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反相高效液相色谱法测定五子补肾强身丸中淫羊藿苷含量
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摘要：目的建立测定五子补肾强身丸中淫羊藿苷含量的反相高效液相色谱法。方法色谱柱为Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８柱牗２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ牘，流动相为乙腈－水，梯度洗脱，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为２７０ ｎｍ，柱温为３０ ℃，进样量为５ μＬ。结果淫羊藿苷进样量在
２． １０４ ～ ４０７． ３００ μｇ范围内与峰面积线性关系良好，ｒ ＝ ０． ９９９ ６ 牗 ｎ ＝ ６ 牘；平均回收率为９９． ０７％，ＲＳＤ为０． ３３％（ｎ ＝ ６）。结论该方
法简便、快速、准确，可用于测定五子补肾强身丸的质量控制。
关键词：反相高效液相色谱；五子补肾强身丸；淫羊藿苷；含量测定
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五子补肾强身丸为简阳市中医医院临床经验方剂，
为由枸杞子、菟丝子、淫羊藿犤 １ 犦、制何首乌、当归等１１味
中药制成的大蜜丸，主治补益肝肾、养血生精，用于肾虚
精少不育，阳痿早泄、性功能低下、腰脊酸痛、神疲乏力
等肾虚体弱症犤 ２ 犦。参考文献犤 ３ － １０ 犦，采用反相高效液相
色谱（ＲＰ － ＨＰＬＣ）法测定五子补肾强身丸中淫羊藿苷
的含量，快速准确。现报道如下。

１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（安捷伦公司，包括
ＶＷＤ检测器和ＬＣ ｓｏｌｕｔｉｏｎ工作站牘；ＸＳ２０５型电子分析
天平（十万分之一，梅特勒－托利多仪器有限公司）；
ＫＱ － ５００ＤＶ型超声波清洗器（江苏昆山市超声仪器有
限公司牘。

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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１． ２ 试药
淫羊藿苷对照品（批号为１１０７３７ － ２０１５１６，含量为

９４． ２％，中国食品药品检定研究院牘；五子补肾强身丸
（大蜜丸，每丸重９ ｇ，医院自制制剂，批号分别为
１５０６２３，１５１０１４，１６０４０５，１６０８０１，１６１１２０，１７０３０９）；乙醇
牗分析纯，成都科龙化学试剂厂）；乙腈牗色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ
公司）；试验用水（四川科伦药业股份有限公司，批号为
Ｍ１８０１１３０２）；灭菌注射用水。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８柱牗２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：乙腈牗Ａ 牘 －水牗 Ｂ 牘，梯度洗脱（０ ～ ８ ｍｉｎ
时１０％Ａ，９ ～ ３５ ｍｉｎ时１０％Ａ→３５％Ａ，３５ ～ ４０ ｍｉｎ时
１０％ Ａ）；流速：１． ０ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２７０ ｎｍ；柱温：３０℃；
进样量：５μＬ。在此色谱条件下，理论板数按淫羊藿苷峰计
应不低于５ ０００，相邻峰之间分离度均大于１． ５。色谱图
见图１。
２． ２ 溶液制备

称取淫羊藿苷对照品适量，精密称定，置１００ ｍＬ容
量瓶中，用稀乙醇溶解并定容至刻度，即得淫羊藿苷对
照品质量浓度为０． １０３ ４ ｇ ／ Ｌ的对照品贮备液。精密量
取对照品贮备液２． ０ ｍＬ，置２５ ｍＬ容量瓶中，加稀乙醇
配制成约为１０ μｇ ／ ｍＬ的标准品溶液，即得对照品溶
液。剪碎本品，取约２ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精
密加入稀乙醇５０ ｍＬ，称定质量，超声处理（功率为
３００ Ｗ，频率为６０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用稀
乙醇补足减失的质量，摇匀，用０． ４５ μｍ微孔滤膜过
滤，取续滤液，即得供试品溶液。按处方比例和样品制备
工艺制成不含淫羊藿的阴性样品，同供试品溶液制备方
法制备，即得阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察 犤 １１ －１５ 犦

专属性试验：取２． ２项下对照品溶液、供试品溶液、
阴性对照品溶液各５ μＬ，进样测定。色谱图中，在与对
照品溶液淫羊藿苷色谱峰处，阴性对照品溶液无此峰出
现，表明其对样品测定无干扰。

线性关系考察：精密吸取对照品贮备液０． ２５，０． ５０，
１． ００，２． ００，３． ００，５． ００ ｍＬ，分别置１０ ｍＬ容量瓶中，加
稀乙醇定容至刻度，摇匀，即得１ ～ ５号标准溶液，分别
精密吸取上述系列标准溶液各５ μＬ，注入液相色谱仪，
测定，以对照品质量浓度牗 Ｘ，μｇ ／ ｍＬ牘为横坐标、峰面积
牗 Ｙ 牘为纵坐标绘制标准曲线，得淫羊藿苷回归方程Ｙ ＝
１． ４２２ Ｘ ＋ ２． ３４３，ｒ ＝ ０． ９９９ ６ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，进样质量浓度线
性范围为２． １０４ ～ ４０７． ３００ μｇ ／ ｍＬ。

