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ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

九叶酒是以黄芪、淫羊藿、山茱萸、石斛、生地黄、枸

杞、桂圆、大枣、白酒、水为主要原料加工制成的保健酒，

具有缓解疲劳、增强免疫力的功能，方中淫羊藿为主要

原料。因此，本研究中参考文献犤１－１０犦建立了测定九叶
酒中淫羊藿苷含量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法，为该制
剂的生产过程及质量控制提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

仪器：Ｗａｔｅｒｓ２６９５－２９９８型液相色谱仪（沃特世公司）；
ＸＰＥ２０５型电子天平（梅特勒公司，精度为十万分之一）。

试药：淫羊藿苷对照品（中国食品药品检定研究院，批

号为 １１０７３７－２０１５１６，含量为 ９４．２％）；九叶酒（河南
省艾民股份有限公司，批号分别为 ２０１８１１２３－０１，
２０１８１１２３－０２，２０１８１１２３－０３，２０１８１１２４－１，２０１８１１２４－３，
２０１８１１２４－５，２０１９０２１２－１，２０１９０２１２－２，２０１９０２１２－３）；
甲醇、乙腈为色谱纯（德国Ｍｅｒｃｋ公司）；超纯水；甲醇、磷
酸二氢钠、醋酸、磷酸均为分析纯，均购自国药集团化学试

剂有限公司。

２ 方法与结果

２．１ 溶液制备
取淫羊藿苷对照品适量，精密称定，加甲醇溶解并

稀释成每１ｍＬ含５０μｇ的溶液，即得对照品溶液。精密
量取样品（批号为 ２０１８１１２３－０３）２ｍＬ，置 ２５ｍＬ容量
瓶中，并用５０％甲醇定容，摇匀，经０．４５μｍ滤膜滤过，

即得供试品溶液。精密量取不含淫羊藿药材的阴性样品

２ｍＬ，置 ２５ｍＬ容量瓶中，并用 ５０％甲醇定容至刻度，
摇匀，经０．４５μｍ滤膜滤过，即得阴性对照品溶液。
２．２ 色谱条件

色谱柱：ＸＳｅｌｅｃｔＣＳＨＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈－水（３０∶７０，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温：３５℃；检测波长：２７０ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２．３ 方法学考察

专属性试验：取 ２．１项下 ３种溶液注入色谱仪，记
录色谱图，详见图 １。淫羊藿苷峰与相邻杂质峰均能基
线分离，表明该方法的专属性良好。

线性关系考察：取淫羊藿苷对照品１０．９７ｍｇ，精密
称定，置 ２０ｍＬ容量瓶中，加甲醇适量，超声使溶解，放
冷，用甲醇稀释至刻度，摇匀，作为对照品贮备液；分别

精密量取 ０．５，１．０，１．０，３．０，２．０ｍＬ，分别置 １０，１０，５，
１０，５ｍＬ容量瓶中，加 ５０％甲醇稀释至刻度，制成质量
浓度为０．０２５，０．０５０，０．１００，０．１５０，０．２００ｍｇ／ｍＬ的线
性试验溶液；再取质量浓度为 ０．０５，０．１０ｍｇ／ｍＬ的线
性试验用溶液各１ｍＬ，分别置１０ｍＬ容量瓶中，加５０％
甲醇稀释至刻度，制成质量浓度为０．００５，０．０１０ｍｇ／ｍＬ
的线性试验用溶液，摇匀，取１０μＬ注入液相色谱仪，记
录色谱图。以峰面积（Ｙ）为纵坐标、质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）
为横坐标进行线性回归，得回归方程为 Ｙ＝２２０１６Ｘ－

高效液相色谱法测定九叶酒中标志性成分淫羊藿苷含量
李婷婷，陈茂钦，张 竞，王 倩，王雪芹
（河南省食品药品检验所，河南 郑州 ４５００１８）

摘要：目的 建立保健酒九叶酒中标志性成分淫羊藿苷含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱采用 ＸＳｅｌｅｃｔＣＳＨＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈－水（３０∶７０，Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，检测波长为２７０ｎｍ，进样量为１０μＬ。结果 色谱

峰分离度良好，淫羊藿苷质量浓度在 ５．１６６９～２０６．６７４８μｇ／ｍＬ牗ｒ＝０．９９９５牘范围内与峰面积线性关系良好；平均加样回收率为

１００．５７％，ＲＳＤ为０．８３％（ｎ＝９）。结论 该方法可用于九叶酒的质量控制及生产过程控制。
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样品含量（ｍｇ）

