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　　[摘要 ]　目的 　建立土鳖虫药材中尿嘧啶和尿囊素的含量测定方法。方法 　采用高效液相色谱法 ,色谱柱为 A lltima

NH2 (150 mm ×4. 6 mm, 5μm) ;流动相为乙腈 2水 (90ζ 10) ;流速为 1. 0 m l/m in,检测波长 205 nm;柱温 35 ℃。结果 　尿囊素

和尿嘧啶的线性范围分别是 : 0. 404～3. 23μg ( r = 0. 999 5, n = 5) , 0. 820～6. 56μg ( r = 0. 999 5, n = 5)。平均回收率分别为

98. 8%、99. 0% , RSD分别为 0. 96%、0. 79% ( n = 6)。结论 　该方法简便、准确 ,可作为土鳖虫药材的质量控制方法。
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[ Abstract] 　O bjective　 To establish a method for determ ination of uracil and auantion in Eupolyphaga seu Steleophaga by

HPLC. M ethods　 The HPLC separation was performed on A lltima NH2 (150 mm ×4. 6 mm , 5μm ) column with a m ixture of ace2
tonitrile2water(90ζ 10) as the mobile phase, at a flow rate of 1. 0 m l/m in. Detection wavelength was at 205 nm , and column tem2
perature was at 35 ℃. Results　The linear response of Auantion and U racil range from 0. 404～3. 23μg ( r = 0. 999 5, n = 5) and

0. 820～6. 56μg ( r = 0. 999 5, n = 5) ; the average recovery was 98. 8% with RSD 0. 96% and 99. 0% with RSD 0. 79% respec2
tively ( n = 6) . Conclusion　The method is simp le, accurate and suitable for the determ ination of auantion and uracil in Eupolypha2
ga seu Steleophaga.
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　　土鳖虫是《中国药典 》2005年版一部收载品种。

咸 ,寒 ;有小毒 ,归肝经。有破瘀血 ,续筋骨的功效 ,

用于筋骨折伤 ,瘀血经闭 ,癥瘕痞块 [ 1 ]。现代研究

表明 ,土鳖虫主要含有挥发油、氨基酸、尿囊素、尿嘧

啶等成分 ,其中尿囊素具有镇静作用 ,可促进伤口愈

合并有生肌作用 ,尿嘧啶参与多种核苷的代谢 [ 2 ]。

2005年版药典一部中收载了性状、鉴别、检查和浸

出物等项目 ,但缺少含量测定项 ,不足以对药材质量

进行全面有效的控制 ,笔者在原有药材质量标准的

基础上 ,结合《中国药典 》2010年版一部 2土鳖虫任

务书的要求 ,建立了土鳖虫药材中尿嘧啶及尿囊素

的高效液相色谱的含量测定法 ,结果表明该方法灵

敏度高、专属性好、操作简便、重现性好。

1　仪器与试药

1. 1　仪器 SH IMADZU 　LC210AD VP高效液相色

谱仪 , SPD2M10AVP2PDA检测器 , CLASS2VP色谱工

作站。

1. 2　试药 　土鳖虫 (北京绿野药业有限公司 ,批号

为 08120701、08041305、08110607北京峰顺康医药

有限公司 ,批号为 08802901、08813101)。尿嘧啶对

照品 (批号为 1004692200401,供含量测定用 ) ,尿囊

素对照品 (中国药品生物制品检定所 , 批号为

1115012200202,供含量测定用 ) ;乙腈为色谱纯 ,水

为二次蒸馏水 ,其它试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2. 1　色谱条件 　色谱柱为 A lltima NH2 ( 150 mm ×

416 mm, 5μm) ;流动相为乙腈 2水 (90ζ 10) ;流速为

1. 0 m l/m in;检测波长为 205 nm;柱温 35 ℃。

2. 2　对照品溶液的制备 　精密称取尿嘧啶和尿囊

素对照品 6. 56 mg和 3. 23 mg,加 50%甲醇溶液

10m l制成每 1m l含尿嘧啶 656μg,含尿囊素 323μg

的对照品储备液 ,精密吸取该对照品储备液适量 ,以

50%甲醇按不同比例稀释 ,得尿嘧啶浓度分别为

82. 0, 164. 0, 328. 0, 492. 0, 656. 0μg/m l,尿囊素浓

度分别为 40. 4, 80. 8, 161. 5, 242. 3, 323. 0μg/m l的

系列混合对照品溶液。
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2. 3　供试品溶液的制备 　取本品粉末 (过四号筛 )

