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摘要摘要：：目的 建立北沙参水溶性成分的高效液相色谱（HPLC）特征图谱，并测定药材中 3 种核苷类成分的含量。方法 色谱柱为

Waters XBridge® C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），流动相为甲醇 - 水（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 260 nm，柱温为

30 ℃，进样量为 10 µL。采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统软件（2012 版）进行相似度评价，确定共有峰并进行聚类分析。采用

HPLC 法测定药材中 3 种核苷类成分的含量。结果 15 批样品特征图谱共确定 6 个共有峰，指认了其中 3 个，分别为尿苷、鸟苷、腺

苷。15 批药材可聚为 3 大类；相似度均大于 0. 9。上述 3 种核苷类成分质量浓度分别在 1. 11～22. 19 µg / mL（R2 = 0. 999 9）、0. 98～
14. 69 µg / mL（R2 = 0. 999 8）、2. 01～20. 12 µg / mL（R2 = 1. 000 0）范围内与峰面积线性关系良好，检测限分别为 0. 20，0. 04，
0. 20 µg / mL，定量限分别为 0. 40，0. 08，0. 40 µg / mL；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于 2. 0%；平均加样回收率分别为

93. 49%，97. 44%，98. 35%，RSD 分别为 1. 07%，1. 14%，0. 58%（n = 6）。结论 建立的北沙参水溶性成分特征图谱及 3 种核苷类成分

含量测定的方法稳定可靠，重复性良好，可用于评价和控制北沙参的质量。

关键词关键词：：北沙参；水溶性成分；特征图谱；含量测定；高效液相色谱法

Establishment of HPLC Characteristic Chromatogram of Water - Soluble Components and
Content Determination of Nucleosides in Glehniae Radix
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AbstractAbstract：：Objective To establish the HPLC characteristic chromatogram of Water - soluble components in Glehniae Radix，and to
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detecte the contents of 3 nucleoside components in medicinal materials. Methods The chromatography column was the Waters
XBridge® C18 column（250 mm × 46 mm，5 µm），the mobile phase was water and methanol（gradient elution），the flow rate was
1. 0 mL / min，the detection wavelength was 260 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 µL. The
similarity evaluation was performed using the Traditional Chinese Medicine Chromatographic Fingerprint Similarity Evaluation System
software（2012 version） to determine common peaks and conduct cluster analysis. The contents of 3 nucleoside components were
determined by HPLC. ResuLts A total of 6 common peaks were marked in the characteristic chromatograms of 15 batches of
samples，and 3 common components were identified，and 3 of them were characterized as uridine，guanosine，and adenosine.
15 batches of Samples could be clustered into two categories. The similarity of 15 batches of samples was higher than 0. 9. The
linear ranges of the above 3 nucleoside components were 1. 11 - 22. 19 µg / mL（R2 = 0. 999 9）、0. 98 - 14. 69 µg / mL（R2 =
0. 999 8）、2. 01 - 20. 12 µg / mL（R2 = 1. 000 0）. The limit of detection was 0. 20，0. 04，0. 20 mg / mL，the limit of quantitation
was 0. 40，0. 08，0. 40 mg / mL. The RSDs of precision，stability and repeatability tests were all less than 2. 0%. The average
recovery rates were 93. 49%，97. 44% and 98. 35%，with RSDs of 1. 07%，1. 14% and 0. 58%（n = 6），respectively.
Conclusion The established characteristic chromatogram of water - soluble components and the conten determination method for 3
nucleosides in Glehniae Radix is satisfactory stability，reliability，and reproducibility，which can be applied for quality evaluation and
control of Glehniae Radix.
Key wordsKey words：：Glehniae Radix；Water - soluble components；characteristic chromatogram；content determination；High - performance
liquid chromatography

