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[摘要] 　 目的:采用高效液相色谱法(HPLC)建立半夏中 2 种碱基(尿嘧啶、次黄嘌呤)和 3 种核苷(尿

苷、鸟苷、胸苷)的定量检测方法,以验证该方法在半夏质量控制中应用的可行性和技术适应性。 方法:超声

提取半夏粉末,采用 HPLC 法检测尿嘧啶、次黄嘌呤、尿苷、鸟苷、胸苷的含量。 使用 Agilent
 

ZORBAX
 

SB-C18

色谱柱(4. 6
 

mm×250
 

mm,5μm),以水-甲醇为流动相,流速 0. 8
 

ml / min,检测波长 260
 

nm,柱温 30℃,进样量

10μl,梯度洗脱(0 ~ 7
 

min,2% ~ 2%甲醇;7. 1 ~ 13
 

min,3% ~ 3%甲醇;13 ~ 25
 

min,3% ~ 20%甲醇;25 ~ 40
 

min,
20% ~ 98%甲醇)。 以鸟苷为内参物,建立尿嘧啶、次黄嘌呤、尿苷、胸苷相对于鸟苷的相对校正因子,并进行

含量计算,实现一测多评。 同时采用外标法测定 10 批半夏药材中 5 种成分的含量,比较计算值与实测值的

差异,验证一测多评的准确性。 结果:此种方法建立的相对校正因子在不同仪器中的耐用性良好。 计算值

与实测值之间无显著性差异(RSD<1. 3%)。 结论:本研究建立的半夏中 5 种成分同时测定的一测多评法,简
单易行,成本较低,可为后续物质基础及作用机制研究提供借鉴。
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[Abstract]　 Objective:To
 

establish
 

a
 

high-performance
 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC)
 

method
 

for
 

quantifi-
cation

 

of
 

two
 

types
 

of
 

bases
 

( uracil
 

and
 

hypoxanthine)
 

and
 

three
 

types
 

of
 

nucleosides
 

( uridine,guanosine,and
 

thymidine)
 

in
 

Pinellia
 

ternate,and
 

to
 

validate
 

the
 

feasibility
 

and
 

technical
 

adaptability
 

of
 

this
 

method
 

in
 

the
 

quality
 

control
 

of
 

Pinellia
 

ternate. Methods:Ultrasound
 

extraction
 

was
 

used
 

to
 

obtain
 

Pinellia
 

ternate
 

powder,and
 

HPLC
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

content
 

of
 

uracil,hypoxanthine,uridine,guanosine,and
 

thymidine. HPLC
 

was
 

performed
 

on
 

an
 

Agilent
 

ZORBAX
 

SB-C18
 column

 

(4. 6
 

mm×250
 

mm,5
 

μm)
 

with
 

a
 

mobile
 

phase
 

of
 

water-methanol
 

for
 

gradient
 

elution
 

( 0 ~ 7
 

minutes: 2% ~ 2%
 

methanol; 7. 1 ~ 13
 

minutes: 3% ~ 3%
 

methanol; 13 ~ 25
 

minutes: 3% ~ 20%
 

methanol;25 ~ 40
 

minutes:20% ~ 98%
 

methanol)
 

at
 

a
 

flow
 

rate
 

of
 

0. 8
 

ml / min,a
 

detection
 

wavelength
 

of
 

260
 

nm,a
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column
 

temperature
 

of
 

30℃ ,and
 

a
 

sample
 

size
 

of
 

10
 

μl. Guanosine
 

was
 

used
 

as
 

the
 

internal
 

reference
 

to
 

establish
 

the
 

relative
 

correction
 

factors
 

of
 

uracil,hypoxanthine,uridine,and
 

thymidine
 

to
 

guanosine,and
 

the
 

content
 

was
 

cal-
culated

 

to
 

realize
 

the
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

multi-components
 

by
 

single
 

marker. In
 

addition,the
 

external
 

standard
 

method
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

content
 

of
 

five
 

components
 

in
 

Pinellia
 

ternate,and
 

the
 

calculated
 

values
 

were
 

com-
pared

 

