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高效液相色谱法同时测定中药材虎掌南星的核苷类成分
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摘要：建立了高效液相色谱同时测定中药材虎掌南星中核苷类活性成分（腺嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、胸腺嘧

啶、腺苷、鸟苷）含量的方法。以 >567*"?@7:* A#%色谱柱（#-" 44 . * $ ( 44，- !4）分离，以乙腈 3水（含 "/ #B 甲
酸）为流动相，梯度洗脱，在 !-* (4 下检测，腺嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷及鸟苷分别在 #/ ( ’ -" 4C / > 范围内、
胸腺嘧啶和腺苷分别在 #/ ! ’ *" 4C / > 范围内的线性关系良好，相关系数均大于 "/ $$$ -，加标回收率为 $%/ $B ’
#"#/ !B，相对标准偏差均小于 &B。方法学考察结果显示符合含量测定要求，并应用于不同产地虎掌南星的测定。
该方法操作简便、快速，结果可靠，重现性好，可作为虎掌南星质量评价的参考依据。
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, , 虎掌南星又名掌叶半夏，为天南星科半夏属植
物掌叶半夏（5%#)66%" 7)3",%+)4," 067"99）的干燥块
茎，味苦、辛，性温，有毒，归肺、肝、脾经［#］，具有降

逆止呕、燥湿化痰、祛风定惊、消痞散结的功效［!］，

含有生物碱类、苷类、二肽类、氨基酸、凝集素、甾醇

类、脂肪酸、糖、微量元素、核苷等成分［&］，始载于

《神农本草经》，尚未收载于《中国药典》，但在安徽、

河北、四川等地有大面积的种植，个小者常被当作天

南 星 科 半 夏 属 植 物 半 夏（ 5%#)66%" ,)*#",)
（Q7)(L$）<*:59$），而大多被作为天南星科天南星
属植物天南星（81%9.:" ;*%+"):",%+）的主流商品
使用，自古使用多混乱。核苷类成分大多具有抗菌、
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抗病毒、抗肿瘤活性［#］，迄今，就虎掌南星质量的研

究报道尚少，尚未见有测定有关核苷类活性成分含

量的报道。目前，核苷类成分含量的测定方法有高

效液 相 色 谱 法（ !"#$）［$ % &&］和 毛 细 管 电 泳 法

（$%）［&! % &#］。本课题组研究前期以超高效液相色

谱&电喷雾四极杆&飞行时间串联质谱（’"#$&%()&
* + ,-. /(）对虎掌南星进行定性分析，结果显示其
含有嘌呤、嘧啶碱基与腺苷、鸟苷等多个核苷成分。

本文以 !"#$ 建立同时测定 ’ 个嘌呤、嘧啶、核苷成
分的方法，测定虎掌南星的核苷类成分含量，以期为

药材水溶性成分的进一步研究奠定基础，同时为其

质量评价提供参考依据。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与材料
( ( 012345 677819:3 !)"$ !"#$ 仪（美国 012345
公司），配 012345 !"") 光电二极管阵列检测器
（";6）和 012345 %<=>?34 色谱工作站。
( ( 乙腈、甲酸为色谱纯（/%@$A 公司），水为超纯
水（由 /8778=>43 纯水器制备）。对照品：腺嘌呤、次
黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、胸腺嘧啶、腺苷、鸟苷为分析

纯（含量均大于 ""* $B，美国 (8C<1 公司）。
( ( 虎掌南星（&+ 批次，产地为河北、河南、安徽、四
川、山东、陕西、吉林，经南京中医药大学药植专家谈

献和教授鉴定为天南星科半夏属植物掌叶半夏的块

茎）。

! ! #" 实验方法
! ! # ! !" 对照品储备液的配制
( ( 取置干燥器中 #, D 以上的各对照品 &+ <C，精
密称定，分别置于 &+ <# 容量瓶中，加水溶解并定
容，摇匀，得各对照品储备液。

