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复方黄连素片中盐酸小檗碱含量测定

席桂同　陈　述
（中国中医科学院西苑医院，北京海淀，１０００９１）

摘要　目的：建立测试黄连素片中盐酸小檗碱含量的高效液相方法，并对此方法进行系统的方法学验证，以确保应用该方
法测试的结果准确、可靠。方法：采用色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８柱（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ，美国），流动相：乙腈 －
００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液（４５∶５５，含５％的００５ｍｏｌ／Ｌ庚烷磺酸钠溶液），检测波长为２６５ｎｍ。结果：盐酸小檗碱在２５
～８０μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，得到线性回归方程为 Ｙ＝４２１５Ｘ＋１７３２，相关系数为０９９９７（ｎ＝６）；低、中、高浓度
批内精密度的ＲＳＤ值分别为０３０％、０５８％、０３０％，批间精密度的ＲＳＤ为０８０％；重复性ＲＳＤ为０２７％；低、中、高浓度
的加样回收率分别为９９６６％、９９８８％、９９９８％；供试品溶液室温放置８ｈ稳定，ＲＳＤ为０４１％。结论：本方法测定黄连素
片中盐酸小檗碱的含量准确、可靠，操作简单、用时短，可用于黄连素片中盐酸小檗碱的含量测定。
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　　复方黄连素片是由盐酸小檗碱、木香、吴茱萸、
白芍等几味中药组成的复方制剂，是一种临床常用

药，用于治疗湿热痞满，呕吐泻痢，高热口渴，疔毒痈

肿，目赤牙痛，心火力盛，心烦不寐，血热吐衄等［１］。

盐酸小檗碱为毛茛科植物黄连根茎中所含的一种主

要生物碱［２］，可由黄连、黄柏或三棵针中提取，也可

人工合成。本品对细菌只有微弱的抑菌作用，但对

痢疾杆菌、大肠杆菌引起的肠道感染有效［１］。笔者

采用高效液相方法建立了实用、准确、可靠的盐酸小

檗碱含量检测方法，通过方法学验证，该方法回收

率、准确度及重现性均为良好，具体叙述如下。

１　实验材料
１１　仪器与设备　岛津 ２６５型紫外分光光度计；
Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０型高效液相色谱仪（配有脱气机、自动

进样器、恒温箱、液相色谱泵、柱温箱及荧光检测

器），由 Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ化学工作站系统控制（Ａｇｉｌｅｎｔ，
德国）；ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＡＢ１３５Ｓ型十万分之一
天平（ＭＥＴＴＬＥＲ，瑞士）；ＸＷ８０Ａ涡旋混合器（上海
沪西分析仪器厂）；ＴＧＬ１６Ｍ型冷冻离心机（长沙英
泰仪器有限公司）；ＡＨＬ２００１Ｐ痕量型分析型超纯
水机（艾科浦，重庆颐洋企业发展有限公司）。

１２　试药与材料　盐酸小檗碱对照品：由中国药品
生物制品检定研究院提供，批号：０７３１－２００５０７；黄
连素片：由四川某股份有限公司提供，批号：１４０２１０、
１４０２１２、１４０２１４、１４０２１７、１４０２１９；磷酸二氢钾：天津
科密欧化学试剂有限公司，分析纯，批号：１３１１２６；乙
腈：美国Ｔｅｄｉａ公司，色谱纯，批号：１２１０５７４；纯水：自
制去离子超纯水。
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２　方法
２１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８柱（４６ｍｍ
×１５０ｍｍ，５μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）；保护柱：ＧｅｍｉｎｉＣ１８
（４ｍｍ×３０ｍｍ，１０μｍ，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ，美国）；流动
相：乙腈 －００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液（４５∶５５，含
５％的００５ｍｏｌ／Ｌ庚烷磺酸钠溶液）；流速：１２ｍＬ／
ｍｉｎ；柱温：３５℃；进样量：５μＬ。检测波长２６５ｎｍ。
２２　溶液的配制
２２１　对照品溶液的配制　精密称取盐酸小檗碱
对照品５０ｍｇ（称量前需将盐酸小檗碱对照品于１００
℃干燥至恒重），置于５０ｍＬ容量瓶中，加适量５０％
乙腈水溶液溶解后，再用流动相５０％乙腈水溶液稀
释至刻度线，摇匀，即得浓度为１ｍｇ／ｍＬ的盐酸小
檗碱对照品储备溶液，置于４℃冰箱保存。
２２２　供试品溶液的配制　取黄连素片１０片，精
密称定，研碎，精密称取适量（约含盐酸小檗碱 ５
ｍｇ），置于带塞锥形瓶中，加入约２０ｍＬ５０％乙腈水
溶液，超声处理０５ｈ，充分摇匀，冷却至室温，完全
转移至５０ｍＬ的容量瓶中，再用５０％乙腈水溶液定
容至刻度线，摇匀。精密移取进样前５ｍＬ上述溶液
至５０ｍＬ的容量瓶中，用流动性定容至刻度线，充分
摇匀，再用０４５μｍ的微孔滤膜过滤后，取续滤液进
样５μＬ。
２２３　阴性对照液　制备缺少黄连的空白黄连素
片（盐酸小檗碱成分以基质代替，其余处方同复方黄