with
 

the
 

measured
 

values
 

to
 

validate
 

the
 

accuracy
 

of
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

multi - components
 

by
 

single
 

marker. Results:The
 

relative
 

correction
 

factors
 

established
 

by
 

this
 

method
 

had
 

good
 

durability
 

in
 

different
 

instru-
ments,and

 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

calculated
 

values
 

and
 

the
 

measured
 

values,with
 

a
 

relative
 

standard
 

deviation
 

of
 

<1. 3%. Conclusion:This
 

study
 

establishes
 

the
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

multi-components
 

by
 

single
 

marker
 

for
 

simultaneous
 

determination
 

of
 

five
 

components
 

in
 

Pinellia
 

ternate,which
 

is
 

simple
 

and
 

convenient
 

with
 

low
 

costs
 

and
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

subsequent
 

studies
 

on
 

material
 

basis
 

and
 

mechanism
 

of
 

action.
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　 　 近年来,在中药质量评价过程中,一测多评法

(QAMS)采用多指标综合评价中药质量,可实现多

种成分的同步测定,成为一种能表征中药化学成分

的整体性和复杂性的质量评价新模式[1] 。 一测多

评法采用样品中单一典型成分为内参物,建立该组

分与其他组分之间的相对校正因子(RCF),再通过

RCF 计算其他组分的含量[2-3] 。 在对照品难以获得

或稳定性差且制备难度大的前提下,应用该方法同

时测定样品中的多个成分,减少操作步骤,节约成

本,可全面地评价中药的质量。
半夏 为 天 南 星 科 植 物 半 夏 Pinellia

 

ternata
(Thunb. )Breit 的干燥块茎,系临床常用中药。 其性

温,味辛,有毒,归脾、胃、肺经,具有燥湿化痰、消痞

散结、降逆止呕等功效[4] 。 半夏中含有生物碱、氨
基酸、挥发油、有机酸、核酸等有效成分。 其中核苷

具有广泛的药理活性,是维持机体生命活动的基

础,其参与 DNA 的代谢过程,具有抗肿瘤、抗病毒、
调节免疫,改善细胞代谢、抗血小板聚集等生理活

性[5-7] 。 已有文献报道半夏中核苷成分的含量测

定[8-10] ,但采用一测多评法对半夏药材进行多指标

的质量评价研究尚未见相关报道。 本研究采用一

测多评法同时测定半夏中尿嘧啶、次黄嘌呤、鸟苷、
尿苷、胸苷 5 种成分的含量,为半夏的药效物质基

础研究及质量评价与控制提供理论依据和参考

方法。
1　 仪器与材料

1. 1　 仪器 　 Agilent1260 高效液相色谱仪(美国安

捷伦公司)、LC-20AT(日本岛津公司)和 Dionex
 

Ul-
timate

 

3000 高效液相色谱仪 ( 美国戴安公司)。

AL204 型万分之一电子分析天平(瑞士 Mettler
 

tole-
do 公司),KQ5200B 型超声波清洗器(昆山市超声

仪器有限公司),超纯水仪( millipore 公司),Centri-
fuge

 

5810R 离心机(eppendorf 公司)。
1. 2　 药物与试剂 　 甲醇(色谱纯,美国 Merck 公

司),水为超纯水,其余试剂均为国产分析纯。 胸苷

(批 号 101215 - 201401 )、 鸟 苷 ( 批 号 111977 -
201501)、尿苷(批号 887-200202)、次黄嘌呤(批号

140661-200903)、尿嘧啶(批号 100469-201302)对

照品购自中国食品药品检定研究院。 实验用半夏

药材共 10 份,于湖南、四川、贵州、安徽、湖北等地

采集,经吉首大学生命科学学院周强副教授鉴定,
为天南星科植物半夏 Pinellia

 

