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图２ 小鼠骨髓细胞微核形成（Ｇｉｅｍｓａ应用液染色，１ ０００倍）
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高效液相色谱法测定复方银杏通脉口服液中总黄酮醇苷含量

张 耕，刘 译△，唐 勇，杨跃龙
（湖南省怀化市食品药品检验所，湖南怀化４１８０００）

摘要：目的建立测定复方银杏通脉口服液中总黄酮醇苷含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱为Ｓｈｉｍａｄｚｕ Ｃ１８ 柱
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为甲醇－ ０． ４％磷酸溶液（５５ ∶ ４５），流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为２５ ℃，进样量为１０ μＬ，检测波长为
３６０ ｎｍ，外标法定量。结果成功建立回归方程，槲皮素为Ｙ ＝ ４０ ９９４Ｘ －１５ ５４２，ｒ ＝０． ９９９ ８（ｎ ＝ ７），线性范围为０． ０１４ ８ ～０． １４８ ６μｇ；山柰
素为Ｙ ＝ ４２ ９６９ Ｘ － １１ １８６，ｒ ＝ ０． ９９９ ８（ｎ ＝ ７），线性范围为０． ０１４ ９ ～ ０． １４９ ６ μｇ；异鼠李素为Ｙ ＝ ３７ ９６８ Ｘ － ９ ３３３． ６，ｒ ＝ ０． ９９９ ７
（ｎ ＝ ７），线性范围为０． ００７ ９ ～ ０． ０７９ ５ μｇ。平均加样回收率，槲皮素为９７． ３０％，ＲＳＤ ＝ １． ６１％ 牗 ｎ ＝ ６）；山柰素为９７． ５０％，ＲＳＤ ＝
１． ４４％ 牗 ｎ ＝ ６）；异鼠李素为９７． ８３％，ＲＳＤ ＝ １． ６３％ 牗 ｎ ＝ ６）。结论该方法操作简单，结果准确，重复性好，可用于复方银杏通脉口服液
的质量控制。
关键词：复方银杏通脉口服液；总黄酮醇苷；高效液相色谱法；质量控制
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠的基础值。本试验条件下，ＢＡＬＢ ／ ｃ小鼠的
精子畸形率低至２． ２８％，表明维生素ＣＥ咀嚼片对小鼠
精子畸形无影响。

微核的形成是细胞受遗传毒性物质作用后的遗传
学终点犤 １１ 犦，因此广泛用于检测新药、食品和化妆品等是
否具有诱导染色体或有丝分裂器损伤的作用犤 １２ 犦。由骨
髓细胞微核试验结果可知，受试物同一剂量组内雌、雄
小鼠之间微核无明显的性别差异，且受试物各剂量组
雌、雄小鼠微核率与阴性对照组比较，均无显著性差异，
而与阳性对照组比较差异极显著，表明在本试验条件下，
维生素ＣＥ咀嚼片对小鼠骨髓细胞微核无明显影响。

由于人们生活水平的提高及保健意识的增强，通过
服用保健食品来预防疾病逐渐兴起。作为广泛应用的可
增强免疫力的保健食品，维生素ＣＥ咀嚼片在本试验剂
量下对小鼠精子畸形率和骨髓细胞微核率无明显影响，
对小鼠生殖细胞和体细胞均无致遗传毒性作用。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｉｎ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｙｉｎｘｉｎｇ Ｔｏｎｇｍａｉ
Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ Ｓｈｉｍａｄｚｕ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ
ｍｅｔｈａｎｏｌ － ０． ４％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（５５ ∶ ４５），ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ２５ ℃，ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ
ｗａｓ １０ μＬ，ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ３６０ ｎｍ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅ

ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ：ｔｈｅ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｗａｓ Ｙ ＝ ４０ ９９４ Ｘ － １５ ５４２，ｒ ＝ ０． ９９９ ８（ｎ ＝ ７），ｉｔ ｈａｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ０１４ ８ － ０． １４８ ６ μｇ． Ｔｈｅ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ｗａｓ Ｙ ＝ ４２ ９６９ Ｘ － １１ １８６，ｒ ＝ ０． ９９９ ８（ｎ ＝ ７），ｉｔ ｈａｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ０１４ ９ － ０． １４９ ６ μｇ． Ｔｈｅ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｗａｓ Ｙ ＝ ３７ ９６８ Ｘ － ９ ３３３． ６，ｒ ＝ ０． ９９９ ７（ｎ ＝ ７），ｉｔ ｈａｄ ａ ｇｏｏｄ
ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ００７ ９ － ０． ０７９ ５ μｇ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ａｎｄ ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎ ｗｅｒｅ ９７． ３０％
（ＲＳＤ ＝ １． ６１％，ｎ ＝ ６），９７． ５０％ （ＲＳＤ ＝ １． ４４％，ｎ ＝ ６），９７． ８３％ （ＲＳＤ ＝ １． ６３％，ｎ ＝ ６）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ
ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｙｉｎｘｉｎｇ Ｔｏｎｇｍａｉ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｙｉｎｘｉｎｇ Ｔｏｎｇｍａｉ Ｏｒａｌ Ｌｉｑｕｉｄ；ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ；ＨＰＬＣ；ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ

复方银杏通脉口服液主要由银杏叶、（制）何首乌、
女贞子、丹参、杜仲、川牛膝、钩藤７种中药组方，具有滋
阴补肾、舒肝通脉功效，临床主要用于治疗中老年人轻
度脑动脉硬化所致头晕头痛、耳鸣耳聋、视物模糊、记忆
力减退、腰膝酸软、肢体麻木等。复方银杏通脉口服液现
行国家药品标准中，只对制何首乌有液相含量定量测
定，而银杏叶检验只有银杏叶对照药材薄层色谱定性鉴
别，没有银杏叶相关液相含量定量测定。现有研究表明，
银杏叶主要有效活性成分为总黄酮醇苷（槲皮素、山柰
素与异鼠李素）和萜类内酯，总黄酮醇苷具有活血化瘀、
通络止痛、敛肺平喘、化浊调脂等功效。有关银杏总黄酮
醇苷的研究报道犤 １ － １６ 犦较多，为了更有效地控制产品质
量，本研究中参照２０１５年版《中国药典（一部）》犤 １７ 犦银杏
叶总黄酮醇苷含量测定项相关方法，对复方银杏通脉口
服液中总黄酮醇苷采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法进行定
量分析，以完善该制剂现行质量标准。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ＬＣ － ２０ＡＴ型高效液相色谱仪（包括ＬＣ － ２０ＡＴ
四元泵，ＳＰＤ － Ｍ２０Ａ紫外检测器，ＳＩＬ － ２０Ａ自动进样
器，ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ色谱工作站，日本岛津公司）；ＨＨ － ６型
数显恒温水浴锅牗温度控制范围０． ０ ～ １００． ０ ℃，常州智
博瑞仪器制造有限公司）；ＸＳＥ１０５ＤＵ型十万分之一电
子分析天平（梅特勒－托利多公司）；Ｄｉｒｅｃｔ － Ｑ３型纯水
机（美国密理博公司）。
１． ２ 试药

槲皮素对照品（纯度为９８． １％，批号为１０００８１ －
２０１５０９），山柰素对照品（纯度为９３． ２％ ，批号为
１１０８６１ － ２０１３１０），异鼠李素对照品（纯度为１００． ０％，
批号为１１０８６０ － ２００６０８），均由中国食品药品检定研究

