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摘要：建立一种测定参芪首乌补汁中２，３，５，４′－四羟基二苯乙烯－２－Ｏ－β－Ｄ葡萄糖苷（简称二苯乙烯苷）含量的方
法。采用岛津ＶＰ－ＯＤＳ色谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５ｍ）；乙腈－水（２５∶７５）为流动相；检测波长为３２０ｎｍ，流速１．０
ｍＬ·ｍｉｎ－１。结果表明：二苯乙烯苷在０．１０１３～１．０１３μｇ范围内与峰面积呈良好线性关系，ｒ＝０．９９９９，平均加
样回收率为９８．８４％，ＲＳＤ 为０．８７％（ｎ＝６），精密度、稳定性良好。该方法可靠性高，分离度、准确性、重复性
好，适用于参芪首乌补汁中二苯乙烯苷含量的测定。
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　　参芪首乌补汁由党参、黄芪、制何首乌、黄精四味
药材精制而成，为中华人民共和国卫生部药品标准中
药成方制剂第４册［１］收载的品种，具有补气养血，益
肝肾的功效，用于气血不足，肝肾亏损贫血，神经衰
弱，产后血亏等症。原标准中无含量测定项，不利于
控制本品的质量，经查阅文献，发现已有文献采用高
效液相色谱法测定参芪首乌颗粒（参芪首乌补汁的改
剂型品种）中大黄素的含量［２］，并未见二苯乙烯苷测
定方法的报道。另外有不少文献采用高效液相色谱
法测定制剂及制何首乌中二苯乙烯苷的含量［３～１０］。
同时有文献报道制何首乌中没食子酸的含量测定研

究［１２］，还参考了没食子酸的含量测定方法的研究［１２］。

考虑到二苯乙烯苷作为中国药典２０１０年版一部制何
首乌药材规定的含量测定项更应进行质量控制，故参
考上述方法，对本品中的二苯乙烯苷进行含量测定。
结果表明，本文方法可靠性高，分离效果好，准确性、
重现性法学考察均符合含量测定的要求，可用于参芪
首乌补汁的质量控制。

１　材料与方法

１．１　实验材料

　　仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ　１２００高效液相色谱仪；ＶＷＤ紫外
检测器；ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ＬＣ　Ｓｙｓｔｅｍｓ色谱工作站，
美国安捷伦科技有限公司；ＡＢ２６５－Ｓ电子分析天平，
梅特勒 －托利多集团；ＵＶ２４５０型紫外可见分光光度
计，日本岛津公司；重庆阿修罗 ＡＸＬＣ１８２０超纯
水机。

２８２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．４，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２０１３
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　　试药：２，３，５，４′－四羟基二苯乙烯－２－Ｏ－β－Ｄ葡萄
糖苷化学对照品（批号：１１０８４４－２０１１０９），购于中国食
品药 品 检 定 研 究 院；参 芪 首 乌 补 汁 （批 号：

５２１２０１５００３，５２１２０１６１４９，５２１２０１７１４９，５２１２０１８００１），
广西灵峰药业有限公司；乙腈为色谱纯；稀乙醇为分
析纯；水为自制超纯水。

１．２　实验方法

１．２．１　色谱条件

　　色谱柱：岛津ＶＰ－ＯＤＳ（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈－水（２５∶７５）；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检
测波长：３２０ｎｍ；进样量：１０μＬ。理论板数按二苯乙
烯苷峰计算应不低于２０００。

１．２．２　对照品、供试品及阴性样品溶液的制备

　　对照品溶液的制备：取二苯乙烯苷对照品适量，
精密称定，加稀乙醇（取乙醇５２９ｍＬ，加水稀释至

１０００ｍＬ，即得）制成每１ｍＬ含４０μｇ的溶液，即得。

　　供试品溶液的制备：精密量取本品５ｍＬ，置

２５ｍＬ量瓶中，加稀乙醇至刻度，摇匀，即得。

　　阴性样品溶液的制备：按处方比例称取除制何首
乌外的药味，按制法制成制何首乌阴性制剂，再取此
阴性制剂５ｍＬ，置２５ｍＬ量瓶中，加稀乙醇至刻度，
摇匀，即得不含制何首乌的阴性样品溶液。

