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淫羊藿为小檗科淫羊藿Epimedium brevicomuMaxim.、
箭叶淫羊藿Epimedium sagittatum（Sieb. et Zucc.）Max⁃
im.、柔毛淫羊藿Epimedium pubescens Maxim. 或朝鲜淫

羊藿 Epimedium koreanum Nakai的干燥叶［1］，具有补肾

壮阳、益精补气等功效，主治腰膝酸软、风湿痹痛、四肢

麻木不仁等病症［2］。有研究表明，其在抗衰老、提高免疫

力、抑制肿瘤细胞生长、控制心血管系统疾病中疗效显

著［3 - 4］。淫羊藿总黄酮（TFE）为淫羊藿药材最主要的化

学成分，现代药理学研究表明，TFE对内分泌组织、免疫

系统、骨与肿瘤及心脑血管系统均有益［5 - 7］。基于此，本研

究中通过响应面法，以朝藿定A1、朝藿定A、朝藿定 B、

朝藿定 C、淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ等 6种黄酮类成分总含

量为评价指标，优选淫羊藿药材最佳提取工艺。现报道

如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

1260B型高效液相色谱仪（美国 Agilent公司）；

DS - 8510DTH型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司）；XSR205DU型精密电子天平（瑞士Mettler Toledo公
司，精度为0. 01 mg）。

1. 2 试药

朝藿定A1对照品（批号为 P02J9S64790）、朝藿定A
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摘要：目的 优选淫羊藿药材中黄酮类成分提取工艺。方法 采用高效液相色谱法测定淫羊藿药材中朝藿定 A1、朝藿定 A、朝藿定 B、朝
藿定 C、淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ含量。在单因素试验基础上，以提取溶剂、液料比、提取时间、提取次数为考察因素，待测成分提取总量为

考察指标，采用响应面法优选淫羊藿药材中黄酮类成分的提取工艺。结果 最佳提取工艺为液料比 100（mL / g）时，以 50% 乙醇提取

2次，每次 40 min。验证试验结果显示，待测成分提取总量分别为 3. 16%，3. 08%，3. 03%，与预测值（3. 12%）相当。结论 该提取工艺

合理可行，可为淫羊藿药材的进一步研发提供参考。
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AbstractAbstract：：Objective To optimize the extraction process of flavonoids in Epimedii Folium. Methods The contents of epimedin A1，
epimedin A，epimedin B，epimedin C，icariin and baohuoside Ⅰ in Epimedii Folium were determined by the high - performance
liquid chromatography（HPLC） method. Based on the single factor test，the extraction process of flavonoids in Epimedii Folium was
optimized by the response surface methodology，with the extraction solvent，liquid - solid ratio，extraction time and extraction
frequency as the investigation factors，and with the total extraction amount of components to be tested as the investigation indicator.
Results The optimal extraction process was as follows：the liquid - solid ratio was 100（mL / g），and extracting twice with 50%
ethanol，each time for 40 min. The verification test showed that the total extraction amounts of components to be tested were
3. 16%，3. 08%，3. 03%，respectively，which were similar to the predicted value （3. 12%）. Conclusion The extraction process is
reasonable and feasible，which can provide a reference for the further development of Epimedii Folium.
Key wordsKey words：：response surface methodology；Epimedii Folium；flavonoids；extraction process；optimization
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1. 朝藿定A1 2. 朝藿定A 3. 朝藿定B 4. 朝藿定C

5. 淫羊藿苷 6. 宝藿苷Ⅰ
A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液

图1 高效液相色谱图

1. Epimedin A1 2. Epimedin A 3. Epimedin B 4. Epimedin C
5. Icariin 6. Baohuoside Ⅰ

A. Mixed reference solution B. Test solution
Fig. 1 HPLC chromatograms

对照品（批号为P02J9F64787）、朝藿定B对照品（批号为

G19A11L121806）、朝藿定C对照品（批号为N18GB166250）、
淫羊藿苷对照品（批号为 T11A11B111118）、宝藿苷Ⅰ
对照品（批号为 A20GB158231），均购于上海源叶生物

