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HPLC法测定盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱中杂质
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(1．清华大学化学系，北京100084；2．江西中医学院，江西南昌 330006)

摘 要：目的 建立盐酸麻黄碱(E)和盐酸伪麻黄碱(PE)中杂质的高效液相色谱HPLC测定方法。方法 用RP

C，。色谱柱，以20 mmol／L KH2PO。水溶液一甲醇(96：4)为流动相，检测波长为210 nm，分析时间为20 min。结果

6种麻黄生物碱均达到基线分离；混合对照品连续进样6次，色谱峰面积RSD均小于1．0％；对照品质量浓度在选

定范围内呈现良好的线性关系(R2>o．999)；各成分最低检出限分别为：去甲基麻黄碱(NE)为0．05 t-g／mL，去甲基

伪麻黄碱(NPE)为0．04 btg／mL，E和PE为0．1 btg／mL，甲基麻黄碱(ME)和甲基伪麻黄碱(MPE)为0．2／一g／mL；

各成分的加样回收率均大于97．1％；6个待测样品均被检测出不同程度的杂质。结论 本方法分离度好、精密度

高、专属性强、灵敏度高，可用于麻黄生物碱类药物中杂质成分的定性和定量测定。
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Determination of impurity in ephedrine hvdrochloride and

pseudoephedrine hydrochloride by HPLC
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(1．Department of Chemistry，Tsinghua University，Beijing 1 00084，China；2．Jiangxi College

of Traditional Chinese Medicine，Nanchang 330006，China)

Abstract：Objective To develop an HPLC method for determination of impurities in ephedrine

hydrochloride(E)and pseudoephedrine hydrochloride(PE)． Methods A11 of ephedrine alkaloids

reference substances and samples were separated With a 20 mmol／L aqueous KH2P04 containing 4％

methanol buffer under isocratic elution by using a C18 reversed—phase column within 20 min，and the

detection wavelength was 210 nm．Results Six ephedrine alkaloids reference substances were base—line

separated and were linear in concentration of selection(R2>0．999)．The relative standard deviation

(RSD)of chromatogram area was 1ess than 1．O％for all of them after six successive injections．The

detection limit was 0．05弘g／mL for norephedrine(NE)，0．04／19／mL for norpseudoephedrine(NPE)，0．1

／19／mI。for E and PE，and 0．2 btg／mL for mephedrine(ME)and mepseudoephedrine(MPE)，respectively

(S／N≥3)．The recovery rate was more than 97．1％for six ephedrine alkaloids．Under this method

system。all of the above—mentioned six samples were tested and found to contain some of the impurity at

different levels．Conclusion This developed method，which is very simple，perfect precision，high

sensitivity，and selectivity，can be used for the qualitative and quantitative determination of impurities of

ephedrine alkaloid—type samples．
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是麻黄中的两个主要活性成分，两者为非对映异构

体，均具有多方面的药理作用[1]，是许多OTC药物

中的常用配伍成分，也可用于某些化合物定量时的

内标成分嘲。作为原料药《中国药典}2000年版(二

部)规定E和PE的质量分数均不得低于99．O％。

现在应用的麻黄碱和伪麻黄碱主要有两个来源途

径，从麻黄中提取而来和由合成而来，目前仍以提取

得来的居多。麻黄中除了麻黄碱和伪麻黄碱之外，还

有4种主要的生物碱类成分——甲基麻黄碱

(ME)、甲基伪麻黄碱(MPE)、去甲基麻黄碱(NE)

