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摘 � 要: 建立一种同时快速分离测定不同品种、不同部位淫羊藿中双藿苷 A、淫羊藿属苷 A、朝藿定 C、淫羊藿

苷、淫羊藿属苷 C、意卡瑞苷 A和去多甲基羟基淫羊藿素 7种异戊烯基黄酮类成分的梯度洗脱方法,其中双藿苷

A、意卡瑞苷 A和去多甲基羟基淫羊藿素为首次报道其含量测定。实验比较了三种不同的梯度洗脱条件和三种

不同的提取分离条件,选出了实验的最佳条件: 采用 RP�HPLC法, 以美国WATERS SUNFIRETM�C18为色谱柱,乙

腈�水为流动相,梯度洗脱 (乙腈: 0 m in, 20% ; 10 m in, 40% ; 15 m in, 45% ; 20 m in, 60% ), 流速为 1 mL /m in,检测波

长 270 nm,在此条件下, 30 m in内所有组分均得到了良好的分离。实验同时考察比较了巫山淫羊藿植株不同药

材部位和其它十种不同品种淫羊藿中 7种异戊烯基黄酮类成分的分布。结果表明: 不同品种淫羊藿中黄酮类成

分的含量差异很大, 但大部分品种以朝藿定 C为主; 同一品种巫山淫羊藿不同部位中则双藿苷 A和朝藿定 C的

含量较大 (在巫山淫羊藿根中,两者的含量分别为现行质量控制指标淫羊藿苷的 20倍和 30倍 ) ,可见巫山淫羊

藿显著不同于其它品种的淫羊藿,朝藿定 C在其药用效果中可能比淫羊藿苷扮演着更重要的角色尤其是在根

部作为药用时 ,这也为民间将巫山淫羊藿根作为小黄连使用提供了一定的实验支持。结论: 对于品种较多, 分

布资源较广的淫羊藿药材,作为药用时, 应注意品种和药用部位, 考察药材的内在质量, 不能一概而论。实验所

得到的方法能被用做淫羊藿植株中二次代谢产物分布的快速考察、筛选符合要求的淫羊藿原药材和淫羊藿制

备药物中的质量考察。
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Abstract: A sim ple and rap id g rad ient reve rse�phaseHPLCm ethod fo r separation and sim ultaneous de term ination o f the

seven prenylflavones, diphy lloside A, ep im edoside A, Ep im ediin C, ica riin, epim edos ide C, ica risoside A, and desm ethyl�

anhydro ica ritin in different o rgans ( roots, stem s, leaves) o fEp imed ii wushanense for the first time has been deve loped.

Especia lly, diphy llos ide A, icar iso side A and desme thy lanhydro ica ritin ( never found any reports of the de tection by

HPLC) w ere de term ined in Ep im ed ii for quality contro l in the first tim e, comparison o f three RP�H PLC me thods and

three ex trac tion m ethods, quantifica tion and com par ison of each preny lflavone in leaves o fEp im ediiw ushanense w ith o th�

er n ineEp im edii spec ies. W ith this m ethod, w e obta ined good retention tim es and reso lution o f seven Compounds. Con�

centration of a ll seven com ponents var ied betw een p lant organs, Ep im ediin C was h ighe r than icar iin ( the Com pound typ�

ically used to evalua teEp im ed ii quality ) in leaves o fEp im edii. diphy llosideA and Ep im ediin C we re 20 and 30x higher,

respectively, than icar iin in the roots o fE. w ushanense T. S. Y ing, and the quantification ofEp imed iin C was h igher far a�

w ay from o therEp im ed ii spec ies. Thus, Ep imed ii w ushanense is a spec ia l spec ies o fEp im ed ii, Ep im ed iin C is like ly to

play a m ore im po rtant ro le than icariin in Ep im edii

wushanense, espec ia lly, roo ts o fEp im edii wushanense shou ld be

explo it ( it has been used to therapydisease as w e ll as Cop tid is

phizom a in ch ina in civ ilian) . Them e thod cou ld be applied to



seek regu lar ity in secondary me tabo lites distribution, screen raw m ater ia ls in sea rch fo r high ly qua lity p lants and itsm ed�

ical preparations.

