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毛蕊异黄酮葡萄糖苷为黄芪的主要活性成分，具有
免疫调节、抗肿瘤、抗突变、抗损伤、抑制动脉粥样硬化
等多方面作用[1-3]。在 2015年版《中国药典》（一部）（简
称“药典”）中“黄芪”项下收载了毛蕊异黄酮葡萄糖苷和
黄芪甲苷的含量测定方法，黄芪甲苷常使用蒸发光散射
器进行检测，但检测基线波动较大，影响试验结果的准
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摘 要 目的：建立一种测定含黄芪中药制剂中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量的方法。方法：以我院中药制剂养肝益水颗粒为模型药

物，参照2015年版《中国药典》（一部）（简称“药典”）中“黄芪”项下毛蕊异黄酮葡萄糖苷高效液相色谱（HPLC）含量测定方法，采用

药典色谱条件并在此基础上，通过增加流动相甲酸比例、延长流动相大极性段洗脱时间等方法进行优化改进，建立含黄芪中药制

剂中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量测定方法，并进行方法学考察。然后用另外2种含黄芪的中药制剂对该法进行初步验证。结果：在

药典色谱条件下，模型药物中的毛蕊异黄酮葡萄糖苷色谱峰不能与基线分离；优化后，得到流动相为乙腈-0.2％甲酸溶液（14 ∶ 86，
V/V），检测波长为260 nm，柱温为30 ℃，流速为1.0 mL/min的色谱条件。优化条件下毛蕊异黄酮葡萄糖苷质量浓度线性范围为

5.08～81.28 μg/mL；精密度、稳定性、重复性试验的RSD均＜2.0％（n＝6）；平均加样回收率为100.22％（RSD＝0.95％，n＝6）。经

该法测定的5批模型药物中毛蕊异黄酮葡萄糖苷的平均含量为0.014 2％。经验证，该法也可有效分离另外2种含黄芪中药制剂

中的毛蕊异黄酮葡萄糖苷。结论：成功建立测定含黄芪中药制剂中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量的 HPLC法，且该法准确可靠，重现

性好，具有一定适用性，可为后续深入研究奠定基础。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of calycosin glycoside in TCM preparation

containing Astragalus membranaceus. METHODS：Using TCM preparation Yanggan yishui granules as model drug in our hospital，

referring to HPLC method for content determination of calycosin glycoside stated in terms of“A. membranaceus”of 2015 edition

of Chinese Pharmacopoeia（part Ⅰ）（called“pharmacopoeia”for short），use pharmacopoeia chromatogram condition and on this

foundation to optimize and improve which by the method of increasing the formic acid proportion of mobile phase and prolonging

the gradient elution time of the high polar segment of the mobile phase；the method was established for content determination of

calycosin glycoside in TCM preparation containing A. membranaceus. Preliminary verification was carried out by using other two

kinds of TCM preparation containing A. membranaceus. RESULTS：Under the chromatographic condition of pharmacopoeia，

chromatographic peaks of calycosin glycoside in model drug could not be separated from the baseline. Optimized chromatographic

condition included that mobile phase was acetonitrile-0.2％ formic acid solution（14 ∶ 86，V/V）；the detection wavelength was 260

nm；the column temperature was set at 30 ℃；the flow rate was 1.0 mL/min. Under optimal conditions，the linear range of

calycosin glycoside was 5.08-81.28 μg/mL. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all lower than 2.0％（n＝6）.

Average recovery was 100.22％（RSD＝0.95％，n＝6）. Average content of calycosin glycoside in 5 batches of model drugs by this

method was 0.014 2％ . After validation，the method could effectively isolate calycosin glycoside from other 2 kinds of TCM

preparations containing A. membranaceus. CONCLUSIONS：Established HPLC method can be used for content determination of

calycosin glycoside in TCM preparations containing A. membranaceus. The method is accurate，reliable，reproducible and suitable，

which lays the foundation for further research.

