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清热神芎丸中黄连质量控制方法研究
王 建，李正国，刘琳琳，卞艳晶

（山东省济宁市食品药品检验检测中心，山东济宁２７２０２５）
摘要：目的建立清热神芎丸中黄连的质量控制方法。方法用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定清热神芎丸中盐酸小檗碱、盐酸巴马汀的含
量。采用Ｔｈｅｒｍｏ Ｇｏｌｄ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），以乙腈－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾溶液（每１ ０００ ｍＬ中加入十二烷基硫酸钠４ ｇ，
以磷酸调节ｐＨ至４． ０；４５ ∶ ５５）作为流动相，检测波长为３４５ ｎｍ。结果盐酸小檗碱、盐酸巴马汀进样量分别在０． １２５ ０ ～ ０． ７４９ ７ μｇ和
０． ０１５ ５ ～ ０． ０９３ ２ μｇ范围内与色谱峰面积线性关系良好，ｒ分别为０． ９９９ ９７９和０． ９９９ ９８４ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，平均加样回收率分别为９８． １４％和
９８． ７２％，ＲＳＤ分别为１． ４１％和１． ０２％（ｎ ＝ ６）。结论该方法简便、准确，分离度及重复性好，可作为清热神芎丸中黄连质量控制方法。
关键词：高效液相色谱法；清热神芎丸；盐酸小檗碱；盐酸巴马汀；黄连；质量控制
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清热神芎丸收载于《卫生部药品标准·中药成方制
剂牗第四册牘》犤 １ 犦，由大黄、川芎、黄连、黄芩等７味药物
组方，有消肿止痛、通便泻火功效。标准中收载了显微鉴
别和黄连的薄层鉴别方法，但尚不能对药品的质量进行
有效控制。黄连是清热神芎丸方中主药之一，具有清热
燥湿、抗菌消炎、利胆等药理作用犤 ２ － ４ 犦。本研究中在考察
制剂中黄芩、大黄质量控制方法的基础上犤 ５ － ６ 犦，参考文
献犤 ７ － １１ 犦，以黄连的主要有效成分盐酸小檗碱和盐酸
巴马汀为指标，优化色谱分离条件，建立测定该制剂中
两指标含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法，并制订了合理
的限度。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２００型高效液相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ Ｇ１３１４ＣＤＡＤ
型紫外检测器牗安捷伦公司牘；ＸＳ２０５ＤＵ型十万分之一电子
分析天平（梅特勒－托利多仪器有限公司）；ＢＳ１１０Ｓ型万分
之一电子天平（北京赛多利斯天平有限公司）；ＳＫ８２００ＬＨＣ
型超声波清洗仪（上海科导超声仪器有限公司）。
１． ２ 试药

盐酸小檗碱对照品（批号为０７５２ － ２００２０６，含量为

８６． ７％），盐酸巴马汀对照品（批号为１１０７５６ － ２００１１０，
含量为８６． １％），购自中国食品药品检定研究院；清热
神芎丸（批号分别为２０１４１０１３，２０１４０５２５，２０１４０９０６，
２０１４１００４，２０１４０３１６，２０１４０８１１，２０１４１００５，２０１４０６２０，
２０１４０１０５，２０１４０３１４，２０１４０８０８，２０１４０１２７，２０１４０３１６，
２０１４１０２７，２０１４０２０３，２０１４０２２７，山东方健制药有限公
司）；按照处方工艺，取黄芩、大黄、川芎等制备不含黄连
的阴性样品。甲醇、乙腈均为色谱纯（天津四友精细化学
品有限公司）；水为重蒸馏水；其他试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ｔｈｅｒｍｏ Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：乙腈－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾溶液（每
１ ０００ ｍＬ中加入十二烷基硫酸钠４ ｇ，以磷酸调节ｐＨ
至４． ０；４５ ∶ ５５）；检测波长：３４５ ｎｍ；柱温：２５ ℃。理论板
数按盐酸小檗碱计算应不低于３ ０００。
２． ２ 溶液制备