连素片），再按“２２２供试品溶液的配制”项下方
法，配制成阴性样品溶液。

３　结果
３１　检测波长的选择　以流动相作为空白对照，将
盐酸小檗碱对照液和供试品溶液在紫外分光光度计

上扫描，扫描区间为２００～３００ｎｍ，结果得出，盐酸小
檗碱在２６５ｎｍ处显示有最大吸收。因此，选择２６５
ｎｍ作为检测波长。
３２　系统适用性与专属性考察　分别取盐酸小檗
碱对照品溶液、阴性对照液、供试品溶液适量，在上

述色谱条件下进样２０μＬ。记录并观察３份溶液的
色谱图。结果得出，盐酸小檗碱峰的理论塔板数不

低于３０００，阴性对照液中无干扰峰干扰测定，对照
液与供试液中盐酸小檗碱峰的保留时间一致，盐酸

小檗碱峰周围无干扰峰，基质不干扰测定，本方法专

属性好。典型色谱图如下图１所示。
３３　线性关系考察　精密移取浓度为１ｍｇ／ｍＬ的
盐酸小檗碱对照品储备溶液适量，用流动相逐级稀

释成含盐酸小檗碱浓度为８０、４０、２０、１０、５、２５μｇ／

ｍＬ等６个浓度级别的系列对照品工作溶液，进样５
μＬ。记录各浓度盐酸小檗碱对照液的峰面积。结
果得出，盐酸小檗碱在２５～８０μｇ／ｍＬ范围内线性
关系良好，以盐酸小檗碱浓度为横坐标，所得峰面积

为纵坐标，得线性回归方程为 Ｙ＝４２１５Ｘ＋１７３２，
相关系数为０９９９７（ｎ＝６）。

图１　专属性考察图谱

３４　精密度考察　配制低、中、高浓度（盐酸小檗碱
浓度为５、２０、６４μｇ／ｍＬ）的对照品工作溶液，每个浓
度平行配制５份，分别进样５μＬ，记录峰面积，见表
１。结果得出，低、中、高浓度盐酸小檗碱的 ＲＳＤ值
分别为０３０％、０５８％、０３０％，表明盐酸小檗碱批
内精密度良好。

另取盐酸小檗碱浓度为２０μｇ／ｍＬ的对照品工
作溶液，连续３ｄ，每天平行５份测定，记录峰面积，
见表２。结果得出，盐酸小檗碱的ＲＳＤ值为０８０％，
表明盐酸小檗碱批间精密度良好。

表１　批内精密度考察结果

组份

低浓度（５０μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

中浓度（２００μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

高浓度（６４０μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

１ ５０３６ １００７ １９９１ ９９６ ６４１３ １００２
２ ５０２６ １００５ １９８９ ９９５ ６３８４ ９９８
３ ５０３３ １００７ ２０１５ １００８ ６４３５ １００５
４ ５００９ １００２ ２００８ １００４ ６４１６ １００３
５ ５０５１ １０１０ １９９３ ９９７ ６４２６ １００４

平均值 ５０３１ １００６ １９９９ ９９９６ ６４１５ １００２
ＲＳＤ（％） ０３０ ０５８ ０３０

表２　批间精密度考察结果

组份

第１天
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

第２天
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

第３天
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）
准确度

（％）

１ １９９１ ９９６ ２００１ １００１ １９７１ ９８６
２ １９８９ ９９５ ２０２５ １０１３ ２００３ １００２
３ ２０１５ １００８ ２００８ １００４ １９９１ ９９６
４ ２００８ １００４ １９９１ ９９６ １９８１ ９９１
５ １９９３ ９９７ ２０３１ １０１６ ２００５ １００３