KEYWORDS TCM preparation containing Astragalus membranaceus； Calycosin glycoside； HPLC method； Content

determination
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确性。毛蕊异黄酮葡萄糖苷有共轭基团，紫外有吸收，

常使用紫外检测器检测，其最大吸收波长为 260 nm，灵

敏度高。因此，常将毛蕊异黄酮葡萄糖苷作为黄芪含量

测定的指标。

有相关研究也报道了毛蕊异黄酮苷的含量测定方

法[3-10]，但是大多都是参考药典中“黄芪”项下毛蕊异黄

酮葡萄糖苷含量测定的梯度洗脱法。由于毛蕊异黄酮

葡萄糖苷出峰时间太早（约6 min），分离效果差，虽然调

整了药典中的流动相，推迟了毛蕊异黄酮葡萄糖苷的出

峰时间[2-10]，可有效分离毛蕊异黄酮葡萄糖苷和杂质成

分，但是笔者利用药典中的方法测定成分复杂的含黄芪

中药制剂中的毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量时，其分离效果

欠佳。

因此，笔者选择我院制备的以黄芪为君药的中药制

剂——养肝益水颗粒为模型药物，药典中“黄芪”项下毛

蕊异黄酮葡萄糖苷的色谱条件为基础，通过增加甲酸比

例、延长流动相高极性段洗脱时间等方法优化色谱条

件，建立含黄芪中药制剂中毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量

测定方法，并用另外2种含黄芪的中药制剂对该法进行

初步验证，为后续的深入研究奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

1260高效液相色谱仪、DAD 紫外检测器均购自美

国安捷伦科技公司；JA5003N电子天平（上海菁海仪器

有限公司）。

1.2 药品与试剂

养肝益水颗粒（批号：20151110、20151214、20160608、

20160711、20160801、20160905，规格：10 g/袋）、芪藤消

浊颗粒（批号：20160804，规格：10 g/袋）、复方芪薏胶囊

（批号：20160808，规格：0.4 g/粒）均由我院制剂中心生

产；毛蕊异黄酮葡萄糖苷对照品（中国食品药品检定研

究院，批号：111920-201105，纯度：＞97.1％）；甲醇、乙腈

均为色谱纯，水为蒸馏水，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 供试品溶液的制备 取养肝益水颗粒（批号：