! ! # ! #" 供试品溶液的制备
( ( 取虎掌南星药材粉末（过 )+ 目筛）约 +* ) C，精
密称定，置于 $+ <# 具塞锥形瓶中，精密加入 &+ <#
水，称定质量，超声处理（频率 #+ E!F，功率 !$+ 0）
#$ <89，放冷，再称定质量，用水补足减失的质量，摇
匀。取适量溶液离心 $ <89（&$ +++ 4 + <89），取上清
液，供 !"#$ 测定。
! ! # ! $" 色谱条件
( ( 色谱柱：#8:D4>5=D34 $&, 柱（ &$+ << - #* )
<<，$ !<）；流动相：乙腈（含 +* &B 甲酸）（6）和
水（含 +* &B 甲酸）（G）体系。梯度洗脱：+ . ) <89，
&++B G；) . !$ <89，&++B G . "+B G；!$ . !"
<89，"+B G . ’$B G；流速：&* + <# + <89；检测波
长：!$# 9<；柱温：/+ H；进样量：!+ !#。

#" 结果与讨论

# ! !" 方法的建立
# ! ! ! !" 色谱条件的选择
( ( 分析 ’ 个成分的紫外光谱（图 &），综合考虑检
测时各色谱峰的响应和干扰因素，选择 !$# 9< 为
检测波长。

图 !" （"）对照品和（#）样品的高效液相色谱图与紫外光谱图
$%&! !" ’()* +,-./"0.&-"/1 "23 45 167+0-" .8（"）

-787-72+7 19#10"2+71 "23（#）" 1"/6:7
( "31E5：& I 1J39893；! I DK=>L192D893；/ I L192D893；# I M48&
J893；$ I 2DK<893；) I 1J39>5893；’ I CM19>5893I

( ( 分别试验以甲醇和水、乙腈和水体系为流动相，
结果显示，乙腈和水体系较佳。试验显示在体系中

加酸可改善峰形，通过条件优化，以甲酸加入量

+* &B 时为宜。优化梯度程序，显示在 ) <89 内维持
&++B 的水相，可使腺嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷
达到基线分离；在 &" <89 内水相比例匀速降至
"+B，可使腺苷、鸟苷在 &$ <89 内出峰并基线分离；
随后在 # <89 内将乙腈比例升至 !$B，以使溶液中
极性稍小的组分尽快流出。分别试验流速大小和柱

温高低对峰形和分离度的影响，结果显示以流速为

& <# + <89、柱温为 /+ H的条件为宜。对照品与样
品色谱图见图 &，理论塔板数均大于 / +++，与相邻

·#,·
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色谱峰的分离度均大于 "# $。样品的色谱图显示腺
苷峰较小，胸腺嘧啶低于检出限。

! ! " ! !# 供试品前处理方法的优化
! ! 试验用水、%&! 乙醇、$&! 乙醇、’&! 乙醇提取，
结果显示水的提取效率最高，因此选择水作为提取

溶剂。试验比较了超声提取法与回流提取法，结果

显示前者更为适宜。分别分析药材与水的质量比为

"( $&、"( )$、"( "& 时的提取液，结果显示 % 种料液比
的提取液中各成分提取率的相对标准偏差（"#$）
均在 %! 以内，考虑各色谱峰面积大小的适宜性及
操作的方便性，本法采用在 &# * % 药材中精密加入
"& &’ 水的方法。通过对超声时间的考察，确定超
声提取时间为 +$ &()。

! ! !# 方法学考察
! ! ! ! "# 线性范围和检出限
! ! 分别精密量取各对照品储备液适量，置于 "&
&’ 容量瓶中，加水定容，摇匀，得对照品混合溶液，
腺嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、胸腺嘧啶、腺苷、鸟

苷的质量浓度依次为 $&# )%、$&# ’$、$&# %&、$"# $&、
%*# *,、%,# -+、$&# ’& &% * ’；采用二倍稀释法连续稀
释 $ 次，分别得 +"、+)、+%、++、+$、+* 系列对照品
溶液。以 "# )# % 节条件对其进行分析，以峰面积
（!）对对照品质量浓度（"，&% * ’）用最小二乘法进
行线性回归。对质量浓度最低的溶液（+"）逐步稀
释，以信噪比（# $ %）约为 "& 计定量限（’,-），以 # $
% 约为 % 计检出限（’,$），结果见表 "。

