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高效液相色谱法同时测定黄芪中的五种异黄酮类成分
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摘要：对蒙古黄芪中 & 种异黄酮类成分的含量进行了反相高效液相色谱 法 测 定。色 谱 柱 为 :10%)8;1* <)’ 柱，流 动

相 为乙腈 -水系统，梯度洗脱，检测波长 !+" 8%，柱温 +& = 。毛蕊异黄酮 -* -!-!---葡萄糖苷在 !". )! ( !"). ! %> ? @、

芒丙花素 -* -!-!---葡萄糖苷在 %. #! ( %#. ! %> ? @、$，)" -二甲氧基紫檀烷 -+ -!-!---葡萄糖苷在 %. ’# ( %’. # %> ? @、毛

蕊异黄酮在 $. !% ( $!. % %> ? @、芒丙花素在 #. $! ( #$. ! %> ? @ 时峰面积与浓度呈良好的线性关系，相关系数分别为

". $$$ !，". $$$ *，". $$$ *，". $$$ &和". $$$ &。& 种成分的加样回收 率 均 高 于 $%A，相 对 标 准 偏 差（B!:）小 于 +. !A
（" C $）。该法简便快速，重复性良好，结果准确可靠，可用于黄芪药材中 & 种主要异黄酮类成分的含量测定。
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9 9 黄芪 为 多 年 生 草 本 植 物 蒙 古 黄 芪 751+*/*’05
,.,9+*"*$.05 ,&"/"&’2$05（W1;73+ ）M>"+ O0’+
,&"/%&’2$05（M>"+ ）L;10) 或 膜 荚 黄 芪 751+*/*8
’05 ,.,9+*"*$.05（ W1;73+ ）M>"+ 的 干 燥 根。 其

味甘，性温，归肺、脾经，具有补气固表、利尿托毒、排

脓、敛疮生肌之功效。黄酮类成分为其有效成分之

一，有抗病毒、抗菌、降血脂、抗氧自由基等作用，还

具有抗缺血和改善血象作用。近年对异黄酮类成分

含量测定 方 面 的 报 道［) 0 %］多 为 测 定 毛 蕊 异 黄 酮-* -

!-!---葡萄糖苷和 芒 丙 花 素 的 含 量，未 见 有 关 黄 芪

中芒丙花素-* -!-!---葡萄糖 苷 和 $，)" -二 甲 氧 基 紫

檀烷-+ -!-!---葡萄糖苷含量测定的报道。国外有用

液相色谱-质谱法（ @<-X!）法测定异 黄 酮 类 成 分 的

报道［& 0 #］。鉴于 液 相 色 谱-质 谱 联 用 仪 在 国 内 还 未

被普遍使用，因此建立简便快捷的高效液相色谱法

测定黄芪中异黄酮类成分的含量具有一定的理论和

实用意义。本文建立了黄芪中 & 种主要异黄酮含量

的测定方法。
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!" 实验部分

! ! !" 仪器和药品

! ! 日本岛 津 "#$"#$#% 高 效 液 相 色 谱 仪；&’$!"%
型旋转蒸发仪（ 上 海 亚 荣 生 化 仪 器 厂）；(()$$" 型

恒温水浴箱（ 江苏省医疗器械厂）；石英亚沸高纯水

蒸馏器（ 天津市金洲科学仪器有限公司）；甲醇为分

析纯，乙腈为色谱纯；黄芪药材经沈阳药科大学孙启

时教授鉴定为正品药材；! 种异黄酮对照品均 从 蒙

古黄芪根中提取分离得到，并经光谱鉴定和色谱法

分析，纯度在 %%* 以上。

! ! #" 对照品溶液的制备

! ! 分别精密称取 ! 种异黄酮化合物对照品适量，置

于 !# +" 量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，配制成

含毛蕊 异 黄 酮$&$!$!$’$葡 萄 糖 苷（ ,-./,0123$&$!$!$
’$4.5,01267）"#$( " +4 8 "，芒丙花素$&$!$!$’$葡萄糖