ternate(Thunb. )Breit.
的干燥块茎。
2　 方法与结果

2. 1　 方法

2. 1. 1　 色谱条件　 Agilent
 

ZORBAX
 

SB-C18 色谱柱

(4. 6
 

mm×250
 

mm,5
 

μm);流动相为水-甲醇,梯度

洗脱(0 ~ 7
 

min,2% ~ 2%甲醇;7. 1 ~ 13
 

min,3% ~ 3%
甲醇;13 ~ 25

 

min,3% ~ 20%甲醇;25 ~ 40
 

min,20% ~
98%甲醇)。 流速 0. 8

 

ml / min,检测波长 260
 

nm,柱
温 30℃ ,进样量 10μl。 上述色谱条件下各待测组分

峰分离效果良好(分离度>1. 5),结果见图 1、2,表
1、2。
2. 1. 2　 对照品溶液的制备 　 取尿苷、鸟苷、胸苷、
尿嘧啶、次黄嘌呤精密称定,置棕色瓶中,加水制成

每 1
 

ml 含 尿 苷 0. 21
 

mg、 鸟 苷 0. 11
 

mg、 胸 苷

0. 22
 

mg、尿嘧啶 0. 21
 

mg、次黄嘌呤 0. 23
 

mg 的混合

溶液,摇匀,即得。
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1—尿嘧啶;2—次黄嘌呤;3—尿苷;4—鸟苷;5—胸苷

图 1　 对照品溶液 HPLC 色谱图

1—尿嘧啶;2—次黄嘌呤;3—尿苷;4—鸟苷;5—胸苷

图 2　 供试品溶液 HPLC 色谱图

表 1　 混合对照品色谱参数(进样体积 2μl)

序号 成分 保留时间(min) 峰面积 理论塔板数 分离度

1 尿嘧啶 5. 43 179. 69 13427 　 -
2 次黄嘌呤 7. 57 192. 02 14992 9. 81
3 尿苷 9. 27 110. 28 15362 6. 20
4 鸟苷 18. 74 73. 51 26194 24. 83
5 胸苷 22. 97 77. 79 124834 11. 67

表 2　 半夏样品色谱参数

序号 成分 保留时间(min) 峰面积 理论塔板数 分离度

1 尿嘧啶 5. 41 　 76. 19 8278 2. 54
2 次黄嘌呤 7. 55 238. 29 14829 4. 48
3 尿苷 9. 26 1151. 71 12235 3. 38
4 鸟苷 18. 71 138. 47 21842 22. 13
5 胸苷 22. 91 　 69. 73 126429 3. 89

2. 1. 3　 供试品溶液的制备 　 取半夏粉末(过四号

筛)约 1
 

g,精密称定,置 100
 

ml 具塞锥形瓶中,精密

加入水 50
 

ml,称定质量,摇匀,超声 30
 

min,放冷,再
称定质量,用水补足减失的质量,摇匀,滤过,取滤液,
即得。
2. 1. 4　 线性关系考察　 精密吸取 2. 1. 2 项下对照

品溶液,分别进样 1、2、4、6、8、10
 

μl,以混合对照品

溶液中各成分进样体积与峰面积积分值进行线性

回归处理,得到尿嘧啶、次黄嘌呤、尿苷、鸟苷、胸苷

的标准曲线。 结果表明 5 种成分在相应的线性范

围内线性关系良好。 (见表 3)
表 3　 各组分的标准曲线

组分 回归方程 R2 线性范围(μg)
尿嘧啶 Y = 4231. 2X+2. 5836 1. 0000 0. 0021 ~ 0. 0210
次黄嘌呤 Y = 4132. 9X+3. 1932 0. 9999 0. 0023 ~ 0. 0230
尿苷 Y = 2338. 7X+2. 6233 0. 9999 0. 0021 ~ 0. 0210
鸟苷 Y = 3639. 4X+0. 7159 1. 0000 0. 0011 ~ 0. 0110
胸苷 Y = 1748. 7X+1. 1986 0. 9999 0. 0022 ~ 0. 0220

