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  [ 摘要]  目的: 比较黄柏生物碱配伍二妙丸类方前后含量的变化, 探讨类方方剂物质基础配伍变化的特征。方法: 采用

HPLC, Kromasil C18色谱柱( 4. 6 mm ×250 mm, 5 μm) , 流动相为乙腈-0. 1% 磷酸溶液( 50∶50, 每 100 mL加十二烷基磺酸钠

0. 17 g) , 流速 0. 8 mL·min - 1 ,柱温 30 ℃, 检测波长 345 nm。测定黄柏及其二妙丸类方( 二妙方、三妙方、四妙方、加味四妙方 )

中小檗碱、巴马汀及药根碱成分含量。结果: 3种生物碱在四妙方中含量基本没变化,在二妙方、三妙方中含量减少, 在加味四

妙方中减少较多,药根碱较小檗碱、巴马汀在二妙丸类方中减少量大。结论: 黄柏配伍二妙丸类方后,黄柏生物碱成分在基本

方二妙及不同类方中呈现一定的变化规律。
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[ Abstract]  Objective: To evaluate correlativity between the content of alkaloids in Cortex Phellodendri and

Ermiao Wan categorized formulas. Method: The HPLC method was adopted to determine the content of berberine,

palmatine and jatrorrhizine in Cortex Phellodendri and the categorized formulas of Ermiao Wan, Sanmiao Wan, Sim-

iao Wan and Jiawei Simiao Wan. Chromatography parameters were A Kromasil C1 8 column ( 4. 6 mm ×250 mm, 5

μm) was used with the mobile phase of acetonitrile-0. 1% phosphoric acid ( 50∶50) ( adding SDS 0. 17 g per 100

mL solution) , flow rate 0. 8 mL·min
- 1

, column temperature at 30 ℃, detection wavelength at 345 nm. Result:

The content of three kinds of alkaloids was almost not changed in Simiao Wan, but decreased in Ermiao Wan and

Sanmiao Wan, especially in Jiawei Simiao Wan. The content of jatrorrhizine was decreased much more than berber-

ine and palmatine after compatibility. Conclusion: The alkaloids content presents a rule in Ermiao Wan categorized

formulas after compatibility.

[ Key words]  Ermiao Wan categorized formulas; Cortex Phellodendri; berberine; palmatine; jatrorrhizine;

content determination; variety of compatibility
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  中医方剂物质基础复杂,中药配伍后化学成分

不是单味药化学成分的简单加和,药对及复方药效

物质基础在配伍前后不仅发生质变,含量也呈现较

大的变化
[ 1-3 ]
。而类方方剂配伍规律的研究多在整

体药物层次上进行
[ 4-6 ]

