
中国兽药杂志 ２０１８ 年 ７ 月第 ５２ 卷第 ７ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１８．０７．０９

高效液相色谱法测定板蓝根颗粒中腺苷的含量

王亚芳１，钟昆芮１，李应超１，周艳飞１，张小飞１，
高 婷１，秦俊杰２，３，王海军２，３，战 皓２，３∗

（１．北京市兽药监察所，北京 １００１０７； ２．北京生泰尔生物科技有限公司，北京 １０２２０６； ３．北京市中兽药工程技术研究中心，北京 １０２２０６）
［收稿日期］ ２０１７－１２－２１　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１８） ０７－００５９－０５　 ［中图分类号］Ｓ８５３．７４

［摘　 要］ 　 建立了兽用板蓝根颗粒中腺苷含量测定的高效液相色谱法。 以 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８ 柱为固定

相，甲醇－０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液（１０ ∶ ９０）为流动相，检测波长 ２６０ ｎｍ，流速为 １．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱
温 ３０ ℃。 采用外标法定量计算含量。 腺苷的线性范围为 ４～２０μｇ ／ ｍＬ，回归方程 ｙ ＝ ７１１６９ｘ－６７３２，
Ｒ２ ＝ ０．９９９９；平均回收率 ９６．６２％，ＲＳＤ 为 １．０８％。 方法操作简单、精密度高、稳定性好，测定结果准确

可靠，可用于板蓝根颗粒中腺苷的质量控制。
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３０ ℃ ． Ｉｔ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｉｎ ｓａｍｐｌｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｉｓ ４ ～ ２０ μｇ ／ ｍＬ ｒａｎｇｅ，
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　 　 板蓝根为十字花科植物菘蓝（ Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ
Ｆｏｒｔ．）的干燥根，具有清热解毒、凉血利咽的功效，

主要包括吲哚类、喹唑酮类、芥子苷类、有机酸类和

核苷类等化合物［１－３］。 板蓝根颗粒由单味药材板蓝

·９５·
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根经提取、浓缩、加工而成，根据《中国药典》 ２０１５
版一部中板蓝根颗粒处方提取制备成便于临床应

用的新兽用产品，清热解毒，凉血利咽，用于治疗鸡

传染性法氏囊病，猪风热感冒等症。 兽用板蓝根颗

粒市场基数大，如果在原材料收购、饮片加工和成

药生产过程中有不规范环节，会导致产品质量参差

不齐，无法保证药效。 因此，需要制定一种质量标

准对板蓝根颗粒的产品质量进行控制。
板蓝根中核苷类成分，尤其是腺苷，具有抗炎、

抗凝血、扩张冠状动脉、松弛支气管平滑肌、镇静中

枢神经和抗心律不齐的作用，可以通过参与并干扰

细菌病毒的基因表达过程，从而起到一定的抗病毒

作用［４－７］。 《中国药典》中仅以亮氨酸、精氨酸为对

照作为定性鉴别项，无质量控制标准。 为了更好的

控制板蓝根颗粒的质量，将活性成分腺苷作为指标

性成分，对其含量测定方法进行研究，为进一步完

善板蓝根颗粒的质量控制提供了依据。
１　 材　 料

１．１　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ１５２５ 高效液相色谱仪，２４８７ 双

通道可调波长紫外检测器，美国 ｗａｔｅｒｓ 公司；Ｓｙｍ⁃
ｍｅｔｒｙ Ｃ１８ 柱（５ μｍ，２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ），美国 ｗａｔｅｒｓ
公司；ＫＱ－５００Ｂ 型超声波清洗器，昆山市超声仪器

有限公司。
１．２ 　 试药 　 板蓝根颗粒批号： ０８０３０５、 ０８０３０７、
０８０３１０、 ０８０３１２、 ０８０３１５、 ０８０３１７、 ０８０３２０、 ０８０３２２、
０８０３２４、０８０３２６，北京生泰尔技术研究院试制产品；
腺苷对照品，批号：１１０８７９－２００２０２，购于中国药品

生物制品检定所；甲醇（色谱纯）；双蒸水；其余试剂

均为分析纯。
２　 方法与结果

２．１　 色谱条件　 色谱柱：Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８ 柱（５ μｍ，
２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ）；流动相：甲醇－０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸

二氢钾溶液（１０ ∶ ９０）；检测波长：２６０ ｎｍ；流速：
１．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０ ℃。
２．２ 　 对照品溶液的制备 　 称取腺苷对照品约

