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摘要　目的：通过高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对二仙汤中淫羊藿黄酮类成分进行含量检测，并采用４个不同产地的淫羊藿进
行多角度分析。方法：进样体积为１μＬ；色谱柱的的温度控制在４０℃；流动相Ａ以０１％色谱纯甲酸和５ｍｍｏｌ／Ｌ的色谱
纯乙酸铵均匀混合而成；流动相Ｂ以色谱纯甲醇和超纯水均匀混合而成，研究中进行所有高效液相色谱线性梯度洗脱程
序。检测波长设置在２７０ｎｍ时可以检测到较多的吸收峰。前期对ＨＰＬＣ进行常规的可靠性方法学考察，包括专属性、精
密度、稳定性等，然后进一步对淫羊藿黄酮类成分淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定Ｂ、朝藿定Ｃ的含量进行检测分析。结
果：二仙汤中淫羊藿黄酮类成分淫羊藿苷对照品、淫羊藿次苷Ⅱ对照品、朝藿定Ｂ对照品和朝藿定Ｃ对照品均可见良好的
分离度，且不存在任何内源性的干扰物质，每一个黄酮类成分专属性均较好。淫羊藿苷线性回归方程：Ｙ＝３４０１２Ｘ－
１２９９；淫羊藿次苷Ⅱ线性回归方程：Ｙ＝３９８７５Ｘ－７１３４；朝藿定Ｂ线性回归方程：Ｙ＝２３９９７Ｘ－８４１６；朝藿定Ｃ线性回
归方程：Ｙ＝２９８９６Ｘ－１５３８。淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定 Ｂ和朝藿定 Ｃ精密度试验的 ＲＳＤ值分别为 ０３３％、
０６４％、０５７％、０５２％；稳定性试验ＲＳＤ值分别为１０９％、１６２％、１７８％、０４１％；重复性试验 ＲＳＤ值分别为２６１％、
２７５％、２４８％、１２２％；二仙汤供试品溶液中淫羊藿黄酮类成分淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定Ｂ和朝藿定Ｃ的平均回
收率分别为（９６８７±２１５）％、（９９４６±１５２）％、（１０１６４±２４３）％、（９９７９±２３１）％。二仙汤供试品溶液中淫羊藿黄
酮类成分的含量高于淫羊藿单味药材供试品溶液；从淫羊藿不同产地中黄酮类成分含量的角度比较，发现四川产地的淫

羊藿中测得的黄酮类成分高于其他３个产地，陕西产地淫羊藿次之，其后为湖北产地淫羊藿，而湖南产地淫羊藿黄酮类成
分含量最低。结论：采用ＨＰＬＣ检测二仙汤中淫羊藿黄酮类成分含量具有良好的可靠性，且二仙汤供试品溶液中淫羊藿
黄酮类成分的含量高于淫羊藿单味药材供试品溶液。
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　　《中医方剂临床手册》中收录了二仙汤，而这一
仅由淫羊藿、仙茅、当归、巴戟天、黄柏、知母组成的

药方，是以滋阴温肾与益精降火并重的良方［１］，通过

这２个功效对人体进行双重调节，不仅对妇女更年
期综合征［２］、性功能减退［３］等有疗效，对骨质疏松

症［４５］，肩周炎［６７］和老年性失眠［８９］也有显著的改善

作用。二仙汤名字的由来，概其以淫羊藿和仙茅共

为君药，而淫羊藿又名仙灵脾，故而命名为二仙汤。

仙茅的相关药理研究较多，淫羊藿含有多种黄酮类

成分，本研究以二仙汤复方水煎剂和淫羊藿单味药

水煎剂，采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）比较２种不同
形式析出的黄酮类成分进行含量测定，比较二仙汤