精密度试验：精密吸取２． ２项下对照品溶液５ μＬ，
连续进样６次，记录峰面积。结果淫羊藿苷峰面积的

ＲＳＤ为０． ５６％（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。
重复性试验：取样品（批号为１６０４０５）适量，共６份，

按２． ２项下方法制备供试品溶液，按拟订色谱条件测定，
记录峰面积，计算含量。结果的ＲＳＤ为０． ９２％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，
表明方法重复性良好。

稳定性试验：取样品（批号为１６０４０５）适量，按２． ２
项下方法制备供试品溶液，分别于０，２，４，８，１２，２４ ｈ时
进样测定。结果的ＲＳＤ为０． ７８％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明供试品
溶液在２４ ｈ内稳定。

加样回收试验：取样品（批号为１６０４０５，含量为
０． １０３ ｍｇ ／ ｇ）６份，每份约２ ｇ，置具塞锥形瓶中，分别精
密加入对照品贮备液８０％，１００％，１２０％，各２份，分别
按２． ２项下方法制备供试品溶液，按拟订色谱条件测
定，记录峰面积，计算回收率。结果见表１。
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称样量
（ｇ）
２． ０３７ ８
２． ０１５ ３
２． ０２２ ６
２． ００４ ２
２． ００７ ２
２． ０２２ ９

样品含量
（ｍｇ）
０． １０３ ０
０． １０３ ０
０． １０３ ０
０． １０２ ０
０． １０２ ０
０． １０３ ０

加入量
（ｍｇ）
０． ０８２ ７
０． ０８２ ７
０． １０３ ０
０． １０３ ０
０． １２４ ０
０． １２４ ０

测得量
（ｍｇ）
０． １８４ ８
０． １８５ ２
０． ２０４ ７
０． ２０４ ２
０． ２２５ ３
０． ２２５ ４

回收率
（％）
９８． ９１
９９． ４０
９８． ７４
９９． ２２
９９． ４４
９８． ７１

Ｘ
（％）

９９． ０７

ＲＳＤ
（％）

０． ３３

表１ 淫羊藿苷加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
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２． ４ 样品含量测定
分别取６批样品，按２． ２项下方法制备供试品溶

液，按拟订色谱条件测定，采用外标法计算样品含量。结
果批号为１５０６２３，１５１０１４，１６０４０５，１６０８０１，１６１１２０，
１７０３０９样品中淫羊藿苷含量分别为每丸０． ９７３，１． ０２２，
０． ９２４，０． ９８６，１． ０５５，０． ９４７ ｍｇ。
３ 讨论

检测成分选择：该复方制剂的主要药味有枸杞子、
菟丝子、淫羊藿、制何首乌、当归等，其中淫羊藿为方中
主药，投药量较大，其主要功效为补肾阳、强筋骨、祛风
湿，用于治疗阳痿遗精、筋骨痿软、风湿痹痛、麻木拘挛，
更年期高血压。与淫羊藿补肾阳、强筋骨功效主治相关
的药理作用为增强性腺功能，调节机体免疫功能，促进
骨生长，延缓衰老等，其还具有强心、降血压、抗心律失
常、增加脑血流量、抑菌、抗病毒、抗炎、调血脂、抗肿瘤
等多种作用，具有较高的药用和保健价值。

色谱条件选择：本研究中采用梯度洗脱法分离的成
分，４０ ｍｉｎ内完成分离，淫羊藿苷分离效果良好，符合含
量测定要求。本研究中通过二极管阵列检测器考察所
测物质紫外吸收度，在２７０ ｎｍ波长处有较大吸收，故
选择２７０ ｎｍ作为检测波长。流动相比较了乙腈－水和
乙腈－ ０． ０５％磷酸系统，乙腈－水梯度洗脱各色谱峰均
实现基线分离，能达到定量要求。

稀释溶剂选择：标准品和样品的稀释溶剂曾选择水、
稀乙醇、乙醇、５０％甲醇和甲醇分别检测，发现用稀乙醇
检测时样品杂质峰较少，且淫羊藿苷出峰时间无干扰。

提取条件优化：本研究中对不同提取方式（加热回
流和超声）、提取溶剂（稀乙醇、７０％乙醇溶液和乙醇）及
提取时间（３０，４５，６０ ｍｉｎ）和取样量（０． ５，１． ０，２． ０ ｇ）进
行考察，最终确定，称取样品２． ０ ｇ，加稀乙醇５０ ｍＬ，超
声提取３０ ｍｉｎ为最佳提取条件。

