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离效果较好、含量较高，故选择210 nm作为检测波长。

本试验测定了贵州、湖北、浙江3个产地的雷公藤药材，发

现不同产地的雷公藤药材中雷公藤内酯甲的含量差别不大，

尚需更大样本量的试验来证明此结果的准确性。本方法简

便、准确、重复性好，适用于雷公藤药材及其制剂中雷公藤内

酯甲的含量测定与质量控制。
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摘 要 目的：建立同时测定益气祛白颗粒中黄芪甲苷Ⅳ和木通皂苷 D 含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

YMC-Pack ODS-AM（150 mm×4.6 mm，3 μm），流动相为乙腈-水（梯度洗脱），流速为0.8 ml/min，检测波长为203 nm。结果：黄芪

甲苷Ⅳ和木通皂苷D的质量浓度分别在10～500、2.5～250 μg/ml范围内与各自峰面积积分值呈良好的线性关系（r分别为0.999 9

和0.999 7）；平均加样回收率分别为106.09％、99.45％，RSD分别为1.81％、3.24％（n均为6）。结论：所建方法简单、稳定，结果准

确、可靠，可为益气祛白颗粒的体内药动学研究提供依据。
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Simultaneous Determination of 2 Compounds in Yiqi Qubai Granules by HPLC
KANG Lei，GU Sheng-ying，ZHU Guan-hua，YANG Qiu-ya，WANG Yu-zhu，WU Jia-qi，LI Xiao-yu，LIU Gao-lin
（Dept. of Clinical Pharmacy，The First Affiliated People’s Hospital of Shanghai Jiaotong University，Shanghai
200082，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for simultaneous determination of astragaloside Ⅳ and akebia saponin D in Yiqi

Qubai granules. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on a YMC-Pack ODS-AM（150 mm×

4.6 mm，3 μm）column with mobile phase consisted of acetonitrile-water（gradient elution）at the flow rate of 0.8 ml/min. The de-

tection wavelength was set at 203 nm. RESULTS：The linear ranges were 10-500 μ g/ml for astragaloside Ⅳ（r＝0.999 9） and

2.5-250 μg/ml for akebia saponin D（r＝0.999 7）. The average recoveries were 106.09％（RSD＝1.81％，n＝6）and 99.45％（RSD＝

3.24％，n＝6），respectively. CONCLUSIONS：The established method is convenient，stable，accurate and reliable，and can pro-

vide reference for pharmacokinetic study of Yiqi qubai granules in vivo.

KEYWORDS Yiqi qubai granules；HPLC；Content determination；Astragaloside Ⅳ；Akebia saponin D
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益气祛白颗粒为我院院内制剂（批准文号：沪药制字

