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黄麦合剂是上海交通大学医学院附属仁济医院院内制剂

（沪药制字Z05060356），由黄芪、淫羊藿、制何首乌、菟丝子、麦

冬等7味中药材提取制成[1]，具有滋阴益气、温肾壮阳的功效，

用于男性少、弱精症的治疗[2-6]。其中，菟丝子、淫羊藿为君药，

黄芪、何首乌为臣药。本品使用30余载，疗效确切[7]，广受病患

及医护人员的好评。由于黄麦合剂的制剂类型存在不易于储

存和携带、有效成分含量较低的缺点，故我院依托上海市科学

技术委员会科研计划科技支撑项目，对黄麦合剂进行剂型改

造，从合剂改为更加易于携带的颗粒剂，并在此过程中，对实

验生产的各批次样品进行了质量标准研究。本试验采用薄层

色谱（TLC）法对处方中的黄芪进行定性鉴别，并以淫羊藿的主

要成分淫羊藿苷、菟丝子的主要成分金丝桃苷及制何首乌的

主要成分二苯乙烯苷为定量指标，研究了高效液相色谱

（HPLC）法测定以上 3种成分的方法，并分别对其进行方法学

考察，为改进和提高黄麦颗粒的质量标准提供了方法学基础。

1 材料
1.1 仪器

1525型HPLC仪，包括 2487型紫外检测器、breeze色谱工

作站（美国 Waters 公司）；AE 240型电子天平（瑞士 Mettler-

Toledo 公司）；RE-52型旋转蒸发仪（上海青浦沪西仪器厂）；

SB5200型超声仪（上海Branson公司）；ZF-1型三用紫外分析

仪（上海宝山顾村电光仪器厂）；DZF-6020型真空干燥箱（上海

精宏实验设备有限公司）；硅胶G薄层板（青岛海洋化工厂分

厂）。

1.2 药品与试剂

黄麦颗粒（上海方心科技研究所，批号：20131218，规格：8

g/袋）；黄芪甲苷对照品（批号：110781-200613，纯度≥98％）、

淫羊藿苷对照品（批号：121032-200501，纯度≥98％）、金丝桃

苷对照品（批号：111521-201004，纯度≥98％）、二苯乙烯苷对

照品（批号：110844-200606，纯度≥99.8％）均由中国食品药品

检定研究院提供。乙腈（色谱纯，美国 Merck 公司，批号：

1520530004）；甲醇、氯仿、正丁醇、乙醚、乙酸乙酯、冰醋酸、无
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摘 要 目的：建立黄麦颗粒的质量控制方法，为该制剂的质量控制提供依据。方法：采用薄层色谱（TLC）法对黄麦颗粒中的黄

芪进行鉴别，采用高效液相色谱（HPLC）法测定黄麦颗粒中的淫羊藿苷、金丝桃苷及二苯乙烯苷的含量。结果：该品TLC色谱斑

点清晰，重复性好；HPLC 法测定淫羊藿苷、金丝桃苷及二苯乙烯苷线性范围分别为 9.969～319.0 μg/ml（r＝0.999 9）、12.3～

196.8 μg/ml（r＝0.999 9）、12.64～202.2 μg/ml（r＝0.999 8）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD均≤2.92％；平均加样回收率分别

为95.44％、101.06％、100.51％，RSD分别为1.46％、1.90％、1.73％（n＝6）。结论：该方法操作简便、重复性好、结果准确可靠，可用

于黄麦颗粒的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the quality control of Huangmai granules and provide reference for the qual-

ity control. METHODS：TLC was conducted to identify the Leguminosae in Huangmai granules and HPLC was used to determine

the contents of icariin，hyperin and stilbene glycoside in Huangmai granules. RESULTS：The spots on TLC plates were clear with

good reproducibility. The results of HPLC showed that the linear range was 9.969-319.0 μ g/ml（r＝0.999 9） for icariin ，

12.3-196.8 μg/ml（r＝0.999 9）for hyperin and 12.64-202.2 μg/ml（r＝0.999 8）for stilbene glycoside；RSDs of precision，stability

and reproducibility tests were all no more than 2.92％；the average recoveries were respectively 95.44％（RSD＝1.46％，n＝6），

