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反相高效液相色谱法测定保健品纯 
怀山药粉中尿囊素的含量

胡翮，李昂

（湘潭市食品药品检验所，湘潭 411100）

摘要　目的：建立保健品纯怀山药粉中尿囊素的含量测定方法。方法：采用反相高效液相色谱法，使

用 HILIC 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以乙腈 - 水（90∶10）为流动相，流速 1.0 mL·min-1，检测

波长 224 nm，采用外标法定量。结果：尿囊素质量浓度在 1.312~26.24 μg·mL-1 范围内线性关系良好， 
r=0.999 0（n=6），平均回收率为 100.1%；3 批样品中尿囊素含量范围为 2.168~2.430 mg·g-1。结论：本法可

用于纯怀山药粉中尿囊素的含量测定。
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Determination of allantoin in the health products of 
Chunhuaishanyao powder by RP-HPLC

HU He，LI Ang
（Xiangtan Institute for Food ang Drug Control，Xiangtan 411100，China）

Abstract　Objective：To establish a method for determination of allantoin in the health products of 
Chunhuaishanyao powder．Methods：The RP-HPLC was performed on an HILIC column（4.6 mm×250 mm，

5 μm）with acetonitrile-water（90∶10）as the mobile phase，and the flow rate was 1.0 ml·min-1，the detection 
wavelength was 224 nm；the external standard method was used for quantitative analysis．Results：The linear range 
of allantoin was 1.312-26.24 μg·mL-1，r=0.999 0（n=6），and the average recovery was 100.1%．The contents 
of allantoin in three batches of samples were 2.168-2.430 mg·g-1．Conclusion：The method could be used for 
determination of the health products of Chunhuaishanyao powder.
Keywords：health food；Dioscoreae Rhizoma powder；Chinese edible and medicinal herbs；allantoin；HPLC

山 药（Dioscoreae Rhizoma）是 一 种 药 食 两 用

的中药，具有补脾养胃，生津益肺，补肾涩精的功

能；用于脾虚食少，久泻不止，肺虚喘咳，肾虚遗

精，带下，尿频，虚热消渴［1］，在各类保健品中较

为多见。山药中所含有的尿囊素成分，具有促进

细胞生长，加快伤口愈合软化角质蛋白等生理功
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能［2］，通过测定尿囊素的含量可作为控制的保健

品质量的有效手段。本文采用高效液相色谱法

对保健品纯怀山药粉中的尿囊素进行定量测定，

通过方法学验证，其操作简便，稳定性好，定量 
准确。

1 　仪器与试药

1.1　仪器 
沃特世公司 Waters 2695 型高效液相色谱仪、

Waters 2489 紫外检测器、Empower 工作站、Waters Atlantis 
HILIC silica 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm；填料：

超纯硅胶表面键合亲水基团）。梅特勒 - 托利多公

司 AB135S 型电子天平（精度：0.000 1 g），昆山市超

声仪器有限公司 KQ250E 超声仪。

1.2　试药

纯 怀 山 药 粉（河 南 某 药 业 有 限 公 司，批 号

20130519、20140420、20140513）；尿囊素对照品（中

国食品药品检定研究院，批号 110861-201310）；乙腈

为色谱纯，水为超纯水，其他试剂为分析纯。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

色 谱 柱［3］：Waters Atlantis HILIC silica（250 mm× 
4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈∶水（90∶10）；流速：

1.0 mL·min-1；柱温：30 ℃ ；检测波长：224 nm；进样

量：10 μL。
2.2　溶液制备

2.2.1　对照品溶液  取尿囊素对照品 13.12 mg，精密

称定，置 100 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，

摇匀，即得对照品储备液；精密量取储备液 1 mL，置
10 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得对照品

溶液。

2.2.2　供试品溶液  取样品适量，混合均匀，精密称

取约 0.1 g，精密称定，置 25 mL 量瓶中，加入甲醇 10 
mL，超声处理（功率 300 W，频率 30 kHz）10 min，放
冷至室温，加甲醇至刻度，摇匀，用 0.45 μm 微孔滤膜

滤过，取续滤液即得。

2.3　系统适用性试验

分别取上述对照品溶液、供试品溶液及溶剂各

10 μL 注入液相色谱仪，结果见图 1，尿囊素出峰时

间约为 13 min，样品主峰与相邻杂质峰的分离度符合

要求，理论板数按尿囊素峰计算不低于 3 000。

1. 尿囊素（allantoin）

图 1　尿囊素对照品（A）、样品（B）及溶剂（C）色谱图

Fig. 1　Chromatograms of reference substance（A），sample（B）and 
solvent（C）

2.4　线性关系考察

精密吸取尿囊素对照品储备液 0.1、0.5、1.0、
1.5、2.0 mL，分别置 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀

释至刻度，摇匀，即得系列对照品溶液；分别精密吸

取上述系列溶液各 10 μL 注入液相色谱仪，以进样

浓度 X 及峰面积 Y 进行线性回归，得标准曲线，线性

回归方程：

Y=23.27X+29.40　r=0.999 0
线性范围为 1.312~26.24 μg·mL-1。

2.5　精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下对照品溶液 10 μL，按上

述色谱条件连续进样 6 次，测定尿囊素峰面积，计算

其 RSD 为 0.6%，表明仪器精密度良好；将同一溶液

放置 24、48 h 后重复进样，其 RSD 小于 2.0%，表明日

间精密度良好。

2.6　稳定性试验

精密吸取同一供试品溶液 10 μL，分别于溶液制

备后 0、1、2、5、8、12、24 h，按上述色谱条件进样测

定尿囊素峰面积，计算其 RSD 为 1.1%，表明供试品

溶液在室温下放置 24 h 内稳定。

2.7　重复性试验

精密称取同一批样品（批号为 20130519）6 份，
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分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按上述色

