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摘要：目的：建立清热养阴丸中黄连的盐酸小檗碱的含量检测方法。色谱柱为 Agilent ZQRBAX-SB-C18 (4.6×250mm,5

μm)，柱温：23℃；流动相：乙腈- 0.1Mol/L 磷酸二氢钾-25mmol/L 十二烷基硫酸钠（52:24:24）；检测波长：265nm；

流速：1ml/min。结果：盐酸小檗碱在 0.7~70ug/ml 范围内线性良好（r=0.99999）；平均加样回收率为 99.58%，RSD=0.3%。

结论：经实验结果表明，所选液相色谱条件合理，方法简便易行，专属性强，分离度好，可作为该制剂中盐酸小檗碱

的的含量测定。 
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0 引言 

清热养阴丸收载于《卫生部药品标准》中药成方制剂

第二册，通过对处方中十二味药进行粉碎成细粉，混匀，

每 100g 加炼蜜 90-110g 制成大蜜丸，既得。其中黄连作

为处方中的重要组成成分，黄连具有清热解毒的功效，主

要含表小檗碱、黄连碱、巴马汀、盐酸小檗碱等主要成分。

由于清热养阴丸原质量标准中只有性状、检查及显微鉴别

等项目，没有含量测定，所以本次研究建立了处方中黄连

的含量测定方法，以便更全面的控制药品的质量，同时对

药品的生产、检验等方面也有一定的实用价值。 

1 实验材料 

1.1 实验仪器 

①岛津 SPD-M20A 液相色谱仪（岛津企业管理（中

国）有限公司）； 

②色谱柱  Agilent ZQRBAX-SB-C18 (4.6×250mm,5

μm)； 

③超声波清洗机 SB-5200 DTDN(宁波新芝生物科技

股份有限公司）； 

④万分之一天平 AL204（梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司）； 

⑤十万分之一天平 XP205(梅特勒-托利多仪器（上

海）有限公司）； 

1.2 实验样品与试剂 

1.2.1 实验样品 

盐酸小檗碱对照品（批号 110713-202316,由中检院提

供） 

样品来源见表 1： 

 

表 1  样品来源统计 
编号 生产厂家 批号 

1 北京同仁堂股份有限公司同仁堂制药
厂 0013071 

2 北京同仁堂股份有限公司同仁堂制药
厂 0013566 

3 北京同仁堂股份有限公司同仁堂制药
厂 0012103 

1.2.2 实验试剂 

①甲醇、盐酸、硫酸（均为分析纯 重庆川东化工有

限公司）； 

②乙腈（色谱纯 德国默克公司）； 

③十二烷基硫酸钠（化学纯 成都市科龙化工试剂

厂）； 

④磷酸二氢钾（分析纯 重庆博龙科技有限公司）； 

⑤0.1Mol/L 磷酸二氢钾（称 13.6g 磷酸二氢钾用超纯

水定容至 1000ml）； 

⑥0.025Mol/L 十二烷基硫酸钠（称 7.2095g 十二烷基

硫酸钠用超纯水定容至 1000ml）。 

2 实验方法与结果 

2.1 黄连的定量研究 

2.1.1 色谱条件考察 

色谱柱：以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱

柱；柱温：26℃；流动相：乙腈- 0.1Mol/L 磷酸二氢钾

-0.025mmol/L 十二烷基硫酸钠（52:24:24）；检测波长：

265nm；体积流量：1ml/min；进样量：10ul。 

2.1.2 供试品溶液的制备 

取本品十丸，剪碎，取 1.2g，精密称定，置具塞锥形

瓶中，精密加入甲醇：盐酸（100:1） 100mL，密塞，称

定质量，摇匀，超声处理( 功率 250 W，频率 50 k Hz) 
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50min，取出，放冷，再称定质量，用甲醇:盐酸（100:1）