101.06％（RSD＝1.90％，n＝6）and 100.51％（RSD＝1.73％，n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple，reproducible，accu-

rate and reliable，and can be used for the quality control of Huangmai granules.
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水乙醇均为分析纯；水为蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 黄芪的TLC鉴别

2.1.1 供试品溶液的制备 取黄麦颗粒7 g，用80 ml蒸馏水超

声（功率：200 W，频率：20 kHz）处理10 min，将溶液用60 ml乙

醚振摇，弃去乙醚液，水层用水饱和的正丁醇液振摇提取2次，

每次80 ml，合并正丁醇液；用氨试液80 ml洗涤，再用80 ml正

丁醇饱和水溶液洗涤，取正丁醇层，于100 ℃水浴将正丁醇液

蒸干，残渣加甲醇1 ml使溶解，作为供试品溶液。

2.1.2 对照品溶液的制备 精密称取黄芪甲苷对照品适量，

加甲醇制成每1 ml含0.4 mg的溶液，得对照品溶液。

2.1.3 阴性对照溶液的制备 取除黄芪外的其余药材，按黄

麦颗粒处方比例及制备工艺制成缺黄芪的阴性对照品，按

“2.1.1”项下方法制备成缺黄芪的阴性对照溶液。

2.1.4 结果 按TLC法[10]试验，吸取“2.1.1”项下供试品溶液、

“2.1.2”项下对照品溶液、“2.1.3”项下阴性对照溶液各10 μl，分

别点于同一硅胶G薄层板上，以氯仿-甲醇-水（13 ∶ 7 ∶ 2，V/V/V）

于10 ℃以下放置分层的下层溶液为展开剂，上行展开，展距为

8 cm，取出，晾干，喷以10％硫酸乙醇溶液，在105 ℃加热至斑

点显色清晰，置日光下检视。结果，供试品色谱中，在与对照

品色谱相应的位置上，显相同的粉红色斑点；而阴性对照溶液

在相应的位置上无干扰，结果见图1。

2.2 淫羊藿苷的含量测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Diamonsil-C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；流动相：乙腈-水-冰醋酸溶液（30 ∶ 70 ∶ 1，V/V/V）；流速：

1.0 ml/min；检测波长：270 nm；柱温：30 ℃；进样量：5 μl[3]。

2.2.2 对照品溶液的制备 精密称取淫羊藿苷对照品 3.19

mg，置于 10 ml 量瓶中，用甲醇逐级稀释成 9.969、19.938、

39.875、79.75、159.5、319.0 μg/ml的对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取黄麦颗粒 7.5 g，加入蒸馏水

150 ml搅拌均匀，70 ℃水浴15 min，放冷，用滤纸滤过；取滤液

15 ml，用乙酸乙酯 60、40、40 ml振摇提取 3次，合并乙酸乙酯

层，用 10 ml的 2.5％ Na2CO3洗涤，静置过夜。取乙酸乙酯层，

80 ℃水浴蒸干，残渣用甲醇定容至10 ml，经0.22 μm微孔滤膜

滤过，取续滤液，即得。

2.2.4 阴性对照溶液的制备 按照黄麦颗粒处方比例，制备

不含淫羊藿的阴性样品，精密称取7.5 g，按“2.2.3”项下方法操

作，即得。

2.2.5 专属性试验 在“2.2.1”项色谱条件下，淫羊藿苷和其

他组分色谱峰线基本分离，分离度大于1.5；同时取阴性样品进

样，结果阴性样品溶液在淫羊藿苷色谱峰位置处无相应峰出

现。色谱见图2。

2.2.6 线性关系考察 精密量取不同质量浓度的淫羊藿苷对

照品溶液9.969、19.938、39.875、79.75、159.5、319.0 μg/ml各5 μl，

注入HPLC仪，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录淫羊藿

苷的峰面积。以淫羊藿苷质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面

积（y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程为 y＝2.013 37×

10－5x+0.896 281（r＝0.999 9）。结果表明，淫羊藿苷质量浓度

在9.969～319.0 μg/ml范围内与其峰面积积分值呈良好的线性

关系。

2.2.7 精密度试验 精密吸取“2.2.2”项下质量浓度为 159.5

μg/ml 的对照品溶液 5 μl，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，

连续进样 6次。结果，RSD 为 1.51％（n＝6），表明仪器精密

度良好。

2.2.8 稳定性试验 取黄麦颗粒（批号：20131218）7.5 g，按

“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，分别于配制后0、2、4、6、8 h

时按“2.2.1”项下色谱条件进样测定。结果，RSD为1.45％（n＝

5），表明供试品溶液在配制后8 h内稳定性良好。

2.2.9 重复性试验 取批号为 20131218的黄麦颗粒适量，按

“2.2.3”项下方法配制得到6份供试品溶液，按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定。结果，RSD为2.41％（n＝6），表明本方法重复