20160711）适量，于研钵中研细，精密称取2 g药粉，加入

圆底烧瓶中；再加入 50 mL甲醇并称质量，于水浴锅上

加热回流 4 h；于室温下放冷，再称质量，并用甲醇补足

减失的质量，摇匀后滤过，取续滤液25 mL，置于蒸发皿

中蒸干，残渣加甲醇定容至10 mL量瓶中，摇匀，即得。

2.1.2 对照品溶液的制备 精密称定毛蕊异黄酮葡萄

糖苷对照品6.35 mg，加甲醇定容至50 mL量瓶中，摇匀，

即得。

2.2 优化毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量测定色谱条件

2.2.1 药典色谱条件 参考药典“黄芪”项下毛蕊异黄

酮葡萄糖苷含量测定的色谱条件 [2]。色谱柱为 Zorbax

Eclipse XDB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；检测波长为

260 nm；柱温为 30 ℃；进样量为 10 μL；流速为 1.0

mL/min；乙腈为流动相A，0.2％甲酸溶液为流动相B，梯

度洗脱（0～20 min，20％→40％A；20～30 min，40％A）；

对供试品溶液及对照品溶液进行分析。结果，供试品溶

液中的毛蕊异黄酮葡萄糖苷与基线不能分离，需进一步

试验。色谱图详见图1。

2.2.2 药典色谱条件优化 （1）加大流动相极性。在

“2.2.1”项试验结果的基础上，增加流动相中甲酸比例以

增大流动相极性。同“2.2.1”项下色谱条件以梯度1（0～

20 min，15％→40％A；20～30 min，40％A）或梯度2（0～

20 min，10％→40％A；20～30 min，40％A）分别进行洗

脱。结果，两种梯度洗脱方法仍不能使毛蕊异黄酮葡萄

糖苷与基线分离，但随着流动相极性的增大，出峰时间

有所推迟，从原来的6 min左右推迟到12 min左右，其分

离效果相对“2.2.1”项试验结果有所改善，但仍需进一步

试验。两种梯度洗脱后供试品溶液的色谱图见图 2（对

照品溶液色谱图略）。（2）延长流动相大极性段洗脱时

间。在加大流动相极性的基础上，延长流动相中较大极

性阶段的洗脱时间。①洗脱时间延长 5 min，洗脱梯度

为（0～5 min，15％A；5～30 min，15％→40％A；30～40

min，40％A）；②洗脱时间延长 10 min，洗脱梯度为（0～

10 min，15％A；10～30 min，15％→40％A；30～40 min，

40％A）；③洗脱时间延长 20 min，洗脱梯度为（0～20

min，15％ A；20～30 min，15％→40％ A；30～40 min，

40％A）。以上述3种梯度洗脱条件，分别进行试验。结

果，供试品溶液色谱图详见图3（对照品溶液色谱图略）。

由图 3A、B可知，流动相中大极性阶段的等度洗脱

时间越短，基线坡度越大，使得毛蕊异黄酮葡萄糖苷与

基线不分离，且其左右干扰峰仍明显存在。将流动相大

极性段等度洗脱时间延长至20 min时，毛蕊异黄酮葡萄

糖苷在 15 min 左右出峰，且左边仅 1个干扰峰（见图

图1 药典色谱条件下两种溶液的HPLC图

Fig 1 HPLC chromatograms of 2 kinds of solution un-

der pharmacopoeia chromatogram condition
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3C）；说明流动相以 15％A等度洗脱时对毛蕊异黄酮葡

萄糖苷分离效果更佳。

2.2.3 流动相等度洗脱试验 在“2.2.2”项试验结果的

基础上，为了去除毛蕊异黄酮葡萄糖苷左边干扰峰，试

验在“2.2.1”项下色谱条件下，调整流动相比例至乙

腈-0.2％甲酸溶液（14 ∶ 86，V/V），进行试验。结果，毛蕊

异黄酮葡萄糖苷与杂质峰能够有效分离，色谱图详见图

4。因此，确定该条件为毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量测定

的优选色谱条件。

2.3 系统适用性试验

精密吸取对照品溶液 10 μL，以“2.2.3”项优化的色

谱条件进样测定。对照品溶液色谱图详见图5。

结合图 4结果，以毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰计理论板

数＞3 000，相邻峰间分离度＞1.5，拖尾因子 T＝0.98

（0.95＜T＜1.05），表明毛蕊异黄酮葡萄糖苷在该系统下

适用性良好。

2.4 方法学考察

2.4.1 标准曲线的绘制与线性范围的考察 取“2.1.2”

项下对照品溶液适量，用甲醇定量稀释成毛蕊异黄酮葡

萄糖苷质量浓度分别为 5.08、10.16、20.32、40.64、81.28

μg/mL的溶液。分别精密吸取各质量浓度溶液 10 μL，

注入色谱仪，按“2.2.3”项下色谱条件进行测定，以毛蕊

异黄酮葡萄糖苷的质量浓度为横坐标（x）、以峰面积为

纵坐标（y）作标准曲线，得到回归曲线方程为：y＝

29.049 6x－10.814 7（r＝0.999 5），表明毛蕊异黄酮葡萄

糖苷检测质量浓度在 5.08～81.28 μg/mL范围内与峰面

积呈良好的线性关系。

2.4.2 精密度试验 精密吸取“2.1.2”项下对照品溶液

10 μL，按“2.2.3”项下色谱条件连续进样 6次，记录色谱

图，测定峰面积。结果，毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰面积的

RSD＝1.24％（n＝6），表明该方法精密度良好。

2.4.3 稳定性试验 取“2.1.1”项下供试品溶液，于室温

放置 0、2、4、6、8、10 h后按“2.2.3”项下色谱条件进样分

析。结果，毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰面积的RSD＝1.94％

（n＝6），表明供试品溶液在10 h内稳定性良好。

2.4.4 重复性试验 取“2.1.1”项下供试品溶液 6份，按

“2.2.3”项下色谱条件进样分析，记录色谱图，测定峰面

积，并计算毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量。结果，毛蕊异黄

酮葡萄糖苷含量的RSD＝1.42％（n＝6），表明该方法重

复性良好。

2.4.5 方法回收率试验 精密称取约1 g养肝益水颗粒

（批号：20160711）6份，分别加入“2.1.2”项下对照品溶液

1.4 mL，按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.3”