补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。 

2.1.3 对照品溶液的制备 

小檗碱对照品 10mg，精密称定，置 100ml 的量瓶中，

加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，制得对照品贮备液（盐

酸小檗碱对照品溶液质量浓度为 0.0941mg/m L）；精密量

取上述对照品贮备液 5ml 置 25ml 的量瓶中，加甲醇稀释

至刻度，摇匀，取续滤液，即得。 

2.1.4 阴性对照溶液制备 

按照处方配比称取缺黄连的药材粉末1.2g,精密称定，

同供试品溶液的制备方法制成阴性对照溶液。 

2.1.5 系统适用性考察 

在上述色谱条件下，精密吸取盐酸小檗碱对照品溶液

（盐酸小檗碱对照品溶液质量浓度为 0.0941mg/m L），连

续进样 6 针，每次 10ul 注入液相色谱仪中，统计峰面积、

保留时间。结果见表 2： 

表 2  系统适用性试验结果 

试验号 1 2 3 4 5 6 平均值 RSD(
%) 

盐酸小
檗碱 A 

77673
6 

77682
3 

77239
7 

77485
4 

77507
9 

77670
0 

775431.
5 0.3% 

盐酸小
檗碱保
留时

（min） 

16.02
2 

16.09
9 

15.95
4 

16.03
3 

16.02
3 

16.11
6 16.041  

上述试验结果表明，盐酸小檗碱保留时间均符合有关

规定的要求。 

2.1.6 专属性考察 

 
图 1  盐酸小檗碱对照高效液相色谱图

 
图 2  阴性对照高效液相色谱图 

 
图 3  清热养阴丸高效液相色谱图 

精密吸取对照品贮备液、供试品溶液、阴性对照溶液

各 10ul，在上述色谱条件下，注入液相色谱仪，测定，以

对照品的峰型、保留时间为对照，结果供试品溶液中盐酸

小檗碱与对照品的峰型、保留时间一致，阴性对照溶液与

对照品出峰时间无对应色谱峰出现，表明阴性对照无干

扰，专属性强。结果见图 1.2.3： 

2.1.7 线性范围考察 

精密量取盐酸小檗碱对照品（盐酸小檗碱对照品溶液

浓度为 0.0708mg/ml）2ml、3ml、5ml、10ml、20ml 置 20mL 

量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，制成标准曲线溶液，

在上述色谱条件下，分别进样 10μL，测定峰面积值。结

果盐酸小檗碱峰面积值 A（见表 3）： 

表 3  盐酸小檗碱对照品线性测定结果表 

进样
量

C(μg) 
7.08 10.62 17.7 35.4 70.08 

峰面
积值 A 308365 467050 779493 1545696 3115968 

以盐酸小檗碱对照品进样量 C 为横坐标，盐酸小檗

碱对照品峰面积（A）为纵坐标绘制标准曲线见图 4： 

 
图 4  盐酸小檗碱对照品线性测定图 

以上结果表明，盐酸小檗碱对照品进样量在

0.708mg-70.8mg 的范围内，与峰面积呈良好的线性关系

（r=0.99999）。 

2.1.8 仪器精密度考察 

取对照品贮备液进样 6 次，每次 10ul，测定峰面积。

结果见表 4： 
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表 4  精密度试验结果 
进
样
次
数 

