4 6 8 l0 12 l4 l6 l8 

t／rain 

图1 毛蕊异黄酮苷(A)和黄芪药材(B)liRLC色谱图 

3 讨论 

本实验优化色谱条件时，分别以乙腈-水、甲醇一水和乙 

腈 一0．3％甲酸水为流动相筛选适宜的流动相，实验结果表 

明流动相为乙腈 一0．3％甲酸水时色谱基线稳定，分离效果 

较好，提示在水相中加入少量的甲酸有利于改善其峰形。 

RRLC法简单、合理、有效，可作为黄芪药材中毛蕊异黄酮苷 

的质量控制方法，同时也体现了该测定方法在中药成分分析 

和中药标准化方面的广阔应用前景。 

RRLC法在提高质量控制效率、分辨率、灵敏度等方面具 

有优势，用 RRLC替代 HPLC测定黄芪药材中毛蕊异黄酮苷 

含量，不但能提高色谱峰的分离度，而且大大节省分析时间， 

同时，也可以减少溶剂损耗及废液处置费用。该方法既适合 

单个样品分析，又适合大批样品分析，可大大提高质量控制 

效率。 

不同来源的黄芪药材毛蕊异黄酮苷含量差异较大，其原 

因可能与药材产地、品种、采收季节、采后初加工、贮存保管 

等因素有关。 
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