谱条件进行测定，结果样品中尿囊素含量平均值为

2.17 mg·g-1 ，RSD 为 1.7%，表明该方法的重复性好，

方法可行。

2.8　加样回收试验

精 密 称 取 已 知 含 量 的 样 品 约 0.05 g（批 号

20130519，含 量 2.168 mg·g-1）6 份，分 别 置 25 mL
量瓶中，分别精密加入尿囊素对照品溶液（13.12  
μg·mL-1）7、8、10 mL，按“2.2.2”项下方法制备供试

溶液，进样测定，结果见表 1。
表 1　回收率试验结果（n=6）

Tab. 1　Recovery test results

称样量

（sample 
weight）/

mg

样品中含

量（sample 
content）/

μg

加入量

（added 
amount）/

μg

测得量

（measured 
amount）/

μg

回收率

（recovery）
/

%

平均值

（average 
recovery）/

%

RSD/
%

52.67 114.2 91.84 208.3 101.1 100.1 1.1

48.57 105.3 105.0 209.3 99.5

50.48 109.4 131.2 237.6 98.7

53.01 114.9 91.84 205.5 99.4

48.31 104.7 105.0 212.9 101.5

51.02 110.6 131.2 242.8 100.4

2.9　样品测定

取 3 批样品各 2 份，按“2.2.2”项下的方法制备

供试品溶液，在上述色谱条件下每份溶液进样 2 次，

通过回归方法进行计算，结果见批号为 20130519、
20140420、20140513 的样品中尿囊素含量分别为

2.168、2.342、2.430 mg·g-1。

3　讨论

3.1　流动相的选择

流动相体系考察不同比例的甲醇 - 水［4］、甲 
醇 - 磷酸溶液以及乙腈 - 磷酸溶液，结果以乙腈 -
水（90∶10）得到的色谱图分离度最好，理论塔板数

高，且基线平整，仪器噪音低，适合于样品的测定。

3.2　色谱柱的选择

尿囊素的极性很大，在普通的反相色谱柱上保

留时间很短，很难与杂质峰或溶剂峰分开，笔者参考

相关文献［3，5］，先后使用氨基柱、HILIC 色谱柱对样

品进行分离，结果氨基柱分离效果并不理想。后采

用 HILIC 色谱柱，能得到很好的保留。HILIC 是以超

纯硅胶为基质，表面键合有中性亲水基团的新型固定

相，为亲水性色谱柱，主要用于分离水溶性强的化合

物。笔者同时比较了几种不同品牌的 HILIC 色谱柱

后发现，Agilent ZORBAX HILIC 及 Thermo Scientific 
Syncronis HILIC［6］色谱柱对样品各组分分离效果欠

佳，色谱峰拖尾严重，更换 Waters HILIC 色谱柱后尿

囊素色谱峰与相邻杂质峰能够得到良好的分离。

3.3　检测波长的选择

分别取供试品溶液及尿囊素对照品溶液用紫

外分光光度计进行扫描测定，结果显示均在 193 nm
处有最大吸收，但比较了几种不同品牌色谱柱的分

离 图 谱 后 发 现，Waters HILIC 及 Thermo Scientific 
Syncronis HILIC 色谱柱在此波长条件下，基线波动不

稳，杂质峰较多，主峰峰形欠佳，可能与接近溶剂的末

端吸收而产生干扰有关，故参考有关文献［2］，将波长

设置于 224 nm，在该波长处峰形较好，与杂质峰能得

到良好分离。

3.4　提取方法的选择

曾有报道［7］，以不同溶剂和不同方法对山药中尿

囊素进行提取后发现，超声优于回流，从溶剂来看，本

次实验中选择使用甲醇作为提取溶剂，提取效果优于

20% 的乙醇［8-10］，且 40% 的乙醇次之，水提取效果最

差。尿囊素的热稳定性差，可能样品处理时，甲醇的

沸点低，受热影响少而破坏少，故提取效果最好。

3.5　检测方法的选择

目前测定山药中尿囊素的方法不一，药品中尿囊

素的测定也比较常见，但关于保健品山药的含量研究

不多见。保健品中成分复杂，添加剂对样品中山药含

量测定可能存在干扰，本次实验通过对不同批号保健

品纯怀山药粉中山药含量测定方法验证，可以看出其

方法简便可行，准确性好。尿囊素的检测方法有分光

光度法［11］、薄层扫描法［12］、HPLC-UV［3］法、HPLC-
ELSD 法［13］等，考虑到分光光度法专属性较差，薄层

扫描法影响因素多，重复性不好，故选择应用广泛的

HPLC 法，通过本次方法验证表明，操作简便，精密度

高，可为该类产品的质量控制提供参考依据。

3.6　检测方法的不确定度

本次实验对方法的不确定度进行了评估［14］。以

HPLC 法外标法计算公式为数学模型，对不同来源的

不确定度因素进行分析，其引入的不确定度主要包括

对照品及样品的溶液制备，平行样的重复性，液相色

谱进样的重复性，温湿度及量具器皿等。其中，在影
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响此法检测结果和各个分量中，温度对结果的影响很

小，仪器、量具造成的不确定度相对较大。因此在结

果判定时应考虑到不确定度因素，将检测误差加入判

定结果，以保证结果真实可靠。
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