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摘要 � 目的: 建立 RP- H PLC法同时测定加味五子衍宗方汤剂中绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷的含量。方法:采用 H ype rsil

GOLD- C18 ( 250 mm � 4. 6 mm, 5 �m )色谱柱, 柱温 25 � ,以 0. 1%甲酸溶液 ( A ) -含 0. 1%甲酸的甲醇 ( B)为流动相, 线性梯

度洗脱, 流速 1. 0 mL� m in- 1,程序检测波长为 326 nm( 0~ 17 m in, 检测绿原酸 )和 350 nm ( 17. 01~ 60 m in, 检测金丝桃苷、淫

羊藿苷 )。结果:在 58 m in内加味五子衍宗方汤剂中绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷分离良好;依次在 1. 75 ~ 112 �g� mL- 1 ( r=

0� 9999), 1. 69~ 108 �g� mL- 1 ( r= 0. 9999), 2. 5~ 160 �g� mL- 1 ( r= 0. 9999)浓度范围内呈良好的线性关系; 加样回收率 ( n

= 6)依次为 101. 9% , 98. 9% , 99. 3%。结论:本方法简便、可靠, 重复性好,适用于测定加味五子衍宗方汤剂中绿原酸、金丝桃

苷、淫羊藿苷的含量。
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RP- HPLC simultaneous determ ination of 3 active components in

the traditional Chinesemedicinal preparationmodified

WuziYanzong prescription decoction
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Abstract� Objective: To develop anHPLC method for simultaneous determ ination of ch lorogenic acid, hyper in and

icariin in mod ified Wuzi Yanzong prescr iption decoction. Methods: The samp les w ere separated by a Hypersil

GOLD- C18 ( 250 mm �4. 6mm, 5 �m) column w ith a linear g radient elution system using 0. 1% ( v /v ) form ic ac id

solution( A) and methano l[ conta in ing 0. 1% ( v /v ) form ic ac id] ( B ) as mobile phase at a flow rate of 1. 0 mL�

m in
- 1

and the eluate w as detected by programm ed wave length( 0- 17 m in, 326 nm for chlorogenic ac id; 17. 01- 60

m in, 350 nm for hyperin and icariin). Results: Ch lorogen ic acid, hyperin and icariin were separated excellently in less

than 58m in w ith the linear range of 1. 75- 112 �g� mL
- 1

( r= 0. 9999), 1. 69- 108 �g� mL
- 1

( r= 0�9999), 2. 5-
160 �g� mL

- 1
( r= 0. 9999), w ith the recoveries( n = 6) of 101. 9%, 98. 9% and 99. 3%, respectively. Conclusion:

The establishedmethod is simple, and re lible w ith good reproducib ility for the quantitative ana lysis o f act ive compo�
nents of chlorogenic acid, hyperin and icariin inmod ifiedWuziYanzong prescription decoction.
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加味五子衍宗方是由补益名方 �五子衍宗方 �
加淫羊藿而成的经验方,由枸杞子、菟丝子、五味子、

车前子、覆盆子以及淫羊藿组成。临床研究证实加

味五子衍宗方能有效改善轻度认知障碍 ( m ild cog�
n it ive impairmen,t M C I)患者的记忆功能, 且能够防

治其向痴呆发展
[ 1]
。该复方作用机理可能与降低

胆碱酯酶活性, 改善自由基代谢, 减少线粒体 DNA

氧化损伤等有关
[ 2]
。

绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷是加味五子衍宗方

君药枸杞子、菟丝子、淫羊藿的重要活性成分
[ 3~ 6]

,
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其中金丝桃苷和淫羊藿苷具有抗自由基产生, 抑制

钙内流,降低脑组织中胆碱酯酶活性等作用
[ 7, 8]

;绿

原酸是 1种自由基捕捉剂及抗氧化剂
[ 9]
。这 3种成

分与全方药效密切相关,是全方主要有效成分,测定

其含量对于加味五子衍宗方的质量控制具有重要的

意义。目前,对五子衍宗方及其类方化学成分、质量

标准的研究通常只对单个成分定量测定, 且多是针

对方中臣药五味子所含的木脂素类成分
[ 10, 11]

。虽

已有文献用 HPLC法分别测定淫羊藿苷、金丝桃苷

的含量
[ 12, 13]

,但至今未见对绿原酸、金丝桃苷、淫羊

藿苷同时测定的报道。

本文采用反相 HPLC程序波长法同时测定了加

味五子衍宗方汤剂中绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷的

含量。

1� 仪器与试剂
Ag ilent 1100高效液相色谱仪 ( Ag ilen,t USA ) ,

由 G1322A在线脱气机、G1311A四元泵、G1313A自

动进样器、G1316A柱温箱、G1314A可变波长检测

器 ( VWD )、Ag ilent ChemStation色谱工作站组成;

