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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定华佗救心丸 （蟾酥、 人工牛黄、 冰片等） 中华蟾酥毒基、 酯蟾毒配基、 日蟾毒它

灵、 蟾毒灵、 沙蟾毒精、 蟾毒它灵、 远华蟾毒精、 华蟾毒它灵的含有量。 方法　 该药物甲醇提取液的分析采用 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈⁃水， 梯度洗脱； 体积流量 ０􀆰 ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测

波长 ２９６ ｎｍ。 结果　 ８ 种蟾蜍二烯内酯在各自范围线性关系良好 （ ｒ≥０􀆰 ９９９ ５）， 平均加样回收率 ９５􀆰 ０７％ ～ １０２􀆰 ５９％ ，
ＲＳＤ １􀆰 ４２％ ～２􀆰 ８１％ 。 结论　 该方法快速、 简便、 稳定， 可用于华佗救心丸的质量控制。
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　 　 蟾酥是蟾蜍科动物中华大蟾蜍或黑框蟾蜍耳后

腺及表皮腺体的分泌物， 白色乳状液体或浅黄色浆

液［１］， 是我国常用的一味传统名贵中药， 主要含

有蟾蜍二烯羟酸内酯类［２⁃３］、 蟾毒色胺类、 甾醇类

等成分， 以蟾酥二烯内酯类为主。 现代药理学研究

表明［４⁃７］， 蟾酥有增强心肌收缩力、 麻醉、 降压、
抗炎、 抗肿瘤、 抗辐射、 抑制血小板聚集、 增加冠

状动脉血流等药理活性， 但其毒性也大， 用药不当
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会出现严重不良反应［８⁃１０］， 故对其服用剂量有严格

要求。
华佗救心丸由蟾酥、 人参茎叶总皂苷、 牛胆膏

粉、 人工麝香、 珍珠、 人工牛黄、 冰片、 三七膏粉

组成［１１⁃１３］， 其执行标准收载于 《卫生部药品标准．
中药成方制剂》 第十九册 （标准文号 ＷＳ３⁃Ｂ⁃３６７５⁃
９８）， 但目前大多以单一或几种成分含有量为指标

来表征其质量［１４⁃１６］， 存在操作繁琐、 时间长、 检

测不全面、 成本高等缺点， 故有必要研究开发一种

简便快捷、 全面准确的含量测定方法。 因此， 本实

验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定华佗救心丸中华蟾酥毒

基、 酯蟾毒配基、 日蟾毒它灵、 蟾毒灵、 沙蟾毒

精、 蟾毒它灵、 远华蟾毒精、 华蟾毒它灵的含有

量， 以期对该制剂质量进行有效控制。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ ２４８９ 高效液相系统 （美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＹＬ⁃０６０Ｓ 超声波清洗器 （深圳市语

路清洗设备有限公司， ３６０ Ｗ， ４０ ｋＨｚ）； 电子天

平 ［赛多利斯科学仪器 （北京） 有限公司］； 离心

机 （常州市万丰仪器制造有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 酯蟾毒配基、 华蟾酥毒基、 日

蟾毒它灵、 蟾毒灵、 沙蟾毒精、 蟾毒它灵、 远华蟾

毒精、 华蟾毒它灵对照品 （纯度≥９８％ ）， 均购于

成都克洛玛生物科技有限公司。 华佗救心丸 （批
号 ２０１９０１、 ２０１９０２、 ２０１９０３、 ２０１９０４、 ２０１９０５ ），
由华佗国药股份有限公司提供。 乙腈购于西格玛奥

德里奇 （上海） 贸易有限公司； 甲醇购于北京百

灵威科技有限公司； 乙醇购于上海润捷化学试剂有

限公司； 水为超纯水 （美国 Ｐａｌｌ 公司纯水机

制备）。
２　 方法与结果

２􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｃ１８ 色 谱 柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相水 （Ａ） ⁃乙腈

（Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ ２ ｍｉｎ， ２０％ ～ ３８％ Ｂ； ２ ～
５ ｍｉｎ， ３８％ ～ ５６％ Ｂ； ５ ～ １９ ｍｉｎ， ５６％ ～ ６６％ Ｂ；
１９～ １９􀆰 １ ｍｉｎ， ６６％ ～ ２０％ Ｂ； １９􀆰 １ ～ ２０ ｍｉｎ， ２０％
Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２９６ ｎｍ； 柱

温３０ ℃； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液　 精密称取远华蟾毒精、 华蟾

酥毒基、 酯蟾毒配基、 日蟾毒它灵、 蟾毒灵、 沙蟾

毒精、 蟾毒它灵、 华蟾毒它灵对照品适量， 甲醇制

成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 贮备液， 吸取适量， 甲醇稀释， 即得

（０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ）。

２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 取 ５ 批丸剂， 研细， 每批取

约 ０􀆰 ３ ｇ， 精密称定， 精密加入 ２０ ｍＬ 甲醇， 室温

下超声处理 ２０ ｍｉｎ 后取出， 冷却， 甲醇补足减失

的质量， 振荡摇匀， 滤过， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 专属性试验 　 精密量取 “２􀆰 ２” 项下对照

