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摘要 目的: 建立反相高效液相色谱法测定干蟾皮药材中华蟾酥毒基的含量。方法: 采用 Phenom enex Gem in i- C18色谱柱

( 250 mm @ 41 6 mm, 5Lm ),流动相为乙腈 -水 ( 48B52), 流速 01 8 mL# m in- 1, 检测波长 296 nm, 柱温为 35 e 。结果:华蟾酥毒

基浓度在 1916~ 17416 Lg# mL - 1范围内线性良好 ( r= 01 9999); 平均加样回收率 ( n = 6)为 9919% , RSD为 114% ;不同批号的

干蟾皮药材中华蟾酥毒基的含量为 11 12% ~ 1116%。结论: 本方法简便、准确, 重复性好, 适用于干蟾皮药材的质量控制研

究。
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RP- HPLC determ ination of cinobufotalin in Bufo gargarizans
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Abstract Objec tive: To establish an RP - HPLC method for determ inat ion of cinobufota lin in Bufo

gargarizans1M ethods: A Phenomenex Gem ini- C18 ODS co lumn( 250mm @ 416mm, 5 Lm) w as adopted w ith ace-

tonitrile- w ater( 48B52) as the mob ile phase at a flow rate o f 018 mL# m in
- 1
, and detected at 296 nm. Results:

The curve w as linear in the range of 1916- 17416 Lg# mL
- 1
( r= 019999); The average recovery w as 9919% and

RSD was 114% 1Conclusion: Th is method is rapid, accurate and reproduc ib le for the quantitative ana lysis o f

c inobufotalin in Bufo gargarizans and can be used for the quality contro l of the crude drug1
Key words: C inobufo talin; Bufo gargarizans; RP- HPLC

干蟾皮为蟾蜍科动物中华大蟾蜍 Bufo bufo gar-

garizans Cantor的干燥外皮。药理研究表明有强心、

抗休克、抗肿瘤等作用
[ 1]
。以其为主药的华蟾素注

射液是中华人民共和国卫生部中药部颁标准
[ 2 ]
收

载的品种,该品种在市场上使用多年, 疗效较好,无

明显毒副作用。但随着我国传统医药事业以及中药

现代化进程的不断发展, 对药品检测方法的要求也

越来越高,其原有的质量控制方法已不能满足质量

控制的要求。迄今为止对于干蟾皮药材的含测方法

还停留在紫外分光光度法上。该法灵敏度低、重现

性差已不能满足中药现代化进程的要求。目前作者

未见用 RP- HPLC法测定干蟾皮药材中华蟾酥毒

基 ( cinobu fo ta lin)含量的文献报道。因此, 本研究采

用 RP- HPLC法测定干蟾皮药材中华蟾酥毒基的

含量, 为干蟾皮药材的质量控制建立一个新的方法,

并提供重要的参考依据。

1 仪器与试药

岛津 SPD - 10AVP 高效液相色谱仪; 浙大

N2000色谱工作站, 岛津 CS色谱工作站。

华蟾酥毒基对照品, 批号 110803 - 200504, 中

国药品生物制品检定所。3批干蟾皮药材源于陕西

西安,由我室秦伟主管技师对其进行了鉴定,证实为

中华大蟾蜍的干燥外皮。

乙腈为色谱纯 (H oneyw e l,l批号为 060809) , 规

格 3000 mL /瓶装; 水为纯净水;甲醇等其它试剂均

为国产市售分析纯。

2 方法与结果

211 溶液的制备
21111 对照品溶液 精密称取华蟾酥毒基对照品

918 mg, 置 50 mL量瓶中, 加甲醇溶解并稀释至刻
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度,摇匀,即得浓度为 01196 mg# mL
- 1
的对照品溶

液。

21112 供试品溶液  取剪碎的干蟾皮药材约

210 g,精密称定,加甲醇 50mL,浸渍 1 h,超声 ( 120

W, 40 kH z)处理 30 m in, 加入 015 g活性炭超声

( 120W, 40 kH z) 5m in,滤过,滤液蒸干,残渣加适量

甲醇溶解并转移至 5mL容量瓶中,加甲醇稀释至刻

度,摇匀,过 0145 Lm微孔滤膜, 取续滤液,即得。

212 色谱条件  采用 Phenomenex Gem ini- C18色谱

柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ), 流动相为乙腈 - 水

( 48B52),流速 018 mL# m in
- 1
,检测波长 296 nm

[ 3]
,

柱温: 35 e 。按上述色谱条件测定,华蟾酥毒基与相

邻峰的分离度大于 115, 理论塔板数以华蟾酥毒基峰
计算不低于 7000, 保留时间 1713 m in。色谱图见

图 1。

图 1 对照品 (A )与干蟾皮药材样品 ( B)色谱图

Fig 1  C hrom atogram s of referen ce substan ce ( A ) and sam p le on 28

M ar1 of 2007 ( B)