北沙参为伞形科植物珊瑚菜 Glehnia littoralis Fr.
Schmidt ex Miq. 的干燥根，性微寒，味甘、微苦，有养阴

清肺、益胃生津功效，为传统补阴类中药［1 - 2］。研究表

明，其主要化学成分包括多糖、香豆素类、聚炔类、核

苷类等［2］。近年来，有关北沙参的研究多集中于香豆素

类和聚炔类等脂溶性成分［3 - 4］，对其水溶性成分的研

究较少。北沙参的传统用药方式为水煎服，因此，现有

研究不能全面体现北沙参的药用物质基础。核苷类成

分是具有广泛生理活性的水溶性成分，参与 DNA代谢

过程，是生物维持生命的重要物质基础，具有抗肿瘤、

抗病毒、抗衰老等多种生物活性［5 - 6］，为滋补类中药共

性的化学物质［7］。现有文献报道的北沙参中核苷类成

分的含量测定，仅以腺苷为质控指标，无法全面体现

北沙参的质量［8］。为此，本研究中采用高效液相色谱

（HPLC）法，建立了北沙参水溶性成分的HPLC特征图

谱，并对其中的 3个特征峰进行了指认和定量分析，为

北沙参质量的全面评价和控制提供了参考。现报道

如下。

1 仪器与试药

仪器：LC2030型高效液相色谱仪（日本 Shimadzu公
司）；GN - 12A型歌能超声波清洗机（深圳市歌能清洗

设备有限公司）；Milli - Q型超纯水系统（美国Merck
Millipore公司）；XS105型电子天平（瑞士Mettler Toledo
公司，精度为0. 01 mg）。

试药：尿苷对照品（批号为 110887 - 202104，含量

99. 6%），鸟苷对照品（批号为 111977 - 202202，含量

88. 6%），腺苷对照品（批号为 110879 - 201703，含量

99. 7%），均购自中国食品药品检定研究院；甲醇为色谱

纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。15批次北沙参样

品（相关信息见表 1）为市场购买，经山东省菏泽市食品

药品检验检测研究院赵丹彤主任药师鉴定均为正品。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

Waters XBridge® C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm）；

流动相：甲醇（A）- 水（B），梯度洗脱（0～20 min时

98%B，20～40 min 时 98%B→85%B，40～60 min 时

85%B）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：260 nm；柱温：

30 ℃；进样量：10 µL。
2. 2 溶液制备

混合对照品溶液：取尿苷、鸟苷、腺苷对照品11. 14 mg、
11. 05 mg、10. 09 mg，精密称定，分别置 50 mL、50 mL、
100 mL容量瓶中，加水溶解并定容，即得单一对照品溶

液；分别精密量取 0. 50 mL、0. 25 mL、1. 00 mL，置同一

10 mL容量瓶中，加水定容，摇匀，即得。

供试品溶液：取药材样品粉末（过 3号筛）0. 8 g，精
密称定，置具塞锥形瓶中，精密加水 25 mL，称定质量，

超声（功率500 W、频率40 kHz）处理30 min，放冷，再次称

•检验检测•
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表1 药材样品信息

Tab. 1 Information of medicinal material samples

编号

Y0
Y2
Y3
Y5
Y6
Y14
Y15
Y41

规格

药材

药材

药材

饮片

饮片

饮片

饮片

药材

标示产地

山东

山东

河北

河北

内蒙古

山东

安徽

山东

水分（%）

11. 44
12. 17
8. 70
12. 02
10. 64
9. 81
9. 11
10. 06

编号

Y44
Y45
Y50
Y52
Y53
Y54
Y55

规格

药材

药材

饮片

饮片

饮片

饮片

饮片

标示产地

安徽

安徽

山东

河北

山东

安徽

安徽

水分（%）

11. 10
9. 69
10. 70
11. 77
9. 93
10. 92
11. 15
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定质量，加水补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，