1 2 3 4 5 6 平均
值 

RS
D 

盐
酸
小
檗
碱 
峰
面
积
A 

776
736 

776
823 

772
397 

774
854 

775
079 

776
700 

7754
31.5 

0.3
% 

上述试验结果表明，仪器精密度良好。 

2.1.9 溶液稳定性考察 

（1）对照品溶液稳定性考察 

取同一盐酸小檗碱对照品贮备液分别于常温条件放

置 0 小时、2 小时、4 小时、12 小时、24 小时进样，分别

10μl，记录峰面积，并计算 RSD。结果见表 5： 

表 5  对照品溶液稳定性试验结果 
放置时间

(h) 0 2 4 12 24 平均值 RSD 

盐酸小檗
碱 

峰面积值
A 

776736 776823 772397 774854 775079 775177.8 0.3 

上述试验结果表明，对照品溶液在 24 小时内稳定。 

（2）样品溶液稳定性考察 

取同一样品溶液分别于在常温条件放置 0 小时、2 小

时、4 小时、12 小时、24 小时进样，每次 10μl，记录盐

酸小檗碱的峰面积，并计算相对保留偏差。结果见表 6： 

表 6  供试品溶液稳定性试验结果 

放置时间
(h) 0 2 4 12 24 平均值 RSD 

盐酸小檗
碱峰面积

A 
898589 900801 905278 899913 902373 901390.8 0.3 

上述试验结果表明，供试品溶液至少在 24 小时内稳

定。 

2.1.10 方法重复性考察 

表 7  方法重复性试验结果 

试验
号 1 2 3 4 5 6 

平
均
值 

RS
D 

盐酸
小檗
碱 
含量
（mg/

g） 

1.63
49 

1.63
44 

1.63
52 

1.63
40 

1.63
52 

1.63
29 

1.63
44 

0.1
% 

依照上述样品溶液制备方法，取同一批样品（批号：

001307）测定盐酸小檗碱的含量，并计算其 RSD 值。结

果见表 7。 

上述试验方法表明，方法重复性良好。 

2.1.11 样品回收率试验 

精密称取样品 6 份(批号：0013071) 取约 1.2g,精密称

定，分别置 6个具塞锥形瓶中，精密加入甲醇：盐酸（100:1）

溶液 50ml,各精密加入盐酸小檗碱对照品溶液（盐酸小檗

碱对照品溶液浓度为 0.867mg/ml）50ml 同样品溶液的方

法制备，并按拟订的色谱条件测定盐酸小檗碱含量。按下

面公式计算回收率，结果见表 8： 

 

表 8  盐酸小檗碱回收率试验结果 

编
号 

取样
量 
(g) 

样品
中盐
酸小
檗碱
(mg) 

加
入
盐
酸
小
檗
碱
量

(mg) 

盐酸
小檗
碱测
得量
(mg) 

回收
率
(%) 

平均
值(%) 

RSD(
%) 

1 0.600
2 

0.994
0 

0.86
7 

1.858
9 

99.8
% 

99.58
% 0.3% 

2 
0.601

0 
 

0.989
4 

0.86
7 

1.855
8 

99.9
% 

3 
0.605

8 
 

0.992
1 

0.86
7 

1.856
5 

99.7
% 

4 0.604
8 

1.005
1 

0.86
7 

1.867
6 

99.5
% 

5 0.604
5 

0.997
5 

0.86
7 

1.857
0 

99.1
% 

6 0.600
0 

0.988
6 

0.86
7 

1.851
4 

99.5
% 

2.1.12 样品含量测定 

取三批样品各 2 份，每份 6g，精密称定，依照供试

品溶液制备方法制备,分别测定三批样品中盐酸小檗碱的

含量。结果见表 9： 

表 9  含量测定结果 

批号 盐酸小檗碱含量（mg/g） 

0013071 1.6512 

0013566 1.6435 

0012103 1.6490 

3 小结与讨论 
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药品质量是保障临床疗效与患者安全的科学基石，也

是药学领域学术研究的核心议题。通过对药品有效成分的

含量测定，不仅能有效控制药品的质量，也能让企业的品

牌不容易被仿制和假冒，更有利于药品生产企业的健康发

展。此次在清热养阴丸原有标准的基础上，增加了对黄连

的含量测定。采用高效液相测定此方中盐酸小檗碱的含量

时，采用甲醇：盐酸（100:1）超声处理 50min,以乙腈

-0.05mol/L 磷酸二氢钠（用磷酸调节 PH 值 3.0）(30:70)

为流动相时，阴性样品有干扰，且峰型不佳，最后采用乙

腈-0.1Mol/L 的磷酸二氢钾-25mmol/L 的十二烷基硫酸钠

（52:24:24）；检测波长为 345nm 时，阴性样品有干扰，

把检测波长调整为 265nm 时，峰型表现良好。综上，在

采用高效液相测定黄连中盐酸小檗碱含量时，采用乙腈

-0.1Mol/L 的磷酸二氢钾-25mmol/L 的十二烷基硫酸钠

（52:24:24）为流动相，检测波长为 265nm 时试验结果比

较理想，此方法简便、专属性强，可作为清热养阴丸丸中

盐酸小檗碱的含量测定方法。 
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