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HPLC测定半夏白术天麻汤中天麻素和鸟苷的含量

王勋,陆家凤,罗珊珊,王现珍 ,蒋嘉烨,可燕
*

( 上海中医药大学教学试验中心,上海 201203)

  [ 摘要]  目的:建立同时测定半夏白术天麻汤中天麻素和鸟苷含量测定的方法。方法:使用 Platisil ODS色谱柱( 4. 6 mm

×250 mm, 5 μm) 柱;流动相 A(水) -B( 乙腈) ;梯度洗脱 0～30 min( 2% ～5% B) ; 流速 0. 65 mL·min- 1 ; 柱温 25 ℃;检测波长

260 nm。结果: 天麻素和鸟苷分别在 0. 007～0. 35 g·L - 1 ( r = 0. 999 9) 和0. 000 32～0. 016 g·L - 1( r = 0. 999 9)内线性关系良好,

平均回收率分别为 99. 7%和 100. 6% , RSD分别为 1. 9%和 2. 0% ( n = 9) 。结论: 所建立的方法准确快速, 可用于半夏白术天

麻汤复方的质量控制。
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Simultaneous Determination of Gastrodine and
Guanosine in Banxia Baizhu Tianmatang

WANG Xun, LU Jia-feng, LUO Shan-shan, WANG Xian-zhen, JIANG Jia-ye, KE Yan
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( Experiment Center For Teaching And Learning, Shanghai University of Traditional

Chinese Medicine, Shanghai 201203, China)

[ Abstract]  Objective: To establish an HPLC method for the content determination of gastrodine and

guanosine in Banxia Baizhu Tianmatang. Method: The Platisil ODS-C18 column was used. The mobile phases

consisted of water and acetonitrile with gradient elution. The flow rate was 0. 65 mL·min - 1 and column temperature

was at 25 ℃. The detection wavelength was at 260 nm. Result: Gastrodine and guanosine were linear in the range

of 0. 007-0. 35 g·L - 1 ( r =0. 999 9) and 0. 000 32-0. 016 g·L - 1 ( r =0. 999 9) respectively. The average recoveries

were 99. 7% and 100. 6% with the RSD 1. 9% and 2. 0% ( n = 9) respectively. Conclusion: The method was

accurate and quick, and can be used for quality control of Compound Pinelliae and Atractylodis Macrocephalae and

Grastrodiae Decoction.
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  半夏白术天麻汤来源于《医学心悟》,基本方由

半夏、天麻、白术、茯苓、橘红、甘草组成。半夏白术

天麻汤具有行气健脾、化痰熄风等功效, 治疗头晕、

头部不适、头痛、肢体麻木的作用。现代医学主要用

来治疗高血压,冠心病,心绞痛高血脂症和改善脑缺

血状态等,临床效果良好 [ 1-3]
。本试验建立了同时测

定复方中天麻素和鸟苷含量的 HPLC方法, 为此复

方的质量控制提供了依据。

1 材料

1.1 仪器  Agilent1200 高效液相色谱仪 ( G1322A

在线脱气机, G1311A 四元泵, G1313A 柱温箱,

G1314B VWD 检测器 ) ; GR-202 电子分析天平;

GREST超声波清洗仪。
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1.2 试药 天麻素对照品( 中国药品生物制品检定

所,批号 110807-200205) ,鸟苷对照品( 上海中药标

准化中心, 批号 26-2006) , 乙腈 ( 色谱纯, Merck 公

司) ,水( 娃哈哈纯净水) 。本试验所用复方半夏白

术天麻汤由上海中医药大学附属龙华医院提供,该

复方由半夏、白术、天麻、茯苓、橘红、甘草 6 味药按

复方比例加 8 倍量水分 2 次煎煮,每次煎煮 30 min

制成,批号分别为 091104, 091105, 091106。阴性对

照样品由本实验室自制。

2 方法与结果

2.1 色谱条件  Platisil C18色谱柱 ( 4. 6 mm×250

mm, 5 μm) ;流动相 A( 水) -B( 乙腈) ;梯度洗脱 0 ～

30 min( 2% ～5% ) ;流速 0. 65 mL·min - 1; 检测波长

260 nm;进样量 20 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液  分别取天麻素和鸟苷对照品

