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反相高效液相色谱法测定蟾酥中的 ! 种蟾毒内酯
刘吉华，+ 王静蓉，+ 余伯阳

（中国药科大学中药学院中药复方研究室，江苏 南京 !&""",）

摘要：建立了采用反相高效液相色谱同时测定药材蟾酥中华蟾酥毒基、酯蟾毒配基和蟾毒灵含量的方法。采用反

相 5&#色谱柱，以乙腈 +"- & -’( 6 7 醋酸缓冲液（89 $- !）（体积比为 *" . *"）为流动相，流速 "- # -7 6 -.3，在 !,, 3-
波长下检测。华蟾酥毒基、酯蟾毒配基和蟾毒灵的线性范围分别为 "- !* ’ "- #(* !4（ ! / "- ,,, "）、"- !* ’ "- #(*

!4（ ! / "- ,,, &）和 "- &* ’ "- *!* !4（ ! / "- ,,, "）；平均加样回收率分别为 &""- $:、&""- ": 和 ,#- ":，结果表明所
建方法简便可靠。对不同来源的 &" 批样品中的 $ 种蟾毒内酯含量的检测结果显示，不同来源或批次的蟾酥药材
中 $ 种蟾毒内酯总含量差异较大。
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+ + 蟾酥由蟾蜍科动物中华大蟾蜍 =6*) >6*) <%!?
<%!-@%(1 5"3J’# 或 黑 眶 蟾 蜍 =) ’#.%()1&-3&61
O$%3D.GD# 耳后腺及皮肤腺所分泌的白色浆液经加
工干燥制成［&］。蟾酥味甘，辛温，有毒，入胃经。具

有解毒消肿、止痛、开窍醒神、抗肿瘤等功效［&，!］，是

常用中成药六神丸、牛黄消炎丸、麝香保心丸、熊胆

救心丹等的重要组成成分。蟾酥为有毒中药，华蟾

酥毒基、酯蟾毒配基和蟾毒灵是蟾酥中的主要活性

成分。目前对六神丸、牛黄消炎丸、麝香保心丸等中

成药中蟾酥成分的测定均为测定其中华蟾酥毒基和

酯蟾毒配基的含量［$ 2 %］，尚未见对以上中成药中蟾

毒灵的含量同时测定的报道。蟾毒灵的毒性较强

（半致死量（7P*"）为 !- ! -4 6 Q4）［(］，建立同时测定

蟾酥中蟾毒灵、华蟾酥毒基和酯蟾毒配基的含量测

定方法，监控不同来源蟾酥及含有蟾酥中成药的质

量，对安全合理使用蟾酥及含有该类成分的中药具

有重要意义。

"# 实验部分

" ; "# 仪器与试剂
+ + O%.-"GR0 75+&"<P 高效液相色谱仪，ONP+&"<
>&+&=O 检测器，*!""" 色谱工作站。9%%!5 超声
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波仪（无锡超声设备有限公司）。乙腈（ !"#$%
&’()），其他化学试剂均为国产分析纯试剂。蟾毒
灵（*+,(-./）对照品为本研究室分离纯化，经高效液
相色谱（0123）归一法测定其纯度大于 $%4；华蟾
酥毒基（ $./5*+,(6./7）对照品（中国药品生物制品
检定所，批号 %&# 8$"&"）；酯蟾毒配基（ #"7.*+,58
6"/./7）对照品（中国药品生物制品检定所，批号
’(% 8%’&"）；(& 批蟾酥样品分别购自山东临沂、安徽
亳洲及白洋湾。

! ! "# 色谱条件
! ! 色谱柱：)--9"$: )--9.;( 3(%柱（)* + ;; , "-&
;;，- !;）；流动相：乙腈8&* ( ;5- < 2 醋酸钠缓冲
液（醋酸调 =0 #* "）（体积比为 -& . -&）；流速：&* %
;2 < ;./；检测波长："$$ /;；进样量："& !2。
! ! $# 溶液的制备
! ! 混合对照品溶液的制备：精密称取经五氧化二
磷减压干燥至恒重的蟾毒灵、华蟾酥毒基、酯蟾毒配

基对照品各 (& ;6，分别置于 # 个 -& ;2 容量瓶中，
制成含蟾毒灵、华蟾酥毒基、酯蟾毒配基均为 &* "
;6 < ;2 的甲醇溶液，摇匀，即得单一对照品贮备液。
精密吸取蟾毒灵对照品贮备液 (* - ;2、华蟾酥毒基
及酯蟾毒配基对照品贮备液各 "* - ;2，置于 (& ;2
容量瓶中，用甲醇稀释并定容至刻度，即得蟾毒灵质

量浓度为 &* &# ;6 < ;2、华蟾酥毒基和酯蟾毒配基
质量浓度均为 &* &- ;6 < ;2 的对照品溶液，经 &* )-
!; 微孔滤膜过滤，即得混合对照品溶液。
! ! 蟾酥样品溶液的制备：精密称取蟾酥样品约 (-
;6，置于 "- ;2 具塞锥形瓶中，加入甲醇约 (& ;2，
于 #& >下超声波提取 -& ;./，冷却，过滤，洗涤残
渣及滤纸，合并过滤液及洗涤液，于 -& >下浓缩至
小体积，转移至 "- ;2 容量瓶中，以甲醇定容至刻
度，摇匀，经 &* )- !; 微孔滤膜过滤，即得蟾酥样品
溶液。

"# 结果与讨论

" ! !# 分析条件的确定
! ! 现有研究显示，采用高效液相色谱法测定蟾毒
内酯含量所用的流动相系统主要有甲醇8水、乙腈8
水、乙腈8缓冲盐 # 种［) / ’］。其中前两种流动相系统