１０ ｍｇ，精密称定，置 ５０ ｍＬ 的容量瓶中，加水溶解

并定容至刻度，滤过，即得。
２．３　 供试品溶液的制备　 取本品内容物，研细，精
密称定 ２ ｇ，置具塞三角瓶中，加 ２０ ｍＬ 水超声处理

１５ ｍｉｎ，取出，放置至室温，过滤，滤液转移至 ２５ ｍＬ
量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，滤过，即得。
２．４　 线性关系考察　 精密量取腺苷对照品储备液，
逐级稀释得到浓度分别为 ４、８、１２、１６、２０ μｇ ／ ｍＬ
的溶液，用流动相稀释至刻度，摇匀，滤过。 按上述

色谱条件分别进样 ２０ μＬ，测定峰面积。 以腺苷浓

度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。 结

果显示腺苷浓度在 ４ ～ ２０ μｇ ／ ｍＬ 内与峰面积呈良

好的线性关系，回归方程 ｙ ＝ ７１１６９ｘ － ６７３２，Ｒ２ ＝

０．９９９９。
２．５ 　 精密度试验 　 精密吸取腺苷对照品溶液

２０ μＬ，在上述色谱条件下重复进样 ６ 次，测定峰面

积，并计算相对标准偏差（ＲＳＤ），试验结果见表 １。
经过计算，ＲＳＤ＝ ０．０６％，表明该方法精密度良好。

表 １　 精密度试验测定结果 （ｎ＝６）

Ｔａｂ １　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ＝６）
编号 进样量 ／ μＬ 峰面积 平均峰面积 ＲＳＤ ／ ％

１ ２０ ５１９０７７

２ ２０ ５１８６６１

３ ２０ ５１８８０２

４ ２０ ５１９２４８

５ ２０ ５１８４３０

６ ２０ ５１９１４５

５１８８９４ ０．０６

·０６·
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２．６　 重现性试验 　 称取板蓝根颗粒粉末，在不同

实验室分别由 ６ 个分析人员，平行制备 ６ 份供试品

溶液，分别测定，根据峰面积值，计算腺苷含量及

ＲＳＤ 值，试验结果见表 ２。 结果显示腺苷平均含量

为 ０．１８４ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ 为 １．５０％，表明该方法重现性

良好。

表 ２　 重现性试验结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ＝６）
编号 进样量 ／ μＬ 峰面积 含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 平均含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） ＲＳＤ ／ ％

１ ２０ ５２５７９４ ０．１８７

２ ２０ ５１７１８９ ０．１８４

３ ２０ ５１８９６５ ０．１８５

４ ２０ ５２２３９２ ０．１８６

５ ２０ ５０２８３４ ０．１７９

６ ２０ ５１８３６９ ０．１８５

０．１８４ １．５０

２．７　 稳定性试验 　 取同一供试品溶液，按上述色

谱条件，分别于 ０、２、４、６、８、１２ ｈ 进行测定。 根据峰

面积值，计算腺苷含量及 ＲＳＤ 值，见表 ３。 结果显

示腺苷平均含量 ０．１８０ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ 为 ０．４３％，表明

供试品溶液在 １２ ｈ 内稳定。

表 ３　 稳定性试验结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ＝６）
编号 进样时间 ／ ｈ 进样量 ／ μＬ 峰面积 含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 平均含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） ＲＳＤ ／ ％

１ ０ ２０ ５０３４５６ ０．１７９

２ ２ ２０ ５０４５８３ ０．１８０

３ ４ ２０ ５０８３２８ ０．１８１

４ ６ ２０ ５０３７８９ ０．１７９

５ ８ ２０ ５０７３９２ ０．１８１

６ １２ ２０ ５０３１９４ ０．１７９

０．１８０ ０．４３

２．８　 加样回收率试验　 取已知含量的板蓝根颗粒

样品 ６ 份，每份约 １．０ ｇ，精密称取，分别精密加入适

量腺苷对照品，按上述样品溶液制备方法和色谱条

件测定峰面积，计算腺苷的加样回收率及 ＲＳＤ 值，
结果见表 ４。 结果显示，腺苷的平均加样回收率为

９６．６２％（ＲＳＤ＝ １．０８％）。

表 ４　 加样回收率实验结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ ４　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
编号 样品中的量 ／ μｇ 加入的量 ／ μｇ 测得的量 ／ μｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ １７８．４６ １００ ２７３．６４ ９５．１８