复方水煎剂和淫羊藿单味药水煎剂中黄酮类成分的

含量。根据《中华人民共和国药典》淫羊藿中的黄

酮类成分较多，本研究主要观察其中最为重要的４
中黄酮类成分，分别是淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝
藿定Ｂ、朝藿定Ｃ［１０］。现报道如下。
１　仪器与试药
１１　仪器　仪器型号为 ＡＰＳ６０８０Ａ的高效液相色
谱仪购自德国 ＡＵＰＯＳ科技有限公司（其中恒温箱、
自动进样器和荧光检测器的仪器型号分别为：ＡＰＳ
５６００、ＳｐａｒｋＡｌｉａｓ和 ＡＰＳ５６００Ａ）；产品型号为 ＣＮＴ
ＳＥＣ３００的色谱柱购自河南奥普斯仪器设备有限公
司（孔径：３００?，规格：４６ｍｍ×１５０ｍｍ，粒度：
５μｍ）；产品型号为ＦＡ２００４Ｂ的电子分析天平（读数
精度：０１ｍｇ）购自上海精科天平仪器厂；产品型号
为ＫＱ２５０ＤＥ的台式数控超声波清洗器购自昆山市
超声仪器有限公司。

１２　试药　所有对照品均由上海纯优生物科技有
限公司购入，其中淫羊藿苷对照品纯度≥９８％（对照
药品批号：４８９３２７；对照品编号：Ｐ００５７）、淫羊藿次
苷Ⅱ对照品纯度≥９５％（对照药品批号：４８９３２７；
对照品编号：Ｐ００５７）、朝藿定 Ｂ对照品纯度≥９８％
（对照药品批号：１１０６２３７３９；对照品编号：Ｐ０３５５）、

朝藿定 Ｃ对照品纯度≥９８％（对照药品批号：
１１０６４２４４９；对照品编号：Ｐ０３５６）。ＨＰＬＣ级色谱纯
乙腈和ＨＰＬＣ级色谱纯甲醇均购自德国默克（ＭＥＲ
ＣＫ）公司（药品批号分别为：７５０５８；６７５６１）；
ＨＰＬＣ级色谱纯甲酸购自美国飞世尔（ＦＩＳＨＥＲ）公
司（药品批号：６４１８６）；ＨＰＬＣ级色谱纯甲酸购自美
国天地（ＡＣＳ）公司（药品批号：６３１６１８）；本研究中
所有的纯净水均由河南中美纯水有限公司提供。

１３　分析药品　二仙汤：淫羊藿、仙茅、当归、巴戟
天均为９ｇ，黄柏、知母均为６ｇ。所有药材均由本院
药房提供。其中淫羊藿采用４个不同产地的药材，
分别为四川、陕西、湖南、湖北。

２　方法与结果
２１　色谱条件　进样体积为１μＬ；色谱柱的的温
度控制在 ４０℃；流动相 Ａ以 ０１％色谱纯甲酸和
５ｍｍｏｌ／Ｌ的色谱纯乙酸铵均匀混合而成；流动相 Ｂ
以色谱纯甲醇和超纯水均匀混合而成，研究中所有高

效液相色谱线性梯度洗脱程序均根据表１进行。检
测波长设置在２７０ｎｍ时可以检测到较多的吸收峰。

表１　高效液相色谱线性梯度洗脱程序（流速０４５ｍＬ／ｍｉｎ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０～０５ ９５ ５
０５～１５ ９５～７０ ５～３０
１５～３５ ７０～５０ ３０～５０
３５～６０ ５０～３０ ５０～７０
６０～１２０ ３０～１０ ７０～９０
１２０～１５０ １０～５ ９０～９５

２２　对照品溶液配制　采用精确度为十万分之一
的电子分析天平精密分别精密称取淫羊藿苷对照

品、淫羊藿次苷Ⅱ对照品、朝藿定Ｂ对照品和朝藿定
Ｃ对照品分别各 １９８７ｍｇ、１９９６ｍｇ、１１６５ｍｇ、
１２０３ｍｇ，分别放置在用标签标记好４个对照品名
的１０ｍＬ容量瓶中，并用色谱纯甲醇定容至容量瓶
刻度，配制成所需质量浓度的单一对照品溶液，最终
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淫羊藿苷对照品、淫羊藿次苷Ⅱ对照品、朝藿定Ｂ对
照品和朝藿定Ｃ对照品的质量浓度分别为１９８７ｇ／
Ｌ、１９９６ｇ／Ｌ、１１６５ｇ／Ｌ、１２０３ｇ／Ｌ。将４种对照品
溶液混合摇匀后，即得混合对照品溶液。