１．２．３　测定波长的选择

　　取上述对照品溶液用紫外可见分光光度计于

２００～４００ｎｍ范围内扫描，绘制光谱图。

１．２．４　专属性试验

　　分别吸取对照品溶液、供试品溶液及不含制何首
乌的阴性样品溶液各１０μＬ，注入液相色谱仪，绘制色
谱图。

１．２．５　标准曲线的测定

　　 精密称取二苯乙烯苷对照品 １０．１３ｍｇ，置

１００ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，精
密量取１ｍＬ，２ｍＬ，４ｍＬ，８ｍＬ，１０ｍＬ，分别置１０ｍＬ
量瓶中，加稀乙醇至刻度，摇匀，按上述色谱条件，分
别进样１０μＬ，测定，以峰面积积分值Ａ 对二苯乙烯
苷进样量Ｃ（μｇ）进行线性回归分析。

１．２．６　精密度试验

　　精密度试验分别精密吸取４０．５２μｇ／ｍＬ的二苯
乙烯苷对照品溶液，按上述色谱条件，重复进样５次。

１．２．７　稳定性试验

　　稳定性试验取供试品溶液，分别在放置０ｈ，２ｈ，

４ｈ，６ｈ，８ｈ，２４ｈ时进样１０μＬ，依法测定二苯乙烯苷的
峰面积。

１．２．８　重复性试验

　　重复性试验取同一批样品，按供试品溶液的制备

方法制备６份供试品溶液，依法测定，计算二苯乙烯
苷的含量及相对标准偏差。

１．２．９　加样回收率试验

　　精密量取已测知含量的样品（０．２４６ｍｇ·ｍＬ－１）

２．５ｍＬ，再精密加入１．０５５ｍｇ·ｍＬ－１的二苯乙烯对
照品溶液（精密称取二苯乙烯苷对照品１０．５５ｍｇ，置

１０ｍＬ量瓶中，加稀乙醇使溶解并稀释至刻度，摇匀，
即得０．６ｍＬ，按“供试品溶液的制备”方法试验，平行

６份，依法测定，计算回收率。

１．２．１０　样品测定

　　按上述“供试品溶液制备方法”制备供试品溶液，
按照上述色谱条件，测定３批样品，以峰面积按外标
一点法计算含量。

２　实验结果

２．１　检测波长的确定

　　通过紫外可见分光光度计对二苯乙烯苷对照品
溶液的扫描，确定二苯乙烯苷在３２０ｎｍ处有最大吸
收峰，故选择３２０ｎｍ为检测波长。

２．２　专属性试验结果

　　专属性试验的色谱见图１，分离度Ｒ＞１．５。表
明其他组分对测定组分二苯乙烯苷无干扰，所选用的
方法及条件符合含量测定的专属性要求。

图１　ＨＰＬＣ色谱
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

　　Ａ．对照品，Ｂ．参芪首乌补汁样品，Ｃ．制何首乌阴性样品：
１．２，３，５，４′－四羟基二苯乙烯－２－Ｏ－β－Ｄ葡萄糖苷。
　 　Ａ．Ｒｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ，Ｂ．Ｓａｍｐｌｅ　ｏｆ
Ｓｈｅｎｑｉ　Ｓｈｏｕｗｕ　Ｂｕｚｈｉ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ，Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｓａｍｐｌｅ　ｗｉｔｈ－
ｏｕｔ　Ｒａｄｉｘ　Ｐｏｌｙｇｏｎｉ　Ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｉ　Ｐｒｅｐａｒａｔａ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
１．２，３，５，４′－ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｂｅｎｅ－２－Ｏ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ．
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表１　加样回收率试验