表 "# $ 种核苷类成分的回归方程、相关系数、线性范围、定量限和检出限
"#$%& "# ’&()&**+,- &./#0+,-*，1,))&%#0+,- 1,&22+1+&-0*（ !!），%+-&#) )#-(&*，%+3+0* ,2 ./#-0+2+1#0+,-（456）

#-7 %+3+0* ,2 7&0&10+,-（458）,2 *&9&- -/1%&,*+7&*

./&0/1)2 "3%4355(/) 36178(/) &) ’()374 47)%3 *（&% * ’） ’,- *（&% * ’） ’,$ *（&% * ’）
923)()3 ! . ,***&" / )")" : * & : ,,,, " : * / $& : ) & : "$ & : &$
;<0/=7)8>()3 ! . $$’*+" / "%,* : * & : ,,,, " : * / $& : - & : % & : "
?7)8>()3 ! . %’%$*" / "*-$ : * & : ,,,, " : * / $& : % & : % & : "
@4(2()3 ! . +)&"’" / "*%, : - & : ,,,, " : * / $" : $ & : % & : "
A><&()3 ! . $*$%," / )&&" : - & : ,,,- " : ) / %, : ’ & : % & : "
923)/5()3 ! . $’-%)" / "$$& : + & : ,,,, " : ) / %, : - & : % & : "
B17)/5()3 ! . +,,)+" / ",’, : * & : ,,,, " : * / $& : ’ & : % & : "
!：037C 7437；"：&755 D/)D3)8478(/)，&% * ’:

! ! ! ! !# 重复性
! ! 取 )# )# " 节配制的 ++ 溶液，连续进样 * 次分
析，计算各成分对应的色谱峰面积的 "#$，结果显
示 "#$ 均小于 "# &!（见表 )），说明色谱系统重复
性良好。

表 !# 方法的重复性和稳定性
"#$%& !# ’&:&#0#$+%+0; #-7 *0#$+%+0; ,2 0<& 3&0<,7 !

./&0/1)2
"303787E(F(8<（’ . *）
#<583& G38>/2

#87E(F(8<
（’ . ’）

923)()3 " : & ) : ) & : -
;<0/=7)8>()3 & : ’ ) : , ) : $
?7)8>()3 & : * " : " ) : %
@4(2()3 & : , " : * " : )
A><&()3 & : ’ $ $
923)/5()3 & : ’ $ $
B17)/5()3 & : $ " : & " : &

$ E3F/H 8>3 F(&(8 /I 617)8(I(D78(/):

! ! 将同一份药材以 "# )# ) 节的方法平行处理 *
份，以 "# )# % 节条件进行分析，计算各组分含量的
"#$，考察方法的重复性，结果见表 )，可见 "#$ 均
小于 %# &!，符合测定要求。
! ! ! ! %# 稳定性
! ! 取重复性试验的同一份供试品溶液，常温下放
置，在 )+ > 内每隔 + > 进样分析，计算各组分含量
的 "#$，结果显示 "#$ 均小于 %# &!（见表 )），表

明供试品溶液稳定性良好。

! ! ! ! &# 准确性
! ! 以加标回收率试验考察方法的准确性。分别精
密吸取 "# )# " 节的腺嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、
胸腺嘧啶、腺苷、鸟苷的对照品储备液适量，置于

