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·药学研究·

化风丹药母指纹图谱的建立及不同发酵时间样品中 7种核苷类
成分的含量测定Δ
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摘 要 目的：建立化风丹药母的指纹图谱，并测定不同发酵时间样品中 7种核苷类成分的含量。方法：采用高效液相色谱法

（HPLC），色谱柱为Pntulips BP-C18，流动相为甲醇-水（梯度洗脱），流速为0.8 mL/min，检测波长为260 nm，柱温为35 ℃，进样量为

10 μL。以黄嘌呤为参照，绘制12批化风丹药母的HPLC指纹图谱；采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》进行相似

度评价，确定共有峰；同法测定不同发酵时间（0、1、2、3、4周）样品中尿嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷的含量。结

果：12批化风丹药母共有 8个共有峰，相似度为 0.712～0.954；指认了 7种成分，分别为尿嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟

苷、胸苷。不同发酵时间样品中上述 7种成分检测质量浓度的线性范围分别为 0.87～8.7 μg/mL（r＝0.999 6）、1.51～15.1 μg/mL

（r＝0.999 7）、6.08～60.8 μg/mL（r＝0.999 5）、1.52～15.2 μg/mL（r＝0.999 6）、1.82～18.2 μg/mL（r＝0.999 6）、1.48～14.8 μg/mL

（r＝0.999 6）、1.63～16.3 μg/mL（r＝0.999 3）；定量限分别为 0.027 4、0.076 3、0.250 4、0.172 3、0.101 1、0.078 3、0.084 2 μg/mL，检测

限分别为0.008 7、0.025 5、0.007 9、0.084 1、0.035 7、0.026 9、0.027 5 μg/mL；精密度、重复性、稳定性（12 h）试验的RSD均小于3％；

加样回收率分别为 94.16％～100.16％（RSD＝2.24％，n＝6），93.87％～100.65％（RSD＝2.67％，n＝6），93.52％～99.66％（RSD＝

2.30％，n＝6），93.67％～98.24％（RSD＝1.89％，n＝6），96.00％～102.18％（RSD＝1.96％，n＝6），94.62％～101.54％（RSD＝

2.82％，n＝6），97.72％～104.56％（RSD＝2.97％，n＝6）。发酵 0～4周时，上述 7种成分及总核苷的含量分别为 0.042～0.232、

0.027～0.181、0.039～0.651、0.026～0.225、0.034～0.111、0.009～0.124、0.079～0.099 、0.647～1.292 mg/g；发酵 1～4周时的尿嘧

啶、次黄嘌呤、黄嘌呤及总核苷的含量均较发酵0周时显著升高，而尿苷、肌苷、鸟苷的含量较发酵0周时显著降低。结论：所建指

纹图谱特征性强且操作简便，可用于化风丹药母的质量控制；含量测定方法准确、可靠，可用于同时测定其中7种核苷类有效成分

的含量；化风丹药母中的核苷类成分含量受发酵时间的影响。
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Establishment of HPLC Fingerprint of Huafengdan Yaomu and Content Determination of 7 Nucleosides in

Samples of Different Fermentation Time
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish fingerprint of Huafengdan yaomu，and to determine the contents of 7 nucleosides in

samples of different fermentation time. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Pntulips

BP-C18 column with mobile phase consisted of methanol-water（gradient elution）at the flow rate of 0.8 mL/min. The detection

wavelength was set at 260 nm，and column temperature was 35 ℃ . The sample size was 10 μL. Using xanthine as reference，

HPLC fingerprint of 12 batches of Huafengdan yaomu was drawn. The similarity of samples were evaluated with Similarity

Evaluation System of TCM Chromatographic Fingerprints（2012 edition）. Common peaks were confirmed. The contents of uracil，

hypoxanthine，xanthine，uridine，inosine，guanosine and thymidine were determined in samples of different fermentation time（0，

1，2，3，4 weeks）by the same method. RESULTS：There were 8 common peaks in 12 batches of Huafengdan yaomu，with

similarities ranging from 0.712 to 0.954；7 components were identified，namely uracil，hypoxanthine，xanthine，uridine，inosine，

guanosine and thymidine. The linear ranges of mass

concentrations of above 7 components in samples at different

fermentation time were 0.87-8.7 μ g/mL （r＝0.999 6），

1.51-15.1 μg/mL（r＝0.999 7），6.08-60.8 μg/mL（r＝0.999 5），

1.52-15.2 μg/mL（r＝0.999 6），1.82-18.2 μg/mL（r＝0.999 6），

1.48-14.8 μg/mL（r＝0.999 6），1.63-16.3 μg/mL（r＝0.999 3）.