适量,精密称定,置 25 mL量瓶中,用水溶解并稀释

至刻度,摇匀,即得对照品溶液。每 1 mL溶液含天

麻素 0. 7 mg,鸟苷 0. 032 mg。

2.2.2 供试品溶液  精密量取半夏白术天麻汤剂

1 mL,置具塞锥形瓶中,精密加入 2%乙腈 30 mL,称

定质量,超声处理 30 min,放冷,再称定质量,用 2%

乙腈补足, 摇匀, 滤过, 收集滤液。浓缩滤液至 5

mL,过 PEP-SPE固相萃取小柱 ( 500 mg/6 mL) ,以 1

柱体积( 6 mL) 甲醇和 1 柱体积水( 6 mL) 活化,流出

液弃去, 25%甲醇水溶液 ( 6 mL) 淋洗,流出液弃去,

最后以 5%甲醇( 6 mL) 洗脱,收集洗脱液, 10 mL量

瓶定容, 2%乙腈稀释至刻度,摇匀, 0. 22 μm微孔滤

膜过滤,取续滤液,即得供试品溶液。

2.2.3 阴性对照  按处方比例称取除天麻和半夏

外的其他味药,按 2.2.2工艺制备不含天麻和半夏

的阴性供试品。

2.3 系统适应性试验 取供试品溶液,在 2.1色谱

条件下进样分析,理论塔板数分别按天麻素和鸟苷

计算均不低于4 000; 2 种成分与相邻峰之间分离度

均大于 1. 5,阴性对照对供试品测定无干扰。色谱

图见图 1。

2.4 线性关系考察  分别取对照品天麻素和鸟苷

适量,精密称定,至 25 mL量瓶中,流动相溶解并稀

释至刻度,制成质量浓度分别为 0. 7, 0. 032 g·L
- 1
的

对照品储备液,摇匀,备用。精密量取对照品储备液

0. 1, 0. 25, 0. 5, 1, 2, 5 mL, 分别置 10 mL量瓶中,流

图 1 供试品溶液 ( a) ,对照品溶液 ( b) ,

阴性对照溶液 ( c) 的 HPLC

1. 天麻素 ; 2. 鸟苷

动相稀释至刻度,摇匀,即得系列混合对照品溶液。

在 2.1色谱条件下进样 20 μL 测定,记录色谱图。

以对照品质量浓度( ρ) 为横坐标,对照品峰面积( A)

为纵坐标,绘制标准曲线,推算天麻素和鸟苷的回归

方程。天麻素和鸟苷的回归方程分别为 A = 3. 42 ×

10
3
ρ- 2. 05, r = 0. 999 9和 A = 5. 73 ×10

4
ρ- 0. 44,

r = 0. 999 9。结果表明, 天麻素在 0. 007 ～0. 35 g·

L
- 1

,鸟苷在0. 000 32 ～0. 016 g·L
- 1
与峰面积成良好

的线性关系。

2.5 精密度试验 精密吸取对照品溶液连续进样

5次, 测定, 记录峰面积,计算 RSD。结果显示天麻

素,鸟苷的 RSD分别为 0. 17% , 0. 33% ,表明仪器精

密度良好。

2.6 重复性试验 取同批的供试品( 批号 091104)

6份,按 2.2.2条件制成供试品溶液,按 2. 1色谱条

件测定,记录峰面积。结果显示天麻素,鸟苷的平均

含量分别为 0. 490 g·L
- 1
和0. 015 6 g·L

- 1
, RSD分别

为 1. 2%和 1. 6% ,表明方法重复性良好。

2.7 稳定性试验 取供试品溶液,分别在 0, 2, 4, 8,

10, 12 h,按 2.1色谱条件测定,结果显示天麻素,鸟

苷的 RSD分别为 0. 9% 和 2. 0%。表明天麻素和鸟

苷在 12 h内稳定性良好。

2.8 加样回收率试验  量称取已知含量的供试品

9份,各 1 mL,每 3 份为 1 组,每组分别加入混合对

照品溶液 0. 5 mL, 0. 75 mL和 1 mL( 含天麻素 0. 66

g·L - 1 , 鸟苷 0. 03 g·L - 1 ) , 按 2.2.2 方法制备, 经

0. 22 μm微孔滤膜滤过,精密量取 20 μL进样,结果

见表 1。
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表 1 半夏白术天麻汤中天麻素和鸟苷的回收率

