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摘要　目的：建立一种测定灵芝提取物中尿苷和腺苷含量的高效液相色谱法，测定不同产地灵芝提取物中的尿苷和腺苷的含
量。方法：色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）（５μｍ，２５０ｍｍ×４６ｍｍ）；流动相：乙腈－００４ＭＫＨ２ＰＯ４＝９∶９１；流速：１ｍＬ·ｍｉｎ

－１，检测

波长：２６０ｎｍ，柱温：３５℃。结果：尿苷和腺苷分别在０２～５０μｇ·ｍＬ－１和０１～２０μｇ·ｍＬ－１范围内，峰面积与浓度的线性关
系良好；尿苷和腺苷的平均准确度均在 ９９９１％ ～１０２１２％之间；日内、日间精密度 ＲＳＤ均小于 １７６％，样品回收率均在
９４４２％～１００５０％之间。６个不同产地的灵芝提取物中，以福建灵芝中尿苷含量和吉林灵芝中腺苷含量最高，其他５个产地灵
芝中尿苷和腺苷含量差异无统计学意义。结论：该方法特异性强、准确度高、重复性好，可用于测定灵芝提取物中的尿苷和腺苷

含量，为灵芝提取物的评价提供参考和依据。
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　　灵芝（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ）是一种树生菌类，在中
国作为一种治疗药草而具有超过 ２０００年的使用历
史［１］。灵芝为紫芝或赤芝的干燥子实体［２］，主要含有

三萜、生物碱、多糖、氨基酸和黄酮等多种成分［３］，具有

较好地治疗某些癌症［４］、抗衰老［５］、抗炎、护肝、调节血

脂、调节物质代谢［６］、抗高血压等功效。近年来，其活

性成分成为深入研究的主题，尿苷和腺苷为灵芝的主

要有效成分［７］，由于灵芝提取物是灵芝类产品主要的

来源［８］，因此对其质量进行监控是十分有必要的。笔

者建立了一种测定灵芝提取物中尿苷和腺苷含量的高

效液相色谱法，并测定不同产地灵芝提取物中的尿苷

和腺苷含量，旨在为灵芝提取物中有效成分尿苷和腺

苷的测定提供参考和依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　ＬＣ－２０１０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津
公司），紫外检测器，ＬＣ－ｓｏｌｕｔｉｏｎ工作站；ＢＳ２２４Ｓ型电
子天平（德国赛多利斯公司）；ＫＱ－３００型超声波清洗
仪（昆山市超声仪器有限公司）；ＫＬ－ＵＰ－Ⅱ型超纯水
机（台湾艾柯公司）。

１２　试药　尿苷对照品（中国药品生物制品检定所，
批号：８８７－２００２０２）；腺苷对照品（中国药品生物制品
检定所，批号：１１０８７９－２００２０２）；灵芝提取物（全国不
同产地购买的紫芝和赤芝实体，由西安康威生物工程

有限公司采用统一的工艺提取，主要由水提、浓缩和干
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燥获得）；磷酸二氢钾（分析纯，国药集团化学试剂有

限公司）；甲醇（色谱纯，国药集团化学试剂有限公

司）；乙腈（色谱纯，国药集团化学试剂有限公司）；水

为去离子水。

２　方法与结果
２１　分析方法的建立
２１１　溶液的配制　尿苷贮备液：称取尿苷对照品２０
ｍｇ，于１００ｍＬ容量瓶中，加适量１０％的甲醇溶液溶解
后，继续用１０％甲醇溶液定容至刻度，摇匀，即得２００
μｇ·ｍＬ－１的鸟苷贮备液，于冰箱中冷藏，备用。

腺苷贮备液：称取腺苷对照品１０ｍｇ，于１００ｍＬ容
量瓶中，加适量１０％的甲醇溶液溶解后，继续用１０％
甲醇溶液定容至刻度，摇匀，即得１００μｇ·ｍＬ－１的腺
苷贮备液，于冰箱中冷藏，备用。

样品溶液：取灵芝提取物０２ｇ，于２５ｍＬ容量瓶
中，加入适量１０％的甲醇溶液，超声１０ｍｉｎ后，继续用
１０％甲醇溶液定容至刻度，摇匀，经０２２μｍ的有机系
滤膜过滤，取续滤液作为样品溶液，备用。

２１２　色谱条件　色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）（５μｍ，
２５０ｍｍ×４６ｍｍ）；流动相：乙腈 －００４ＭＫＨ２ＰＯ４＝
９∶９１；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃；检测波长：
２６０ｎｍ；进样体积：２０μＬ。
２１３　特异性　分别取腺苷、尿苷储备液稀释２０倍
后的溶液及灵芝提取物样品溶液按“２１２”项下色谱
条件进样分析，记录色谱图。结果显示，尿苷、腺苷分

