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摘要院目的 建立一种测定黄芪甲甙的方法遥方法 采用固相萃取小柱对血清样品进行预处理袁利用茴香酸在硫酸介质

中与黄芪甲甙反应产生强烈荧光物质的特性来测定血清中的黄芪甲甙遥结果 经固相萃取处理后的血清样品无干扰袁黄

芪甲甙与茴香酸的反应产物的最大激发波长为 姿ex =310nm袁最大发射波长为 姿em=376nm袁黄芪甲甙在 1~10 滋g/ml 浓度

范围内与荧光强度呈线性关系袁相关系数 r=0.9999遥测定样品平均回收率为 97.1%袁RSD=2.6%(n=5)遥结论 此方法灵

敏尧准确袁选择性好袁可用于测定鼠血清中的黄芪甲甙遥
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Determination of serum astragaloside in rats fed with Buyanghuanwu dicoction using solid-
phase extraction, chemical derivatization and fluorospectrophotometry
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Abstract: Objective Todevelopamethodfordeterminingtheserumastragalosideinratsfedwith Buyanghuanwu dicoction(a
preparationofatraditionalChinesemedicine). Methods A solid-phaseextractioncolumnwas employedforpretreating the
serumsamples. Thefluorescencecharacteristics of theextractweremeasuredfollowingchemicalderivatizationwithanisic
acid-sulphuricacid. Results Theendogenousinterferencewasremovedbysolid-phaseextraction.Theexcitationandemission
maximaofthereactionproductfromastragalosideandanisicacidwereat310nmand376nmrespectively. Thelinearrange
ofthecalibrationcurvewas 1.0to10.0 滋g/mlwith r=0.9999.Theaveragerecoveryrateofthemethodwas97%withrelative
standardderivationof2.59%(n=5). Conclusion Thismethodisrapidandhighlysensitive,andusefulformonitoningtheconcen-
trationofastragalosideinratserum.
Key words: solid-phaseextraction;chemicaldenoatization;fluorospectrophotometry;Buyanghuanwudicoction;ratserum;astragaloside

补阳还五汤为清代名医王清任创制的益气活血

名方袁主治中风及中风后遗症遥现代医学研究表明袁它

具有扩张血管尧增加脑血流量尧改善微循环尧降低血液黏

度尧抑制血小板聚集尧溶解血栓尧抗自由基等作用咱1袁2暂遥
补阳还五汤由黄芪 120g尧当归 6 g尧赤勺 6 g尧川穹 3 g尧
桃仁 3 g尧红花 3 g尧地龙 3 g 组成遥方中大剂量应用黄

芪袁而黄芪甲甙又是黄芪的主要活性成分袁测定喂饲

补阳还五汤的大鼠血清中的黄芪甲甙袁对于阐述补阳

还五汤的作用机制和物质基础具有重要的意义遥黄芪

甲甙的测定方法主要有院紫外分光光度法尧薄层扫描

法尧高效液相色谱法等咱3~5暂遥上述测定方法各有其局限

性袁比如院灵敏度低袁无法检测血清中的黄芪甲甙曰黄

芪甲甙仅在 200nm 处有紫外吸收袁对紫外检测不利遥
本文应用荧光分光光度法咱6暂袁针对大鼠血清内源性杂

质干扰严重的特点袁建立了用固相萃取净化和富集血

样袁再用化学衍生荧光分光光度法测定黄芪甲甙的方

法遥

1 仪器与试剂

1.1 仪器

RF-5000 荧光分光光度计渊日本岛津冤袁C18 固相

萃取小柱渊200mg冤遥
1.2 试剂

黄芪甲甙对照品储备溶液院精密称取 10mg 黄芪

甲甙对照品 渊中国药品生物制品检定所袁含量测定

用冤袁加甲醇溶解袁置于 10ml 容量瓶中袁定容至刻度袁
摇匀袁制成 1.0mg/ml 黄芪甲甙对照品的甲醇储备

液遥2%茴香酸无水乙醇溶液渊临用时配制冤袁72%硫酸
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图 1 黄芪甲甙与茴香酸反应产物的荧光光谱