和去甲基伪麻黄碱(NPE)。这4种麻黄生物碱的结

构与E和PE相近，是两者中常见的杂质成分。近年

来，麻黄碱和伪麻黄碱的提取纯化、区分鉴别及相互

转化技术在不断取得新的进展，提取技术如水蒸气

蒸馏法、离子交换法、酸水煮提法[3]、微波法[4j、生物

碱膜提取法[5]、超临界流体萃取法[63；区分鉴别技术

有电喷雾质谱法[7]；相互转化技术如以冰醋酸为溶

剂、乙酐为催化剂的一步转化法[83等。本实验采用反

相高效液相色谱法建立了麻黄碱和伪麻黄碱两个原

料药中杂质成分的定性和定量检测方法。

1仪器与试药

Waters 2695高效液相色谱仪；Waters 2996

PDA检测器；SZ一93自动双重纯水蒸馏器(上海亚

荣生化仪器厂)。

盐酸麻黄碱(E，批号：05106一l，质量分数

99．28％)、盐酸伪麻黄碱(PE，批号：16340—1，质量

分数99．3％)、甲基麻黄碱(ME，批号：13525—1，质

量分数99．4％)、甲基伪麻黄碱(MPE，批号：13535—

1，质量分数100．0％)、去甲基麻黄碱(NE，批号：

14511-1，质量分数99．6％)、去甲基伪麻黄碱

(NPE，批号：14532一S，质量分数99．33％)。对照品

均购自Chroma Dex公司。E和PE样品由中国医药

对外贸易公司提供。甲醇为色谱纯，磷酸二氢钾为分

析纯，自制二次水。

2方法与结果

2．1对照品溶液配制：精密称取6种麻黄生物碱对

照品适量，用甲醇分别配制单一对照品储备液，储存

于4‘C冰箱中。精密吸取6种麻黄生物碱单一对照

品储备液一定体积，置于10 mL量瓶中，加流动相

至刻度，混匀，作为混合对照品储备液。该储备液中

各成分的最终质量浓度分别为NE：15．1弘g／mL；

NPE：6．33>g／mL；E：14．9 pg／mL；PE：15．3

>g／mL；ME：16．0弘g／mL；MPE：14．9>g／mL。

2．2供试品溶液的配制：取样品约0．5 g，精密称

定，用适量流动相使其完全溶解。将此溶液转移至

100 mL量瓶中，加流动相至刻度，摇匀，备用。

2．3 色谱条件：Phenomenex Synergi Polar—RP C18

色谱柱(150 mm×4．6 mm，4肚m)，配有Polar RP

Cartridges预柱；流动相为20 mmol／L KH2P04水一

甲醇(96：4)；体积流量为1．2 mI。／rain；柱温为30

。C；进样量为20弘L；检测波长为210 nm。

2．4工作曲线的制备：将混合对照品储备液分别稀

释3、4、6、10、15、30、40倍，配制成混合对照品的系

列质量浓度，每个质量浓度分别进样3次。以3次进

样的色谱峰面积平均值对质量浓度作线性回归，得

各成分回归方程。NE：Y一42 000 X一1．35，R2—

0．999 0；NPE：Y一42 500 X一1 000，R2—

0．999 9；E：y一39 900 X一45 400，R2=0．999 9；

PE：y一39 700 X一7 710，R2=0．999 8；ME：y一

36 400 X～1 100，R2—0．998 6；MPE：y一37 100

x一3 740，R2—0．999 6。由于最低质量浓度的混合

对照品溶液中ME和MPE两个成分的质量浓度接

近检出限，偏差较大，故在作回归方程时将其舍去，

只取前面6个质量浓度的数据。

2．5检出限试验：将混合对照品溶液(对照品母液

稀释30倍)逐步稀释进样，当稀释2．5倍时ME和

MPE最低检出(S／N≥3)，稀释5倍时E、PE和

NPE最低检出，稀释10倍时NE最低检出。以对照

品原质量浓度计算得各成分的最低检出限分别为

NE：0．05弘g／mL，NPE：0．04 Fg／mL，E、PE：0．1

弘g／mL，ME、MPE：0．2 pg／mL。

