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HPLC测定清肺抑火丸中盐酸小檗碱的含量
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  [ 摘要]  目的: 建立清肺抑火丸中盐酸小檗碱的含量测定方法。方法: 采用反相高效液相色谱法, Diamonsil C18柱, 乙腈-

水( 54∶46) ( 每 100 mL中加十二烷基硫酸钠 0. 34 g与磷酸二氢钠 0. 17 g,磷酸调 pH 3. 0) , 流速为 1. 0 mL·min- 1 ,检测波长 350

nm,柱温为室温。结果:盐酸小檗碱浓度在 5. 00～35. 00 mg·L - 1线性关系良好( r = 0. 999 2) , 平均回收率为 97. 6% ,方法精密

度 RSD 1. 39% ( n= 6) 。结论:该法可用于清肺抑火丸中盐酸小檗碱的含量测定。
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Determination of Berberine Hydrochloride in Qingfei Yihuowan by HPLC

YE Xiu-jin, SONG Fen-yun
*

( Guangdong pharmaceutical university, Guangzhou 510006 , China)

[ Abstract]  Objective: To establish a method for determination of Berberine hydrochloride in Qingfei Yihuo

Wan. Method: The analysis was performed on a Diamonsil-C18 column using acetonitrile-water ( 54∶46) ( every 100

mL add in 0. 34 g SDS and 0. 17 g NaH2 PO4 , pH adjusted to 3. 0 with phosphoric acid) as mobile phase. The flow

rate was 1. 0 mL·min
- 1

, and the detection wavelength was 350 nm. Result: The linear range of berberine hydro-

chloride was 5. 00-35. 00 mg·L - 1 ( r = 0. 999 2) . The average recovery for berberine hydrochloride was 97. 6% ,

precision of the method was 1. 39% ( n =6) . Conclusion: The method can be used for quantitative determination

of Berberine hydrochloride in Qingfei Yihuo wan.
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  清肺抑火丸是由黄柏、栀子、浙贝母、大黄、苦

参、黄芩等 10 味中药制成的中药成方制剂,具清肺

止咳、化痰通便之功效。临床用于治疗痰热阻肺所

致的咳嗽、痰黄稠黏、口干咽痛、大便干燥。黄柏作

为主药,对其药效也发挥了重要作用,其中主要有效

成分为盐酸小檗碱,具有解热、解毒等药理作用 [ 1]
。

而该产品现行标准
[ 2 ]
采用 HPLC测定该制剂中黄芩

苷含量,有文献报道用薄层扫描法测定清肺抑火丸

中小檗碱的含量
[ 3]

,但未见文献报道用 HPLC 测定

清肺抑火丸中盐酸小檗碱的含量。为进一步评价该

制剂的质量, 本文建立了 HPLC法测定清肺抑火丸

中盐酸小檗碱含量,该法具有分离效果好、灵敏、准

确等优点,可用于该产品的质量控制。

1 仪器和试药

Agilent 1100 高效液相色谱仪, 双元泵,可变波

长检测器, 化学工作站; 色谱柱为 Diamonsil-C1 8柱

( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm,迪马公司 ) , KQ-400KDB

型高功率数控超声波清洗器 ( 昆山市超声仪器有限

公司) ,工作频率 40 kHz,输出功率 400 W。

盐酸小檗碱对照品( 中国药品生物制品检定所,

110713-200609) ,清肺抑火丸( 甘肃佛仁制药科技有

限公司, 批号 20090502, 20090503, 20090504, 规格

6g/袋) ,乙腈为色谱纯,十二烷基硫酸钠、磷酸二氢
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钠、磷酸均为分析纯,水为双蒸水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件  Diamonsil-C18柱 ( 4. 6 mm ×250

