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[摘要 ]  目的: 建立 RP-H PLC同时测定黄连中药根碱、非洲防己碱、表小檗碱、黄连碱、巴马汀及小檗碱等 6种生物碱含

量的方法。方法: X tim ateTM C18色谱柱 ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ); 流动相为乙腈-30 mm ol# L- 1碳酸氢铵水溶液 (含有 01 7%

氨水、011%三乙胺 ), 线性梯度洗脱; 检测波长 270 nm; 柱温 30 e ; 流速 110 mL# m in- 1。结果: 6种生物碱分别在 01 85 ~

16196( r= 01 999 7), 1125~ 241 96 ( r = 01999 5), 2105~ 401 96 ( r = 01999 9), 3165 ~ 721 96( r= 01999 9), 2188 ~ 571 60 ( r =

01 999 8), 13125~ 264196 m g# L- 1 ( r = 01 999 6)具有良好的线性; 平均加样回收率 ( n = 6 )依次为 10116% ( RSD 11 3% ),

10215% ( RSD 115% ), 1001 8% ( RSD 11 9% ) , 1021 6% ( RSD 112% ), 971 80% ( RSD 113% ), 991 01% ( RSD 11 5% )。不同产地

黄连中 6种被测生物碱及总生物碱存在显著的差异。结论: 该方法准确、可靠, 重复性好, 可用于同时测定黄连中药根碱、非

洲防己碱、表小檗碱、黄连碱、巴马汀及小檗碱的含量。
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  黄连为毛茛 科植物黄连 Cop tis chinensis

Franch1, 三角叶黄连 C1 deltoidea C1Y1Cheng et

Hsiao,云南黄连 C1 teeta W all1的干燥根茎。药材
依次习称 /味连 0、/雅连 0、/云连 0 [ 1 ]

。黄连的主要

有效成分为生物碱类化合物
[ 2]

, 其中小檗碱 ( ber-

berine)含量最高, 此外还有表小檗碱 ( ep iberber-

ine)、黄连碱 ( copt isine)、巴马汀 ( palmat ine)、非洲防

己碱 ( columbam ine)、药根碱 ( gatrorrh izine)、木兰花

碱 ( magnof lorine)等生物碱,因此建立能全面准确的

测定黄连中生物碱成分的方法,对于其质量控制具

有重要的意义。

黄连中生物碱的含量测定方法有薄层扫描

法
[ 3]
、紫外分光光度法

[ 4]
、高效液相色谱法及超高

效液相色谱法
[ 5]
等。薄层扫描法准确性较差, 紫外

分光光度法仅能测定总生物碱含量, 所以高效液相

色谱法是常用的方法,但是 HPLC测定黄连生物碱,

仅测定了其中的 4~ 5种生物碱
[ 6-8]

, 而对其中的 6

种生物碱同时进行测定则少见报道。本研究建立了

黄连中 6种生物碱同时测定的 HPLC方法,并对不

同产地的黄连进行了含量测定。

1 仪器与试药

岛津 LC-10 ATvp高效液相色谱仪, SPD-10 Avp

紫外检测器; N2000色谱数据工作站。 CQ-250型超

声波清洗器 (上海必能信公司 ) , BP211D电子天平

(德国 Sartorius)。

盐酸药根碱 (批号 0733-20005 )、盐酸巴马汀

(批号 110732-200506)、盐酸小檗碱对照品 (批号

110713-200609)购自中国药品生物制品检定所, 盐

酸非洲防己碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱对照品由

重庆中药研究院提供, 纯度 > 98%; 乙腈 (色谱纯,

F isher公司 ), 水为乐百氏纯净水, 其他试剂均为分

析纯。

收集了不同产地味连样品 22批、四川峨眉雅连

1批、云南福贡的云连 1批。经成都中医药大学民

族医药学院张艺研究员鉴定, 分别为毛茛科植物黄

连 C1chinensis, 三角叶黄连 C 1 deltoidea, 云南黄连

C 1 teeta的干燥根茎。

2 方法与结果

211 色谱条件  X timate
TM

C18色谱柱 ( 416 mm @

250 mm, 5 Lm );流动相 A相 30 mmol# L
- 1
碳酸氢

铵水溶液 (含有 017%氨水、011%三乙胺 ) ; B相乙

腈, 线性梯度洗脱程序为 0~ 15 m in, 10% ~ 25% B;

15~ 25m in, 25% ~ 30% B; 25~ 40 m in, 30% ~ 45%

B; 流速 1mL# m in
- 1
; 检测波长 270 nm;柱温 30 e ;
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进样量 10 LL。