即得。

2. 3 特征图谱研究

2. 3. 1 方法学考察

精密度试验：取供试品溶液（编号Y0）适量，按2. 1项下

色谱条件连续进样测定 6次，以腺苷峰为参照峰，计算

各特征峰相对保留时间（RRT）及相对峰面积（RPA）。结

果各特征峰 RRT及 RPA的 RSD分别小于 0. 22%及

0. 18 %（n = 6），表明方法精密度良好。

稳定性试验：取供试品溶液（编号Y0）适量，分别于

室温下放置 0，2，4，8，12，24 h时按 2. 1项下色谱条件进

样测定，以腺苷峰为参照峰，计算各特征峰 RRT及

RPA。结果各特征峰 RRT 及 RPA 的 RSD 分别小于

1. 03%及0. 30 %（n = 6），表明供试品溶液室温放置24 h
内基本稳定。

重复性试验：取药材样品（编号Y0）适量，各 6份，

按 2. 2项下方法制备供试品溶液，再按 2. 1项下色谱条

件进样测定，以腺苷峰为参照峰，计算特征峰的RRT及

RPA。结果各特征峰 RRT 及 RPA 的 RSD 分别小于

0. 62%及0. 35%（n = 6），表明方法重复性良好。

耐用性试验：取供试品溶液（编号Y0）适量，采用不

同流速（0. 9 mL / min、1. 1 mL / min）、不同柱温（28 ℃、

32 ℃）、不同进样体积（7 µL、13 µL），按 2. 1项下色谱条

件进样测定，以腺苷峰为参照峰，计算特征峰的RRT及
RPA。结果各特征峰RRT及RPA的RSD分别为0. 64%～

1. 85%及 0. 24%～1. 27%，表明色谱条件发生一定程度

变化时，本方法能满足试验要求，耐用性良好。

2. 3. 2 特征指纹图谱的建立

取 15批药材，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按

2. 1项下色谱条件进行测定，15批药材水溶性成分

HPLC指纹图谱见图 1。采用中药色谱指纹图谱相似度

评价系统软件（2012版），设编号 Y0的样品色谱图为

参照图谱，其他样品色谱峰与参照图谱进行自动匹

配，即得共有模式的对照指纹图谱，见图 1。将 15批
样品的指纹图谱导入软件，计算相似度，结果 15批样

品与对照特征图谱的相似度均大于 0. 9。
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图1 北沙参水溶性成分高效液相色谱叠加指纹图谱及对照指纹图谱

Fig. 1 HPLC suerimposed fingerprint and reference fingerprint of water - soluble components of Glehniae Radix

•检验检测•
Inspection and Test

结合峰面积信息，选定对照指纹图谱中峰面积相
对百分比 > 1%的色谱峰作为共有峰。选定的 6个共有
峰峰面积占比 > 90%，其中峰 5与相邻色谱峰分离良
好，确定峰 5（腺苷峰）为参照峰，并计算各共有特征峰
平均 RRT RSD，结果峰 1 - 6分别为 0. 217（0. 10%），
0. 228（0. 46%），0. 605（0. 04%），0. 659（0. 04%），0. 821
（0. 04%），0. 904（0. 03%）。
2. 3. 3 化学计量学分析

采用SPSS19. 0统计学软件，以峰5（腺苷峰）为参照
峰，将 6个共有峰的相对峰面积作为变量，采用组间连
接的系统聚类法，度量区间为平方欧氏距离对 15批样
品进行聚类分析。结果当平方欧式距离为 10时，可分为
3类，其中药材 Y5、Y15、Y41、Y45、Y52、Y53为一类，

Y0、Y3、Y6、Y50为一类，Y2、Y14、Y44、Y54、Y55为一
类。详见图2。

0 5 10 15 20 25
Y41Y53Y5Y52Y15Y45Y0Y50Y6Y3Y44Y54Y55Y14Y2

813412710111539141562
图2 聚类分析树状图

Fig. 2 Cluster analysis dendrogram
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2. 4 3 种核苷类成分含量测定

2. 4. 1 方法学考察

适用性试验：取 2. 2项下混合对照品溶液、供试品

溶液各适量，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱。

结果，理论板数按腺苷峰计应不低于 3 000；分离度均大

于1. 5，基线分离良好。详见图3。
25
20
15
10
5
0
0 10 20 30 40 50 60 70 t / min

U / mV
1

3

5

A
25
20
15
10
5
0
0 10 20 30 40 50 60 70 t / min

U / mV

1

3

5

B
1. 尿苷 3. 鸟苷 5. 腺苷

A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液

图3 高效液相色谱图

1. Uridine 3. Guanosine 5. Adenosine
A. Mixed reference solution B. Test solution

Fig. 3 HPLC chromatograms

线性关系考察：分别精密量取 2. 2项下混合对照品

溶液适量，加水制成系列混合对照品溶液。量取 10 µL，
按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以待测成

