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HPLC法同时测定淫羊藿药材中的 5个黄酮类成分
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摘要　目的 :建立同时测定淫羊藿药材中 5种成分的 HPLC方法。方法 :采用 D iamonsil2C18柱 (4. 6 mm ×250

mm , 5μm) ;流动相 :乙腈和甲酸水 (pH = 3. 0) ,梯度洗脱 ;流速 : 0. 9 mL /m in; DAD检测 ,检测波长 : 270 nm。

结果 :淫羊藿药材中 5个主要黄酮类成分朝藿定 A、朝藿定 C、淫羊藿苷、箭藿苷 A、宝藿苷Ⅰ分别在 0. 780 0

～83. 20μg/mL、2. 081～222. 0μg/mL、3. 288～350. 7μg /mL、0. 8311～88. 65μg/mL、0. 351 8～37. 52μg/

mL的浓度范围内呈良好的线性关系 ,最低检测限分别为 0. 50、0. 75、0. 87、0. 32、0. 12μg/mL。重复性、稳定

性实验结果的 RSD < 3% ;各成分平均回收率均小于 107 % , RSD < 6 %。结论 : 该方法快速简便、准确可靠 ,

各主要化学成分均能达到基线分离 ,适用于淫羊藿药材的质量控制。
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ABSTRACT　O bjective: To establish a HPLC method for simultaneous determ ination of five flavone constituents in Epim edium B revi2
cornum. M ethods: The determ ination was performed on D iamonsil2C18 column (4. 6 mm ×250 mm, 5μm , D ikma) 1The mobile phase

was consisted of acetonitrile2form ic acid aqueous solution with a flow rate of 0. 9 mL /m in. The detection wavelength was set at 270 nm.

Results:A method has been established for determ ination of ep imedin A1 , ep imedin B, icariin, sagittatoside A, baohuoside I in one

run by HPLC. Conclusion: The established method is simp le, convenient, accurate and reliable, and suitable for the quality control of

Epim edium B revicornum.

KEY WO RD S　 ep imedin A1 ; ep imedin B; icariin; sagittatoside A; baohuoside I; HPLC

　　小蘖科 (B erberidaceae)淫羊藿 ( Epim ed ium B rev2
icornum )属为多年生草本植物。中国是淫羊藿属最

主要分布区 ,约占世界总量的 70% ,具有补肾阳、强

筋骨、祛风湿等功效 [ 1 ]。其有效成分主要包括黄酮

类成分 [ 2 ]。目前对于淫羊藿药材的质量控制方面 ,

多是采用 HPLC法测定其中单个或几个黄酮类成

分 ,采用 HPLC法同时测定了淫羊藿中 5种黄酮类

成分的文献未见发表 [ 3～9 ]。本研究采用 HPLC法同

时测定淫羊藿药材中朝藿定 A、朝藿定 C、淫羊藿

苷、箭藿苷 A、宝藿苷 Ⅰ5种主要药效成分 ,可用于

淫羊藿药材的质量控制。

1　仪器与试药

Agilent 1100高效液相色谱仪 (自动进样器、四元

泵、在线脱气机、二极管阵列紫外检测器 ) ;减压旋转

蒸发仪 ; SB32002T型超声仪 (上海必能胜超声有限公

司 ) ; 8022B台式离心机 (上海安亭科学仪器厂 ) ,十万

分之一 AE240型电子天平 (梅特勒 ,美国 )。

淫羊藿去根药材 :经第二军医大学药学院生药

教研室孙连娜副教授鉴定为小蘖科淫羊藿 ( Epim e2
d ium brevicornum Maxim )的干燥地上部分 ,药材来源

及编号为 : 01,购自安徽 ; 02,购自陕西 ; 03,购自甘

肃 ; 04,采自四川 ; 05,购自四川。乙腈为色谱纯

( fisher) ;重蒸甲酸 ;水为娃哈哈纯净水。朝藿定 A、

朝藿定 C、淫羊藿苷、箭藿苷 A、宝藿苷 I对照品由第

二军医大学药学院生药教研室孙连娜副教授提取并
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纯化 ,经 MS、NMR和 HPLC面积归一化检测其相对

纯度均在 98%以上。

2　方法与结果

2. 1　色谱条件　色谱柱为 D iamonsil2C18柱 ( 416 ×

250 mm , 5μm, D ikma) ;流动相为甲酸水 ( pH =

310, A )和乙腈 (B) ,梯度洗脱 ,流速 019 mL /m in,检

测波长 : 270 nm;进样量 : 20μL。洗脱程序见表 1。

表 1　HPLC梯度洗脱程序表

时间 (m in) 流速 (mL /m in) A ( % ) B ( % )

