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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０１％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＝３４０１２Ｘ－
１２９９；淫羊藿次苷Ⅱ线性回归方程：Ｙ＝３９８７５Ｘ－７１３４；朝藿定Ｂ线性回归方程：Ｙ＝２３９９７Ｘ－８４１６；朝藿定Ｃ线性回
归方程：Ｙ＝２９８９６Ｘ－１５３８。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 ０３３％、
０６４％、０５７％、０５２％；稳定性试验ＲＳＤ值分别为１０９％、１６２％、１７８％、０４１％；重复性试验 ＲＳＤ值分别为２６１％、
２７５％、２４８％、１２２％；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（９６８７±２１５）％、（９９４６±１５２）％、（１０１６４±２４３）％、（９９７９±２３１）％。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［４５］，肩周炎［６７］和老年性失眠［８９］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
１１　仪器　仪器型号为 ＡＰＳ６０８０Ａ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 ＡＰＳ５６００Ａ）；产品型号为 ＣＮＴ
ＳＥＣ３００的色谱柱购自河南奥普斯仪器设备有限公
司（孔径：３００?，规格：４６ｍｍ×１５０ｍｍ，粒度：
５μｍ）；产品型号为ＦＡ２００４Ｂ的电子分析天平（读数
精度：０１ｍｇ）购自上海精科天平仪器厂；产品型号
为ＫＱ２５０ＤＥ的台式数控超声波清洗器购自昆山市
超声仪器有限公司。

１２　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：４８９３２７；对照品编号：Ｐ００５７）、淫羊藿次
苷Ⅱ对照品纯度≥９５％（对照药品批号：４８９３２７；
对照品编号：Ｐ００５７）、朝藿定 Ｂ对照品纯度≥９８％
（对照药品批号：１１０６２３７３９；对照品编号：Ｐ０３５５）、

朝藿定 Ｃ对照品纯度≥９８％（对照药品批号：
１１０６４２４４９；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：７５０５８；６７５６１）；
ＨＰＬＣ级色谱纯甲酸购自美国飞世尔（ＦＩＳＨＥＲ）公
司（药品批号：６４１８６）；ＨＰＬＣ级色谱纯甲酸购自美
国天地（ＡＣＳ）公司（药品批号：６３１６１８）；本研究中
所有的纯净水均由河南中美纯水有限公司提供。

１３　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
２１　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 ０１％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０４５ｍＬ／ｍｉｎ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０～０５ ９５ ５
０５～１５ ９５～７０ ５～３０
１５～３５ ７０～５０ ３０～５０
３５～６０ ５０～３０ ５０～７０
６０～１２０ ３０～１０ ７０～９０
１２０～１５０ １０～５ ９０～９５

２２　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 １９８７ｍｇ、１９９６ｍｇ、１１６５ｍｇ、
１２０３ｍｇ，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１９８７ｇ／
Ｌ、１９９６ｇ／Ｌ、１１６５ｇ／Ｌ、１２０３ｇ／Ｌ。将４种对照品
溶液混合摇匀后，即得混合对照品溶液。

２３　供试品溶液配制
２３１　二仙汤供试品溶液配制　根据１３二仙汤
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０２μｍ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。

２３２　淫羊藿单味药供试品溶液配制　根据１３
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０２μｍ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。

２３３　阴性对照溶液配制　根据１３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
０２μｍ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。

２４　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。
２５　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。

２６　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０３３％、０６４％、０５７％、０５２％，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＝３４０１２Ｘ－１２９９ ０９９９８ ２１４～２７０８
淫羊藿次苷Ⅱ Ｙ＝３９８７５Ｘ－７１３４ ０９９９９ １２９～１０２５
朝藿定Ｂ Ｙ＝２３９９７Ｘ－８４１６ ０９９９９ １９３～２５３３
朝藿定Ｃ Ｙ＝２９８９６Ｘ－１５３８ ０９９９８ ２８５～３６１４

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 ０６９２ １２４３ １１７ ０９７９
２ ０７３５ １４６４ １１５６ ０９６３
３ ０７５４ １２５８ １１０４ ０８６９
４ ０７４３ １２４３ １０２２ ０９５７
５ ０７４９ １２４１ １２４１ ０９１７
６ ０６８４ １１４８ １０７８ ０９５４

平均值 ０７２６ １２６６ １１２９ ０９４０
ＲＳＤ（％） ０３３ ０６４ ０５７ ０５２

２７　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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１０９％、１６２％、１７８％、０４１％，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 ０５７９ １１３０ １０５７ ０８６６
２ ０６２２ １３５１ １０４３ ０８５０
４ ０６４１ １１４５ ０９９１ ０７５６
８ ０６３０ １１３０ ０９０９ ０８４４
１２ ０６３６ １１２８ １１２８ ０８０４
２４ ０５７１ １０３５ ０９６５ ０８４１
平均值 ０５７９ １１３０ １０５７ ０８６６
ＲＳＤ（％） １０９ １６２ １７８ ０４１

