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［摘　 要］ 　 建立超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ）同时测定苦参功劳颗粒中苦参碱和盐酸小檗碱含量的

方法。 采用 Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ Ｃ１８（２． １ ｍｍ ×１００ ｍｍ，１． ７ μｍ）色谱柱，以甲醇 － ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾

溶液（用磷酸调节 ｐＨ 值至 ３． ０）为流动相，梯度洗脱，流速为 ０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３０ ℃，检测波长为

２１４ ｎｍ。 苦参碱和盐酸小檗碱分别在 １２． ０４ ～ ４８． １７ μｇ ／ ｍＬ、１３． １８ ～ ５２． ７１ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内与峰

面积呈良好的线性关系，相关系数（ ｒ）分别为 １． ００００、０． ９９９９；准确度考察中苦参碱和盐酸小檗碱平

均加样回收率分别为 ９９． ６％ （ＲＳＤ ＝ １． ０％ ，ｎ ＝ ６）、９８． ９％ （ＲＳＤ ＝ １． ０％ ，ｎ ＝ ６）。 该方法具有良好

的专属性、精密度及准确度，且操作简便、环境友好，可用于苦参功劳颗粒的质量控制。
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ａｎｄ ｉｓ ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ ａｎｄ ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｔｏ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｋｕｓｈｅｎ Ｇｏｎｇｌａｏ
ｇｒａｎｕｌｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍａｔｒｉｎｅ； Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ； ＵＰＬＣ； Ｋｕｓｈｅｎ Ｇｏｎｇｌａｏ ｇｒａｎｕｌｅｓ

　 　 苦参功劳颗粒处方由十大功劳、苦参、木香组

成，具有清热燥湿、止痢的功效，该药在临床上用

于鸡大肠杆菌病的治疗［１ － ２］ 。 十大功劳为本方的

君药，主要功效为清热燥湿、解毒止泻，文献报道

以小檗碱、药根碱等为主要成分的十大功劳提取

物能消除大肠杆菌的耐药性［３］ ；苦参为本方的臣

药，研究表明苦参生物碱对大肠杆菌有明显的抑

制效果［４］ 。 在该产品的研制注册过程中，本单位

建立了盐酸小檗碱的含量测定方法并其进行控

制［５］ ，为进一步加强对该产品的质量控制，本研究

拟建立超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ）同时测定苦参

功劳颗粒中苦参碱和盐酸小檗碱的含量，为提升

该制剂的质量控制水平提供参考。
１　 材料与方法

１． １　 试验材料　 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ（配 ＴＵＶ 型紫外检

测器）， Ｗａｔｅｒｓ 公司； ＸＳＲ２０５ 型电子分析天平，
ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司；ＫＱ － ５００ＤＢ 超声波清洗

器，昆山市超声仪器有限公司。
苦参碱对照品（批号 １１０８０５ － ２０２０１０，含量：

９８． ７％ ，中国食品药品检定研究院）；盐酸小檗碱对

照品（批号 １１０７１３ － ２０２０１５，含量：８５． ９％ ，中国食

品药品检定研究院）；苦参功劳颗粒（洛阳惠中兽药

有限公司，批号：２０２００５０１、２０２００５０２、２０２００５０３，规
格：１００ ｇ ／袋）；磷酸二氢钾、磷酸为分析纯，甲醇为

色谱纯，水为超纯水。
１． ２　 试验方法

１． ２． １ 　 色谱条件 　 色谱柱： Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ Ｃ１８
（２． １ ｍｍ ×１００ ｍｍ，１． ７ μｍ）；流动相：以甲醇为流

动相 Ａ，以 ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液（用磷酸溶

液调节 ｐＨ 值至 ３． ０）为流动相 Ｂ，按表 １ 程序进行

线性洗脱；检测波长：２１４ ｎｍ；柱温：３０ ℃；流速：
０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样体积：２ μＬ。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
时间 ／ ｍｉｎ

Ｔｉｍｅ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ５ ９５

８ ５ ９５

１５ ４２ ５８

２０ ６０ ４０

３０ ５ ９５

３５ ５ ９５

１． ２． ２　 溶液的制备

１． ２． ２． １　 对照品溶液的制备　 精密称取苦参碱对

照品 ９． ７６ ｍｇ、盐酸小檗碱对照品 １２． ２７ ｍｇ，置于同

一 １００ ｍＬ 量瓶中，用 ５％甲醇溶解并稀释至刻度，摇
匀，作为混合对照品储备液；精密量取储备液 ５ ｍＬ，
置 ２０ ｍＬ 量瓶中，用 ５％甲醇稀释至刻度，摇匀，作
为混合对照品溶液（苦参碱浓度为 ２４． ０８ μｇ ／ ｍＬ、
盐酸小檗碱浓度为 ２６． ３５ μｇ ／ ｍＬ）。
１． ２． ２． ２　 供试品溶液的制备　 取本品适量，研细，
精密称取 ０． ５ ｇ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ５％ 甲醇溶解

并稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
１． ２． ２． ３　 阴性对照溶液的制备　 按苦参功劳颗粒

处方比例和工艺分别制备缺十大功劳阴性对照样

品和缺苦参阴性对照样品，按“１． ２． ２． ２”项下方法

分别制备阴性对照溶液。
２　 结果与分析

２． １　 专属性考察 　 分别精密吸取混合对照品溶

液、供试品溶液、缺十大功劳阴性对照溶液和缺苦

参阴性对照溶液各 ２ μＬ，注入液相色谱仪，记录色

谱图，结果：供试品溶液色谱图中，苦参碱峰和盐酸

小檗碱峰与混合对照品溶液相应主峰的保留时间

一致，且阴性对照溶液不干扰苦参碱和盐酸小檗碱
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的测定，表明本方法专属性良好，见图 １。

图 １　 专属性考察色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ

ａ．对照品　 ｂ．供试品　 ｃ．缺苦参阴性对照　

ｄ．缺十大功劳阴性对照

ａ． ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　 ｂ． ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ　 ｃ． Ｌａｃｋ ｏｆ

Ｓｏｐｈｏｒａｅ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｔｉｓ ｒａｄｉｘ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ　

ｄ． Ｌａｃｋ ｏｆ Ｍａｈｏｎｉａｅ ｆｏｌｉｕｍ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

２． ２　 线性及范围考察　 取“１． ２． ２． １”项下混合对

照品储备液，依次精密量取 ２． ５ ｍＬ、３． ７５ ｍＬ、５． ０

ｍＬ、７． ５ ｍＬ、１０． ０ ｍＬ，分别置 ２０ ｍＬ 量瓶中，用 ５％

甲醇稀释至刻度，分别制成含苦参碱 １２． ０４ μｇ ／

ｍＬ、１８． ０６ μｇ ／ ｍＬ、２４． ０８ μｇ ／ ｍＬ、３６． １２ μｇ ／ ｍＬ、

４８ １７ μｇ ／ ｍＬ 以及含盐酸小檗碱 １３． １７ μｇ ／ ｍＬ、

１９ ７６ μｇ ／ ｍＬ、２６． ３５ μｇ ／ ｍＬ、３９． ５２ μｇ ／ ｍＬ、５２． ７０

μｇ ／ ｍＬ 的混合标准工作溶液，分别精密吸取上述不

同浓度的混合标准工作溶液 ２ μＬ，注入液相色谱

仪，记录峰面积。 以浓度为横坐标（Ｘ），峰面积为

纵坐标（Ｙ）进行线性回归，得苦参碱的回归方程

为：Ｙ ＝ １２４７２． ２５Ｘ ＋ １２４７． ２０，ｒ ＝ ０． ９９９９９；盐酸小

檗碱的回归方程为：Ｙ ＝ ２６５３８． ９８Ｘ ＋ ４０３０５． ７２，ｒ ＝
０ ９９９９３。 结果表明苦参碱在 １２． ０４ μｇ ／ ｍＬ ～ ４８． １７
μｇ ／ ｍＬ 的范围内浓度与峰面积线性关系良好；盐酸

小檗碱在 １３． １７ μｇ ／ ｍＬ ～ ５２． ７０ μｇ ／ ｍＬ 范围内浓度

与峰面积线性关系良好。
２． ３　 精密度考察　 精密吸取“１． ２． ２． １”项下的混

合对照品溶液 ２ μＬ，连续进样 ６ 次，记录色谱图，测
得苦参碱、小檗碱峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０． ３％ 、
１ ３％ ，表明仪器精密度良好，见表 ２。

表 ２　 精密度考察结果

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号
ＮＯ．

峰面积 ｐｅａｋ ａｒｅａ

１ ２ ３ ４ ５ ６
ＲＳＤ％

苦参碱
Ｍａｔｒｉｎｅ ３０２６２９ ３０１８３９ ３００４６２ ３００７９９ ３００３３８ ３０１９３８ ０． ３

小檗碱
Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ７５１７０３ ７４８５７３ ７２９２９６ ７３７０３７ ７２８３７２ ７３６１８６ １． ３