对蟾毒内酯的分离效果不好，采用乙腈8缓冲盐系统
能得到较好的分离效果。我们以乙腈8磷酸盐缓冲
液为流动相获得了较好的分离效果，但由于磷酸盐

在流动相中溶解度较小，容易造成色谱仪的管路系

统堵塞，因此我们将缓冲系统换成醋酸8醋酸钠缓冲
溶液（=0 #* "）。考察了不同的乙腈8醋酸盐缓冲液
体积比和不同 =0 值的缓冲溶液为流动相的分离效

果，结果表明，以乙腈8&* ( ;5- < 2 醋酸钠缓冲液（=0
#* "）（体积比为 -& . -&）为流动相，在流速 &* %
;2 < ;./条件下，蟾酥中 # 种蟾毒内酯得到很好的分
离（见图 (）。

图 !# （"）蟾毒灵、华蟾酥毒基和酯蟾毒配基混合对照品溶液
及（#）蟾酥样品的色谱图

$%&! !# ’()*+",*&)"+- *.（"）+%/01 -,"21")1- *.
#3."4%2， 5%2*#3."&%2 "21 )0-%#3.*&02%2
"21（#）" ,*"1 602*+ -"+740

" ! "# 线性方程及线性范围
! ! 分别精密吸取 # 种蟾毒内酯对照品溶液 -* &，
’* -，(&* &，("* -，(-* &，(’* - !2，按上述色谱条件测
定。以进样量 !（!6）为横坐标，峰面积 " 为纵坐标
绘制标准曲线，蟾毒灵的线性回归方程为 " 0
$$ "-#! 1 (&$* #（ # 0 &* $$$ &），华蟾酥毒基和酯蟾
毒配基的回归方程分别为 " 0 %) -%(! 1 ( $((* -（ #
0 &* $$$ &）和 " 0 $( "&$! 1 " #$-* $（ # 0 &* $$$ (），
华蟾酥毒基、酯蟾毒配基和蟾毒灵的线性范围分别

在 &* "- 2 &* %’- !6、&* "- 2 &* %’- !6 和 &* (- 2
& ? -"- !6。
" ! $# 精密度试验
! ! 取蟾毒灵、华蟾酥毒基和酯蟾毒配基质量浓度
分别为 &* &##，&* &#- 和 &* &)" !6 < ;2 的混合对照
品溶液重复进样 - 次，蟾毒灵、华蟾酥毒基和酯蟾毒
配基质量浓度测定值的相对标准偏差（@AB）分别
为 &* %+4，&* ’(4 和 &* -)4。
" ! %# 稳定性试验
! ! 取蟾酥样品溶液，在 ( C 内每隔 ( : 进样测定 (
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次，蟾毒灵、华蟾酥毒基和酯蟾毒配基在 # ! 之内峰
面积的 "#$ 值分别为 $% &"%，$% ’!% 和 !% ()%，表
明样品液在 # ! 内稳定。
! ! "# 重现性试验
* * 精密称取蟾酥样品 $’ &’，共 ’ 份，按前述方法
制备蟾酥样品溶液，平行操作，测定 & 种蟾毒内酯的
含量，蟾毒灵、华蟾酥毒基和酯蟾毒配基含量测定值

的 "#$ 分别为 $% $)%，$% &)% 和 $% ((%。
! ! $# 加样回收试验
* * 精密称取蟾酥样品 $’ &’，共 " 份，分别加入蟾
毒灵、华蟾酥毒基和酯蟾毒配基对照品适量，按前述

方法制备样品溶液，按上述色谱条件测定。结果显

示，蟾毒灵、华蟾酥毒基和酯蟾毒配基的平均加样回

收率分别为 +#% )%（"#$ , !% ’$%）、$))% &%（"#$
, !% (&%）和 $))% )%（"#$ , $% #’%）。
! ! %# 样品测定
* * 按照前述样品制备方法，分别制备不同来源的
$) 批蟾酥样品溶液，按前述方法测定蟾酥样品中 &
种蟾毒内酯的含量，结果见表 $。
* * 表 $ 结果显示，不同产地的蟾酥中 & 种蟾毒内
酯的总含量差异较大，最低为来源于安徽亳州的 #
号样品（$)% &’%），最高为来自山东临沂的 ( 号样
品（$(% "$%），总内酯含量相差近 &)%。不同产地和
批次的蟾酥样品中蟾毒灵的含量为 !% ))% -
!% #$%，差异较小，但华蟾酥毒基的含量为 &% ()% -
"% #’%；酯蟾毒配基的含量为 &% $&% - "% +#%，差异
很大，是不同蟾酥样品总内酯含量差异的主要来源。

* * 由于蟾酥为有毒性的中药，蟾毒灵、华蟾酥毒基
和酯蟾毒配基既是其活性成分，也是其毒性成分，其

中蟾毒灵的毒性作用较华蟾酥毒基和酯蟾毒

配基强，因此在使用蟾酥时监测其中蟾毒灵的含量

是必要的；不同产地、批次的蟾酥中总蟾毒内酯含量

差异很大，导致其活性和毒性也有很大的差异。因

此在蟾酥的使用过程中，应根据蟾酥药材中主要活

性成分的含量调整其实际用量，从而保证毒性中药

蟾酥的用药安全和疗效。

表 &# &’ 批蟾酥样品中蟾毒灵、华蟾酥毒基和
酯蟾毒配基的含量测定结果（! ( )）
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( ;-.<-，#!2.=).’ ! * &" ’ * &’ " * +) $( * "$
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