
基金项目：全军医疗机构制剂质量标准提升专项课题重点项目（编号：１３ＺＪＺ１３）———“肾病系列非标准制剂质量标准提升的研究”
作者简介：崔恩忠（１９８１０９—），男，学士，药师，研究方向：中药制剂工艺研究，Ｅｍａｉｌ：ｃｅｚ＿ｌｉｆｅ＠１６３ｃｏｍ
通信作者：汤膗（１９８００５—），男，硕士，主管药师，研究方向：中药制剂新技术研究，Ｅｍａｉｌ：ｔａｎｇ＿ｈａｏ０５１８＠ｓｉｎａｃｏｍ

ＨＰＬＣ法测定健肾丸中腺苷的含量

崔恩忠　唐安福　贡　磊　汤　膗　王曙东
（南京军区南京总医院，南京，２１０００２）

摘要　目的：建立健肾丸中腺苷含量的测定方法，为提高该制剂的质量标准提供研究依据。方法：采用高效液相色谱法，
流动相：乙腈水（６∶９４）；色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８（２）柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２６０ｎｍ，
柱温为２５℃；进样量：１０μＬ。结果：腺苷在１２５～２０００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，平均回收率为１０１０４％，相对标准
偏差（ＲＳＤ）为１９３％。结论：该方法简便、可靠、重现性好，可用于健肾丸的质量控制。
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　　健肾丸为南京军区总医院全军肾脏病研究所研
制的中药复方制剂，处方由发酵虫草菌粉、黄芪、防

风等组成，有补肺益肾，固表止汗之功，用于防治各

种慢性肾小球肾炎、肾病综合征，病程日久至肺卫不

固、肾气亏虚易于感冒者。该临床使用数十年，有确

切疗效。目前该制剂的质量标准仅采用 ＴＬＣ法对
黄芪、防风和发酵冬虫夏草菌粉３味药进行薄层色
谱鉴别，无定量检测指标，无法全面有效的控制其质

量［１］。为进一步提升其质量标准，本文建立了健肾

丸中腺苷ＨＰＬＣ含量测定方法。
１　资料与方法
１１　一般资料　高效液相色谱仪Ｗａｔｅｒｓ１５２５，２４８７
紫外检测器；ＦＡ１１０４电子分析天平（上海精密科学
仪器有限公司）；ＫＱ５００ＤＥ型超声机（昆山市超声
仪器有限公司生产）。腺苷对照品（１１０８７９２００２０２）
购自中国药品生物制品检定所；处方药材均购自南

京医药有限公司；健肾丸为南京总医院制剂科生产，

批号为１４０５２４、１４０６０９、１４０６２３、１４０７０６、１４０７３１。甲
醇和乙腈：色谱纯（美国默克）；水：自制纯化水；其

他试剂均为分析纯。

１２　方法
１２１　色谱条件与系统适应性试验　高效液相色
谱仪Ｗａｔｅｒｓ１５２５（双泵），２４８７紫外检测器；色谱柱：
ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８（２）柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流
动相：Ａ∶Ｂ＝６∶９４（Ａ：乙腈，Ｂ：水）；检测波长为２６０
ｎｍ；柱温为２５℃；流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为１０
μＬ。
１２２　溶液的制备　对照品储备液的制备：精密称
取腺苷对照品０５ｍｇ，置２５ｍＬ量瓶中，加５０％乙
醇稀释至刻度，摇匀，作为对照品储备液。供试品溶

液的制备：取本品粉末约０１ｇ，精密称定，置具塞锥
形瓶中，精密加入５０％乙醇５０ｍＬ，称定重量，超声
提取０５ｈ，冷却至室温，再称定重量，用５０％乙醇补
足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液。阴性对照溶

液的制备：按处方比例及生产工艺制备缺发酵冬虫

夏草菌粉、黄芪和防风的阴性样品，按“２１２项”下
方法制备。

１２３　线性关系考察　分别精密腺苷储备液
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０６２５，１２５，２５，５０，１００ｍＬ至１０ｍＬ容量瓶中，
用流动相稀释至刻度，按“２１１”项下方法进行测
定，以对照品浓度为横坐标（Ｘ），峰面积为纵坐标
（Ｙ），进行线性回归，计算回归方程。
１２４　精密度试验　精密吸取“２１２”项下的腺苷
对照品溶液，按“２１１”项下色谱条件连续进样 ６
次，以峰面积计算相对标准偏差（ＲＳＤ）。
１２５　稳定性试验　取同一批号的样品，按
“２１１”项下样品溶液测定方法进行测定，在常温下
分别于０、１、２、４、８ｈ进样，记录腺苷峰面积，以峰面
积计算相对标准偏差（ＲＳＤ）。
１２６　重复性试验　取同一批号下的样品５份，按
“２１２”项下方法制备供试品溶液，进行测定，以测
定结果计算相对标准偏差（ＲＳＤ）。
１２７　加样回收率试验　精密称取腺苷对照品１４
ｍｇ，置５０ｍＬ容量瓶中，加７５％甲醇至刻度，摇匀，
即得对照品储备液。精密称取已知含量的样品０１
ｇ（腺苷含量为１４ｍｇ／ｇ），共９份，分别置于２５０ｍＬ
锥形瓶中，分别精密加入腺苷对照品３ｍＬ，５ｍＬ和
７ｍＬ，按“２１２”项下样品制备方法即得。精密吸
取上述供试液各１０μＬ注入色谱仪，测定含量，计算
回收率。