K ey words: Ep im ed ii; preny lflavones; separation; quantitative determ ination; RP�HPLC

� � 淫羊藿为小檗科常用中草药,具有补肾阳、强筋

骨、怯风湿的功能
[ 1�3]

,在中国药用已超过 2000年的

历史, 广泛用于治疗心血管疾病和其他慢性疾病。

中国淫羊藿资源相当丰富,常用品种为朝鲜淫羊藿、

箭叶淫羊藿、巫山淫羊藿、柔毛淫羊藿、淫羊藿等,常

用其植株的干燥地上部分, 尤其是巫山淫羊藿根在

民间作为  小黄莲 !来使用, 具有较高的临床价值。

该属其它植物在个别地区也作淫羊藿用, 称习用淫

羊藿药材。现代药理研究表明淫羊藿对骨质疏松症

有强烈活性
[ 4]
。

淫羊藿药材含有多种黄酮类成分
[ 1, 5]

, 主要是

异戊烯基黄酮, 形成了该属独特的黄酮类成分。提

取分离实验表明,淫羊藿中主要含有七种黄酮类成

分,包括双藿苷 A、淫羊藿属苷 A、朝藿定 C、淫羊藿

苷、淫羊藿属苷 C、意卡瑞苷 A和去多甲基羟基淫羊

藿素。其中以淫羊藿苷为代表的 HPLC法含量测定

已有许多报道
[ 5, 6]

, 中国药典也以淫羊藿苷作为特

征性成分规定了含量测定,限度不低于 0. 5%
[ 7]
,但

对于淫羊藿药材中七种异戊烯基黄酮成分含量的同

时分离与快速测定则未见报道,尤其是双藿苷 A、意

卡瑞苷 A和去多甲基羟基淫羊藿素的含量测定未

见报道。特别是巫山淫羊藿根中的化学成分, 在以

前的报道中,淫羊藿苷是提取物中的主要有效部分。

我们从巫山淫羊藿根中分离到上述七种异戊烯基黄

酮,其中巫山淫羊藿根中以双藿苷 A和朝藿定 C为

主,叶中以朝藿定 C和淫羊藿苷为主; 不同品种淫

羊藿叶中黄酮类成分的含量差异很大, 但大部分品

种以朝藿定 C为主。此外上述七种异戊烯基黄酮

均显示了一定的抗氧化活性和抗菌活性, 其中淫羊

藿属苷 C和多甲基羟基淫羊藿素的抗氧化活性强

于其它黄酮
[ 8]
, 这也为民间将巫山淫羊藿根作为

 小黄连 !使用提供了一定的理论支持。因此, 测定

淫羊藿中黄酮类成分的含量对评价其质量和控制临

床研究剂量是必须的。

本研究建立了一种简单有效的 RP�HPLC方法。

可用于同时分离分析淫羊藿中七种黄酮类成分,用

此方法对采集的不同品种的淫羊藿和同一品种淫羊

藿药材不同部位中的七种黄酮类成分进行了快速分

离分析考察,结果良好。

1� 仪器与试剂

WATERS高效液相色谱仪, 包括 2695泵, 2487

紫外检测器, Empow er色谱工作站;微孔滤膜 �= 13

mm, 4. 5 �m(天津市色谱科学技术公司 )。

乙腈为色谱纯, 水为双蒸水并经 0. 45 �m水系

滤膜过滤。对照品均为自行分离精制, 并经 UV、

IR、FAB�MS、HAMR、CNMR鉴定结构, HPLC检测,

面积归一化法计算纯度,均大于 98% (图 2)。

不同品种淫羊藿植物样品由洛阳陆生植物研究

所王忠东教授鉴定并提供; 两年生巫山淫羊藿由陕

西省安康市药品检验所胥道宝主任药师鉴定并提

供。

2� 方法

2. 1� 检测波长的选择

双藿苷 A、淫羊藿属苷 A、朝藿定 C、淫羊藿苷、

淫羊藿属苷 C、意卡瑞苷 A和去多甲基羟基淫羊藿

素结构相似 (图 1) ,在本文流动相中的紫外光谱最

大吸收均在 270 nm,故选择 270 nm为吸收波长。

图 1� 七种对照品结构示意图

F ig�1� Structure of seven reference substances

2. 2� 色谱条件

查阅文献可知,对化合物 2~ 5的 HPLC分离分

析多采用酸性系统流动相
[ 9, 10]

