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新型冠状病毒（简称新冠病毒）预防Ⅱ号方为由湖
北省襄阳市疫情防控指挥部批准同意，指定医院配制并

调剂使用的中药制剂，用于预防新型冠状病毒肺炎牗简
称新冠肺炎牘，效果良好，具有益气固表、祛浊排毒功效。
方中，黄芪性甘微温，内可补益肺脾，外可固表止汗，为

君药犤１犦；炒白术、连翘、金银花补气健脾、清热解毒、消炎

排毒，有助于加强黄芪益气固表功效，为臣药；其他药味

具有佐药或使药功效。但该方剂为特殊时期临时调剂使

用，无国家的制剂批准文号，其质量无法进行评价。黄芪

在各类新冠肺炎预防方剂中出现的频次最高，故测定黄

芪的含量十分必要犤２－５犦，而黄芪甲苷是黄芪的活性成

分，具有调节免疫、抗炎和抗病毒等作用犤６－８犦。连翘苷是

连翘中含量较高的主要活性成分，具有极强的抗菌、抗

病毒和抗炎作用犤９－１０犦。本研究中采用薄层色谱法对主要

药味黄芪、连翘进行定性鉴别，采用高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法对其主要活性成分黄芪甲苷、连翘苷进行含
量测定。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪犤配有 ２４２４型蒸
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新型冠状病毒预防Ⅱ号方质量标准研究
郭 舟 １，王 康 １，张 勤 １△，闫俊锋 １，唐 松 ２

（１．湖北省襄阳市公共检验检测中心，湖北 襄阳 ４４１００４； ２．湖北省药品监督管理局襄阳分局，湖北 襄阳 ４４１０２２）
摘要：目的 建立新型冠状病毒预防Ⅱ号方的质量评价方法。方法 采用薄层色谱法对方中黄芪、连翘进行定性鉴别；采用高效液相色

谱－蒸发光散射法测定方中黄芪甲苷的含量，色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈－水（３２∶６８，
Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，进样量为５～２０μＬ，漂移管温度为６０℃，气体压力为３０Ｐｓｉ；采用高效液相色谱－二极管阵
列检测法测定方中连翘苷的含量，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －水（２０∶８０，Ｖ／Ｖ），
流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测波长为２７７ｎｍ，进样量为１０μＬ。结果 黄芪、连翘的薄层色谱图斑点显色清晰，分离效果良好，

阴性对照无干扰。黄芪甲苷进样量在１．０４４５～８．３５６７μｇ范围内的对数值与其峰面积对数值线性关系良好（ｒ＝０．９９９６，ｎ＝５），平均
回收率为 ９７．６６％，ＲＳＤ为 １．２９％（ｎ＝６）；连翘苷在 ６．０２９３～１２０．５８６８μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝６），
平均回收率为９９．７５％，ＲＳＤ为１．１２％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便、准确可靠、重复性好，可用于新冠病毒预防Ⅱ号方的质量评价。
关键词：新型冠状病毒预防Ⅱ号方；薄层色谱法；高效液相色谱法；黄芪；连翘；黄芪甲苷；连翘苷
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１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５

Ａ Ｂ
１－３．供试品溶液 ４．对照品溶液 ５．阴性对照品溶液

Ａ．日光检视 Ｂ．紫外灯检视
图１ 黄芪薄层色谱图

１－３．ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ ４．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ５．ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ａ．Ｓｕｎｌｉｇｈｔ Ｂ．Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｌａｍｐ

Ｆｉｇ．１ ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＡｓｔｒａｇａｉｌＲａｄｉｘ

发光散射检测器（ＥＬＳＤ牘，美国Ｗａｔｅｒｓ公司犦；岛津ＬＣ－２０ＡＴ
型高效液相色谱仪犤配有二极管阵列检测器（ＤＡＤ），日
本岛津公司犦；ＸＳ２０５型电子天平（精度为 ０．０１ｍｇ），
ＡＬ２０４型电子天平（精度为 ０．１ｍｇ），均购自瑞士梅特
勒－托利多公司；ＨＵ－６１５０Ｂ型超声波清洗器（天津恒
高电气科技有限公司，功率为 ２５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）；
Ｇ２０１９９０８０６型硅胶 Ｇ板（青岛海洋化工有限公司）；
ＺＦ－Ｉ型三用紫外分析仪（上海顾村电光仪器厂）；
２０２－１ＡＢ型电热恒温干燥箱（天津市泰斯特仪器有限公
司）；ＨＨ－４型数显恒温水浴锅（国华电器有限公司）。
１．２ 试药

乙腈（色谱纯，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司），超纯水，其余
试剂均为分析纯；黄芪甲苷对照品（批号为 １１０７８１－
２０１７１７，含量为 ９６．９％），连翘苷对照品（批号为
１１０８２１－２０１８１６，含量为 ９５．１％），均购自中国食品药
品检定研究院；新冠病毒预防Ⅱ号方（由指定的医院制
作，批号分别为２０２００２２９，２０２００３２４，２０２００５２７，规格为
每瓶 ２００ｍＬ）；黄芪阴性样品（按处方比例取除黄芪外
的药材，按指定医院工艺制备）；连翘阴性样品（按处

方比例取除连翘外的药材，按指定医院工艺制备）。黄

芪牗批号为２００１０１牘，炒白术牗批号为２００１０１牘，均购自湖
北同仁恒康中药饮片公司；防风牗批号为２０１９１２０１牘，连翘
牗批号为２０２００１０１牘，金银花牗批号为２０２００１０２牘，佩兰牗批
号为２０２００２０２牘，焦山楂牗批号为２０１９０９０１牘，均购自武汉
市汉口国药公司；陈皮牗批号为２０２００１０１，襄阳华源天盛
药业公司牘；紫苏牗批号为２０２０００２１，国药控股襄阳公司牘。
２ 方法与结果

２．１ 薄层色谱鉴别

黄芪：取３批样品，各３０ｍＬ，用３０ｍＬ水饱和的正
丁醇萃取３次，合并正丁醇液，用４０ｍＬ氨试液洗涤３次，
弃去水液，正丁醇液蒸干，加１ｍＬ甲醇溶解残渣，作为
供试品溶液。取黄芪阴性样品，按供试品溶液制备方法

制备黄芪阴性对照品溶液。另取黄芪甲苷对照品适量，

精密称定，用甲醇制成质量浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ的对照
品溶液。吸取供试品溶液、黄芪阴性对照品溶液、对照品

溶液各５μＬ，点于同一硅胶Ｇ板上，以氯仿－甲醇－水
（１３∶７∶２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）下层液为展开剂，预饱和３０ｍｉｎ，展
开，晾干，喷以１０％硫酸乙醇液，１０５℃烘箱加热至斑点
显色清晰。结果供试品溶液色谱中，在与对照品溶液色

谱相应位置上显相同颜色的棕褐色斑点，黄芪阴性对照

品溶液色谱无此斑点；置紫外灯（３６５ｎｍ）下检视，供试
品溶液和对照品溶液显相同颜色的橙黄色荧光斑点，而

黄芪阴性对照品溶液色谱无此斑点。详见图１。
连翘：取３批样品，各３０ｍＬ，用３０ｍＬ水饱和的正丁

醇萃取３次，合并正丁醇液，用４０ｍＬ氨试液洗涤３次，
弃去水液，再用正丁醇饱和的水洗至近中性，正丁醇液

蒸干，残渣加１ｍＬ甲醇溶解，作为供试品溶液。取连翘
阴性样品，按供试品溶液制备方法制得连翘阴性对照品

溶液。另取连翘苷对照品适量，精密称定，用甲醇制成质

量浓度为 ６０μｇ／ｍＬ的对照品溶液。吸取供试品溶液、
连翘阴性对照品溶液、对照品溶液各５μＬ，点于同一硅
胶Ｇ板上，以氯仿－甲醇（５∶１，Ｖ／Ｖ）为展开剂，预饱和
３０ｍｉｎ，展开，晾干，喷以 １０％硫酸乙醇液，１０５℃烘箱
加热至斑点显色清晰。结果供试品溶液色谱中，在与对