mm, 5 μm,迪马公司 ) ,乙腈-水 ( 54∶46) ( 每 100 mL

中加十二烷基硫酸钠 0. 34 g与磷酸二氢钠 0. 17 g,

磷酸调 pH 3. 0)为流动相,流速为 1. 0 mL·min - 1 ,检

测波长 350 nm,柱温为室温,进样体积 10 μL。理论

板数以盐酸小檗碱峰计算应不低于 4 000,色谱图见

图 1。

图 1 盐酸小檗碱对照品、样品及阴性的高效液相色谱图

1. 盐酸小檗碱 ; A. 对照品 ; B. 样品 ; C. 阴性

2.2 供试品溶液的制备  取清肺抑火丸样品,研

碎,取约 0. 7 g,精密称定,置 100 mL量瓶中,加入盐

酸-甲醇(体积比 1∶100) 约 95 mL, 60 ℃水浴中加热

15 min,取出,超声处理 30 min,室温放置过夜,加甲

醇至刻度, 摇匀, 0. 45 μm滤膜过滤, 作为供试品

溶液。

2.3 对照品溶液的制备 取盐酸小檗碱对照品适

量,精密称定,加甲醇制成100 mg·L - 1
的盐酸小檗碱

溶液,即得。

2.4 阴性对照液的制备 取处方组成中除黄柏外

的其余成分制成不含黄柏的阴性对照品,按 2. 2项

下的制备方法处理得阴性对照液。

2.5 线性关系考察 精密量取 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0,

2. 5, 3. 0, 3. 5 mL的盐酸小糪碱对照品溶液,分别置

10 mL量瓶中,加甲醇稀释成盐酸小檗碱浓度为 5,

10, 15, 20, 25, 30, 35 mg·L - 1
的一系列标准溶液。依

次进样 10 μL, 每个浓度测定 3 次以上。以峰面积

( A) 对对照品溶液系列浓度( C) 进行回归,得盐酸小

檗碱回归方程 A = 33. 51 C-10. 59, 相关系数 r =

0. 999 2。表明盐酸小檗碱在 5. 0 ～35. 0 mg·L - 1
峰

面积线性关系良好。

2.6 精密度试验 取浓度为 20. 0 mg·L- 1
的盐酸小

檗碱对照品溶液 10 μL连续测定 5 次, 其峰面积均

值 644. 3, RSD 0. 99% ,表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验 取供试品溶液( 20090504) 在 0,

1. 5, 3, 6, 9, 12 h 分别进样 10 μL,记录峰面积,结果

盐酸小檗碱峰面积的平均值为 613. 7, RSD 为

2. 54%。表明供试品溶液在 12 h内稳定。

2.8 重复性试验  取同一批号 ( 20090504) 样品 6

份,按 2.2方法制备,测定,结果盐酸小檗碱平均含

量为 2. 638 mg·g
- 1

, RSD为 1. 39%。表明分析方法

重复性良好。

2.9 加样回收试验  精密称取同一批号样品

( 20090504) 共 6 份,加入相应量的盐酸小檗碱对照

品,按 2.2方法制备并测定,计算回收率,结果见表

1。盐酸小檗碱 平均回收率为 97. 6% , RSD 为

1. 37% ,结果表明本方法准确可靠。
表 1 清肺抑火丸中盐酸小檗碱加样回收率试验 ( n = 6)

No.
样品重

/ g

样品中的

量 /mg

加入量

/mg

测得量

/ mg

回收率

/%

平均回

收率 /%

RSD

/%

1 0. 358 4 0. 945 1. 000 1. 915 97. 0

2 0. 351 4 0. 927 1. 000 1. 930 100. 3

3 0. 357 2 0. 942 1. 000 1. 910 96. 8

4 0. 351 7 0. 928 1. 000 1. 899 97. 1 97. 6 1. 37

5 0. 351 3 0. 927 1. 000 1. 904 97. 7

6 0. 357 3 0. 943 1. 000 1. 913 97. 0

2.10 样品测定 取清肺抑火丸 3 批,按 2. 2方法

制备供试品溶液,分别精密吸取对照品溶液 ( 20. 0

mg·L - 1 ) 与供试品溶液各 10 μL,注入液相色谱仪,

测得清肺抑火丸中盐酸小檗碱的质量分数分别为

2. 234, 2. 048, 2. 638 mg·g - 1
。

3 讨论

黄柏的主要活性成分为盐酸小檗碱,实验中曾
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采用药典黄柏与黄连的含量测定项下的提取方法提

取
[ 1]

,并对比了甲醇超声提取等效果。结果显示,使

用黄连的含量测定提取方法即盐酸-甲醇(体积比 1∶

100) 100 mL, 60 ℃水浴中加热 15 min,超声处理 30

min,室温放置过夜,提取率高,故使用此法提取。

根据文献报道
[ 4 -6 ]

,实验考察了甲醇-乙腈-水与

乙腈-水体系,并加入磷酸二氢钠、冰醋酸、三乙胺、

十二烷基硫酸钠等离子对试剂,改变其含量。发现

乙腈-水体系,以十二烷基硫酸钠、磷酸二氢钠为离

子对试剂,加入磷酸调 pH 3. 0,拖尾因子、分离度等

才符合要求。

盐酸小檗碱的最佳测定波长为 230, 265, 340 ～

350 nm处均有强度相当的吸收峰 [ 6 ] ,测定中曾采用

265 nm波长测定, 但杂质峰干扰较大, 影响测定。

经过摸索,选择 350 nm波长作为吸收波长,可消除

杂质峰的干扰。
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