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RP-HPLC法同时测定醋延胡索配方颗粒中 7种生物碱 

毕福钧，林  彤* 
广州市药品检验所，广东 广州  510160 

摘  要：目的  建立 RP-HPLC法同时测定醋延胡索配方颗粒中原阿片碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、脱氢紫堇碱、延胡索

乙素、四氢小檗碱和延胡索甲素的方法。方法  采用 Ultimate AQ-C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；乙腈-0.1%磷酸水

溶液（三乙胺调 pH值至 6.0）（10∶90）为流动相，梯度洗脱，体积流量为 1.0 mL/min，检测波长为 280 nm。结果  原阿片

碱线性范围为 6.8～119.0 ng，r＝0.999 9，平均回收率为 98.2%，RSD为 2.0%；盐酸巴马汀线性范围为 24.38～426.65 ng，r＝
0.999 9，平均回收率为 99.6%，RSD为 2.8%；盐酸小檗碱线性范围为 8.88～155.40 ng，r＝0.999 9，平均回收率为 100.2%，
RSD为 1.3%；脱氢紫堇碱线性范围为 77.66～1 359.05 ng，r＝0.999 9，平均回收率为 99.0%，RSD为 2.2%；延胡索乙素线

性范围为 41.4～724.5 ng，r＝0.999 9，平均回收率为 100.8%，RSD为 2.6%；四氢小檗碱线性范围为 6.70～117.25 ng，r＝
0.999 7，平均回收率为 98.7%，RSD为 2.5%；延胡索甲素线性范围为 25.50～446.25 ng，r＝0.999 9，平均回收率为 97.7%，

RSD为 2.2%。结论  该法分离度好，快速简便，重现性好，可用于醋延胡索配方颗粒的质量控制。 
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Simultaneous determination of seven alkaloids in Cuyanhusuo Granule by 
RP-HPLC 

BI Fu-jun, LIN Tong 
Guangzhou Institute for Drug Control, Guangzhou 510160, China 

Abstract: Objective  To establish HPLC method for the simultaneous determination of protopine, palmatine hydrochloride, berberine 
hydrochloride, dehydrocorydaline, tetrahydropalmatine, tetrahydroberberine, and corydaline in Cuyanhusuo Granule. Methods  The 
analysis was performed on Ultimate AQ-C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) by gradient elution of acetonitrile-0.1% phosphoric 
acid (adjust to pH 6.0 with triethylamine) (10︰90). The UV detection wavelength was set at 280 nm and the flow rate was 1.0 mL/min. 
Results  The linear ranges of protopine, palmatine hydrochloride, berberine hydrochloride, dehydrocorydaline, tetrahydropalmatine, 
tetrahydroberberine, and corydaline were 6.8—119.0 (r = 0.999 9), 24.38—426.65 (r = 0.999 9), 8.88—155.40 (r = 0.999 9), 77.66— 
1 359.05 (r = 0.999 9), 41.4—724.5 (r = 0.999 9), 6.70—117.25 (r = 0.999 9), and 25.50—446.25 ng (r = 0.999 9). The average 
recoveries (n = 6) were 98.2% (RSD = 2.0%), 99.6% (RSD = 2.8%), 100.2% (RSD = 1.3%), 99.0% (RSD = 2.2%), 100.8% (RSD = 
2.6%), 98.7% (RSD = 2.5%), and 97.7% (RSD = 2.2%), respectively. Conclusion  This method is simple and rapid, and can be used 
for the quality control of Cuyanhusuo Granule with satisfactory separation and repeatability. 
Key words: Cuyanhusuo Granule; protopine; palmatine hydrochloride; berberine hydrochloride; dehydrocorydaline; 
tetrahydropalmatine; tetrahydroberberine; corydaline; RP-HPLC 
 

醋延胡索配方颗粒为罂粟科紫堇属植物延胡索

Corydalis yanhusuo W. T. Wang的干燥块茎经醋炮

制后加工而成的颗粒剂，作为醋延胡索饮片的免煎

形式，供临床配方使用。药理及化学成分研究表明，

延胡索中主要有效成分是生物碱类成分，具有镇痛、

镇静、降压、抗心律失常等作用；其中绝多数属于 
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异喹啉类生物碱，根据母核类型的不同又可以分为