照品溶液色谱相应位置上显相同颜色的斑点，而连翘阴

性对照品溶液色谱无此斑点；置紫外灯（３６５ｎｍ）下检
视，供试品溶液与对照品溶液显相同颜色的荧光斑点，

而连翘阴性对照品溶液色谱无此斑点。详见图２。

２．２ 黄芪甲苷含量测定

２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５

Ａ Ｂ
１－３．供试品溶液 ４．对照品溶液 ５．阴性对照品溶液

Ａ．日光检视 Ｂ．紫外灯检视
图２ 连翘薄层色谱图

１－３．ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ ４．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ５．ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ａ．Ｓｕｎｌｉｇｈｔ Ｂ．Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｌａｍｐ

Ｆｉｇ．２ ＴＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＦｏｒｓｙｔｈｉａｅＦｒｕｃｔｕｓ
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样品含量（ｍｇ）

０．７４４０
０．７４４０
０．７４４０
０．７４４０
０．７４４０
０．７４４０

加入量（ｍｇ）

０．２０８９
０．２０８９
０．４１７８
０．４１７８
０．６２６７
０．６２６７

测得量（ｍｇ）

０．９４３５
０．９４６６
１．１５６６
１．１５５７
１．３５６２
１．３６１６

回收率（％）

９５．５０
９６．９４
９８．７６
９８．５４
９７．６９
９８．５５

Ｘ（％）

９７．６６

ＲＳＤ（％）

１．２９

ＬＳＵ

３０

０

０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎ

ＬＳＵ

３０

０

０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎ

ＬＳＵ

０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎ

１
３０

０

Ａ Ｂ Ｃ

１
１７．００１

１６．９８８

１．黄芪甲苷

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图３ 黄芪甲苷含量测定高效液相色谱图

１．ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ

Ａ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．３ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ

表１ 黄芪甲苷加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ ＲｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ（ｎ＝６）

５μｍ）；流动相：乙腈 －水（３２∶６８，Ｖ／Ｖ）；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃；进样量：５～２０μＬ。ＥＬＳＤ参
数：喷雾器为冷却模式，漂移管温度为 ６０℃，气体压力
为３０Ｐｓｉ。
２．２．２ 溶液制备

取黄芪甲苷１０．７８ｍｇ，精密称定，置５０ｍＬ容量瓶中，
加甲醇溶解，定容，摇匀，即得质量浓度为０．２０８９ｍｇ／ｍＬ
的对照品溶液。精密量取供试品 ２５ｍＬ，用水饱和的正
丁醇萃取３次，每次３０ｍＬ，合并正丁醇液，再用氨试液洗
涤 ３次，每次 ４０ｍＬ，弃去水层，正丁醇液蒸干，残渣加
甲醇溶解，定容至５ｍＬ，摇匀，取上清液，即得供试品溶
液。按供试品溶液制备方法制备黄芪阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

专属性试验：取２．２．２项下３种溶液，依法测定。结
果对照品溶液和供试品溶液在１６～１７ｍｉｎ处有相同色
谱峰，黄芪阴性对照品溶液则无此色谱峰。详见图３。

线性关系考察：精密吸取对照品溶液（质量浓度为

１０．２０８９ｍｇ／ｍＬ）５，１０，２０，３０，４０μＬ，依法测定，以
峰面积的对数（ｌｇＡ）为纵坐标、黄芪甲苷进样量的对数
为横坐标（ｌｇＣ，μｇ）绘制标准曲线，得回归方程 ｌｇＡ＝
１．５６１３８ｌｇＣ＋４．６４７０１７，ｒ＝０．９９９６（ｎ＝５）。结果表
明，黄芪甲苷进样量在 １．０４４５～８．３５６７μｇ范围内对
数值与其峰面积对数值线性关系良好。

