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HPLC-CAD一测多评法同时测定黄芪中6种成分含量
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摘要: 建立高效液相串联电雾式检测器 (HPLC-CAD) 同时测定黄芪药材中黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪甲苷、

毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷的一测多评方法。采用Agilent SB-C18 (150 mm×

4.6 mm, 3.5 μm) 色谱柱, 0.05%甲酸水-0.05%甲酸乙腈为流动相, 梯度洗脱, 流速 1.0 mL·min-1, 柱温 35 ℃, 进样量为

20 μL; CAD雾化室温度 50 ℃。建立内参物黄芪皂苷Ⅱ与其他成分的相对校正因子, 并通过相对校正因子计算其含

量。同时采用外标法验证所建立的一测多评法的合理性、可行性和重复性。结果表明: 各色谱峰分离度较高, 黄芪

皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和 7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷分别在 0.113～

2.250、0.012～0.240、0.004～0.080、0.065～1.300、0.005～0.100和 0.007～0.150 mg·mL-1内线性关系良好; 20批黄芪

药材中黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素、7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷的含量

分别为 0.306～0.922、0.053～0.183、0.015～0.092、0.069～0.823、0～0.098和 0.020～0.107 mg·g-1; 内参物黄芪皂苷Ⅱ

与黄芪皂苷Ⅰ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷的相对校正因子分别为

0.561、0.835、0.299、0.796和 0.799; 一测多评法含量测定结果与外标法测定结果无显著性差异。建立的HPLC-CAD

一测多评法简便、准确, 可用于黄芪中6种化学成分的含量测定, 研究结果为黄芪药材的质量评价提供了科学依据。
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Abstract: A quantitative analytical method based on HPLC coupled with the charged aerosol detector (CAD)

for quantitative analysis of multi-components with a single marker (QAMS) was established for simultaneous deter‐

minations of astragaloside Ⅰ, astragaloside Ⅱ, astragaloside Ⅳ , calycosin-7-O- β -D-glucoside, formononetin and

7, 2'-dihydroxy-3', 4'-dimethoxyisoflavan in Astragalus membranaceus. The separation was performed on an

Agilent SB-C18 (150 mm×4.6 mm, 3.5 μm), with gradient elution using the mobile phase consisting of 0.05%

formic acid solution and 0.05% formic acid acetonitrile at the flow rate of 1.0 mL·min-1. The column temperature

was 35 ℃, and the injection volume was 20 μL. For CAD, the drift tube temperature was at 50 ℃. The contents of

six components in A. membranaceus were determined by both external standard method (ESM) and QAMS, and then
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were compared. The results showed that chromatographic peaks were separated well and the linear ranges of

astragaloside Ⅰ , astragaloside Ⅱ , astragaloside Ⅳ , calycosin-7-glucoside, formononetin and 7,2'-dihydroxy-3',4'-

dimethoxyisoflavan were 0.113-2.250 mg·mL-1, 0.012-0.240 mg·mL-1, 0.004-0.080 mg·mL-1, 0.065-1.300 mg·mL-1,

0.005-0.100 mg·mL-1 and 0.007-0.150 mg·mL-1, respectively. The content ranges of astragaloside Ⅰ , astragaloside

Ⅱ, astragaloside Ⅳ, calycosin-7-glucoside, formononetin and 7,2'-dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavan were 0.306-

0.922 mg·g-1, 0.053-0.183 mg·g-1, 0.015-0.092 mg·g-1, 0.069-0.823 mg·g-1, 0-0.098 mg·g-1 and 0.020-0.107 mg·g-1

in 20 batches of A. membranaceus, respectively. Using astragaloside Ⅱ as an internal reference, the relative correla‐

tion factors of astragaloside Ⅰ, astragaloside Ⅳ, calycosin-7-O-β -D-glucoside, formononetin, and 7,2'-dihydroxy-

3',4'-dimethoxyisoflavan were calculated as 0.561, 0.835, 0.299, 0.796, and 0.799, respectively. The results were

compared with those obtained by the external standard method to verify the feasibility, rationality and repeatability

of QAMS method, and there was no significant difference in assay results between the two methods. In conclusion,

the QAMS method is accurate and feasible, and could be used to determine the contents such as astragaloside Ⅰ,

astragaloside Ⅱ, astragaloside Ⅳ, calycosin-7-glucoside, formononetin and 7,2'-dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavan,

and it can be used for quality control of A. membranaceus.