平均值 １９９９ ９９９６ ２０１１ １００１ １９９０ ９９５１
ＲＳＤ（％） ０５８ ０１７ ０１５
总ＲＳＤ（％） ０８

３５　重复性考察　取同一批次的供试品６份，按照
“２２２”项下方法配制成 ６份供试品溶液，进样 ５
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μＬ，记录峰面积，见表３。结果得出盐酸小檗碱峰面
积的ＲＳＤ值为０２７％，表明该方法重现性良好。

表３　重复性考察结果

编号
Ｎｏ

１ ２ ３ ４ ５ ６ Ｍｅａｎ
ＲＳＤ
（％）

峰面积 ４２３０ ４２３４ ４２３９ ４２１１ ４２３７ ４２１８ ４２２８ ０２７

３６　加样回收率考察　精密移取同一已知（１００１
μｇ／ｍＬ）的供试品溶液１ｍＬ，平行５份，分别加入低、
中、高浓度（盐酸小檗碱浓度为５、２０、６４μｇ／ｍＬ）的
对照品工作溶液１ｍＬ，混匀，进样，记录峰面积，见
表４。本实验所得盐酸小檗碱低、中、高浓度的加样
回收率分别为９９６６％、９９８８％、９９９８％，ＲＳＤ分别
为０３７％、０３２％、０５８％。

表４　加样回收率考察结果

组份

低浓度（５μｇ／ｍＬ）
理论浓度

（μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

中浓度（２０μｇ／ｍＬ）
理论浓度

（μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

高浓度（６４μｇ／ｍＬ）
理论浓度

（μｇ／ｍＬ）
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

１ ７５０５ ７４８６ １５００５ １４９４０ ３７００５ ３７００５
２ ７５０５ ７５２５ １５００５ １５０４２ ３７００５ ３６８４６
３ ７５０５ ７４６３ １５００５ １４９６２ ３７００５ ３６９３７
４ ７５０５ ７４５７ １５００５ １４９５５ ３７００５ ３７３６１
５ ７５０５ ７４６８ １５００５ １５０３８ ３７００５ ３６８４２
Ｍｅａｎ ７５０５ ７４８０ １５００５ １４９８７ ３７００５ ３６９９８

回收率（％） ９９６６ ９９８８ ９９９８
ＲＳＤ（％） ０３７ ０３２ ０５８

３７　稳定性考察　取同一份供试品溶液（１００１
μｇ／ｍＬ），分别在室温下放置０、４、６、８ｈ后测定，记
录色谱峰，见表５。结果得出，在室温下放置８ｈ后
测定的ＲＳＤ值为０４１％，可说明盐酸小檗碱供试品
溶液室温放置８ｈ稳定。

表５　室温放置稳定性考察结果

时间 ０ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ

峰面积 ４２４６ ４２２２ ４２５２ ４２１２
４２３４ ４２５２ ４２３８ ４２２９
４２２４ ４２１０ ４２６７ ４２４４
４２７１ ４２３２ ４２７２ ４２３８
４２３２ ４２３０ ４２３０ ４２３０

Ｍｅａｎ ４２４１ ４２２９ ４２５２ ４２３８
ＲＳＤ（％） ０４３ ０３６ ０４２ ０２８
总ＲＳＤ（％） ０４１

３８　样品含量测定　取 ５个批次（批号分别为
１４０２１０、１４０２１２、１４０２１４、１４０２１７、１４０２１９）的黄连素
片，按上述“２２２”项下方法配制成供试品溶液，取
配制好的供试品溶液，进样５μＬ，每个批次平行测
定３次，记录峰面积，采用外标法计算复方黄连素片
中盐酸小檗碱的含量，含量计算结果见表６。５个批
次供试品溶液中的盐酸小檗碱的含量分别为

１００６８、９９８７、１００２８、１００２１、９９８５μｇ／ｍＬ。

表６　含量测定结果

批号 １４０２１０ １４０２１２ １４０２１４ １４０２１７ １４０２１９

盐酸小檗碱含量（μｇ·ｍＬ－１）１００６４ ９９８７ １００２５ １００３９ ９９７３
１００６６ ９９７６ １００２３ １００２８ １０００６
１００７４ ９９９９ １００３５ ９９９５ ９９７６