别于７０ｍｉｎ、８９ｍｉｎ左右出峰，峰形良好，且灵芝提
取物中的内源性物质对腺苷和尿苷的测定无干扰。

（见图１）

图１　典型ＨＰＬＣ色谱图
Ａ－腺苷溶液；Ｂ－尿苷溶液；Ｃ－灵芝提取物样品溶液

２１４　标准曲线及线性范围　精密吸取尿苷和腺苷
对照品贮备液适量混匀，用水逐级稀释成尿苷浓度为

５０、２０、１０、５０、２０、１０、０５、０２μｇ·ｍＬ－１，腺尿苷浓
度为２０、１０、５０、２０、１０、０５、０２、０１μｇ·ｍＬ－１的系

列混合标准溶液。按“２１２”项色谱条件进样，记录色
谱图。以峰面积（Ｘ）为横坐标，以浓度（Ｙ）为纵坐标
进行线性回归，得尿苷线性回归方程为：Ｙ＝３４５６１Ｘ－
７２８９２３（Ｒ＝０９９９９８），腺苷线性回归方程为 Ｙ＝
２９８０５Ｘ－１０９３４１７（Ｒ＝０９９９９８），结果表明，尿苷
和腺苷分别在 ０２～５０μｇ·ｍＬ－１和 ０１～２０μｇ·
ｍＬ－１范围内，峰面积与浓度的线性关系良好。
２１５　定量下限　以标准曲线的最低浓度点为定量
下限，则尿苷的定量下限（ＬＬＯＱ）为０２μｇ·ｍＬ－１（Ｓ／
Ｎ＞１０），腺苷的定量下限为０１μｇ·ｍＬ－１。用１０％
的甲醇溶液配制浓度分别为０２μｇ·ｍＬ－１的尿苷溶
液和０１μｇ·ｍＬ－１的腺苷混合溶液６份，按“２１２”
项下色谱条件，进样分析，记录峰面积。由标准曲线计

算尿苷和腺苷的浓度，考察样品的准确度和 ＲＳＤ。结
果表明，尿苷样品平均准确度为 １００７％，ＲＳＤ为
０９５％，腺苷样品的平均准确度为 ９９８９％，ＲＳＤ为
１０３％，符合含量测定的要求。
２１６　准确度　用１０％甲醇溶液配制低、中、高浓度
的尿苷（０５、５０、４０μｇ·ｍＬ－１）和腺苷（０２、２０、１６
μｇ·ｍＬ－１）混合溶液５份，按“２１２”项下色谱条件，
进样分析，记录峰面积。由标准曲线计算尿苷和腺苷

的浓度，以测得值与理论值的比计算准确度，结果显

示，低、中、高浓度的尿苷平均准确度在 ９９９１％ ～
１０１０１％之间，ＲＳＤ均小于 １４８％；低、中、高浓度的
腺苷平均准确度在１００４１％ ～１０２１２％之间，ＲＳＤ均
小于１０３％，满足含量测定要求。
２１７　精密度　用１０％甲醇溶液配制低、中、高浓度
的尿苷（０５、５０、４０μｇ·ｍＬ－１）和腺苷（０２、２０、１６
μｇ·ｍＬ－１）混合溶液５份，按“２１２”项下色谱条件，
进样分析，记录峰面积。１日内连续测定５次，连续测
定３ｄ。结果尿苷的日内、日间精密度 ＲＳＤ均小于
１７６％，腺苷的日内、日间精密度ＲＳＤ均小于１８２％。
２１８　加样回收率　取已知含量的灵芝提取物（尿苷
１１０３ｍｇ／ｇ、腺苷０７６９ｍｇ／ｇ）０２ｇ，分别按照其含量
的８０％、１００％、１２０％精密加入尿苷和腺苷贮备液适
量，各平行３份，按“２１１”项下方法配制样品溶液，进
样分析，以（测得量 －样品中的量）／加入量，计算加样
回收率，结果尿苷低、中、高浓度的加样回收率均在

９６２４％～１００５０％之间，ＲＳＤ值均小于１７８％，腺苷
低、中、高浓度的加样回收率均在９４４２％～９９８６％之
间，ＲＳＤ值均小于１６９％。（见表１、表２）
２１９　稳定性　用１０％的甲醇溶液分别配制低、中、
高浓度的尿苷（０５、５０、４０μｇ·ｍＬ－１）和腺苷（０２、
２０、１６μｇ·ｍＬ－１）混合溶液各５份，于４℃冰箱中放
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置，并分别于０、１２、２４、４８ｈ取样，按“２１２”项下色谱
条件分析。记录不同放置时间点尿苷和腺苷的峰面