Key words: HPLC-CAD; quantitative analysis of multi-components with a single marker; relative correlation

factor; Astragalus membranaceus; content determination; principle components analysis

黄芪为豆科草本植物黄芪属蒙古黄芪 Astragalus

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

Hsiao 或膜荚黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.)

Bge.的干燥根, 具有补气升阳, 固表止汗, 利水消肿, 生

津养血, 行滞通痹, 托毒排脓, 敛疮生肌等传统功效[1]。

现代药理学研究表明, 黄芪具有增强机体免疫力、抗病

毒、抗心脑损伤、降血糖等多种药理活性[2-4]。黄芪中

主要含有皂苷、黄酮、多糖类以及氨基酸类等成分, 其

中主要活性成分为皂苷类和黄酮类成分, 皂苷类成分

具有抗炎、抗肿瘤等作用, 黄酮类成分具有抗氧化、降

血脂等作用[5-7]。2015版《中华人民共和国药典》(以下

简称《中国药典》) 中以黄酮类成分毛蕊异黄酮葡萄糖

苷和皂苷类成分黄芪甲苷 (黄芪皂苷Ⅳ) 作为黄芪药

材及饮片质控指标 , 两者分别采用 HPLC-UV 和

HPLC-ELSD作为其含量测定方法, 且采用不同的样品

前处理方法[1]。目前, 黄芪中化学成分的文献报道中

大多以黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪甲苷等皂苷类成分

和毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素等黄酮类成分作为

指标成分, 用作黄芪药材的质量评价[8-11]。其中, 黄酮

类成分含量测定方法主要为 HPLC-UV[9,11,12], 皂苷类

成分主要为 HPLC-ELSD[11,13,14], 也有少数报道采用

LC-MS/MS 方法测定黄芪药材中黄酮和皂苷的含

量[10,15]。ELSD作为通用型检测器虽然可以进行弱紫

外吸收的皂苷类成分的含量测定, 但灵敏度较低, 不利

于皂苷类成分, 特别是低含量成分的准确定量。电雾

式检测器 (CAD) 为近年来出现的一种通用型检测器,

由于检测能力不受被分析的成分结构的限制, 尤其适

用于紫外吸收较弱或无紫外吸收的化合物, 且具有较

高的灵敏度, 在液相色谱分析中得到了较好的应用, 逐

渐被用于中药成分含量测定及其质量研究[16-20]。

中药成分复杂多样, 仅以一、两个成分作为质量评

价指标很难反映药材的真实质量, 而多指标含量测定

方法更为科学可靠。其中 , 一测多评法 (quantitative

analysis of multi-components with a single marker, QAMS)

利用中药有效成分内在函数及比例关系, 以中药中某

一种成分为内参物对照品, 从而实现多指标成分的同

时测定[21-26], 近年来已经被用于多种中药的质量评价,

而且被《中国药典》收载, 具有重要的指导意义[27]。

本研究建立 HPLC-CAD 一测多评法同时测定黄

芪中 6种成分的含量, 其中包括黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷

Ⅱ、黄芪甲苷 3种皂苷类成分和毛蕊异黄酮葡萄糖苷、

芒柄花素、7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷 3种黄酮

类成分, 以黄芪皂苷Ⅱ作为内参物, 计算黄芪皂苷Ⅰ、黄

芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和 7,2'-二羟

基-3',4'-二甲氧基异黄烷与黄芪皂苷Ⅱ的相对校正因

子, 从而计算出黄芪皂苷Ⅰ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄

糖苷、芒柄花素和 7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷的

含量; 并采用外标法和QAMS同时测定 20批黄芪药材

中 6种成分的含量, 比较其结果以验证QAMS的可行

性和准确性, 最终建立黄芪药材中 6种成分的一测多

评含量测定方法。同时, 比较了不同产地黄芪药材的

成分差异, 为黄芪药材的全面质量控制提供新的方法

和依据。

材料与方法

材料 不同产地的黄芪药材由本实验室自行

购买 , 经山西医科大学高建平教授鉴定为蒙古黄芪

Astragalus membranaceus (Fisch.) Bge. var. mongholicus
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(Bge.) Hsiao的干燥根, 见表1。