"&& &’ 容量瓶中，用水定容至刻度，摇匀，得对照品
混合溶液。取已知含量的药材（过 *& 目筛）&# % %，
精密称定，置于 $& &’ 具塞锥形瓶中，精密加入 "&
&’ 上述对照品混合溶液，余下操作同供试品溶液
制备相应步骤，平行制作样品 * 份，以 "# )# % 节的方
法进行分析，用外标法以表 " 的回归方程计算各相
应成分的含量，并计算回收率和 "#$，结果显示回
收率为 ,-# ,! 0 "&"# )!，"#$ 均小于 %# &!（见表
%），符合含量测定的准确性要求。
! ! %# 样品测定
! ! 以建立的方法测定 "& 批次虎掌南星药材的核
苷类成分含量，结果见表 +。统计 "& 批次药材中各
核苷含量的 "#$ 为 %"# -! 0 $%# "!，显示各产地虎
掌南星的核苷类成分差异较大。分析结果同时显示

实验用批次的虎掌南星中胸腺嘧啶含量和腺苷含量

低于定量限，由于前期在使用 @J’.KL#MK- * A,N
G# 对虎掌南星的化学成分进行定性分析时检测到
有胸腺嘧啶和腺苷，因此在建立方法时也对这两个

·$-·
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表 !" # 种核苷类成分的加标回收率（! $ %）
!"#$% !" &%’()%*+%, (- ,%)%. ./’$%(,+0%,（! $ %）

!"#$"%&’ ("%&’ )（#* ) +） ,-./*0"%&’ )（#* ) +） 1’’2’ )（#* ) +） 32."4205 ) 6 378 ) 6
1’2&9&2 #$ : "% & : ’#’ ( : "%% "" : ) ! : *
;5$"<-&=>9&2 * : ’%& ! : ’%’ ! : ’$’ ") : " ! : %
?-&=>9&2 % : ’$$ ! : %’( ! : %#% #’’ : % ! : "
@09’9&2 #( : !" ) : !"( & : "$# #’’ : " ! : *
A>5#9&2 & : ’%% $ & : ’$# #’’ : $ ’ : "
1’2&"B9&2 ( : "$( $ ( : "&! "" : % # : %
C%-&"B9&2 #* : )! & : *$# & : $’# #’# : ! ! : &

$ D2E"F =>2 E9#9= "G H%-&=9G9.-=9"&:

表 &" 不同产地虎掌南星药材中核苷类成分的含量（! $ !）
!"#$% &" 1/’$%(,+0% ’(.2%.2, (- &3+4(5" 6+.%$$+"% -*(5 0+--%*%.2 0+,2*+’2,（! $ !） #* ) *

I": 89B=09.= 1’2&9&2 ;5$"<-&=>9&2 ?-&=>9&2 @09’9&2 C%-&"B9&2 A"=-E
# + ;2&-& ’ : !& ’ : ’** ’ : ’*# ’ : !) ’ : #( ’ : )’
! + 79.>%-& ’ : #" ’ : ’%" ’ : ’&% ’ : !$ ’ : #" ’ : &*
$ + 7>-&’"&* ’ : !$ ’ : ’%) ’ : ’%! ’ : $& ’ : !$ ’ : "*
* + ;2D29 ’ : !$ ’ : ’(& ’ : ’%( ’ : !) ’ : !* ’ : )&
% + 7>--&<9 ’ : !’ ’ : ’&" ’ : ’&’ ’ : $! ’ : !’ ’ : )&
( + ;2D29 ’ : $% ’ : ## ’ : ## ’ : %% ’ : *’ # : %!
& + ;2D29 ’ : ## ’ : ’(# ’ : ’#$ ’ : $* ’ : %’ # : ’!
) + J9E9& ’ : #! ’ : ’)’ ’ : ’#* ’ : %* ’ : !$ ’ : ")
" + 79.>%-& ’ : !% ’ : ’&’ ’ : ’() ’ : !( ’ : #) ’ : )$

#’ + 1&>%9 ’ : !’ ’ : ’$$ ’ : ’*! ’ : *% ’ : *’ # : #!
K2-& ’ : !# ’ : ’(( ’ : ’%* ’ : $( ’ : !& ’ : "(

378 ) 6 $’ : " $’ : * %# : # $’ : # *’ : % !# : "