, 但这种方法在大量

样品的长期分析中,对色谱柱的寿命有非常严重的

损害。因此,本文采用不含酸的梯度洗脱方法对化

合物 1 ~ 7进行分离和分析, 结果良好。色谱柱:

WATERS SUNF IRETM �C18柱 ( 5 �m, 4. 6 ∀ 250mm );

流动相: 乙腈 - 水, 梯度洗脱, 柱温: 25 # ; 灵敏度

0�02AUFS;流速: 1 mL /m in; 检测波长 270 nm; 分别

采用四种梯度条件进行分离 (表 1), 结果在条件 2

(乙腈: 0 m in, 20%; 10 m in, 40% ; 15 m in, 45% ; 20

m in, 60% )下,七种化合物的分离分析在 30 m in内
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实现, 各成分的分离度和保留时间均较好的满足了

常规分析要求。在上述条件下,各对照品及样品的

色谱图如图 2, 七种成分色谱峰理论塔板数分别为

8710( 1号峰 )、4850 ( 2号峰 )、21195 ( 3号峰 )、

19862( 4号峰 )、2828( 5号峰 )、4508( 6号峰 )、6322

( 7号峰 ) , 峰间分离度分别为 2. 15 ( 1, 2峰 ) 5. 53

( 2, 3峰 )、2. 25 ( 3, 4峰 ) 2. 33 ( 4, 5峰 )、3. 32 ( 5, 6

峰 )、6. 05( 6, 7峰 )。

表 1� 化合物 1~ 7色谱行为与条件的考察

Table 1� Chrom a tog raph ic behav ior o f compound 1�7 w ith d iffe rentH PLC m ob ile phases

流动相组成 Com position ofM ob ile phase乙腈 �水 Aceton itrile�w ater 化合物 1~ 7的保留时间 t
R
(m in)

1:乙腈: 25% 5. 9� 9. 7� 35. 7� 38. 1� 58. 6﹥ 60﹥ 60

2:乙腈: ( 0m in, 20% ; 10 m in, 40% ; 15 m in, 45% ; 20 m in, 60% ; v /v) 7. 7� 8. 6� 10. 8� 11. 5� 13. 2� 16. 6� 24. 2

3:乙腈: ( 0 m in, 23% ; 5m in, 28% ; 10m in, 45% ; 15m in, 50% ; 20m in, 80% ; v /v) 6. 5� 8. 0� 13. 0� 13. 1� 14. 0� 16. 1� 23. 7

4:乙腈: ( 0m in, 20% ; 5m in, 35%; 10 m in, 40% ; 15m in, 45% ; 20m in, 60% ; 25m in, 80%; v/v) 6. 8� 7. 4� 8. 9� 18. 5� 19. 0� 19. 9� 28. 1

图 2� 对照品及样品的 H PLC图谱

F ig� 2� RP�H PLC chrom atog ram s of re ference substances and

sam ples

1.双藿苷 A峰 Peak ofD iphy llosid eA; 2.淫羊藿属苷 A峰 Peak of

E p imedos ide A; 3.朝藿定 C峰 Peak ofE pim ed in C; 4.淫羊藿苷峰

Peak of Icariin; 5.淫羊藿属苷 C Ep im edoside C; 6.意卡瑞苷 A Icar�

isoside A; 7.去多甲基羟基淫羊藿素 Desm ethylanhydro icaritin; A.对

照品 Reference substan ces; B.巫山淫羊藿根 Root ofE. w ushanense;

