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益肾蠲痹丸（浓缩）系根据益肾蠲痹水丸重新改剂型研制

而成的八类中药新药。在原益肾蠲痹水丸标准中，仅以采用

薄层扫描法测定延胡索乙素作为控制本品质量的定量指标，

但该方法操作烦琐、重复性差。为提高其质量监控水平，本试

验拟增加其含量测定项。淫羊藿为方中君药之一，具有补肾

阳、强筋骨、祛风湿的作用，与本品功能主治相对应，而淫羊藿

苷为淫羊藿中的主要有效成分之一。因此，本试验增加淫羊

藿苷为控制本品质量的定量指标成分，在参考文献[1-4]基础上，

采用高效液相色谱（HPLC）法对其进行测定。

1 材料
1.1 仪器

1100型HPLC仪，含四元梯度泵、紫外-可见检测器、化学

工作站等（美国惠普公司）；CP124S 型电子分析天平（德国

Sartorius公司）；KH-300 DE型数控超声波提取仪（昆山禾创超

声仪器有限公司，功率：300 W，频率：40 kHz）。

1.2 药品与试剂

益肾蠲痹丸（浓缩）（江苏正大清江药业有限公司制剂室

提供，批号：20110405、20110408、20110411）；淫羊藿苷对照品

（中国食品药品检定研究院，批号：110737-200415，供含量测定

用）；甲醇、乙腈均为色谱纯，石油醚（60～90 ℃）、氨水、醋酸

铵、冰醋酸均为分析纯，水为天磁纯净水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙

腈-水（30 ∶ 70，V/V）；流速：1.0 ml/min；柱温：35 ℃；检测波长：

270 nm。在该色谱条件下，分别取供试品溶液、对照品溶液、

阴性对照溶液各20 µl，注入液相色谱仪，记录色谱图。结果表

明，阴性对照在淫羊藿苷色谱峰位置处无相应峰出现；供试品

中主峰与其相邻色谱峰均能达到基线分离；理论板数按淫羊

藿苷峰计算应不低于20 000。色谱见图1。

2.2 溶液的制备
2.2.1 对照品溶液的制备 精密称取淫羊藿苷对照品 10.16
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摘 要 目的：建立测定益肾蠲痹丸中淫羊藿苷含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Kromasil C18（250 mm×4.6

mm，5 μm），流动相为乙腈-水（30 ∶ 70，V/V），流速为 1.0 ml/min，柱温为 35 ℃，检测波长为 270 nm。结果：淫羊藿苷的进样量在

0.081 3～1.219 2 μg范围内与其峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 5）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD均＜2％；平均

加样回收率为100.66％，RSD＝1.92％（n＝9）。结论：该方法简便、准确、重复性好，可有效控制益肾蠲痹丸的质量。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of icariin in Yishen juanbi pills. METHODS：

HPLC method was adopted. The determination was performed on Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）column with mobile phase

consisted of acetonitrile-water（30 ∶ 70，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min. The column temperature was 35 ℃，and the detection

wavelength was set at 270 nm. RESULTS：The linear range of icariin were 0.081 3-1.219 2 μg（r＝0.999 5）with an average recov-

ery of 100.66％（RSD＝1.92％，n＝9）. The RSDs of precision，reproducibility and stability tests were lower than 2％ .CONCLU-

SIONS：The method is simple，accurate and reproducible，and it can be used for the quality control of Yishen juanbi pills.
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图1 高效液相色谱图
A.淫羊藿苷对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.淫羊藿苷

Fig 1 HPLC chromatograms
A. icariin control；B. test sample；C. negative control；1.icariin
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mg，置50 ml量瓶中，加70％甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作
为对照品贮备液（0.203 2 mg/ml）。精密吸取该对照品贮备液
1 ml，置 10 ml量瓶中，加 70％甲醇稀释至刻度，摇匀，作为对
照品溶液（20.32 μg/ml）。

2.2.2 供试品溶液的制备 取本品研细，取约 0.3 g，精密称
定，置 25 ml量瓶中，加入 70％甲醇适量，超声处理 20 min，取
出，放至室温，用70％甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，

作为供试品溶液。

2.2.3 阴性对照溶液的制备 按本品处方及工艺制备淫羊藿
缺味样品，照“2.2.2”项下方法制备阴性对照溶液。

2.3 线性关系考察
分别精密量取对照品贮备液（0.203 2 mg/ml）0.2、0.5、1.0、

2.0、3.0 ml，置10 ml量瓶中，用70％甲醇稀释至刻度，摇匀，配
制成系列标准溶液，按上述色谱条件分别进样20 µl测定，记录
峰面积。以对照品的质量浓度（x）为横坐标，峰面积积分值（y）

为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程为 y＝2.839 2×103x+

1.931 4×10（r＝0.999 5，n＝5）。结果表明，淫羊藿苷的进样量在
0.081 3～1.219 2 μg范围内与其峰面积积分值呈良好的线性关系。

2.4 精密度试验
精密量取对照品贮备液（0.203 2 mg/ml）适量，按上述色谱

条件连续进样 6次，每次 20 μl，记录峰面积。结果，RSD＝

1.83％（n＝6）。表明仪器精密度良好。

2.5 稳定性试验
取本品0.3 g，精密称定，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液。取对照品溶液（20.32 μg/ml）和供试品溶液各 20 μl，分别
于 0、2、4、6、8、15 h 按上述色谱条件进样测定，记录峰面积。

