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［摘　要］目的：建立ＨＰＬＣ替代对照品法测定淫羊藿中淫羊藿苷的含量。方法：选取芦丁作为淫羊藿中淫羊
藿苷的替代对照品，在不同的条件下测定替代对照品相对对照品的校正因子，利用校正因子和替代对照品芦丁

进行淫羊藿中淫羊藿苷的含量测定。结果：淫羊藿苷和芦丁进样量分别在０１３～３２０μｇ（ｒ＝０９９９６）和０３４
～８５０μｇ（ｒ＝０．９９９７）内与峰面积呈良好的线性关系（ｎ＝６），测得校正因子ｆ＝２５８６１，用替代对照品测定法
测得回收率为９６０１％（ｎ＝９），ＲＳＤ＝１４２％。结论：在高效液相色谱仪上用替代对照品测定淫羊藿中淫羊藿
苷的含量是可行的、实用的。
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　　对照品是药品质量控制中的重要物质，而在实
际工作中，有些对照品从植物中提取率低，分离困

难，导致了它的价格昂贵，检验成本高。因此，探索

用一种易得而又便宜的对照品来替代价格高的对

照品进行含量测定研究，是解决这一困难的重要途

径之一［１～４］。淫羊藿为小檗科植物，具有补肾壮

阳、祛风除湿、强筋键骨的功效，适用于肾虚阳痿、

腰膝痿软、肢冷畏寒等症，具有很高的药用价值。

《中国药典》２０１０版已有高效液相色谱的含量测定

方法［５］，但淫羊藿苷对照品价贵，分析成本高。本

文运用替代对照品芦丁测定淫羊藿中淫羊藿苷的

含量，并分析用芦丁作为替代对照品进行淫羊藿药

材质量控制的可行性。
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１　仪器与药材

１．１　仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱仪（美国安捷伦

公司，色谱仪１），岛津ＬＣ１０ＡＴｖｐ高效液相色谱仪
（日本岛津公司，色谱仪２），Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液
相色谱仪（美国安捷伦公司，色谱仪３）；色谱柱：依
利特 ＢｅｔａｓｉｌＣ１８（２００ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），柱号：
Ｅ１７１６５５３，批号６５６０（色谱柱１）；依利特 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＢＤＳＣ１８（２５０ｍｍ ×４６ｍｍ，５μｍ），柱号：
Ｅ１７１５１０４８，批号 ５／１２０／７７３７（色谱柱 ２）；Ａｇｉｌｅｎｔ
ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ＰＮ：
９９３９６７－９０２，ＳＮ，ＵＳＫＨ０１６６９８（色谱柱３）。旋转
蒸发仪 ＥＹＥＬＡＳＢ—２０００（上海爱朗仪器有限公
司），水浴锅（上海爱朗仪器有限公司），分析天平

（上海台衡仪器仪表有限公司）。

１．２　试药　芦丁对照品（批号 １００４１６－２００７０７，
中国药品生物制品检定所），淫羊藿苷对照品（批

号 １１０７３７－２００３１２，中国药品生物制品检定所）；
淫羊藿药材购于贵阳市三桥药材批发市场，经贵阳

医学院龙庆德老师鉴定；乙腈和甲醇为色谱醇，水

为纯净水，其余试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２１　测定波长的选择
以流动相为溶剂在２００～５００ｎｍ范围内扫描，

测得淫羊藿苷对照品和替代对照品芦丁的紫外吸

收图谱（图１）。可以看出，淫羊藿苷对照品的最大
吸收波长为２７０ｎｍ，替代对照品芦丁的最大吸收
波长为２５７ｎｍ，因此选择这两个波长作为检测波
长。

２２　色谱条件和系统适用性试验
用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，淫羊藿苷

检测波长为２７０ｎｍ，芦丁检测波长为２５７ｎｍ，流动
相为甲醇－１％醋酸（４５∶５５），流速为１ｍｌ／ｍｉｎ，柱
温３０℃；进样量为 １５μｌ。淫羊藿苷峰形对称性
好，分离度高，理论塔板数按淫羊藿苷或芦丁峰面