苷（ 90:+03037;23$&$!$!$’$4.5,01267） )*( " +4 8 "，

%，$#$二甲氧基紫檀烷$+$!$!$’$葡萄糖苷（%，$#$62+$
7;<0=/>;7:0,-:>-3$+$!$!$’$4.5,01267）),( * +4 8 "，

毛蕊异黄酮（,-./,0123）%"( ) +4 8 "和芒丙花素（ 90:$
+03037;23）*%( " +4 8 "的标准储备液。

! ! $" 供试品溶液的制备

! ! 取黄芪药材粉末约 " 4，精密称定，加入 "# +"
的 ,#* 甲醇回流 $ <，重 复 提 取 + 次，合 并 提 取 液，

于 ,# ? 下减压浓缩至干，以甲醇溶解并定容至 $#
+"。经 #( )! !+ 微孔滤膜滤过，续滤液作为供试品

溶液。

! ! %" 色谱条件与系统适用性试验

! ! 色谱柱：@2-+0312. #$, 柱（"## ++ A )( * ++
2B 6B ，! !+），迪马公司。流动相：%，乙腈；C，水；梯

度洗脱 程 序：# - "! +23，$&* % D +$* %；"! - )!
+23，+!* %。 流 速：$( # +" 8 +23；检 测 波 长："+#
3+；柱温：+! ?；进样量：$# !"。

! ! 在上述色谱条件下，取同一混合对照品溶液 $#
!" 连续进样 ! 次，记录色谱图，结果见图 $ $-。! 种

异黄酮成分的峰形良好，分离度大于 $( !，理论塔板

数均不低于 & ###。

#" 结果与讨论

# ! !" 标准曲线的建立

! ! 分 别 精 密 吸 取 对 照 品 储 备 液 $( #，"( #，)( #，

*( #，,( # 和 $#( # +" 至 $# +" 量瓶中，用甲醇定容

至刻度，摇匀，进样 $# !"。分别以各成分的质量浓

度（"，+4 8 "）为横坐标，峰面积（#）为纵坐标，建立

标准曲线。得到 ! 个待分析物的标准曲线如下：毛

蕊异 黄 酮$& $!$!$’$葡 萄 糖 苷，# E "( &*% . $#& " F

图 !" （"）& 种异黄酮对照品和（#）实际黄芪样品的色谱图

$%&! !" ’()*+",*&)"+- *.（"）" +%/,0)1 *. .%21 .3"2"4*%5
)1.1)1461- "45（#）" )1"3 )"5%/ "-,)"&"3% -"+731
$ B ,-./,0123$& $!$!$’ $4.5,01267； " B 90:+03037;23$& $!$!$’ $

4.5,01267； + B %，$# $62+7;<0=/>;7:0,-:>-3$+ $!$!$’ $4.5,01267；

) B ,-./,0123；! B 90:+03037;23B

$( ),$ . $#!（ $ E #( %%% "）；芒 丙 花 素$& $!$!$’$葡 萄

糖苷，# E "( &!* . $#& " F +( #)% . $#)（ $ E #( %%% &）；

%，$# $二甲氧基紫檀烷$+ $!$!$’$葡萄糖苷，# E $( %!,
. $#& " F$( +$! . $#)（ $ E #( %%% &）；毛 蕊 异 黄 酮，#
E)( &+% . $#&" F +( #&! . $#)（ $ E #( %%% !）；芒丙花

素，# E )( +%) . $#& " F "( "+% . $#)（ $ E #( %%% !）。

结果表明：毛 蕊 异 黄 酮$& $!$!$’$葡 萄 糖 苷 在 "#( $"
- "#$( " +4 8 "、芒丙花素$& $!$!$’$葡萄糖苷在 )( *"
- )*( " +4 8 "、%，$# $二 甲 氧 基 紫 檀 烷$+ $!$!$’$葡 萄

糖苷在 )( ,* - ),( * +4 8 "、毛 蕊 异 黄 酮 在 %( ") -
%"( ) +4 8 "、芒 丙 花 素 在 *( %" - *%( " +4 8 " 时 峰 面