检测限与定量限考察：以信噪比牗Ｓ／Ｎ牘＝３∶１为标准
测得黄芪甲苷的最低检测限为０．２４３４μｇ，以 Ｓ／Ｎ＝１０∶１
为标准测得黄芪甲苷的定量限为０．８１１３μｇ。

精密度试验：精密吸取对照品溶液（质量浓度为

０．２０８９ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，连续进样６次，依法测定。结果
黄芪甲苷峰面积的 ＲＳＤ为０．６８％（ｎ＝６），表明仪器精
密度良好。

重复性试验：取同一批牗批号为２０２００３２４牘样品，按
２．２．２项下方法制备供试品溶液６份，按２．２．１项下色
谱条件进样测定。结果样品中黄芪甲苷的平均含量为

０．０３７２ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ为 １．０１％（ｎ＝６），表明方法重复

性良好。

稳定性试验：取同一批（批号为２０２００３２４）样品，分
别于０，３，６，９，１２，２４ｈ时进样测定。结果黄芪甲苷峰面
积含量的 ＲＳＤ为 １．３３％（ｎ＝６），表明供试品溶液在
２４ｈ内稳定性良好。

加样回收试验：精密量取同一批（批号为２０２００３２４，
含量为０．０３７２ｍｇ／ｍＬ）样品６份，各２０ｍＬ，分别精密加
入对照品溶液 １．００，１．００，２．００，２．００，３．００，３．００ｍＬ，
按 ２．２．２项下方法制备供试品溶液 ６份，依法测定含
量，并计算回收率。结果见表１。

２．２．４ 样品含量测定

精密量取 ３批（批号分别为 ２０２００２２９，２０２００３２４，
２０２００５２７）样品各 ２５ｍＬ，按 ２．２．２项下方法制备供试
品溶液，对照品溶液分别进样５μＬ和２０μＬ，供试品溶
液进样 １０μＬ，依法测定峰面积，按外标两点法对数方
程计算含量。结果样品中黄芪甲苷的含量分别为

０．０３２，０．０３７，０．０４０ｍｇ／ｍＬ。
２．３ 连翘苷含量测定

２．３．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈 －水（２０∶８０，Ｖ／Ｖ）；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：２７７ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２．３．２ 溶液制备

取连翘苷 １５．８５ｍｇ，精密称定，置 ２５ｍＬ容量瓶
中，加甲醇溶解，定容，摇匀，作为对照品贮备液。精密量
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样品含量（ｍｇ）

０．８７０５
０．８７０５
０．８７０５
０．８７０５
０．８７０５
０．８７０５

加入量（ｍｇ）

０．３０１５
０．３０１５
０．３０１５
０．３０１５
０．３０１５
０．３０１５

测得量（ｍｇ）

１．１６５９
１．１６９０
１．１７４３
１．１７４０
１．１７０６
１．１７３７

回收率（％）

９７．９８
９９．００
１００．７６
１００．６６
９９．５４
１００．５６

Ｘ（％）

９９．７５

ＲＳＤ（％）

１．１２

Ａ Ｂ Ｃ

ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ
５０

２５

０
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ
５０

２５

０
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ
５０

２５

０

０ １０ ２０ ３０ ４０ ０ １０ ２０ ３０ ４０ ０ １０ ２０ ３０ ４０

１
３０．２８０

１
３０．２８１

１．连翘苷

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图４ 连翘苷含量测定高效液相色谱图

１．ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ

Ａ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．３ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｈｉｌｌｙｒｉｎ

表２ 连翘苷加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆｐｈｉｌｌｙｒｉｎ（ｎ＝６）

取对照品贮备液 ５ｍＬ，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇定
容，摇匀，即得连翘苷质量浓度为６０．２９μｇ／ｍＬ的对照
品溶液。精密量取本品 １０ｍＬ，加甲醇适量，超声处理
（功率为 ２５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，冷却后定容至
２５ｍＬ，摇匀，滤过，即得供试品溶液。按供试品溶液制备
方法制备连翘阴性对照品溶液。