C.巫山淫羊藿茎 S tem ofE. w ushanense; D.巫山淫羊藿叶 L eave of

E. w ushanense

2. 3� 对照品溶液的制备

精密称取各对照品适量, 制备成一定浓度的对

照品储备液, 使浓度分别为: 双藿苷 A 0. 060 mg /

mL,淫羊藿属苷 A 0. 0470mg /mL,朝藿定 C 0. 0540

mg /mL, 淫羊藿苷 0. 0705 mg /mL, 意卡瑞苷 A

0�1488mg / mL, 淫羊藿属苷 C 1. 6580mg /mL,去多

甲基羟基淫羊藿素 0. 9280 mg /mL。

2. 4� 样品提取方法的考察
预实验表明, 淫羊藿中的七种化合物分为两大

类群,化合物 1~ 4可溶于水, 而化合物 5~ 7难溶于

水, 故实验设计分别取淫羊藿药材各 100 g, 以水和

70%乙醇分别用超声和回流方法提取,比较产率和

含量,确定了最优方法: 70%乙醇超声提取 1 h (表

2)。

2. 5� 供试品溶液的制备
取各淫羊藿样品的干燥植物,于 60 # 下烘 3 h,

取烘干品,粉碎, 过 40目筛, 精密称取约 0. 2 g, 置

50mL具塞锥形瓶中,加入 70%乙醇 30 mL, 称重,

超声提取 1 h, 称重并补足减失重量, 离心, 过滤, 弃

去初滤液,取续滤液用微孔滤膜 ( 4. 5 �m)过滤, 作

为供试品溶液。

2. 6� 线性关系的考察
精密吸取上述化合物 1~ 5对照品溶液, 依次进

表 2� 提取条件的考察 ( n= 3,药材粉末以 100 g计 )

T ab le 2� Results of d ifferent ex traction procedure( n= 3, m = 100 g )

溶剂
S olvent

方法
M ethods

提取率 g/100 g

Extraction
rate

化合物 1~ 7含量 g /100 g ( Con tent of 7 sub stances)

1 2 3 4 5 6 7

水 超声 21. 3 1. 95 0. 33 2. 65 0. 09 0. 55 +﹣ nd

70%乙醇 回流 16. 8 1. 69 0. 23 2. 75 0. 10 1. 05 0. 08 +﹣

70%乙醇 超声 17. 2 2. 10 0. 37 3. 05 0. 11 1. 13 0. 10 +﹣

� � 注: nd未检测出, + �检测值低于 LOQ。
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样 1、5、10、15、20、25、30、35、40 �L, 精密吸取上述

化合物 6~ 7对照品溶液, 依次进样 1、2、3、4、5、6、

7、8、10 �L,按色谱条件, 实验中分别以信噪比的三

倍和 10倍定义检测限 LOD和定量限 LQD,测定峰

面积,以峰面积为纵坐标, 以对照品进样量为横坐

标,绘制标准曲线, 双藿苷 A、淫羊藿属苷 A、朝藿定

C、淫羊藿苷、淫羊藿属苷 C、意卡瑞苷 A和去多甲

基羟基淫羊藿素的线性回归方程如表 3。

表 3� 对照品线性回归结果

Table 3� De term ination results of the seven standard substances linear equations