２ １７６．４５ １００ ２７２．７５ ９６．３０

３ １７２．６３ １００ ２６９．６５ ９７．０２

４ １７５．５３ １００ ２７１．３６ ９５．８３

５ １７４．６３ １００ ２７２．６４ ９８．０１

６ １７６．３５ １００ ２７３．７４ ９７．３９

９６．６２ １．０８
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２．９　 样品测定　 取 １０ 批板蓝根颗粒样品，分别按

上述样品溶液制备方法和色谱条件，测定峰面积，
计算腺苷含量和 ＲＳＤ 值，含量测定结果见表 ５，色
谱图见图 １。 由表 ５ 可知，板蓝根颗粒中腺苷的含

量为 ０．１８２ ｍｇ ／ ｇ（ＲＳＤ ＝ １．５２％）；图 １ 所得到的液

相色谱图峰型较对称，分离度高，保留时间适当。
表明该方法灵敏度高、重现性好且稳定。

表 ５　 板蓝根颗粒中腺苷含量测定结果（ｎ＝３）

Ｔａｂ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ Ｇｒａｎｕｌｅ（ｎ＝３）
批号 样品 １ ／ （ｍｇ·ｇ－１） 样品 ２ ／ （ｍｇ·ｇ－１） 样品 ３ ／ （ｍｇ·ｇ－１） 平均含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） ＲＳＤ ／ ％

０８０３０５ ０．１７８ ０．１７９ ０．１８０

０８０３０７ ０．１７９ ０．１７８ ０．１８１

０８０３１０ ０．１７９ ０．１７８ ０．１７９

０８０３１２ ０．１８４ ０．１８５ ０．１８３

０８０３１５ ０．１８７ ０．１８６ ０．１８８

０８０３１７ ０．１８２ ０．１８３ ０．１８４

０８０３２０ ０．１８３ ０．１８４ ０．１８１

０８０３２２ ０．１７９ ０．１８１ ０．１８０

０８０３２４ ０．１８０ ０．１８２ ０．１８０

０８０３２６ ０．１８４ ０．１８４ ０．１８３

０．１８２ １．５２

（ａ：腺苷）
（ａ： ａｄｅｎｏｓｉｎｅ）

图 １　 腺苷对照品（Ａ）及供试品溶液（Ｂ）色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ（Ａ）ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ（Ｂ）ｏｆ Ｂａｎｌａｎｇｅｎ Ｇｒａｎｕｌｅ
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３　 讨论与结论

３．１　 流动相比例的考察 　 研究分别考察了甲醇－

０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液以 １２ ∶ ８８，１０ ∶ ９０ 比

例下的色谱效果。 当甲醇－０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾

溶液比例为 １２ ∶ ８８ 时，腺苷的保留时间为１５．８ ｍｉｎ，
但色谱峰容易受到杂质峰干扰；将比例稍作调整，
当比例为 １０ ∶ ９０ 时，腺苷保留时间为 １７．３ ｍｉｎ，腺
苷峰分离度高，故选择流动相为甲醇－０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸二氢钾溶液（１０ ∶ ９０）。
３．２　 流速的考察　 分别以流速 ０．８、１、１．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ
进行优选，当流速为 ０．８ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时，腺苷的保留时

间为 ２７．３ ｍｉｎ，出峰较慢；当流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时，
腺苷保留时间为 ２０．９ ｍｉｎ，出峰时间较理想，但有

拖尾现象；当流速为 １．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时，腺苷的保留时

间为 １７．３ ｍｉｎ，腺苷峰分离度高且保留时间适宜，
故选择流速为 １．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
３．３　 测定结果分析　 对 １０ 批板蓝根颗粒样品中腺

苷的含量进行了测定，由测定结果可知，同一批样

品腺苷含量较稳定，且 １０ 批样品腺苷含量范围为

０．１７８ ～ ０． １８８ ｍｇ ／ ｇ，表明板蓝根颗粒制备方法稳

定、重复性能较好。 同时，以相同制备方法和色谱

条件对 ３ 个厂家的兽用板青颗粒中腺苷含量进行

检测， 结 果 显 示， 腺 苷 含 量 范 围 为 ０． ００６ ～
０．０９８ ｍｇ ／ ｇ，不同厂家样品中腺苷含量差异显著，其
内在质量差异较为明显。

研究所建立的含量测定方法，腺苷与板蓝根颗

粒中其他组分可以得到较好的分离，实验操作简

单、快速、稳定且重复性良好，同时为板蓝根颗粒的

质量控制提供了一种新方法。 此外，板蓝根颗粒中

有效成分众多，如何更全面的反应板蓝根颗粒的内

在质量，有待进一步研究。
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