项下色谱条件进样测定，计算加样回收率。结果，毛蕊

图4 等度洗脱供试品溶液的HPLC图

Fig 4 HPLC chromatogram of test sample solution

with isometric elution
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图5 对照品溶液高效液相色谱图

Fig 5 HPLC chromatogram of control solution
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图2 两种梯度洗脱后供试品溶液的HPLC图

Fig 2 HPLC chromatograms of test sample solutions

after eluted with 2 kinds of gradient
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图 3 流动相大极性段洗脱时间延长后供试品溶液的

HPLC图

Fig 3 HPLC chromatograms of test sample solutions

when the gradient elution time of the high po-

lar segment of the mobile phase is prolonged
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异黄酮葡萄糖苷的平均加样回收率为 100.22％（RSD＝

0.95％，n＝6），结果详见表1。

表1 加样回收率试验结果

Tab 1 Results of recovery tests

序号
1

2

3

4

5

6

样品含量，mg

0.180 5

0.180 7

0.180 9

0.181 3

0.180 4

0.180 2

对照品加入量，mg

0.177 8

0.177 8

0.177 8

0.177 8

0.177 8

0.177 8

测得量，mg

0.358 7

0.359 6

0.359 3

0.361 8

0.358 2

0.355 5

平均加样回收率，％

100.22

RSD，％

0.95

2.5 样品含量测定

取 6批养肝益水颗粒样品，分别按“2.1.1”项下方法

制备供试品溶液各3份，依次进样测定，计算毛蕊异黄酮

葡萄糖苷含量。结果，6批样品的平均含量为0.014 2％，

样品含量测定结果详见表2。

表2 6批样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of content determination of 6 batches