仪器与试剂 Thermo U3000高效液相色谱仪 (赛

默飞世尔科技有限公司, 美国), 包括LPG-3400SD泵、

WPS-3000TRS自动进样器、TCC-3200柱温箱、Corona

Veo RS电雾式检测器 (CAD); Mettler Toledo XSE205DU

电子分析天平 (Mettler Toledo, 瑞士); 数控超声清洗

机 (KQ-500DE 型 , 昆山超声仪器有限公司)。Milli-Q

纯水机 (Millipore, 美国); 甲酸 (190284, LC-MS, 赛默

飞世尔科技有限公司); 乙腈 (色谱纯, 默克, 美国); 甲

醇 (色谱纯, 默克, 美国); 其他化学试剂为分析纯。

毛蕊异黄酮葡萄糖苷 (批号: 111920-201606, 纯度

97.6%)、黄芪甲苷 (批号: 110781-201717, 纯度 96.9%)

购自中国食品药品检定研究院; 芒柄花素 (批号: 3523,

纯度 98.2%)、黄芪皂苷 I (批号: 6107, 纯度 99.0%)、黄

芪皂苷 II (批号: 3258, 纯度 100.0%) 均购自施丹德生

物科技有限公司 ; 7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷

(批号: Y31D10H107318, 纯度98%) 购自上海源叶生物

科技有限公司。

色谱条件 色谱柱 : Agilent SB-C18 (150 mm×

4.6 mm, 3.5 μm); 柱温为 35 ℃ , 流速为 1.0 mL·min-1;

