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六神丸出自《中国医学大辞典》[1]，具有清凉解毒、消

炎止痛的功效，适用于咽喉肿痛、烂喉丹痧、小儿热疖、

痈疡疔疮等证，属于国家中药保护品种。该药由牛黄、

麝香、蟾酥、冰片、雄黄和珍珠六味中药组成[2]，其中蟾酥

为蟾蜍科动物中华大蟾蜍 Bufo bufogargarizans Cantor

或黑眶蟾蜍 B.melanostictus Schneider 的干燥分泌物 [3]，

具有解毒、消肿、强心和止痛等功效，其活性成分蟾蜍二

烯内酯类成分具有升压、兴奋呼吸系统、抗肿瘤及显著

的洋地黄样作用[4-6]，此外还具有一定的攻毒抗癌作用，
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摘 要 目的：建立同时测定六神丸中和蟾蜍他灵、沙蟾毒精、远华蟾毒精、去乙酰华蟾毒它灵、蟾毒它灵、华蟾毒它灵、蟾毒灵、华

蟾酥毒基、酯蟾毒配基含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。 色谱柱为 ODS-2 C18，流动相为乙腈-0.15％磷酸溶液（梯度洗

脱），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 296 nm，柱温为 40 ℃，进样量为 10 μL。结果：和蟾蜍他灵、沙蟾毒精、远华蟾毒精、去乙

酰华蟾毒它灵、蟾毒它灵、华蟾毒它灵、蟾毒灵、华蟾酥毒基、酯蟾毒配基检测质量浓度线性范围分别为 1.10～70.39 μg/mL

（r＝0.999 6）、4.03～257.78 μg/mL（r＝0.999 9）、4.09～261.89 μg/mL（r＝0.999 9）、0.67～42.96 μg/mL（r＝0.999 9）、3.36～

214.73 μg/mL（r＝0.999 9）、5.73～366.44 μg/mL（r＝0.999 9）、3.77～241.56 μg/mL（r＝0.999 9）、7.31～468.11 μg/mL（r＝0.999 9）、

5.18～331.56 μg/mL（r＝0.999 9）；定量限分别为1.10、0.85、1.02、0.34、0.84、1.43、0.94、3.66、2.59 µg/mL ，检测限分别为0.27、0.21、

0.51、0.17、0.42、0.72、0.47、0.91、1.30 µg/mL；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜3.0％；加样回收率分别为 96.35％～103.10％

（RSD＝2.72％，n＝6）、96.76％～103.24％（RSD＝2.49％，n＝6）、97.01％～101.39％（RSD＝1.64％，n＝6）、97.32％～104.01％

（RSD＝2.61％，n＝6）、95.76％～103.60％（RSD＝2.92％，n＝6）、95.07％～102.59％（RSD＝2.92％，n＝6）、95.77％～101.43％

（RSD＝2.03％，n＝6）、95.11％～103.72（RSD＝3.19％，n＝6）、95.23％～103.34（RSD＝3.24％，n＝6）。结论：该方法简便快速、准

确可靠、重复性好，适用于同时测定六神丸中蟾蜍二烯内酯类成分的含量。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of gamabufotalin，arenobufagin，telocinobufa-

gin，desacetylcinobufotalin，bufotalin，cinobufotalin，bufalin，cinobufagin and resibufogenin in Liushen pills. METHODS：HPLC

method was adopted. The determination was performed on ODS-2 C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.15％

phosphoric acid（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 296 nm，and column temper-

ature was 40 ℃. The sample size was 10 μL. RESULTS：The linear ranges of gamabufotalin，arenobufagin，telocinobufagin，de-

sacetylcinobufotalin，bufotalin，cinobufotalin，bufalin，cinobufagin and resibufogenin were 1.10-70.39 μ g/mL（r＝0.999 6），

4.03-257.78 μg/mL（r＝0.999 9），4.09-261.89 μg/mL（r＝0.999 9），0.67-42.96 μg/mL（r＝0.999 9），3.36-214.73 μg/mL（r＝0.999 9），

5.73-366.44 μg/mL（r＝0.999 9），3.77-241.56 μg/mL（r＝0.999 9），7.31-468.11 μg/mL（r＝0.999 9），5.18-331.56 μg/mL（r＝0.999 9）.

