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　 　 ［摘要］ 　目的 　采用多波长 HPLC法建立仙灵骨葆胶囊中淫羊藿苷 、朝藿定 C 、川续断皂苷 Ⅵ 、补骨脂素及异补骨脂素

的含量测定方法 。方法 　采用月旭 Ultimate ○R XB唱C１８柱 ，流动相采用乙腈唱水系统 ，梯度洗脱 ；柱温 ：３０ ℃ ；检测波长 ：淫羊藿

苷 、朝藿定 C 、川续断皂苷 Ⅵ为 ２１２ nm ，补骨脂素 、异补骨脂素为 ２４６ nm 。结果 　 ５种成分均能达到基线分离 ，各成分的进样

量分别在 ：淫羊藿苷 ０ ．００８ ２ ～ ０ ．３２８ μg（ r ＝ ０ ．９９９ ５） 、朝藿定 C ０ ．０５５ ６ ～ ２ ．２２４ μg（ r ＝ ０ ．９９９ ６） 、川续断皂苷 Ⅵ ０ ．１４４ １ ～

５ ．７６４ μg（r＝ ０ ．９９９ ６） 、补骨脂素０ ．００５ ４ ～ ０ ．２１５ ２ μg（r＝ ０ ．９９８ ０） 、异补骨脂素 ０ ．００６ ６ ～ ０ ．２６５ ６ μg（ r ＝ ０ ．９９８ ５）范围内线

性关系良好 ，平均回收率分别为 ９７ ．５９％ 、９８ ．５８％ 、９８ ．１１％ 、９７ ．８６％ 、９８ ．２２％ ，RSD均小于 ２ ．０％ 。结论 　该方法操作简便 、

分离良好 、数据准确 、灵敏度高 ，可用于仙灵骨葆胶囊的多指标成分定量测定 。
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One step assay for five components in Xianlinggubao capsule by HPLC method
CHEN Zongliang１ ，L 册 Xiaoxia２ ，CHEN Guiqian１ ，CHEN Jie１ （１ ．Jinhua Institute for Food and Drug Control ，Jinhua ３２１０００ ，

China ；２ ．Jinhua Jindong City Food and Drug Administration ，Jinhua ３２１０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To assay Icariine ，Epimedin C ，asperosaponin Ⅵ ，psoralen and angelicin in Xianlinggubao cap唱
sules v iamulti唱wavelength HPLC method ．Methods 　 Separation was carried out on Welch Ultimate ○R XB唱C１８ column ．The mo唱
bile phase was acetonitrile唱water system and a linear gradient elution was used ．The column temperature was ３０ ℃ ．The detec唱
tion wavelength for Icariine ，Epimedin C ，asperosaponin Ⅵ was set at ２１２ nm ，psoralen and angelicin at ２４６ nm ．Results 　 Five
components reached baseline separation ，the linearity was good when sample size was in the range of ０ ．００８ ２唱０ ．３２８ μg for Icar唱
iine（r＝ ０ ．９９９ ５） ，０ ．０５５ ６唱２ ．２２４ μg for Epimedin C （ r ＝ ０ ．９９９ ６） ，０ ．１４４ １唱５ ．７６４ μg for asperosaponin Ⅵ （ r ＝ ０ ．９９９ ６） ，

０ ．００５ ４唱０ ．２１５ ２ μg for psoralen（r＝ ０ ．９９８ ０） ，０ ．００６ ６唱０ ．２６５ ６ μg for angelicin（ r ＝ ０ ．９９８ ５） ．The average recoveries were
９７ ．５９％ ，９８ ．５８％ ，９８ ．１１％ ，９７ ．８６％ ，９８ ．２２％ respectively ．The RSDs of recovery were all less than ２ ．０％ ．Conclusion 　

This method is simple ，accurate ，with good separation ，high sensitivity for the assay of multiple components in Xianlinggubao
capsule ．
　 　 ［Key words］ 　 HPLC ；Xianlinggubao capsule ；Icariine ；Epimedin C ；asperosaponin Ⅵ ；psoralen ；angelicin