流动相: 0.05%甲酸乙腈 (A)-0.05%甲酸水 (B), 梯度洗

脱, 洗脱条件: 0～3 min, 20% A; 3～8 min, 20%→25%

A; 8～18 min, 25%→36% A; 18～38 min, 36%→43%

A; 进样量 : 20 μL, CAD 漂移管温度 50 ℃ , 气体流速

50 psi·min-1。

对照品溶液的制备 取黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄

芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和 7,2'-二羟

基-3',4'-二甲氧基异黄烷各对照品适量, 精密称定, 以

80%甲醇配制成每 1 mL中含有黄芪皂苷Ⅰ 0.450 mg、

黄芪皂苷Ⅱ 0.048 mg、黄芪甲苷 0.016 mg、毛蕊异黄酮

葡萄糖苷 0.260 mg、芒柄花素 0.020 mg和 7,2'-二羟基-

3',4'-二甲氧基异黄烷 0.030 mg 的混合对照品溶液 ,

即得。

供试品溶液的制备 精密称取黄芪药材粉末约

2 g (过 4 号筛), 置圆底烧瓶中 , 精密加入 80% 甲醇

50 mL, 加热回流2 h, 取出、放冷、补足失重, 滤过, 滤渣

以甲醇 20 mL 淋洗 , 收集滤液及淋洗液 , 回收溶剂至

干, 残渣加 80%甲醇溶解, 转移至 5 mL量瓶中, 以 80%

甲醇定容至刻度, 摇匀, 即得。

方法学考察

专属性 取混合对照品溶液、供试品溶液、空白溶

液, 分别注入液相色谱仪, 比较色谱图。

精密度 精密吸取混合对照品溶液, 连续进样 6

次, 以6种成分的峰面积值计算RSD值。

线性关系考察 取黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪甲

苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和 7,2'-二羟基-3',

4'-二甲氧基异黄烷各对照品适量, 精密称定, 以 80%

甲醇配制成每 1 mL中含有黄芪皂苷Ⅰ 2.250 mg、黄芪

皂苷Ⅱ 0.240 mg、黄芪甲苷 0.080 mg、毛蕊异黄酮葡萄

糖苷 1.300 mg、芒柄花素 0.100 mg和 7,2'-二羟基-3',4'-

二甲氧基异黄烷 0.150 mg的混合对照品溶液, 作为储

备液。分别精密量取混合对照品储备液 0.5、1.0、2.0、

4.0、6.0和 10 mL分别于 10 mL量瓶中, 以 80%甲醇定

容至刻度, 摇匀, 按HPLC-CAD色谱条件进样测定, 记

录各成分峰面积。分别以浓度为横坐标, 以峰面积为

纵坐标进行线性回归, 计算线性回归方程和相关系数。

检测限和定量限 取对照品溶液, 用 80%甲醇逐

步稀释至信噪比约为 3和 10时的溶液, 计算此时的溶

液浓度。

重复性 精密称取黄芪样品 6份, 按“供试品溶液

的制备”项下方法制备供试品溶液, 按HPLC-CAD色

谱条件测定6种成分的含量, 计算RSD。

稳定性 取S16号黄芪药材, 按“供试品溶液的制

备”项下方法制备供试品溶液, 分别于 0、3、6、9、12、24

和48 h后进样分析, 以6种成分的峰面积计算 RSD。

加样回收率 取已知含量的黄芪药材约 1 g, 精密

称定, 共 6份, 分别按样品-对照品 (1∶1) 的比例加入一

定量的各对照品, 按“供试品溶液的制备”项下方法制

备, 摇匀, 按色谱条件测定各成分的峰面积, 并计算回

收率。

数据处理 差异显著性采用ANOVA方差分析检

Table 1 The source of samples

Sample

No.

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20

Origin

Qingshui, Min County, Gansu Province
Qinxu, Min County, Gansu Province
Mazi Chuan, Min County, Gansu Province
Yuntian, Longxi, Gansu Province
Luyuan, Weiyuan, Gansu Province
Xijiang, Min County, Gansu Province
Lianfeng, Longxi, Gansu Province
Huichuan, Weiyuan, Gansu Province
Fuxing Longxi, Gansu Province
Hunyuan, Shanxi Province
Hunyuan, Shanxi Province
Hunyuan, Shanxi Province
Hunyuan, Shanxi Province
Hunyuan, Shanxi Province
Hunyuan, Shanxi Province
Hunyuan, Shanxi Province
Hunyuan, Shanxi Province
Inner Mongolia
Inner Mongolia
Inner Mongolia

Age

3-year-old
3-year-old
3-year-old
3-year-old
3-year-old
4-year-old
3-year-old
3-year-old
4-year-old
5-year-old
5-year-old
5-year-old
5-year-old
5-year-old
5-year-old
5-year-old
5-year-old
4-year-old
4-year-old
4-year-old
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验, 数据统计运算采用 SPSS 21.0 for Windows统计软

件进行处理。

结果

1 方法学考察

1.1 专属性 测得样品色谱图如图 1所示。阴性溶液

未出现与对照品及黄芪药材中 6种待测成分保留时间

相一致的色谱峰, 表明阴性溶液对 6种待测成分均无

干扰, 结果见图1。

1.2 精密度 黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪甲苷、毛蕊

异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和 7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧

基异黄烷峰面积的RSD (n = 6) 分别为 2.55%、1.60%、

1.24%、1.33%、2.12%和1.17%, 表明仪器精密度良好。

1.3 线性关系 6个成分的线性回归方程及相关系数

见表 2。3种皂苷类成分和 3种黄酮类成分在CAD检

测条件下显示出良好的线性关系。

1.4 检测限和定量限 6个成分定量限分别为黄芪皂

苷Ⅰ0.04 μg、黄芪皂苷Ⅱ 0.02 μg、黄芪甲苷 0.02 μg、毛蕊

异黄酮葡萄糖苷 0.04 μg、芒柄花素 0.03 μg和 7,2'-二羟

基-3',4'-二甲氧基异黄烷 0.03 μg; 检测限分别为黄芪皂

苷Ⅰ 0.02 μg、黄芪皂苷Ⅱ 0.01 μg、黄芪甲苷 0.01 μg、毛

蕊异黄酮葡萄糖苷 0.02 μg、芒柄花素 0.01 μg和 7,2'-二

羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷0.02 μg。

1.5 重复性 黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪甲苷、毛蕊

异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素、7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基