2. 1. 5　 精密度考察　 精密吸取同一混合对照品溶

液 10
 

μl,连续进样 6 次,结果尿嘧啶、次黄嘌呤、尿
苷、鸟苷、胸苷的 RSD 分别为 0. 62%、0. 75%、0. 43%、
0. 98%、0. 83%,结果表明仪器的精密度良好。
2. 1. 6　 稳定性考察　 取新制备的半夏供试品溶液,
在室温下放置 0、2、4、8、10、12

 

h 后各精密吸取 10μl
进样,尿嘧啶、次黄嘌呤、尿苷、鸟苷、胸苷色谱峰峰面

积的 RSD 分别为 1. 02%、1. 65%、1. 27%、1. 53%
 

和

0. 79%,结果表明供试品溶液在 12
 

h 内稳定性良好。
2. 1. 7　 重复性考察 　 取同一批半夏药材粉末共

6 份,精密称定,按 2. 1. 3 项下方法制备样品,注入

高效液相色谱仪进行测定,计算各成分的量,计算

得出尿嘧啶、次黄嘌呤、尿苷、鸟苷、胸苷的 RSD 分

别为 0. 94
 

%、0. 76%、1. 81%、0. 84%、1. 59%,结果

表明该方法重复性良好。
2. 1. 8　 加样回收率　 精密称取已知含量的半夏粉

末 9 份,每份 1. 0
 

g,分为 3 组,分别加入一定量的各

对照品适量,按照 2. 1. 3 项下方法制备含高、中、低
浓度对照品的供试液,进样测定并计算加样回收

率,结果尿嘧啶、次黄嘌呤、尿苷、鸟苷、胸苷的平均

加样 回 收 率 分 别 为 98. 73%、 97. 41%、 98. 26%、
96. 27%、 99. 52% ( n = 5 ), RSD 分 别 为 1. 41%、
1. 77%、1. 19%、1. 37%、0. 92%。
2. 2　 相对校正因子的计算及其耐用性验证

2. 2. 1　 待测成分相对校正因子的计算　 在一定的

线性范围内待测成分的量 ( W) 与检测器响应值

(A)成正比,即 W = fA,选取待测成分中一组分 k 为

内标,建立组分 k 与其他组分 m 之间的相对校正因

子,即 fkm = fk / fm = (Wk×Am) / (Wm×Ak) [11-12] 。 精

密吸取不同体积的同一混合对照品进样分析,分别

计算不同进样体积下的 fkm,然后计算平均值,并以
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其作为相对校正因子进行样品测定[13-15] 。 由于鸟

苷在半夏药材中性质稳定,且对照品廉价易得,所
以选用鸟苷作为内参,计算其他成分相对于鸟苷的

相对校正因子。 (见表 4)
表 4　 以鸟苷为内参的相对校正因子

进样体积(μl) f鸟苷 / 尿苷 f鸟苷 / 尿嘧啶 f鸟苷 / 胸苷 f鸟苷 / 次黄嘌呤

1 0. 657 1. 174 0. 487 1. 150
2 0. 652 1. 164 0. 481 1. 138
5 0. 646 1. 162 0. 480 1. 139
10 0. 647 1. 167 0. 482 1. 141
20 0. 646 1. 168 0. 483 1. 142
均值 0. 650 1. 167 0. 483 1. 142
RSD(%) 0. 740 0. 390 0. 560 0. 420

2. 2. 2　 不同色谱仪和色谱柱测定的相对校正因子

　 取混合对照品溶液,精密吸取 10
 

μl,分别在 Agi-
lent

 

1260、岛津 LC -20AT 和 Dionex
 

3000 三种高效

液相色谱系统,使用 Agilent
 

ZORBAX
 

SB -C18、Dia-
monsil

 