积与浓度呈良好的线性关系。

# ! #" 精密度试验

! ! 仪器精密度：取对照品溶液，连续进样 * 次，在

上述色谱条件下测定，测得峰面积的相对标准偏差

（&)@）分 别 为 #( %*，$( **，$( &*，$( %* 和 "( )*。

表明仪器的精密度良好。

! ! 方法精密度：取黄芪药材粉末 * 份，按“$ B +”节

所述方法制备 样 品 溶 液，在“$ B )”节 色 谱 条 件 下 测

定，分别进样 $# !"，测得毛蕊异黄酮$& $!$!$’$葡萄

糖苷、芒丙 花 素$& $!$!$’$葡 萄 糖 苷、%，$# $二 甲 氧 基

紫檀烷$+ $!$!$’$葡萄糖 苷、毛 蕊 异 黄 酮 和 芒 丙 花 素

含量 的 &)@ 分 别 为 +( $*，+( )*，"( %*，+( #* 和

+( !*。表明该方法的重复性良好。

# ! $" 稳定性试验

! ! 取黄芪药 材 粉 末，按“$ B +”节 所 述 方 法 制 备 样

品溶液，分别于 #，"，)，,，$" 和 ") < 测定，测得 ! 种

异黄酮 峰 面 积 的 &)@ 分 别 为 "( +*，#( %*，$( **，

"( ,* 和#( **。表明供试品溶液在 ") < 内稳定。

# ! %" 回收率试验

! ! 采用加样回收法，选取含量已知的黄芪样品，按

·&,)·
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高、中、低浓 度 分 别 精 密 加 入 对 照 品 溶 液 #$ % !"，

"$ % !" 和 !$ % !"，按“& # ’”节所述方法制备样品溶

液，制成高、中、低 ’ 个浓度的供试品溶液，在上述色

谱条件下，进样 &% !"。每个浓度重复试验 ’ 次，计

算平均回收率。结果见表 &。

表 !" 样品中 # 种成分的回收率（! $ ’）

!"#$% !" &%’()%*+%, (- -+)% ’(./(0%01, +0 ,"./$%（! $ ’）

%&!’&()(*
+,,), -
!.

/&0(, -
!.

1)2&3)45 -
6

178 -
6

%9:52&;<(=( ="=!=
> ) =.:02&;<,)

"%$ !"
*%$ "*
&!%$ (

’+$ &*
(+$ +&
&&#$ %

+($ "
++$ ’
+#$ &

!$ &
’$ !
&$ ’

/&4!&(&()*<(=( ="=
> !=) =.:02&;<,)

+$ !"
&*$ "*
!($ (!

+$ &#
&*$ ’*
!#$ *,

++$ &
++$ ,
+#$ +

!$ ,
!$ %
&$ !

+，&% =8<!)*?=
> &@5’*)4=&294’9(=
> ’ ="=!=) =.:02&;<,)

+$ (!
&+$ ""
!+$ &#

+$ ,,
&+$ ’(
!*$ ,"

+*$ ’
++$ #
+($ +

&$ ’
!$ ’
&$ "

%9:52&;<( &*$ "*
’#$ +#
,,$ ""

&*$ !+
’,$ #*
,"$ +!

+*$ +
+#$ ,
++$ &

&$ +
!$ #
&$ +

/&4!&(&()*<( &’$ *"
!($ #*
"&$ ,!

&’$ %’
!($ ’’
’+$ (#

+"$ !
+*$ (
+,$ *

&$ %
!$ &
&$ +

$ 2 #" 样品含量测定

> > 取不同产 地 的 黄 芪 药 材，按“& # ’”节 所 述 方 法

制备样品溶 液。精 密 吸 取 供 试 品 溶 液 &% !"，进 样

分析，按外标一点法计算，结果见表 !。

表 $" 不同产地黄芪样品中异黄酮类成分的含量（! $ ’）

!"#$% $" 3(01%01 (- +,(-$")(0(+4, +0 4+--%*%01 *"4+5
",1*"6"$+ ,"./$%,（! $ ’） !. - .

7&042)
%&!’&()(*;!