在上述色谱条件下,盐酸药根碱、盐酸非洲防己

碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小

檗碱理论塔板数均不低于 1万。分离度及拖尾因子

均符合含量测定要求。对照品及样品 (峨眉地区味

连 )HPLC图见图 1。

1.药根碱; 2.非洲防己碱; 3.表小檗碱; 4.黄连碱;

5.巴马汀; 6.小檗碱。

图 1 对照品 ( A )和黄连样品 (峨眉地区味连 )

( B)的 H PLC图

212 对照品溶液的制备  分别精密称取盐酸药根

碱、盐酸非洲防己碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐

酸巴马汀、盐酸小檗碱适量, 分别置于 10, 10, 50,

25, 25, 25mL量瓶中, 以盐酸甲醇 ( 1B100)溶解并稀
释至刻度, 得质量浓度依次为 1 060, 1 040, 256,

456, 480, 552mg# L
- 1
的各对照品储备液。

分别吸取上述对照品储备液盐酸药根碱 014
mL、盐酸非洲防己碱 016 mL、盐酸表小檗碱 4 mL、

盐酸黄连碱 4 mL、盐酸巴马汀 3 mL、盐酸小檗碱 12

mL于 25 mL量瓶中, 以盐酸甲醇 ( 1B100)定容至刻

度,作为混合对照品储备液。

213 供试品溶液的制备  取黄连粉末样品 (过 100

目筛 )约 011 g, 精密称定,置 150mL锥形瓶中,精密

加入盐酸甲醇 ( 1B100) 50 mL, 称定质量,超声处理

(功率 200W, 频率 40 kH z) 30 m in, 放冷, 再称定质

量,盐酸甲醇补足减失的质量,摇匀,经 0145 Lm微
孔滤膜滤过,取续滤液,即得供试品溶液。

214 线性关系考察  分别精密量取混合贮备液

015, 110, 215, 5 mL置 10 mL量瓶中, 加盐酸甲醇

( 1B100)稀释至刻度, 即得不同浓度的系列混合对

照品,分别精密吸取混合对照品储备液及上述混合

对照品溶液各 10 LL,按上述色谱条件进行测定, 以

峰面积积分值 ( Y )对各生物碱浓度 ( mg# L
- 1

) (X )

进行线性回归绘制标准曲线。盐酸药根碱、盐酸非

洲防己碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、

盐酸小檗碱的回归方程分别为 Y = 31 600X +

2 99114( r = 01999 7); Y = 51 488X - 512168 ( r =

01999 5 ); Y= 36 771X - 5 73716 ( r = 01999 9 );

Y= 30 087X - 1 54211( r= 01999 9) ; Y= 36 205X +

10 319 ( r= 01999 8) ; Y = 37 765X + 80 246 ( r =

01999 6)。结果表明盐酸药根碱、盐酸非洲防己碱、

盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗

碱分别在 0185~ 16196, 1125~ 24196, 2105~ 40196,
3165~ 72196, 2188 ~ 57160, 13125 ~ 264196 mg#

L
- 1
线性关系良好。

215 精密度试验  精密吸取同一混合对照品溶液,

在上述色谱条件下重复进样 5次, 记录各自峰面积。

结果盐酸药根碱、盐酸非洲防己碱、盐酸表小檗碱、

盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的 RSD分别

为 111%, 0196%, 0153%, 118% , 0161%, 0161%。
表明仪器精密度良好。

216 稳定性试验  取同一供试品溶液, 室温放置,

分别在 0, 2, 4, 8, 12 h进样分析,结果, 盐酸药根碱、

盐酸非洲防己碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸

巴马汀、盐酸小檗碱的 RSD分别为 110%, 113%,

112% , 113% , 118%, 114%。表明供试品溶液在 12

h内稳定性良好。

217 重复性试验  同一味连样品 (峨眉地区 ) , 按

213项下方法平行制备 6份供试品溶液, 在上述色

谱条件下进行分析,计算含量。结果, 盐酸药根碱、

盐酸非洲防己碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸

巴马汀、盐酸小檗碱的 RSD分别为 113%, 111%,

113% , 0183%, 116%, 112%, 重复性良好。

218 回收率试验  取已知含量的味连样品 (峨眉

地区 )粉末 6份,每份 0105 g,精密称定,分别精密加

入对照品适量,按 213项下方法制成供试品溶液, 进

行分析,盐酸药根碱、盐酸非洲防己碱、盐酸表小檗

碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的回收率

结果见表 1。

219 含量测定  分别称取各产地味连及雅连与云
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  表 1 6种成分的加样回收率 ( n = 6)