C18、Hypersil
 

BDS-C18 三种色谱柱进样检测,
计算相对校正因子及 RSD,结果说明相对校正因子

在使用不同仪器和不同色谱柱时差异不显著,耐用

性良好。 (见表 5)
表 5　 不同仪器和色谱柱测定的相对校正因子

仪器 色谱柱 f鸟苷 / 尿苷 f鸟苷 / 尿嘧啶 f鸟苷 / 胸苷 f鸟苷 / 次黄嘌呤

Agilent1260 ZORBAX
 

SB-C18 0. 659 1. 171 0. 482 1. 156
Diamonsil

 

C18 0. 645 1. 168 0. 471 1. 166
Hypersil

 

BDS-C18 0. 643 1. 162 0. 475 1. 161
岛津 LC-20AT ZORBAX

 

SB-C18 0. 651 1. 165 0. 473 1. 159
Diamonsil

 

C18 0. 649 1. 173 0. 480 1. 147
Hypersil

 

BDS-C18 0. 657 1. 166 0. 488 1. 152
Dionex

 

3000 ZORBAX
 

SB-C18 0. 662 1. 158 0. 472 1. 151
Diamonsil

 

C18 0. 647 1. 162 0. 477 1. 163
Hypersil

 

BDS-C18 0. 655 1. 159 0. 485 1. 157
RSD(%) 1. 01 0. 44 1. 25 0. 53

2. 2. 3　 不同实验室测定的相对校正因子　 在 2 个

实验室进行重复性考察试验,同为 Agilent
 

1260 高

效液相色谱仪上和 ZORBAX
 

SB -C18 色谱柱,说明

相对校正因子在不同实验室具有良好的重复性,该
方法可行性好。 (见表 6)
2. 3　 待测成分色谱峰的定位　 在 2 个不同实验室,
使用两台仪器(Agilent

 

1260、岛津 LC-20AT),两种

不同型号色谱柱(Agilent
 

ZORBAX
 

SB-C18、Hypersil
 

BDS-C18)计算尿嘧啶、次黄嘌呤、尿苷、胸苷的相对

保留时间,结果显示相对保留时间的 RSD 分别为

1. 78%、1. 11%、1. 20%、1. 03%,说明利用待测组分

与内标物的相对保留时间进行峰定位是可行的,可
准确判断出目标峰的位置。 (见表 7)
2. 4　 一测多评法与外标法测定结果的比较　 精密

吸取各供试品溶液 10μl 注入高校液相色谱仪,进行

测定。 以鸟苷作为参照成分,计算 10 批半夏中 5 种

成分的含量,并与外标法的测定结果进行比较,同
一成分分别用 2 种方法求得的含量值之间均无显

著性差异,RSD 均<1. 3%,表明一测多评法能实现

半夏中 5 中核苷类成分的准确测定。 (见表 8)
表 6　 不同实验室测定的相对校正因子

进样体积
( μl)

f鸟苷 / 尿苷

Lab1 Lab2
f鸟苷 / 尿嘧啶

Lab1 Lab2
f鸟苷 / 胸苷

Lab1 Lab2
f鸟苷 / 次黄嘌呤

Lab1 Lab2
1 0. 655 0. 659 1. 156 1. 166 0. 483 0. 479 1. 135 1. 154
2 0. 651 0. 653 1. 160 1. 165 0. 488 0. 475 1. 141 1. 148
5 0. 662 0. 656 1. 167 1. 170 0. 493 0. 477 1. 148 1. 137
10 0. 652 0. 657 1. 159 1. 177 0. 490 0. 472 1. 142 1. 146
20 0. 658 0. 645 1. 152 1. 163 0. 487 0. 483 1. 139 1. 144
均值 0. 656 0. 654 1. 159 1. 168 0. 488 0. 477 1. 141 1. 146
RSD(%) 0. 68 0. 84 0. 48 0. 47 0. 76 0. 87 0. 42 0. 54

表 7　 不同仪器和色谱柱测定的相对保留时间

仪器 色谱柱 TR尿嘧啶 / 鸟苷 TR次黄嘌呤 / 鸟苷 TR尿苷 / 鸟苷 TR胸苷 / 鸟苷

Agilent1260 ZORBAX
 

SB-C18 0. 2910 0. 4043 0. 4956 1. 232
Hypersil

 

