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摘要  目的:建立 RP- H PLC法同时测定五味首乌片中多指标成分的含量。方法: 采用 Akasil C18 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5 Lm )色

谱柱, 以乙腈 ( A ) - 01 4%磷酸 ( B)为流动相, 梯度洗脱 ( 0 m in, 30% A; 15 m in, 50% A; 20~ 30 m in, 75% A; 35~ 40 m in, 30% A ),

流速 11 0 mL# m in- 1, 检测波长 270 nm,柱温 30 e , 进样量 20 LL;供试品溶液制备采用溶剂分级萃取。结果: 淫羊藿苷、大黄

素、大黄素甲醚线性范围分别为 11 44~ 7118, 1128~ 6139, 01690~ 31 45 Lg;平均加样回收率 ( n = 6)分别为 1011 6% , 10310% ,

99155%。结论: 本方法快速、灵敏, 重现性好,适合于五味首乌片中淫羊藿苷、大黄素和大黄素甲醚含量测定。
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RP- HPLC simultaneous determ ination of icariin,

emodin and physcion inWuwei Shouwu tablets
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Abstract Objec tive: To establish an RP- HPLC method for simultaneous quantitative determ inat ion o f icariin,

emod in and physcion inWuwe iShouwu tablets.M ethods: The analyt ical co lumnw asAkasilC18 co lumn( 416mm @

250mm, 5 Lm). Themob ile phasew as composed o f aceton itrile( A ) and 014% phosphoric acid( B) w ith g radient

elution( 0m in, 30% A; 15 m in, 50% A; 20 - 30 m in, 75% A; 35- 40 m in, 30% A ) at a flow rate of 110 mL#
m in

- 1
. The w aveleng th o fUV detecto rw as 270 nm and column temperaturew as 30 e . The so lu tion w ith 20 LL w as

in jected into theHPLC system for ana lysis every t ime. The samp le so lut ion w as ex tracted w ith different so lvents. Re-

sults: The linear ranges of icariin, emod in and physcion w ere 1144- 7118, 1128- 6139, and 01690- 3145 Lg, re-

spective ly; The ir average recoveries ( n = 6) w ere 10116%, 10310% , 99155% , respectively. Conc lusion: Th is

method is sensitive, repea table and suitable to determ ine the conten ts o f icariin, emod in and physc ion in Wuwe i

Shouwu tab lets.
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五味首乌片是江苏省中医药研究院研制的中药

新药, 由制何首乌、淫羊藿、山楂、牛膝及辅料组成,

具有滋补肝肾、消导脂浊、活血通脉功效。临床主要

用于高脂血症。处方中制何首乌, 补肝肾, 益精血,

乌须发,强筋骨, 为君药;肾为水脏,属阴, 阴阳互根,

阴虚可导致阳虚,故取淫羊藿温肾助阳、阳生阴长,

为臣药;山楂,消食健胃,行气散瘀,为佐药;牛膝,引

诸药下行以补益肝肾, 兼能活血, 有利于痰瘀的清

除,为使药。为多指标严格控制产品质量,选择该处

方的君、臣 2味药中的 3种代表性有效成分: 大黄

素、大黄素甲醚和淫羊藿苷作为检测指标。现代药

理研究证明大黄素、大黄素甲醚具有降低其总胆固

醇、甘油三脂、低密度脂蛋白 #胆固醇、血浆纤维蛋

白原含量,升高高密度脂蛋白 #胆固醇的作用 [ 1, 2]
,

提示该类成分具有良好的调节血脂和血浆纤维蛋白

原的作用,能够抑制高脂血症的形成,预防动脉粥样

硬化的发生。淫羊藿苷可明显促进幼年小鼠附睾及

精囊的发育, 表现出具有性激素样作用
[ 3 ]
; 还可促
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使卵泡颗粒细胞分泌雌二醇, 促进肾上腺皮质细