品、 供试品溶液各 １０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件

下进样测定， 结果见图 １。 由此可知， 各成分色谱

峰与其前后峰的分离度均大于 １􀆰 ５， 理论塔板数以

蟾毒灵峰计为 ３ ０００， 其他成分对测定无干扰。
２􀆰 ３􀆰 ２　 线性关系考察 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下

贮备液适量于量瓶中， 甲醇稀释至刻度， 振荡摇

匀， 制成质量浓度为 ５、 １０、 ２５、 ５０、 １００ μｇ ／ ｍＬ
的系列溶液， 精密吸取适量， 在 “２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定。 以峰面积为纵坐标 （Ｙ）， 溶液质

量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 结果见表 １， 可

知各成分在各自范围内线性关系良好。
表 １　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
日蟾毒他灵 Ｙ＝ １２ ４５６Ｘ＋１ ２７５􀆰 ３ ０􀆰 ９９９ ５ ５～１００
沙蟾毒精 Ｙ＝ ８ ７１６􀆰 ６Ｘ＋１５ ３３１ ０􀆰 ９９９ ９ ５～１００
远华蟾毒精 Ｙ＝ １１ ０２１Ｘ＋５ ７２７􀆰 １ ０􀆰 ９９９ ６ ５～１００
蟾毒它灵 Ｙ＝ １６ ４８０Ｘ＋１０ ４４７ ０􀆰 ９９９ ６ ５～１００
华蟾毒他灵 Ｙ＝ １１ ６３９Ｘ＋５ ３４０􀆰 ８ ０􀆰 ９９９ ７ ５～１００
蟾毒灵 Ｙ＝ １６ ５３８Ｘ＋８ ７５７􀆰 ９ ０􀆰 ９９９ ７ ５～１００
华蟾酥毒基 Ｙ＝ １２ ９６７Ｘ＋２ ３５７􀆰 １ ０􀆰 ９９９ ７ ５～１００
酯蟾毒配基 Ｙ＝ １３ ３４５Ｘ＋２ ４２１􀆰 ８ ０􀆰 ９９９ ８ ５～１００

２􀆰 ３􀆰 ３　 精密度试验 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对

照品溶液 １０ μＬ， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定 ６ 次， 测得日蟾毒他灵、 沙蟾毒精、 远华蟾毒精、
蟾毒它灵、 华蟾毒他灵、 蟾毒灵、 华蟾酥毒基、 酯

蟾毒 配 基 峰 面 积 ＲＳＤ 分 别 为 ０􀆰 ４１％ 、 ０􀆰 ４３％ 、
０􀆰 ４２％ 、 ０􀆰 ４３％ 、 ０􀆰 ４１％ 、 ０􀆰 ４４％ 、 ０􀆰 ５２％ 、 ０􀆰 ５１％ ，
表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 稳定性试验 　 取同一供试品溶液 （批号

２０１９０１） 适 量， 于 ２、 ４、 ６、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 在

“２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得日蟾毒他灵、
沙蟾毒精、 远华蟾毒精、 蟾毒它灵、 华蟾毒他灵、
蟾毒灵、 华蟾酥毒基、 酯蟾毒配基峰面积 ＲＳＤ 分

别为 ０􀆰 ５４％ 、 ０􀆰 ５２％ 、 ０􀆰 ４５％ 、 ０􀆰 ５８％ 、 ０􀆰 ４６％ 、
０􀆰 ６０％ 、 ０􀆰 ６５％ 、 ０􀆰 ６１％ ， 表明供试品溶液在 ４８ ｈ
内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 重复性试验 　 取丸剂 （批号 ２０１９０１） 适

量， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法平行制备 ６ 份供试品溶
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１． 日蟾毒它灵　 ２． 沙蟾毒精　 ３． 远华蟾毒精　 ４． 蟾毒它灵　 ５． 华蟾毒它灵　 ６． 蟾毒灵　 ７． 华蟾酥毒基　 ８． 酯蟾毒配基

１． ｇａｍａｂｕｆｏｔａｌｉｎ　 ２． ａｒｅｎｏｂｕｆａｇｉｎ　 ３． ｔｅｌｏｃｉｎｏｂｕｆａｇｉｎ　 ４． ｂｕｆｏｔａｌｉｎ　 ５． ｃｉｎｏｂｕｆｏｔａｌｉｎ　 ６． ｂｕｆａｌｉｎ　 ７． ｃｉｎｏｂｕｆａｇｉｎ　 ８． ｒｅｓｉｂｕｆｏｇｅｎｉｎ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｎｔｓ

液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得日蟾

毒他灵、 沙蟾毒精、 远华蟾毒精、 蟾毒它灵、 华蟾

毒他灵、 蟾毒灵、 华蟾酥毒基、 酯蟾毒配基峰面积

ＲＳＤ 分 别 为 ２􀆰 ３５％ 、 ３􀆰 ４７％ 、 ３􀆰 ５９％ 、 ２􀆰 ８４％ 、
１􀆰 ４６％ 、 １􀆰 ６７％ 、 ０􀆰 ２７％ 、 ０􀆰 ４９％ ， 表明该方法重

复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ６　 加样回收率试验　 取丸剂 （批号 ２０１９０１） 适

量， 共 ６ 份， 加入 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下贮备液适量， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定， 计算回收率。 结果， 日蟾毒他

灵、 沙蟾毒精、 远华蟾毒精、 蟾毒它灵、 华蟾毒他

灵、 蟾毒灵、 华蟾酥毒基、 酯蟾毒配基平均加样回收

率 分 别 为 ９８􀆰 ５４％ 、 ９５􀆰 ０７％ 、 ９７􀆰 ４５％ 、 ９９􀆰 ５８％ 、
１００􀆰 ４６％ 、 １０２􀆰 ５９％ 、 ９８􀆰 ６５％ 、 ９７􀆰 ６１％ ， ＲＳＤ 分别为

２􀆰 ７５％ 、 ２􀆰 ４６％ 、 １􀆰 ５３％ 、 ２􀆰 ８１％ 、 １􀆰 ４２％ 、 １􀆰 ６０％ 、
２􀆰 ０３％ 、 ２􀆰 １９％ 。
２􀆰 ３􀆰 ７　 样品含有量测定　 取 ５ 批丸剂， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定， 计算含有量， 结果见表 ２。
３　 讨论

３􀆰 １　 提取溶剂、 提取时间筛选　 本实验考察了不

同提取溶剂 （甲醇、 ５０％ 甲醇、 乙醇、 ５０％ 乙醇）、
提取时间 （１０、 ２０、 ４０、 ６０ ｍｉｎ） 对提取效果的影

响， 发现以甲醇为提取溶剂超声提取 ２０ ｍｉｎ 时，
７３１１
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　 　 　 　 　表 ２　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔ⁃

ｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

成分
批号

２０１９０１ ２０１９０２ ２０１９０３ ２０１９０４ ２０１９０５
日蟾毒它灵 １􀆰 ７３ １􀆰 ６７ ２􀆰 ２１ ２􀆰 ３８ ２􀆰 １５
沙蟾毒精 １０􀆰 ７８ １０􀆰 ４０ ９􀆰 ９３ １２􀆰 ６８ １０􀆰 ４４
远华蟾毒精 １􀆰 ５５ １􀆰 ４８ １􀆰 ４７ １􀆰 ８９ １􀆰 ６５
蟾毒它灵 ３􀆰 ５０ ３􀆰 ５２ ３􀆰 ４９ ４􀆰 ３１ ３􀆰 ４６
华蟾毒它灵 ５􀆰 ００ ４􀆰 ８０ ４􀆰 ７９ ６􀆰 ００ ４􀆰 ９３
蟾毒灵 ３􀆰 ６２ ３􀆰 ４７ ３􀆰 ４０ ４􀆰 ２７ ３􀆰 ３８
华蟾酥毒基 ８􀆰 ４２ ８􀆰 ３８ ８􀆰 ５９ １０􀆰 １５ ８􀆰 ２６
酯蟾毒配基 ５􀆰 １３ ５􀆰 ０７ ５􀆰 １３ ６􀆰 １６ ４􀆰 ８４

蟾蜍二烯内酯类成分提取效率最高。
３􀆰 ２　 色谱条件筛选 　 本实验考察了 Ｕｎｉｔａｒｙ Ｃ１８、
Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｃ１８ 色谱柱 （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ，
５ μｍ） 的分离效果， 发现后者更理想。 然后， 考

察了不同柱温 （２５、 ３０、 ３５、 ４０ ℃）， 发现 ３０ ℃
时分离效果最佳。
３􀆰 ３　 流动相筛选 　 本实验考察了 ０􀆰 １５％ 磷酸⁃乙
腈、 ０􀆰 ５％ 甲酸⁃乙腈、 水⁃乙腈的分离效果， 发现

以水⁃乙腈为流动相时色谱峰峰形较好， 并且为非

酸性溶液， 对仪器损害较小， 并按 “２􀆰 １” 项下比

例梯度洗脱， 此时各成分色谱峰分离度均大于

１􀆰 ５， 而且峰形完整。
４　 结论

本实验所采用的 ＨＰＬＣ 法具有简便、 快速、 稳

定、 精密度和重复性良好的优点， 能在同一色谱条

件下同时测定华佗救心丸中华蟾酥毒基、 酯蟾毒配

基、 日蟾毒它灵、 蟾毒灵、 沙蟾毒精、 蟾毒它灵、
远华蟾毒精、 华蟾毒它灵的含有量， 不仅能有效鉴

别该制剂中蟾酥微量成分的有无， 也可对其含有量

进行全面准确的检测， 以期为相关质量控制提供重

要保障［１７⁃１９］。
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