　 　仙灵骨葆胶囊是具有贵州特色的苗药 ，是一种

主要用于治疗老年骨质疏松的中药制剂 ，收载于枟国

家中成药标准汇编（骨伤科分册）枠 。仙灵骨葆胶囊

由淫羊藿 、续断 、补骨脂 、丹参 、知母和地黄六味中药

组成 ，具有滋补肝肾 ，接骨续筋 ，强筋健骨的功效 ，可

用于肝肾不足 、瘀血阻络所致骨质疏松症的治疗［１］
。

方中以淫羊藿补肾壮阳为主药 ，主含淫羊藿苷和朝

藿定 C ；续断主含川续断皂苷 Ⅵ ，具有补肝肾 、强筋

骨 、调血脉 、续折伤之功 ，补骨脂主含补骨脂素和异

补骨脂素 ，具温阳补肾之功 ，共为辅药 。目前文献多

以淫羊藿苷 、朝藿定 C 等进行定量研究 ，或以川续

断皂苷 Ⅵ 、补骨脂素等分别进行研究［２唱７］
，为更有效

地控制本品质量 ，本实验采用多波长 HPLC 法同时
测定方中主药及辅药所含的 ５ 种有效成分的含量 ，

并进行方法学研究 ，结果操作简便 、分离良好 、数据

准确 ，能显著提高工作效率 ，为以后该品种质量标准

的提高提供参考 。

1 　仪器与材料

　 　安捷伦 １２００型高效液相色谱仪（美国安捷伦有

限公司 ，包括 VWD 、DAD 检测器） ；XS１０５Du 电子
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天平（梅特勒唱托利多公司） ，DS唱３５０L 超声波萃取仪
（福州德森精工有限公司） ，DQ５ 超纯水制水机（密

里博中国有限公司） 。 甲醇（分析纯） ，超纯水自制 ，

乙腈［色谱纯 ，默克化工技术（上海）有限公司］ 。淫

羊藿苷（批号 ：１１０７３７唱２００４１５ ，含量按 １００％ 计） 、朝

藿定 C（批号 ：１１１７８０唱２００８０１ ，含量按 ９９ ．１％ 计） 、川

续断皂苷 Ⅵ （批号 ：１１１６８５唱２００８０２ ，含量 ９２ ．５％

计） ，补骨脂素 （批号 ：１１０７３９唱２０１１１５ ，含量 ９９ ．３％

计） ，异补骨脂素（批号 ：１１０７３８唱２０１０１２ ，含量 １００％

计） ，以上对照品均由中国食品药品检定研究院提

供 。仙灵骨葆胶囊（贵州同济堂制药有限公司 ，批

号 ：１５０５０２８ 、１４０６０５３ 、１５０４０５１ 、１５０５０２４ 、１４０７０１６） 。

2 　方法与结果

2 ．1 　色谱条件 　色谱柱 ：月旭 Ultimate ○R XB唱C１８柱

（２５０ mm × ４ ．５ mm ，５ μm ） ；流动相 ：乙腈 （A ）唱水
（B ） ，梯度洗脱 ：０ ～ ３０ min ，５％ ～ ６０％ A ，３０ ～

３５ min ，６０％ ～ ８０％ A ，３５ ～ ４０ min ，８０％ A ，４０ ～

４５ min ，８０％ ～ ５％ A ；检测波长 ：０ ～ ２３ min ，

２１２ nm ，２４ ～ ４５ min ，２４６ nm ；流速 ：１ ．０ ml ；柱温 ：

２５ ℃ ，进样量 ：５ μl 。 按上述色谱条件 ，各指标成分

分离度均大于 １ ．５ ，按川续断皂苷 Ⅵ 峰计算理论塔

板数不低于 ５ ０００ 。

2 ．2 　溶液的制备
2 ．2 ．1 　对 照 品 溶 液 　精 密 称 取 淫 羊 藿 苷

１０ ．２５ mg ，置 ２５ ml量瓶中 ，加甲醇溶解并稀释至刻

度 ，摇匀 ，得 A储备液 ；朝藿定 C ２８ ．０５ mg ，置 ２５ ml
量瓶中 ，加甲醇溶解并稀释至刻度 ，摇匀 ，得 B储备
液 ；川续断皂苷 Ⅵ １５ ．５８ mg ，置 １０ ml量瓶中 ，加甲