图１　健肾丸ＨＰＬＣ图谱

２　结果
２１　方法专属性试验　供试品色谱中，在与对照品
色谱相应的保留时间处，有同一色谱峰，而阴性对照

溶液在相应保留时间处则无峰出现，表明其对样品

测定无干扰。结果见图１。
２２　腺苷线性关系试验　按１２３项下方法进行
测定，以对照品浓度为横坐标（Ｘ），峰面积为纵坐标
（Ｙ），进行线性回归，得到回归方程：Ｙ＝３０５６１Ｘ＋
４２０５，ｒ＝０９９９５（ｎ＝５）。结果显示，腺苷的浓度在
１２５～２０μｇ／ｍＬ之间，与峰面积呈良好的线性关
系。见表１、图２。

表１　腺苷线性关系考察结果

浓度（μｇ／ｍＬ） 峰面积（Ａ）

１２５ ４０８９９
２５ ８０３３６
５ １５５９４５
１０ ３１４７２４
２０ ６１３３７３

图２　腺苷的标准曲线

２３　精密度试验　以１２４项下方法进行测定，计
算腺苷峰面积的 ＲＳＤ为０３１％。结果显示该方法
的精密度良好。

２４　稳定性试验　以１２５项下方法进行测定，计
算腺苷峰面积的ＲＳＤ为０８８％。表明样品溶液在８
ｈ内稳定性良好。
２５　重复性试验　以１２６项下方法进行测定，结
果样品中腺苷含量 ＲＳＤ为２２０％。说明该方法重
复性良好。

表２　腺苷加样回收率试验结果

取样量

／ｍｇ
样品含量

／ｍｇ
对照品加入量

／ｍｇ
回收率

／％
平均回收率

／％
ＲＳＤ
／％

０１０１３ ０２２４９ ００８４ ９８８６ １０１０４ １９３
０１００８ ０２２３７ ００８４ ９８３２
０１０１０ ０２２８２ ００８４ １０３３５
０１００８ ０２８１８ ０１４０ １００４８
０１０１１ ０２８０１ ０１４０ ９９００
０１０１６ ０２８６２ ０１４０ １０２８６
０１０１７ ０３４０８ ０１９６ １０１２３
０１０２１ ０３４４６ ０１９６ １０２８８
０１０２４ ０３４３９ ０１９６ １０２３３
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２６　加样回收率试验　以１２７项下方法进行测
定，计算平均回收率为１０１０４％，ＲＳＤ＝１９３％。见
表２。
２７　样品测定　取 ５批健肾丸（批号为 １４０５２４、
１４０６０９、１４０６２３、１４０７０６、１４０７３１），按 １２２项下制
备供试品溶液，按上述色谱条件测定样品，以外标法

计算样品中腺苷的含量。见表３。

表３　腺苷含量测定结果

序号 样品批号 腺苷（ｍｇ／ｇ）

１ １４０５２４ ０９９８
２ １４０６０９ ０６０２
３ １４０６２３ ０６６６
４ １４０７０６ ０６５０
５ １４０７２０ ０７０３

３　讨论
３１　最大吸收波长的选择　参照《中国药典》２０１５
版一部百令胶囊中腺苷的含量测定方法［２］，选择最

大吸收波长为２６０ｎｍ。
３２　流动相的选择　参照《中国药典》２０１５版一部
百令胶囊和金水宝胶囊中腺苷的含量测定方法及其

他相关文献［２９］，进行了选择试用，结果发现当流动

相（乙腈水）比例为６∶９４时，腺苷出峰时间及分离
度等条件都较好，故选其为最佳流动相。

３３　腺苷提取条件的选择　通过参考相关文
献［２１０］，实验对腺苷提取时间（２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４０
ｍｉｎ）及溶剂用量（５０倍、１００倍、１５０倍）分别进行了
考察，结果发现提取时间在 ３０ｍｉｎ时腺苷含量最
高，提取溶剂用量在１００倍和１５０倍时，腺苷提取率
无明显差别，但均高于５０倍用量，故最终确定腺苷
提取条件选择加入１００倍溶剂超声处理３０ｍｉｎ，结
果显示腺苷提取效果较好。

３４　指标成分的选择　冬虫夏草作为传统名贵中
药，具有调节免疫、抑制肿瘤、降血压血脂、平喘祛

痰、治疗高血糖症、肝脏疾病及改善肾功能等作

用［１１１２］，由于药材资源紧张，现大多采用人工发酵培

养冬虫夏草菌丝体，以满足药材市场。本实验研究

的健肾丸由发酵冬虫夏草菌粉、黄芪、防风、白术和

甘草共５味中药组成，处方分析后认为发酵冬虫夏
草菌粉为方中君药，其主要含核苷类如腺苷等［４５］成

分，可能为补益中药的共有物质基础［１３］，现代药理

学研究表明［１１１２］核苷酸及核苷能促进肠道的正常发

育、成熟和修复，对维持机体正常免疫功能和肝脏正

常功能有重要意义。经查阅文献［１４］并通过实验研

究，发现方中臣药黄芪和防风亦含有腺苷，故增加了

健肾丸中总腺苷指标成分的含量测定。其他指标成

分后期继续进行考察，以不断提高制剂质量标准。

本实验利用高效液相色谱法测定健肾丸中腺苷

的含量，所测结果重复性、精密度较好，适用于本品

的质量控制，同时进一步提高了该制剂的质量标准。
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