Z05050804），是在我国著名皮肤病学专家朱光斗教授经验方

的基础上，根据辨证施治原理并结合临床实践筛选出来的[1]。

该处方由黄芪、预知子、茺蔚子等中药材组方而成，具有益气

固表、理气、活血、祛风的功效，临床主要用于治疗进行期白癜

风。方中黄芪为君药，其所含黄芪甲苷Ⅳ（Astragaloside Ⅳ）为

主要活性物质之一，是黄芪的指标成分。药理研究表明，黄芪

甲苷具有免疫调节[2]、抗炎[3]、减少脂解、改善胰岛素耐受性、抗

活性氧自由基、抑制细胞凋亡[4]及神经保护[5]等作用。预知子

为臣药，木通皂苷D（Akebia saponin D）是其主要有效成分之

一，具有心肌保护[6]、抑制细胞凋亡[7]、神经保护、抑制海马Aβ

的过量表达、治疗阿尔茨海默病等作用。笔者拟通过建立一

种简单、稳定、准确、可靠的高效液相色谱（HPLC）分析方法，

同时测定益气祛白颗粒中主要活性成分黄芪甲苷Ⅳ和木通皂

苷D的含量，旨在为该复方制剂下一步的体内药动学研究提

供试验依据。

1 材料
1.1 仪器

Prominence超快速液相色谱系统，包括CBM-20A型系统

控制器、DGU-20A3型脱气机、LC-20AD型输液泵、SIL-20A型

自动进样器、CTO-20A型柱温箱和 SPD-M20A型二极管阵列

紫外检测器（日本 Shimadzu 公司）；SAVANT SPD2010型真空

减压浓缩仪（美国Thermo Fisher Scientific公司）；B 2500S-

MT 型超声波清洗器（上海必能信超声有限公司）；G-560E型

涡旋震荡器（美国Scientific Industries公司）；Centrifuge 5810R

型高速离心机（德国Eppendorf公司）；Milli-Q/Elix 5型超纯水

系统（德国 Merck Millipore 公司）；AL-104型分析天平（瑞士

Mettler Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

益气祛白颗粒（上海交通大学附属第一人民医院提供，批

号：111201、120302、1211002）；黄芪甲苷Ⅳ对照品（中国食品

药品检定研究院，纯度：99.0％，批号：110781-200613）；木通皂

苷D对照品（上海融禾医药科技发展有限公司，纯度：99.3％，

批号：120627）；甲醇、乙腈（色谱纯，美国Merck公司）；浓氨溶

液（分析纯，苏州市三杰化学品科技有限公司，含量：25％～

28％）；正丁醇（分析纯，上海东懿实业公司化学试剂分公司，

纯度≥99％）；水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：YMC-Pack ODS-AM（150 mm×4.6 mm，3 μm）；流

动相：乙腈（A）-水（B），梯度洗脱（0～15 min，30％→45％A；＞

15～15.2 min，45％→30％A；＞15.2～25 min，30％A）；流速：

0.8 ml/min；检测波长：203 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 µl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 称取黄芪甲苷Ⅳ和木通皂苷D对照品各

适量，分别以甲醇溶解并稀释制成黄芪甲苷Ⅳ、木通皂苷D质

量浓度均为0.2 mg/ml的对照品贮备液。精密吸取两种对照品

贮备液各适量，用甲醇依次稀释后按1 ∶ 1（V/V）比例混合，制成

混合对照品溶液（黄芪甲苷Ⅳ的质量浓度分别为 10、20、50、

100、200、500 μg/ml；木通皂苷D的质量浓度分别为2.5、5、25、

50、100、250 μg/ml）。

2.2.2 氨试液及水饱和的正丁醇溶液 取浓氨溶液40 ml，加

水使成100 ml，即得氨试液[8]。在50 ml的EP管中加入4 ml水

和 20 ml正丁醇，涡旋震荡后以 1 811×g离心 5 min，上层即为

水饱和的正丁醇溶液。

2.2.3 供试品溶液 取益气祛白颗粒适量，研细混匀，准确称

取 0.4 g，置 50 ml 离心管中，加入氨试液 2 ml，振摇使充分润

湿，再加入水饱和的正丁醇溶液20 ml，封口膜密封后超声（功

率：100 W，频率：42 kHz）提取 15 min，以 1 811×g离心 5 min，

倾出上层正丁醇液，下层再加入水饱和的正丁醇溶液20 ml，同

法处理，合并 2次正丁醇液，滤过，滤液用水洗涤 2次，每次 5

ml，分取正丁醇液，于45 ℃真空减压蒸干，残渣用2 ml甲醇溶

解，再以2 465×g离心10 min，即得供试品溶液。

2.3 专属性试验

取空白甲醇溶液、混合对照品溶液和供试品溶液各适量，

在上述色谱条件下进样测定。结果表明，各组分分离良好且

空白无干扰。色谱见图1。

2.4 线性关系考察

精密吸取不同质量浓度的混合对照品溶液，按上述色谱

条件分别进样10 µl，记录峰面积。以峰面积积分值（y）对对照

品质量浓度（x）进行线性回归，得黄芪甲苷Ⅳ的回归方程为

y＝8.699 8×102x+5.329 6×103（r＝0.999 9，n＝6），木通皂苷 D

的回归方程为 y＝6.866 2×103x+1.316 5×104（r＝0.999 7，n＝

6）。结果表明，黄芪甲苷Ⅳ和木通皂苷D的质量浓度分别在

10～500、2.5～250 μg/ml 范围内与各自峰面积积分值呈良好

线性关系。

2.5 精密度试验

精密吸取黄芪甲苷Ⅳ质量浓度为 100 μg/ml、木通皂苷D

质量浓度为50 μg/ml的混合对照品溶液，按上述色谱条件进样

10 µl，重复测定5次，计算日内精密度；再取上述混合对照品溶

液连续测定 3 d，每天连续测定 3次，计算日间精密度。结果，

黄芪甲苷Ⅳ、木通皂苷 D 日内精密度的 RSD 分别为 0.08％、

0.07％（n均为 5），日间精密度的RSD分别为 1.60％、2.22％（n
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图1 高效液相色谱图

A.空白甲醇；B.混合对照品；C.供试品；1.木通皂苷D；2.黄芪甲苷Ⅳ

Fig 1 HPLC chromatograms
A.blank methanol；B.mixed control；C.test samples；1.akebia saponin D；