异黄烷的含量分别为0.068%、0.015%、0.002%、0.028%、

0.002% 和 0.004%, RSD 分别为 2.38%、2.29%、1.70%、

1.51%、2.91%和2.81%, 表明重复性良好。

1.6 稳定性 黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷Ⅱ、黄芪甲苷、毛蕊异

黄酮葡萄糖苷、芒柄花素和7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异

黄烷峰面积的RSD分别为1.45%、3.30%、1.72%、3.24%、

2.28%和1.91%, 结果表明供试品溶液在48 h内稳定。

1.7 加样回收率 6种成分的加样回收率在99.65%～

101.81%, 6 种成分 RSD 分别为 2.28%、1.34%、3.21%、

2.23%、2.41%和1.98%, 具体结果见表3。

2 相对校正因子

分别精密吸取混合对照品溶液 1.0、2.5、5.0、10.0、

20.0和 30 μL, 依次注入高效液相色谱仪, 记录色谱图。

分别计算黄芪皂苷Ⅱ对黄芪皂苷Ⅰ、黄芪甲苷、毛蕊异黄

酮葡萄糖苷、芒柄花素及 7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异

黄烷的相对校正因子, 结果RSD值均 < 2.0%, 表明不

同的进样体积对相对校正因子没有显著影响, 具体结

果见表4。

Figure 1 The HPLC-CAD chromatograms of blank solvent (A),

mixed standard solution (B) and sample solution (C). 1: Calycosin-

7-glucoside; 2: Astragaloside Ⅳ ; 3: Formononetin; 4: 7, 2'-Dihy‐

droxy-3', 4'-dimethoxyisoflavan; 5: Astragaloside Ⅱ ; 6: Astragalo‐

side Ⅰ

Table 3 Results of recovery (n = 6)

Analytes
AstragalosideⅠ
AstragalosideⅡ
Astragaloside Ⅳ
Calycosin-7-glucoside
Formononetin
7,2'-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavan

Content/mg
0.711
0.122
0.029
0.287
0.023
0.043

Added/mg
0.735
0.155
0.015
0.265
0.020
0.035

Measured/mg
1.458
0.279
0.044
0.557
0.043
0.078

Recovery/%
101.59
100.98
99.65
101.81
101.30
100.47

RSD/%
2.28
1.34
3.21
2.23
2.41
1.98

Table 2 Linearity, LOD and LOQ data of the 6 analytes in Astragali Radix

Analytes
Astragaloside Ⅰ
Astragaloside Ⅱ
Astragaloside Ⅳ
Calycosin-7-glucoside
Formononetin
7,2'-Dihydroxy-3',4'-dimethoxyisoflavan

Calibration curve
y =35.111x + 2.412 7
y = 58.091x + 0.451 1
y = 80.561x + 0.059 3
y = 23.712x + 1.164 5
y =78.478x + 0.057 1
y =74.92x + 0.185 3

R2

0.998 1
0.998 3
0.999 6
0.996 1
0.999 9
0.999 3

Linear range/mg·mL-1

0.113-2.250
0.012-0.240
0.004-0.080
0.065-1.130
0.005-0.100
0.007-0.150

LOQ/μg
0.04
0.02
0.02
0.04
0.03
0.03

LOD/μg
0.02
0.01
0.01
0.02
0.01
0.02
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3 QAMS与外标法测定结果比较