院提供，供含量测定用；复方银杏通脉口服液（规格为每
瓶１ ｍＬ，批号分别为２０１６０３０５，２０１６０３０６，２０１６０４０１，湖
南补天药业有限公司）；阴性样品（规格为每瓶１０ ｍＬ，
批号为２０１６０１２７，湖南补天药业有限公司）；甲醇（色谱
纯，批号为Ｉ０８８７５０７ ７１７，Ｍｅｒｃｋ ＫｇａＡ公司）；磷酸（色谱
纯，批号为２０１７０８０１００１，天津赛孚瑞科技有限公司）；
盐酸（优级纯，批号为２０１６１１２８，国药集团化学试剂有
限公司）；水为Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｄｉｒｅｃｔ － Ｑ３型纯水机制备的超
纯水，其他试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｓｈｉｍａｄｚｕ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；
流动相：甲醇－０． ４％磷酸溶液（５５ ∶ ４５）；流速：１． ０ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温：２５ ℃；检测波长：３６０ ｎｍ；进样量：１０ μＬ。理论板
数按槲皮素峰计应不低于２ ５００，分离度按山柰素与异
鼠李素峰计算应大于１． ５。
２． ２ 溶液制备

对照品溶液：分别称取槲皮素、山柰素与异鼠李素
对照品２０． ２０，２１． ４１，１０． ６０ ｍｇ，精密称定，置１００ ｍＬ
容量瓶中，加甲醇使溶解并稀释至刻度，摇匀，再精密量
取１５ ｍＬ，置２００ ｍＬ容量瓶中，加甲醇使溶解并稀释至
刻度，摇匀，即得每１ ｍＬ含槲皮素、山柰素与异鼠李素对
照品分别为１４． ８６，１４． ９６，７． ９５ μｇ的混合对照品溶液。

供试品溶液：取装量差异项下的本品，混合均匀，精
密量取１０ ｍＬ，加甲醇１６ ｍＬ，１８％盐酸８． ０ ｍＬ，置沸水
浴中加热回流９０ ｍｉｎ后，自然冷却至室温，移至５０ ｍＬ
容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，混匀，用０． ４５ μｍ微孔
滤膜滤过，取滤液，作为供试品溶液。

阴性对照品溶液：取阴性样品，按供试品溶液制备
方法制得阴性对照品溶液。

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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表１ 线性关系考察结果（ｎ ＝ ７）
组分

槲皮素
山柰素
异鼠李素

线性回归方程
Ｙ ＝ ４０ ９９４ Ｘ － １５ ５４２
Ｙ ＝ ４２ ９６９Ｘ － １１ １８６
Ｙ ＝ ３７ ９６８ Ｘ － ９ ３３３． ６

ｒ
０． ９９９ ８
０． ９９９ ８
０． ９９９ ７

进样量线性范围牗μｇ 牘
０． ０１４ ８ ～ ０． １４８ ６
０． ０１４ ９ ～ ０． １４９ ６
０． ００７ ９ ～ ０． ０７９ ５
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表３ 山柰素加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
样品含量
（μｇ）
１５９． ２５
１５９． ２５
１５９． ２５
１５９． ２５
１５９． ２５
１５９． ２５

加入量
（μｇ）
１４９． ６５
１４９． ６５
１４９． ６５
１４９． ６５
１４９． ６５
１４９． ６５

测得量
（μｇ）
３００． ９９
３０６． ４６
３０５． ３２
３０６． ３９
３０６． ２２
３０５． ６３

回收率
（％）
９４． ７１
９８． ３７
９７． ６１
９８． ３２
９８． ２１
９７． ８１

Ｘ
（％）

９７． ５０

ＲＳＤ
（％）

１． ４４

２． ３ 方法学考察
专属性试验：分别精密吸取２． ２项下３种溶液各

１０ μＬ，按拟订色谱条件注入色谱仪，测定。结果阴性对
照品溶液色谱中，在与供试品溶液相同保留时间处无色
谱峰出现，表明阴性对照无干扰。详见图１。

线性关系考察：精密吸取含槲皮素、山柰素与异鼠
李素的混合对照品溶液各１０ μＬ，质量浓度分别为
（１． ４８，１． ４９，０． ７９），（１． ９８，１． ９９，１． ０６），（３． ９６，３． ９９，
２． １２），（５． ９４，５． ９８，３． １８），（７． ９２，７． ９８，４． ２４），（９． ９０，
９． ９７，５． ３０），（１４． ８６，１４． ９６，７． ９５）μｇ ／ ｍＬ，进样１０ μＬ，
以峰面积（Ｙ）为纵坐标、质量浓度（Ｘ）为横坐标绘制标
准曲线，得回归方程。结果见表１。