胞分泌皮质酮
[ 4]
。提示淫羊藿具有补肾壮阳、抗

衰老作用, 其作用机理可能与其直接刺激靶腺分

泌激素有关。目前国内有文献报道高效液相色谱

法同时测定大黄素、大黄素甲醚含量
[ 5]
和高效液

相色谱法测定淫羊藿苷的含量
[ 6]
, 但用高效液相

色谱法同时测定淫羊藿苷、大黄素、大黄素甲醚含

量未见文献报道。为了较全面、快速地控制本产

品质量,本文应用溶剂分级萃取法,同时兼顾提取

该产品中极性成分淫羊藿苷及弱极性成分大黄

素、大黄素甲醚, 采用高效液相色谱法同步进行含

量测定。

1 仪器与试药

W aters高效液相色谱仪 ( A lliance 2695四元泵

自动进样系统, 996二极管阵列检测器, Empow er色

谱工作站 ), M illipore M illi- Q超纯水制备仪 (美

国 ) , METTLER万分之一及十万分之一电子天平

(瑞士 )。

对照品淫羊藿苷 (批号 110737- 200414)、大

黄素 (批号 110756- 200110)、大黄素甲醚 (批号

0758- 200206)均购于中国药品生物制品检定所,

供含量测定用; 五味首乌片 (本院制剂室自制; 批

号: 070502, 070601, 070603; 规格: 每片重 0155
g) ;乙腈为色谱纯, 水为重蒸水, 其余试剂均为分

析纯。

2 溶液制备

211 混合对照品溶液 [ 5]  精密称取对照品淫羊藿

苷、大黄素、大黄素甲醚适量,用甲醇制成淫羊藿苷

浓度为 01718mg# mL
- 1
、大黄素浓度为 3120 mg#

mL
- 1
和大黄素甲醚浓度为 01575 mg# mL

- 1
的单一

成分对照品储备液。分别精密量取上述淫羊藿苷对

照品储备液 215mL、大黄素对照品储备液 015 mL、

大黄素甲醚对照品储备液 115 mL, 置同一 5 mL量

瓶中, 用甲醇定容至刻度,摇匀,即得淫羊藿苷浓度

为 01359 mg# mL
- 1
、大黄素浓度为 01320 mg#

mL
- 1
、大黄素甲醚浓度为 01173 mg# mL

- 1
的混合

对照品溶液。

212 供试品溶液  取五味首乌片 20片, 精密称

定,计算平均片重,粉碎成细粉 (过 5号筛 ), 精密称

取约 210 g,置 100 mL三角烧瓶中, 精密加入甲醇

50 mL, 称重,水浴中回流 1 h, 放冷再称定重量, 用

甲醇补足减失的重量, 摇匀, 滤过。精密取续滤液

25mL,置烧瓶中,水浴加热挥去溶剂,加 10mL水溶

解,用乙酸乙酯提取 3次, 每次 20 mL, 合并乙酸乙

酯溶液, 水层再用二氯甲烷提取 3次, 每次 20 mL,

收集氯仿溶液,合并乙酸乙酯溶液和氯仿溶液,采用

旋转蒸发仪减压回收溶剂至干, 残渣用适量甲醇溶

解, 移至 5 mL量瓶中, 加甲醇至刻度,摇匀,即得供

试品溶液。

213 阴性样品溶液 按照该产品生产工艺, 分别制

备缺制何首乌、缺淫羊藿和同时缺制何首乌、淫羊藿

的阴性样品, 再分别按 / 2120项下方法制成对应的
阴性样品溶液。

3 色谱条件 [ 6, 7]

采用 Akasil C18 ( 416 mm @ 250mm, 5 Lm)色谱

柱, 流动相为乙腈 ( A ) - 014%磷酸 ( B ) , 梯度洗脱

( 0 m in, 30% A; 15 m in, 50% A; 20~ 30 m in, 75% A;

35~ 40 m in, 30% A ),流速 110 mL# m in
- 1
, 检测波

长 270 nm,柱温 30 e 。在本色谱条件下, 淫羊藿

苷、大黄素和大黄素甲醚能达到较好分离,样品中其

他成分对三者的测定无干扰。见图 1。

4 方法学考察
411 线性关系考察 分别精密吸取混合对照品溶

液 4, 8, 12, 16, 20 LL, 进样测定, 记录峰面积, 以峰

面积 Y对进样量 X ( Lg )进行线性回归, 得淫羊藿

苷、大黄素、大黄素甲醚回归方程分别为:

Y= 1188 @ 10
6
X + 1124 @ 10

5
r= 019997

Y= 3130 @ 10
6
X + 4102 @ 10

5
r= 019997

Y= 3138 @ 10
6
X + 1197 @ 10

5
r= 019996

结果表明上述 3种成分进样量分别在 1144~ 7118,
1128~ 6139, 01690~ 3145 Lg范围内与峰面积呈良
好的线性关系。

412 精密度试验 精密吸取混合对照品溶液 20

LL,重复进样 5次,记录峰面积。结果淫羊藿苷、大

黄素、大黄素甲醚峰面积的 RSD 分别为 112%,

019% , 112%。
413 稳定性试验 取五味首乌片样品 (批号

070502)的供试品溶液,分别于 0, 3, 6, 9, 12 h进样

20 LL, 记录峰面积。结果淫羊藿苷、大黄素、大黄素

甲醚峰面积的 RSD分别为 112% , 018%, 018%, 表

明供试品溶液在 12 h内稳定。

414 重复性试验 取五味首乌片样品 (批号

070502)细粉 6份,按 / 2120项下方法制备供试品溶

液, 分别进样 20 LL, 记录峰面积, 计算含量。结果

淫羊藿苷、大黄素和大黄素甲醚含量平均值 ( n = 6)

分别为 01198, 01414, 01176 mg#片 - 1
; RSD分别为

012% , 013% , 012%。
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图 1 对照品 (A )、样品 ( B)、缺制何首乌和淫羊藿的阴性样品 ( C )、

缺制何首乌的阴性样品 ( D)及缺淫羊藿的阴性样品 ( E )色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s of referen ce substances( A) , samp le( B ) and neg-

ative sam p le w ithou t Rad ix Polygon iM ult iflori Preparata and H erba E p-i

m ed ii( C ) , negat ive sam p le w ithou t Rad ix Polygon iMu lt if lori Preparata

( D) and n egat ive samp le w ith outH erba Ep im ed ii( E )

1.淫羊藿苷 ( icariin ) 2. 大黄素 ( em od in ) 3. 大黄素甲醚 ( phy-

scion)

415 加样回收率试验 取五味首乌片样品 (批号

070502)细粉共 6份, 每份约 1 g, 3份为一组, 精密

称定。按高、低加入量分别精密加入浓度为淫羊藿

苷 01300mg# mL
- 1
、大黄素 01827 mg# mL

- 1
和大

黄素甲醚 01290mg# mL
- 1
的单一成分对照品溶液 1

mL和 112 mL,照 / 2120项下方法制备溶液, 进样 20

LL,计算回收率,见表 1。淫羊藿苷、大黄素、大黄素

甲醚平均回收率 ( n = 6)分别为 10116%, 10310%,

99155%。
表 1 淫羊藿苷、大黄素和大黄素甲醚回收率试验结果 (n= 3)

Tab 1 Recovery of icar iin, emod in and physc ion

成分

( component)

样品含有量

( sample content) /mg

加入量

( added) /mg

回收率

( recovery) /%
RSD /%

淫羊藿苷

( icariin)
01362

01300

01360

1021 3

1001 8

01 4

01 4

大黄素

( emod in)
01827

01827

01993

1021 0

1041 0

01 9

01 8

大黄素甲醚

( physc ion)
01290

01290

01348

981 20

1001 9

01 2

01 4

5 样品测定
分别取 3批五味首乌片样品,按 / 2120项下方

法制备供试品溶液。分别精密吸取 / 2110项下的混

合对照品溶液 10 LL及供试品溶液 20 LL进样, 记

录峰面积,外标法计算样品中淫羊藿苷、大黄素及大

黄素甲醚含量,结果见表 2。

表 2 五味首乌片的含量测定结果 (m g# 片 - 1, n= 2)

Tab 2 De term ination ofW uwe i

Shouwu tab le ts(m g per table t, n = 2)

批号

( Lot N o1 )

淫羊藿苷

( ica riin)

大黄素

( emodin)

大黄素甲醚

( phy sc ion)

070502 01199 01422 01188

070601 01200 01362 01173

070603 01199 01421 01176

6 讨论
611 检测波长的选择 首先分别考虑淫羊藿苷、大

黄素、大黄素甲醚的特征吸收波长。在大黄素和大

黄素甲醚的特征吸收波长 440 nm处,淫羊藿苷基本

没有吸收,而在淫羊藿苷特征吸收波长 270 nm波长

处, 淫羊藿苷、大黄素、大黄素甲醚分离度好,各峰吸

收明显,故检测波长选择 270 nm。

612 供试品溶液制备方法的确定 在提取过程中,

曾比较不同的提取方式 (超声法、加热回流法 )、不

同溶剂种类 (甲醇、水 )、溶剂不同用量 ( 30, 50, 100

mL)、不同提取时间 ( 015, 1, 115 h)对目标成分的含
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量影响。结果表明采用 50mL甲醇回流提取 1 h,淫