醇溶解并稀释至刻度 ，摇匀 ，得 C储备液 ；补骨脂素

１３ ．５５ mg 、异补骨脂素 １６ ．６０ mg ，置同一 ５０ ml量
瓶中 ，加甲醇溶解并稀释至刻度 ，摇匀 ，得 D 储备
液 。再精密量取 A 储备液 １ ml 、B储备液 ２ ．５ ml 、C
储备液 ５ ml 、D储备液 １ ml ，置同一 ２５ ml 量瓶中 ，

加甲醇稀释至刻度 ，摇匀 ，即得对照品溶液 。

2 ．2 ．2 　供试品溶液 　取供试品内容物约 １ g ，置具
塞锥形瓶中 ，精密加入甲醇 ５０ ml ，称定重量 ，超声

处理（功率 １４０ W ，频率 ４２ kHz）４５ min ，放冷 ，再称

定重量 ，用甲醇补足减失的重量 ，摇匀 ，滤过 ，取续滤

液 ，即得 。

2 ．2 ．3 　阴性对照溶液 　按处方比例及制法制备不

含淫羊藿 、续断及补骨脂的粉末 ，按“２ ．２ ．２”项下同

法提取 ，得阴性对照溶液 。

2 ．3 　 线性关系考察 　 分别精密吸取对照品溶液

０畅５ 、１ 、２ 、５ 、１０ 、２０ μl ，按上述色谱条件进样测定 ，以

峰面积（Y ）为纵坐标 ，以各指标成分的量（X／μg）为
横坐标绘制曲线 ，得回归方程分别为 ：淫羊藿苷 Y ＝

２ ２００ ．０ X － ２ ．８６６ （ r ＝ ０ ．９９９ ５ ） 、朝藿定 C Y ＝

１ ９５５ ．０ X ＋ ２２ ．２４（ r ＝ ０ ．９９９ ６）川续断皂苷 Ⅵ Y ＝

２０９ ．６ X ＋ ４ ．２５０ （ r ＝ ０ ．９９９ ６ ） 、补骨脂素 Y ＝

８ ９７９ ．６ X ＋ １３ ．９２（ r ＝ ０ ．９９８ ０） 、异补骨脂素 Y ＝

８ ４０３ ．５ X ＋ ３ ．０６８（r ＝ ０ ．９９８ ５） ，结果表明 ，各成分

的进样量淫羊藿苷在 ０ ．００８ ２ ～ ０ ．３２８ μg 、朝藿定 C
在 ０ ．０５５ ６ ～ ２ ．２２４ μg 、川续断皂苷 Ⅵ在 ０ ．１４４ １ ～

５ ．７６４ μg 、补骨脂素在 ０ ．００５ ４ ～ ０ ．２１５ ２ μg 、异补骨
脂素在 ０ ．００６ ６ ～ ０ ．２６５ ６ μg 范围内呈良好的线性
关系 。