The limits of quantitation were 1.10，0.85，1.02，0.34，0.84，1.43，0.94，3.66，2.59 µg/mL；the limits of detection were 0.27，

0.21，0.51，0.17，0.42，0.72，0.47，0.91，1.30 µg/mL，respectively. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all

lower than 3.0％ . The recoveries were 96.35％ -103.10％（RSD＝2.72％ ，n＝6），96.76％ -103.24％（RSD＝2.49％ ，n＝6），

97.01％ -101.39％（RSD＝1.64％，n＝6），97.32％ -104.01％（RSD＝2.61％，n＝6），95.76％ -103.60％（RSD＝2.92％，n＝6），

95.07％ -102.59％（RSD＝2.92％，n＝6），95.77％ -101.43％（RSD＝2.03％，n＝6），95.11％ -103.72％（RSD＝3.19％，n＝6），

95.23％-103.34％（RSD＝3.24％，n＝6），respectively. CONCLUSIONS：The method is simple，rapid，accurate，reliable and can

be used for the determination of bufadienolide in Liushen pills .
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可用于肠癌、肝癌、白血病、皮肤癌等的治疗[7-8]；但是，蟾

蜍二烯内酯类成分还具有一定心脏毒性，可导致心功能

障碍、引发心律失常等[9-10]。目前，该制剂收载于《卫生

部药品标准中药成方制剂（第十八册）》（标准编号：

WS3-B-3374-98），该标准中只有牛黄中胆酸的含量测定

项，且现有报道也只测定了单个或者两个蟾蜍二烯内酯

类成分的含量[11-13]。鉴于此，笔者采用高效液相色谱法

（HPLC）建立了同时测定六神丸中 9种蟾蜍二烯内酯类

成分（和蟾蜍他灵、沙蟾毒精、远华蟾毒精、去乙酰华蟾

毒它灵、蟾毒它灵、华蟾毒它灵、蟾毒灵、华蟾酥毒基、酯

蟾毒配基）含量的方法，以期为完善该制剂的质量控制

提供参考。

1 材料
1.1 仪器

e2695型 HPLC 仪，包括在线脱气机、自动进样器

Prominence SIL-20A、2998紫外可见光检测器和柱温箱

（美国Waters公司）；Anke TGL-16C型高速离心机（上海

安亭科学仪器厂）；FA1204B型电子分析天平（上海精密

科学仪器有限公司）；XPE56 型微量电子天平（美国

Mettler-Toledo 公司）；Milli-Q Synthesis 108型超纯水仪

（美国Millipore公司）；KQ-500DE型超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司，功率：200 W，功率：40 kHz）。

1.2 药品与试剂

六神丸（雷允上药业有限公司，批号：NA18003A、

NA18008B、NA18018A、NA18021B、OA18019A、OA1000

5B、OA18025B、OA18009C、OA18004B、LA18012C，规

格：10 粒/支）；和蟾蜍他灵对照品（批号：465-11-2）、沙蟾

毒精对照品（批号：464-74-4）、远华蟾毒精对照品（批号：

472-26-4）、去 乙 酰 华 蟾 毒 它 灵 对 照 品（批 号 ：

4099-30-3）、华蟾毒它灵对照品（批号：1108-68-5）、蟾毒

灵对照品（批号：11981-201501）均购自宝鸡辰光生物科

技有限公司，纯度均＞98.0％；蟾毒它灵对照品（批号：

110703-201305）、华 蟾 酥 毒 基 对 照 品（ 批 号 ：

110803-201406）、酯 蟾 毒 配 基 对 照 品（ 批 号 ：

110718-201108）均购自中国食品药品检定研究院，纯度

均＞98.0％；乙腈、甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，

水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：ODS-2 C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相：乙腈（A）-0.15％磷酸溶液（B），梯度洗脱（0～15 min，