积计算均不低于２０００。
２３　溶液的配制

对照品溶液的配制：精密称取适量淫羊藿苷对

照品，用甲醇溶解并稀释制成０１２８ｇ／Ｌ的对照品
溶液；精密称取适量芦丁对照品，用甲醇溶解并稀

图１　淫羊藿苷对照品和替代对
照品芦丁的紫外吸收图谱

Ｆｉｇ．１　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔａｂｓｏｒｂｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ
ｏｆｒｕｔｉｎ（ａ）ａｎｄｉｃａｒｉｉｎ（ｂ）

释成０３４０ｇ／Ｌ的替代对照品溶液。供试品溶液
制备：取淫羊藿药材约１０ｇ，精密称定，用３０ｍｌ乙
醇回流提取２次，每次２ｈ，滤过，合并滤液，回收乙
醇至干，用甲醇溶解并转移至２５ｍｌ的容量瓶中，
加甲醇至刻度，摇匀，滤过，续滤液即为供试品溶

液。

２４　ｆ值测定方法
按“２２”项下的色谱条件，取淫羊藿苷对照品

溶液或芦丁对照品溶液分别进样１，５，１０，１５，２０及
２５μｌ，以绝对进样量（Ｘ）为横坐标，以峰面积（Ｙ）
为纵坐标，分别绘制对照品和替代对照品的标准曲

线，将标准曲线的截距校正为０后，得到各自标准
曲线的斜率Ｋ值，替代对照品与对照品 Ｋ值之比
即得校正因子ｆ。
２５　ｆ值测定方法耐用性的考察
２．５．１　仪器柱温对 ｆ值测定的影响　为考察
ＨＰＬＣ的柱温箱温度变化对 ｆ值的影响，分别在
２８、２９、３０、３１及３２℃时测定淫羊藿苷对照品和替
代对照品芦丁标准曲线的斜率Ｋ，计算校正因子ｆ。
结果显示，在同一台高效液相色谱仪上，柱温变化

±２℃对淫羊藿苷对照品的校正因子 ｆ影响不大，
ＲＳＤ为１０％。
２．５．２　仪器流速对ｆ值测定的影响　分别设定流
速为０９６、０９８、１０、１０２及１０４ｍｌ／ｍｉｎ时测定
对照品淫羊藿苷和替代对照品芦丁标准曲线的斜

率Ｋ，计算ｆ值。结果显示，在同一台高效液相色
谱仪上，流速变化００２ｍｌ／ｍｉｎ对淫羊藿苷对照品
的校正因子ｆ影响不大，ＲＳＤ为１１％。
２．５．３　仪器波长对ｆ值测定的影响　在同一台高
效液相色谱仪上分别于 ２６６、２６８、２７０、２７２及
２７４ｎｍ处测定对照品淫羊藿苷的斜率 Ｋ；在２５３、

７４２
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２５５、２５７、２５９及２６１ｎｍ处测定替代对照品芦丁的
斜率Ｋ，计算 ｆ值。结果显示，测定波长在规定波
长处变化±４ｎｍ，对淫羊藿苷对照品的校正因子 ｆ
影响不大，ＲＳＤ为１２％。
２．５．６　不同液相色谱仪对ｆ值测定的影响　依利
特 ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色
谱柱在 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪、岛津 ＬＣ
１０ＡＴｖｐ高效液相色谱仪、Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色
谱仪进行测定，结果显示，用３台不同高效液相色
谱仪测定，对淫羊藿苷对照品的校正因子 ｆ影响
不大，ＲＳＤ为１４％。
２．５．７　不同品牌或不同批号的同类型色谱柱对 ｆ
值测定的影响　用同一台高效液相色谱仪，分别用
３根不同品牌的同类型色谱柱测定淫羊藿苷对照
品的校正因子ｆ，结果显示，更换色谱柱，对淫羊藿
苷对照品的校正因子ｆ影响不大，ＲＳＤ为１６％。
２．５．８　流动相 ｐＨ值对 ｆ值测定的影响　ＨＰＬＣ
的流动相的ｐＨ值可能在配制过程中出现偏差，用
同一台高效液相色谱仪，分别用不同浓度的醋酸

（０９％，１０％和１１％）配制的流动相测定淫羊藿
苷对照品的校正因子ｆ，结果显示，流动相醋酸浓度
变化０１％对淫羊藿苷对照品的校正因子ｆ影响不
大，ＲＳＤ为１２％。
２．５．９　流动相的组成比例对ｆ值测定的影响　用
同一台高效液相色谱仪，分别在流动相为甲醇 －
１％醋酸在４０∶６０，４５∶５５和５０∶５０比例下测定淫羊
藿苷对照品的校正因子ｆ，结果显示，流动相比例变
化５％对淫羊藿苷对照品的校正因子 ｆ影响不大，
ＲＳＤ为１１％。
２．５．１０　ｆ值的测定　在实际检测工作中，不同仪
器和不同色谱柱是主要变化因素，因此用此两项下