积，并与０小时的峰面积相比较，观察放置过程中样品
的变化情况。结果３个浓度的尿苷和腺苷在不同时间
的含量ＲＳＤ均小于１７６％，表明尿苷和腺苷溶液４℃
放置４８ｈ基本稳定，提示尿苷和腺苷样品于４℃条件
下放置４８ｈ内测定完即可。

表１ＨＰＬＣ－ＵＶ法测定灵芝提取液中尿苷含量的回收率（ｎ＝３）

ＮＯ
８０％

测定值

（ｍｇ）
回收率

（％）

１００％
测定值

（ｍｇ）
回收率

（％）

１２０％
测定值

（ｍｇ）
回收率

（％）

１ ０３９３１ ９７７６ ０４４０１ ９９５０ ０４８３２ ９９２０
２ ０３９７９ １００５０ ０４３８９ ９８９６ ０４７９９ ９７９８
３ ０３９５１ ９８８９ ０４３２９ ９６２４ ０４８０２ ９８０７
Ｍｅａｎ ０３９５４ ９９０５ ０４３７３ ９８２３ ０４８１１ ９８４２
ＲＳＤ（％） ０６２ １３９ ０８８ １７８ ０３７ ０６９

表２ＨＰＬＣ－ＵＶ法测定灵芝提取液中腺苷含量的回收率（ｎ＝３）

ＮＯ
８０％

测定值

（ｍｇ）
回收率

（％）

１００％
测定值

（ｍｇ）
回收率

（％）

１２０％
测定值

（ｍｇ）
回收率

（％）

１ ０２７２１ ９６１６ ０３０４５ ９７９８ ０３３８１ ９９８６
２ ０２７３９ ９７６７ ０３０２１ ９６４２ ０３３７４ ９９５０
３ ０２６９９ ９４４２ ０３００７ ９５５１ ０３３３８ ９７５６
Ｍｅａｎ ０２７２０ ９６０８ ０３０２４ ９６６４ ０３３６４ ９８９８
ＲＳＤ（％） ０７４ １６９ ０６３ １２９ ０６７ １２５

２２　数据处理　采用ＳＰＳＳ１９０统计学软件对数据结
果进行处理。计量资料采用“均值 ±ＳＤ”表示，组间差
异采用ｔ检验。Ｐ＞００５，代表差异无统计学意义；Ｐ＜
００５，代表差异具有统计学意义；Ｐ＜００１，代表差异具
有统计学意义。

表３　不同产地灵芝提取物中尿苷和腺苷的
含量测定（ｎ＝３，ｍｅａｎ±ＳＤ）

编号 来源 尿苷（ｍｇ／ｇ） 腺苷（ｍｇ／ｇ） 总量（ｍｇ／ｇ）

１ 福建 １２２３±３４３ １９２±０７８ １４１５±４７６

２ 安徽 ３９６±０９８ １７６±０９３ ５７２±１７４
３ 山东 ３９３±１０２ １５８±０９１ ５５１±１８１
４ 吉林 ４０９±１８７ ３０１±１１６ ７１０±１９９
５ 河北 ４２３±１２１ １８６±０８２ ６０９±１９３
６ 沈阳 ４７８±１１４ １７８±１０４ ６５６±１６７

　　注：与其他产地相比，Ｐ＜００５。

２３　样品含量测定　取来自６个不同来源地的灵芝
提取物各３批，按照“２１１”项下方法制备样品溶液，
经“２１２”项下色谱条件进样分析，记录色谱图。按照
标准曲线计算灵芝提取物中尿苷和腺苷的含量。结果

表明，产自福建的灵芝中尿苷含量较其他５个产地的
均高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５，但其他５个产地
之间灵芝中尿苷含量差异无统计学意义。同时，产自

吉林的灵芝中腺苷含量显著高于另外其他５个产地的
灵芝，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５，但其他５个产地
间灵芝中腺苷含量的差异均无统计学意义。另外，从

结果中可以看出，同一产地的不同批灵芝提取物中，尿

苷和腺苷的含量以及含量的总量均存在一定的差异。

（见表３）。
３　讨论
３１　样品溶液的制备　参考常用的中药有效成分样
品溶液的制备方法［９］，并结合尿苷和腺苷的基本理化

性质，本文预实验中分别对溶剂（１０％、２０％和５０％的
甲醇溶液）和超声时间（１０、２０、４０ｍｉｎ）进行了考察。
结果发现以１０％甲醇为溶剂时，制备的样品中尿苷和
腺苷含量最高，且样品中杂质对有效成分的测定无干