化合物 No.
样品中含量

/mg

加入量

/ mg

检出量

/mg

回收率

/%

平均回收率

/ %

RSD

/%

天麻素 1 0. 490 0. 33 0. 825 100. 6 99. 7 1. 9

2 0. 490 0. 33 0. 826 100. 7

3 0. 490 0. 33 0. 840 102. 4

4 0. 490 0. 495 0. 954 96. 8

5 0. 490 0. 495 0. 957 97. 1

6 0. 490 0. 495 0. 967 98. 1

7 0. 490 0. 66 1. 152 100. 1

8 0. 490 0. 66 1. 166 101. 3

9 0. 490 0. 66 1. 154 100. 3

鸟苷 1 0. 015 6 0. 015 0. 031 101. 3 100. 6 2. 0

2 0. 015 6 0. 015 0. 032 104. 0

3 0. 015 6 0. 015 0. 031 101. 3

4 0. 015 6 0. 022 5 0. 037 97. 1

5 0. 015 6 0. 022 5 0. 038 99. 7

6 0. 015 6 0. 022 5 0. 038 99. 7

7 0. 015 6 0. 03 0. 047 103. 1

8 0. 015 6 0. 03 0. 046 100. 8

9 0. 015 6 0. 03 0. 047 103. 1

  注 :取样量均为 1 mL。

2.9 供试品含量测定 取 3 批供试品,按 2.2.2方

法制备,测定,计算天麻素和鸟苷的含量,见表 2。
表 2 半夏白术天麻汤中天麻素和鸟苷的质量浓度 g·L - 1

No. 天麻素 鸟苷

091104 0. 493 0. 016 1

091105 0. 493 0. 015 5

091106 0. 488 0. 015 6

3 讨论

半夏白术天麻汤是用于治疗高血压等心血管疾

病的常用名方,现代临床应用和试验研究表明,该方

具有降压,改善血流量,保护心肌, 镇静, 抗惊厥,镇

痛等多重功效。但关于其质量控制却一直未见文献

报道。本试验选用复方中君药半夏和天麻作为质量

控制指标,天麻中天麻素具有降血压和改善微循环

等作用
[ 4]

,鸟苷等核苷类成分能够改善心脑血液循

环,防止心率失常,常常是中药药理的活性成分 [ 5 ]
而

且鸟苷本身性质稳定,一般条件不易破坏,已经被选

用作为半夏水溶性成分的检测指标。本试验选用的

两种指标成分可以为今后该方的质量控制提供依

据。

由于复方样品由多味单方组成, 成分含量极为

复杂,对色谱图影响很大,因此样品的前处理过程尤

为重要。本试验样品前处理曾采用 D101 大孔吸附

树脂提取方法,但该方法操作繁琐,误差较大, 回收

率难以保证,最终确定采用 PEP-SPE固相萃取小柱

的除杂方法,步骤简单,容易操作,试验误差小,更能

真实反应所测成分的真实含量。一般情况下, HPLC

测定天麻素多采用乙腈-水-磷酸系统 [ 6] ,甲醇-水-磷

酸系统
[ 7 -8 ] , 本次试验涉及到同时测定鸟苷的含

量
[ 9 ]

,为避免鸟苷-磷酸反应,故改用乙腈-水梯度洗

脱。常规流速下指标成分保留时间较短,与前面的

非指标成分杂糅,难以达到分离度,经多次试验最终

确定流速为 0. 65 mL·min - 1
。天麻素在 220 nm和

260 nm处有最大吸收波长,鸟苷在 260 nm出有最

大吸收波长,故选 260 nm为检测波长,使 2 组分达

到检测的最佳效果。

本试验用同一样品处理方法,在同一色谱检测

条件下实现了天麻素,鸟苷双指标成分的测定,从而

控制了复方中君药天麻中天麻素和半夏中鸟苷的成

分含量,为半夏白术天麻汤的全面质量评价和控制
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方法提供依据。
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