对照品 Con trol
LOD

( �g)
LQD

( �g)
线性方程

L inear equ at ion s

线性范围 ( �g)
L inear range

相关系数 r

双藿苷 A 0. 004 0. 012 Y= 2∀ 106 x + 97327 0. 060~ 2. 400 0. 9992

淫羊藿属苷 A 0. 004 0. 010 Y= 2∀ 106 x + 22973 0. 047~ 1. 880 0. 9999

朝藿定 C 0. 005 0. 014 Y= 2∀ 106 x+ 23082 0. 071~ 2. 820 0. 9999

淫羊藿苷 0. 004 0. 011 Y= 2∀ 106 x + 9803. 1 0. 054~ 2. 160 0. 9999

淫羊藿属苷 C 0. 021 0. 060 Y = 3 ∀ 106 x �518634 0. 149~ 5. 952 0. 9997

意卡瑞苷 A 0. 180 0. 560 Y = 3 ∀ 106 x �776078 1. 658~ 16. 58 0. 9997

去多甲基羟基淫羊藿素 0. 110 0. 310 Y = 3 ∀ 106 x �934133 0. 928~ 9. 280 0. 9996

2. 7� 精密度实验

精密吸取各对照品溶液 20 �L,连续进样 6次,

测定峰面积,结果 7种成分含量测定值的 RSD分别

为:淫羊藿属苷 A 1. 19% ,双藿苷 A 1. 46% ,淫羊藿

苷 0. 45%, 朝藿定 C 0. 39% ,淫羊藿属苷 C 1. 74% ,

意卡瑞苷 A 0. 72% 和去多甲基羟基淫羊藿素

1�45%。各成分保留时间的 RSD分别为淫羊藿属

苷 A 0�16% ,双藿苷 A 0�11% ,淫羊藿苷 0�09%,朝

藿定 C 0�13%, 淫羊藿属苷 C 0�31%, 意卡瑞苷 A

0�29%和去多甲基羟基淫羊藿素 0�25%。
2. 8� 重复性实验

取同一样品 (两年生巫山淫羊藿根 ) 6份,按样

品制备方法制备供试品溶液,各取 20 �L进样,测定

峰面积, 计算得七种成分的含量分别为: 2�090% ,

0�373%, 3�054%, 0�106% , 1�134%, 0�104% ,

0�005%, 各成分含量的 RSD分别为淫羊藿属苷 A

0�028%, 双藿苷 A 0�019% , 朝藿定 C 0�062%, 淫

羊藿苷 0�008%, 淫羊藿属苷 C 0�036% , 意卡瑞苷

A 0�003%和去多甲基羟基淫羊藿素 0�001%。
2. 9� 对照品稳定性实验
精密吸取混合对照品溶液 20 �L分别于配制后

的 0、4、8、16、24、48 h内进样,测定峰面积。计算 7

种成分的 RSD分别为 0�9%、0�6%、0�8%、0�4%、
0�7%、0. 5%、0. 9%。结果表明,对照品溶液在 48 h

内稳定。

2. 10� 加样回收率

准确称取已测知含量的巫山淫羊藿根样品 5

份, 每份约 0�2 g, 平行操作,分别定量加入淫羊藿属

苷 A、双藿苷 A、朝藿定 C、淫羊藿苷、淫羊藿属苷 C、

意卡瑞苷 A和去多甲基羟基淫羊藿素对照品溶液,

待自然挥干后,按供试品溶液制备方法操作,并按上

述色谱条件测定峰面积, 计算七种成分的平均回收

率和 RSD, 结果见表 4。

表 4� 加样回收率试验结果 ( n= 5)

Table 4� Recovery ra te of sam ples ( n= 5)

组分 Sub stances 1 2 3 4 5 6 7

回收率 (% )R ecovery rate 100. 59 101. 04 100. 26 98. 99 99. 65 100. 16 97. 96

RSD(% ) 1. 07 1. 10 1. 15 0. 89 1. 26 1. 19 1. 60

� � 由表 4可见七种成分回收率为 97. 96% ~

101�04% ,效果良好,表示了样品处理中七种主要成

分提取完全。

3� 结果

3. 1� 同一植物不同部位样品含量的测定
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取巫山淫羊藿根、茎、叶,按供试品溶液制备方

法操作, 每次进样 20 �L, 按照色谱条件测定峰面

积, 以外标法计算含量, 结果见表 5。

表 5� 同一样品不同部位的含量测定结果 ( n= 3, % )

Tab le 5� Results of content dete rm ina tion o f different sam ples( n = 3, % )

样品 S amp le 产地 Origin
七种成分含量 Conten t of 7 substances

1 2 3 4 5 6 7

根 陕西安康 2. 090 0. 373 3. 054 0. 106 1. 134 0. 104 +﹣

茎 陕西安康 0. 142 0. 055 0. 178 0. 043 0. 018 0. 009 nd

叶 陕西安康 0. 110 0. 061 2. 003 0. 486 0. 012 0. 005 nd

3. 2� 不同品种样品含量的测定

取不同品种淫羊藿 (两年生 )的地上部分, 按供

试品溶液制备方法操作,每次进样 20 �L, 按照色谱

条件测定峰面积,以外标法计算含量,结果见表 6。
表 6� 不同品种样品的含量测定结果 ( n = 3, % )