求得的 ｆ值计算，ｆ＝（２６０７５＋２５６４７）／２＝
２５８６１。
２６　线性关系考察

将配好的对照品淫羊藿苷和替代对照品芦丁

溶液，在“１２２”项的色谱条件下，按“１２４”项 ｆ
值测定方法进行测定，得淫羊藿苷的线性回归方程

为Ｙ＝１６９９１Ｘ＋４６４２ｒ＝０９９９６，在０１３～３２０
μｇ之间有良好的线性关系；芦丁的线性回归方程
为Ｙ＝４４５９４Ｘ＋１０７４４ｒ＝０９９９７，在 ０３４～
８５０μｇ之间有良好的线性关系。
２７　精密度实验

取“２３”项下配制好的对照品淫羊藿苷和替
代对照品芦丁溶液，按“２２”项下的色谱条件，重

复进样６次，记录对照品淫羊藿苷和替代对照品芦
丁的峰面积，并计算各自的ＲＳＤ值，ＲＳＤ值分别为
０６６％和０２０％，仪器精密度良好。
２８　稳定性试验

照“２３”项下制备供试品溶液，分别于即刻４、
８、１２、１６及２０ｈ精密吸取供试品溶液１５μｌ进样，
记录淫羊藿苷的峰面积，进行 ２０ｈ稳定性考察，
ＲＳＤ＝０９５％，表明样品在２０ｈ内稳定。
２９　重复性试验

照“２３”项下制备供试品溶液 ５份（批号
２００９１２０１），按“２１１”项下操作，计算得出淫羊藿
药材中淫羊藿苷的含量０８２％，ＲＳＤ＝１０％。
２１０　回收率试验

称取０５ｇ的淫羊藿药材粉末（含量０８２％）９
份，精密称定，三份一组，每组分别精密加入淫羊藿

苷对照品（每１ｍｌ含１ｍｇ淫羊藿苷）２、４及６ｍｌ，
照“２３”项下供试品溶液的制备方法制备供试品
溶液，分别精密吸取对照品及供试品溶液各１５μｌ，
注入液相色谱仪，记录色谱图，计算淫羊藿苷的总

量，进而计算回收率，结果按外标法计算回收率为

９６４４％，ＲＳＤ＝１４１％。按替代对照品法计算回
收率为９６０１％，ＲＳＤ＝１４２％。见表１、表２。

表１　对照品法回收率实验
Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｍｅｔｈｏｄ

样品中淫

羊藿苷的

量（ｍｇ）

加入淫羊

藿苷量

（ｍｇ）

测得总

量（ｍｇ）
回收率

（％）
平均

（％）
ＲＳＤ
（％）

４０１ ２００ ５９８ ９８５０
４１１ ２００ ６０１ ９５００
４０６ ２００ ５９５ ９４５０
４１１ ４００ ７９５ ９６００
４０７ ４００ ７９２ ９６２５ ９６４４ １４１
４０６ ４００ ７９４ ９７００
４０７ ６００ ９９５ ９８００
４０５ ６００ ９８８ ９７１７
４０２ ６００ ９７５ ９５５０

２１１　样品含量测定
分 别 称 取 批 号 为 ２００９１０１１、２００９１２０１、

２００９１２０２的淫羊藿药材粉末（过三号筛），照“２３”
项下供试品溶液的制备方法制备供试品，分别精密

吸取芦丁的对照品溶液及供试品溶液，在“２２”项
下相应的色谱条件下进行测定，记录色谱图，按外

标法计算，所得结果乘以校正因子２５８６１得淫羊
藿苷含量。在用替代对照品测定样品含量的同时，

８４２
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取淫羊藿苷对照品适量，用流动相溶解并稀释成浓

度为０３５ｇ／Ｌ的溶液，作为对照品溶液，精密量取
１５μｌ，注入液相色谱仪，在２７０ｎｍ检测，记录色谱
图，见图２。按外标法进行计算，得淫羊藿苷含量。
结果见表３。

表２　替代对照品法回收率实验
Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆ
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ

样品中淫

羊藿苷的

量（ｍｇ）

加入淫羊

藿苷量

（ｍｇ）

测得总量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均

（％）
ＲＳＤ
（％）

４０２ ２００ ５９３ ９５５０
４０９ ２００ ５９８ ９４５０
４１３ ２００ ６０１ ９４００
４１１ ４００ ７９７ ９６５０
４１０ ４００ ８０２ ９８００ ９６０１ １４２
４０６ ４００ ７９４ ９７１２
４０３ ６００ ９７５ ９５３３
４０９ ６００ ９９４ ９７５０
４１１ ６００ ９８５ ９５６７

表３　三批药材的含量测定（ｎ＝３）
Ｔａｂ．３　Ｉｃｒａｉｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｔｅｓｔｅｄｉｎ

３ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

批号
对照品法

（％）
替代对照

品法（％）
相对偏差

（％）

２００９１０１１ ０６５ ０６７ ０６４
２００９１２０１ ０８２ ０８１ ０６１
２００９１２０２ ０７５ ０７８ ０．７６

３　讨论

　　测定替代对照品相对于对照品的“相对校正
因子”，用替代对照品结合校正因子进行药品质量

控制。校正因子（ｆ）＝（Ａｉ／Ｃｉ）／（Ａｒ／Ｃｒ），式中 Ａｉ
为替代对照品的峰面积，Ａｒ为对照品的峰面积，Ｃｉ
为替代对照品的浓度，Ｃｒ为对照品的浓度。在一
定的色谱条件下，配置一定浓度的对照品和替代对

照品溶液，分别以进样量为横坐标，以峰面积为纵

坐标，分别测定对照品和替代对照品的标准曲线，

将标准曲线的截距校正为０后，用两条标准曲线斜
率Ｋ的比值求得校正因子（ｆ）［６，７］。测定样品时，

用对照品进行测定，被测样品浓度 Ｃｘ＝Ａｘ／（Ａｒ／
Ｃｒ）；同时用替代对照品进行测定，被测样品浓度
Ｃｘ＝ｆ×Ａｘ／（Ａｉ／Ｃｉ），式中Ａｘ为被测样品峰面积。

图２　替代对照品芦丁（Ａ）、对照品淫羊藿苷
（Ｂ）和淫羊藿药材（Ｃ）的色谱图

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ａ），ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ｂ）

ａｎｄＥｐｉｍｅｄｉｕｍｈｅｒｂｓ（Ｃ）
　　在本实验供试品溶液制备过程中，分别对提取
液剂量、提取次数、提取时间进行了考察，结果显

示，采用３０ｍｌ乙醇回流提取２次，每次２ｈ的方法
提取更加完全。

　　用对照品测定淫羊藿中淫羊藿苷含量和用替
代对照品法测定淫羊藿中淫羊藿苷含量，这两种方

法比较，后者引入了相对校正因子（ｆ），也就引入新
的误差。用对照品测定淫羊藿中淫羊藿苷的回收

率和采用替代对照品测定淫羊藿中淫羊藿苷的回

收率，所得计算结果接近，两种方法测得的含量结

果接近。因此认为用替代对照品法对淫羊藿苷进

行药品质量控制是可行的。实验建立了在 ＨＰＬＣ
色谱中，应用替代对照品法测定淫羊藿中淫羊藿苷

的含量的方法，方法简便、准确、快速、重现性好，为

一些对照品稀少而且价格昂贵的中药材及药品的

质量控制提供一定的参考价值。
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ｌｏｗｕｐｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＢＭＪ，２００２（７３６４）：５７２．

［１６］ＳｐｉｎｉｌｌｏＡ，ＤａｌＢｅｌｌｏＢ，ＧａｒｄｅｌｌａＢ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｈｕ
ｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｈｉｇｈｇｒａｄｅｃｅｒｖｉｃａｌｉｎ
ｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａａｍｏｎｇｗｏｍｅｎｗｉｔｈｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｄｉａｇ
ｎｏｓｉｓｏｆａｔｙｐｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｓｏｆｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｃｅｏｒｌｏｗｇｒａｄｅｓｑｕａｍｏｕｓｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｅｓｉｏｎｓ［Ｊ］．
ＧｙｎｅｃｏｌＯｎｃｏｌ，２００９（１）：１１５－１１９．

（２０１１－０４－０６收稿）
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