取 20批不同产地的黄芪药材, 按供试品溶液制备

方法制备供试品溶液, 并按HPLC-CAD色谱条件进行

测定, 利用平均相对校正因子计算黄芪药材中黄芪皂

苷Ⅰ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花素、7,2'-

二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷的含量, 并与 ESM 计算

得到的结果进行比较, 结果见表 5, 利用 SPSS软件对

两种含量测定方法测定的结果进行 t检验。结果显示

两种含量测定方法无显著性差异 (P > 0.5)。

4 不同产地药材主成分分析

基于 6种化学成分的含量, 将不同产地 20批黄芪

药材采用PCA分析, PCA点图显示20批样品可以分为

3个不同类别。PCA评分图见图 2A, 进一步将 20批样

品进行PLS-DA分析, 见图2B, 结果显示不同产地的黄

芪药材化学成分存在差异, 且本实验测定的 6种化学

成分可以作为不同产地黄芪药材的分类标志物, 但由

于样本量不够多, 因此, 具体的质量评价还需继续深入

研究。

5 不同产地成分含量比较及质量分析

不同产地黄芪 3个黄酮和 3个皂苷的含量如表 5

和图 3 所示 , 结果显示 , 不同产地黄芪药材成分含量

存在差异, 来源于同一产地的黄芪药材中不同批次成

分含量也存在差异。本实验所定量的 6种化学成分、

20 批样品检测结果显示 , 黄芪中黄芪皂苷 Ⅰ 0.306～

0.922 mg·g-1、黄芪皂苷Ⅱ 0.053～0.183 mg·g-1、黄芪甲

苷 0.015～0.092 mg·g-1、毛蕊异黄酮葡萄糖苷 0.069～

0.823 mg·g-1、芒柄花素 0～0.098 mg·g-1和 7,2'-二羟基-

3',4'-二甲氧基异黄烷 0.020～0.107 mg·g-1, 6个成分总

含量范围 0.704～1.534 mg·g-1, 3个黄酮类总含量范围

0.376～1.108 mg·g-1, 3 个皂苷类总含量范围 0.241～

0.847 mg·g-1, 其中山西产黄芪中黄芪皂苷Ⅰ、黄芪皂苷

Ⅱ、黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷以及 7,2'-二羟基-

3',4'-二甲氧基异黄烷含量高于甘肃和内蒙。三个主要

成分中黄芪皂苷Ⅰ、黄芪甲苷 (黄芪皂苷Ⅳ) 含量均为

山西 > 甘肃 > 内蒙, 而毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量为山

西 > 内蒙 > 甘肃。

6 个所测成分含量总和、3 个所测黄酮成分总和

以及 3个所测皂苷成分总和对比, 均为山西 > 甘肃 >

内蒙 (图 4)。依据《中国药典》中黄芪药材的质控指

标分析, 毛蕊异黄酮葡萄糖苷和黄芪甲苷含量均为山

西高于甘肃和内蒙。因此, 可以认为此次定量的 6个

Table 4 Investigation on relative correction factor. F1: Astragalo‐

side Ⅱ/astragaloside Ⅰ ; F2: Astragaloside Ⅱ/astragaloside Ⅳ ; F3:

Astragaloside Ⅱ/calycosin-7-glucoside; F4: Astragaloside Ⅱ/for‐

mononetin; F5: Astragaloside Ⅱ/7,2'-dihydroxy-3',4'-dimethoxyiso‐

flavan

Volume

/μL

1.0

2.5

5.0

10.0

20.0

30.0

Average

RSD/%

Relative correction factor (RCF)

F1

0.568

0.553

0.564

0.553

0.564

0.562

0.561

1.11

F2

0.834

0.871

0.835

0.810

0.838

0.824

0.835

1.16

F3

0.305

0.301

0.300

0.293

0.300

0.292

0.299

1.68

F4

0.800

0.819

0.810

0.790

0.763

0.793

0.796

1.89

F5

0.795

0.792

0.789

0.794

0.799

0.812

0.799

1.02

Table 5 Determination results of 6 analytes by ESM and QAMS /mg·gˉ1

Sample

No.

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

S19

S20

P

Astragaloside Ⅱ

ESM

0.112

0.147

0.135

0.111

0.139

0.108

0.126

0.105

0.170

0.131

0.146

0.118

0.116

0.134

0.162

0.181

0.183

0.053

0.093

0.076

-

Astragaloside Ⅰ

ESM

0.585

0.607

0.642

0.557

0.650

0.531

0.573

0.531

0.604

0.689

0.723

0.626

0.686

0.659

0.645

0.686

0.848

0.308

0.420

0.308

0.709

QAMS

0.568

0.601

0.626

0.545

0.635

0.522

0.566

0.520

0.607

0.663

0.698

0.604

0.651

0.638

0.639

0.678

0.815

0.305

0.425

0.327

Astragaloside Ⅳ

ESM

0.036

0.038

0.033

0.022

0.051

0.049

0.044

0.048

0.057

0.043

0.054

0.042

0.041

0.050

0.085

0.092

0.077

0.015

0.025

0.022

0.769

QAMS

0.035

0.039

0.034

0.023

0.049

0.046

0.042

0.045

0.055

0.046

0.052

0.041

0.039

0.048

0.077

0.084

0.072

0.015

0.025

0.022

Calycosin-7-glucoside

ESM

0.241

0.290

0.257

0.283

0.135

0.177

0.201

0.136

0.185

0.781

0.548

0.619

0.642

0.585

0.223

0.258

0.291

0.198

0.375

0.285

0.726

QAMS

0.256

0.275

0.279

0.285

0.125

0.177

0.203

0.156

0.188

0.811

0.601

0.648

0.668

0.628

0.253

0.263

0.306

0.226

0.404

0.279

Formononetin

ESM

0.058

0.033

0.027

0.027

0.092

0.053

0.074

0.057

0.067

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.061

0.059

0.000

0.053

0.0477

0.032

0.629

QAMS

0.06

0.038

0.031

0.030

0.101

0.057

0.080

0.060

0.076

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.069

0.069

0.000

0.051

0.050

0.033

7,2'-Dihydroxy-3',4'-

dimethoxyisoflavan

ESM

0.047

0.037

0.031

0.031

0.056

0.049

0.054

0.048

0.059

0.066

0.062

0.056

0.050

0.076

0.102

0.101

0.129

0.087

0.097

0.020

0.979

QAMS

0.049

0.042

0.036

0.035

0.058

0.051

0.056

0.049

0.063

0.066

0.064

0.057

0.052

0.074

0.097

0.098

0.119

0.072

0.085

0.023
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化学成分可在一定程度上作为黄芪药材的质量评价