2 ．4 　精密度试验 　精密吸取对照品溶液 ５ μl ，连续
进样 ６次 ，分别计算峰面积相对标准偏差 ，结果淫羊

藿苷的 RSD 为 １ ．３６％ 、朝藿定 C 的 RSD 为
０畅７１％ ；续断皂苷 Ⅵ的 RSD为 ０ ．９２％ 、补骨脂素的

RSD为 １ ．０５％ 、异补骨脂素的 RSD为 ０ ．９９％ ，表明

其精密度良好 。

2 ．5 　专属性试验 　精密吸取阴性对照溶液 ５ μl ，按
上述色谱条件测定 。结果阴性对照分别在淫羊藿

苷 、朝藿定 C 、川续断皂苷 Ⅵ 、补骨脂素及异补骨脂

素相应的保留时间处无干扰 ，见图 １ 。

2 ．6 　稳定性试验 　取同一供试品（批号 ：１５０５０２８） ，

按“２ ．２ ．２”项下方法同法制备供试品溶液 ，室温下放

置 ，分别在 ０ 、２ 、４ 、８ 、１２ 、１６ 、２４ h测定含量 ，结果淫

羊藿苷 、朝藿定 C 、川续断皂苷 Ⅵ 、补骨脂素及异补

骨脂素的 RSD 分别为 １畅３１％ 、１畅０５％ 、１畅２９％ 、

１畅６５％ 、１畅９４％ ，结果表明供试品溶液在２４ h内稳定
性良好 。

2 ．7 　重复性试验 　取同一供试品（批号 ：１５０５０２８）６

份 ，按“２畅２畅２”项下方法同法制备供试品溶液 ，按上

述色谱条件测定含量 ，结果淫羊藿苷 、朝藿定 C 、川
续断皂苷 Ⅵ 、补骨脂素及异补骨脂素的 RSD分别为
２畅１８％ 、１畅９６％ 、１畅８７％ 、２畅０５％ 、２畅１４％ ，表明该方

法重复性良好 。

2 ．8 　回收率试验 　 精密称取已知含量的同批号供

试品 （批号 ：１５０５０２８）６ 份 （２ 份为一组） ，每份约

０畅５ g ，分别加入 A 储备液 １ 、２ 、３ ml ，B储备液 １ 、３ 、

５ ml ，C储备液 １ 、３ 、５ ml ，D 储备液 １ 、２ 、３ ml ，再精
密加入甲醇 ５０ ml ，按“２畅２畅２”项下方法制备供试品

溶液 ，供回收率试验用 ，按上述色谱条件测定 ，结果

淫羊藿苷 、朝藿定 C 、川续断皂苷 Ⅵ 、补骨脂素及异

补骨脂素的平均回收率分别为 ９７畅５９％ 、９８畅５８％ 、

９８畅１１％ 、９７畅８６％ 、９８畅２２％ ，RSD 分别为 １畅０９％ 、

１畅１４％ 、１畅２９％ 、０畅９３％ 、１畅０７％ ，见表 １ 。
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图 1 　仙灵骨葆胶囊的 HPLC图
A ．对照品 ；B ．供试品 ；C ．阴性对照