,其基本方及其类方物质基础

在配伍前后的变化未见报道。

二妙丸( 2M) 、三妙丸 ( 3M) 、四妙丸 ( 4M) 和加

味四妙丸 ( G4M) 是一组二妙丸类方,其中 2M, 3M,

4M是主治湿热下注的经典方, G4M临床常用于治

疗湿热型痛风
[ 7] ,它们在主治病症、组方结构及生物

效应方面均具有相关性
[ 8-9]
。黄柏是基本方 2M的

组方药,其生物碱类成分是抗炎、镇痛有效部位,在

二妙丸类方中起重要作用
[ 10 ]
。本文选用黄柏生物

碱中相对含量较高的小檗碱、巴马汀及药根碱成

分
[ 11-12] ,建立 HPLC含量分析方法,对比分析配伍二

妙丸类方前后含量的变化,以探讨类方方剂物质基

础配伍变化的特征。

1 材料

1.1 仪器  LC210A T型高效液相色谱仪 ( 日本

Shimadzu公司 ) , SPD 210A 型紫外检测器 ( 日本

Shimadzu公司) , 2010 色谱工作站( 浙江大学) 。

1.2 试剂 乙腈 ( 色谱纯,德国 Merck公司 ) ,甲醇

(色谱纯, 德国 Merck 公司 ) , 二次重蒸水 ( 自制 ) ,

十二烷基磺酸钠( 化学纯,上海凌峰化学试剂有限公

司) ,磷酸( 宜兴市辉煌化学试剂厂) 。

1.3 药材 黄柏 Phellodendron chinense Schneid.、苍

术 Atractylodes chinensis Koidz. 、薏苡仁 Corx Lacryma-

jobi L. var. mayuen,牛膝 Achyranthes bidintata BL等

均自购,由南京中医药大学药学院中药鉴定教研室

王春根教授鉴定。

1.4 对照品 盐酸小檗碱( 批号 110713-200208) 、

盐酸巴马汀( 批号 110732-200506) 、盐酸药根碱 ( 批

号 110733-200005) 对照品购自中国药品生物制品检

定所。

2 方法与结果

2.1 对照品溶液的配制  分别精密称取盐酸小檗

碱、盐酸药根碱、盐酸巴马汀各 5. 0 mg,置 50 mL量

瓶中, 50%甲醇水溶液定容至刻度,得到 0. 1 g·L
- 1

的 3 种对照品储备液。再按不同比例稀释,定容,分

别得到盐酸小檗碱为0. 05 g·L - 1 , 盐酸巴马汀为

0. 02 g·L
- 1

,盐酸药根碱为 0. 004 g·L
- 1
的对照品储

备液,备用。

2.2 样品溶液的制备

2.2.1 黄柏 ( HB) 对照药材的制备  取黄柏粉末

( 过 3 号筛) 约 0. 5 g,精密称定,置 100 mL量瓶中,

加 50%甲醇水溶液 80 mL,超声处理( 功率 250 W,

频率 40 kHz) 40 min,放冷,用 50%甲醇水溶液稀释

至刻度, 摇匀, 滤过, 取续滤液, 即得 HB 供试品溶

液。

2.2.2 二妙方 ( 2M) 溶液的制备  分别取苍术、黄

柏粉末( 过 3 号筛) 各约 0. 5 g,精密称定,置 100 mL

量瓶中,处理方法同 2.2.1项下,即得 2M供试品溶

液。

2.2.3 三妙方 ( 3M) 溶液的制备  分别取苍术、黄

柏、牛膝粉末 ( 过 3 号筛) 各约 0. 5 g,精密称定, 置

100 mL量瓶中,处理方法同 2.2.1项下,即得 3M供试

品溶液。

2.2.4 四妙方 ( 4M) 溶液的制备  分别取苍术、黄

柏、牛膝、薏苡仁粉末( 过 3 号筛) 各约 0. 5 g,精密称

定,置 100 mL量瓶中,处理方法同 2.2. 1项下,即得

4M供试品溶液。

2.2.5 加味四妙方( G4M) 的制备 分别取苍术、黄

柏、牛膝、薏苡仁、土茯苓、忍冬藤粉末 ( 过三号筛)

