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摘要: 目的 建立 H PLC法同时测定朝鲜淫羊藿提取物中淫羊藿苷 A、淫羊霍苷、朝藿定 B、淫羊藿

次苷�含量的方法。方法 色谱柱为 D iam onsil C18 ( 250 mm  4� 6 mm, 5 �m ),流动相为甲醇�水梯
度洗脱 [ 0 ~ 25 m in, w (甲醇 ) = 55% ~ 70% ; 25~ 40 m in, w (甲醇 ) = 70% ~ 90% ; 40~ 45 m in,

w (甲醇 ) = 90% ~ 55% ; 45~ 60 m in, w (甲醇 ) = 55% ],流速为 0�8 mL!m in- 1, 检测波长为 270 nm,

柱温为 25 ∀ 。结果 淫羊藿苷 A、淫羊霍苷、朝藿定 B、淫羊藿次苷�的线性关系良好, 线性范围分

别为 16�5~ 82�5、96�0 ~ 480�0、30�6 ~ 153�0、1� 5 ~ 7�5 mg! L - 1, 平均回收率分别为 103�7%、
100�9%、102� 2%、100� 1% , RSD分别为 1�4%、2� 9%、1�2%、2�5% ( n = 5)。结论 该方法可作为朝

鲜淫羊藿提取物的含量测定方法 ,为其质量控制提供参考依据。
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� � 朝鲜淫羊藿 ( Ep imed ium koreanum N aka i)为

小檗科淫羊藿属植物, 是 2005年版 #中华人民共

和国药典 ∃一部收载的淫羊藿药材品种 [ 1]
, 主产

于辽宁、吉林、黑龙江等地,主要功效补肾阳,强筋

骨,祛风湿, 临床用于阳痿遗精, 筋骨痿软,风湿痹

痛,麻木拘挛,更年期高血压。药典规定淫羊藿药

材质量控制的指标为总黄酮含量和淫羊藿苷含

量。然而,淫羊藿含有数十种类黄酮成分,不同品

种不同来源的药材成分差别很大, 在药材质量控

制过程中,只有综合考察淫羊藿苷、朝藿定 B等

成分,才可能客观地反映淫羊藿的内在质量。淫

羊藿次苷�是淫羊藿苷的代谢物 [ 2 ]
,具有促进成

骨细胞增殖, 抑制前成骨细胞增殖的活性
[ 3]
, 而

其含量测定鲜有报道, 故测定其含量对朝鲜淫羊

藿的质量控制也有参考价值。

现从朝鲜淫羊藿中分离出了淫羊藿苷、淫羊

藿苷 A、淫羊藿次苷 �、朝藿定 B等成分, 并鉴定

了它们的结构,用 RP�HPLC梯度洗脱法同时测定

了这四种成分的含量, 既能兼顾主要成分的质量

控制,又能对这一鲜有含量研究的淫羊藿次苷 �

提供参考。淫羊藿苷 A、淫羊霍苷、朝藿定 B、淫

羊藿次苷�的分子结构式如图 1所示。

1� 仪器与材料

Perk in Emer高效液相色谱仪 (包括 LC295紫

外 �可见检测器、series LC200泵,美国 Perk in Emer

公司 ), AE240电子分析天平 (梅特勒 �托利多上海
有限公司 ), SB5200DTD超声波清洗机 (宁波新芝

生物科技股份有限公司 )。

甲醇 (色谱纯, 山东禹王实业有限公司 ) , 水

(娃哈哈纯净水 )。

对照品淫羊藿苷 A、淫羊霍苷、朝藿定 B、淫

羊藿次苷�均为实验室自行分离精制,用光谱方

法鉴定结构,并用 HPLC面积归一化法测定其纯

度质量分数均大于 98%。

淫羊藿药材为辽宁市售, 经沈阳药科大学中

药学院宋少江教授鉴定为朝鲜淫羊藿,实验室制

得其提取物。

2� 方法与结果

2�1� 色谱条件与系统适用性试验
D iamonsil色谱柱: C18 ( 250 mm  4�6 mm,

5 �m), 流动相: 甲醇�水梯度洗脱 [ 0 ~ 25 m in,

w (甲醇 ) = 55% ~ 70%; 25~ 40 m in, w (甲醇 ) =

70% ~ 90% ; 40 ~ 45 m in, w (甲醇 ) = 90% ~ 55%;



45~ 60m in,w (甲醇 ) = 55% ],流速: 0�8mL!m in
- 1
, 波长: 270 nm,柱温: 25 ∀ ,进样量: 5 �L。

F ig. 1� The structures of ep im edosideA ( a), icar iin( b) , ep im ed in B ( c) and icariside� ( d)

