
5μm)和 Aichrom C18柱(250 mm×416 mm ,5μm)做相

关考察 ,均可基本达到基线分离。综合考虑分析时间、

峰形对称度及美观度等因素 ,用 KromasilC18 柱 (250

mm×416 mm ,5μm)为本实验的分析用色谱柱。

　　取五味子醇甲对照品用流动相甲醇2水 (60 ∶

40)溶解 ,对五味子醇甲进行紫外扫描 (190～400

nm) ,结果五味子醇甲在 251 nm 波长处有最大吸

收 ,因此确定测定波长为 250 nm。

　　五味子醇甲的提取溶液一般有甲醇、乙醇等。

本实验分别采用甲醇、乙醇、50 %甲醇作为提取溶

剂 ,以其中五味子醇甲的质量分数作为衡量指标 ,结

果 3 种提取溶剂得出的五味子醇甲的质量分数分别

是 0172、0171、0169 mg/ g ,所以当提取溶剂为甲醇

时 ,五味子醇甲的提取效率最高 ,本实验予以选用。

　　实验对样品提取方法进行了筛选考察 ,对超声

处理、回流提取两种方法进行了对比 ,以五味子醇甲

的质量分数作为衡量指标 ,结果五味子醇甲分别为

0172、0171 mg/ g ,没有明显区别 ,而且超声方法相

对简单 ,故选定。分别超声处理 15、30、45 min ,结

果五味子醇甲的质量分数分别为 0167、0172、0172

mg/ g ,由上可见 ,超声处理 30 min 可基本将样品中

五味子醇甲提取完全 ,而且时间相对较短 ,故选择超

声处理时间为 30 min。
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HPLC法测定黄连明目丸中盐酸小檗碱

苏 　亚1 ,卢 　敏2 3

(11 台州市黄岩区红十字医院 ,浙江 台州 318020 ;21 浙江永宁药业股份有限公司 ,浙江 台州 318020)