1.华蟾酥毒基 ( cinobu fotalin )

213 线性关系考察  精密量取 / 211110项下的对照

品溶液 1, 2, 5, 7, 9 mL, 用甲醇定容至 10 mL, 摇匀,

0145 Lm微孔滤膜过滤,取续滤液进样 10 LL, 进行

HPLC分析。以对照品峰面积 Y为纵坐标,以对照品

溶液的浓度 X (Lg# mL
- 1
)为横坐标,绘制标准曲线。

结果表明:华蟾酥毒基在 1916~ 17614 Lg# mL
- 1
内与

峰面积积分值呈良好的线性关系。回归方程为:

Y= 51982 @103X - 31911 @ 10
3

r= 019999
214 精密度试验 精密吸取同一供试品溶液

20 LL, 按上述色谱条件重复进样测定 6次, 结果峰

面积的 RSD为 0181% ,表明仪器精密度良好。

215 稳定性试验 精密吸取同一供试品溶液

20 LL, 分别在 0, 3, 6, 12, 24, 36 h按样品测定方法

进行测定,计算华蟾酥毒基的平均含量为 110% ,

RSD为 113% , 表明供试品溶液在 36 h内基本稳

定。

216 重复性试验  精密称取同一批次干蟾皮药材

210 g,按 / 211120项下方法平行制备 6份供试品溶

液, 分别进样 20 LL,记录色谱图, 结果干蟾皮中华

蟾酥毒基含量平均值为 11152 mg# g
- 1
, RSD为

116% ,说明本法重复性良好。

217 加样回收率试验 取已知华蟾酥毒基含量为

111%的同一批干蟾皮药材约 110 g,共 6份, 精密称

定, 每份分别精密加入华蟾酥毒基对照品约 0101 g,

按 / 211120项下方法制成供试溶液, 进样测定华蟾

酥毒基含量,计算回收率。结果华蟾酥毒基的平均

回收率 ( n = 6)为 9919%, RSD为 114% , 表明该方

法的准确度较好。

218 样品测定 将各不同批次的干蟾皮药材分别

按 / 211120项下方法制备成样品溶液, 各进样 2次

取均值后,按外标法计算华蟾酥毒基的含量,结果 3

批干蟾皮药材中华蟾酥毒基含量分别为 11112,
11135, 11168 mg# g

- 1
。

3 讨论

311 检测波长的选择 应用双光束紫外检测器在

190~ 600 nm范围内对华蟾酥毒基进行光谱扫描,

结果表明华蟾酥毒基在 295 nm处有最大吸收峰,结

合有关文献
[ 3]
, 本文选择 296 nm为检测波长。实验

结果表明,干蟾皮中其他成分在此波长下干扰较小,

且与杂质峰分离效果较好。

312 色谱柱及流动相的选择 结合 2005年版中

国药典
[ 3]
有关蟾酥含量测定方法项选择 Phenom e-

nex Gem in i- C18色谱柱。参考相关文献
[ 4~ 10]

对甲醇

-水、乙腈 -水、乙腈 -磷酸二氢钾水溶液的不同浓

度组合及柱温和流速进行了比较, 结果表明在使用乙

腈 -水 ( 48B52) ,柱温为 35 e ,流速为 018mL# m in
- 1

时能够取得较好的分离效果, 峰形对称,既能达到基

线分离的要求,又有适宜的保留时间。

313 供试品溶液制备方法的选择 对不同提取溶

剂 (甲醇, 氯仿,乙醇 )、不同提取方法 (冷浸,加热回

流, 超声提取 )和不同超声时间 ( 10, 20, 30, 60 m in)
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对华蟾酥毒基提取率的影响进行了考察。试验结果

表明: 氯仿和甲醇超声提取率相当, 且均高于乙醇,

考虑到样品要用甲醇定容,故选择甲醇为提取溶剂;

超声 30 m in和 60 m in提取率相当且明显高于

10 m in和 20m in,考虑到节约时间和能源,选择超声

时间为 30m in。在试验中由于样品颜色较深不宜进

样,故对样品进行活性炭脱色处理,考察结果表明脱

色对提取率没有影响。

314 小结 含量测定结果可以看出, 本实验中不

同批次干蟾皮药材中华蟾酥毒基含量基本没有差

异,由于本实验中干蟾皮均由同一家供应商提供,故

尚不能保证不同产地干蟾皮中华蟾酥毒基含量没有

差异。但本实验所建立的干蟾皮中华蟾酥毒基含量

测定方法简便易行, 准确,重复性好, 可用于干蟾皮

药材的质量控制等相关研究。
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