of samples（n＝3）

样品批号
20160711

20160801

20160905

20151110

20151214

20160608

毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量，％
0.018 0

0.017 1

0.016 9

0.007 3

0.018 0

0.007 8

平均含量，％

0.014 2

2.6 验证试验

将我院另外 2种含黄芪的中药制剂，利用建立的

HPLC法测定毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量，进行方法验

证。精密称取芪藤消浊颗粒2 g、复方芪薏胶囊1.2 g，分

别按“2.1.1”项下方法制备供试品溶液，以“2.2.3”项优化

的色谱条件进样分析，记录色谱图。结果，2种含黄芪的

中药制剂的毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰附近无杂质干扰，且

基线分离良好；以毛蕊异黄酮葡萄糖苷峰计理论板数均

＞3 000，相邻峰间分离度均＞1.5，拖尾因子 T＝1.02

（0.95＜T＜1.05）；表明该含量测定方法可靠、重现性好，

且具有一定的适用性。色谱图详见图6。

3 讨论
在前期研究中，笔者查阅了大量有关毛蕊异黄酮葡

萄糖苷含量测定的文献方法[3-10]，通过总结发现文献多

采用梯度洗脱的方法进行试验，但考虑到梯度洗脱方法

对于成分复杂的中药制剂分离效果欠佳，因此，本试验

尝试优化HPLC色谱条件并建立HPLC测定我院含黄芪

中药制剂中毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量的方法。

笔者以药典中“黄芪”项下毛蕊异黄酮葡萄糖苷的

色谱条件为基础，以我院中药制剂养肝益水颗粒为模型

药物，优化HPLC色谱条件。以药典方法试验得到的毛

蕊异黄酮葡萄糖苷色谱峰基线不能分离，可能是由于中

药制剂的成分复杂，杂质干扰作用大。后加大流动相的

极性并延长洗脱时间，得出等度洗脱的分离效果更佳，

遂得出以乙腈-0.2％甲酸溶液（14 ∶ 86，V/V）等度洗脱为

最优色谱条件。等度洗脱的方法文献中鲜有报道 [11]。

因此，笔者对建立的方法，以精密度、重复性、回收率等

为考察指标，进行了方法学的考察，发现该含量测定方

法可靠、重现性好，且具有一定的适用性。同时，利用我

院生产的其他2种含黄芪中药制剂对建立的含量测定方

法进行了验证，最终也证明了该方法能够有效地测定这

2种中药制剂中的毛蕊异黄酮葡萄糖苷含量。但是，该

方法是否广泛适用于中药制剂中的毛蕊异黄酮葡萄糖

苷的含量测定，笔者还拟将进行更多中药制剂的验证

试验。
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图6 2种含黄芪中药制剂供试品溶液的HPLC图

Fig 6 HPLC chromatograms of 2 kinds of TCM pre-

parations containing A. membranaceus
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摘 要 目的：建立可用于免疫调节剂长期（1个月）药效评价的大鼠免疫抑制长期模型并进行验证实验。方法：以Wistar大鼠为

实验动物，以环磷酰胺（CTX）为诱导剂。将大鼠随机分为正常对照组、模型组和治疗组，每组 5只。模型组大鼠以 35 mg/kg 的

CTX连续腹腔注射3 d，之后以相同剂量每周腹腔注射1次进行加强诱导，共加强诱导3次，全程31 d；正常对照组大鼠不作任何处

理；治疗组大鼠在模型组大鼠建模的基础上，于第3天建模后肌内注射胸腺五肽（TP5）注射液1 mg/kg，隔天注射1次至实验结束。

观察整个实验周期内大鼠的精神状况和体质量变化，分别于第4、11、18、25、32天取血，测定外周血中CD4+/CD8+比值。实验结束

后处死大鼠，测定其胸腺指数和脾指数。结果：与正常对照组比较，模型组大鼠精神状态较差，体质量增加较缓慢，各时间点的

CD4+/CD8+比值和实验结束后的胸腺指数均明显降低，脾指数明显升高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与模型组比较，治疗组

大鼠精神状态和体质量增加速度均有所改善，第11、25、32天的CD4+/CD8+比值和实验结束后的胸腺指数均明显升高，脾指数明显

降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。结论：成功建立大鼠免疫抑制长期模型，该模型免疫抑制程度适中，可用于免疫调节剂1个

月内的药效评价。

关键词 免疫抑制；长期模型；环磷酰胺；胸腺五肽；免疫调节剂；药效学；大鼠

Establishment and Validation of Long-term Immunosuppressive Model in Rats
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Medical，Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College/Beijing Key Lab of Drug

Delivery Technology and Novel Formulations，Beijing 100050，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a long-term immunosuppressive rat model for immunomodulator long-term pharmacodynamic

evaluation（1 month）. METHODS：Wistar rats were selected as experimental animal and cyclophosphamide（CTX）was selected as

an inducer. Rats were randomly divided into normal control group，model group and treatment group，with 5 rats in each group.

Model group was given 35 mg/kg CTX intraperitoneally for consecutive 3 d，and then given same dose once a week to induce

model，3 times in total，for 31 d. Normal control group was not given any treatment. Treatment group was additionally given

Thymopentin（TP5） injection 1 mg/kg at third day after modeling，every other day，till the end of experiment，on the basis of

model group. The changes of mental status and body weight were observed during the whole experimental period. Blood samples

were collected at 4th，11th，18th，25th，32th day，and CD4+/CD8+ ratio of peripheral blood was determined. Rats were sacrificed

after experiment，and thymus index and spleen index were measured. RESULTS：Compared with normal control group，mental

state of the rats in the model group was poor and the body weight increased slowly；CD4+/CD8+ ratio at different time points and

thymus index after experiment were decreased significantly in model group，while spleen index increased significantly，with

statistical significance（P＜0.05）. Compared with model group，mental state of the rats and the increase of body weight were all

improved in treatment group. CD4 +/CD8 + ratio at 11th，25th，32th day and thymus index after experiment were increased

significantly，while spleen index was decreased significantly，with statistical significance （P＜0.05）. CONCLUSIONS：The

long-term immunosuppressive rat model is established successfully. The immunosuppressive level of the model is middle，and it can

be used for pharmacodynamic evaluation of immunomodulator within 1 month.

KEYWORDS Immunosuppression；Long-term model；Cyclophosphamide；Thymopentin；Immunomodulator；Pharmacodynamics；

Rats
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