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HPLC 法测定清胃黄连丸中小檗碱 
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摘  要：目的  建立 HPLC 测定清胃黄连丸中小檗碱的方法。方法  色谱柱 Phenomenex Luna C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相为乙腈-0.03 mol/L 磷酸二氢钾（35∶65）；检测波长 345 nm；体积流量 1.0 mL/min。结果  线性范围为 25.5～510.0 ng
（r＝0.999 9），平均回收率为 99.39%，RSD 为 0.87%。结论  该方法稳定、可靠，可作为清胃黄连丸的质量控制方法。 
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HPLC determination of berberine in Qingwei Huanglian Pills 
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Abstract: Objective  To establish an HPLC method to determine berberine in Qingwei Huanglian Pills. Methods  Berberine was 
assayed on a Phenomenex Luna C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm); The mobile phase composed of acetonitrile-0.03 mol/L 
potassium dihydrogen phosphate (35:65) at a flow rate of 1.0 mL/min; The determination wavelength was 345 nm. Results  The 
calibration curves were linear in the range of 0.025 5—0.510 0 μg (r = 0.999 9) for berberine. The average recoveries (n = 6) of 
berberine was 99.39% (RSD = 0.87%). Conclusion  The method is proved to be simple and reliable and could be used for quality 
control of Qingwei Huanglian Pills. 
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清胃黄连丸由黄连、黄柏、黄芩等十余味中药

组成，具有清胃泻火、解毒消肿的作用，用于治疗

口舌生疮、齿龈或咽喉肿痛。黄连、黄柏为清胃黄

连丸处方中主要药味，有清热燥湿、泻火解毒的功

效。小檗碱为黄连和黄柏中主要有效成分，在抗糖

尿病、抗肿瘤、抗菌、抗炎、神经保护等方面都可

以发挥很好的药效[1-3]。对 HPLC 法测定清胃黄连丸

（大蜜丸）中小檗碱进行研究，该方法结果准确，重

复性好，快速简便，可作为清胃黄连丸的定量方法，

较目前《中国药典》2010 版一部“清胃黄连丸（大

蜜丸）”测定项下所使用的薄层扫描法更加准确、

简便。 
1  仪器与试药 

Agilent 1200 高效液相色谱仪（美国 Agilent 公
司），小檗碱对照品（批号 110731-200208，中国食

品药品检定研究院）；清胃黄连丸（大蜜丸）为自制

样品，规格为 9 g/丸，批号分别为 100920、100925、
100930；乙腈、甲醇为色谱纯，水为纯水，其他试

剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱 Phenomenex Luna C18（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.03 mol/L 磷酸二氢钾

（35∶65）；检测波长 345 nm；体积流量 1.0 mL/min，
理论塔板数按小檗碱计算应不低于 4 000。 
2.2  对照品和供试品的配制 
2.2.1  对照品溶液的制备  取小檗碱对照品适量，

精密称定，加甲醇制成 10 μg/mL 溶液，即得。 
2.2.2  供试品溶液的制备  取清胃黄连丸，剪碎，

取约 1 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入

盐酸-甲醇（1∶100）25 mL，密塞，称定质量，置

50 ℃水浴中加热 15 min，取出放冷，超声处理（功 
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率 250 W，频率 33 kHz）30 min，放冷，再称定质

量，用甲醇补足减失的质量，摇匀、离心、滤过，

精密量取上清液 5 mL，置碱性氧化铝柱（10～200
目，10 g，内径 1 cm，干法装柱）上，用甲醇 45 mL
洗脱，收集洗脱液至 50 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，

摇匀、滤过，取续滤液，即得。 
2.3  方法学考察 
2.3.1  标准曲线的制备  精密称取小檗碱对照品

5.10 mg，置 10 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，

得到 0.510 mg/mL 的对照品储备液。精密移取对照

品储备液，配制成 51.0、25.5、20.4、10.2、5.1、2.6 
μg/mL 对照品溶液。对照品注入高效液相色谱仪，

以进样量为横坐标，相应的峰面积为纵坐标，绘制标

准曲线，并以最小二乘法计算标准曲线：Y＝      

385 898.513X－829.426（r＝0.999 9），结果显示小

檗碱对照品在 25.5～510.0 ng 与峰面积呈良好的

线性关系。 
2.3.2  空白试验  称取缺黄连、黄柏的清胃黄连丸

样品，按照“2.2.2”项下操作制备阴性对照溶液，

与清胃黄连丸供试品溶液比较，阴性对照对清胃黄

连丸的测定无干扰，见图 1。 
2.3.3  精密度试验  取同一批（批号 100925）供试

品溶液，按以上色谱条件重复进样 6 次，测定小檗

碱峰面积，结果 RSD 为 0.97%。 
2.3.4  稳定性试验  取同一批（批号 100925）供试

品溶液，按以上色谱条件在 0、2、4、6、8、10、
12 h 分别进样测定峰面积，结果在 12 h 内测定，供

试品溶液小檗碱峰面积 RSD 为 0.64%。结果表明供

试品溶液在 12 h 内基本无变化，稳定性良好。 
2.3.5  重现性试验  精密称取同一批（批号 100925）
样品 6 份，制备供试品溶液，测定峰面积并计算小

檗碱的量为 2.78 mg/g，RSD 为 1.05%（n＝6）。  

 
图 1  小檗碱对照品（A）、清胃黄连丸（B）、阴性样品（C）的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of berberine reference substance (A), Qingwei Huanglian Pills (B), and negative sample (C) 

2.3.6  加样回收率试验  精密称取已测定样品 6
份，每份约 0.5 g，精密加入小檗碱对照品溶液适量，

制备供试品溶液，测定峰面积并计算，结果表明平

均回收率为 99.39%，RSD 为 0.87%。 
2.4  样品测定 

取批号为 100920、100925、100930 的 3 批清胃

黄连丸，按“2.2.2”项下操作，精密吸取上述供试

品溶液与对照品溶液 10 μL，注入液相色谱仪，记

录色谱图。按外标法以峰面积计算，得小檗碱分别

为 2.89、2.75、3.02 mg/g。 
3  讨论 

采用乙腈-0.03 mol/L 磷酸二氢钾（35∶65）、
乙腈-0.1%磷酸（36∶64）、甲醇-0.05 mol/L 磷酸二

氢钾溶液（40∶60）等不同流动相进行实验，结果

乙腈-0.03 mol/L 磷酸二氢钾（35∶65）的分离效果

最佳，保留时间适中，故选用为流动相[4-7]。 
清胃黄连丸使用盐酸甲醇提取后直接进样测

定，供试品溶液色谱中杂质峰较多，分离不佳，影

响测定结果。对萃取、过氧化铝柱等除杂方式进行

考察，试验结果表明，使用碱性氧化铝柱进行处理，

可以去除大部分杂质[8]。 
使用不同的十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的

色谱柱进行测定，如 Agilent 5 μm C18（250 mm×4.6 
mm）、YMC 5 μm C18（250 mm×4.6 mm）、

Phenomenex GEMINI C18 5 μm C18（250 mm×4.6 
mm），色谱峰峰型和分离度良好，测定结果不受影

响，证明本方法耐用性良好。 
通过方法学考察建立了 HPLC 法测定清胃黄连

丸中小檗碱的方法。本方法简便易行，结果准确，

重复性好，可作为清胃黄连丸质量标准的定量方法。 
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