结果，对照品的平均峰面积积分值为932.1，RSD＝1.31％（n＝

6）；供试品的平均峰面积积分值为 900.0，RSD＝1.79％（n＝

6），表明对照品溶液和供试品溶液在室温放置15 h内稳定。

2.6 重复性试验
取本品（批号：20110405）研细，精密称取 6份，每份 0.3 g，

分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，照上述色谱条件进
样测定，记录峰面积。结果，每 1 g 样品中平均含淫羊藿苷
1.612 0 mg，RSD＝1.67％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.7 加样回收率试验
取本品（批号：20110405）约 0.15 g，置 25 ml 量瓶中，共 9

份，每 3份为一组，分别加入质量浓度为 0.203 2 mg/ml的对照
品贮备液1.0、1.2、1.5 ml，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，

照上述色谱条件进样测定，记录峰面积，计算加样回收率，结
果见表1。

2.8 样品含量测定
取 3批样品（批号：20110405、20110408、20110411）各适

量，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，在上述色谱条
件下进样测定，记录峰面积，以峰面积计算样品中淫羊藿苷
的含量，结果见表 2。

3批放大样品所用淫羊藿药材中淫羊藿苷的平均质量分
数为1.06％，样品平均含量为1.766 0 mg/g，由此计算可得本品
中淫羊藿苷的提取率约为 80％。根据 2010年版《中国药典》

（一部）对淫羊藿药材中淫羊藿苷含量限度（按干燥品计，不得少
于0.50％）的规定，将3批样品的淫羊藿苷提取转移率以80％计
算，暂定本品中含淫羊藿以淫羊藿苷计不得少于0.800 0 mg/g。

3 讨论
3.1 检测波长的选择

取淫羊藿苷对照品溶液，在200～400 nm波长范围内进行

紫外吸收光谱扫描，发现其在 270 nm 波长处有最大吸收峰。

因此，选择270 nm作为检测波长。经过测试，流动相的吸光度
为0.05，符合2010年版《中国药典》（一部）附录ⅤA[1]的要求。

3.2 提取溶剂的考察
分别取 75％乙醇、95％乙醇、甲醇、30％甲醇、50％甲醇、

70％甲醇作为提取溶剂提取样品，考察提取结果。结果发现，

95％乙醇超声提取不完全；甲醇、30％甲醇的提取量较少；

70％甲醇、50％甲醇、75％乙醇超声提取20 min的含量无明显
差异，但 50％甲醇溶液颜色较深，所含杂质较多。综合考虑，

选择70％甲醇作为提取溶剂。

3.3 色谱条件的考察
通过预试验初步确定了色谱条件——流动相：乙腈-水

（30 ∶ 70，V/V）；检测波长：270 nm；流速：1.0 ml/min；柱温：

35 ℃。在此基础上，分别考察了流动相配比、色谱柱类型、柱
温、流速及检测波长小有变动时对测量结果的影响程度。结果，

柱温为37、35、32 ℃时，淫羊藿苷的含量（mg/g）分别为1.730 2、

1.628 4、1.779 8；流速为 0.9、1.1 ml/min 时，淫羊藿苷的含量
（mg/g）分别为 1.696 8、1.694 7；检测波长为 273、268 nm时，淫
羊藿苷的含量（mg/g）分别为1.705 5、1.715 4；流动相配比为乙
腈-水（30 ∶ 70，V/V）、乙腈-水（29 ∶ 71，V/V）、乙腈-水（28 ∶ 72，V/

V）时，淫羊藿苷的含量（mg/g）分别为1.841 1、1.815 1、1.799 1。

试验结果表明，流动相为乙腈-水（30 ∶ 70，V/V）、流速为 1.0 ml/

min、检测波长为270 nm、柱温控制在35 ℃，色谱图基线平稳，

淫羊藿苷主峰峰面积较大且与杂质峰能达到完全分离。综上

所述，本方法具有分离效果好、简便、准确、重复性好等优点，

可有效控制益肾蠲痹丸（浓缩）的质量。
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表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

称样量，mg

144.94

150.38

152.38

146.26

153.25

153.25

150.05

150.55

156.61

样品含量，mg

0.233 6

0.242 4

0.245 6

0.235 8

0.247 0

0.247 0

0.241 9

0.242 7

0.252 5

加入量，mg

0.203 2

0.203 2

0.203 2

0.243 8

0.243 8

0.243 8

0.304 8

0.304 8

0.304 8

测得量，mg

0.432 9

0.443 1

0.454 3

0.475 4

0.493 8

0.494 8

0.552 3

0.548 3

0.567 2

回收率，％
98.03

98.75

102.68

98.28

101.20

101.62

101.84

100.26

103.26

x，％

100.66

RSD，％

1.92

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of content determination of samples（n＝3）

批号

20110405

20110408

20110411

含量，mg/g

1

1.772 3

1.747 5

1.741 9

2

1.796 0

1.763 7

1.774 5

3

1.784 3

1.755 6

1.758 2

平均值
1.784 2

1.755 6

1.758 2

x，mg/g

1.766 0
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