化合物 样品中量 /m g 加入量 /mg 测得量 /m g 回收率 /% 平均值 /% RSD /%

盐酸药根碱   0. 236 0. 233 0. 472 101. 3 101. 6 1. 3

0. 234 0. 233 0. 466 99. 57

0. 237 0. 233 0. 474 101. 7

0. 234 0. 233 0. 469 100. 9

0. 235 0. 233 0. 474 102. 6

0. 239 0. 233 0. 480 103. 4

盐酸非洲防己碱 0. 257 0. 250 0. 509 100. 8 102. 5 1. 5

0. 253 0. 250 0. 512 103. 6

0. 258 0. 250 0. 512 101. 6

0. 254 0. 250 0. 514 104. 0

0. 255 0. 250 0. 515 104. 0

0. 260 0. 250 0. 513 101. 2

盐酸表小檗碱  0. 614 0. 614 1. 236 101. 3 100. 8 1. 9

0. 606 0. 614 1. 236 102. 6

0. 616 0. 614 1. 235 100. 8

0. 608 0. 614 1. 239 102. 8

0. 609 0. 614 1. 223 100. 0

0. 621 0. 614 1. 220 97. 56

盐酸黄连碱   1. 389 1. 404 2. 797 100. 3 102. 6 1. 2

1. 373 1. 404 2. 816 102. 8

1. 395 1. 404 2. 838 102. 8

1. 376 1. 404 2. 825 103. 2

1. 378 1. 404 2. 838 104. 0

1. 406 1. 404 2. 850 102. 8

盐酸巴马汀   0. 978 0. 960 1. 903 96. 35 97. 80 1. 3

0. 966 0. 960 1. 906 97. 92

0. 982 0. 960 1. 925 98. 23

0. 968 0. 960 1. 892 96. 25

0. 970 0. 960 1. 922 99. 17

0. 989 0. 960 1. 938 98. 85

盐酸小檗碱   3. 856 3. 828 7. 568 96. 97 99. 01 1. 5

3. 810 3. 828 7. 612 99. 32

3. 871 3. 828 7. 618 97. 88

3. 818 3. 828 7. 699 101. 4

3. 826 3. 828 7. 623 99. 19

3. 902 3. 828 7. 703 99. 29

连样品粉末约 011 g, 精密称定,按 213项下方法制
备供试品溶液,按上述色谱条件进行分析,采用外标

法以峰面积计算盐酸药根碱、盐酸非洲防己碱、盐酸

表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的

含量, 见表 2。

3 讨论

目前运用 HPLC对黄连的生物碱进行含量测

定,流动相多采用 SDS离子对配以磷酸二氢钾系

统, 或者单独的运用磷酸二氢钾或磷酸二氢钠,最多

只能测定其中的 5种生物碱含量, 而且分离度不是

很好。本方法可以同时测定其中 6种生物碱含量,

而且分离度良好, 方法简便、准确, 可用于黄连药材

及其制剂中生物碱的全面考察。

本方法比较了 220, 270, 320, 356 nm的检测波

长, 结果 270 nm下基线稳定,各峰的丰度较高, 且各

测定成分的含量变化和峰面积响应以及线性都较
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  表 2 不同产地黄连样品中 6种生物碱的质量分数 ( n = 3) mg# g- 1

