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［摘　 要］ 　 为了建立一种 ＨＰＬＣ 法测定芪贞增免颗粒、蛋鸡宝中淫羊藿中含量，使用 Ｃ１８（２５０ ｍｍ×
４．６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，样品前处理用 ４０％甲醇稀释，乙腈 ∶ 水（２５ ∶ ７５）梯度洗脱，采用二极管阵列

检测器（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ），波长采集范围为 ２００～４００ ｎｍ，记录色谱图波长为 ２７０ ｎｍ，流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
进样量为 １０ μＬ。 结果表明，淫羊藿苷在 ５～４００ μｇ（Ｒ２ ＝ ０．９９９８）、呈良好的线性关系；平均加样回收

率分别为 ９２．０２％，９２．２２％（ｎ＝ ６），ＲＳＤ 分别为 １．５４％， １．８８％。 方法简单、准确、重复性好，为控制本

制剂的质量提高标准依据。
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ｐｏｗｄｅｒ． Ｓａｍｐｌｅｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｄｉｌｕｔｅｄ ｂｙ ４０％ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ｕｓｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎｇ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｗａｔｅｒ（２５ ∶
７５）ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ． Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｏｒ． Ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ
ｄｅｔｅｃｔｏｒ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ２００～４００ ｎｍ， Ｔｈｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｗａｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２７０ ｎｍ， Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
Ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ １０ μＬ． Ｉｃａｒｉｉｎ ｗａｓ ｌｉｎｅａｒ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ５～４００ μｇ ／ ｍＬ（Ｒ２ ＝ ０．９９９８）． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｏｆ ｉｃａｒｉｉｎ ｏｆ Ｑｉｚｈｅｎｚｅｎｇｍｉａｎ ｇｒａｎｕｌｅ ａｎｄ Ｄａｎｊｉｂａｏ ｐｏｗｄｅｒ ｗｅｒｅ ９２．０２％ ａｎｄ ９２．２２％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｗａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
Ｑｉｚｈｅｎｚｅｎｇｍｉａｎ ｇｒａｎｕｌｅ ａｎｄ Ｄａｎｊｉｂａｏ ｐｏｗｄｅｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； Ｑｉｚｈｅｎｚｅｎｇｍｉａｎ ｇｒａｎｕｌｅ； Ｄａｎｊｉｂａｏ ｐｏｗｄｅｒ； ｉｃａｒｉｉｎ

　 　 淫羊藿是使用悠久的传统中药之一，其主要有

效成分是黄酮类化合物淫羊藿苷［１］。 现代药理学

研究发现，淫羊藿苷具有多种生物活性［２］，并有抗

缺氧、抗氧化等多种生物学功效［３－４］。 淫羊藿来源
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于小檗科淫羊藿属植物 Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ Ｌ 干燥叶， 以淫

羊藿为主药的制剂很多，如芪贞增免颗粒和蛋鸡

宝，相关标准仅用薄层和显微鉴别淫羊藿苷［５］，淫
羊藿药材种类多，鉴别困难。 采收于夏秋的淫羊藿

药材地上部分花果已脱落，仅存叶片和叶柄，药材

中残存一些花序轴和果梗，可作为补充特征，若药

材仅有叶片，可利用鉴别的特征就更少［６］。 统计表

明淫羊藿药材各药用部位中淫羊藿苷含量均为叶＞
根＞茎［７］，中成药在投料的过程中若投入淫羊藿茎

及地下部分，仅靠当前的质量评价方法难以鉴

别［８］。 未对含量进行控制，不能全面反映制剂的质

量水平，达不到制剂治疗效果。
本实验室首次应用 ＨＰＬＣ 对芪贞增免颗粒和

蛋鸡宝中淫羊藿苷进行定量研究，方法快速、准确。
为控制本制剂的质量提供标准依据。
１　 仪器与试药

１．１　 仪器与设备 　 高效液相色谱仪 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５
（配二极管阵列检测器 ２９９８）；ＡＥ－２４０ 电子天平

（瑞士 Ｍｅｔｔｌｒｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；ＫＱ － ２５０ＤＢ 超声仪

（昆山市超声仪有限公司）；
１．２　 试药与试剂　 淫羊藿苷（批号：１１０７３７－２０１５１６，

含量 ９４．２％）；购自中国食品药品检定研究院。 甲

醇、乙腈（Ｍｅｒｃｋ， 色谱纯）；水为超纯水。
２　 方法与结果

２．１ 　 色谱条件 　 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｏ ＸＤＢ－

１１８ Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相 Ａ：乙
腈；流动相 Ｂ：水［５］；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量１０ μＬ；
柱温为 ３０ ℃。 检测波长范围 ２７０ ｎｍ，结果见表 １。

表 １　 梯度洗脱表

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ １０ ９０

２５ ２５ ７５

３０ ２０ ８０

４５ １０ ９０

２．２　 溶液制备

２．２．１　 对照品溶液　 精密称取淫羊藿对照品适量，
加甲醇配制成浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液。
结果见图 ２。

图 ２　 淫羊藿对照品溶液

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２．２．２　 标准工作液的制备 　 取适量 ２．２．１ 项下溶

液，用初始流动相稀释，制备成系列浓度为 ５、１０、
２５、５０、１００、２００、２５０、４００ μｇ ／ ｍＬ 标准工作液，绘制

标准曲线。
２．２．３　 供试品溶液制备　 取样品充分研磨，精密称

取 １． ０ ｇ，置具塞锥形瓶中，精密加入 ４０％ 甲醇

２５ ｍＬ，称定重量，超声（１２０ Ｗ，频率 ４０ ｋＨｚ），超声

水浴温度 ４０ ℃，处理 ３０ ｍｉｎ，放冷，用 ４０％甲醇补

足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液后再次精密加

入 ４０％甲醇 ２５ ｍＬ，合并两次滤液后，０．２２ μｍ 微孔

滤膜滤过，即得［５］。 对照品与供试品出峰时间相一

致。 结果见图 ３ 和图 ４。
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图 ３　 芪贞増免颗粒

Ｆｉｇ ３　 Ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｉｚｈｅｎｚｅｎｇｍｉａｎ Ｇｒａｎｕｌｅ