分质量浓度（X，µg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标

进行线性回归。结果见表2。
表2 线性关系及检测限、定量限考察结果

Tab. 2 Results of linearity，LOD and LOQ

待测成分

尿苷

鸟苷

腺苷

回归方程

Y1 = 25 243. 81 X1 + 202. 35
Y2 = 26 707. 14 X2 - 196. 32
Y3 = 34 426. 03 X3 - 928. 54

R2

0. 999 9
0. 999 8
1. 000 0

线性范围（µg / mL）
1. 11～22. 19
0. 98～14. 69
2. 01～20. 12

检测限（µg / mL）
0. 20
0. 04
0. 20

定量限（µg / mL）
0. 40
0. 08
0. 40

检测限与定量限考察：分别精密量取 2. 2项下混合

对照品溶液适量，加水倍比稀释，并按 2. 1项下色谱条

件进样测定，以信噪比为 3︰1、10︰1时的进样量分别记

作检测限、定量限。结果见表2。
精密度试验：取 2. 2项下混合对照品溶液适量，按

2. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结

果，尿苷、鸟苷、腺苷峰面积的 RSD分别为 0. 17%，

0. 26%，0. 12%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品溶液（编号Y0）适

量，分别于室温下放置 0，2，4，8，12，16，24 h时按 2. 1项
下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，尿苷、鸟苷、

腺苷峰面积的RSD分别为 0. 33%，0. 37%，0. 20%（n = 7），

表明供试品溶液室温放置24 h内基本稳定。

重复性试验：称取药材样品（编号Y0）适量，精密称

取 6份，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，再按 2. 1项下

色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算含量。结果，尿

苷、鸟苷、腺苷含量平均值分别为 0. 171 7，0. 116 6，
0. 279 7 mg / g，RSD分别为1. 16%，1. 35%，0. 67%（n = 6），

表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的药材样品（编号Y0）
适量，共 6份，分别加入一定质量浓度的待测成分对照

品溶液，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，再按 2. 1项
下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算回收率。结果

见表3。
表3 加样回收试验结果（n = 6）

Tab. 3 Results of the recovery test（n = 6）

待测成分

尿苷

鸟苷

腺苷

取样量（g）
0. 401 1
0. 405 7
0. 402 9
0. 406 3
0. 405 8
0. 410 5
0. 401 1
0. 405 7
0. 402 9
0. 406 3
0. 405 8
0. 410 5
0. 401 1
0. 405 7
0. 402 9
0. 406 3
0. 405 8
0. 410 5

样品含量（µg）
68. 86
69. 65
69. 17
69. 75
69. 66
70. 47
46. 75
47. 29
46. 96
47. 36
47. 30
47. 85
112. 20
113. 49
112. 71
113. 66
113. 52
114. 83

加入量（µg）
66. 57
66. 57
66. 57
66. 57
66. 57
66. 57
48. 95
48. 95
48. 95
48. 95
48. 95
48. 95
100. 60
100. 60
100. 60
100. 60
100. 60
100. 60

测得量（µg）
132. 43
132. 22
130. 74
131. 32
131. 23
133. 04
94. 70
95. 70
94. 73
94. 23
95. 20
95. 13
210. 80
212. 77
211. 08
212. 00
213. 19
214. 23

回收率（%）

95. 49
93. 99
92. 49
92. 49
92. 49
93. 99
97. 96
98. 90
97. 59
95. 75
97. 85
96. 59
98. 01
98. 69
97. 78
97. 75
99. 08
98. 81

X（%）

93. 49

97. 44

98. 35

RSD（%）

1. 07

1. 14

0. 58

2. 4. 2 样品含量测定

取 15批药材样品各适量，分别按 2. 2项下方法制

备供试品溶液，再按 2. 1项下色谱条件进样测定，平行

3次，记录峰面积并计算样品含量。结果见表4。
3 讨论

3. 1 色谱条件考察

预试验中考察了甲醇 - 0. 1%甲酸水溶液、甲醇 -
水、乙腈 -水 3种流动相体系对结果的影响，发现以甲

醇 -水为流动相进行梯度洗脱时，目标峰分离较好。此
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外，对 Agilent zorbax SB C18柱、Thermo Hypersil GOLD
C18柱和 Waters XBridge® C18柱（规格均为 250 mm ×
4. 6 mm，5 µm）进行了考察，最终选择各色谱峰分离效