原小檗碱类，如延胡索甲素、延胡索乙素、脱氢紫

堇碱等；阿朴菲类，如海罂粟碱、去氢海罂粟碱等；

普托品类，如原阿片碱等[1-2]。目前，醋延胡索配方

颗粒暂无国家标准，其有效成分定量测定方法的研

究[3]与大多数延胡索药材、饮片以及含延胡索的其

他中成药制剂质量标准类似，以延胡索乙素作为定

量测定的指标成分，质控指标单一，专属性不强[4-6]。

研究表明，配方颗粒的质控标准与原药材应有所差

异[7-8]。因此，本实验从多种有效成分同时监控的角

度出发，建立一种 RP-HPLC 法同时测定醋延胡索

配方颗粒中原阿片碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、

脱氢紫堇碱、延胡索乙素、四氢小檗碱和延胡索甲

素 7种生物碱的方法，为醋延胡索配方颗粒国家标

准的制定提供参考。 
1  仪器与试药 

Agilent 1260高效液相色谱仪，包括 DAD检测

器，四元泵，自动进样器、化学工作站等，美国

Agilent公司；XS204电子天平和 XP26电子天平，

瑞士梅特勒-托利多公司。 
对照品原阿片碱（批号 110853-201003，质量

分数为 99.9%）、盐酸巴马汀（批号 110732-201108，
质量分数为 86.2%）、盐酸小檗碱（批号 110713- 
200911，质量分数为 86.8%）、延胡索乙素（批号

110726-201213，质量分数为 99.8%），中国食品药

品检定研究院提供；对照品脱氢紫堇碱（批号

13060621，质量分数为 98.0%）、四氢小檗碱（批号

13061823，质量分数为 98.0%），上海同田生物技术

股份有限公司；对照品延胡索甲素（批号 130429，
质量分数为 98.0%）购自四川省维克奇生物科技有

限公司。乙腈为色谱纯，水为超纯水，其他试剂为

分析纯。 
12 批醋延胡索配方颗粒分别由华润三九医药

股份有限公司（批号 130706-1、130706-2）、四川新

绿色药业科技发展股份有限公司（批号 03096、
03108）、广东一方制药有限公司（批号 130710-1、
130710-2）、江阴天江药业有限公司（批号 130516-1、
130516-2）、培力（南宁）药业有限公司（批号

130615-1、130615-2）和北京康仁堂药业有限公司

（批号 131202、140114）提供。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件及系统适应性试验 

色谱柱 Ultimate AQ-C18柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；柱温 35 ℃；流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶

液（三乙胺调 pH值至 6.0），梯度洗脱：0～26 min，
10%～25%乙腈；26～40 min，25%～28%乙腈；40～
55 min，28%～65%乙腈；55～70 min，65%～80%
乙腈；70～75 min，80%乙腈；体积流量为 1.0 
mL/min；检测波长为 280 nm；进样量为 10 μL。理

论板数按脱氢紫堇碱峰计算应不低于 5 000。色谱图

见图 1。 

 

 
 
 
1-原阿片碱  2-盐酸巴马汀  3-盐酸小檗碱  4-脱氢紫堇碱  5-
延胡索乙素  6-四氢小檗碱  7-延胡索甲素 
1-protopine  2-palmatine hydrochloride  3-berberine hydrochloride  
4-dehydrocorydaline  5-tetrahydropalmatine  6-tetrahydroberberine  
7-corydaline 

 
图 1  混合对照品溶液 (A) 和醋延胡索配方颗粒供试品溶

液 (B) HPLC图 
Fig. 1  HPLC of mixed reference solution (A) and sample 
solution of Cuyanhusuo Granule (B) 
 