No1 产地 盐酸药根碱
盐酸非洲

防己碱

盐酸表

小檗碱

盐酸

黄连碱

盐酸

巴马汀

盐酸

小檗碱
总生物碱

1 重庆石柱县黄水镇中坪 4. 760 5. 540 15. 29 35. 36 19. 70 84. 76 165. 4

2 重庆石柱县黄水镇枫木乡 4. 770 5. 007 13. 83 28. 95 18. 48 81. 31 152. 4

3 重庆石柱县黄水镇楠木乡 4. 590 6. 340 15. 64 30. 94 20. 70 80. 57 158. 8

4 重庆石柱县沙子镇 3. 650 5. 970 13. 51 26. 28 16. 21 67. 22 132. 8

5 重庆南川市金佛山 4. 950 4. 610 11. 56 30. 20 16. 54 77. 02 124. 0

6 重庆开县满月乡 3. 950 5. 210 10. 08 22. 88 15. 98 57. 77 115. 9

7 湖北利川市建南镇 5. 880 6. 240 14. 89 31. 21 19. 52 84. 56 162. 3

8 湖北利川市福宝山林场 4. 500 5. 870 13. 05 29. 53 19. 31 76. 66 148. 9

9 湖北恩施市新塘乡 4. 480 5. 430 12. 85 30. 47 17. 58 77. 67 148. 5

10 湖北十堰竹溪县丰溪乡 3. 900 5. 490 13. 31 24. 22 19. 31 82. 52 148. 8

11 四川彭州市白鹿镇 5. 240 6. 340 15. 43 27. 74 22. 55 91. 95 169. 3

12 四川彭州市小渔洞镇 5. 310 5. 830 14. 53 24. 96 20. 50 72. 40 143. 6

13 四川洪雅县高庙镇 3. 940 5. 070 10. 44 26. 84 16. 17 67. 12 129. 6

14 四川峨眉市龙池镇 4. 310 6. 070 13. 07 26. 08 19. 71 68. 30 137. 5

15 四川峨眉市黄湾乡 4. 850 5. 870 15. 18 25. 63 18. 94 74. 81 145. 3

16 四川峨眉市大为镇 4. 070 6. 210 12. 51 27. 20 19. 23 76. 21 145. 4

17 四川峨眉市沙湾区 3. 940 5. 320 13. 48 26. 63 17. 86 73. 22 140. 5

18 四川大邑县斜源镇 5. 650 6. 130 15. 03 32. 25 20. 81 86. 12 166. 0

19 四川崇州市鸡冠山乡 4. 630 7. 470 16. 82 35. 47 25. 51 102. 40 192. 3

20 四川邛崃市南宝乡 5. 990 6. 780 17. 28 37. 31 23. 54 98. 73 189. 6

21 陕西省镇坪县上竹乡 4. 050 6. 420 12. 38 26. 99 19. 44 80. 17 149. 4

22 湖南龙山县大安乡药场 5. 050 5. 570 12. 76 27. 76 19. 00 82. 44 152. 6

23 四川峨眉市 (雅连 ) 10. 840 2. 160 3. 16 18. 55 6. 35 46. 22 87. 3

24 云南福贡县 (云连 ) 6. 580 3. 000 2. 80 15. 32 9. 58 69. 36 106. 6

好。在供试品溶液制备过程中, 分别对提取方式

(回流、超声 )、提取溶剂 (甲醇、乙醇、盐酸-甲醇 )及

用量、提取时间进行了考察, 结果表明用 50 mL盐

酸-甲醇 ( 1B100)超声提取 30 m in为最佳提取条件。

采用本研究所建立的方法, 对收集于重庆、湖

北、四川、陕西及湖南等黄连产区的味连中 6种生物

碱含量测定结果表明, 不同产地的味连中各生物碱

及总生物碱的含量存在显著差异,且味连与雅连、云

连的成分含量差异显著。由于药材产地的生长环境

及加工方法影响其化学成分,所以药材的品质和产

地有着重要的关系。通过对不同产地的黄连样品进

行更深入的化学分析, 可以为完善黄连的质量控制

提供依据,而且可以从化学成分方面揭示道地产区

黄连的道地性。
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Simultaneous determ ination of six alka loids in Cop tis chinensis

of different regions by RP-HPLC

GENG Zh ipeng1, ZH ENG H a ijie1, ZHANG Y i1* , LUO W eizao2, QU X ianyou2

( 11 Co llege of E thnicM ed icine, Chengdu University of T raditional Chinese M ed icine, Chengdu 611137, Ch ina;
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[ Abstract]  A reversed-phaseH PLC m ethod for sim ultaneous determ ination o f gatrorrh izine, co lumbam ine, ep iberberine, cop-

tis ine, pa lm atine and berbe rine inC op tis chinensis was deve loped1 Ana lysisw as carried ou t on an X tim ateTM C18 co lumn ( 416 mm @ 250

mm, 5 Lm ) eluted w ith aceton itrile-30 mmo l# L- 1 amm on ium bicarbonate so lu tion( includ ing 017% ammon ia and 01 1% tr iethy lam ine)

by grad ient e lution1 The detective wave leng th w as 270 nm, the co lumn temperature was 30 e , and the flow ra tew as 110 mL# m in- 1.

By the abovem e thod, the linear ranges of ga trorrh izine, co lum bam ine, epibe rberine, coptisine, palm atine and berbe rine w ere 0185-

16196 ( r = 01999 7) , 11 25-24196 ( r = 01 999 5 ), 2105-40196 ( r = 01 999 9 ), 3165-72196 ( r = 01 999 9 ), 2188-57160

( r= 01999 8), 131 25-2641 96 m g# L- 1 ( r= 01 999 6), respectively1 The ave rage recover ies ( n= 6) o f the six a lka lo ids we re 1011 6%

( RSD 113% ), 10215% ( RSD 115% ), 10018% ( RSD 11 9% ), 1021 6% ( RSD 112% ), 97180% ( RSD 11 3% ), 99101% ( RSD

11 5% ), respectively1 The dete rm ined results dem onstrate that there is a sign ificant difference in the contents of s ix a lkalo ids and tota l

alka lo ids am ong the tested sam ples1 The me thod is accurate, re liable and repeatable for s imu ltaneous de term ination o f gatro rrhizine,

co lumbam ine, epibe rbe rine, coptisine, palm a tine and berber ine in C1 chinensis1
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