20％→25％ A；15～25 min，25％→40％ A；25～35 min，

40％ A；35～37 min，40％→55％ A；37～45 min，55％

A；45～47 min，55％→100％ A；47～52 min，100％ A；

52～54 min，100％→20％ A；54～55 min，20％ A）；流

速：1.0 mL/min；检测波长：296 nm；柱温：40 ℃；进样

量：10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取和蟾蜍他灵对照品

7.039 mg、沙蟾毒精对照品 25.778 mg、远华蟾毒精对照

品 26.189 mg、去乙酰华蟾毒它灵对照品 4.296 mg、蟾毒

它灵对照品21.473 mg、华蟾毒它灵对照品36.644 mg、蟾

毒灵对照品24.156 mg、华蟾酥毒基对照品36.644 mg、酯

蟾毒配基对照品 33.156 mg，置于同一 100 mL 量瓶中，

加甲醇溶解并定容，制成和蟾蜍他灵质量浓度为

70.39 μg/mL、沙蟾毒精质量浓度为257.78 μg/mL、远华蟾

毒精质量浓度为261.89 μg/mL、去乙酰华蟾毒它灵质量浓

度为42.96 μg/mL、蟾毒它灵质量浓度为214.73 μg/mL、华

蟾毒它灵质量浓度为 366.44 μg/mL、蟾毒灵质量浓度为

241.56 μg/mL、华蟾酥毒基质量浓度为366.44 μg/mL、酯

蟾毒配基质量浓度为331.56 μg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取样品适量，研磨粉碎后过 200目

筛，取粉末约0.2 g，精密称定，置于100 mL量瓶中，加甲

醇 10 mL，密塞，称定质量，超声提取 60 min，放冷至室

温，加甲醇补足减失的质量，摇匀，以半径 5 cm、3 000

r/min离心10 min，取上清液，即得。

2.3 系统适用性试验

精密量取“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，详见图

1。由图1可知，在该色谱条件下，各成分均能达到基线

分离，分离度＞1.5；理论板数以蟾毒灵峰计为 3 000，和

蟾蜍他灵、沙蟾毒精、远华蟾毒精、去乙酰华蟾毒它灵、

蟾毒它灵、华蟾毒它灵、蟾毒灵、华蟾酥毒基、酯蟾毒配

基的保留时间分别为 17.270、23.180、29.533、30.131、

31.063、32.890、38.888、41.989、42.483 min。结果表明，

其他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2”项下混合对照品溶液 0.15、0.31、

0.62、1.25、2.5、5 mL，分别置于 5 mL 量瓶中，加甲醇定

容，摇匀，即得系列混合对照品溶液。取上述系列混合

对照品溶液适量，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，回归方程与线性范围
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去乙酰华蟾毒它灵；5.蟾毒它灵；6.华蟾毒它灵；7.蟾毒灵；8.华蟾酥毒

基；9.酯蟾毒配基

A.mixed control；B.test sample；1.gamabufotalin；2.arenobufagin；3. telo-

cinobufagin；4.desacetylcinobufotalin；5.bufotalin；6.cinobufotalin；7.bu-

falin；8.cinobufagin；9. resibufogenin

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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见表1。

表1 回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equations and linear ranges

待测成分
和蟾蜍他灵
沙蟾毒精
远华蟾毒精
去乙酰华蟾毒它灵
蟾毒它灵
华蟾毒它灵
蟾毒灵
华蟾酥毒基
酯蟾毒配基

回归方程
y＝9 403.5x－5 732.2

y＝9 585.4x－3 300.8

y＝8 300.6x－3 149.1

y＝11 524x－709.03

y＝8 263.9x－2 728.8

y＝7 672.7x－4 691.1

y＝9 337.9x+177.01

y＝8 073.2x－3 395

y＝7 319.1x－2 590.4

r

0.999 6

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

线性范围，μg/mL

1.10～70.39

4.03～257.78

4.09～261.89

0.67～42.96

3.36～214.73

5.73～366.44

3.77～241.56

7.31～468.11

5.18～331.56

2.5 定量限（LOQ）与检测限（LOD）考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍比稀释，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。当

信噪比为10 ∶ 1时，得LOQ；当信噪比为3 ∶ 1时，得LOD，

详见表2。

表2 LOQ与LOD测定结果（μg/mL）

Tab 2 Determination results of LOQ and LOD（ μ g/

mL）

待测成分
和蟾蜍他灵
沙蟾毒精
远华蟾毒精
去乙酰华蟾毒它灵
蟾毒它灵
华蟾毒它灵
蟾毒灵
华蟾酥毒基
酯蟾毒配基

LOQ

1.10

0.85

1.02

0.34

0.84

1.43

0.94

3.66

2.59

LOD

0.27

0.21

0.51

0.17

0.42

0.72

0.47

0.91

1.30

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积。结果，和蟾蜍他灵、沙蟾

毒精、远华蟾毒精、去乙酰华蟾毒它灵、蟾毒它灵、华蟾

毒它灵、蟾毒灵、华蟾酥毒基、酯蟾毒配基峰面积的RSD

分别为 1.36％、1.25％、1.44％、1.07％、1.08％、1.21％、

1.20％、1.16％、1.11％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：NA18003A）适量，