2．6专属性试验：用流动相空白溶剂进样。表明系

统无污染，对检测结果无干扰。用6种麻黄生物碱单

一成分对照品溶液分别进样，再用混合对照品溶液

进样，单一成分的色谱峰保留时间与混合对照品中

对应成分的色谱峰保留时间相比较，各色谱峰彼此

吻合，表明方法专属性良好。

2．7精密度试验：麻黄生物碱混合对照品溶液连续

进样6次，各成分的色谱峰保留时间和峰面积RSD

分别为NE：0．014％、0．417％，NPE：0．015％、

0．723％，E：0．021％、0．471％，PE：0．021％、

0．737％，ME：0．028％、0．275％，MPE：0．038％、

0．904％。

2．8稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于0、

12、24、48 h进行测定，考察E和PE峰面积的RSD

分别为0．837％、0．915％(咒一4)。

2．9 重现性试验：取同一样品(E批号20040101，

PE批号：20030905)，平行制备供试品溶液5份，用
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流动相稀释1 000倍，测定，E和PE色谱峰面积的

RSD分别为4．09％、5．38 0A(咒=4)。

2．10加样回收率试验：取批号：20040101样品，用

流动相稀释100倍后，取500肛L，加入等体积混合

对照品溶液(对照品母液稀释6倍)，平行处理3份，

进样分析，用回归方程计算。同时，取稀释后样品

500肛L，与等体积流动相混合，进样计算原样品中各

麻黄生物碱的量。按计算加样回收率[回收率=(测

得量一原样品中的量)／加入量×100％]，结果回收

率和RSD分别为NE：103．2％、4．94％，NPE：

102．1％、7．34％， E： 97．1％、4．48％，PE：

102．3％、9．01％，ME：99．3％、8．90％，MPE：

99．2 oA、6．60％(挖=3)。

2．11 样品测定：分别取6个批号的样品母液各1

mL置10 mL量瓶中，用流动相稀释至刻度。同法再

稀释2次，将样品液稀释至原母液的1 000倍，用

0．45弘m滤膜滤过至自动进样小瓶中，连续进样3

次，以色谱峰保留时间自动匹配出原料药中的主成

分，由对应的回归方程计算其质量分数，从而得出相

应的杂质的质量分数。色谱图见图1，结果见表l。

c《3

胁 82 l i s

n n 八厂＼

一f LJ L一』＼、／＼——

l—PE 2一E 3一NE 4一NPE 5-ME 6一MPE

图1 PE样品(A)、E样品(B)，混合对照品溶液

(C)和空白溶剂(D)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC cbromatograms of PE sample(A)，E

sample(B)，mixed reference substances(C)，

and blank solution(D)

取6个批号的样品母液各l mL置10 mL量瓶

中，用流动相稀释至刻度，其中主成分为PE的3个

样品直接用o．45肛m滤膜滤过至自动进样小瓶中；

主成分为E的3个样品用流动相再稀释1倍，用

0．45 pm滤膜滤过至自动进样小瓶中。每个样品均

连续进样3次，以色谱峰保留时间自动匹配出原料

中的杂质成分，根据对应的回归方程直接计算杂质

的质量分数。结果见表2。

表1样品中各成分测定结果(n一3)

Table 1 Determination of components in samples(雄一3)

表2样品杂质测定结果锄一3)

Table 2 Determination of impurity in samples(聘一3)