精密度试验：精密吸取同一含槲皮素、山柰素与异
鼠李素对照品溶液各１０ μＬ，按拟订色谱条件连续进样
６次。结果峰面积平均值槲皮素为２０７ ４４８． ２，山柰素为
１９１ ７７４． ５，异鼠李素为７１ ７９７，ＲＳＤ分别为０． ７５％，
０． ３８％，０． ８１％（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批（批号为２０１６０４０１）样品，

依法制备供试品溶液，分别于０，１，２，４，８，１２ ｈ时进
样１０ μＬ，记录峰面积。结果峰面积的平均值槲皮素为
２２１ ３６７． ８，山柰素为２０５ ５５８，异鼠李素为７８ １７７，ＲＳＤ
分别为０． ４３％，０． ４７％，０． ９８％（ｎ ＝ ６），表明供试品溶
液在１２ ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批牗批号为２０１６０４０１ 牘样品，依
法平行制备供试品溶液６份，按拟订色谱条件分别进
样１０ μＬ测定。结果峰面积的平均值槲皮素为２０１ ６０１，
山柰素为１９０ ０７５． ５，异鼠李素为７１ ０６５，ＲＳＤ分别为
０． ７６％，１． ３５％，１． ４４％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性良好。

定量限检测：称取槲皮素、山柰素、异鼠李素对照品，
精密称定，配成每１ ｍＬ各含０． １５０，０． １５０，０． ０７５ μｇ的
混合溶液，取２０ μＬ注入液相色谱仪。结果表明，信噪
比牗 Ｓ ／ Ｎ 牘≈１０时，槲皮素、山柰素、异鼠李素的定量限
分别为０． ００３ ０，０． ００３ ０，０． ００１ ５ μｇ。

加样回收试验：分别精密量取６份已知含量的样品
（批号为２０１６０４０１，质量浓度为槲皮素２５． ７０ μｇ ／ ｍＬ、
山柰素２２． ７５ μｇ ／ ｍＬ、异鼠李素９． ７８ μｇ ／ ｍＬ）溶液
７ ｍＬ，分别精密加入混合对照品溶液（质量浓度为槲皮
素４９． ５４ μｇ ／ ｍＬ、山柰素４９． ８８ μｇ ／ ｍＬ、异鼠李素
２６． ５０ μｇ ／ ｍＬ）３ ｍＬ，按供试品溶液制备方法制备溶液，
进样测定，计算回收率。结果见表２至表４。
２． ４ 样品含量测定

按外标法以峰面积分别计算槲皮素、山柰素与异鼠
李素的含量，以下列公式换算成总黄酮醇苷的含量：
总黄酮醇苷含量＝（槲皮素含量＋山柰素含量＋异鼠李
素含量）× ２． ５１。结果见表５。

表２ 槲皮素加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
样品含量
（μｇ）
１７９． ９０
１７９． ９０
１７９． ９０
１７９． ９０
１７９． ９０
１７９． ９０

加入量
（μｇ）
１４８． ６２
１４８． ６２
１４８． ６２
１４８． ６２
１４８． ６２
１４８． ６２

测得量
（μｇ）
３１９． ９５
３２５． ８０
３２４． ５３
３２５． ８６
３２５． ６０
３２４． ８５

回收率
（％）
９４． ２３
９８． ４９
９７． ３２
９８． ２１
９８． ０４
９７． ５３

Ｘ
（％）

９７． ３０

ＲＳＤ
（％）

１． ６１

１

１
２ ３
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表４ 异鼠李素加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）