The limits of quantification were 0.027 4，0.076 3，0.250 4，

0.172 3，0.101 1，0.078 3，and 0.084 2 μ g/mL，and the
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化风丹是贵州省传统名药，具有息风镇痉、豁痰开

窍的功效，临床用于治疗风痰闭阻、中风偏瘫、癫痫等

症，疗效显著[1－2]。化风丹的制备分为药母制备和成药

制备。其中，药母是将川乌、半夏、天南星、白附子、郁金

等药材粉碎，再加入六神曲和牛胆汁混匀，于自然条件

下发酵，经阴干后即得[3－5]。含有毒性成分的中药是中

药重要组成部分，在中药复方制剂中的应用十分广泛，

在临床实践中发挥了重要治疗作用[6]。化风丹药母中含

有川乌、半夏、天南星等多种含毒性成分的中药，有研究

认为，发酵可以减弱药物毒副作用，增强疗效，改变药物

的原有性能，有利于成分溶出并产生新的活性成分和治

疗作用[7]。而化风丹药母采用发酵法进行炮制，目的就

在于减少副作用、增强疗效。

目前，关于化风丹药母质量检测仅有药母中毒性生

物碱乌头碱、新乌头碱、次乌头碱、苯甲酰乌头碱、苯甲

酰新乌头碱、苯甲酰次乌头碱的报道[8]，暂无有关其药母

中有效成分含量的研究，且关于化风丹药母质量控制及

发酵前后主要化学成分或指标性成分的变化也未见相

关文献报道。因此，建立综合评价化风丹药母质量的方

法尤为重要。化风丹药母中的天南星、半夏、白附子为

天南星科植物，化学成分相似，都含有生物碱、核苷、挥

发油、氨基酸、有机酸等成分[9－11]。其中，核苷类如肌苷、

尿苷、鸟苷、黄嘌呤、尿嘧啶、次黄嘌呤、胸苷等成分具有

广泛的药理活性，如调节免疫、调节脑细胞代谢、镇静中

枢神经、抗血小板聚集等[12－15]。有文献报道，半夏、天南

星和白附子均含有肌苷、尿苷、鸟苷、黄嘌呤等成分[16]，

因此核苷类成分可以作为化风丹药母的指标性成分。

指纹图谱及多成分检测能提供丰富的指标成分或

药效成分信息，可全面反映药品的质量，近年来已被广

泛应用于中药材和中成药的质量控制领域[17－18]。为此，

本研究建立了化风丹药母的高效液相色谱（HPLC）指纹

图谱，同时采用HPLC法测定不同发酵时间样品中尿嘧

啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷等7种核苷

类成分的含量，旨在为化风丹药母的整体质量评价和质

量控制提供参考。

1 材料
1.1 仪器

本研究所用的仪器有：LC-20AT 型 HPLC 仪（包括

LC-20AT型二元泵、SPD-20A型紫外-可见光检测器，日

本 Shimadzu 公司）、METTLER AE240型万分之一电子

分析天平（瑞士Mettler Toledo公司）、KQ-500DE型数控

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）、SHZ-D（Ⅲ）

型循环水真空泵 [邦西仪器科技（上海）有限公司]、

HSX-250型恒温恒湿培养箱（上海海向仪器设备厂）。

1.2 药品与试剂

尿嘧啶对照品（批号 100469-201302，纯度 99.6％）、

次黄嘌呤对照品（批号140661-201704，纯度100％）、黄嘌

呤对照品（批号140662- 201606，纯度100％）、尿苷对照品

（批号 110887-201802，纯度 99.5％）、肌苷对照品（批号

140669-201606，纯度98.6％）、鸟苷对照品（批号111977-

201501，纯度93.6％）、胸苷对照品（批号101215-201401，

纯度 100％）均购自中国食品药品检定研究院；药材样

品天南星、半夏、白附子、川乌、郁金（批号分别为

20190506、20190412、20190215、20190116、20190309）和

六神曲（批号 190207）均购自亳州康美中药城，5种药材

经贵州中医药大学中药民族药资源研究院肖承鸿高级

实验师鉴定分别为天南星科植物天南星 Arisaema eru-

bescens（Wall.）Schott 的干燥块茎，天南星科植物半夏

Pinellia ternata（Thunb.）Breit.的干燥块茎，天南星科植

物独角莲 Typhonium giganteum Engl.的干燥块茎，毛茛

科植物乌头Aconitum carmichaelii Debx.的干燥母根，姜

科植物温郁金Curcuma zvenyujin Y. H. Chenet C. Ling的

干燥块根；牛胆汁收集自屠宰场（按前期研究筛选pH值