2.astragaloside Ⅳ
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均为3），表明仪器精密度良好。

2.6 稳定性试验

取同一益气祛白颗粒供试品溶液（批号：111201），分别于

0、2、4、8、12、24 h进样10 µl，按上述色谱条件测定峰面积。结

果，黄芪甲苷Ⅳ、木通皂苷D的RSD分别为5.17％、3.86％（n均

为6），表明供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.7 重复性试验

取同一批益气祛白颗粒（批号：111201）适量，按“2.2.3”项

下方法平行制备6份供试品溶液，再按上述色谱条件进样10 µl，

测定峰面积，代入线性回归方程计算样品含量。结果，样品中黄

芪甲苷Ⅳ、木通皂苷D的平均含量分别为1.156、0.227 mg/g，RSD

分别为2.24％、0.76％（n均为6），表明本方法重复性良好。

2.8 加样回收率试验

称取已知含量的同一批益气祛白颗粒样品（批号：

111201）适量，共6份，分别精密加入一定量的黄芪甲苷Ⅳ和木

通皂苷D对照品，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按上

述色谱条件进样测定，计算加样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝6）

化合物
黄芪甲苷Ⅳ

木通皂苷D

样品含量，mg

0.058 8

0.059 6

0.060 6

0.058 2

0.058 3

0.058 8

0.032 4

0.032 2

0.032 5

0.032 3

0.032 9

0.033 6

加入量，mg

0.149 0

0.150 0

0.151 0

0.149 0

0.149 0

0.151 0

0.027 2

0.027 4

0.026 9

0.028 0

0.027 7

0.024 3

测得量，mg

0.214 0

0.218 0

0.217 0

0.219 0

0.219 0

0.221 0

0.058 9

0.059 3

0.059 3

0.059 6

0.059 9

0.059 3

回收率，％
104.16

105.60

103.58

107.92

107.85

107.42

97.43

98.91

99.63

97.50

97.47

105.76

x，％

106.09

99.45

RSD，％

1.81

3.24

2.9 样品含量测定

取3批益气祛白颗粒样品各适量，分别按“2.2.3”项下方法

制备供试品溶液，再按上述色谱条件进样测定，每批平行测定

3份，记录峰面积，代入线性回归方程计算样品含量。结果，3

批样品（批号：111201、120302、1211002）中黄芪甲苷Ⅳ的平均

含量分别为 1.152、1.137、1.074 mg/g（n＝3），木通皂苷D的平

均含量分别为0.226、0.228、0.222 mg/g（n＝3）。

3 讨论
益气祛白颗粒由多味中药材组成，成分多且相互干扰

大。笔者在试验初期曾尝试采用甲醇直接超声、乙酸乙酯萃

取的方法提取样品，发现杂质峰较多且回收率低；后经过多次

试验并参考相关文献[9-10]，利用黄芪甲苷Ⅳ和木通皂苷D这类

水溶性皂苷能够溶于极性较大而又能与水分层的有机溶剂正

丁醇的性质，采用氨试液溶解提取物后再经水饱和正丁醇溶

液反复萃取的方法，使目标化合物与强亲水性的杂质得以分

离，再通过减压蒸干正丁醇使皂苷类的成分得以富集。本方

法省略了《中国药典》中索氏提取及大孔吸附树脂富集纯化的

过程，改进了黄芪甲苷Ⅳ和木通皂苷D的提取、富集方法，大

大缩短了样品处理时间，简化了操作步骤，避免了繁复操作上

的误差对定量分析的影响。

在流动相的选择中，笔者在试验初期尝试使用甲醇-水

（40 ∶ 60，V/V）作为流动相进行等度洗脱，发现黄芪甲苷Ⅳ和木

通皂苷D的分离度较低；后将甲醇替换为乙腈并调节流动相

体积比为 30 ∶ 70，黄芪甲苷Ⅳ和木通皂苷D的分离度良好，但

黄芪甲苷Ⅳ的保留时间过长且出现色谱峰展宽；为了改善黄

芪甲苷Ⅳ的峰形并缩短保留时间，最终确定采用梯度洗脱的

方法，使乙腈在流动相中的初始比例为30％，随着溶剂洗脱能

力的逐渐增强，黄芪甲苷Ⅳ的出峰时间由原来等度洗脱时的

17.54 min缩短至 14.27 min，保留时间适中，色谱峰峰形良好，

且与供试品溶液中其他水溶性杂质的分离度较好。

综上所述，本方法简单、稳定，结果准确、可靠，可为益气

祛白颗粒的体内药动学研究提供依据。
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