S igma 3K15离心机 ( S igma, Germany); FA 1104电子

天平 (上海天平仪器厂 ); ZDHW 型调温电热套 (北

京中兴伟业仪器有限公司 ); XZ - 7A旋转蒸发器

(中科院生物物理所科龙仪器厂 )。

枸杞子、菟丝子、五味子、车前子、覆盆子以及淫

羊藿等饮片购自北京同仁堂药店,经北京大学医学部

药学院屠鹏飞教授鉴定。对照品绿原酸 ( 110753-

200413)、金丝桃苷 ( 111521 - 200303 )、淫羊藿苷

( 110737- 200415)均购自中国药品生物制品检定所。

甲醇 ( F isher, USA )、甲酸 ( Sigma, Germany)均为色谱

纯,水为三蒸水。

2� 溶液制备

2. 1 对照品储备液 � 分别精密称取对照品绿原酸

5. 6mg、金丝桃苷 5. 4mg、淫羊藿苷 8. 0mg,置于同一

棕色 25mL量瓶中, 加甲醇溶解并定容,即得对照品

储备液,浓度依次为 0. 224, 0. 216, 0. 320 mg� mL
- 1
。

所得对照品储备液 4 � 冰箱避光、密封保存,备用。

2. 2 供试品溶液 � 枸杞子、菟丝子、五味子、车前
子、覆盆子、淫羊藿, 按照饮片比例 8�8�1�2�4�8称

取,共 15. 5 g,用 10倍量的水浸泡 1 h,共煎煮提取 3

次, 每次 1 h。水提液合并,离心处理 ( 5500 r� m in
- 1
,

10m in)后,取上清液。上清液旋转蒸发浓缩 ( 60 � 水

浴 ),定容于 50 mL量瓶中,得水煎浓缩液, 4 � 冰箱

避光、密封保存。精密量取水煎浓缩液 1�00mL,置

于 10mL量瓶中,加入甲醇超声处理 30m in,冷却至

室温,以甲醇定容, 过 0. 22 �m微孔滤膜, 取续滤

液, 即得供试品溶液, 4 � 冰箱避光、密封保存。

2. 3 阴性样品溶液 � 由于绿原酸为枸杞子、菟丝

子、淫羊藿的共有成分, 金丝桃苷为覆盆子、菟丝子、

淫羊藿的共有成分, 故按处方比例, 制备了缺枸杞

子、菟丝子、淫羊藿,缺覆盆子、菟丝子、淫羊藿,缺淫

羊藿的阴性样品。按 � 2. 2�项下方法制成相应的阴
性样品溶液,所得溶液 4 � 冰箱避光、密封保存。

3� 色谱条件

采用 HypersilGOLD - C18 ( 250 mm � 4. 6 mm, 5

�m )色谱柱,流动相为 0. 1%甲酸溶液 ( A ) -含 0.

1%甲酸的甲醇 ( B) ,线性梯度洗脱 ( 0~ 1 m in, 5% B

� 8% B; 1~ 7 m in, 8% B� 21% B; 7~ 15 m in, 21% B

� 22�5% B; 15~ 17 m in, 22. 5% B� 32% B; 17~ 32

m in, 32% B� 35% B; 32~ 37 m in, 35% B� 55% B; 37

~ 47 m in, 55% B� 65% B; 47 ~ 50 m in, 65% B �
100% B; 50~ 58m in, 100% B� 5% B; 58~ 73m in, 5%

B) ,流速 1. 0 mL� m in
- 1
, 程序检测波长为 326 nm

( 0 ~ 17 m in, 检测绿原酸 )和 350 nm ( 17. 01 ~ 60

m in, 检测金丝桃苷、淫羊藿苷 ) ,进样量 10 �L,柱温

25 � 。

分别取对照品储备液稀释 4倍的溶液、供试品

溶液及阴性样品溶液各 10 �L注入高效液相色谱

仪, 在上述条件进样测定,色谱图见图 1。三待测组

分绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷色谱峰与相邻峰的分

离度均大于 1. 5, 样品中其他成分对绿原酸、金丝桃

苷、淫羊藿苷的测定无干扰。

4� 方法与结果
4. 1 线性关系考察 � 取对照品储备液适量, 用甲

醇稀释 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64倍, 即得系列对照品溶

液。在上述色谱条件下分别进样,记录色谱图。以

对照品 X ( �g� mL
- 1

)为横坐标,色谱峰面积 Y为纵

坐标,绘制标准曲线,计算绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿

苷的回归方程 ( n = 7)分别为:

Y= 34. 06X - 17. 62� � r= 0. 9999

Y= 22. 55X - 5. 935 r= 0. 9999

Y= 11. 32X - 1. 783 r= 0. 9999

结果表明,绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷进样浓度分

别在 1. 75~ 112, 1. 69~ 108, 2. 5~ 160 �g� mL
- 1
范

围内呈良好线性关系。

4. 2 精密度试验 � 取 � 4. 1�项下稀释 4倍的对照

品溶液,在上述色谱条件下连续进样测定 6次,以各

色谱峰面积计算,绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷 RSD

依次为 1. 7% , 1. 6%, 1. 7%。
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图 1� 样品 HPLC色谱图