表５ 样品中总黄酮醇苷的含量测定结果（μｇ ／ ｍＬ，ｎ ＝ ３）
样品批号
２０１６０４０１
２０１６０３０６
２０１６０３０５

槲皮素
２５． ４０
２５． １５
２５． ３２

山柰素
２２． ２９
２２． ６２
２２． ５８

异鼠李素
９． ８７
９． ８３
９． ７３

总黄酮醇苷
１４４． ４８
１４４． ５８
１４４． ６５

样品含量
（μｇ）
６８． ４６
６８． ４６
６８． ４６
６８． ４６
６８． ４６
６８． ４６

加入量
（μｇ）
７９． ５０
７９． ５０
７９． ５０
７９． ５０
７９． ５０
７９． ５０

测得量
（μｇ）
１４３． ７１
１４７． １５
１４６． ６８
１４６． ９２
１４６． ６６
１４６． ２８

回收率
（％）
９４． ６５
９８． ９８
９８． ３９
９８． ６９
９８． ３６
９７． ８９

Ｘ
（％）

９７． ８３

ＲＳＤ
（％）

１． ６３

《中国药业》杂志
邮发代号：７８ － １３０，各地邮局均可订阅；补订、破月订可向本刊办理。电话兼传真：牗０２３牘 ８６５９２５６５

网上投稿：ｈｔｔｐ牶 ／ ／ ｗｗｗ． ｚｈｏｎｇｇｕｏｙａｏｙｅ０２３． ｃｏｍ 或中国药业在线投稿系统

中国科技核心期刊 中国科技论文统计源期刊

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

３ 讨论
３． １ 水浴温度及回流时间选择

试验表明，水浴温度及回流时间对酸水解结果影响
较大。取同一批样品（批号为２０１６０４０１）测定，当水浴温
度为８５ ℃、回流时间为４５ ｍｉｎ，测得总黄酮醇苷含量为
１０８． ４３ μｇ ／ ｍＬ；８５ ℃，６０ ｍｉｎ，含量为１１７． ８４ μｇ ／ ｍＬ；
９０ ℃，６０ ｍｉｎ，含量为１３５． ８５ μｇ ／ ｍＬ；９０ ℃，９０ ｍｉｎ，含量
为１４１． ２７μｇ ／ ｍＬ；１００℃，９０ ｍｉｎ，含量为１４４． ６５μｇ ／ ｍＬ；
１００ ℃，１０５ ｍｉｎ，含量为１４２． ３９ μｇ ／ ｍＬ。最终选择总
黄酮测得含量最高的条件牗即１００ ℃水浴中加热回流
９０ ｍｉｎ 牘对样品进行酸水解。
３． ２ 流动相选择

曾采用２０１５年版《中国药典（一部）》银杏叶中总黄
酮醇苷含量测定方法中采用的流动相条件，即甲醇－
０． ４％磷酸溶液（５０ ∶ ５０），对样品进行测定，但山柰素峰
与异鼠李素峰分离效果不理想。采用２． １项下流动相条
件，即甲醇－ ０． ４％磷酸溶液（５５ ∶ ４５），很好地解决了
山柰素峰与异鼠李素峰分离度的问题（＞ １． ５），符合色
谱系统适用性条件要求，可用于本制剂中总黄酮醇苷含
量测定。
３． ３ 方法适用性

本试验中建立了复方银杏通脉口服液中总黄酮醇
苷的含量测定方法，以槲皮素、山柰素和异鼠李素为对

照品，采用ＨＰＬＣ法测定，方法简单、结果准确、数据重
复性、精密度都良好，方法专属性较强，适用于复方银杏
通脉口服液的质量控制。
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