科技有限公司（含量 ≥ 98%）；乙腈、甲醇、乙醇均为色谱

纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。淫羊藿药材样

品于 2020年 5月 1日采集于陕西省汉中市宁强县，经汉

中职业技术学院秦巴山区药（食）用植物研究所王仕宝

副教授鉴定为箭叶淫羊藿的干燥叶；选取绿色鲜艳、完

整叶片阴干后保存；试验前将药材样品粉碎（过 3号
筛），密封，备用。

2 方法与结果

2. 1 含量测定

2. 1. 1 色谱条件

色谱柱：AgilentEclipsePlus-C18柱（250mm×4. 6mm，
5 µm）；流动相：水（A）-乙腈（B），梯度洗脱（0～35 min
时 74%A，35～36 min时 74%A → 55%A，36～45 min时
55%A → 53%A，45～60 min时 53%A → 47%A）；流速：

1. 0 mL / min；检测波长：270 nm；柱温：30 ℃；进样量：

10 µL。
2. 1. 2 溶液制备

取朝藿定A1、朝藿定A、朝藿定B、朝藿定C、淫羊藿

苷、宝藿苷Ⅰ对照品各适量，精密称定，用甲醇溶解，制

得质量浓度分别为 675，698，684，679，657，636 µg / mL
的单一对照品溶液；分别精密量取适量，混合，即得混

合对照品溶液。取药材样品粉末约 0. 1 g，精密称定，置

锥形瓶中，精密量取 50%乙醇 10 mL置锥形瓶中，称定

质量，超声（功率600 W、频率40 kHz，下同）提取60 min，
冷却，再次称定质量，用 50%乙醇补足减失的质量，摇

匀，静置，取上清液，经 0. 22 µm微孔滤膜滤过，取续滤

液，即得供试品溶液。

2. 1. 3 方法学考察

系统适用性试验：取上述混合对照品溶液、供试品

溶液各适量，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录色

谱图。结果，理论板数按淫羊藿苷峰计应大于 8 000；分
离度均大于1. 5，基线分离良好。详见图1。

线性关系考察：分别精密量取 2. 1. 2项下混合对照

品溶液适量，制成系列混合对照品溶液，按 2. 1. 1项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。以待测成分质量浓度

（X，µg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回

归。结果见表1。
检测限与定量限考察：分别精密量取 2. 1. 2项下混

合对照品溶液适量，倍比稀释，并按 2. 1. 1项下色谱条

件进样测定，以信噪比为 3︰1、10︰1时各成分的质量浓

度分别计为检测限、定量限。结果见表1。
表1 线性关系与检测限、定量限考察结果

Tab. 1 Results of the linear relation test，limit of detection and limit of quantification

待测成分

朝藿定A1
朝藿定A
朝藿定B
朝藿定C
淫羊藿苷

宝藿苷Ⅰ

保留时间（min）
12. 572
14. 782
16. 785
19. 011
22. 339
46. 427

回归方程

Y1 = 33. 263X1 + 3. 001 8
Y2 = 32. 395X2 + 3. 555 5
Y3 = 34. 651X3 + 4. 533 5
Y4 = 32. 478X4 + 2. 295 4
Y5 = 40. 535X5 + 1. 587 9
Y6 = 56. 398X6 + 2. 623 1

R2

0. 999 9
0. 999 9
0. 999 9
0. 999 9
0. 999 9
0. 999 9

线性范围（µg / mL）
2. 73～109. 50
2. 91～116. 33
2. 85～114. 00
2. 82～113. 17
2. 81～112. 50
2. 65～106. 00

检测限（µg / mL）
0. 038 0
0. 021 9
0. 017 8
0. 060 7
0. 066 1
0. 029 1

定量限（µg / mL）
0. 125 4
0. 072 2
0. 053 4
0. 200 2
0. 217 3
0. 095 8
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精密度试验：取 2. 1. 2项下混合对照品溶液适量，

按 2. 1. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面

积。结果朝藿定A1、朝藿定A、朝藿定B、朝藿定C、淫羊

藿苷、宝藿苷Ⅰ峰面积的 RSD分别为 0. 38%，0. 30%，

0. 32%，0. 35%，0. 56%，0. 84%（n = 6），表明仪器精密度

良好。

稳定性试验：取 2. 1. 2项下供试品溶液适量，分别

于室温下放置 0，2，4，8，12，24 h时按 2. 1. 1项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果朝藿定A1、朝藿定A、朝
藿定B、朝藿定C、淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ峰面积的RSD分

别为 2. 50%，1. 57%，1. 92%，0. 46%，1. 62%，1. 43%，

（n = 6），表明供试品溶液在室温条件下放置 24 h内基

本稳定。

重复性试验：取样品适量，精密称定，各 6份，按

2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，再按 2. 1. 1项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。结果朝藿定A1、朝藿定A、
朝藿定B、朝藿定C、淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ峰面积的RSD
分别为 1. 15%，1. 83%，0. 74%，1. 47%，2. 89%，0. 92%
（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品适量，共 9份，