性较好。

2.2.10 加样回收率试验 精密称取已知含量的黄麦颗粒样

图1 黄芪的薄层色谱图
1.黄芪甲苷对照品；2.缺黄芪的阴性对照溶液；3～6.供试品

Fig 1 TLC chromatograms of Leguminosae
1.reference of astragaloside A；2.negative control solution without of Le-

guminosae；3-6. test sample

图2 淫羊藿苷的高效液相色谱图
A.对照品（39.875 μg/ml）；B.供试品；C.缺淫羊藿的阴性对照；1.淫羊藿

苷

Fig 2 HPLC chromatograms of icariin
A.control substance（39.875 μg/ml）；B.test sample；C.negative solution

without Epimedium davidii；1.E. davidii

0.035

0.025

0.015

0.005

－0.005
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

t，min
A

AU

0.10
0.08
0.06
0.04
0.02
0.00

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
t，min

B

AU

1.60
1.20
0.80
0.40
0.00

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
t，min

C
AU

1 1

··3411



China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 24 中国药房 2015年第26卷第24期

品（批号：20131218）6份，精密加入淫羊藿苷对照品适量，按

“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积，并计算加样回收率，结果详见表1。

表1 淫羊藿苷加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery test of icariin（n＝6）

称样
量，g
0.501 6

0.500 9

0.502 0

0.502 6

0.500 4

0.501 2

样品含
量，mg
0.310 2

0.309 8

0.310 4

0.310 8

0.309 4

0.309 9

加入量，
mg

0.305 4

0.305 4

0.305 4

0.305 4

0.305 4

0.305 4

测得量，
mg

0.603 4

0.605 3

0.595 4

0.598 9

0.605 1

0.601 2

加样回收
率，％
96.01

96.76

93.32

94.34

96.82

95.38

平均加样回
收率，％

95.44

RSD，
％

1.46

2.2.11 淫羊藿苷的含量测定 精密量取黄麦颗粒（批号：

20131218）7.5 g，按“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，按

“2.2.1”项下色谱条件连续进样3次。结果，样品中淫羊藿苷的

含量分别为 600.0、624.3、630.4 μg/g（n＝3），平均（618.4±

15.9）μg/g。

2.3 金丝桃苷及二苯乙烯苷的含量测定

2.3.1 色谱条件 色谱柱：Waters XBridgeTM C18（250 mm×4.6

mm，5 μm）；流动相：0.1％醋酸溶液-乙腈（85 ∶ 15，V/V）；流速：

1.0 ml/min；检测波长：360 nm（金丝桃苷）、320 nm（二苯乙烯

苷）；柱温：室温；进样量：5 μl。

2.3.2 对照品溶液的制备 精密称取金丝桃苷对照品适量，

用稀乙醇逐级稀释成12.3、24.6、49.2、98.4、196.8 μg/ml的对照

品溶液，避光保存；精密称取二苯乙烯苷对照品适量，用稀乙

醇逐级稀释成12.64、25.28、50.56、101.2、202.4 μg/ml的对照品

溶液，避光保存。

2.3.3 供试品溶液的制备 取黄麦颗粒（批号：20131218）

13.5 g，加入蒸馏水 150 ml 搅拌均匀，于 70 ℃水浴 30 min，放

冷，用滤纸滤过。取滤液20 ml，用乙酸乙酯60、40、40 ml萃取

3次，静置过夜；合并乙酸乙酯层，于80 ℃水浴中蒸干，残渣用

稀乙醇定容至 10 ml，经 0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即

得，避光保存。

2.3.4 阴性对照溶液的制备 按照黄麦颗粒处方比例，分别

制备不含菟丝子及何首乌的阴性样品，分别精密称取7.5 g，按

“2.3.3”项下方法操作，即得。

2.3.5 专属性试验 在“2.3.1”项色谱条件下，金丝桃苷、二苯

乙烯苷和其他组分色谱峰基本分离；同时取“2.3.4”项下阴性

对照溶液进样。结果，阴性对照溶液在金丝桃苷及二苯乙烯

苷色谱峰位置处无相应峰出现。色谱见图3。

2.3.6 线性关系考察 精密量取不同质量浓度的金丝桃苷对

照品溶液 12.3、24.6、49.2、98.4、196.8 μg/ml各 5 μl，注入HPLC

