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高效液相色谱法同时测定黄连解毒胶囊中 5组分的含量
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摘 要 目的: 建立以高效液相色谱法同时测定黄连解毒胶囊中盐酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱、黄芩苷、栀子苷含量的方

法。方法: 采用 3种紫外检测波长同时进行测定, 色谱柱为 Diamonsil C 18, 流动相为水- 甲醇- 0�05%磷酸 (梯度洗脱) , 柱温为

35 � , 流速为 1�0m l/ min, 检测波长为 345、280、238nm, 进样量为 10�l。结果: 盐酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱、黄芩苷、栀子
苷进样量分别在 0�105�g ~ 1�680�g ( r = 0�9 999)、0�045�g ~ 0�720�g ( r = 0�9 998)、 0�065�g~ 1�040�g ( r = 0�9 997)、

0�190�g~ 3�040�g ( r = 0�9 999)、0�145�g~ 2�320�g ( r = 0�9 999) 范围内呈良好的线性关系; 平均加样回收率分别为 99�11%、
98�19%、97�21%、98�52%、99�22%。结论:本方法快速、重现性好、灵敏度高, 可为黄连解毒胶囊提供更合理、可靠的质量控制方法。
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黄连解毒汤原载于唐代王焘所著的 �外台秘要�, 由黄连、
黄芩、黄柏和栀子组成, 为清热解毒的代表方。近年来, 其被用

于高血压、中风后遗症、老年痴呆症等的治疗。在日本, 黄连解

毒汤是汉方常用处方之一, 临床上主要用于治疗高血压, 并有

数家汉方药公司生产黄连解毒汤颗粒剂 , 如东洋黄连解毒汤、

津村黄连解毒汤等, 但国内未见有厂家生产。黄连解毒胶囊即

是中南大学湘雅医院根据黄连解毒汤研制的一种医院制剂, 在

临床上用于治疗高血压并被证实具有良好的疗效。现代药理实

验表明, 该方中生物碱、黄酮类、环烯醚萜苷类物质均为主要活

性成分 [1 ]。为更好地控制黄连解毒胶囊的质量, 笔者采用二极

管阵列检测器( DAD) , 根据黄连解毒胶囊中 3类组分不同的光

谱特性, 建立了在 3个紫外检测波长下同时测定其中 3类组分

(包括 5个成分)含量的方法。

1 仪器与试药
1�1 仪器

1100高效液相色谱仪 , 包括 G1311A 型四元梯度泵、

G1313A 型自动进样器 (美国 Agilent 公司) ; G1315A 型 DAD

(美国惠普公司) ; AG285型分析天平 (瑞士M ettler Toled公

司) ; KS - 600D 超声清洗机 (浙江宁波海曙科生超声设备有限

公司)。

1�2 试药

盐酸小檗碱对照品 (批号: 0713- 9906)、盐酸药根碱对照

品 (批号: 0733- 200004)、黄芩苷对照品 (批号: 0715- 9909)、

栀子苷对照品(批号: 749- 200108) (均由中国药品生物制品检

定所提供) ; 盐酸巴马亭 (中南大学湘雅医院药剂科自制, 归一

法计算含量大于 98% ) ; 黄连解毒胶囊 (中南大学湘雅医院药

剂科自制, 批号: 20040108、20040506、20040507、20040508、

20040601) ;甲醇为色谱纯,水为重蒸馏水,其它试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2�1 色谱条件

色谱柱: D iam onsil C18( 250mm � 4�6mm, 5�m) ;流动相由
水 ( A )、甲醇 ( B)、0�05%磷酸 ( C)组成, 并采用梯度洗脱 (梯度

洗脱程序详见表 1) ;检测波长: 345、280、238nm ;柱温: 35 � ;流
速 1ml/ min; 进样量: 10�l。理论塔板数按盐酸小檗碱、盐酸巴

马亭、盐酸药根碱、黄芩苷、栀子苷计算,均应不低于 10 000,对

照品和样品色谱详见图 1。

2�2 对照品溶液的制备及线性关系考察

准确称取盐酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱、黄芩苷、

栀子苷对照品各适量 , 加入甲醇溶解并配制成浓度分别为

0�168、0�072、0�104、0�304、0�232mg/ ml的混合对照品储备
液。分别精密吸取该贮备液适量, 稀释成系列浓度的对照品溶

液, 并按� 2�1�项下色谱条件进样, 以峰面积积分值 ( Y )对进样

量( X)进行线性回归,即得各组分的线性回归方程,详见表 2。
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表 1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution program

时间

(m in )

流动相组成

A (% ) B ( % ) C( % )

0 45 25 30

10 30 40 30

15 0 80 20

20 0 90 10

表 3 加样回收率试验结果(n= 5)

Tab 3 Result s of recovery test (n= 5)

组分
原有量
( mg)

加入量
( mg)

测得量
( mg )

平均回收率
( % )

RSD( % )

盐酸小檗碱 2�020 1�680 3�685 99�11 1�68
盐酸巴马亭 0�630 0�720 1�337 98�19 1�93
盐酸药根碱 0�950 1�040 1�961 97�21 1�81
黄芩苷 2�930 3�040 5�925 98�52 1�85
栀子苷 1�450 2�320 3�752 99�22 1�24