２． ４　 重复性考察 　 精密称取同一批号的供试品

（批号：２０２００５０１）０． ５ ｇ，按上述“１． ２． ２． ２”项下方

法制备供试品溶液，平行制备 ６ 份，测得苦参碱、盐
酸小檗碱含量的 ＲＳＤ 分别为 ０． ８％ 、０． ６％ ，表明本

方法重复性良好，见表 ３。

表 ３　 重复性考察结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号
ＮＯ．

含量 ／ （ｍｇ． ｇ － １）ｃｏｎｔｅｎｔ

１ ２ ３ ４ ５ ６
ＲＳＤ％

苦参碱
Ｍａｔｒｉｎｅ ２． ０７ ２． １０ ２． １１ ２． １０ ２． ０７ ２． ０８ ０． ８

小檗碱
Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ２． ９０ ２． ９１ ２． ８８ ２． ８７ ２． ８９ ２． ８９ ０． ６

２． ５　 溶液稳定性考察　 取本品，按“１． ２． ２． ２”项下

制备供试品溶液，分别于第 ０、２、４、６、８、１２ ｈ 进样测

定，结果苦参碱、小檗碱峰面积的 ＲＳＤ 分别为

０ ４％ 、０． ３％ ，结果表明，供试品溶液在 １２ ｈ 内稳定
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性良好，见表 ４。

表 ４　 溶液稳定性考察结果

Ｔａｂ ４　 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号
ＮＯ．

峰面积 ｐｅａｋ ａｒｅａ

１ ２ ３ ４ ５ ６
ＲＳＤ％

苦参碱
Ｍａｔｒｉｎｅ ２６８８７８ ２６７１０３ ２６７７４７ ２６７１１５ ２６６５９８ ２６６９５１ ０． ４

小檗碱
Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ８３５８９０ ８３０３５９ ８３０５８３ ８３０７０３ ８３１４４２ ８３１４６５ ０． ３

２． ６　 准确度考察 　 精密称取已知含量的供试品

（批号：２０２００５０１）０． ２５ ｇ，精密称定，置 ５０ ｍＬ 量瓶

中，分别精密加入苦参对照品储备液 （浓度为

０ ０９６３３ ｍｇ ／ ｍＬ）５ ｍＬ，盐酸小檗碱对照品储备液

（浓度为 ０． １０５４ ｍｇ ／ ｍＬ）７． ５ ｍＬ，按“１． ２． ２． ２”项下

方法制备加样回收供试品溶液，平行制备 ６ 份，测定

并计算加样回收率，测得苦参碱、小檗碱平均回收率

分别 为 ９９． ６％ （ ＲＳＤ ＝ １． ０％）、 ９８． ９％ （ ＲＳＤ ＝
１ ０％），表明方法准确度良好，见表 ５ 和表 ６。

表 ５　 苦参碱回收率考察结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｔｒｉｎｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

取样 ／ ｇ
ｓａｍｐｌｅ

本底量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ

加入量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

测得量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｍｅｓｕｒｅｄ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

平均值 ／ ％
ｍｅａｎ ＲＳＤ％

０． ２４８３６ ０． ５１９１ ０． ４８１７ ０． ９９８６ ９９． ５％

０． ２５１５６ ０． ５２５８ ０． ４８１７ １． ０００１ ９８． ５％

０． ２５０８５ ０． ５２４３ ０． ４８１７ １． ００７０ １００． ２％

０． ２５３２１ ０． ５２９２ ０． ４８１７ １． ００４６ ９８． ７％

０． ２５０４９ ０． ５２３５ ０． ４８１７ １． ００２７ ９９． ５％

０． ２４８５９ ０． ５１９６ ０． ４８１７ １． ００５８ １００． ９％

９９． ６ １． ０

表 ６　 盐酸小檗碱回收率考察结果

Ｔａｂ ６　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

取样 ／ ｇ
ｓａｍｐｌｅ

本底量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ

加入量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

测得量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｍｅｓｕｒｅｄ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