为6.27～7.29）；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 化风丹药母的制备

按化风丹药母处方比例（生川乌 ∶白附子 ∶生半夏 ∶
生南星 ∶郁金 ∶六神曲＝1 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 0.5 ∶ 0.005，g/g，下同）

detection limits were 0.008 7，0.025 5，0.007 9，0.084 1，0.035 7，0.026 9，0.027 5 μg/mL，respectively. RSDs of precision，

repeatability and stability tests（12 h）were all less than 3％. The sample recovery rates were 94.16％-100.16％（RSD＝2.24％，n＝

6），93.87％-100.65％（RSD＝2.67％，n＝6），93.52％-99.66％（RSD＝2.30％，n＝6），93.67％-98.24％（RSD＝1.89％，n＝6），

96.00％ -102.18％（RSD＝1.96％，n＝6），94.62％ -101.54％（RSD＝2.82％，n＝6），97.72％ -104.56％（RSD＝2.97％，n＝6）.

After fermentation for 0-4 weeks，the contents of the above 7 components and total nucleosides were 0.042-0.232，0.027-0.181，

0.039-0.651，0.026-0.225，0.034-0.111，0.009-0.124，0.079-0.099，0.647-1.292 mg/g，respectively. After fermentation for 1-4

weeks，the contents of uracil，hypoxanthine，xanthine and total nucleosides were significantly increased，compared with 0 week of

fermentation；the contents of uridine，inosine and guanosine were significantly lower than those in 0 weeks. CONCLUSIONS：The

established fingerprint has strong characteristics and simple to operate，which can be used for the quality control of Huafengdan

yaomu；the content determination method is accurate and reliable，and can be used to simultaneously determine the contents of 7

active nucleosides；the content of nucleosides in Huafengdan muyao is affected by fermentation time.

KEYWORDS Huafengdan yaomu；HPLC；Fingerprint；Nucleosides；Content determination
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称取川乌、白附子、半夏、天南星、郁金和六神曲，置于研

钵中混匀，加入与上述药材总质量相等的牛胆汁搅拌均

匀，置于密闭容器内，于 35 ℃、湿度 60％的恒温恒湿培

养箱中发酵4周，取出，干燥，即得化风丹药母。

2.2 化风丹药母发酵样品的制备

按化风丹药母处方比例称取川乌、白附子、半夏、天

南星、郁金和六神曲，共 12份，按“2.1”项下方法制备发

酵 1周样品（编号S1～S12），用于指纹图谱的建立及含

量测定的方法学考察（前期预试验发现，无论发酵几周，

所得样品均可用于指纹图谱的建立及含量测定的方法

学考察，故本研究选择发酵时间最短的样品）。另按化

风丹药母处方比例称取川乌、白附子、半夏、天南星、郁

金和六神曲，共15份，按“2.1”项下方法分别于发酵0、1、

2、3、4周时取出，每周平行取出 3份，置于－ 80 ℃冰箱

中保存，用于不同发酵时间样品的含量测定。

2.3 指纹图谱的建立

2.3.1 色谱条件 以Pntulips BP-C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）为色谱柱；以甲醇（A）-水（B）为流动相，梯度洗脱