２．３．３ 方法学考察

专属性试验：取２．３．２项下３种溶液，依法测定。结
果连翘苷对照品和供试品溶液在３０～３１ｍｉｎ处有相同
色谱峰，连翘阴性对照品溶液无此色谱峰。详见图４。

线性关系考察：精密量取对照品溶液（质量浓度为

６０．２９μｇ／ｍＬ），加甲醇制成系列质量浓度为 ６．０２９３，
１２．０５８７，３０．１４６７，６０．２９３４，９０．４４０１，１２０．５８６８μｇ／ｍＬ
的溶液，依法测定峰面积。以连翘苷质量浓度（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 Ｙ＝６５３５．２７９２７Ｘ－３４５５．０４９３９，ｒ＝
０．９９９９（ｎ＝６）。结果表明，连翘苷质量浓度在６．０２９３～
１２０．５８６８μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

检测限、定量限考察：以 Ｓ／Ｎ＝３∶１为标准测得连
翘苷的最低检测限为０．０１６４μｇ，以 Ｓ／Ｎ＝１０∶１为标
准测得黄芪甲苷的定量限为０．０５４５μｇ。

精密度试验：取对照品溶液，连续进样６次，依法测
定。结果连翘苷峰面积的 ＲＳＤ为 ０．６２％（ｎ＝６），表明
仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为２０２００５２７）样品，按
２．３．２项下方法制备供试品溶液 ６份，依法测定。结果
连翘苷的平均含量为 ０．１７４１ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ为 ０．９２％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一批（批号为２０２００５２７）样品，依
法制备供试品溶液，分别于０，３，６，９，１２，２４ｈ时进样测
定。结果连翘苷峰面积含量的 ＲＳＤ为 １．０２％（ｎ＝６），
表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

加样 回 收试 验 ：精 密 量取 同 一批 （批号 为

２０２００５２７，含量为 ０．１７４１ｍｇ／ｍＬ）样品 ６份，各 ５ｍＬ，

分别精密加入对照品溶液 ５ｍＬ，按 ２．３．２项下方法制
备供试品溶液６份，依法测定含量，并计算回收率。结果
见表２。

２．３．４ 样品含量测定

精密量取 ３批（批号分别为 ２０２００２２９，２０２００３２４，
２０２００５２７）样品，各１０ｍＬ，按２．３．２项下方法制备供试
品溶液，对照品溶液和供试品溶液各进样 １０μＬ，依法
测定峰面积，按外标法计算含量。结果样品中连翘苷的

含量分别为０．１７８，０．１８８，０．１７４ｍｇ／ｍＬ。
３ 讨论

３．１ 薄层色谱鉴别

黄芪的薄层鉴别通过增加氨试液洗涤，以减少酸性

组分干扰，结果黄芪甲苷斑点显示清晰、分离效果较好。

连翘苷属木脂素类大极性化合物，水溶性好，其薄层鉴

别采用水饱和的正丁醇提取，有效提取了有效成分；比

较了以氯仿 －甲醇－水（１３∶７∶２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）下层液、氯
仿－甲醇（８∶１，Ｖ／Ｖ）和氯仿 －甲醇（５∶１，Ｖ／Ｖ）作为
展开剂的薄层色谱情况，结果采用氯仿 －甲醇（５∶１，
Ｖ／Ｖ）为展开剂，展程达到 １５ｃｍ时，连翘苷可完全分
离，比移值适中，且斑点显色清晰。

３．２ 色谱条件优化

紫外光谱测定发现，黄芪甲苷溶液与空白溶剂在

１９０～４００ｎｍ波长范围内无明显紫外吸收差异，故
ＨＰＬＣ－ＤＡＤ法不适合测定其含量。参考文献犤１１－１３犦，
采用 ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ法测定黄芪甲苷的含量，当流动相

·检验检测·
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