Ｍｅａｎ １００６８ ９９８７ １００２８ １００２１ ９９８５
ＲＳＤ（％） ００６ ０１２ ００７ ０２３ ０１９

４　小结
复方黄连素片是由盐酸小檗碱、木香、吴茱萸、

白芍等几味中药组成的复方制剂，具有清热燥湿，行

气止痛、止痢止泻的作用。复方黄连素片是一种临

床常用药，用于治疗湿热痞满，呕吐泻痢，高热口渴，

疔毒痈肿，目赤牙痛，心火力盛，心烦不寐，血热吐衄

等［１］。复方黄连素片中盐酸小檗碱为君药，盐酸小

檗碱的含量对复方黄连素片制剂的质量控制具有重

要的作用。《中华人民共和国药典》和药品标准中

均有盐酸小檗碱的 ＨＰＬＣ含量测定方法，但是标准
方法的色谱条件下，盐酸小檗碱的峰型存在拖尾现

象［３－１０］。很多学者对盐酸小檗碱含量测定方法进

行了深入的研究，取得了很好的效果［１１－１５］。本文对

盐酸小檗碱的 ＨＰＬＣ测定方法进行了研究，以更好
的用于复方黄连素片的质量控制。

为解决拖尾现象，本实验研究方法所用的流动

相为乙腈 －００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液（４５∶５５，含
５％的００５ｍｏｌ／Ｌ庚烷磺酸钠溶液），因为盐酸小檗
碱属碱性较强的季铵型类生物碱，调节流动相水相

和有机相的比例，并在流动相中加入缓冲溶液，加入

离子对试剂增大离子强度有利于解决峰型拖尾问

题。经过反复的试验，最终得出本研究中的流动相

组成，配合色谱柱、流速、柱温等条件下，盐酸小檗碱

峰有较好的峰型，理论塔板数及分离度均为满意。

本研究所采用的样品前处理方法为超声提取法，该

方法操作简便，研究发现超声时间为３０ｍｉｎ即能基
本提取完全。总之，本实验所得方法操作简便，并经

过了方法学验证，结果表明，本方法有较好的专属

性，精密度好，准确度高，并有良好的重现性，提取回

收率接近１００％，可以作为复方黄连素片中盐酸小
檗碱的含量测定，用于该制剂的质量控制，以确保其

临床用药效果。
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　　表５正交试验结果显示，以挥发油提出量为考
察指标，各因素的影响顺序为Ｃ＞Ａ＞Ｂ，其提取条件
以Ａ３Ｂ２Ｃ３为佳，即加水１２倍量，浸泡４ｈ后，提取８
ｈ。表４方差分析结果表明 Ａ、Ｂ、Ｃ３个因素对薄荷
中挥发油的提取具有显著地影响。但考虑到单因素

试验中，提取到４ｈ，累积收油率已达９６８４％，能基
本满足提取要求，从工业化大生产节省能源、缩短工

时方面考虑，因此确定挥发油提取的优化工艺为加

水１２倍量，浸泡４ｈ后，提取４ｈ。
２４　工艺条件验证　取１０倍处方量的薄荷药材共
３份。按所优选的工艺条件进行验证实验。见表７。

表７　提取工艺验证结果表

试验号 挥发油提出量（ｍＬ） ＲＳＤ（％）

１ ２８１ １９９
２ ２７４
３ ２８５

平均值 ２８０

　　从表７可见，验证结果与试验结果基本一致，说
明工艺合理可行，因此逍遥颗粒中薄荷挥发油的最

佳提取工艺为：加水１２倍量，浸泡４ｈ后，提取４ｈ。
药渣保存待用。本次试验所确定的工艺条件重现性

好、可操作性强，可进行扩大生产。

３　结果与讨论
１）实验过程中发现，粉碎的薄荷粗粉质轻，漂于

水面上不宜浸透，故本实验过程中将薄荷药材简单

破碎后即浸泡、提取，未进行粉碎度的单因素考察。

２）文献报道，在样品浸泡时间加入少量氯化钠
的物质，能提高挥发油的得率，这有待于下一步实验

研究。

３）通过正交实验和验证实验表明薄荷挥发油的
提取工艺是科学的、可行的，影响挥发油提取的主要

因素为加水量，其次是提取时间、浸泡时间。提取的

最佳工艺为加水１２倍量，浸泡４ｈ后，提取４ｈ。
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中药材，２０１０，３３（６）：１００１－１００２．

［１５］吕长淮．盐酸小檗碱含量测定方法概述［Ｊ］．中国医药导报，

２０１０，７（３３）：１４１－１４２．

（２０１４－０４－２６收稿　责任编辑：王明）
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