（0～24 min，100％B；24～48 min，100％B→80％B；48～

55 min，80％B→100％B）；流速为0.8 mL/min，检测波长

为260 nm，柱温为35 ℃，进样量为10 μL。

2.3.2 供试品溶液的制备 精密称取“2.2”项下化风丹

药母发酵 1周样品（编号 S3），约 3 g，精密称定，置于具

塞锥形瓶中，加入水 20 mL，精密称定，超声（功率 100

W，频率53 kHz）处理30 min，放冷，再次称定质量，用水

补足减失的质量，以 20 000 r/min 离心 10 min，取上清

液，经0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2.3.3 混合对照品溶液的制备 精密称定尿嘧啶、次黄

嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷对照品适量，加水

制成上述成分质量浓度分别为 0.174、0.151、0.152、

0.152、0.182、0.148、0.163 mg/mL 的单一对照品贮备

液。分别精密吸取上述单一对照品贮备液 0.5、1、4、1、

1、1、1 mL，置于 10 mL量瓶中，用水定容，混匀，制得尿

嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷质量浓度

分别为0.008 7、0.015 1、0.060 8、0.015 2、0.018 2、0.014 8、

0.016 3 mg/mL的混合对照品溶液。

2.3.4 精密度试验 取“2.3.2”项下供试品溶液（编号

S3）适量，按“2.3.1”项下色谱条件连续进样测定6次，以

4号峰为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰

面积。结果，8个共有峰相对峰面积的RSD为 1.65％～

2.24％（n＝6），相对保留时间的 RSD 为 0.42％～1.73％

（n＝6），表明方法精密度良好。

2.3.5 稳定性试验 取“2.3.2”项下供试品溶液（编号

S3）适量，分别于室温下放置 0、1、2、4、6、8、12 h 时按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，以4号峰为参照，记录各

共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果，8个共有

峰相对峰面积的RSD为 1.09％～2.85％（n＝7）、相对保

留时间的RSD为 0.49％～1.67％（n＝7），表明供试品溶

液于室温下放置12 h内稳定性良好。

2.3.6 重复性试验 取“2.2”项下化风丹药母发酵 1周

样品（编号 S3），约 3 g，共 6份，按“2.3.2”项下方法制备

供试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样测定，以4号

峰为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面

积。结果，8个共有峰相对峰面积的 RSD 为 1.37％～

2.65％（n＝6），相对保留时间的 RSD 为 0.53％～1.64％

（n＝6），表明方法重复性良好。

2.3.7 HPLC指纹图谱的建立 取 12批“2.2”项下化风

丹药母发酵 1周样品（编号 S1～S12）适量，按“2.3.2”项

下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”项下色谱条件进样

测定，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012

版）》，以S1样品（随机选取）色谱图作为参照色谱，对照

指纹图谱采用中位数法，设定时间窗为 0～47 min，时间

宽度为 0.3 min，经多点校正后自动匹配，采用平均值法

生成 HPLC 叠加指纹图谱和对照指纹图谱，详见图 1、

图2。

2.3.8 共有峰的指认 12批化风丹药母发酵 1周样品

共有8个共有峰，通过与混合对照品溶液（图3 A）色谱峰

比对，共指认 7个色谱峰，分别为尿嘧啶（1号峰）、次黄

嘌呤（3号峰）、黄嘌呤（4号峰）、尿苷（5号峰）、肌苷（6号

峰）、鸟苷（7号峰）、胸苷（8号峰）。其中，4号峰黄嘌呤

色谱峰保留时间适中，与其余色谱峰分离良好，故以其

为参照峰（S），计算各共有峰的相对保留时间和相对峰

面积，结果见表1、表2。

图1 12批化风丹药母发酵1周样品的HPLC 叠加指纹

图谱

Fig 1 HPLC superimposed fingerprints of 12 batches

of Huafengdan yaomu after one week of fer-

mentation
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表1 化风丹药母指纹图谱共有峰的相对保留时间