各约 0. 5 g,精密称定,置 100 mL量瓶中, 处理方法

同 2.2. 1项下,即得 G4M供试品溶液。

2.3 色谱条件  色谱柱 Kromasil C18 ( 4. 6 mm ×

250 mm, 5 μm) ; 流动相乙腈-0. 1% 磷酸溶液 ( 50∶

50,每 100 mL加十二烷基磺酸钠 0. 17 g) ;流速 0. 8

mL·min - 1 ;柱温 30 ℃;检测波长 345 nm;进样量 10

μL。

在此色谱条件下, 测定盐酸小檗碱、盐酸巴马

汀、盐酸药根碱对照品,黄柏及二妙丸类方供试液,

色谱图见图 1。

由图 1 可见,供试品中盐酸小檗碱保留时间约

为 11 min,盐酸巴马汀保留时间约为 14. 5 min,盐酸

药根碱保留时间约为 16. 2 min,与相邻峰的分离度

均大于 1. 5,理论塔板数不低于 7 000。

3 方法学考察

3.1 线性关系 取盐酸小檗碱、盐酸巴马汀及盐酸

药根碱 3 种对照品储备液,精密吸取盐酸小檗碱 3,

4, 5, 6, 7 mL,盐酸巴马汀 0. 8, 1. 2, 1. 6, 2. 0, 2. 4 mL,

盐酸药根碱 0. 32, 0. 40, 0. 48, 0. 64, 0. 72 mL,分别置

于 10 mL量瓶中,用 50% 甲醇液稀释至刻度,得到

含盐酸小檗碱 0. 03, 0. 04, 0. 05, 0. 06, 0. 07 g·L - 1 ,
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图 1 3种对照品溶液、黄柏及二妙丸类方溶液液相色谱

1. 盐酸药根碱 ; 2 .盐酸巴马汀 ; 3 .盐酸小檗碱

含盐酸巴马汀 0. 008, 0. 012, 0. 016, 0. 020, 0. 024 g·

L- 1 ,含盐酸药根碱 0. 003 2, 0. 004 0, 0. 004 8, 0. 006

4, 0. 007 2 g·L
- 1
的系列对照品溶液。按 2. 3项下色

谱条件进行测定,每次进样10 μL,以峰面积 Y为纵

坐标,浓度 X为横坐标作图,结果见表 1。

表 1 线性关系试验 ( n = 5)

线性范围 /μg 回归方程 r

盐酸小檗碱 0. 3 - 0. 7 Y = 3. 37 ×10 6X - 3. 78 ×104 0. 999 6

盐酸巴马汀 0. 08 - 0. 24 Y = 5. 38 ×106X - 4. 01 ×104 0. 999 7

盐酸药根碱 0. 032 - 0. 072 Y = 1. 94 ×10 6X - 7. 03 ×103 0. 999 9

3.2 精密度试验  取同一对照药材溶液, 重复进

样 5 次,按 2. 3项下色谱条件测定峰面积,结果为盐

酸小檗碱峰面积 RSD 0. 66% , 盐酸巴马汀峰面积

RSD 0. 30% ,盐酸药根碱峰面积 RSD 0. 29%。表明

仪器精密度良好。

3.3 稳定性试验  取同一对照药材溶液, 分别在

0, 3 , 6, 12 , 24 h进样 1 次,按 2.3项下色谱条件各测

5次,测得盐酸小檗碱峰面积的 RSD 1. 54% ,盐酸巴

马汀峰面积的 RSD 1. 36% , 盐酸药根碱峰面积的

RSD 2. 24%。表明供试品溶液在 24 h内稳定。

3.4 重复性实验  取同一批对照药材黄柏,按 2.2

项下供试品溶液的制备方法分别制备 5 份对照药材

溶液,按 2.3项下色谱条件测得盐酸小檗碱含量的

RSD 0. 95% , 盐酸巴马汀含量的 RSD 0. 90% ,盐酸

药根碱含量的 RSD 1. 52%。表明方法精密度良好。

3.5 加样回收率试验 精密量取 0. 4 mL已知含量

的黄柏储备液 18 份于量瓶中,分别精密加入低、中、

高不同体积的盐酸小檗碱、盐酸巴马汀、盐酸药根碱

对照品储备液适量, 用 50% 甲醇水溶液定容至刻

度,即得。按 2.3项下色谱条件各进样 10 μL测定,

加样回收率结果见表 2。

表 2 小檗碱、盐酸巴马汀、药根碱加样回收率试验 ( n = 6)

样品含量 /μg 加入量 /μg 测得量 /μg 加样回收率 /%

小檗碱 巴马汀 药根碱 小檗碱 巴马汀 药根碱 小檗碱 巴马汀 药根碱 小檗碱 巴马汀 药根碱

21. 85 7. 39 2. 14 15. 00 3. 50 1. 10 36. 69 10. 76 3. 17 99. 93 96. 28 93. 64

21. 85 7. 39 2. 14 15. 00 3. 50 1. 10 36. 71 10. 75 3. 25 99. 06 96. 00 100. 91

21. 85 7. 39 2. 14 28. 00 7. 00 2. 80 50. 34 14. 53 4. 97 101. 75 102. 00 101. 07