0 0. 9 75 25

3 0. 9 75 25

20 0. 9 70 30

35 0. 9 55 45

45 0. 9 27 73

2. 2　对照品溶液的制备 　分别精密称定朝藿定对

照品 A 16. 64 mg,朝藿定 C对照品 44. 40 mg,箭藿

苷 A对照品 17. 73 mg于 20 mL容量瓶中 ,精密称定

淫羊藿苷对照品 10. 96 mg于 50 mL容量瓶中 ,宝藿

苷 I对照品 18. 76 mg于 100 mL容量瓶中 ,以甲醇

溶解并定容至刻度 ,摇匀 ,得对照品母液。精密移取

各种对照品母液至 10 mL容量瓶 ,中间以干燥氮气

流挥干部分溶剂至 10 mL以下。以 70%乙醇定容

至刻度 ,摇匀 ,制得各浓度对照品溶液。

2. 3　样品溶液的制备　取淫羊藿药材粉末约 1 g,

精密称定 ,以滤纸包好 ,置 250 mL烧瓶中 ,定量加入

40 mL水 ,室温浸泡 12 h。直火煮沸 ,回流 2 h后收

集煎煮液至烧瓶。补充 40 mL水至烧瓶中 ,继续回

流提取 2 h,合并煎煮液至锥形瓶 ;以 20 mL水分两

次荡洗烧瓶 ,荡洗液并入锥形瓶。提取液 70 ℃恒温

真空减压蒸干 ,得提取物浸膏 ,置烘箱 70 ℃烘干。

往浸膏中精密加入 70%乙醇 50 mL,超声处理 30

m in后 , 3 000 r/m in离心 10 m in,取上清液 , 0. 45μm

微孔滤膜过滤。精密吸取续滤液 5. 0 mL至 10 mL

容量瓶 ,以 70%乙醇定容至刻度 ,摇匀 ,即得。

2. 4　方法学考察

2. 4. 1　将上述对照品溶液依次减半稀释得到一系

列浓度的对照品溶液。依次进样 20μL,记录峰面

积。以峰面积 ( Y)为横坐标 ,相应的浓度 (X)为纵

坐标 ,所得 5个成分的标准曲线分别为 :朝藿定 A: Y

= 01071 15X + 01042 48 ( r = 01999 9) ,线性范围为

01780 0～83120μg/mL;朝藿定 C: Y = 01065 76X +

01329 1 ( r = 01999 9 ) ,线性范围为 21081～222. 0

μg /mL;淫羊藿苷 : Y =0106275X +014572 ( r =0. 9999) ,

线性范围为 31288～35017μg /mL;箭藿苷 A: Y =

01060 11X + 01076 27 ( r = 01999 9 ) ,线性范围为

01831 1～88165μg/mL;宝藿苷 I: Y = 01043 85X -

01009 284 ( r = 01999 9 ) ,线性范围为 01351 8～

37152μg/mL。

2. 4. 2　最低检测限 　经一系列稀释的标准溶液测

定 ,以信噪比 ( S /N)为 3ζ 1计 ,朝藿定 A、朝藿定 C、

淫羊藿苷、箭藿苷 A、宝藿苷 I的最低检测限分别为

0. 50、0. 75、0. 87、0. 32、0. 12μg/mL。

2. 4. 3　精密度实验　分别取朝藿定 A、朝藿定 C、淫

羊藿苷、箭藿苷 A、宝藿苷 I高、中、低 3种浓度的标准

液 ,在 1 d之内连续进样 3次 ,考察日内精密度 , RSD

( % )分别为 : 1150、1120、2138; 0162、0166、2147; 0130、

0174、2134; 0153、0160、0143; 0158、0165、0187。连续测

定 5 d,考察日间精密度 , RSD (% )分别为 : 2133、

1111、1197; 1124、1195、3100; 1111、2107、3150; 1176、

2110、0192; 1156、2115、4151。

2. 4. 4　稳定性实验 　取各化学成分的对照品溶液

分别于 0、2、4、8、12、24 h依次进样分析 ,记录峰面

积 ,各成分峰面积的 RSD均小于 3% ,表明 5个黄酮

类成分在 24 h内稳定。

2. 4. 5　重现性实验　精密称取 4号样品 5份 ,每份

012 g,依法制得供试品溶液 ,进样 20μL,记录峰面

积 ,计算各组分含量。各组分平均含量分别为

01230 5、01967 1、11223、01037 35、01072 12, RSD分

别为 1181%、2132%、2119%、2186%、2103% ,表明

该测定方法的重复性良好。

图 1　四川产淫羊藿药材 HPLC色谱图 (检测波长 270 nm)