Tab 1 Relative retention time of common peak in the

fingerprints of Huafengdan yaomu

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

S1

0.490

0.671

0.863

1.000

1.303

2.067

2.130

2.499

S2

0.490

0.672

0.864

1.000

1.305

2.071

2.133

2.507

S3

0.491

0.671

0.866

1.000

1.310

2.074

2.146

2.522

S4

0.491

0.671

0.865

1.000

1.303

2.074

2.144

2.512

S5

0.492

0.671

0.864

1.000

1.303

2.072

2.144

2.510

S6

0.489

0.669

0.863

1.000

1.303

2.073

2.143

2.502

S7

0.493

0.671

0.864

1.000

1.310

2.071

2.140

2.496

S8

0.492

0.677

0.859

1.000

1.300

2.077

2.150

2.511

S9

0.489

0.672

0.863

1.000

1.310

2.064

2.142

2.506

S10

0.489

0.671

0.864

1.000

1.300

2.073

2.145

2.503

S11

0.490

0.671

0.863

1.000

1.303

2.084

2.145

2.504

S12

0.491

0.671

0.861

1.000

1.304

2.083

2.144

2.501

表2 化风丹药母指纹图谱共有峰的相对峰面积

Tab 2 Relative peak area of common peak in the fin-

gerprints of Huafengdan yaomu

峰号
1

2

3

4

5

6

7

8

S1

0.958

0.083

0.098

1.000

0.431

0.041

0.015

0.261

S2

1.341

0.372

0.451

1.000

0.351

0.067

0.077

0.255

S3

1.908

0.102

0.493

1.000

0.316

0.136

0.120

0.284

S4

1.233

0.171

0.450

1.000

0.319

0.147

0.097

0.351

S5

1.193

0.088

0.349

1.000

0.394

0.161

0.111

0.337

S6

1.226

0.086

0.384

1.000

0.355

0.156

0.092

0.333

S7

1.216

0.174

0.455

1.000

0.359

0.104

0.033

0.274

S8

1.768

0.081

0.498

1.000

0.38

0.138

0.072

0.256

S9

1.736

0.086

0.473

1.000

0.348

0.149

0.085

0.325

S10

1.289

0.112

0.393

1.000

0.360

0.148

0.077

0.308

S11

1.675

0.083

0.319

1.000

0.433

0.071

0.078

0.267

S12

1.090

0.180

0.275

1.000

0.390

0.072

0.076

0.245

2.3.9 相似度评价 采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统（2012版）》，以S1为对照，对 12批化风丹药母发