Table 6� Resu lts o f content determ ination of d ifferen t samp les ( n = 3, % )

样品 Sam p le
产地

Orig in

七种成分含量 Con tent of 7 sub stances

1 2 3 4 5 6 7

淫羊藿 E. brevicornu M axim 洛阳 0. 121 0. 079 1. 717 2. 790 0. 038 +﹣ nd

川西淫羊藿 E. elongatum kom arov 四川 0. 220 0. 201 3. 197 1. 430 0. 133 0. 034 nd

直距淫羊藿 E. m ikinorii stearn 四川 0. 220 0. 201 3. 197 1. 430 0. 133 0. 034 nd

巫山淫羊藿 E. w ushanense Y ing 四川 0. 175 0. 075 4. 072 0. 042 +﹣ nd nd

心叶淫羊藿 E. parv ifoll ium s. z. et T. L. zhang 洛阳 0. 131 0. 092 1. 109 0. 485 0. 035 +﹣

箭叶淫羊藿 E. pim edium sagittatumS ieb. etZucc. Maxmi 南阳 0. 117 0. 038 1. 634 0. 845 +﹣ +﹣

柔毛淫羊藿 E. pube scen sMax im 四川 0. 167 0. 119 1. 922 1. 840 0. 039 0. 078

粗毛淫羊藿 E. i lic if ol ium F ranch 四川 0. 333 0. 396 1. 849 1. 616 0. 265 0. 296

长蕊淫羊藿 E. d ol ichostem on stearn 四川 0. 186 0. 080 2. 344 0. 070 0. 060 nd

朝鲜淫羊藿 E. koreanum Nak ai 吉林 0. 068 0. 020 0. 204 0. 539 +﹣ +﹣ nd

4� 讨论

4. 1� 本实验采用梯度洗脱方法首次同时分离测定

了双藿苷 A、淫羊藿属苷 A、朝藿定 C和淫羊藿苷、

淫羊藿属苷 C、意卡瑞苷 A和去多甲基羟基淫羊藿

素七种成分在不同部位、不同品种淫羊藿中的分布,

色谱条件稳定, 测定结果可靠。由表 5可知,朝藿定

C、双藿苷 A、淫羊藿苷在巫山淫羊藿根、叶中较多,

而在茎中次之。但值得注意的是巫山淫羊藿各部位

中朝藿定 C的含量远远大于淫羊藿苷, 尤其是在根

中,除主要含朝藿定 C外的另一种成分双藿苷 A的

含量也达到 2%, 两者的含量分别为现行质量控制

指标淫羊藿苷的 20倍和 30倍, 可见巫山淫羊藿显

著不同于其它品种的淫羊藿,朝藿定 C在其药用效

果中可能比淫羊藿苷扮演着更重要的角色 (尤其是

在根部作为药用时 ) , 这也为民间将巫山淫羊藿根

作为小黄连使用提供了一定的实验支持。中国药典

对淫羊藿的含量测定项只测淫羊藿叶中的淫羊藿

苷, 显然不适于巫山淫羊藿品种
[ 7]
。

4. 2� 由表 6可知,不同品种的淫羊藿中主要成分含

量有较大差异,但总黄酮的主要部分为这七种化合

物, 在考虑药材及制剂质量时,对于品种较多, 分布

资源较广的淫羊藿药材,作为药用时,应注意品种和

药用部位,考察药材的内在质量, 不能一概而论。实

验所得到的方法能被用做淫羊藿植株中二次代谢产

物分布的快速考察、筛选符合要求的淫羊藿原药材

和淫羊藿制备药物中的质量考察。

4. 3� 流动相的选择:实验选择了乙腈�水 ( 25∃75)衡
流洗脱和乙腈 �水 (梯度洗脱 )体系,考虑到常规分析

中的快速测定,从分离情况和出峰时间等综合分析

选择乙腈 �水梯度洗脱,选择梯度洗脱条件 2(乙腈:

0 m in, 20%; 10 m in, 40% ; 15 m in, 45%; 20 m in,
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60% ), 在 30m in内很好的完成了七种成分的快速

分离与分析。
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