１ ．朝藿定 C ；２ ．淫羊藿苷 ；３ ．川续断皂苷 Ⅵ ；４ ．补骨脂素 ；５ ．异补骨脂素

表 1 　仙灵骨葆胶囊中 5种成分的加样回收率试验结果（n＝ ６）

成分 　 　
样品量
（m／g）

样品中含量
（m／mg）

加入量
（m／mg）

测得量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

淫羊藿苷 ０ 苘．５１２ １ ０  ．７３２ ３ ０ X．４１０ ０ １ 枛．１３２ ８ ９７  ．６８ ９７ ]．５９ １ 噰．０９

０ 苘．５０１ ９ ０  ．７１７ ７ ０ X．４１０ ０ １ 枛．１１７ ９ ９７  ．６１

０ 苘．５３１ ２ ０  ．７５９ ６ ０ X．８２０ ０ １ 枛．５７１ ４ ９９  ．００

０ 苘．５０９ ４ ０  ．７２８ ４ ０ X．８２０ ０ １ 枛．５２１ ７ ９６  ．７４

０ 苘．５１９ ４ ０  ．７４２ ７ １ X．２３０ ０ １ 枛．９２４ ６ ９６  ．０９

０ 苘．５２１ ６ ０  ．７４５ ９ １ X．２３０ ０ １ 枛．９５６ ４ ９８  ．４１

朝藿定 C ０ 苘．５１２ １ ３  ．６９７ ４ １ X．１１１ ９ ４ 枛．７８９ ５ ９８  ．２２ ９８ ]．５８ １ 噰．１４

０ 苘．５０１ ９ ３  ．６２３ ７ １ X．１１１ ９ ４ 枛．７３４ ８ ９９  ．９３

０ 苘．５３１ ２ ３  ．８３５ ３ ３ X．３３５ ７ ７ 枛．０５９ ４ ９６  ．６６

０ 苘．５０９ ４ ３  ．６７７ ９ ３ X．３３５ ７ ６ 枛．９９１ ６ ９９  ．３４

０ 苘．５１９ ４ ３  ．７５０ １ ５ X．５５９ ５ ９ 枛．２４８ ６ ９８  ．９０

０ 苘．５２１ ６ ３  ．７６６ ０ ５ X．５５９ ５ ９ 枛．２３７ ３ ９８  ．４１

川续断皂苷 Ⅵ ０ 苘．５１２ １ ４  ．４１４ ３ １ X．４１１ ２ ５ 枛．７８５６ ９７  ．１７ ９８ ]．１１ １ 噰．２９

０ 苘．５０１ ９ ４  ．３２６ ４ １ X．４１１ ２ ５ 枛．６８６ ５ ９６  ．３８

０ 苘．５３１ ２ ４  ．５７８ ９ ４ X．２３３ ６ ８ 枛．７６５ ２ ９８  ．８８

０ 苘．５０９ ４ ４  ．３９１ ０ ４ X．２３３ ６ ８ 枛．５２１ ４ ９７  ．５６

０ 苘．５１９ ４ ４  ．４７７ ２ ７ X．０５６ ０ １１ 枛．４５９ ３ ９８  ．９５

０ 苘．５２１ ６ ４  ．４９６ ２ ７ X．０５６ ０ １１ 枛．５３２ ４ ９９  ．７２

补骨脂素 ０ 苘．５１２ １ ０  ．３２２ ６ ０ X．２６９ １ ０ 枛．５８６ ５ ９８  ．０６ ９７ ]．８６ ０ 噰．９３

０ 苘．５０１ ９ ０  ．３１６ ２ ０ X．２６９ １ ０ 枛．５７４ ６ ９６  ．０２

０ 苘．５３１ ２ ０  ．３３４ ７ ０ X．５３８ ２ ０ 枛．８６３ ５ ９８  ．２６

０ 苘．５０９ ４ ０  ．３２０ ９ ０ X．５３８ ２ ０ 枛．８５０ １ ９８  ．３２

０ 苘．５１９ ４ ０  ．３２７ ２ ０ X．８０７ ３ １ 枛．１２１ ４ ９８  ．３７

０ 苘．５２１ ６ ０  ．３２８ ６ ０ X．８０７ ３ １ 枛．１２０ ９ ９８  ．１４

异补骨脂素 ０ 苘．５１２ １ ０  ．３５３ ３ ０ X．３３２ ０ ０ 枛．６８０ ６ ９８  ．５７ ９８ ]．２２ １ 噰．０７

０ 苘．５０１ ９ ０  ．３４６ ３ ０ X．３３２ ０ ０ 枛．６７４ １ ９８  ．７３

０ 苘．５３１ ２ ０  ．３６６ ５ ０ X．６６４ ０ １ 枛．００５ ６ ９６  ．２５

０ 苘．５０９ ４ ０  ．３５１ ５ ０ X．６６４ ０ １ 枛．００１ ７ ９７  ．９２