分别加入 80%，100%，120%质量浓度的混合对照品溶

液，按 2. 1. 2项下方法制备供试品溶液，再按 2. 1. 1项
下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收

率。结果朝藿定A1、朝藿定A、朝藿定B、朝藿定C、淫羊

藿苷、宝藿苷Ⅰ的平均加样回收率分别为 99. 96%，

100. 34%，99. 98%，100. 48%，100. 22%，101. 11%，RSD
分别为 0. 19%，0. 41%，1. 93%，1. 95%，0. 80%，2. 39%
（n = 9）。

2. 2 单因素试验

提取溶剂：固定液料比为 100（mL / g，下同），以不

同溶剂超声提取 60 min，按 2. 1. 2项下方法制备供试品

溶液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算含量。结果表明，50%乙醇、50%甲醇作为提取溶剂

时待测成分提取总量均较高，因甲醇毒性、挥发性较

强，乙醇较安全、经济、环保，故选择 50%乙醇作为提取

溶剂。详见图2。
液料比：在液料比分别为 50，100，150，200，250的

条件下，以 50%乙醇超声提取 60 min，按 2. 1. 2项下方

法制备供试品溶液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，

记录峰面积并计算含量。结果表明，液料比为 50，100时
待测成分提取总量较高。因液料比为 50时，提取溶液过

于浓稠，不方便过滤，且各成分峰面积、峰高相差较大，

故选择料液比为100。详见图3 a。
提取时间：固定液料比为 100，以 50%乙醇分别超

声提取 20，30，40，50，60 min，按 2. 1. 2项下方法制备

供试品溶液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录

峰面积并计算含量。结果表明，提取 40 min时待测成

分提取总量最高，随后开始逐渐下降，故选择提取时间

为40 min。详见图3 b。
提取次数：固定液料比为 100，以 50%乙醇超声

提取 1～4次，每次 40 min，按 2. 1. 2项下方法制备供

试品溶液，按 2. 1. 1项下色谱条件进样测定，记录峰

面积并计算含量。结果表明，当提取次数超过 2次时，

总黄酮的提取率缓慢下降，故选择提取次数为 2次。

详见图 3 c。

a. 液料比 b. 提取时间 c. 提取次数

图3 不同因素对提取总量的影响

a. Liquid - solid ratio b. Extraction time c. Extraction frequency
Fig. 3 Effect of different factors on the total extraction amount
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图2 试剂体积分数对提取总量的影响

Fig. 2 Effect of volume fraction of solvent on the total extraction
amount
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2. 3 响应面法设计

试验设计：根据上述单因素试验结果，以乙醇体积

分数（因素A）、提取时间（因素B）、提取次数（因素C）、液
料比（因素D）为考察因素，待测成分提取总量为考察指

标，采用响应面软件 Design Expert 11. 0优选提取工

艺［8 - 12］。因素与水平见表 2，响应面试验设计及结果

见表3。
模型拟合：采用 Design Expert 11软件进行多元回

归拟合，得待测成分提取总量（Y）与各因素变量的关系

方程：Y = 3. 118 + 0. 115 A - 0. 034 2 B + 0. 024 2 C +
0. 055 0 D - 0. 192 5 AB - 0. 072 5 AC - 0. 005 AD -
0. 01BC-0. 055BD+0. 06CD-0. 2398A2 - 0. 04858B2 -
0. 098 58 C2 - 0. 187 3 D2。

方差分析：模型回归参数方差分析结果见表 4。该
模型较显著（F = 4. 60，P < 0. 003 6），表明响应回归模

型差异有统计学意义；模型中失拟项不显著（F = 1. 91，
P = 0. 279 0 > 0. 05），表明该模型设计合理。方程中A，
AB，A²，D²对待测成分提取总量的影响有统计学意义，