0. 25 g,精密称定 ,置具塞锥形瓶中 ,精密加入 50%

甲醇 25 m l,称定重量 ,超声处理 (功率 250 W ,频率

40 KHz ) 30 m in,放冷 ,再称定重量 ,用 50%甲醇补

足减失的重量 , 4 000 r/m in离心 5 m in,滤过 ,取续

滤液 ,即得。

2. 4　专属性试验 　按上述色谱条件 ,比较了供试品

溶液、尿嘧啶和尿囊素对照品溶液、溶剂的色谱图 ,

结果表明 ,样品中尿嘧啶和尿囊素与其他组分色谱

峰能达到基线分离 ,溶剂中的色谱峰对测定无干扰

(见图 1)。

图 1　对照品 (A)、土鳖虫样品 (B )和空白对照 (C )

高效液相色谱图

12尿嘧啶 ; 22尿囊素

2. 5　线性关系的考察 　分别取上述溶液各 10μl

进样分析 ,以进样量 (μg)为横坐标 (X) ,峰面积为

纵坐标 ( Y)绘制标准曲线 ,进行计算 ,得回归方程。

尿嘧啶回归方程为 : Y = 2 ×106
X + 5 280. 8, r =

01999 5 ( n = 5) ,在 0. 820～6. 56μg范围内呈良好

的线性关系 ;尿囊素的回归方程为 : Y = 4. 74 ×10
5
X

- 862. 91, r = 01999 5 ( n = 5) ,在 0. 404～3. 23μg范

围内呈良好的线性关系。

2. 6　精密度试验 　取“2. 2”项下制备的浓度为

161. 5μg /m l尿囊素对照品溶液及浓度为 82. 0

μg /m l的尿嘧啶对照品溶液 ,在 1 d以内分别连续

进样 5次 ,连续 5 d,根据所得峰面积分别考察日

内精密度和日间精密度。结果尿囊素及尿嘧啶的

日内精密度 RSD 分别为 0. 55% , 0. 69% ;日间精

密度 RSD分别为 1. 34% , 1. 78%。表明方法的精

密度良好。

2. 7　检测限和定量限 　将尿嘧啶和尿囊素对照品

溶液进行逐级稀释 ,以信噪比 10ζ 1时 ,确定其最低

定量限 ;以信噪比 3ζ 1时 ,确定其最低检测限。尿

嘧啶与尿囊素的最低定量限分别为 1. 73μg/m l和

1. 60μg/m l;最低检测限分别为 3. 02μg/m l和 3. 46

μg/m l。

2. 8 重复性试验 　取同一批号的土鳖虫药材

(08802901) 6份 ,按 2. 3项下方法制备成供试品溶

液 ,在上述色谱条件下分别进样 10μl,测得尿嘧啶

的平均含量为 : 0. 274 mg/g; RSD = 1. 50% ;尿囊素

的平均含量为 : 0. 589 mg/g, RSD = 2. 53%。

2. 9　稳定性试验 　取重复性试验中的一份供试品

溶液 ,于 0、1、3. 5、7、11. 5、15 h测定尿嘧啶与尿囊

素的峰面积 ,结果供试品溶液在 15 h内峰面积基本

不变 , RSD分别为 1. 42%和 1. 81% ,供试品溶液在

15 h内稳定。

2. 10　加样回收率试验 　称取已知含量的土鳖虫

样品 (批号 : 08802901) 0. 25 g,精密称取 6份 ,分

别精密加入 1 m l的尿嘧啶和尿囊素对照品溶液

(浓度为 82. 0μg /m l和 161. 5μg /m l ) ,按“2. 3”

项下方法制备供试品溶液 ,按上述色谱条件进样

分析 , 计算回收率 , 尿嘧啶 的 平 均 回 收 率 为

9910% , RSD = 0179% ,尿囊素的平均回收率为

98. 8% , RSD = 0196% ; n = 6。结果表明本方法具

有良好的回收率。结果见表 1。

2. 11　样品测定 　依上述方法制备对照品溶液和供

试品溶液 ,依相同色谱条件测定 ,以外标法计算 ,测

定了 5批样品的含量 ( n = 3) ,结果见表 2。

表 1　尿嘧啶与尿囊素加样回收率试验

尿嘧啶

样品量
(μg)