仪，按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录金丝桃苷峰面积。

以金丝桃苷质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标

进行线性回归，得回归方程为 y＝4.171×10－5 x+5.688 2（r＝

0.999 9）。结果表明，金丝桃苷质量浓度在 12.3～196.8 μg/ml

范围内与其峰面积积分值呈良好的线性关系；精密量取不同

质量浓度的二苯乙烯苷对照品溶液12.64、25.28、50.55、101.1、

202.2 μg/ml 各 5 μl，注入 HPLC 仪，按“2.3.1”项下色谱条件进

样测定，记录二苯乙烯苷峰面积。以二苯乙烯苷质量浓度（x，

μg/ml）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得回归方

程为 y＝3.900×10－5x+6.967 4（r＝0.999 8）。结果表明，二苯乙

烯苷质量浓度在12.64～202.2 μg/ml范围内与其峰面积积分值

呈良好的线性关系。

2.3.7 精密度试验 分别吸取“2.3.2”项下质量浓度为24.6 μg/ml

的金丝桃苷对照品溶液及25.28 μg/ml的二苯乙烯苷对照品溶

液各5 μl，按“2.3.1”项下色谱条件分别连续进样6次。结果，金

丝桃苷、二苯乙烯苷的RSD分别为1.67％、1.23％（n＝6），表明

仪器精密度良好。

2.3.8 稳定性试验 取批号为20131218的黄麦颗粒13.5 g，按

“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，分别在0、2、4、8、12、24 h进

样测定。结果，金丝桃苷、二苯乙烯苷的RSD分别为 1.74％、

2.44％（n＝6），说明供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.3.9 重复性试验 取批号为 20131218的黄麦颗粒适量，按

“2.3.3”项下方法制备得到6份供试品溶液，吸取5 μl，按“2.3.1”

项下色谱条件进样测定。结果，金丝桃苷、二苯乙烯苷的RSD

分别为2.15％、2.92％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.3.10 加样回收率试验 精密称取黄麦颗粒样品（批号：

20131218）6份，分别精密加入金丝桃苷及二苯乙烯苷对照品

各适量，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”项下

图3 金丝桃苷及二苯乙烯苷的高效液相色谱图
A.金丝桃苷对照品（49.2 μg/ml）；B.供试品（波长＝360 nm）；C.缺菟丝

子的阴性对照；D.二苯乙烯苷对照品（50.55 μg/ml）；E.供试品（波长＝

320 nm）；F.缺何首乌的阴性对照；1.金丝桃苷；2.二苯乙烯苷

Fig 3 HPLC Chromatograms of hyperin and stilbene glu-

coside
A.control substance of hyperin（49.2 μg/ml）；B.test sample（control sub-

stance wavelength＝360 nm）；C.negative solution without China dod-

der；D.control substance of stilbene glucoside（50.55 μg/ml）；E.test sam-

ple（wavelength＝320 nm）；F.negative solution without Fallopia multi-

flora；1.hyperin；2.stilbene glucoside
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色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算加样回收率，结果分

别见表2、表3。

表2 金丝桃苷加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery test of hyperin（n＝6）

称样量，
g

0.896 7

0.898 9

0.897 1

0.893 5

0.900 3

0.897 1

样品含
量，mg
0.248 3

0.248 9

0.248 4

0.247 4

0.249 3

0.248 4

加入量，
mg

0.251 1

0.251 1

0.251 1

0.251 1

0.251 1

0.251 1

测得量，
mg

0.501 4

0.503 7

0.498 7

0.510 1

0.501 9

0.497 5

加样回收
率，％
100.80

101.47

99.68

104.62

100.60

99.20

平均加样回
收率，％

101.06

RSD，
％

1.90

表3 二苯乙烯苷加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery test of stilbene glucoside（n＝6）