２３　供试品溶液配制
２３１　二仙汤供试品溶液配制　根据１３二仙汤
药物组成的配比加入８倍超纯水，煮沸后回流提取
浓缩液２ｈ，分别提取３次后，定容在１２５ｍＬ的容量
瓶中并密闭塞紧瓶盖，后放于超声波中进一步浓缩

提取３０ｍｉｎ，最后采用孔径只有０２μｍ的有机过滤
膜对二仙汤浓缩液进行过滤，所得的续滤液即为二

仙汤供试品溶液。

２３２　淫羊藿单味药供试品溶液配制　根据１３
二仙汤药物组成中淫羊藿药材的用量，加入８倍超
纯水，煮沸后回流提取浓缩液２ｈ，分别提取３次后，
定容在２５ｍＬ的容量瓶中并密闭塞紧瓶盖，后放于
超声波中进一步浓缩提取３０ｍｉｎ，最后采用孔径只
有０２μｍ的有机过滤膜对二仙汤浓缩液进行过滤，
所得的续滤液即为淫羊藿单味药供试品溶液。

２３３　阴性对照溶液配制　根据１３中除淫羊藿
以外的二仙汤药物组成的配比加入８倍超纯水，煮
沸后回流提取浓缩液２ｈ，分别提取３次后，定容在
１００ｍＬ的容量瓶中并密闭塞紧瓶盖，后放于超声波
中进一步浓缩提取 ３０ｍｉｎ，最后采用孔径只有
０２μｍ的有机过滤膜不含淫羊藿的二仙汤浓缩液
进行过滤，所得的续滤液即为阴性对照供试品溶液。

２４　专属性试验　采用 ＨＰＬＣ对混合对照品溶液、
阴性对照供试品溶液、淫羊藿单味药供试品溶液和

二仙汤供试品溶液进行专属性试验，本研究结果显

示，二仙汤中淫羊藿黄酮类成分淫羊藿苷对照品、淫

羊藿次苷Ⅱ对照品、朝藿定 Ｂ对照品和朝藿定 Ｃ对
照品均可见良好的分离度，最重要的是这４种成分
之间并不存在任何内源性的干扰物质，显示各个成

分的专属性均较好。见图１。
２５　线性关系考察　根据对照品溶液配制方法将
淫羊藿苷对照品、淫羊藿次苷Ⅱ对照品、朝藿定Ｂ对
照品和朝藿定Ｃ对照品溶液分别根据从低浓度到高
浓度的梯度，配制６个浓度梯度的对照品溶液，每个
浓度均测试３次，记录色谱峰面积并计算平均值和
绘制回归方程，方程中纵坐标 Ｙ是各对照品的平均
峰面积，横坐标Ｘ是各对照品对应的浓度梯度，结果
显示淫羊藿苷对照品、淫羊藿次苷Ⅱ对照品、朝藿定
Ｂ对照品和朝藿定Ｃ对照品溶液线性关系考察均显
示良好。见表２。

２６　精密度试验　取同一批次同一时间配制的二
仙汤供试品溶液，连续进样６次，检测淫羊藿苷、淫
羊藿次苷Ⅱ、朝藿定 Ｂ和朝藿定 Ｃ的含量并换算其
各自对应的ＲＳＤ值，结果显示这４个黄酮类成分的
ＲＳＤ值分别为０３３％、０６４％、０５７％、０５２％，符合
当ＲＳＤ值小于３％时，即说明高效液相色谱仪器的
精密度良好。见表３。

图１　二仙汤供试品溶液的专属试验ＨＰＬＣ图谱
　　注：１～４分别代表朝藿定Ｂ、朝藿定Ｃ、淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ

表２　４种黄酮类成分对照品的线性关系考察结果

对照品 回归方程 相关系数 线性范围（μｇ／ｍＬ）

淫羊藿苷 Ｙ＝３４０１２Ｘ－１２９９ ０９９９８ ２１４～２７０８
淫羊藿次苷Ⅱ Ｙ＝３９８７５Ｘ－７１３４ ０９９９９ １２９～１０２５
朝藿定Ｂ Ｙ＝２３９９７Ｘ－８４１６ ０９９９９ １９３～２５３３
朝藿定Ｃ Ｙ＝２９８９６Ｘ－１５３８ ０９９９８ ２８５～３６１４