图 ４　 蛋鸡宝

Ｆｉｇ ４　 Ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｄａｎｊｉｂａｏ Ｐｏｗｄｅｒ

２．２．４　 阴性样品　 取除淫羊藿的其它药材适量，按

样品的制备工艺和配方比例制备阴性样品，按 ２．２．

３ 项下方法制备阴性对照溶液，即得。

２．２．５　 阳性添加样品　 精密称取已知含量的同批

样品（山东某兽药生物有限公司提供）６ 份，分别精

密加入适量对照品，置于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，按 ２．２．３

项下方法混合均匀制成阳性添加样品溶液。

２．３　 方法线性考察　 分别精密吸取 ２．２．２ 项下标

准工作液 １０ μＬ，在 ２．１ 项色谱条件下注入仪器，以

峰面积为横坐标（Ｘ），浓度（μｇ）为纵坐标（Ｙ），回

归方程 Ｙ＝ ０．０００４Ｘ－０．２９４１，Ｒ２ ＝ ０．９９９８；结果表明，

淫羊藿苷在 ５～４００ μｇ 与其对应的峰面积有良好的

线性关系。

２．４　 精密度试验　 精密吸取对照品溶液 １０ μＬ 注

入色谱仪，连续进样 ６ 次。 以峰面积计算，得出淫

羊藿苷的 ＲＳＤ ２．１１％。 表明仪器精密度良好，符合

检测要求。

２．５　 重复性试验　 同批供试品（批号为 ２０１８０２０１，

山东某兽药生物科技有限公司提供），按 ２．２．３ 项下

制备 ６ 份样品溶液，分别注入液相色谱仪，计算淫

羊藿苷含量，ＲＳＤ 为 １．４％，说明该方法重现性好，

含量稳定。

２．６　 稳定性试验 　 取 ２．２．３ 项下同一供试品溶液

（批号：２０１８０２０１），室温下每隔 ４ ｈ 连测 ６ 次，进样

体积 ２０ μＬ，淫羊藿苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０．９３％，

０．８９％、０．９１％，表明本制剂在制备后的 ２４ ｈ 内成份

较稳定。

２．７　 回收率试验　 取 ２．２．５ 项下溶液 ２ ｍＬ，按 ２．１

项下条件测定淫羊藿苷含量。 回收率在 ９２．０２％ ～

９２．２２％之间，变异系数在 １． ５４％ ～ １． ８８％之间，见

表 ２－表 ３。 表明该方法回收率较好，准确度和精密

度可以满足检测需求。
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表 ２　 芪贞增免颗粒中淫羊藿苷回收率试验（ｎ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｉｃａｒｉｉｎ ｏｆ Ｑｉｚｈｅｎｚｅｎｇｍｉａｎ ｇｒａｎｕｌｅ
样品含量 ／ ｍｇ 对照品加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 批内平均回收率 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％

０．０９２３ ０．１００６ ０．１７７５ ９２．００

０．０９２３ ０．１００６ ０．１８０１ ９３．３６

０．０９２３ ０．１００６ ０．１７３７ ９０．０５

０．０９２３ ０．１００６ ０．１８１２ ９３．９２

０．０９２３ ０．１００６ ０．１７６４ ９１．４５．

０．０９２３ ０．１００６ ０．１７６２ ９１．３４

９２．０２ １．５４

表 ３　 蛋鸡宝中淫羊藿苷回收率试验（ｎ＝６）
Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｉｃａｒｉｉｎ ｏｆ Ｄａｎｊｉｂａｏ ｐｏｗｄｅｒ

样品含量 ／ ｍｇ 对照品加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 批内平均回收率 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％

０．０６４１ ０．１０６９ ０．１５８６ ９２．７６

０．０６４１ ０．１０６９ ０．１５８３ ９２．６０

０．０６４１ ０．１０６９ ０．１５９８ ９３．４５

０．０６４１ ０．１０６９ ０．１６１２ ９４．２７

０．０６４１ ０．１０６９ ０．１５４０ ９０．０８

０．０６４１ ０．１０６９ ０．１５４２ ９０．１６

９２．２２ １．８８

２．８　 样品测定 　 精密称取不同企业芪贞増免颗

粒，蛋鸡宝样品，按 ２．２．３ 项下方法制备供试品溶

液，每份样品测定 ２ 次，以 ２ 次测定结果的平均值

作为测定值，结果见表 ４。

表 ４　 样品测定结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
批号 芪贞増免颗粒 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 批号 蛋鸡宝 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

２０１８０２０１ Ａ 企业 ０．０９２３ ２０１８１１０１ ０．０６４１

２０１８０２０２ Ａ 企业 ０．０９０１ ２０１８１１０２ ０．０６２５

２０１８０２０３ Ａ 企业 ０．０９１１ ２０１８１１０３ ０．０５９２

２０１８０４０１ Ｂ 企业 ０．０４５２ ２０１８１１４５ ０．０３４８

２０１８０４０３ Ｂ 企业 ０．０４４８ ２０１８１１４６ ０．０３４２

２０１８１１０３ Ｃ 企业 ０．１２３４ ２０１８５５４１ ０．１５６７

２．９　 检出限和定量限　 取“２．２．４”项下溶液，色谱

图显示无淫羊藿成分干扰，应用本试验建立的检测

方法，添加对照品 ０．５ μｇ ／ ｍＬ，取与对照品图谱中相

同保留时间的噪音信号平均值，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３，
确定为方法的检出限。 添加对照品 １０ μｇ ／ ｍＬ 显示

信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥１０，作为此方法定量限。
３　 讨论与结论

３．１　 供试品前处理提取方法的选择　 Ｊａｎｇ 等以提

取溶液浓度、提取温度、溶液 ｐＨ、液料比及提取时

间为因素，发现在各因素中，提取溶液浓度及提取

·４２·
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温度是影响提取率的主要因素［９］。 试验中着重考