21. 85 7. 39 2. 14 28. 00 7. 00 2. 80 50. 21 14. 39 4. 85 101. 28 100. 00 96. 79

21. 85 7. 39 2. 14 41. 00 10. 00 4. 60 62. 63 17. 52 6. 84 99. 46 101. 30 102. 17

21. 85 7. 39 2. 14 41. 00 10. 00 4. 60 62. 65 17. 38 6. 66 99. 51 99. 90 98. 26

平均值 99. 94 99. 31 98. 81

RSD 1. 08 2. 55 3. 26

3.6 含量测定 分别取黄柏及二妙丸类方供试品

溶液,按 2. 3色谱条件进样 10 μL,同时进样对照品

溶液,测定小檗碱、巴马汀及药根碱色谱峰峰面积,

重复 3 次,用外标法计算其含量, HB及二妙丸类方

中小檗碱、巴马汀及药根碱的含量及相对于 HB的

变化百分比见表 3。

结果表明, 3 种生物碱在 4M中含量基本没变

化,在 2M, 3M, G4M中含量减少,在 G4M中减少较

多;药根碱较小檗碱、巴马汀在二妙丸类方中减少

量大。

4 讨论

含小檗碱型生物碱的药材如黄柏、黄连等与其
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表 3 二妙类方含量测定结果 ( n = 3)

小檗碱含量 /mg·g - 1 相对含量 / % 巴马汀含量 / mg· g - 1 相对含量 / % 药根碱含量 /mg·g - 1 相对含量 / %

HB 10. 927 100. 0 3. 697 100. 0 1. 074 100. 0

2M 10. 486 96. 0 3. 546 96. 0 0. 832 77. 5

3M 10. 615 97. 1 3. 533 95. 6 0. 941 87. 6

4M 10. 959 100. 3 3. 695 99. 9 1. 031 96. 0

G4M 9. 845 90. 1 3. 382 91. 5 0. 894 83. 2

他药物配伍后,常与一些酸性成分 ( 酸性皂苷、有机

酸、黄酮) 等形成复合物,含量降低
[ 13 -14 ]
。本实验结

果表明,黄柏配伍二妙丸类方后, 小檗碱、巴马汀及

药根碱的含量在基本方 2M及不同类方中呈现一定

的变化规律, 在 4M中的含量变化较少。4M是在

3M基础上加牛膝配伍而成, 牛膝中含有的酸性皂

苷
[ 15]
并没有显著减少黄柏生物碱含量。结果提示,

黄柏配伍其他药物后,小檗碱型生物碱与酸性成分

形成复合物仅是引起其溶出率变化的原因之一,在

类方方剂中,有效成分在基本方及其相关类方中的

含量变化不同,可能与方剂的作用功效相关。

本试验采用离子对高效液相色谱法, 参照 2005

年版《中国药典》中黄柏药材的盐酸小檗碱测定的

色谱条件,但巴马汀、药根碱色谱峰的分离度及对称

性不理想。因此调整了十二烷基磺酸钠的用量,小

檗碱、巴马汀、药根碱色谱峰的分离度、对称因子、理

论塔板数、对称性等参数都显著改善,该方法灵敏、

准确,可用于黄柏等含小檗碱型生物碱中药材及制

剂的质量控制。

二妙丸类方抗痛风效应物质基础有水溶性的生

物碱类、皂苷类、有机酸类成分及亲脂性的黄酮类成

分
[ 10]

,并且稀醇提取抗痛风药效比水煎煮的更显

著,故采用 50%甲醇溶液超声提取观察黄柏生物碱

成分配伍二妙丸类方后含量变化。该实验结果在一

定程度上反映了黄柏生物碱成分配伍二妙丸类方的

变化规律,但与实际临床应用水煎煮法提取成分配

伍前后含量的变化还是有一定差异的。
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