表３　高效液相色谱仪精密度试验结果（ｍｇ／ｍＬ）

检测次数 淫羊藿苷 淫羊藿次苷Ⅱ 朝藿定Ｂ 朝藿定Ｃ

１ ０６９２ １２４３ １１７ ０９７９
２ ０７３５ １４６４ １１５６ ０９６３
３ ０７５４ １２５８ １１０４ ０８６９
４ ０７４３ １２４３ １０２２ ０９５７
５ ０７４９ １２４１ １２４１ ０９１７
６ ０６８４ １１４８ １０７８ ０９５４

平均值 ０７２６ １２６６ １１２９ ０９４０
ＲＳＤ（％） ０３３ ０６４ ０５７ ０５２

２７　稳定性试验　选择同一份二仙汤供试品溶液，
根据静置时间的从短到长（０、２、４、８、１２、２４ｈ）依次
检测二仙汤中黄酮类成分淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、
朝藿定Ｂ和朝藿定 Ｃ的含量并换算各成分的 ＲＳＤ
值，结果显示这 ４个黄酮类成分的 ＲＳＤ值分别为
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１０９％、１６２％、１７８％、０４１％，符合当ＲＳＤ值小于
３％时，即说明二仙汤供试品溶液在静置２４ｈ内都
能保持良好的稳定性。见表４。

表４　二仙汤供试品溶液的稳定性试验结果（ｍｇ／ｍＬ）

检测时间（ｈ） 淫羊藿苷 淫羊藿次苷Ⅱ 朝藿定Ｂ 朝藿定Ｃ

０ ０５７９ １１３０ １０５７ ０８６６
２ ０６２２ １３５１ １０４３ ０８５０
４ ０６４１ １１４５ ０９９１ ０７５６
８ ０６３０ １１３０ ０９０９ ０８４４
１２ ０６３６ １１２８ １１２８ ０８０４
２４ ０５７１ １０３５ ０９６５ ０８４１
平均值 ０５７９ １１３０ １０５７ ０８６６
ＲＳＤ（％） １０９ １６２ １７８ ０４１

２８　重复性试验　取６份同一批次同一制备方法
制备的二仙汤供试品溶液，使用同一台高效液相色

谱仪器重复测试该供试品溶液，检测二仙汤中黄酮

类成分淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定Ｂ和朝藿定
Ｃ的含量并换算各成分的 ＲＳＤ值，结果显示这４个
黄酮类成分的 ＲＳＤ值分别为 ２６１％、２７５％、
２４８％、１２２％，符合当 ＲＳＤ值小于３％时，即说明
二仙汤供试品溶液能够保持良好的重复性。见

表５。

表５　高效液相色谱仪重复性试验结果（ｍｇ／ｍＬ）

检测样品 淫羊藿苷 淫羊藿次苷Ⅱ 朝藿定Ｂ 朝藿定Ｃ

１ ０４５３ １００４ ０９３１ ０７４０
２ ０４９６ １２２５ ０９１７ ０７２４
３ ０５１５ １０１９ ０８６５ ０６３０
４ ０５０４ １００４ ０７８３ ０７１８
５ ０５１０ １００２ １００２ ０６７８
６ ０４４５ ０９０９ ０８３９ ０７１５

平均值 ０４８７ １０２７ ０８９０ ０７０１
ＲＳＤ（％） ２６１ ２７５ ２４８ １２２

２９　回收率试验　在含量已知的二仙汤供试品溶
液６份中，每一份均加入不同量的对照品溶液，混
合均匀后，对混合液和各个对照品溶液分别重复检

测６次，检测二仙汤供试品溶液中黄酮类成分淫羊
藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定 Ｂ和朝藿定 Ｃ的平
均回收率，结果显示这４个黄酮类成分的平均回收
率分别为（９６８７±２１５）％、（９９４６±１５２）％、
（１０１６４±２４３）％、（９９７９±２３１）％，说明采用
ＨＰＬＣ法测定二仙汤供试品溶液中黄酮类成分的含
量是可靠的。