BDS-C18 0. 2816 0. 3961 0. 5049 1. 206
岛津 LC-20AT ZORBAX

 

SB-C18 0. 2899 0. 4038 0. 4943 1. 225
Hypersil

 

BDS-C18 0. 2817 0. 3966 0. 5057 1. 209
RSD(%) 1. 7800 1. 1100 1. 2000 1. 030

表 8　 不同产地半夏核苷和碱基含量测定(n=3,mg / g)

批号
尿嘧啶

外标法 一测多评

次黄嘌呤

外标法 一测多评

尿苷

外标法 一测多评

胸苷

外标法 一测多评

鸟苷

外标法 一测多评

1 0. 0220 0. 0221 0. 0622 0. 0615 0. 3208 0. 3199 0. 0566 0. 0559 0. 0173
2 0. 0432 0. 0428 0. 0841 0. 0832 0. 2342 0. 2355 0. 0782 0. 0784 0. 0247
3 0. 0618 0. 0625 0. 0932 0. 0926 0. 1158 0. 1137 0. 0351 0. 0379 0. 1259
4 0. 0169 0. 0165 0. 0885 0. 0882 0. 1613 0. 1635 0. 0945 0. 0971 0. 1336
5 0. 0576 0. 0573 0. 1027 0. 1036 0. 1791 0. 1772 0. 1145 0. 1163 0. 1132
6 0. 0719 0. 0722 0. 0735 0. 0741 0. 1233 0. 1225 0. 0824 0. 0839 0. 1282
7 0. 0384 0. 0389 0. 0911 0. 0903 0. 1687 0. 1681 0. 0839 0. 0852 0. 1375
8 0. 0719 0. 0722 0. 0667 0. 0675 0. 1653 0. 1629 0. 0664 0. 0683 0. 1448
9 0. 0388 0. 0381 0. 0565 0. 0576 0. 2327 0. 2345 0. 0733 0. 0717 0. 0661
10 0. 0873 0. 0858 0. 0955 0. 0938 0. 1892 0. 1905 0. 1002 0. 0984 0. 0583

3　 讨　 　 论

　 　 中药成分复杂,单一成分很难表征其化学成分

的整体性和复杂性。 采用多指标成分综合分析能

更有效评价中药的质量[16-19] 。 本实验采用的提取
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方法及色谱条件可同时检测出不同产地半夏中尿

苷、鸟苷、胸苷、尿嘧啶、次黄腺嘌呤 5 种成分。 其

中尿苷含量较高,尿嘧啶含量较低。 鸟苷在不同的

产地,其含量差异较大,其原因可能是不同地区土

壤、气候、水分、矿物质分布、药材采收加工等因素

有关。 半夏某些核苷类成分对照品价格昂贵,较难

得到。 前期研究发现,鸟苷性质稳定,较易获得,且
出峰时间适中,因此选择鸟苷为内参物。 色谱峰的

准确定位是保证一测多评法应用的前提,一般采用

保留时间差或相对保留值等参数进行色谱峰定位。
本实验分别比较了相对保留时间和保留时间差

2 种方法,结果显示,采用相对保留时间对色谱峰定

位更为准确。 本实验对不同色谱仪、不同品牌的

C18 色谱柱的相对校正因子的变化进行比较,结果

显示不同仪器和不同 C18 色谱柱对相对校正因子的

影响较小,RSD 值均<1. 3%,说明本方法对于不同

仪器和 C18 色谱柱具有良好的适用性。 分别以外标

法与一测多评计算各指标成分,结果表明两种方法

的测定结果比较,差异无统计学意义。
本研究建立的半夏中 5 种成分同时测定的一

测多评法,简单易行,成本低廉,对控制半夏药材质

量具有重要意义,为后续物质基础及作用机制研究

提供科学依据。
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