加入量
(μg)

测得量
(μg)

回收率
( % )

平均回收
率 ( % )

RSD
( % )

尿囊素

样品量
(μg)

加入量
(μg)

测得量
(μg)

回收率
( % )

平均回收
率 ( % )

RSD
( % )

67. 3 82. 0 149. 2 99. 88 144. 8 161. 5 306. 2 99. 94

65. 8 82. 0 146. 8 98. 78 141. 5 161. 5 301. 5 99. 07

70. 6 82. 0 152. 1 99. 39 99. 0 0. 79 151. 8 161. 5 313. 0 99. 81 98. 8 0. 96

52. 2 82. 0 132. 5 97. 93 112. 3 161. 5 270. 4 97. 89

57. 6 82. 0 138. 3 98. 41 123. 7 161. 5 282. 5 98. 33

75. 7 82. 0 157. 5 99. 76 162. 7 161. 5 320. 6 97. 77
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表 2　土鳖虫药材中尿囊素、尿嘧啶的含量测定结果 (n =3)

批号 尿嘧啶 (mg/g) 尿囊素 (mg/g)

08802901 0. 027 4 0. 058 9

08120701 0. 026 1 0. 058 2

08041305 0. 025 9 0. 060 1

08813101 0. 026 5 0. 059 1

08110607 0. 026 7 0. 058 6

3　讨论

3. 1　检测波长的选择 　根据土鳖虫中尿囊素的 UV

扫描图谱看出 ,尿囊素在 210 nm 处有最大吸收波

长 ,而尿嘧啶在 205 nm、256 nm处均有最大吸收 ,综

合考虑同时测定这两种成分 ,故确定检测波长为

205 nm。见图 2。

图 2　尿囊素 (A)和尿嘧啶 (B )的紫外光谱图

3. 2　色谱柱的选择 　曾试验了 D iscovery C18 ( 250

mm ×4. 6 mm, 5 μm )柱 , Agilent ZORBAX SB 2C18

(150 mm ×4. 6 mm, 5μm )柱等色谱柱 ,结果发现 ,

尿囊素在 C18柱上的保留时间很短 ,不能与其他杂质

成分分离进行含量测定。又试验了将其进行衍生化

后在反相 C18柱上进行分析的方法 ,结果发现衍生化

方法前处理过程多 ,操作繁琐 ,包括水解和衍生化等

多重步骤 ,可操作性差 ,尔后选用 A lltimaNH2 ( 150

mm ×4. 6 mm, 5μm )色谱柱试验 ,结果发现尿囊素

和尿嘧啶在该柱上均能与其他物质的色谱峰分开 ,

峰形良好 ,故本文最终选用 A lltima NH2 ( 150 mm ×

4. 6 mm, 5μm)色谱柱进行分析。

3. 3　流动相的选择 　曾试验了乙腈 2水 (88ζ 12) ,

乙腈 2水 (90ζ 10) ,乙腈 2水 (92ζ 8)等流动相系统 ,

结果发现选择乙腈 2水 (88ζ 12)作为流动相时 ,尿嘧

啶的出峰时间较早 ,可能造成杂质干扰 ,选择乙腈 2
水 (92ζ 8)作为流动相时 ,尿囊素和尿嘧啶的保留

时间变化不大 ,但峰形较差 ,选择乙腈 2水 ( 92ζ 10)

作为流动相时 ,尿囊素和尿嘧啶与其他物质的峰完

全分离 ,峰形较好。综合考虑 ,最终确定乙腈 2水 (90

ζ 10)作为本方法的流动相。

3. 4　柱温的选择 　曾考察了不同柱温对尿嘧啶和

尿囊素分离的影响 ,结果发现 ,当柱温为 25、30、40

℃时 , 尿嘧啶和尿囊素的峰形较差 ,并且有其他物

质峰的干扰 ,当柱温为 35 ℃时 ,尿囊素和尿嘧啶的

峰形较好 ,与其他物质峰可以完全分开。所以最终

选择 35 ℃作为柱温。

3. 5　本研究建立的 HPLC方法 ,同时测定土鳖虫药

材中尿嘧啶和尿囊素的含量 ,该法精密度高、操作简

便、准确可靠 ,为土鳖虫药材的全面质量控制提供了
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