批号 杂质 杂质／％

NPE 0．033 3

NPE 0．033 2

NPE 0．039 8

NE 0．191

NE 0．186

NE 0．19l

主成分质量分数／％

99．967

99．967

99．960

99．809

99．814

99．809

20030905

20030906

Z0030907

20040101

200401 02

20040103

3讨论

流动相中加入KH。PO。可以明显改善色谱峰的

拖尾，这是由于KH。PO；缓冲盐体系控制系统的pH

值。但过高的盐浓度容易导致盐析，堵塞液相管路及

色谱柱，因此在不影响分离的情况下，应尽量减小缓

冲盐的浓度。试验考察10、20、50、80、100 mmol／L 5

个浓度水平。结果表明，当盐浓度达到20 mmol／L

时，增加KH。PO。浓度对分离无明显影响。最后确定

采用20 mmol／L的KHzP04。

甲醇的比例在本实验中会较大程度地影响各成

分的出峰时间，增大比例可缩短分析时间，但分离度

降低，反之则分离度好，但分析时间长。

增大流动相的体积流量可以缩短分析时间，且

峰形变窄，但柱压升高，对色谱柱不利，体积流量过

小则色谱峰扩散严重。试验考察了1．0、1．1、1．2、

1．3、1．4、1．5 mL／min 6个水平，经过对比优化，最

后确定1．2 mL／min。

对6种麻黄生物碱类成分进行了外标法定量方

法的研究，并采用两种方法对原料药PE和E进行

杂质的测定，不仅测定其杂质的量，而且通过保留时

间匹配出其中的杂质成分。根据第1种方法测定的

结果，3个E样品中的杂质比3个PE样品中的杂

质的量要高，因此在用第2种方法测定时，将两者稀

释成不同的质量浓度，以减小因样品质量浓度过大

而产生的色谱柱过载，影响测定结果。

等焉篡m跚一玑吼“乳豇卜二

R一
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超滤膜纯化夏天无总碱的研究

朱才庆1’2，余华¨，范其坤1，熊胜泉1，徐丽英1，魏东芝2

(1．江西省药物研究所天然药物研究室，江西南昌 330029；2．华东理工大学

生物反应器工程国家重点实验室，上海200237)

摘 要：目的 探讨应用超滤膜分离技术纯化夏天无总碱工艺。方法 采用不同截留分子的膜组件、操作参数进行正

交设计，以与原阿片碱相关的各种指标考察不同膜组件及操作参数对膜分离效果的影响。结果 截留相对分子质量

为6×103～1．0×104的PS膜具有较好的膜分离效果，选择压力0．08 MPa、料液温度40℃、进料体积流量2．8 L／

min的操作参数工作效率更高。结论 利用膜分离工艺制备的夏天无注射液澄清、色泽好，显示出更强的药效作用。

关键词：夏天无总碱；原阿片碱；膜分离；药效作用

中图分类号：R284．2 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2005)09—1319一04

Purification of Rhizoma Corydalis Decumbentis total alkaloids

by ultrafiltration membrane technology
’ ZHU Cai—qingh2，YU Hual*，FAN Qi—kunl，XIONG Sheng—quanl，XU Li—yin91，WEI Dong—zhi2

(1．Department of Natura]Medicine，Institute of Materia Medica of Jiangxi Province，Nanchang 330029，China；2．State

Key Laboratory of Bioreactor Engineering，East China University of Science and Technology，Shanghai 200237，China)

Abstract：Objective To explore the possibility for application of ultrafiltration membrane technology

to purify Rhizoma Corydalis Decumbentis total alkaloids(RCDTA)．Methods Based on the index related

to protopine，to investigate the effect of different aperture membrane and orthogonal test of separation

parameters on membrane saparation efficiency of Xiatianwu Injection．Results The PS membrane with

6×103—1．0×104 interception molecular weight had better separation efficiency and the preferred operation

parameters were 0．08 MPa of pressure，40℃of liquid temperature，and 2．8 L／min of liquid speed．

Conclusion Xiatianwu Injection prepared by ultrafiltration membrane technology is clear with good

colour and better drug function．

Key words：Rhizoma Corydalis Decumbentis total alkaloids(RCDTA)；protopine；membrane

separation；drug function

夏天无为罂粟科植物伏生紫堇Corydalis

decumbenS(Thunb．)Pers． 的干燥块茎，是一种有

镇痉止痛、活血去瘀和降压行气功效的民间常用中

草药。目前临床上用于各种类型的高血压和其后遗
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