12朝藿定 A; 22朝藿定 C; 32淫羊藿苷 ; 42箭藿苷 A; 52宝藿苷Ⅰ

2. 4. 6　回收率实验 　精密称取 4号淫羊藿药材 9

份 ,每份 0. 2 g,分别准确加入高、中、低浓度的 5种

成分的对照品 ,按照“2. 1. 2”项下方法进行提取 ,得

供试品溶液。依次进样分析 ,记录峰面积并取平均

值 ,分别计算平均回收率。结果高、中、低浓度的平

均回收率 ( % )朝藿定 A 为 ( 10610 ±1122 ) %、

(10214 ±1125) %、( 10118 ±1145) % ,朝藿定 C为

(10419 ±1197 ) %、( 10116 ±2127 ) %、( 97115 ±

2 110) % ,淫羊藿苷为 (10514 ±1183) %、( 10216 ±
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2. 12　样品测定　取样品溶液 (10个批号 )和对照

品溶液 ,按上述色谱条件进样 ,用外标法测定其金丝

桃苷的含量 ,结果见表 2。

表 2　山楂麦曲颗粒中金丝桃苷的含量 ( n = 5)

批号 含量 (μg/袋 ) RSD ( % )

060701 55. 165 5 0. 86

060702 62. 164 5 0. 75

060703 64. 876 5 0. 84

070601 49. 142 3 0. 52

070602 52. 671 3 0. 65

070603 50. 234 6 0. 58

080104 56. 174 2 0. 68

080105 51. 768 7 0. 71

080511 48. 728 7 0. 81

080512 60. 312 4 0. 65

3　讨论

3. 1　在对供试品溶液制备的研究中 ,曾对甲醇的用

量、超声溶出的时间、聚酰胺的用量和粒度以及

70%乙醇的用量均做了比较 ,结果发现用甲醇 50

mL,超声处理 20 m in,聚酰胺 ( 60～100目 )上柱量

2. 0 g,并用 70%乙醇 60 mL洗脱 ,是既能达到去除

杂质使有效成分充分溶出的目的 ,又能省时省试剂

减少环境污染。

3. 2　在系统适应性的研究中 ,流动相用乙腈 20. 1%

磷酸溶液 (16ζ 84)和乙腈 2甲醇 2四氢呋喃 20. 5%冰

醋酸溶液 ( 1 ζ 1 ζ 19. 4 ζ 78. 6)均达不到理想的分

离效果 ,而用本文所定的流动相 ,分离度和峰形都较

为理想。

3. 3　由于该产品所用药材山楂产地广 ,金丝桃苷的

含量差别较大 ,同时检测允许有一定的误差范围 ,根

据表 2的结果 ,建议以本结果的 60%为下限建立本

产品的含量限度 ,即含量限度定为本品每袋 ( 15 g)

含金丝桃苷 (C21 H20 O12 ) ,不得少于 36. 5μg。
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2134) %、( 10013 ±311 ) % ,箭藿苷 A ( 102. 2 ±

3111) %、( 97. 75 ±1125) %、( 10018 ±1129) % ,宝

藿苷 Ⅰ ( 10612 ±1141 ) %、( 10113 ± 1115 ) %、

(10016 ±1102) %。

2. 5　样品测定　取不同批次淫羊藿药材依法提取 ,

制备供试品溶液。按“2. 1”项下色谱条件依次进样

20 mL,记录峰面积 ,计算对应成分的百分含量。含

量测定结果见表 2。

表 2　淫羊藿样品各组分含量测定结果 ( % ) ( n = 3)

药材 朝藿定 A 朝藿定 C 淫羊藿苷 箭藿苷 A 宝藿苷 I

1 0. 201 5 0. 325 6 1. 204 0. 004 017 0. 011 42

2 0. 119 2 0. 057 6 0. 741 6 0. 007 867 0. 022 79

3 0. 135 2 0. 592 5 1. 230 0. 009 114 0. 014 00

4 0. 159 0 0. 629 4 1. 299 0. 011 58 0. 026 28

5 0. 107 0 0. 923 7 0. 637 2 0. 008 334 0. 019 12

3　讨 论

3. 1　提取方法的选择　煎煮提取方法参考生药学

中药材提取方法确定。乙醇提取方法经参考文献及

《中国药典》2005版一部淫羊藿项下要求确定 [ 3 ]。

考察了 20%乙醇的提取结果 ,主要黄酮类物质峰面

积明显减少 ;同时更长超声时间 (40 m in)下的各峰

面积无明显差异 ,显示提取已基本完全 ;重复性实验

亦表明采用该提取方法稳定可靠。

3. 2　检测波长的选择　经采集色谱图 16个主要组

分峰的紫外吸收光谱 ,表明所检测各组分在 200 nm

附近、270 nm处存在吸收峰。考虑所用流动相在

200 nm波长附近有较大的末端吸收干扰 ,故最终选

择 270 nm为采集色谱图时的吸收波长。
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