果均较好的Waters XBridge® C18柱（250 mm × 4. 6 mm，
5 µm）。通过全波长扫描发现，在 260 nm波长处得到的

色谱峰信息较为全面，分离效果理想，故确定为检测

波长。

3. 2 提取方法优化

预试验中参考文献［9 - 11］，对供试品溶液制备过

程中的提取方式、提取溶剂和提取时间进行了考察和

优化。首先考察了超声和回流两种提取方式，发现超声

提取的效率更高；后考察了提取溶剂（10%甲醇、10%乙

醇和水），发现以水为溶剂时提取更完全；最后对超声

时间（20 min、30 min、40 min）进行了考察，发现10～30 min
时提取效率逐渐升高，30 min时提取效率有下降趋势，

故提取时间选择30 min。
3. 3 特征图谱和含量测定结果分析

结合国家药典委员会中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（2012版）的分析结果，确定了 15批药材水溶性

成分中共有 6个共有峰，且在 15批药材中均能检出。

15批药材水溶性成分的HPLC图与对照特征图谱的相

似度均大于 0. 9，表明各批成分较稳定。基于化学计量

学的北沙参水溶性成分特征图谱分析显示，15批药材

可分为 3类，结果表明，该聚类结果与北沙参的标示产

地和规格均无明显相关性。含量测定结果显示各批次

药材中均含有尿苷、鸟苷和腺苷 3种成分，且样品间

3种成分的含量差异较大。研究表明，板蓝根中核苷类

成分随采收期的推移而呈峰谷状变化［12］；不同采收期

玄参核苷类成分含量也有所差异，其中 11月采收样品

核苷含量相对较高［13］。核苷类成分属于苷类成分中的

氮苷［1］，种植过程中氮肥等的施用量势必会影响各成分

的含量。各批药材中 3种核苷类成分含量差异较大可能

是由于采收期不同及种植条件等因素导致，因此确定

关键采收时间是今后的研究重点，也是控制北沙参质

量的关键所在。

3. 4 方法评价

本次收集到的 15批北沙参均为 2020年版《中国药

典（一部）》中规定的烫后除去外皮的规格［14］。本研究中

建立的HPLC法，对北沙参水溶性成分的特征图谱进行

了研究，可全面分析北沙参药材的质量；对特征图谱中

的共有峰进行了指认，并测定了尿苷、鸟苷、腺苷的含

量，为北沙参药材的质量控制提供了参考。本研究中所

建方法，目标峰分离效果好、检测灵敏度高，在一定程

度上提高了北沙参药材的质量控制水平。
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表4 样品含量测定结果（mg / g，n = 3）
Tab. 4 Results of content determination of samples（mg / g，

n = 3）

编号

Y0
Y2
Y3
Y5
Y6
Y14
Y15
Y41

尿苷

0. 019 4
0. 021 8
0. 034 9
0. 006 2
0. 009 2
0. 025 2
0. 008 9
0. 012 8

鸟苷

0. 013 2
0. 012 4
0. 024 1
0. 005 0
0. 006 5
0. 016 5
0. 004 7
0. 008 1

腺苷

0. 031 6
0. 018 4
0. 042 9
0. 013 4
0. 014 5
0. 026 1
0. 011 4
0. 020 5

编号

Y44
Y45
Y50
Y52
Y53
Y54
Y55

尿苷

0. 020 8
0. 013 7
0. 018 2
0. 005 5
0. 013 4
0. 022 2
0. 021 3

鸟苷

0. 013 9
0. 008 5
0. 012 6
0. 003 0
0. 009 0
0. 015 3
0. 014 4

腺苷

0. 030 0
0. 028 8
0. 029 3
0. 012 6
0. 021 8
0. 027 1
0. 032 5
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