酵1周样品进行整体相似度评价。结果，12批化风丹药

母指纹图谱与对照指纹图谱的相似度为 0.712～0.954，

详见表3。

2.4 7种核苷类成分的含量测定

2.4.1 色谱条件 同“2.3.1”项下色谱条件。

2.4.2 溶液的制备 供试品溶液制备同“2.3.2”项下，混

合对照品溶液制备同“2.3.3”项下方法，以水为阴性对照

溶液。

表3 化风丹药母的相似度评价结果

Tab 3 Results of similarity evaluation of Huafengdan

yaomu

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

R

S1

1.000

0.546

0.676

0.596

0.681

0.722

0.708

0.769

0.732

0.724

0.768

0.718

0.821

S2

0.546

1.000

0.939

0.410

0.502

0.520

0.552

0.574

0.566

0.504

0.512

0.538

0.712

S3

0.676

0.939

1.000

0.484

0.586

0.612

0.637

0.702

0.687

0.610

0.649

0.627

0.809

S4

0.596

0.410

0.484

1.000

0.498

0.540

0.589

0.613

0.585

0.863

0.826

0.612

0.738

S5

0.681

0.502

0.586

0.498

1.000

0.992

0.923

0.909

0.921

0.640

0.648

0.900

0.882

S6

0.722

0.520

0.612

0.540

0.992

1.000

0.934

0.931

0.938

0.688

0.699

0.917

0.910

S7

0.708

0.552

0.637

0.589

0.923

0.934

1.000

0.974

0.956

0.707

0.714

0.952

0.929

S8

0.769

0.574

0.702

0.613

0.909

0.931

0.974

1.000

0.979

0.745

0.776

0.929

0.954

S9

0.732

0.566

0.687

0.585

0.921

0.938

0.956

0.979

1.000

0.714

0.733

0.924

0.939

S10

0.724

0.504

0.610

0.863

0.64

0.688

0.707

0.745

0.714

1.000

0.906

0.731

0.852

S11

0.768

0.512

0.649

0.826

0.648

0.699

0.714

0.776

0.733

0.906

1.000

0.762

0.867

S12

0.718

0.538

0.627

0.612

0.900

0.917

0.952

0.929

0.924

0.731

0.762

1.000

0.924

R

0.821

0.712

0.809

0.738

0.882

0.910

0.929

0.954

0.939

0.852

0.867

0.924

1.000

2.4.3 系统适用性试验 取上述混合对照品溶液、供试

品溶液、阴性对照溶液各适量，按“2.4.1”项下色谱条件

进样测定，记录色谱图。结果，各待测成分色谱峰与

相邻色谱峰的分离度均大于 1.5，理论板数均不低于

10 000，详见图3。

2.4.4 线性关系考察 取“2.4.2”项下混合对照品溶液

1、2、4、6、8、10 mL，分别置于 10 mL量瓶中，加水定容，

混匀，得系列线性工作溶液；精密吸取上述系列线性工

作溶液，按“2.4.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图，

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4。

表4 化风丹药母中7种核苷类成分的回归方程与线性

范围

Tab 4 Regression equations and linear ranges of 7

nucleosides in Huafengdan yaomu

待测成分
尿嘧啶
次黄嘌呤
黄嘌呤
尿苷
肌苷
鸟苷
胸苷

回归方程
Y＝49 842X+19 617

Y＝62 377X+22 510

Y＝47 738X+32 023

Y＝34 414X+13 148

Y＝36 341X+14 491

Y＝39 970X+15 268

Y＝258 772X+18 987

r

0.999 6

0.999 7

0.999 5

0.999 6

0.999 6

0.999 6

0.999 3

线性范围，μg/mL

0.87～8.7

1.51～15.1

6.08～60.8

1.52～15.2

1.82～18.2

1.48～14.8

1.63～16.3

2.4.5 定量限与检测限考察 取“2.4.2”项下混合对照

品溶液适量，用水逐级稀释，按“2.4.1”项下色谱条件进

样测定，分别以信噪比 10 ∶ 1、3 ∶ 1计算定量限、检测限。

结果，尿嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷的

定量限分别为0.027 4、0.076 3、0.250 4、0.172 3、0.101 1、

0.078 3、0.084 2 μg/mL，检测限分别为 0.008 7、0.025 5、

0.007 9、0.084 1、0.035 7、0.026 9、0.027 5 μg/mL。

2.4.6 精密度试验 取“2.4.2”项下混合对照品溶液，按

“2.4.1”项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。

结果，尿嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷

注：1.尿嘧啶；3.次黄嘌呤；4.黄嘌呤；5.尿苷；6.肌苷；7.鸟苷；8.胸苷

Note：1. uracil；3. hypoxanthine；4. xanthine；5. uridine；6. ino-

sine；7. guanosine；8. thymidine

图3 化风丹药母的高效液相色谱图

Fig 3 HPLC chromatograms of Huafengdan yaomu
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峰面积的 RSD 分别为 1.57％、0.92％、2.20％、1.16％、

1.15％、1.39％、1.42％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.4.7 重复性试验 取化风丹药母发酵 1周样品（编号

S3），约3 g，共6份，按“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，

再按“2.4.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按外

标法计算样品含量。结果，尿嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、

尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷的含量分别为 0.169、0.081、

0.324、0.161、0.037、0.009、0.098 mg/g，RSD 分 别 为

1.25％、1.97％、1.18％、2.03％、2.94％、2.77％、2.02％

（n＝6），表明方法重复性良好。

2.4.8 稳定性试验 取“2.4.2”项下供试品溶液（编号

S3），分别于室温下放置 0、1、2、4、6、8、12 h时按“2.4.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，尿嘧啶、次

黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷峰面积的RSD分

别为 2.00％、2.13％、2.46％、1.58％、2.43％、1.27％、

2.78％（n＝7），表明供试品溶液于室温放置 12 h内稳定

性良好。

2.4.9 加样回收率试验 取已知含量的化风丹药母发

酵 1周样品（编号 S3），约 1.5 g，共 6份，精密称定，分别

精密加入各单一对照品溶液（精密称定尿嘧啶、次黄嘌

呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷、胸苷对照品各12.85、6.20、

12.35、12.25、13.75、3.25、7.45 mg，加水制成上述成分质

量浓度分别为 0.257、0.124、0.494、0.245、0.055、0.013、

0.149 mg/mL的单一对照品溶液）1 mL，按“2.4.2”项下方

法制备供试品溶液，再按“2.4.1”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5。

2.4.10 样品含量测定 精密称取“2.2”项下不同发酵时

间的化风丹药母样品，约3 g，按“2.4.2”项下方法制备供

试品溶液，再按“2.4.1”项下色谱条件进样测定，记录峰

面积并按外标法计算样品含量，结果见表6。

由表6可知，发酵0周（未发酵）时，化风丹药母中尿

嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤及总核苷的平均含量分别为

0.042、0.027、0.039、0.647 mg/g；发酵不同时间（1～4周）

后，上述3种成分及总核苷的平均含量均明显高于发酵

0 周时，平均含量分别为 0.160～0.232、0.070～0.181、

0.298～0.651、0.845～1.292 mg/g。发酵 0周时，化风丹

药母中尿苷、肌苷、鸟苷的平均含量分别为0.225、0.111、

0.124 mg/g；发酵不同时间（1～4周）后，上述3种成分的

平均含量均明显低于发酵 0 周时，平均含量分别为

0.026～0.162、0.034～0.071、0.009～0.032 mg/g。发酵 0

周时，胸苷的平均含量为0.079 mg/g；发酵不同时间（1～

4周）后，其含量稍有增加，为0.084～0.099 mg/g。

3 讨论

中药复方制剂化学成分复杂，选择梯度洗脱能有利

于不同极性成分的分离[19]。本研究参考相关文献方法[20]，

表5 化风丹药母中7种核苷类成分的加样回收率试验

结果（n＝6）
Tab 5 Results of recovery tests of 7 nucleosides in

Huafengdan yaomu（n＝6）

待测成分

尿嘧啶

次黄嘌呤

黄嘌呤

尿苷

肌苷

鸟苷

胸苷

取样量，
g

1.503 0
1.523 1
1.549 8
1.500 3
1.549 1
1.523 4
1.503 0
1.523 1
1.549 8
1.500 3
1.549 1
1.523 4
1.503 0
1.523 1
1.549 8
1.500 3
1.549 1
1.523 4
1.503 0
1.523 1
1.549 8
1.500 3
1.549 1
1.523 4
1.503 0
1.523 1
1.549 8
1.500 3
1.549 1
1.523 4
1.503 0
1.523 1
1.549 8
1.500 3
1.549 1
1.523 4
1.503 0
1.523 1
1.549 8
1.500 3
1.549 1
1.523 4

已知含量，
mg

0.253 7
0.257 1
0.261 6
0.253 3
0.261 5
0.257 1
0.122 3
0.124 0
0.126 2
0.122 1
0.126 1
0.124 0
0.487 0
0.493 5
0.502 1
0.486 1
0.501 9
0.493 6
0.241 8
0.245 1
0.249 4
0.241 4
0.249 3
0.245 1
0.054 9
0.055 6
0.056 6
0.054 8
0.056 5
0.055 6
0.012 9
0.013 1
0.013 3
0.012 9
0.013 3
0.013 1
0.147 4
0.149 4
0.152 0
0.147 2
0.152 0
0.149 4

加入量，
mg

0.257 0
0.257 0
0.257 0
0.257 0
0.257 0
0.257 0
0.124 0
0.124 0
0.124 0
0.124 0
0.124 0
0.124 0
0.494 0
0.494 0
0.494 0
0.494 0
0.494 0
0.494 0
0.245 0
0.245 0
0.245 0
0.245 0
0.245 0
0.245 0
0.055 0
0.055 0
0.055 0
0.055 0
0.055 0
0.055 0
0.013 0
0.013 0
0.013 0
0.013 0
0.013 0
0.013 0
0.149 0
0.149 0
0.149 0
0.149 0
0.149 0
0.149 0