０ 苘．５１９ ４ ０  ．３５８ ４ ０ X．９９６ ０ １ 枛．３４６ １ ９９  ．１７

０ 苘．５２１ ６ ０  ．３５９ ９ ０ X．９９６ ０ １ 枛．３４２ ９ ９８  ．６９

2 ．9 　样品测定结果 　取 ３批供试品按“２ ．２ ．２”项下

方法制备供试品溶液 ，进行测定 ，结果见表 ２ 。

3 　讨论

3 ．1 　流动相及梯度程序的选择 　 流动相曾选择甲

醇唱０畅５％ 磷酸 、乙腈唱０畅５％ 磷酸 、乙腈唱水 、甲醇唱水等

系统 ，进行不同梯度洗脱试验 ，由于处方中丹参酮类

等强保留成分的干扰影响 ，以及考虑指标峰的保留

时间 、峰型 、分离度等因素 ，本研究选择乙腈唱水系统

进行梯度洗脱 ，并在 ３０ min后增加乙腈至 ８０％ 进

行洗脱 ，在此条件下 ，各检测指标成分分离度 、峰型

良好 ，４５ min后基本无其他杂质峰 ，能为淫羊藿苷 、

朝藿定 C 、川续断皂苷 Ⅵ 、补骨脂素及异补骨脂素的

定性 、定量提供较好的色谱条件 。

3 ．2 　检测波长的选择 　取上述对照品溶液在４００ ～
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表 2 　仙灵骨葆胶囊中 5种成分的含量测定结果（mg ／g）

样品批号 淫羊藿苷 朝藿定 C 川续断
皂苷 Ⅵ

补骨脂素
异补骨
脂素

１５０５０２８  １ "．４３ ７ 摀．２２ ８  ．６２ ０ u．６３ ０ 骀．６９

１４０６０５３  １ "．０１ ６ 摀．７９ ７  ．１６ ０ u．８９ ０ 骀．９３

１５０４０５１  １ "．３７ ７ 摀．８８ ９  ．３１ ０ u．７６ ０ 骀．７８

１５０５０２４  １ "．１０ ７ 摀．３８ ８  ．２６ ０ u．８１ ０ 骀．９３

１４０７０１６  ０ "．９１ ６ 摀．０７ ８  ．９４ ０ u．７９ ０ 骀．８６

２００ nm波长范围内进行扫描 ，结果检测波长淫羊藿

苷及朝藿定 C在 ２７０ nm 、川续断皂苷 Ⅵ在 ２１２ nm 、

补骨脂素及异补骨脂素在 ２４６ nm 处有最大吸收 。

由于淫羊藿苷与川续断皂苷 Ⅵ 保留时间较接近 ，比

较淫羊藿苷及朝藿定 C 对照品溶液在 ２７０ nm 和
２１２ nm波长下的响应及含量 ，结果在 ２１２ nm 波长
处检测对结果无影响 。另按上述色谱条件 ，川续断

皂苷 Ⅵ峰的保留时间在 ２１畅７ min ，补骨脂素及异补
骨脂素峰保留时间分别为 ２５畅９ 、２６畅５ min ，故选择
在２３ min处变换检测波长为 ２４６ nm 。研究过程中

使用了 Zorbax SB唱C１８柱 、岛津 ODS唱VP C１８柱 、菲罗

门 Luna唱C１８柱进行试验 ，结果各指标峰分离度均符

合 HPLC要求 ，变换波长的时间为川续断皂苷 Ⅵ峰

的保留时间增加 １ min ，即可顺利进行实验 。

3 ．3 　提取方法和溶剂的选择 　 根据检测指标成分

的溶解性 ，并参照文献［２唱６］选择稀乙醇 、６５％ 甲醇 、甲

醇等进行超声处理 ，并考察了不同时间及不同溶剂

体积的结果 ，结果表明 ，采用甲醇 ５０ ml 超声处理
４５ min的提取效果最佳 。

　 　续断 、补骨脂为温阳补肾 、强筋健骨的要药 ，在

仙灵骨葆胶囊处方中起到滋补肝肾 ，接骨续筋 ，强筋

健骨的作用 ，文献［７］提到多指标成分研究也是两个

系统分别控制续断及补骨脂的检测方法 。本研究使

用一个系统对多指标成分进行测定 ，方法准确可靠 ，

既能显著提高效率 ，又能节约有机溶剂 ，更为环保 ，

并为进一步研究一测多评方法提供参考 。
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