称样量，
g

0.905 0

0.904 9

0.905 2

0.905 4

0.904 7

0.904 6

样品含
量，mg
1.652 7

1.652 5

1.653 0

1.653 4

1.652 1

1.651 9

加入量，
mg

1.643 6

1.643 6

1.643 6

1.643 6

1.643 6

1.643 6

测得量，
mg

3.329 9

3.310 7

3.329 2

3.255 0

3.313 1

3.289 2

加样回收
率，％
102.04

100.89

101.98

97.44

101.06

99.62

平均加样回
收率，％

100.51

RSD，
％

1.73

2.3.11 金丝桃苷和二苯乙烯苷的含量测定 精密量取黄麦

颗粒（批号：20131218）13.5 g，按“2.3.3”项下方法制备供试品

溶液，按“2.3.1”项下色谱条件连续进样 3次。结果，样品中金

丝桃苷的含量分别为 276.9、280.2、286.5 μg/g（n＝3），平均

（276.9±4.9）μg/g；二苯乙烯苷的含量分别为1 806.3、1 843.9、

1 828.3 μg/g（n＝3），平均（1 826.2±18.9）μg/g。

3 讨论
黄麦颗粒是根据我院院内经典制剂黄麦合剂进行剂型改

造之后的中成药，故薄层色谱及高效液相色谱法可借鉴黄麦

合剂中对各个成分的定性及定量分析[1]，但由于颗粒剂中添加

有部分辅料，前处理过程仍有所不同。

3.1 洗涤次数及浓度的选择

文献报道，乙酸乙酯萃取淫羊藿苷样品较为常用[8]，而萃

取过程中需要使用碳酸钠溶液进行洗涤 [9]，以去除杂峰的影

响。笔者使用了与黄麦合剂中相同的洗涤方法后发现，峰面

积较小，加样回收率均不足 85％，故对洗涤次数（1、2次）及

Na2CO3溶液的浓度（5％、2.5％）进行了考察。结果显示，2.5％

Na2CO3溶液洗涤1次后，峰面积明显大于5％ Na2CO3溶液洗涤

2次，且杂质峰对淫羊藿苷峰无干扰，完全能够满足2010年版

《中国药典》（一部）[10]要求，故最终决定使用2.5％ Na2CO3溶液

洗涤1次。

3.2 避光操作

在测定二苯乙烯苷过程中需全程避光操作。预试验由于

没有采取避光措施，二苯乙烯苷浓度偏小，且重复性较差

（RSD＝5.21％，n＝6）；采用避光措施之后，峰面积显著提高，

重复性也明显改善（RSD＝2.92％，n＝6）。

3.3 双波长检测色谱条件的选择

在考察黄麦颗粒中主要成分的 HPLC 检测方法时，利用

Waters 2487型紫外检测器的双波长功能，将金丝桃苷与二苯

乙烯苷同时进行测定（金丝桃苷检测波长＝360 nm、二苯乙烯

苷检测波长＝320 nm）。考虑到金丝桃苷分离度要求较高，选

择了Waters XBridgeTM C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）。在

金丝桃苷与二苯乙烯苷的溶剂选择上进行了预试验，分别用

甲醇、无水乙醇、稀乙醇定溶后检测。结果，稀乙醇中金丝桃

苷与二苯乙烯苷的峰面积较大，且峰型好，故最终选择用稀乙

醇溶解。流动相比例的选择在前期研究的基础上[11]，参照相关

文献[12]也进行了预试验，分别将流动相的体积比例调整为81 ∶
19、82 ∶ 18、85 ∶ 15后进样。结果，在85 ∶ 15的情况下，样品中金

丝桃苷与二苯乙烯苷周围的杂质峰均较少，分离度高，且保留

时间接近（金丝桃苷约为22 min、二苯乙烯苷约为24 min）。故

最终选定为 0.1％醋酸溶液-乙腈（85 ∶ 15，V/V）。选择 0.1％醋

酸溶液主要为了保证在改善金丝桃苷的峰型的情况下，不影

响二苯乙烯苷的峰型。

综上所述，本方法操作简便、重复性好、结果准确可靠，可

用于黄麦颗粒的质量控制。
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