分别于室温下放置0、2、4、8、10、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，和蟾蜍他灵、

沙蟾毒精、远华蟾毒精、去乙酰华蟾毒它灵、蟾毒它灵、

华蟾毒它灵、蟾毒灵、华蟾酥毒基、酯蟾毒配基峰面积的

RSD 分别为 1.70％、1.60％、1.80％、2.37％、1.83％、

1.87％、1.93％、1.71％、1.75％（n＝8），表明供试品溶液

在室温下放置24 h内基本稳定。

2.8 重复性试验

取样品（批号：NA18003A）适量，按“2.2.2”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。结果，和蟾蜍他灵、沙蟾毒精、远华蟾毒精、

去乙酰华蟾毒它灵、蟾毒它灵、华蟾毒它灵、蟾毒灵、华

蟾酥毒基、酯蟾毒配基峰面积的 RSD 分别为 2.06％、

2.28％、2.47％、2.09％、2.44％、2.36％、2.47％、2.45％、

2.45％（n＝6），表明本试验重复性良好。

2.9 加样回收率试验

取样品（批号：NA18003A）适量，共 6份，分别加入

一定质量的待测成分对照品，按“2.2.2”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

积并计算加样回收率，结果见表3。

表3 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝6）

和蟾蜍他灵

沙蟾毒精

远华蟾毒精

去乙酰华蟾毒它灵

蟾毒它灵

华蟾毒它灵

蟾毒灵

华蟾酥毒基

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.202 5

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.202 5

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.202 5

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.202 5

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.202 5

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.202 5

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.202 5

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.064 7

0.064 9

0.064 8

0.064 8

0.065 1

0.064 9

0.061 7

0.061 9

0.061 8

0.061 9

0.062 1

0.062 0

0.196 3

0.196 6

0.196 3

0.196 4

0.197 3

0.196 7

0.023 0

0.023 1

0.023 1

0.023 1

0.023 2

0.023 1

0.141 8

0.142 2

0.142 0

0.142 0

0.142 7

0.142 3

0.264 9

0.265 7

0.265 3

0.265 4

0.266 6

0.265 8

0.155 6

0.156 1

0.155 9

0.156 0

0.156 7

0.156 2

0.323 6

0.324 6

0.324 1

0.324 2

0.325 7

0.063 0

0.063 0

0.063 0

0.063 0

0.063 0

0.063 0

0.061 7

0.061 7

0.061 7

0.061 7

0.061 7

0.061 7

0.193 8

0.193 8

0.193 8

0.193 8

0.193 8

0.193 8

0.022 4

0.022 4

0.022 4

0.022 4

0.022 4

0.022 4

0.141 6

0.141 6

0.141 6

0.141 6

0.141 6

0.141 6

0.243 6

0.243 6

0.243 6

0.243 6

0.243 6

0.243 6

0.146 7

0.146 7

0.146 7

0.146 7

0.146 7

0.146 7

0.325 4

0.325 4

0.325 4

0.325 4

0.325 4

0.125 7

0.129 9

0.127 4

0.128 4

0.125 8

0.128 9

0.121 4

0.125 6

0.122 5

0.123 6

0.125 5

0.124 1

0.384 3

0.393 1

0.384 6

0.386 9

0.388 3

0.386 0

0.045 2

0.045 7

0.044 9

0.044 9

0.046 5

0.045 1

0.277 6

0.280 6

0.277 6

0.280 1

0.289 4

0.281 1

0.499 4

0.507 0

0.496 9

0.498 2

0.516 5

0.500 9

0.296 1

0.304 9

0.298 0

0.300 1

0.302 0

0.302 1

0.636 8

0.647 9

0.633 6

0.637 9

0.663 2

96.83

103.10

99.37

100.95

96.35

101.59

96.76

103.24

98.38

100.00

102.76

100.65

97.01

101.39

97.16

98.30

98.56

97.68

99.11

100.89

97.32

97.32

104.01

98.21

95.90

97.74

95.76

97.53

103.60

98.02

96.26

99.06

95.07

95.57

102.59

96.51

95.77

101.43

96.86

98.23

99.55

99.45

96.25

99.35

95.11

96.40

103.72

99.71

100.30

97.35

99.48

98.09

97.51

99.47

98.02

2.72

2.49

1.64

2.61

2.92

2.92

2.03

3.19

待测成分
取样
量，g

样品含
量，mg

加入量，
mg

测得量，
mg

加样回收
率，％

平均加样回
收率，％

RSD，
％
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2.9 样品含量测定

取10批样品各适量，按“2.2.2”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

计算样品含量，结果见表4。

表4 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 4 Determination result of samples（n＝3，mg/g）