２１０　样品检测结果　比较二仙汤供试品溶液和淫
羊藿单味药材供试品溶液中黄酮类成分淫羊藿苷、

淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定 Ｂ和朝藿定 Ｃ这４种黄酮类
成分的含量，结果发现二仙汤供试品溶液中淫羊藿

黄酮类成分的含量高于淫羊藿单味药材供试品溶

液；从淫羊藿不同产地中黄酮类成分含量的角度比

较，结果发现四川产地的淫羊藿中测得的黄酮类成

分高于其他３个产地，陕西产地淫羊藿次之，其后为
湖北淫羊藿产地，而湖南淫羊藿产地黄酮类成分含

量最低。见表６。
表６　二仙汤供试品溶液和淫羊藿单味药材供试品

溶液中黄酮类成分含量（ｍｇ／ｇ）

样品 淫羊藿苷 淫羊藿次苷Ⅱ 朝藿定Ｂ 朝藿定Ｃ 总量

二仙汤

　四川 １４２３ ０４１４ ０５１６ ２１５９ ４５１２
　陕西 １４２０ ０３２３ ０４７４ ２０２７ ４２４４
　湖南 １２５１ ０２６５ ０１５７ １１９８ ２８７１
　湖北 １２７４ ０３１５ ０２６１ １８４６ ３６９６
淫羊藿

　四川 １０７９ ０３００ ０４６７ １２１７ ３０６３
　陕西 ０９６８ ０２５５ ０３６０ １１４４ ２７２７
　湖南 ０７７３ ０１２２ ０１２０ ０８８９ １９０４
　湖北 ０８６７ ０２４１ ０２２４ ０９２２ ２２５４

３　讨论
近年来，二仙汤的相关药理实验研究发现［１１１２］，

其中淫羊藿含有大量的黄酮类成分，本研究欲通过

对淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定 Ｂ、朝藿定 Ｃ等
主要黄铜类成分监测并采用ＨＰＬＣ明确各种成分含
量，为二仙汤的复方药物质量控制提供更丰富的研

究资料。高效液相色谱法作为常用快捷可靠的液相

色谱技术，为复杂体系中药复方的药物成分分离分

析提供了良好的平台。ＨＰＬＣ的稳定性十分良
好［１３１５］，本研究结果也证实了这一点，因此本研究采

用ＨＰＬＣ测定二仙汤中４种淫羊藿黄酮类成分能够
把每次测量的误差降到最低，进一步保障检测结果

的准确性，为二仙汤的复方药物质量控制和相关新

制剂研究提供高可信度的参考依据。本研究通过比

较二仙汤水煎剂和淫羊藿单味药材水煎剂中淫羊藿

黄酮类成分含量，结果表明二仙汤中淫羊藿黄酮类

成分淫羊藿苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定 Ｂ、朝藿定 Ｃ
的含量均较淫羊藿单位要从水煎剂高，这４种黄酮
类成分的含量以朝藿定Ｃ最高，淫羊藿苷次之，接着
是淫羊藿次苷Ⅱ，而朝藿定 Ｂ含量最少。本研究结
果阐释在临床上二仙汤水煎剂有效保证了复方中黄

酮类成分的含量，能够最大化实现临床疗效。另外，

本研究有进一步选择淫羊藿常见的４个不同产地的
药材，经过对比，结果发现四川产地的淫羊藿中测得

的黄酮类成分高于其他３个产地，陕西产地淫羊藿
次之，其后为湖北淫羊藿产地，而湖南淫羊藿产地黄

（下接第１６６２页）
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酮类成分含量最低。这４个产地中四川淫羊藿的黄
酮类成分含量最高，可能与该产地的地理位置和气

候等因素有关。

综上所述，本研究建立的 ＨＰＬＣ同时测定二仙
汤中淫羊藿黄酮类成分中的４种主要成分淫羊藿
苷、淫羊藿次苷Ⅱ、朝藿定Ｂ、朝藿定Ｃ的含量，这一
检测方法不仅操作过程简单便捷，而且方法上具有

良好的精密度、稳定性和重复性［１６１７］，能够指导临

床上二仙汤的复方药物质量控制和新药研发提供研

究基础。
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