表 2 线性关系考察结果

Tab 2 Results of linear relationship determinat ion

组分 线性范围( �g) 回归方程 r

盐酸小檗碱 0�105~ 1�680 Y= 0�262X+ 8�094 0�9 999
盐酸巴马亭 0�045~ 0�720 Y= 0�274X+ 0�947 0�9 998
盐酸药根碱 0�065~ 1�040 Y= 0�255X+ 3�490 0�9 997
黄芩苷 0�190~ 3�040 Y= 0�674X- 14�271 0�9 999
栀子苷 0�145~ 2�320 Y= 0�303X- 7�521 0�9 999

由表 1可知,各组分在各自浓度范围内线性关系均良好。

2�3 样品溶液的制备

取黄连解毒胶囊内容物适量, 研成细粉, 取约 0�1g, 准确
称定, 置于 100m l具塞锥形瓶中, 再精密加入甲醇 40ml, 称重,

超声振荡 30min后, 于室温放置 30min,用甲醇补足损失重量,

摇匀,过滤, 续滤液以 0�45�m微孔滤膜滤过,即得。
2�4 精密度试验

精密吸取� 2�2�项下混合对照品贮备液稀释 2倍后的对照
品溶液 10�l,按� 2�1�项下色谱条件连续进样 5次,测定峰面积

积分值。结果,盐酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱、黄芩苷、

栀子苷峰面积积分值相对标准差分别为 0�26%、0�30%、
0�26%、0�25%、0�20%。
2�5 稳定性试验

取同一批(批号: 20040108)样品溶液, 按� 2�1�项下色谱条
件分别于 0、2、4、8、12h进样 10�l,测定峰面积积分值。结果,盐
酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱、黄芩苷、栀子苷峰面积积
分值相对标准差分别为 0�33%、0�27%、0�66%、0�28%、
0�39%。表明样品溶液在 0h~ 12h内稳定性良好。

2�6 重现性试验

取同一批(批号: 20040108)样品 5份, 按� 2�3�项下样品溶
液制备方法平行制备 5份, 再按 � 2�1�项下色谱条件进样测定
峰面积积分值。结果,盐酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱、黄

芩苷、栀子峰面积积分值苷相对标准差别为 0�89%、1�12%、
1�45%、0�68%、1�34%。
2�7 加样回收率试验

取已知含量的黄连解毒胶囊 5份, 每份约 0�05g , 准确称
定, 分别加入浓度为 0�168、0�072、0�104、0�304、0�232mg/ m l
的盐酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱、黄芩苷、栀子苷混合

对照品溶液 10ml, 按 2�3项下备方法制备并测定, 计算含量,
结果详见表 3。

2�8 样品含量测定

精密吸取� 2�2�项下混合对照品贮备液稀释 2倍后的对照

品溶液, 与� 2�3�项下样品溶液各 10�l, 按 � 2�1�项下色谱条件
进样, 并计算各样品中盐酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱、

黄芩苷、栀子苷的含量,结果详见表 4。

表 4 样品含量测定结果(n= 3)

Tab 4 Results of content determination of samples(n= 3)

批号
盐酸小檗碱

( mg /粒)

盐酸巴马亭

(m g/粒)

盐酸药根碱

( mg /粒)

黄芩苷

( m g/粒)

栀子苷

(m g/粒)

20040506 9�80 3�96 1�82 12�30 6�58
20040507 9�69 3�74 1�80 9�14 5�90
20040508 8�83 2�34 1�13 9�30 10�82
20040601 14�48 4�97 2�36 7�35 6�95

3 讨论
笔者采用 DAD 在 200nm~ 600nm波长范围内进行扫描,

结果表明, 生物碱类成分在 345nm 波长处有最大吸收, 黄酮类

成分在 280nm 波长处有最大吸收, 栀子苷在 240nm波长处有

最大吸收。为使各组分达到吸收强、干扰小的目的,笔者选择于

345nm 浓长处测定盐酸小檗碱、盐酸巴马亭、盐酸药根碱 ,

280nm 波长处测定黄芩苷及 240nm波长处测定栀子苷。

由于黄连解毒胶囊的化学成分众多, 且生物碱、黄酮类、环

烯醚萜苷类物质的成分差异较大, 采用等梯度洗脱难以达到有

效分离, 故笔者尝试了甲醇- 水、乙腈- 水、甲醇和乙腈 (改变

二者比例) - 水等体系, 并在流动相中添加磷酸 ( H 3PO 4) 或四

氢呋喃,以调节 pH值或极性。结果表明,加入 H 3PO 4使体系呈

弱酸性能够改善峰形及分离度。经过条件优化, 最终确定了本

文所述的色谱条件, 并得到在每个波长下均分离理想的检测结

果。其中, 盐酸小檗碱、盐酸药根碱与栀子苷保留时间较为接

近,但采用不同波长检测可使其互不干扰。

运用高效液相色谱法研究复方中成药化学成分的文献已

有不少, 但绝大部分只对其中的单一成分(如盐酸小檗碱)进行

定量测定 [2 , 3 ],小部分对某一类物质几个成分进行了定量分析 [4 ],

而至今未见运用高效液相色谱法对黄连解毒胶囊中 3类成分

进行同时测定的文献报道。本文中笔者所建立的分析方法, 在

25min内可同时测定黄连解毒胶囊的 3类 5个主要成分的含

量, 将为黄连解毒胶囊及黄连解毒汤的深入研究和评价提供有

利的方法和依据, 并为同时测定中药复方制剂中多类组分提供

新的模式,也提供了更加简便、合理、可靠的质量控制依据。
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