　　黄连明目丸由黄连、决明子、五味子等组成 ,具

有滋肾明目、平肝熄风功效 ,用于肝肾亏虚 ,视力模

糊 ,畏光流泪等。黄连为该方君药 ,盐酸小檗碱为其

主要活性成分 ,具清热解毒作用。本实验拟测定制

剂中盐酸小檗碱以控制产品质量。

1 　仪器与试药

　　Agilent1100 液相色谱仪 , Agilent 1100 DAD

检测器 ;岛津 UV —260 紫外分光光度计。

　　盐酸小檗碱 (批号 1107132200805) 由中国药品

生物制品检定所提供。乙腈为色谱纯 ,其余为分析

纯。黄连明目丸样品由实验室自制 (批号 :080801、

080802、080803) 。

2 　方法及结果

211 　色谱条件[1 ] :色谱柱 Discovery C218 (250 mm ×

416 mm , 5 μm) ;乙腈 - 0105 mol/ L 磷酸二氢钾

(10 %氢氧化钾试液调节 p H 510) (30 ∶70) 为流动

相 ;检测波长为 350 nm ;体积流量 :1 mL/ min ;进样

量为 5μL 。

212 　对照品溶液的制备 :精密称取以五氧化二磷为

干燥剂减压干燥 24 h 的盐酸小檗碱对照品适量 ,加

甲醇制成 20μg/ mL 的溶液 ,即得。

213 　供试品溶液的制备 :取黄连明目丸适量研细 ,取

约 015 g ,精密称定 ,置 25 mL 量瓶中 ,加入盐酸2甲醇

(1 ∶100)适量 ,浸渍 30 min 后超声处理 30 min ,放冷 ,加

溶剂至刻度 ,摇匀 ,用微孔滤膜(0145μm)滤过 ,即得。

214 　空白试验 :取缺黄连样品按供试品制备法制

备 ,并取适量注入液相色谱仪 ,结果显示在盐酸小檗

碱相同保留时间处无吸收峰。见图 1。

215 　线性关系考察 :精密量取 21132μg/ mL 盐酸

小檗碱对照品溶液 1、2、4、6、8、10、12μL 注入液相

色谱仪 ,测定峰面积。以峰面积为纵坐标 ,进样量为

横坐标 , 得回归方程 Y = 01287 X + 01929 , r =

01999 5。显示盐酸小檗碱进样量在 21132 ～

255184 ng 有良好的线性关系。

216 　精密度试验 :取盐酸小檗碱对照品溶液 ,按以上色

谱条件重复进样 6次 ,测定 ,峰面积的 RSD为 117 %。

217 　稳定性试验 :取黄连明目丸供试品溶液 ,按以

上色谱条件 ,分别在 0、8、12、24、33 h 进样 ,测定盐

酸小檗碱峰面积 ,结果 RSD 为 111 % ( n = 5) ,显示

供试品溶液至少在 33 h 内稳定。

21 8 　重现性试验 :取批号080801黄连明目丸样品
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图 3 　土牛膝根及茎 HPLC图谱( S1 ,S2 为茎 ,S3 为根)

Fig13 　HPLC Chromatogram for root and stem

of E. chinense ( S1 and S22stem; S32root)

腈2013 %磷酸水溶液、乙腈2012 %磷酸水溶液等度

和梯度洗脱方式 ,并对梯度洗脱程序进行优化 ,结果

表明以乙腈2水系统为最佳。各色谱峰分离度较好 ,

峰型尖锐 ,保留时间适中。

313 　供试品溶液制备条件的选择 :考察了回流、超

声提取方式及甲醇、95 %乙醇、70 %乙醇提取溶剂。

结果表明 ,回流提取方式得到的色谱峰峰面积大 ,峰

数多 ,优于超声提取。甲醇提取的色谱峰最多 ,提取

完全。故供试品溶液制备采用甲醇回流提取 1 h。

314 　指纹图谱的建立 :通过指纹图谱整体图形、共

有特征峰、相对保留时间等参数可对药材进行鉴定 ,

通过各共有峰相对峰面积可对药材的质量进行评

价。10 批广东土牛膝药材指纹图谱中 ,13 个共有峰

相对保留时间符合程度较好 ,说明不同来源的广东

土牛膝药材中组分有其一致性。但是 10 批药材共

有峰相对峰面积有一定的差异 ,说明 10 批药材的质

量是有差异的。

315 　广东土牛膝根茎指纹图谱比较 :在收集样品的

过程中 ,发现市售部分药材含有茎 ,个别甚至以茎为

主 ,因此本实验对广东土牛膝的茎进行 H PL C 测

定。结果表明 ,与广东土牛膝对照图谱差异显著 ,说

明广东土牛膝根和茎成分差异较大。
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图 1 　黄连明目丸( A) 、盐酸小檗碱对照品( B)和缺黄连的阴性样品( C)的 HPLC图谱

Fig. 1 　HPLC Chromatorams of Huanglian Mingmu Pills ( A) , berberine hydrochloride reference substance ( B) ,

and negative sample ( C)

6 份 ,分别精密称定 ,制备供试品溶液 ,进样测定盐

酸小檗碱峰面积 ,计算得盐酸小檗碱的质量分数为

11313 mg/ g ,其 RSD 为 1112 %。

219 　回收率试验 :取批号 080801 黄连明目丸样品

5 份 ,每份 0125 g ,精密称定 ,加入 01277 4 mg 盐酸

小檗碱对照品 ,制备供试品溶液 ,进样测定 ,计算 ,结

果平均回收率为 10011 % ,RSD 为 018 %。

2110 　样品测定 :取 3 批黄连明目丸样品 ,制备供试

品溶液。分别精密吸取盐酸小檗碱对照品溶液与供

试品溶液各 5μL 注入液相色谱仪 ,测定 ,计算 ,结果

见表 1。

3 　讨论

　　采用加盐酸2甲醇 (1 ∶100) 直接超声处理15 、

表 1 　黄连明目丸中盐酸小檗碱的测定结果 ( n = 3)

Table 1 　Determination of berberine hydrochloride

in Huanglian Mingmu Pills ( n = 3)

批　号 盐酸小檗碱/ (mg ·g - 1)

080801 11 31

080802 11 38

080803 11 39

30 min、预浸 30 min 后超声 30 min、预浸 60 min 后超声

60 min ,2 倍溶剂预浸 60 min 后超声 30 min 方法提取

对盐酸小檗碱的影响 ,结果显示上述方法测定结果无

明显差异 ,为保证提取完全 ,选择超声提取 30 min。
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