Fig.1 Fluorescence spectra of the reaction product by
astragaloside andanisic acid

表 1 回收率试验结果

Tab.1 Results of recovery test
Content

(滋g)
Added(滋g) Found(滋g)

Recovery
(滋g)

Average
recovery(%)

RSD(%)

13.0 15.0 27.6 97.3 - -
13.0 15.0 28.1 100.7 - -
13.0 15.0 27.2 94.7 97.1 2.59
13.0 15.0 27.2 94.7 - -
13.0 15.0 27.7 98.0 - -

溶液遥所用试剂均为分析纯遥
1.3 含药大鼠血清样品的制备

用补阳还五汤水煎剂浓缩液渊3g/ml 生药冤连续

3 d 喂饲大鼠袁3 d 后取血袁分离大鼠血清袁冷冻备用遥

2 方法与结果

2.1 血清样品的固相萃取

准确移取血清样品 3ml袁以 0.5ml/min 速率加压

使样品溶液经过预先活化过的 C18 固相萃取小柱袁
将柱抽干遥黄芪甲甙被萃取到柱上袁一部分杂质随废

液排出遥依次用 5ml 水尧5ml30%甲醇淋洗袁最后将

柱抽干遥用甲醇 3ml 洗脱黄芪甲甙袁收集洗脱液遥洗

脱液于 60 益水浴上用氮气挥干袁再用 1ml 甲醇溶解

定容作为供试液遥
2.2 化学衍生荧光分析方法

准确移取 0.3 mg/ml 的黄芪甲甙对照品溶液

0.05ml 于 5ml 干燥容量瓶中袁加入 2%茴香酸乙醇

溶液 0.6ml袁再加入 72%硫酸溶液 0.8ml袁摇匀袁置于

60 益水浴中反应 30min遥取出冷却至室温袁用无水乙

醇定容至刻度袁摇匀袁在 RF-5000 荧光分光光度计扫

描袁得黄芪甲甙的激发光谱和发射光谱袁如图 1遥由此

确定黄芪甲甙反应产物的最大激发波长 姿ex=310nm袁
最大发射波长 姿em=376nm遥在此波长条件下袁测定黄

芪甲甙反应产物的荧光强度值袁同时作空白校正遥

2.3 标准曲线

移取 1mg/ml 的黄芪甲甙对照品溶液分别制成

0.1尧0.2尧0.3尧0.4尧0.8 和 l mg/ml 的标准系列溶液袁各

取 0.05ml 于 5ml 量瓶中袁再分别加入按 2.1 项下处

理的空白血清 0.05ml袁按 2.2 项下操作袁测定荧光强

度袁同时作空白校正遥以荧光强度渊Y 冤对黄芪甲甙浓

度渊X冤进行回归处理袁得标准曲线的线性回归方程为

Y =20.627X-1.8484袁相关系数 r=0.9999袁线性范围为

1~10 滋g/ml遥

2.4 精密度试验

平行移取 0.1mg/ml 黄芪甲甙对照品溶液 0.05ml
五份袁分别加入按 2.1 项下处理的空白血清 0.05ml袁
按 2.2 项下操作袁测定荧光强度遥结果 RSD=1.5%
渊n=5冤遥
2.5 稳定性试验