察以上条件因素。 选择 ６ 种不同浓度提取溶剂：乙
醇 ３０％、４０％、５０％和 ３０％、４０％、５０％甲醇［１０－１３］，结
果表明 ４０％甲醇溶解样品不易结团，溶解性最好且

提取率最高，检测样品杂质峰少。 分别采用回流和

超声不同方式提取，超声水浴温度控制在 ２０ ℃、
３０ ℃、４０ ℃，并考察了不同的提取时间［１４－１７］。 回

流提取 １ ｈ 后和超声提取 ３０ ｍｉｎ 淫羊藿苷即可提

取完全，考虑到超声提取更加简便、快速、故超声处

理 ３０ ｍｉｎ 来制备样品。 分别提取样品 ２ 次、３ 次、
４ 次，超声频率 ４０ ｋＨｚ，水浴温度控制在 ４０ ℃，试
验结果显示提取 ２ 次与 ３ 次、４ 次的淫羊藿苷含量

差异无统计学意义，为节约时间，提取 ２ 次样品即

可满足实验需求［１８］。
３．２　 流动相的优选　 《中国兽药典》２０１５ 版二部中

淫羊藿药材含量测定使用流动相是乙腈 ∶ 水（３０ ∶
７０），但制剂中其它药材对其分离度有影响，杂质

多，故比较以下 ５ 种流动相组进行梯度洗脱：乙腈－

水（２５ ∶ ７５）、乙腈－０．０５％磷酸（２７ ∶ ７３） ［１５］、乙腈－水
（５０ ∶ ５０） ［１６］，乙腈－水（２８ ∶ ７２） ［１７］、乙腈－水（２３ ∶
７７） ［１９］。 经过比对发现使用乙腈－水（２５ ∶ ７５）梯度

洗脱后淫羊藿苷峰分离度高，峰形对称，并无拖尾

及其它杂质峰的干扰。 使用其他流动相显示淫羊

藿苷多在 ３０ ｍｉｎ 后出峰，出峰时间晚，此方法测定

供试品方法稳定，准确度高，且节约时间。
３．２　 色谱柱的选择　 使用不同型号的十八烷基硅

烷键合硅胶色谱柱进行比较，ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳ－Ｃ１８（２５０
ｍｍ× ４． ６ ｍｍ，５ μｍ） ［１５］， Ｃｏｓｍｏｓｉｌ Ｃ１８ （ ２５０ ｍｍ ×

４．６ ｍｍ，５ ｕｍ） ［１８］、Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｏ ＸＤＢ－１１８ Ｃ１８ 柱

（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ）进行比较，后者普通 Ｃ１８
柱即可满足淫羊藿苷测定方法的重复性需求，结果

表明方法实用性及耐用性良好。
３．３　 柱温的确定　 ２５ ℃和 ３０ ℃、３５ ℃柱温进行

考察，３０ ℃柱温时，基线平稳，柱压稳定，对照品出

峰时间与样品时间一致，选择 ３０ ℃柱温符合检测

要求。
３．４　 影响淫羊藿苷含量测定的因素　 淫羊藿苷含

量测定结果表明来自于不同厂家芪贞增免颗粒和

蛋鸡宝含量差别较大，分析可能是不同产地淫羊藿

药材中淫羊藿苷的含量有差异［１３］，也可能与药材

贮存有关［２］，其次或于颗粒剂与散剂不同的工艺制

备过程中对药物中有效成分有影响。
３．５　 结论　 采用现行标准中简单的显微鉴别特征

和薄层色谱难以控制制剂和药效的稳定性，难确保

临床疗效。 应完善制剂中淫羊藿苷含量质量标准。
本实验处理简捷，快速，方法可靠，重现性及回收率

均符合要求，适合测定淫羊藿苷的含量，可有效控

制芪贞增免颗粒、蛋鸡宝等方剂的内在质量。 今后

还需结合大生产继续积累数据，考察产品的稳定

性。 也有研究认为以多指标来评价淫羊藿质量更

为科学［１３，１５］。
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