� � 在上述色谱条件下, 淫羊藿苷 A、朝藿定 B、

淫羊藿苷、淫羊藿次苷 �对照品和供试品的色谱

图见图 2, 各色谱峰与相邻色谱峰的分离度大于

1�5,理论塔板数按淫羊藿苷计算不低于 3 000,拖

尾因子在 0�95~ 1�05之间。

1% Epim edos ideA; 2% Epim edin B; 3% Ica riin; 4% Icar iside�

F ig. 2� HPLC chroma tography of standard solu tion(A ) and samp le solu tion (B )

2�2� 溶液的制备
2�2�1� 对照品溶液的制备
分别精密称取对照品淫羊藿苷 A、朝藿定 B、

淫羊藿苷、淫羊藿次苷 � 各适量, 以甲醇配成质

量浓度分别为 1�65、3�06、9�60、0�15 g! L
- 1
的对

照品贮备液,分别取等量各对照品溶液, 混合, 摇

匀,即得混合对照品储备液。每 1mL含淫羊藿苷

A 0�413 mg、朝藿定 B 0�765 mg、淫羊藿苷 2�400
mg、淫羊藿次苷� 0�038 mg。

2�2�2� 供试品溶液的制备
精密称取朝鲜淫羊藿提取物约 25�0 mg, 置

于 25mL容量瓶中,甲醇�水 (体积比为 60&40)溶
解,并定容至刻度,摇匀, 用 0�45 �m微孔滤膜滤
过,取续滤液作为供试品溶液。

2�3� 线性关系考察
精密吸取混合对照品储备液 1�0、2�0、3�0、

4�0、5�0mL,置于 25mL容量瓶中,用甲醇稀释至

刻度,摇匀,用 0�45 �m微孔滤膜滤过, 按色谱条

件测定峰面积, 以对照品峰面积 A 为纵坐标, 以

对照品溶液的质量浓度 �为横坐标, 绘制标准曲

线,求得回归方程 ( n = 5)。淫羊藿苷 A: A =

7�393  10
6
�- 5�049  10

4
, r = 0�999 3、淫羊藿

苷: A = 1�774  10
7
�- 5�048  10

5
, r= 0�999 2、朝

藿定 B: A = 1�130  10
7
�- 5�308  10

4
, r =

0�999 8、淫羊藿次苷 �: A = 2�327  10
7
�-

1�273  10
4
, r= 0�999 2。

结果 淫羊 藿苷 A 质 量浓 度在 16�5 ~

82�5mg! L
- 1
内, 淫羊霍苷质量浓度在 96�0 ~

480�0 mg! L
- 1
内, 朝藿定 B质量浓度在 30�6~

153�0 mg! L
- 1
内, 淫羊藿次苷 �质量浓度在

1�5~ 7�5 mg! L
- 1
内, 与峰面积具有良好的线性

关系。
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2�4� 精密度试验
取混合对照品溶液,按上述色谱条件,重复进

样 5次,每次 5 �L,测定峰面积,结果淫羊藿苷 A、

淫羊霍苷、朝藿定 B、淫羊藿次苷 �峰面积的 RSD

分别为 1�0%、1�2%、0�6%、1�1%。
2�5� 重复性试验
取供试品 5份,制成供试品溶液,按上述色谱

条件测定, 结果淫羊藿苷 A、淫羊霍苷、朝藿定 B

淫羊藿次苷 � 的平均含量分别为 1�79%、
10�21%、3�89%、0�47%, RSD 分别为 1�1%、
1�8%、1�0%、1�4%。
2�6� 稳定性试验

将供试品溶液按上述色谱条件, 分别在制备

样品后的 0、4、6、8、10、12 h进样, 测定峰面积, 结

果淫羊藿苷 A、淫羊霍苷、朝藿定 B、淫羊藿次苷

�的 RSD分别为 0�9%、0�9%、1�3%、1�2% , 结

果表明供试品溶液在 12 h内稳定。

2�7� 回收试验
取已知含量的样品 5份,各约 12�5 g,精密称

定, 分别精密加入 0�210 g! L
- 1
淫羊藿苷 A、

1�280 g!L- 1
淫羊霍苷、0�510 g! L

- 1
朝藿定 B、

0�050 g!L- 1
淫羊藿次苷 �对照品溶液各 1�0 mL,

按供试品溶液制备方法处理,测定峰面积,计算回

收率,结果见表 1。

Table 1� The resu lts of the recovery test( n= 5)