Fig 1� HPLC ch rom atogram s of the sam p les

A.对照品 ( referen ce substances) B.加味五子衍宗方汤剂样品 ( m od ifiedWu ziY anzong p rescrip tion decoction) C.缺枸杞子、菟丝子、淫羊藿样

品 ( sam ple w ithou t Fructus Lyci,i Sem en Cuscu tae, H erba Ep im ed ii) D.缺覆盆子、菟丝子、淫羊藿阴性样品 ( sam ple w ithou t F ructus Rub ,i Sem en

C uscutae, H erba Ep im ed ii) E.缺淫羊藿样品 ( sam ple w ithou tH erba Ep im ed ii)

1.绿原酸 ( ch lorogen ic acid) 2.金丝桃苷 ( hyperin) 3.淫羊藿苷 ( icariin)

4. 3 稳定性试验 � 取供试品溶液,分别在制备后 0,

2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 h按上述色谱条件进样测定,以各

色谱峰面积计算, RSD依次为 1. 5%, 2. 5% , 1. 3%。

4. 4 重复性试验 � 按 � 2. 2�项下方法制备 5份加

味五子衍宗方供试品溶液,按上述色谱条件测定,绿

原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷的 RSD依次为 1. 4%,

�24� 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 1)



1�6%, 1. 5%。

4. 5 加样回收率试验 � 分别精密称取对照品绿原

酸 2. 0mg、金丝桃苷 2. 8mg、淫羊藿苷 3. 6mg,置于

同一 10mL量瓶中,加甲醇溶解并定容,即得加样对

照品溶液,浓度依次为 200, 280, 360 �g� mL
- 1
; 取

已知绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷含量的加味五子衍

宗方水煎浓缩液 6份, 每份 1. 00 mL, 分别置于 10

mL量瓶中,加入上述加样对照品溶液 1. 00 mL,以

� 2. 2�项下方法制备所需溶液, 按上述色谱条件进

样测定。绿原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷加样回收率

( n = 6)依次为 101. 9%, 98. 9% , 99. 3%; RSD依次

为 2. 2%, 1. 6% , 2. 1%。

4. 6 样品测定 � 按 � 2. 2�项下方法,制备 3批供试

品溶液,按上述色谱条件测定。将色谱峰面积代入

回归方程,分别计算 3批加味五子衍宗方汤剂中绿

原酸、金丝桃苷、淫羊藿苷含量,结果见表 1。

表 1� 加味五子衍宗方汤剂中绿原酸、金丝桃苷、

淫羊藿苷的测定结果 (�g� mL- 1, n= 6)

Tab 1� The conten ts of chlorogen ic acid, hyperin and icariin

in mod if iedW uz iY anzong prescrip tion decoction

批号

( Lo t No. )

绿原酸

( chlorogenic ac id)

金丝桃苷

( hyperin)

淫羊藿苷

( icar iin)

09120201 26. 04 35. 40 61. 15

09120202 26. 87 32. 87 53. 01

09120203 27. 35 35. 75 59. 21

5� 讨论

5. 1 检测波长的选择 � 为了实现绿原酸、金丝桃
苷与淫羊藿苷的同时测定,分别对 3个对照品的溶

液在 200~ 600 nm范围内扫描, 发现它们的最大吸

收波长相差较远,难以选择单一波长对这 3个化合

物进行紫外检测。其中绿原酸在 326 nm有最大吸

收;金丝桃苷最大吸收波长在 232 nm, 但其与淫羊

藿苷在 350 nm处均有较大吸收, 峰形较好, 故变换

检测波长进行测定,效果满意。

5. 2 流动相的选择 � 绿原酸属于有机酸类, 含有

羧基, 金丝桃苷也由于受结构中酚羟基的影响,都存

在测定时易拖尾的现象, 流动相中加入适量酸可抑

制其拖尾, 改善峰形对称性。 3种成分极性相差较

大,在等度洗脱条件下难以实现同时测定,故采用梯

度洗脱方法。本试验先后考察了甲醇 - 水 (或甲

酸 )、乙腈 -水 (或甲酸 )、甲醇 -乙腈 -甲酸等多种

流动相体系,经反复摸索, 结果表明以 0. 1%甲酸溶

液 -甲醇 (含 0. 1%甲酸 )梯度洗脱效果最好。

5. 3 其他成分 � 加味五子衍宗方最初是以汤剂形

式应用,本文亦针对汤剂进行了分析。但未检出槲

皮素,也未发现文献中五子衍宗方质量标准多次采

用的木脂素类成分 (来源于五味子 )。可能是因为

文献中所述剂型多为丸剂等,加之两者水溶性较差,

难以用水提取出来。近期实验结果表明,该方的总

黄酮是其主要活性部位
[ 14 ]
。金丝桃苷、淫羊藿苷均

属黄酮类成分,对本方其他黄酮类活性成分的研究

有待深入。

5. 4 结论 � 本文建立的方法能同时分离测定加味

五子衍宗方的有机酸类成分绿原酸和黄酮类成分金

丝桃苷、淫羊藿苷,方法简便、可靠, 重复性好, 可用

于加味五子衍宗方的质量控制。
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