取 0.3mg/ml 的黄芪甲甙对照品溶液 0.5ml 按

2.2 项下操作袁放置 0尧1尧2尧3尧4 h 测定荧光强度袁结果

表明在 4 h 内荧光强度稳定遥
2.6 回收率试验

精密移取已知含量的供试液 5 份袁每份 50 滋l袁分

别精密加入 0.3mg/ml 黄芪甲甙对照品溶液 50 滋l袁按

2.2 项下操作袁测定荧光强度袁同时作空白遥根据外标

两点法袁分别求各份的含量遥结果见表 1遥

2.7 样品测定

精密移取含补阳还五汤高剂量组大鼠血清和补

阳还五汤低剂量组大鼠血清各 3 ml 按 2.1 项下操

作袁制备供试液遥移取供试液 0.05ml 于 5ml 量瓶中袁
按 2.2项下操作袁测定荧光强度袁同时作空白校正遥根据

外标两点法计算血清样品中黄芪甲甙的含量袁测得含

补阳还五汤高剂量组大鼠血清和含补阳还五汤低剂量

组大鼠血清中黄芪甲甙的浓度为 86.7 和 76.7 滋g/ml遥

3 讨论
3.1 取血清样品

本试验曾按文献咱1暂采用正丁醇萃取血清样品袁
结果空白血清在测定波长处干扰严重遥为了除去大鼠

血清中内源性杂质的干扰袁本试验采用固相萃取技术

处理血清样品袁结果在测定波长处空白血清和含补阳

还五汤渊缺黄芪冤阴性液的血清均无干扰遥本方法采用

固相萃取技术有效地富集和净化样品袁并结合了荧光

分光光度法灵敏度高的优点袁方法灵敏尧准确尧选择性

好袁适合于含补阳还五汤大鼠血清中微量黄芪甲甙的

测定遥
3.2 试剂空白吸收的消除

试验中发现袁无水乙醇的选择至关重要遥不同厂

家尧不同批号的无水乙醇在测定波长处荧光强度不同袁
渊下转 339 页冤
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发出桥延支到桥延沟附近的脑干和下橄榄核遥在接近

面尧听神经之前分叉袁形成内尧外侧支袁外侧支伴随面尧
听神经走行袁在接近内耳门处折返形成血管袢袁发出

内听动脉供应内耳及中耳咱4暂遥小脑前下动脉回返穿通

支沿途发出营养面尧听神经的细小血管袁折返后行向

脑干和小脑袁终末支供应面尧听神经出脑处的脑干遥内

听动脉和小脑前下动脉常参与听神经瘤的供血袁在听

神经瘤切除术中应仔细辨认袁尽量避免损伤遥小脑前

下动脉可位于听神经瘤的下方尧前方或上方遥发生听

神经瘤后袁上述动脉可能因受牵拉或挤压而发生位置

的改变袁增加了手术的难度咱5暂遥在手术中一旦损伤这

些动脉袁即使面尧听神经解剖结构保留完整袁仍会出现

面瘫和听力障碍遥如果小脑前下动脉主干受损袁可造

成脑干缺血水肿袁出现呼吸尧心跳骤停咱6袁7暂遥在应用乙

状窦后入路切除听神经瘤过程中袁磨除内听道后壁

时袁避开骨迷路是能否保留听力的关键咱4袁8暂遥由于人类

颞骨的变异性很大袁而且没有能确定其确切位置的标

记袁因此打开内听道只能依靠术前 CT 和术者的个人

经验遥国内有研究认为袁在不损伤骨迷路尧最大角度不超

过 61毅的情况下袁内听道最大磨除范围平均为 7.09mm袁
粗略计算袁最大安全磨开内耳道后壁接近总长的 2/3咱9暂遥

神经内镜借助良好的照明袁通过一个狭小的通道

即可进入桥小脑角袁避免了对脑组织及神经血管等结

构的过分牵拉袁真实反映了各组织结构之间的解剖关

系曰同时还可以通过各种角度进行观察袁能更全面地

了解解剖结构之间的关系遥
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有的空白值非常高袁甚至掩盖了样品的信号遥所以袁本

试验使用的无水乙醇袁必须经过筛选袁选择空白吸收

低的试剂遥
3.3 反应温度的选择

本试验曾考察了不同温度条件下反应产物的荧

光强度值袁发现在温度 80~90 益荧光强度最高袁但荧

光不稳定袁方法精密度不好遥改用 60 益反应 30min袁
精密度和标准曲线线性良好遥
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