扰。同时，超声处理发现不同超声时间下样品中尿苷

和腺苷的含量基本一致，无显著性差异，因此，最终样

品制备时选择了１０％的甲醇超声１０ｍｉｎ。
３２　检测波长　采用高效液相色谱 －紫外分光光度
法测定尿苷和腺苷时，选用的波长多为２５４ｎｍ［１０－１１］和
２６０ｎｍ［１２］。为进行进一步的确证，本研究在２００～４００
ｎｍ的波长范围内对尿苷、腺苷溶液以及样品溶液进行
紫外吸光度的扫描，结果发现在２６２ｎｍ处尿苷有最大
的吸收值，而在２６０ｎｍ处腺苷有最大的吸收值，考虑
到样品中尿苷的含量大于腺苷的含量，最终以２６０ｎｍ
为检测波长。

３３　流动相　据文献报道［１３］，采用甲醇和水的梯度

洗脱能将尿苷、腺苷及提取物中的其他成分有效分离，

但梯度洗脱的时间较长，通常在约４０ｍｉｎ［１４］，且色谱
柱的平衡本身需要一定的时间。因此，为寻找一种更

加快速、简便的分析条件，本研究分别考察了甲醇 －
０５％磷酸溶液（１０∶９０）、乙腈 －０５％磷酸水溶液（１０
∶９０）、甲醇 －００４ＭＫＨ２ＰＯ４（９∶９１）、乙腈 －００４Ｍ
ＫＨ２ＰＯ４（９∶９１）４种流动相。结果表明，以乙腈 －００４
ＭＫＨ２ＰＯ４（９∶９１）为流动相时，所得的色谱图峰形良
好，且分离效果佳，所以最终确定流动相为乙腈 －００４
ＭＫＨ２ＰＯ４＝９∶９１。
３４　提取物中的尿苷和腺苷含量　从表３中的样品
测定结果可以看出，同一产地不同批次的灵芝提取物

中尿苷及腺苷含量均存在一定程度的差异，这可能是

和药材的质量、投料是否足量以及提取工艺稳定性相

关。因此，制定量化的指标是控制灵芝提取物内在质

量和保证其临床疗效的有效途径。

综上所述，本文采用高效液相色谱法测定不同产

地的灵芝提取物中尿苷和腺苷的含量，该方法不但操

（下接第９４０页）

·６３９· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｌｙ．２０１４，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．７



合比例大（１∶１００），为保证取样的代表性及与溴化钾
混合的均匀性，注意将药材粉末与溴化钾在玛瑙研钵

充分研磨混合均匀。并且每个样品测定３次，然后将
各次测得的光谱图曲线加和取平均作为该样品数据曲

线。

２）１２批小驳骨的红外光谱图大体一致，用 Ｍａｔ
ｌａｂ７０软件计算其相似度，１２批小驳骨样品红外光谱
图与共有模式图谱的相关系数（中位数）均大于０９７，
说明了各批次与共有模式图谱之间的相关性很高，从

而表明共有模式图谱可以作为小驳骨红外光谱鉴别特

征之一。

３）小驳骨其所含化学成分及其组分由于受到各
种因素（地域环境、土壤、气候、采摘等）的影响会在一

些微量组分上存在一定差异。将１２批小驳骨样品红
外光谱数据应用ＳＰＳＳ１７０数据统计分析软件做聚类
分析，将小驳骨分为５大类，３、８、１、７、４、５、９号样品为
一类；１１、１２号样品为一类；２号样品为一类；１０号样
品为一类；６号样品为一类。
４）小驳骨有非常相似的化学成分组成，虽然其所

含化学成分及组分相关报道较为少见，但从１０个共有
峰的归属推断，小驳骨所含主要成分可能为黄酮类、有

机酸类等。
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作简便、可行，且专属性强、精密度及准确度高，重复性

好，分析时间短，可作为尿苷和腺苷定量分析的一种手

段，为尿苷和腺苷的测定提供了参考和依据。
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［１３］吴柳春，蒋秋香，齐兆林．ＨＰＬＣ法测定板蓝根片中尿苷和腺苷的含

量［Ｊ］．中国药品标准，２０１１，１２（４）：２９１－２９４．

［１４］张元杰，钱正明，陈肖家．ＨＰＬＣ法同时测定补益中药中尿苷，腺嘌

呤，鸟苷和腺苷的含量［Ｊ］．药物分析杂志，２０１０，３０（１）：３３－３６．

（２０１４－０１－２３收稿　责任编辑：曹柏）

·０４９· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｌｙ．２０１４，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．７


	2014年世界中医药7月第7期 110
	2014年世界中医药7月第7期 111
	2014年世界中医药7月第7期 112
	2014年世界中医药7月第7期 116