样品批号

NA18003A

NA18008B

NA18018A

NA18021B

OA18019A

OA10005B

OA18025B

OA18009C

OA18004B

LA18012C

和蟾蜍
他灵
0.40

0.88

0.62

0.51

0.73

0.61

0.72

0.44

0.58

0.75

沙蟾
毒精
0.32

0.69

0.59

0.45

0.83

0.64

0.79

0.18

0.61

0.55

远华蟾
毒精
0.62

1.75

1.87

1.43

2.11

1.71

2.01

0.61

1.63

1.38

去乙酰华
蟾毒它灵

0.15

0.32

0.21

0.18

0.23

0.21

0.22

0.16

0.20

0.28

蟾毒
它灵
0.84

1.85

1.35

1.12

1.61

1.34

1.58

0.89

1.23

1.56

华蟾毒
它灵
25.76

62.14

50.60

41.07

55.28

48.46

54.00

25.97

45.89

53.78

蟾毒
灵

0.96

2.06

1.47

1.22

1.75

1.48

1.67

1.05

1.39

1.48

华蟾酥
毒基
2.30

4.75

3.10

2.72

3.26

3.04

3.28

2.64

2.97

3.35

酯蟾毒
配基
1.43

2.61

1.95

1.69

2.33

1.99

2.06

1.64

2.04

1.20

3 讨论

3.1 样品提取方法和提取时间的选择

笔者考察了不同的提取方法（超声提取、回流提

取）、提取溶剂（甲醇、90％甲醇、80％甲醇、70％甲醇、乙

醇）和提取时间（30、60、90、120 min）对提取效果的影

响。结果，以甲醇为提取溶剂，超声提取60 min，蟾蜍二

烯内酯类成分提取率最高。

3.2 流动相的选择

笔者考察了不同的流动相体系——甲醇-水、乙腈-

水、乙腈 -0.1％磷酸溶液、乙腈 -0.15％磷酸溶液、乙

腈-0.3％磷酸溶液对色谱图的影响。结果发现，以甲醇-

水、乙腈-水、乙腈-0.1％磷酸溶液为流动相时基线不平、

峰形较差；以乙腈-0.15％磷酸溶液、乙腈-0.3％磷酸溶液

为流动相时，色谱峰形较好，但从维护色谱柱的角度考

虑，最终选用乙腈-0.15％磷酸溶液为流动相。

3.3 柱温的考察

笔者考察了不同的柱温（35、40 ℃）对色谱图的影

响。结果发现，柱温为 35 ℃时待测成分的出峰时间较

晚；而柱温为 40 ℃时，待测成分出峰时间适宜，峰形及

分离度均较好，故最终选择40 ℃为本试验的柱温。

3.4 结果分析

蟾蜍二烯内酯类成分作为六神丸发挥药效的重要

组成部分，并未成为六神丸的质量控制指标成分。从样

品测定结果看，10批六神丸中9种蟾蜍二烯内酯类成分

差异较大。为实现对六神丸质量的控制，保证六神丸的

安全有效，亟需建立以蟾蜍二烯内酯类成分为质量控制

指标之一的六神丸质量标准。

综上所述，本方法简便快速、准确可靠、重复性好，

适用于同时测定六神丸中蟾蜍二烯内酯类成分的含量。
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酯蟾毒配基
0.202 5

0.200 7

0.202 1

0.201 3

0.201 9

0.202 7

0.202 5

0.324 7

0.182 1

0.182 6

0.182 4

0.182 5

0.183 3

0.182 7

0.325 4

0.182 5

0.182 5

0.182 5

0.182 5

0.182 5

0.182 5

0.641 3

0.356 5

0.356 8

0.356 2

0.357 2

0.371 9

0.359 5

97.30

95.56

95.45

95.23

95.73

103.34

96.88

97.03 3.24

待测成分
取样
量，g

样品含
量，mg

加入量，
mg

测得量，
mg

加样回收
率，％

平均加样回
收率，％

RSD，
％

续表3
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