耐用性考察：本研究中分别考察了日本岛津ＬＣ －２０ＡＴ
型高效液相色谱仪、美国安捷伦１２６０型高效液相色谱
仪和３种同类填料不同品牌的色谱柱进行淫羊藿苷的
可重复性测定，并验证方法的可重复性。结果表明，该方
法适用性及耐用性良好。

该医院制剂现行标准为《四川省食品药品监督管理
局标准ＳＺＢＺ２００８１２０８ － １１ 牗Ｚ牘》犤 ２ 犦，仅有显微鉴别、当归
药材的薄层色谱鉴别，未对含量进行控制，不能全面反
映该制剂的质量水平，且国内尚未见对五子补肾强身丸
中淫羊藿苷有效成分含量进行控制的报道。本研究中建
立的方法可测定五子补肾强身丸淫羊藿苷成分的含量，
方法简便、快速，可用于五子补肾强身丸的含量测定，为
综合评价其质量提供准确、快速的定量分析方法，也为
五子补肾强身丸的质量控制提供依据。在进行化学成分
含量测定时，有２个不明物质的峰较高，从样品测定结
果来看，这３种成分的含量均大于每丸１． ０ ｍｇ，有待进
一步深入研究。
参考文献：
犤 １ 犦国家药典委员会． 中华人民共和国药典（一部）犤Ｍ 犦 ． 北京：
中国医药科技出版社，２０１５：３２７．

犤２ 犦 ＳＺＢＺ２００８１２０８ － １１ 牗Ｚ 牘，四川省食品药品监督管理局标准·
五子补肾强身丸犤 Ｓ 犦 ．

犤３ 犦陈英红，黄恩喜，高阳，等．抗骨增生丸定性定量方法研究犤Ｊ犦．
中国实验方剂学杂志，２００６，１２（７）：２０．

犤４ 犦韩丽萍，陈行愉，刘志刚． ＨＰＬＣ法同时测定抗骨质疏松中成药
中柚皮苷及淫羊藿苷的含量犤Ｊ犦．中国药房，２０１０，２１（４３）：４０８３．

犤５ 犦韩丽萍，陈行愉，邓伟民． ＨＰＬＣ法同时测定补肾壮骨颗粒中
淫羊藿苷及柚皮苷含量犤 Ｊ 犦 ． 中成药，２０１１，３３（１）：１８．

犤６ 犦任春萍，王鸽，赵怀清，等． ＨＰＬＣ法同时测定抗骨增生片中
麦角甾苷、柚皮苷和淫羊藿苷的含量犤 Ｊ犦 ． 沈阳药科大学学报，
２０１１，２８（３）：２１１．

犤７ 犦欧阳露，夏勇，夏鹏，等．高效液相色谱法同时测定补肾化瘀
浸膏中淫羊藿苷及柚皮苷含量犤Ｊ犦．医药导报，２０１４，３３（９）：１２２４．

犤８ 犦杨立志． 双波长高效液相色谱法同时测定风湿安泰片中柚
皮苷、淫羊藿苷含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药业，２０１６，２５ 牗２３ 牘 牶 ７１ － ７３．

犤９ 犦田元春，李双蕾，邓紫娉，等． 高效液相色谱法同时测定壮骨方
煮散中朝藿定Ｃ和淫羊藿苷含量犤Ｊ犦． 中国药业，２０１６，２５牗２２牘牶
６４ － ６６．

犤１０ 犦潘伟，赵悦，王小柳． 高效液相色谱法测定巴戟口服液
中淫羊藿苷含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药业，２０１６，２５ 牗２２ 牘 牶 ６７ － ６８．

犤１１ 犦白荣，龚小倩，邱海蕴，等． 反相高效液相色谱法测定心
脉康合剂中淫羊藿苷含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药业，２０１５，２４ 牗２４ 牘 牶
１５８ － １６０．

犤１２ 犦谭安军． 高效液相色谱法测定健阳片中淫羊藿苷含量犤 Ｊ 犦 ．
中国药业，２０１５，２４ 牗１５ 牘 牶 ３４ － ３５．

犤１３ 犦王芳，石悦，曹健． 高效液相色谱法测定延肾胶囊中
淫羊藿苷含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药业，２０１４，２３ 牗４ 牘 牶 ３７ － ３８．

犤１４ 犦刘源，石继伟． 高效液相色谱法测定安神补脑片中淫羊
藿苷含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药业，２０１４，２３ 牗１ 牘 牶 １４ － １５．

犤１５ 犦鲍蕾蕾，陈海飞，卞俊，等． 高效液相色谱法测定健步关
节胶囊中淫羊藿苷含量犤 Ｊ犦． 中国药业，２０１２，２１牗２０ 牘 牶 ４２ － ４３．

牗收稿日期：２０１８ － ０６ － ２７ 牘