羊藿苷、大黄素、大黄素甲醚含量可达最高, 但杂质

峰干扰较大,故采用溶剂萃取。考虑到淫羊藿苷极

性较大,大黄素、大黄素甲醚极性较小, 为兼顾两类

成分同步提出,使得检测指标覆盖面广,采取溶剂分

级萃取,先采用极性溶剂乙酸乙酯萃取,提出淫羊藿

苷,然后再采用弱极性溶剂二氯甲烷萃取,提出大黄

素和大黄素甲醚,使同一个样品,极性成分和弱极性

成分同步提出,供试品溶液制备一次完成,提高了工

作效率。

613 流动相的选择 为了使所检测的色谱峰分离

度好, 出峰时间合理, 采用梯度洗脱方法。但在流动

相比例调整中发现,淫羊藿苷极性较大,适合在水比

例较大的系统中分离, 而大黄素和大黄素甲醚极性

较小, 适宜在乙腈比例较大的系统中分离,两类成分

同步检测时,淫羊藿苷先出峰, 大黄素、大黄素甲醚

的峰后出,流动相比例由水相向乙腈相增大,在此变

化中, 若变化太快则基线会隆起较大的溶剂包,故选

择梯度时,乙腈增大变化较缓和, 10m in后色谱图基

线显示平缓;但 10 m in前基线有坡度, 说明乙腈比

例偏大, 该段成分堆积,所以在 10 m in前的流动相

中还应降低乙腈比例。

参考文献

1 XU Za i- p in(徐在品 ) , LU Zhan- jun(卢占军 ) , CHEN Ju an- hua

(陈眷华 ) , et a l. The effect of rhubarb ethanol- extract on hyperlip-i

dem ia and liver fatty in rabb its(大黄醇提液抗家兔实验性高脂血

症及脂肪肝的实验研究 ) . C hin J Appl physiol (中国应用生理学杂

志 ), 2007, 23 ( 3) : 375

2 LI Shu- p ing(李树平 ) , ZHOU L i- ling(周利玲 ), HAN W ei(韩

伟 ), et a l. The trioxym ethylan th raqu inoneÄs accomm odat ion effect to

th e hyperlip idem ia m odel and fib rinogen in the p lasm a(大黄素对高

脂血症模型血脂及血浆纤维蛋白原的调节作用 ) . Ch in J Trad it

M ed S ciT echnol (中国中医药科技 ) , 2007, 14( 5 ): 349

3 L IL i(李梨 ) , ZHOU Q i- xin(周岐新 ) , SH I J ing- shan(石京山 ).

S tudy advan cem ent in pharmacological act ion s of icariin (淫羊藿苷药

理作用研究进展 ) . J China Pha rm (中国药房 ) , 2005, 16 ( 12 ):

952

4 LI Fang- fang(李芳芳 ) , LI S i(李思 ) , LB Zh an- jun (吕占军 ) , et

al. The effect of the icariin to the ratsÄ granu losa cell and the adren al

g land s' ou tput effect(淫羊藿苷对大鼠卵泡颗粒细胞和肾上腺皮质

细胞分泌功能的影响 ) . China J ChinMa ter M ed (中国中药杂志 ),

1997, 22 ( 8) : 499

5 CU I Lan (崔岚 ), AN Fu- rong(安富荣 ), X IA Ling- hong(夏玲

宏 ). S im ultaneous d eterm in at ion of4 an th raqu inones in ShuganQuzh i

capsu les by RP- HPLC ( RP- HPLC法同时测定舒肝祛脂胶囊中 4

种大黄蒽醌的含量 ) . Ch in J Inf TCM (中国中医药信息杂志 ),

2008, 5( 1 ): 48

6 HUANG Y ao- guang (黄耀广 ) , CH EN Xiu- y ing (陈秀英 ). De-

term ination of icari in in Hu ichun capsu les by RP - HPLC ( RP -

H PLC法测定回春胶囊中淫羊藿苷的含量 ) . Ch inP harm Aff (中国

药事 ), 2008, 22 ( 1) : 52

7 WANG Yan- jun (王艳君 ) , CHEN Zu- l i(陈祖利 ) , Y I Zong-

m ing (伊宗明 ) . Determ ination of em od in in Jingt ianquban tab lets by

H PLC (景天祛斑片中大黄素的含量测定 ). C hin Arch Trad it Ch in

M ed (中医药学刊 ) , 2006, 11( 24 ): 2045

(本文于 2008年 8月 16日收到 )

)1457)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 9)