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ
编号
Ｎｏ．

样品含量
Ｓａｍｐｌｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ
（ｍｇ）

加入量
Ａｄｄｉｎｇ　ａｍｏｕｎｔ
（ｍｇ）

测得量
Ｍｅａｓｕｒｅｄ
ａｍｏｕｎｔ（ｍｇ）

回收量
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ａｍｏｕｎｔ（ｍｇ）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ（％）

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％） ＲＳＤ （％）

１　 ０．６１５　 ０．６３３　 １．２４９　 ０．６３４　 １００．１６　 ９８．８４　 ０．８７
２　 ０．６１５　 ０．６３３　 １．２３８　 ０．６２３　 ９８．４２
３　 ０．６１５　 ０．６３３　 １．２４４　 ０．６２９　 ９９．３７
４　 ０．６１５　 ０．６３３　 １．２３４　 ０．６１９　 ９７．７９
５　 ０．６１５　 ０．６３３　 １．２４２　 ０．６２７　 ９９．０５
６　 ０．６１５　 ０．６３３　 １．２３７　 ０．６２２　 ９８．２６

２．３　标准曲线的测定结果
　　通过对二苯乙烯苷对照品的线性回归分析，得到
线性回归方程为 Ａ ＝３．１９×１０３　Ｃ－４３．５５，ｒ＝
０．９９９９。表 明 二 苯 乙 烯 苷 进 样 量 在 ０．１０１３～
１．０１３μｇ范围内线性关系良好，符合线性回归的
要求。
２．４　精密度试验结果
　　通过仪器精密度试验，得到对照品峰面积平均值
为１２３３．６，ＲＳＤ 为０．３３％，表明仪器精密度良好，仪
器满足含量测定的要求。
２．５　稳定性试验结果
　　通过供试品溶液稳定性试验，得到２４ｈ内供试品
溶液峰面积平均值为１４８０．３，ＲＳＤ 为０．８４％，表明
供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好，符合含量测定的
要求。
２．６　重复性试验结果
　　通过重复性试验，得到６份供试品的平均含量为
０．２４６ｍｇ·ｍＬ－１，ＲＳＤ 为０．６７％，表明方法重复性
良好，符合含量测定的要求。
２．７　加样回收率试验结果
　　通过加样回收率试验，得到方法的平均回收率为
９８．８４％，ＲＳＤ 为０．８７％，结果见表１。表明方法回
收率良好，符合含量测定的要求。
２．８　样品测定结果
　　应用本文的方法对３批样品中二苯乙烯苷的含
量进行测定，结果３批样品的ＲＳＤ 均小于２％，数据
平行性较好，结果比较理想，见表２。
表２　样品测定结果（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　２，３，５，４′?ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｂｅｎｅ?２?Ｏ?β?Ｄ?ｇｌｕ－
ｃｏｓｉｄｅ

样品批号
Ｌｏｔ　Ｎｏ．ｏｆ　ｓａｍｐｌｅ

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ（ｍｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ
（％）

５２１２０１６１４９　 ０．２０３　 １．２６
５２１２０１７１４９　 ０．２３５　 ０．６７
５２１２０１８００１　 ０．２１８　 ０．８１

３　结论

　　在方法研究过程中，流动相比较了甲醇－水（３５∶
６５）及乙腈－水（２５∶７５），结果显示，乙腈－水（２５∶７５）
为流动相，分离度高，且峰型较好，理论塔板数高，故

选用。本文采用高效液相色谱法对参芪首乌补汁中
二苯乙烯苷含量测定进行方法学的研究，结果二苯乙
烯苷在０．１０１３～１．０１３μｇ范围内与峰面积呈良好线
性关系，ｒ＝０．９９９９，平均加样回收率为９８．８４％，

ＲＳＤ 为０．８７％（ｎ＝６），仪器精密度、供试品溶液的
稳定性和重复性良好。表明本方法简便可行，可靠性
高，重复性、准确性好，适用于参芪首乌补汁的质量
控制。
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