2.2  对照品溶液制备 

精密称取原阿片碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、

脱氢紫堇碱、延胡索乙素、四氢小檗碱和延胡索甲

素对照品适量，加甲醇制成含原阿片碱 4 μg/mL、
盐酸巴马汀 16 μg/mL、盐酸小檗碱 4 μg/mL、脱氢

紫堇碱 40 μg/mL、延胡索乙素 20 μg/mL、四氢小檗

碱4 μg/mL和延胡索甲素12 μg/mL的混合对照品溶

液，摇匀，即得。 
2.3  供试品溶液制备 

取装量差异项下的本品，混匀，研细，取约 0.2 
g，精密称定，置平底烧瓶中，精密加入甲醇 20 mL，
称定质量，加热回流 40 min，放冷，再称定质量，

用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，

即得。 
2.4  线性关系考察 

分别精密吸取“2.2”项下制备的混合对照品贮

备溶液 2、5、10、15、20、25、30、35 μL，按“2.1”
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项下色谱条件测定峰面积。以对照品的进样量为横

坐标（X），相应色谱峰面积为纵坐标（Y），进行线

性回归，得到 7个生物碱成分的标准曲线方程、相

关系数（r）和线性范围，结果分别为原阿片碱 Y＝
6 658.3 X＋9.829 2，r＝0.999 9，6.8～119.0 ng；盐

酸巴马汀 Y＝24 916 X－98.63，r＝0.999 9，24.38～
426.65 ng；盐酸小檗碱 Y＝20 634 X－37.041，r＝
0.999 9，8.88～155.40 ng；脱氢紫堇碱 Y＝20 290 
X－58.336，r＝0.999 9，77.66～1 359.05 ng；延胡

索乙素 Y＝5 442.4 X＋39.163，r＝0.999 9，41.4～
724.5 ng；四氢小檗碱 Y＝5 138 X－1.387 4，r＝
0.999 7，6.7～117.25 ng；延胡索甲素 Y＝4 960.1 
X＋69.149，r＝0.999 9，25.50～446.25 ng。 
2.5  精密度试验 

精密吸取同一对照品溶液 10 μL，重复进样 6
次，记录峰面积。结果显示，原阿片碱、盐酸巴马

汀、盐酸小檗碱、脱氢紫堇碱、延胡索乙素、四氢

小檗碱和延胡索甲素的峰面积RSD值分别为1.5%、

1.8%、2.0%、0.9%、1.2%、1.5%、1.5%，表明仪器

精密度良好。 
2.6  重复性试验 

取同一批醋延胡索配方颗粒（批号 G1307001）
6份，按“2.3”项下方法平行制备 6份供试品溶液，

按“2.1”项下色谱条件测定，结果显示，原阿片碱、

盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、脱氢紫堇碱、延胡索乙

素、四氢小檗碱和延胡索甲素的平均质量分数分别

为 0.93、1.04、0.24、5.87、1.38、0.19、1.13 mg/g，
RSD分别为 2.5%、2.4%、2.7%、2.7%、1.8%、2.3%、

2.3%，表明方法的重复性良好。 
2.7  稳定性试验 

精密吸取同一供试品溶液各 10 μL，按“2.1”
项下色谱条件分别于 0、2、4、8、12、24 h进样测

定，结果显示原阿片碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、

脱氢紫堇碱、延胡索乙素、四氢小檗碱和延胡索甲

素的平均质量分数分别为 0.93、1.05、0.25、5.96、
1.40、0.19、1.13 mg/g，RSD分别为 2.4%、1.7%、

1.6%、2.9%、2.7%、2.7%、1.8%，表明供试品溶液

在 24 h内稳定。 
2.8  加样回收率试验 

精密称取已测定的供试品（批号 G1307001）6
份，每份约 0.1 g，分别置平底烧瓶中，精密加入混

合对照品（原阿片碱 4.967 53 μg/mL、盐酸巴马汀

4.922 02 μg/mL、盐酸小檗碱 0.982 14 μg/mL、脱氢

紫堇碱 28.478 8 μg/mL、延胡索乙素 6.793 9 μg/mL、
四氢小檗碱 0.951 58 μg/mL、延胡索甲素 5.338 55 
μg/mL）甲醇溶液 20 mL，按“2.3”项下方法制备，