测得量，
mg

0.511 1
0.505 7
0.510 6
0.495 3
0.510 0
0.513 6
0.247 1
0.240 4
0.249 3
0.242 0
0.245 6
0.241 0
0.979 3
0.977 7
0.970 4
0.969 6
0.963 9
0.977 0
0.473 6
0.475 0
0.478 9
0.478 0
0.478 9
0.485 8
0.111 1
0.110 1
0.111 2
0.107 6
0.110 9
0.110 2
0.025 8
0.025 4
0.026 2
0.026 1
0.025 6
0.026 0
0.303 1
0.299 7
0.297 6
0.303 0
0.304 7
0.295 9

加样回收率，
％

100.16
96.73
96.89
94.16
96.69
99.81

100.65
93.87
99.27
96.69
96.37
94.35
99.66
98.02
94.80
97.87
93.52
97.85
94.61
93.84
93.67
96.57
93.71
98.24

102.18
99.09
99.27
96.00
98.91
99.27
99.23
94.62
99.23

101.54
94.62
99.23

104.50
100.87
97.72

104.56
102.48
98.32

平均加样回率，
％

97.41

96.87

96.95

95.11

99.12

98.08

101.41

RSD，
％

2.24

2.67

2.30

1.89

1.96

2.82

2.97

表6 不同发酵时间化风丹药母中7种核苷类成分的含

量测定结果（mg/g）

Tab 6 Content determination results of samples at dif-

ferent fermentation times of 7 nucleosides in

Huafengdan yaomu（mg/g）
待测成分
尿嘧啶
次黄嘌呤
黄嘌呤
尿苷
肌苷
鸟苷
胸苷
总核苷

发酵0周
0.042
0.027
0.039
0.225
0.111
0.124
0.079
0.647

发酵1周
0.160
0.077
0.298
0.162
0.040
0.009
0.099
0.845

发酵2周
0.232
0.070
0.621
0.026
0.034
0.031
0.090
1.104

发酵3周
0.205
0.111
0.548
0.044
0.071
0.032
0.094
1.105

发酵4周
0.215
0.181
0.651
0.085
0.048
0.028
0.084
1.292

··162
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选择甲醇-水为流动相，对不同流动相梯度洗脱程序

[（0～6 min，100％B；6～60 min，100％B→80％B）、（0～

30 min，100％B；30～60 min，100％B→80％B）、（0～24

min，100％B；24～48 min，100％B→80％B；48～55 min，

80％B→100％B）]、柱温（25、30、35 ℃）、流速（8.0、1.0

mL/min）等进行比较。结果发现，采用本研究“2.3.1”项

下色谱条件时各色谱峰分离良好，能达到指纹图谱及定

量分析的要求。

指纹图谱技术能全面反映中药的内在化学特征，具

有整体性和模糊性特点，已成为控制中药质量的最有效

手段[21]。本研究首先建立了化风丹药母的HPLC指纹图

谱，结果显示共有 8个共有峰，并指认了其中 7个共有

峰，分别为尿嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤、尿苷、肌苷、鸟苷

和胸苷。

中药发酵是指药物在一定的温度和湿度条件下，借

助微生物和酶的催化分解作用，使药材发泡，并生成黄

白色霉衣，从而改变药材原有药性，以更好地满足临床

用药的需要[22]。本研究结果显示，不同发酵时间化风丹

药母中核苷类成分含量存在显著差异，其中不同发酵时

间（1～4周）样品中尿嘧啶、次黄嘌呤、黄嘌呤及总核苷

含量与发酵0周时比较均显著增加，其原因可能为未发

酵的化风丹药母中存在其他大分子核苷（酸）类成分等，

这些成分在发酵条件下进行降解，产生小分子的核苷类

成分，从而导致部分核苷及总核苷成分含量显著增加，

提示化风丹药母发酵具有增加有效成分的作用。而尿

苷、肌苷、鸟苷的含量与发酵0周时比较均显著降低，其

原因可能为发酵过程中微生物对这几种成分进行分解

或转化，也可能为发酵时加入的牛胆汁呈弱酸性，核苷

呈碱性，发酵过程中发生了化学反应。

综上所述，所建指纹图谱特征性强且操作简便，可

用于化风丹药母的质量控制；含量测定方法准确、可靠，

可用于同时测定其中7种核苷类有效成分的含量；化风

丹药母中的核苷类成分含量受发酵时间的影响。
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