２８　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 ２６１％、２７５％、
２４８％、１２２％，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 ０４５３ １００４ ０９３１ ０７４０
２ ０４９６ １２２５ ０９１７ ０７２４
３ ０５１５ １０１９ ０８６５ ０６３０
４ ０５０４ １００４ ０７８３ ０７１８
５ ０５１０ １００２ １００２ ０６７８
６ ０４４５ ０９０９ ０８３９ ０７１５

平均值 ０４８７ １０２７ ０８９０ ０７０１
ＲＳＤ（％） ２６１ ２７５ ２４８ １２２

２９　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（９６８７±２１５）％、（９９４６±１５２）％、
（１０１６４±２４３）％、（９９７９±２３１）％，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。

２１０　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 １４２３ ０４１４ ０５１６ ２１５９ ４５１２
　陕西 １４２０ ０３２３ ０４７４ ２０２７ ４２４４
　湖南 １２５１ ０２６５ ０１５７ １１９８ ２８７１
　湖北 １２７４ ０３１５ ０２６１ １８４６ ３６９６
淫羊藿

　四川 １０７９ ０３００ ０４６７ １２１７ ３０６３
　陕西 ０９６８ ０２５５ ０３６０ １１４４ ２７２７
　湖南 ０７７３ ０１２２ ０１２０ ０８８９ １９０４
　湖北 ０８６７ ０２４１ ０２２４ ０９２２ ２２５４

３　讨论
近年来，二仙汤的相关药理实验研究发现［１１１２］，

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［１３１５］，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［１６１７］，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。

参考文献

［１］薛春苗，张冰，林志健．仙茅及其有效成分对不同状态 Ｌ０２细胞

ＰＸＲＣＹＰ３Ａ的影响研究［Ｊ］．中国中药杂志，２０１３，３８（１９）：

３３４８．

［２］李秀英．二仙汤合甘麦大枣汤治疗围绝经期综合征的临床疗效

分析［Ｊ］．中国医药指南，２０１８，１６（１０）：１９１１９２．

［３］吕晓琳，艾浩．二仙汤对卵巢早衰免疫指标影响的临床观察［Ｊ］．

中国妇幼保健，２０１６，３１（９）：１８１１１８１３．

［４］陈世洲，毛国庆．二仙汤及加减方治疗骨质疏松症的研究进展

［Ｊ］．中国骨质疏松杂志，２０１８，２４（１２）：１６４４１６４６，１６５１．

［５］刘波，吴琪，刘志文，等．二仙汤含药血清对过氧化氢诱导成骨细

胞骨形成的影响［Ｊ］．中医杂志，２０１８，５９（１５）：１３１８１３２２．

［６］石海林．黄芪桂枝五物汤合二仙汤治疗肩周炎疗效观察［Ｊ］．上

海医药，２０１３，１５（２）：３１３２．

［７］韩元龙．加味二仙汤治疗肩周炎９４例［Ｊ］．浙江中医杂志，２００１，

３６（１）：２０．

［８］陈勇，麻丽珍．二仙汤联合他莫昔芬治疗绝经前晚期乳腺癌的效

果［Ｊ］．中国现代药物应用，２０１９，１３（７）：１４４１４６．

［９］花佳佳，张玲燕．二仙汤加减联合心理干预治疗围绝经期女性失

眠的临床分析［Ｊ］．医药前沿，２０１８，８（２８）：３１７３１８．

［１０］张乃丹，许红涛，韩婷，等．用ＨＰＬＣ法同时测定二仙汤中４种淫

羊藿黄酮类成分的含量［Ｊ］．药学服务与研究，２０１６，１６（２）：１１４

１１７．

［１１］韩晓丽，刘光斌，毛和平，等．均匀设计法优选金锁二仙口服液

的提取工艺［Ｊ］．现代医药卫生，２０１５，１０（３）：３３５３３６，３３９．

［１２］年华，郑汉臣，张巧艳，等．大孔吸附树脂对复方二仙汤提取物

吸附性能的考察［Ｊ］．药学服务与研究，２００６，６（４）：２６０２６２．

［１３］刘成浩，张蓉，邬国庆，等．ＨＰＬＣ法测定保健食品中抗坏血酸的

组成及稳定性［Ｊ］．食品研究与开发，２０１８，３９（１８）：１７２１７６．

［１４］陈瑞，糜玲，张丽，等．高效液相色谱法研究二氢齐墩果酸在人

工胃液和肠液中的稳定性［Ｊ］．临床医学进展，２０１８，８（２）：２０６

２０９．

［１５］张珊珊．ＨＰＬＣ在三七总皂苷中５种皂苷的含量及稳定性测定

中的应用［Ｊ］．医学信息，２０１５，３３（ｚ３）：２７９２８０．

［１６］傅罗琴，付爱坤，李林，等．匹多莫德的 ＨＰＬＣ检测方法及其体

外稳定性研究［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０１６，３８（５）：３８１３８４．

［１７］冉丽红，郭远明，孙秀梅，等．检测方法精密度的表达与确

定———以ＨＰＬＣＭＳ检测海洋沉积物中六溴环十二烷方法为例

［Ｊ］．浙江海洋学院学报：自然科学版，２０１７，３６（６）：５４０５４５，

５５６．

（２０１９－０３－１３收稿　责任编辑：杨觉雄）

·２６６１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｌｙ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．７