０．６３９
０．６３９
０．６３９
０．６３９
０．６３９
０．６３９
０．６３９
０．６３９
０．６３９

加入量（ｍｇ）

０．３３５６
０．３３５６
０．３３５６
０．６２３３
０．６２３３
０．６２３３
０．９５９０
０．９５９０
０．９５９０

测得量（ｍｇ）

０．９７９９
０．９７８５
０．９７５２
１．２５７６
１．２７００
１．２６８６
１．５９２３
１．６０７９
１．６００９

回收率（％）

１０１．５７
１０１．１６
１００．１６
９９．２４
１０１．２３
１０１．００
９９．４１
１０１．０４
１００．３１

Ｘ（％）

１００．５７

ＲＳＤ（％）

０．８３
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１．淫羊藿苷

Ａ．阴性对照品溶液 Ｂ．对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图
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表１ 淫羊藿苷加样回收试验结果（ｎ＝９）１９６４５，ｒ＝０．９９９５。结果表明，淫羊藿苷质量浓度在
５．１６６９～２０６．６７４８μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系
良好。

精密度试验：取同一对照品溶液 １０μＬ，注入液相
色谱仪，连续测定６次，记录峰面积。结果淫羊藿苷峰面
积的 ＲＳＤ为１．０１％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为 ２０１８１１２３－０３）样
品依法制备供试品溶液，取２ｍＬ置２５ｍＬ容量瓶中，用
５０％甲醇稀释至刻度，摇匀，配制６份，分别进样计算含
量。结果平均含量为 ０．６３７ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ为 ０．４４％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取上述对照品溶液及供试品溶液，分

别于 ０，２，４，６，８，１２，１８，２４ｈ时进样测定。结果淫羊藿
苷含量的 ＲＳＤ分别为１．２２％和０．３４％，表明待测溶液
在２４ｈ内稳定。

定量限与检测限确定：取线性关系考察项下的质量

浓度最低的对照品溶液逐级稀释后测定，按信噪比

１０∶１为定量限，３∶１为检测限。结果表明，本方法定量
限为１０３．３４ｎｇ／ｍＬ，检测限为２０．６７ｎｇ／ｍＬ。

加样回收试验：称取淫羊藿苷对照品 １０ｍｇ，精密
称定，置 ２０ｍＬ容量瓶中，加甲醇适量，超声使溶解，放
冷，用甲醇稀释至刻度，摇匀，得对照品浓溶液，精密量

取 １ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加５０％甲醇稀释至刻度，
摇匀，即得对照品溶液。精密量取已知含量的样品 （批

号 ２０１８１１２３－０３，含量为每 １００ｍＬ含 ６３．９ｍｇ）１ｍＬ，
平行取９份，置 ２５ｍＬ容量瓶中，分别加入质量浓度为
０．４７９４８ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液 ０．７，１．３，２．０ｍＬ（每个
浓度 ３份），用 ５０％甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，取续
滤液，得供试品溶液。取１０μＬ注入液相色谱仪，记录色
谱图，计算回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取９批样品，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条
件测定，计算含量。批号为２０１８１１２３－０１，２０１８１１２３－０２，
２０１８１１２３－０３，２０１８１１２４－１，２０１８１１２４－３，２０１８１１２４－５，
２０１９０２１２－１，２０１９０２１２－２，２０１９０２１２－３的样品中淫
羊藿苷含量分别为每 １００ｍＬ含 ５８．８，５９．２，６３．７，
５５．１，５５．７，６９．１，７３．２，７３．５，７３．３ｍｇ。

３ 讨论

３．１ 测定波长选择
提取淫羊藿苷的 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ图，显示淫羊藿苷在

２６９ｎｍ波长处有最大吸收，故选２７０ｎｍ为测定波长。
３．２ 流动相选择

参考文献犤１－１０犦，曾分别对乙腈 －水犤１－６犦、乙腈－
０．０５％磷酸溶液犤７－８犦（ｐＨ为 ２．５）、甲醇－水犤９犦、乙腈 －
０．４％醋酸水溶液犤１０犦（ｐＨ为３．２）、乙腈－１０ｍｍｏｌ／Ｌ磷
酸二氢钠溶液（ｐＨ为 ５．０）系统进行了考察，发现当有
机相用甲醇时，比例提高至水－甲醇（５０∶５０，Ｖ／Ｖ）时，
淫羊藿苷峰保留时间为２１．８ｍｉｎ，且供试品溶液主峰与
前面杂质峰未达到有效分离，显示甲醇对目标测定成分

淫羊藿苷的洗脱能力比乙腈弱，故选有机相为乙腈。无

论水相中加醋酸、磷酸或磷酸二氢钠溶液，都与选用等

比例纯水时，淫羊藿苷主峰保留时间、峰形及分离度无

差异，故选用水相为纯水。淫羊藿苷水相比例微调，对保

留时间影响较大，但调整比例在 ２％内时，色谱峰形尖
锐，其分离度均大于１．５。结合２０１５年版《中国药典牗一
部牘》中淫羊藿中淫羊藿苷的含量测定方法，选定流动相
比例为乙腈－水（３０∶７０，Ｖ／Ｖ）。
３．３ 耐用性考察

曾用色谱柱 ＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）和 ＨｙｐｅｒｓｉｌＴＭＧＯＬＤ柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
分离效果好，换用仪器Ｗａｔｅｒｓ２６９５－２９９８液相色谱仪、
安捷伦１２６０液相色谱仪、戴安 Ｕ３０００液相色谱仪测得
结果均相近，表明该方法耐用性较好，重复性强。