& ! ’ " ,
A94B<(，A)<:&(.C<9(. "’+$ * ,%$ "% !&*$ , &,%$ ! *+$ (
7<’<(.，D<:<( "#&$ + &’+$ & &!,$ & !!"$ ’ &&%$ *
E<(?09(.,9&，A)B)< !’+$ & ,*$ #’ &%%$ # !,"$ + *’$ ’
%?)(.,)，A)B)< !("$ # (*$ #( ’($ +# !"*$ # &,’$ (
F9<509(，"<9&(<(. ’,%$ ’ (!$ &( &#%$ + &+!$ % (*$ ,+
%?9(.2?0(，D<:<( !%’$ ! #"$ +" ,,$ "% &!*$ * (%$ "&
+(;?9(，"<9&(<(. ’"%$ # +*$ %, ##$ &! !+%$ # &!+$ &
A0:0,9&，"<9&(<(. !"*$ & ,+$ ’" "!$ "! !+*$ & &,($ %
89:<9(，"<9&(<(. ,&’$ ’ &&"$ + &’"$ ’ ’+"$ ! &(#$ "
G)< H&(.&: !*!$ ’ *%$ #, ’+$ %’ !,’$ # &,+$ #

> > & # 29:52&;<(=( ="=!=) =.:02&;<,)；! # I&4!&(&()*<(=( ="=!=) =
.:02&;<,)；’ # +，&% =,<!)*?&@5’*)4&294’9(=’ ="=!=) =.:02&;<,)；

" # 29:52&;<(；, # I&4!&(&()*<(#

> > 不同产地的黄芪药材中均含有这 , 种异黄酮类

成分，且含 量 均 较 高。其 中 毛 蕊 异 黄 酮=( ="=!=)=葡
萄糖苷的含量最高。在各产地药材中这 , 种成分的

含量差异比较显著。但由于收集到的样本数较少，

且所收集的药材均来自北方，目前尚不能全面地比

较不同产地药材中各成分的差异。

$ 2 %" 色谱条件的优化

> > 毛蕊异黄酮=( ="=!=)=葡萄糖苷和毛蕊异黄酮的

峰值吸 收 波 长 均 为 !&+ (!，!,% (! 和 !+% (!；芒

丙花素=( ="=!=)=葡萄糖苷和芒丙花素的峰值吸收波

长均为 !,& (! 和 ’%% (!；+，&% =二甲氧基紫檀烷=’ =
"=!=)=葡萄糖苷的峰值吸收波长为 !%( (!，!’! (!
和 !*% (!，但低波长处的吸光系数远大于高波长处

的吸光 系 数。 本 文 用 "%=&%+J 3’ 高 效 液 相 色 谱

仪、7K8=H&%+3’ 二极管 阵 列 检 测 器 对 检 测 波 长 进

行了选择，在 !’% (! 处，, 个待 测 成 分 的 吸 收 强 度

较大且杂质 不 干 扰 测 定，故 选 择 !’% (! 为 检 测 波

长。在 !’% (! 处，各成分的吸光系数较大，检测限

均不低于 %$ %, !. - "。

$ 2 &" 样品预处理方法的优化

> > 在预试验中，作者考察了超声提取、冷浸提取、

回流提取 和 索 氏 提 取 等 不 同 的 提 取 方 法。 结 果 表

明，回流提取和索氏提取的效率明显高于超声提取

和冷浸提取，而回流提取和索氏提取的效率无明显

差异，故本文采用回流法提取。

> > 考 察 了 不 同 的 提 取 溶 剂（&%%6 乙 醇，*%6 乙

醇，#%6 乙醇，&%%6 甲醇，*%6 甲醇，#%6 甲醇，水和

水提后分别 以 +,6，*%6，#%6 乙 醇 醇 沉）对 提 取 效

率的影响，结果表明 *%6 甲醇的提取效率最高。

’" 结论

> > 本文采用高效液相色谱法同时测定了黄芪中的

, 种异黄酮类 成 分，该 法 灵 敏 度 高，专 属 性 强，所 用

流动相系统和样品预处理方法简单，快速，能准确有

效地测定黄芪中 , 种主要异黄酮的含量。
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