成分进行了分析，是否虎掌南星药材中这两个成分

含量确实低于定量限，尚有待测试更多批次不同产

地的样本。

!" 结论

+ + 建立了高效液相色谱同时测定中药材虎掌南星
中的 & 个核苷类成分。方法简便、快速，结果可靠，
重现性好，可应用于测定中药材虎掌南星的多种核

苷类成分。样品测定结果显示，药材中核苷类成分

含量差异较大，提示药材质量有待规范。

参考文献：

［#］+ 7"&* + 3: !>9&2B2 K-=209- K2’9.-: L"E !$ : 7>-&*>-9：
7>-&*>-9 7.92&=9G9. -&’ A2.>&9.-E M%DE9B>2B（宋立人 : 中华
本草 : 第 !$ 卷 : 上海：上海科学技术出版社），#"""：%’*

［!］+ K-" 7 J，!>2&* + M，N% + O，2= -E: J"%0&-E "G !>9&2B2 K2P
’9.9&-E K-=209-EB（毛淑杰，程立平，吴连英，等 : 中药材），
!’’#，!*（##）：)#$

［$］+ +9 ? J，+9 Q ;，N-&* O R，2= -E: !>9&2B2 J"%0&-E "G S&G"0P
#-=9"& "& A0-’9=9"&-E !>9&2B2 K2’9.9&2（李晓静，李志宏，
王玉芹，等 : 中国中医药信息），!’’*，!#（#）：(#

［*］+ N-&* 3: +2==20B 9& ,9"=2.>&"E"*5（王锐 : 生物技术通讯），
!’’&，#)（$）：%$"

［%］+ N-&* J，,9 T 7: !>9&2B2 A0-’9=9"&-E M-=2&= K2’9.9&2（王
棘，毕开顺 : 中成药），!’’)，$’（*）：%$&

［(］+ O-" J R，N% ;，N-&* + !，2= -E: !>9&2B2 J"%0&-E "G K-09&2
80%*B（姚静倩，吴皓，王令充，等 : 中国海洋药物杂志），
!’’"，!)（*）：$#

［&］+ Q>"% 3，+9 7 (: !>9&2B2 J"%0&-E "G M>-0#-.2%=9.-E 1&-E5B9B
（周冉，李淑芬 : 药物分析杂志），!’’"，!"（*）：%&%

［)］+ Q>-&* J Q，7"&* ! ;，!>2& ,，2= -E: !>9&- J"%0&-E "G !>9P
&2B2 K-=209- K2’9.-（张健芝，宋昌慧，陈波，等 : 中国中药
杂志），!’#’，$%（#）：(&

［"］+ Q>-&* O J，R9-& Q K，!>2& ? J，2= -E: !>9&2B2 J"%0&-E "G
M>-0#-.2%=9.-E 1&-E5B9B（张元杰，钱正明，陈肖家，等 : 药
物分析杂志），!’#’，$’（#）：$$

［#’］+ Q>-&* T N，N% ;: !>9&2B2 M>-0#-.2%=9.-E J"%0&-E（张科
卫，吴皓 : 中国药学杂志），!’’)，*$（!$）：#)!(

［##］+ O-& 7 T，?9& N (，+%" C 1，2= -E: !>9&2B2 J"%0&-E "G
!>0"#-="*0-$>5（严诗楷，辛文峰，罗国安，等 : 色谱），
!’’%，!$（%）：*)!

［#!］+ +9&* J O，Q>-&* ! T，7%& O J，2= -E: !>9&2B2 J"%0&-E "G
1&-E5=9.-E !>2#9B=05（凌建亚，张长铠，孙迎节，等 : 分析
化学），!’’$，$#（#）：#!$

［#$］+ C%" ; Q，!>2& 3，+9 (，2= -E: !>9&2B2 J"%0&-E "G !>0"#-P
="*0-$>5（郭怀忠，陈蓉，李芳，等 : 色谱），!’’*，!!（%）：
%$"

［#*］+ +9& ? !，+9& J，N-&* J ,，2= -E: !>9&2B2 J"%0&-E "G !>0"P
#-="*0-$>5（林旭聪，林葭，王家斌，等 : 色谱），!’#’，!)
（$）：!)*

·()·