故可用此模型对提取工艺进行分析和预测。结果表

明，因素A具有显著意义，为主要因素；因素D影响强

度大于因素 B、因素 C，因素D是影响提取总量的次要

因素。

响应面预测与验证：采用 Design - Expert 11. 0软
件分析试验结果，得到提取总量与各因素交互作用的

三维响应面图和等高线图。因素AD间、CD间交互作用

较强，结果影响显著。淫羊藿药材最佳提取工艺为液

料比为 100时，以 50%乙醇提取 2次，每次 40 min。详
见图 4。

验证试验：验证最佳工艺，平行 3次，结果药材样品

中待测成分提取总量分别为 3. 16%，3. 08%，3. 03%，与

预测值（3. 12%）相当。
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表2 因素与水平

Tab. 2 Factors and their levels

水平

- 1
0
1

因素A（%）

30
50
70

因素B（min）
30
40
50

因素C（次）

1
2
3

因素D（mL / g）
50
100
150

表3 响应面试验设计及结果

Tab. 3 Design and results of the response surface test

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

因素

A
0

- 1
0
1
0
0

- 1
- 1
0
0
0
0
0
1

- 1
0
0
0
1
0
0

- 1
1
0
1
0
1
0

- 1

B
1
0
0
0
0

- 1
- 1
0

- 1
1
0
0

- 1
- 1
1
0
0
0
0

- 1
0
0
0
1
1
0
0
1
0

C
- 1
0
1
0
0
0
0
1

- 1
1
0

- 1
0
0
0

- 1
1
0
0
1
0
0
1
0
0
0

- 1
0

- 1

D
0
1
1

- 1
0

- 1
0
0
0
0
0

- 1
1
0
0
1

- 1
0
1
0
0

- 1
0
1
0
0
0

- 1
0

含量（%）

朝藿定A1
0. 007
0. 005
0. 000
0. 011
0. 006
0. 005
0. 008
0. 006
0. 005
0. 005
0. 000
0. 006
0. 006
0. 005
0. 006
0. 007
0. 008
0. 007
0. 006
0. 006
0. 007
0. 009
0. 006
0. 006
0. 006
0. 006
0. 006
0. 009
0. 005

朝藿定A
0. 175
0. 172
0. 187
0. 167
0. 185
0. 184
0. 156
0. 170
0. 186
0. 182
0. 208
0. 169
0. 176
0. 195
0. 181
0. 183
0. 176
0. 192
0. 186
0. 180
0. 182
0. 155
0. 168
0. 168
0. 175
0. 187
0. 182
0. 177
0. 168

朝藿定B
0. 230
0. 211
0. 234
0. 219
0. 226
0. 229
0. 187
0. 206
0. 229
0. 229
0. 279
0. 213
0. 222
0. 242
0. 223
0. 218
0. 212
0. 230
0. 226
0. 223
0. 219
0. 196
0. 214
0. 210
0. 227
0. 234
0. 224
0. 232
0. 206

朝藿定C
1. 836
1. 755
1. 949
1. 744
1. 875
1. 851
1. 564
1. 715
1. 885
1. 881
2. 060
1. 739
1. 828
1. 986
1. 846
1. 779
1. 713
1. 889
1. 860
1. 850
1. 889
1. 576
1. 731
1. 701
1. 832
1. 977
1. 842
1. 861
1. 692

淫羊藿苷

0. 584
0. 521
0. 652
0. 549
0. 771
0. 627
0. 521
0. 570
0. 647
0. 637
0. 645
0. 569
0. 629
0. 682
0. 623
0. 605
0. 588
0. 641
0. 635
0. 827
0. 717
0. 473
0. 546
0. 553
0. 547
0. 732
0. 637
0. 589
0. 569

宝藿苷 I
0. 038
0. 051
0. 039
0. 039
0. 058
0. 037
0. 023
0. 049
0. 041
0. 039
0. 042
0. 039
0. 047
0. 043
0. 031
0. 042
0. 035
0. 038
0. 044
0. 040
0. 039
0. 038
0. 035
0. 034
0. 048
0. 041
0. 042
0. 039
0. 019

提取总

量（%）

2. 869
2. 714
3. 062
2. 729
3. 122
2. 933
2. 459
2. 717
2. 993
2. 972
3. 231
2. 735
2. 908
3. 152
2. 910
2. 833
2. 731
2. 997
2. 957
3. 126
3. 053
2. 448
2. 700
2. 671
2. 835
3. 177
2. 932
2. 908
2. 658

表4 回归模型的方差分析结果

Tab. 4 Results of the ANOVA of regression model

方差来源

模型

A
B
C
D
AB
AC
AD
BC
BD
CD
A2
B2
C2
D2
残差

失拟项

纯误差

总和

离差平方和

0. 931 3
0. 158 7
0. 014 0
0. 007 0
0. 036 3
0. 148 2
0. 021 0
0. 000 1
0. 000 4
0. 012 1
0. 014 4
0. 373 1
0. 015 3
0. 063 0
0. 227 6
0. 202 6
0. 167 5
0. 035 1
1. 13