Substance m sam ple /m g m added /m g m found /m g Recovery /%  x /% RSD /%

P im edoside A 0� 213 0�210 0�430 103�3

0� 218 0�210 0�431 101�4

0� 212 0�210 0�431 104�3 103�7 1�4

0� 215 0�210 0�435 104�8

0� 219 0�210 0�439 104�8

Icar iin 1� 280 1�280 2�530 97�7

1� 240 1�280 2�500 98�4

1� 240 1�280 2�570 103�9 100�9 2�9

1� 230 1�280 2�520 100�8

1� 280 1�280 2�610 103�9

Ep im ed in B 0� 518 0�510 1�040 102�4

0� 523 0�510 1�050 103�3

0� 518 0�510 1�030 100�4 102�2 1�2

0� 532 0�510 1�050 101�6

0� 553 0�510 1�080 103�3

Icar is ide� 0� 053 0�050 0�103 100�4

0� 053 0�050 0�103 100�4 100�1 2�5

0� 061 0�050 0�109 96�8

0� 050 0�050 0�102 103�8

0� 054 0�050 0�104 99�2

2�8� 样品测定
取淫羊藿提取物,按供试品制备方法操作,按

色谱条件测定峰面积,以外标法计算含量,结果见

表 2。

Tab le 2� The results of ep im edosideA, icar iin, ep im ed in B and icar iside � of d ifferen t samp les

Sam ple w ( ep imedo sideA ) /% w ( icar iin) /% w ( ep im ed in B) /% w ( icar iside � ) /%

1 1�74 10� 04 3� 89 0� 42

2 1�75 10� 41 3� 95 0� 43

3 1�75 10� 13 3� 85 0� 41

3� 讨论

a�在实验中作者分别对甲醇�水、乙腈�水、甲

醇 �体积分数为 0�5% 醋酸水、甲醇 �体积分数为
1�0%醋酸水流动相系统进行研究, 甲醇�水流动
相系统的分离效果与乙腈�水流动相系统的分离
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效果相当,而且加酸对峰形的改善作用不大,考虑

到酸对色谱柱寿命的影响以及实验成本, 所以选

择甲醇 �水系统; 淫羊藿提取物含量测定方面, 药

典和相关文献中流动相大多选择乙腈�水、乙腈加
酸或甲醇加酸

[ 4- 7]
,本实验在甲醇 �水流动相系统

下也能够使组分达到分离,峰形较好,而且节约实

验成本,故本文选择甲醇�水流动相系统。
b�采用流速 0�8 mL!m in

- 1
,能达到色谱峰的

完全分离,还能保持较低的柱压,延长色谱柱的使

用寿命。

c�相关文献没有淫羊藿提取物中淫羊藿苷
A、淫羊霍苷、朝藿定 B、淫羊藿次苷 � 4种成分

同时测定的报道,本实验简便、可行, 重现性好,结

果准确,可作为淫羊藿提取物的含量测定方法,为

其质量控制提供参考依据。
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Determ ination of contents of four components in the
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Abstract: Objective To develop a me thod fo r the quant itat ive analy sis o f epim edoside A, icariin, epim ed in

B and icariside � in the ex tract o f Ep imed ium ko reanum N aka.i Methods The ex tract w as determ ined by

RP�HPLC. A D iamonsil�C18 co lumn( 250 mm  4�6 mm, 5 �m ) w as used; The mob ile phase consisted o f

m ethano l and w ater, g rad ient elution [ 0�25 m in, w ( m ethano l) = 55%�70%; 25 - 40 m in, w ( me thano l) =

70%�90% ; 40�45m in, w ( m ethano l) = 90%�55%; 45�60 m in, w ( m ethano l) = 55% ]; The f low rate w as

0�8mL!m in
- 1
. The UV detection w as set at 270 nm. The co lum n temperaturew as 25 ∀ . ResultsThe linear

response ranges w ere 16�5�82�5, 96�0�480�0, 30�6�153�0, 1�5�7�5 mg!L - 1
, respective ly. The recovery o f

the four compounds w ere 103�7%, 100�9% , 102�2%, 100�1% , respective ly, and the re lative standard dev i�
ations( RSD s)w ere less than 3�0% (n = 5). Conclusions Th ism ethod can be used for the quality contro l o f

the extract of Ep imed ium ko reanum N aka.i

Key words: ep imedoside A; icariin; ep imed in B; icariside �; Ep imedium koreanum N aka;i RP�HPLC
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