平均值 ／ ％
ｍｅａｎ ＲＳＤ％

０． ２４８３６ ０． ７１７８ ０． ７９０７ １． ４９２３ ９８． ０％

０． ２５１５６ ０． ７２７０ ０． ７９０７ １． ５１５１ ９９． ７％

０． ２５０８５ ０． ７２５０ ０． ７９０７ １． ５０７０ ９８． ９％

０． ２５３２１ ０． ７３１８ ０． ７９０７ １． ５０４１ ９７． ７％

０． ２５０４９ ０． ７２３９ ０． ７９０７ １． ５１００ ９９． ４％

０． ２４８５９ ０． ７１８４ ０． ７９０７ １． ５０７０ ９９． ７％

９８． ９ １． ０

２． ７ 　 样品测定 　 取苦参功劳颗粒 ３ 批 （批号：
２０２００５０１、２０２００５０２、２０２００５０３），按“１． ２”项下方法

测定样品中苦参碱和盐酸小檗碱的含量，结果见

表 ７。

表 ７　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
批号

Ｂａｔｃｈ Ｎｏ．
苦参碱含量 ／ （ｍｇ． ｇ － １）

Ｍａｔｒｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
盐酸小檗碱含量 ／ （ｍｇ． ｇ － １）
Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

２０２００５０１ ２． １ ２． ９
２０２００５０２ ２． ０ ２． ９
２０２００５０３ ２． １ ２． ８
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３　 讨　 论

３． １　 仪器测定方法的选择　 文献报道测定苦参碱

和盐酸小檗碱含量的方法主要有高效液相色谱

法［６ － ７］、毛细管电泳法［８ － ９］，相对而言，更多采用高

效液相色谱法进行中药中苦参碱和盐酸小檗碱的

含量测定。 由于苦参碱和盐酸小檗碱化学结构的

差异，导致二者的极性和紫外吸收存在较大差异，
因此大部分中药产品采用两种方法分别控制盐酸

小檗碱和苦参碱的含量［１０ － １１］，也有文献报道采用

高效液相色谱法同时测定中药中苦参碱和盐酸小

檗碱的含量或建立生物碱类成分的指纹图谱［６ － ７］。
与高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）相比，超高效液相色谱

法（ＵＰＬＣ）具有检测时间短、灵敏度高、有机溶剂用

量少等优点，因此，本研究选择 ＵＰＬＣ 法同时测定

苦参功劳颗粒中苦参碱和盐酸小檗碱的含量。
３． ２　 检测波长的选择　 分别取苦参碱对照品溶液

（０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ） 与盐酸小檗碱对照品溶液 （０． ０１
ｍｇ ／ ｍＬ），采用紫外 － 可见分光光度计在 ２００ ～ ４００
ｎｍ 范围内进行全波长扫描，结果盐酸小檗碱分别

在 ２２８、２６４、３４７ ｎｍ 处有最大吸收峰，苦参碱在扫

描范围内无最大吸收峰，仅有较强的末端吸收，两
个对照品的紫外光谱图在 ２１４ ｎｍ 处交叉，表明相

同浓度的对照品溶液在 ２１４ ｎｍ 处的紫外吸收强度

相近，为使两种成分同时有较好的检测灵敏度，综
合考虑，选择 ２１４ ｎｍ 作为检测波长。
３． ３　 色谱分离条件的选择　 文献报道的流动相体

系主要有乙腈 － 磷酸二氢钾缓冲液（ ｐＨ ３． ０） ［６］、
乙腈 － 磷酸二氢钾缓冲液（ｐＨ ８． ０） ［７］，本研究过

程中分别考察了以上两个体系的分离效果，采用乙

腈 －磷酸二氢钾缓冲液（ｐＨ ８． ０）进行洗脱时，小檗

碱峰严重变宽，峰型较差，而采用乙腈 － 磷酸二氢

钾缓冲液（ｐＨ ３． ０）进行洗脱时，由于苦参碱出峰较

早与其他峰的分离度较差，均不适用。 本研究采用

甲醇 －磷酸二氢钾缓冲液（ｐＨ ３． ０）体系进行梯度

洗脱，苦参碱和小檗碱峰均有良好的分离度，可同

时测定苦参碱和盐酸小檗碱的含量。
３． ４　 样品处理方法选择　 本研究过程中考察采用

苦参功劳颗粒质量标准盐酸小檗碱含量测定项下

供试品溶液的制备方法，但样品使用 ３０％乙腈超声

处理测定时由于溶剂效应导致苦参碱峰裂分。 根

据苦参碱和盐酸小檗碱的理化性质，二者均可溶于

水，为避免溶剂效应，因此选择 ５％甲醇对样品进行

溶解后进行测定。
４　 结　 论

本研究建立了 ＵＰＬＣ 法同时测定苦参功劳颗

粒中苦参碱和盐酸小檗碱的含量，方法学考察结果

表明该方法具有良好的专属性、精密度和准确度，
可有效控制苦参功劳颗粒的质量，对提高检验效率

及提升本产品质量控制水平具有重要意义。
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