自由度

14
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
14
10
4
28

均方

0. 066 5
0. 158 7
0. 014 0
0. 007 0
0. 036 3
0. 148 2
0. 021 0
0. 000 1
0. 000 4
0. 012 1
0. 014 4
0. 373 1
0. 015 3
0. 063 0
0. 227 6
0. 014 5
0. 016 7
0. 008 8

F值

4. 60
10. 97
0. 968 1
0. 484 4
2. 51
10. 24
1. 45
0. 006 9
0. 027 6
0. 836 2
0. 995 2
25. 79
1. 06
4. 36
15. 73

1. 91

P值

< 0. 003 6
< 0. 005 1
0. 341 8
0. 497 8
0. 135 5
0. 006 4
0. 248 0
0. 934 9
0. 870 3
0. 376 0
0. 335 4
0. 000 2
0. 321 1
0. 055 6
0. 001 4

0. 279 0
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提取总量 / %
3. 4
3. 2
3. 0
2. 8
2. 6

15. 0
13. 011. 0 9. 0

5. 0 1. 0 1. 5
2. 0 2. 5

3. 0

D：液料比 / mL·g - 1 C：提取次数 /次

2. 4

7. 0
d1

提取总量 / %D：液料比 / mL·g - 1
150

130

110

90

70

501. 0 1. 5 2. 0 2. 5 3. 0
C：提取次数 /次

d2
a1，a2. 乙醇体积分数与液料比 b1，b2. 乙醇体积分数与提取次数 c1，c2. 液料比与提取时间 d1，d2. 液料比与提取次数

a1，b1，c1，d1. 响应面图 a2，b2，c2，d2. 等高线图

图4 不同影响因素间响应面图及等高线图

a1，a2. Volume fraction of ethanol and liquid - solid ratio b1，b2. Volume fraction of ethanol and extraction frequency
c1，c2. Liquid - solid ratio and extraction time d1，d2. Liquid - solid ratio and extraction frequency

a1，b1，c1，d1. Response surface diagrams a2，b2，c2，d2. Contour diagrams
Fig. 4 Response surface diagrams and contour diagrams of different influencing factors
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3 讨论

由于产地、采收季节、生长方式、干燥方式、淫羊藿

药材种类、提取检测方法不同，淫羊藿药材中黄酮类成

分的种类和含量也存在一定差异。预试验中考察提取

工艺时，比较了醇提法、水提法、超声醇提法［13 - 17］，发
现超声醇提法对黄酮类成分的提取量相对较高，故选

择该法。按响应面法软件构建的最佳提取工艺进行验

证，淫羊藿叶中 6种成分提取总量的实际测定值与预测

值基本一致。预试验中还分别以水 -乙腈、0. 1%磷酸水

溶液 -乙腈［18］、0. 1%甲酸水溶液 -乙腈［19］作为流动相

进行梯度洗脱，发现以 0. 1%磷酸水溶液 -乙腈和水 -
乙腈作为流动相时，色谱峰峰形良好，分离度大，拖尾

不明显，但由于以磷酸盐作为流动相，在质量浓度较低

时易结晶析出，易造成色谱柱堵塞，冲洗色谱柱耗时较

长，故选择水 -乙腈作为流动相。在流动相梯度变化时

间范围内，适当缩小水相的质量浓度，即可将待测 6种
黄酮类成分完全分开，且出峰时间也会随之缩短，前期

试验中的标准品溶液是用纯甲醇配制的，6种成分的峰

形均为前沿峰，后续在配制标准品溶液时，加入了少量

的水，使其成为含水 12%～15%的甲醇溶液，进样分析

后发现峰形前沿情况明显改善，峰形和分离度较好。

2020年版《中国药典（一部）》［1］明确淫羊藿苷、朝

藿定A、朝藿定B、朝藿定C的总量不得少于 1. 5%，其中

朝鲜淫羊藿不得少于0. 5%。朝藿定A1因性质和朝藿定A
接近，故在相同色谱条件下也能被分离出。宝霍苷Ⅰ是

淫羊藿苷在体内的水解产物［2］，具有显著的抗氧化、抗

骨质疏松［3］、抗肿瘤活性，2020年版《中国药典（一部）》

将其列为炙淫羊藿药材含量测定的指标成分之一［1］，由
于淫羊藿总黄酮在淫羊藿的化学成分中的含量最高［3］，
药理作用强，临床应用广，故将 2种黄酮类成分纳入本

次考察。

综上所述，本研究中优选的提取工艺合理可行，可

为淫羊藿药材的进一步研发提供参考。
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