依法测定，计算回收率。原阿片碱、盐酸巴马汀、

盐酸小檗碱、脱氢紫堇碱、延胡索乙素、四氢小檗

碱和延胡索甲素的平均回收率分别为 98.2%、

99.6%、100.2%、99.0%、100.8%、98.7%、97.7%，

RSD分别为 2.0%、2.8%、1.3%、2.2%、2.6%、2.5%、

2.2%。 
2.9  样品测定 

取收集到的 12 批样品，按“2.3”项下方法制

备供试品溶液，依法测定，用外标法计算样品中原

阿片碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、脱氢紫堇碱、

延胡索乙素、四氢小檗碱和延胡索甲素的量，结果

见表 1。 
3  讨论 

醋延胡索配方颗粒由醋延胡索经水煎煮制成。

目前《中国药典》2010年版一部[9]中与延胡索相关

的定量测定方法研究主要以延胡索乙素作为定量测

定的指标成分[10]，但延胡索乙素的专属性不强，在

同科属药材夏天无中的量也较高。 
鉴于醋延胡索配方颗粒已经失去了药材饮片原

来的外观特征，无法在性状鉴别中辨别真伪，若单

以延胡索乙素作为质控目标，明显不合理，前期的

研究表明延胡索乙素只是延胡索其中一种生物碱，

其量也不算最高。因此，本研究首次建立一种

RP-HPLC 法同时测定醋延胡索配方颗粒中原阿片

碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、脱氢紫堇碱、延胡

索乙素、四氢小檗碱和延胡索甲素 7种生物碱的量，

方法简便，准确，重现性好，可实现对醋延胡索配

方颗粒有效成分更全面、更专属的质量控制，为其

国家标准的制定提供参考。 
在检测波长的选择上，在波长 210～400 nm对

7 种生物碱对照品溶液进行全扫描，结果表明，7
种生物碱在在（280±2）nm波长处均有较大吸收，

因此选择 280 nm作为检测波长。 
实验中比较了不同提取溶剂（甲醇、甲醇-浓氨

试液、50%甲醇和水）以及不同提取方法（超声提

取和加热回流提取）的提取效果，结果显示，甲醇

加热回流提取的效果最理想；另外，对加热回流的

时间（20、40、60、120 min）进行了考察，结果表

明加热回流提取 40 min即可。因此，最终确定供试

品溶液的制备方法为甲醇加热回流提取 40 min。 
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表 1  样品测定结果 (n = 2) 
Table 1  Determination results of samples (n = 2) 

批号 
质量分数/(mg·g−1) 

原阿片碱 盐酸巴马汀 盐酸小檗碱 脱氢紫堇碱 延胡索乙素 四氢小檗碱 延胡索甲素 

130706-1 0.84 0.76 0.20 4.29 1.79 0.32 1.69 

130706-2 0.77 0.52 0.13 2.81 1.36 0.23 1.11 

03096 0.67 0.64 0.18 4.39 1.35 0.22 0.90 

03108 0.66 0.64 0.17 4.35 1.33 0.22 0.89 

130710-1 0.93 1.04 0.24 5.87 1.38 0.19 1.13 

130710-2 0.85 0.96 0.25 5.59 1.30 0.18 1.03 

130516-1 0.70 0.63 0.20 3.53 1.36 0.25 1.35 

130516-2 1.09 0.90 0.31 4.31 1.71 0.30 1.33 

130615-1 0.93 0.48 0.19 3.01 2.11 0.45 2.69 

130615-2 0.91 0.47 0.19 2.98 2.16 0.46 2.92 

131202 0.72 0.75 0.19 4.27 1.26 0.19 1.05 

140114 0.81 1.02 0.30 5.71 1.40 0.20 1.14 
 

由样品的测定结果可见，不同企业生产的醋延

胡索配方颗粒中盐酸巴马汀、脱氢紫堇碱、延胡索

甲素等成分的量差异较大，这可能与投料醋延胡索

饮片的质量、企业的工艺条件等因素有关。其次，

所测定 7 种生物碱质量分数之间的差别也很大

（0.18～5.87 mg/g），因此可以考虑以质量分数较高

的几个生物碱（如脱氢紫堇碱、延胡索乙素、延胡

索甲素等）的总量作为质量评价指标。 
7 种生物碱可根据母核类型的不同进行区分，

每种类型的生物碱也可以考虑采用一测多评方法测

定同类型生物碱的量，以减少对照品的使用。 
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