指标。

根据本次测定的 6个化学成分含量对三个产地的

黄芪进行质量评价, 认为山西产黄芪药材含量最高, 然

而由于本次采集的药材各地年份不一致, 山西产黄芪

药材均为5年生, 而甘肃和内蒙为 3～4年, 根据文献报

道 , 生长年份为 4～5 年的黄芪黄酮类成分含量最

高[28], 且药材的质量应以临床疗效为基础, 因此, 本次

实验所定量的 6个化学成分可以作为黄芪药材 3个主

要产地的鉴定指标, 在一定程度上对黄芪药材进行质

量评价, 更加系统及完善的质量评价方法还需继续进

行研究。

讨论

本实验考察了乙腈-水及 0.05%甲酸乙腈-0.05%

甲酸水溶剂系统对黄芪药材中 6种成分的分离情况的

影响。结果表明, 0.05%甲酸乙腈-0.05%甲酸水系统,

各峰分离度以及基线较好, 因此确定 0.05%甲酸乙腈-

0.05%甲酸水作为流动相系统; 同时, 考察了三根不同

品牌及型号的色谱柱, 最终发现Agilent ZORBAX SB-

C18 (150 mm×4.6 mm, 3.5 μm) 色谱柱对各峰分离效

果优于其余色谱柱, 故选择其用于HPLC-CAD含量测

定方法的建立。

黄芪中主要的活性成分为皂苷类和黄酮类成分,

Figure 2 The scores plot of PCA and PLS-DA. A: PCA score plot of 20 samples from different regions; B: PLS-DA score plot of 20 samples

from different regions. GS: Gansu Province; SX: Shanxi Province; NM: Inner Mongolia Province

Figure 4 Total assay of 6 analytes, three saponins and three flavonoids in different regions of Astragalus membranaceus. GS: Gansu Province;

SX: Shanxi Province; NM: Inner Mongolia Province. n = 9 (GS), 8 (SX), 3 (NM),
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01

Figure 3 Determination assay of 6 analytes in different regions of Astragalus membranaceus. GS: Gansu Province; SX: Shanxi Province;

NM: Inner Mongolia Province. n = 9 (GS), 8 (SX), 3 (NM),
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01

·· 562



姚 静等: HPLC-CAD一测多评法同时测定黄芪中6种成分含量

因皂苷类成分具有较弱的末端紫外吸收, 目前大多采

用ELSD进行其含量测定, 但其灵敏度较低。与ELSD

相比, CAD检测器具有检测灵敏度高的优势, 可提高

无紫外吸收或弱紫外吸收化合物的定量的准确性。通

过系统的方法学考察, 结果显示所建立HPLC-CAD方

法用于黄芪中包括黄酮和皂苷类成分在内的 6种成分

含量的检测, 灵敏度高、精密性、重复性和稳定性好, 表

明该方法稳定、可靠、准确。

中药成分复杂多样, 多成分含量测定已经成为中

药质量评价的发展趋势。其中, QAMS以某一个成分

作为内参物, 通过计算内参物与其他所测成分间的相

对校正因子, 实现“用一个成分进行多成分同时测定”

的目的, 大大降低了检测成本, 已广泛得以应用。本实

验采用HPLC-CAD一测多评法, 同时测定来自不同产

地的 20批黄芪药材中的 6种成分的含量, 与外标法含

量测定结果相比无显著性差异。3个主产地的黄芪药

材中, 无论是 6个成分总量, 或 3个黄酮成分、3个皂苷

成分总量, 均显示山西高于甘肃和内蒙。综上, 所建立

的HPLC-CAD一测多评法快速、简便、准确, 为黄芪药

材的质量控制综合评价提供了更加全面的参考。
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