混合对照品溶液：称取盐酸小檗碱对照品１２． ０１ ｍｇ、
盐酸巴马汀对照品１１． ２８ ｍｇ，精密称定，分别置５０ ｍＬ
容量瓶中，加甲醇适量溶解，定容，摇匀，作为对照品贮
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图１ 专属性考察高效液相色谱图
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备液。再分别精密吸取上述盐酸小檗碱贮备液１５ ｍＬ，
盐酸巴马汀对照品贮备液２ ｍＬ，置５０ ｍＬ容量瓶中，用
甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

供试品溶液：取本品０． ５０ ｇ，研细，精密称定，置具
塞锥形瓶中，精密加入甲醇－盐酸（１００ ∶ １）溶液５０ ｍＬ，
密塞，称定质量，超声处理（功率２５０ Ｗ，频率３５ ｋＨｚ）
３０ ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用甲醇－盐酸（１００ ∶ １）溶液
补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

阴性对照品溶液：按处方量及制备工艺制备不含黄
连的阴性样品，按供试品溶液制备方法制备，即得。

对照药材溶液：称取黄连对照药材０． ０５ ｇ，按供试
品溶液制备方法制备，即得。
２． ３ 方法学考察

专属性考察：精密吸取２． ２项下４种溶液各１０ μＬ，
按拟订色谱条件进样分析。结果供试品溶液色谱中，在
与盐酸小檗碱和盐酸巴马汀对照品溶液色谱相同保留
时间处有相应吸收峰，阴性对照品溶液色谱则无此吸收
峰，表明处方中其他药味对测定无干扰牗见图１ 牘。

线性关系考察：精密吸取混合对照品溶液２，４，６，
８，１０，１２ μＬ，进样测定。以进样量牗 Ｘ，μｇ）为横坐标、峰
面积牗 Ｙ 牘为纵坐标进行线性回归，得盐酸小檗碱回归方
程为Ｙ ＝ １ ３２８． ７２７ Ｘ － ２． ５０５ 牗 ｒ ＝ ０． ９９９ ９７９，ｎ ＝ ６），盐
酸巴马汀为Ｙ ＝ １ ４０４． ４０６ Ｘ － ０． ６２５ 牗 ｒ ＝ ０． ９９９ ９８４，
ｎ ＝ ６）。结果表明，盐酸小檗碱、盐酸巴马汀进样量分别
在０． １２５ ０ ～ ０． ７４９ ７ μｇ和０． ０１５ ５ ～ ０． ０９３ ２ μｇ范围
内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取混合对照品溶液，按上述色谱条件
连续进样５次。结果盐酸小檗碱和盐酸巴马汀平均峰面
积分别为４１５． ９６８ ± ３． ３２４和５３． ８３６ ± ０． ４２０，ＲＳＤ分
别为０． ８０％和０． ７８％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘，表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批样品５份，依法制备供试品
溶液，进行测定。结果盐酸小檗碱的平均含量为（０． ５７６ ８ ±
０． ００３ ５５）ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ为０． ６２％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘；盐酸巴马汀平
均含量为（２． ２２５ ０ ± ０． ０１４ ５）ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ为０． ６５％
牗 ｎ ＝ ５ 牘。表明方法重复性良好。
稳定性试验：取同一供试品溶液，每隔１ ｈ测定

１次，测定１０次。结果盐酸巴马汀、盐酸小檗碱平均峰
面积分别为８３． ６３５和３３２． ３１０，ＲＳＤ分别为０． ５５％和
０． ４５％ 牗 ｎ ＝ １０ 牘，表明供试品溶液在１０ ｈ内稳定。

加样回收试验：精密吸取混合对照品溶液２ ｍＬ（含
盐酸巴马汀０． １５０ ２ ｍｇ、盐酸小檗碱０． ５４１ ８ ｍｇ）６份，
置具塞三角瓶中，挥干甲醇。取已知含量的样品６份，分
别置上述具塞三角瓶中，依法制备供试品溶液，测定盐

酸巴马汀、盐酸小檗碱含量，计算回收率。结果见表１。
２． ４ 样品含量测定

取１６批样品，每批２份，均按２． ２项下方法操作，
制备供试品溶液。按拟订色谱条件进行测定。结果见
表２、图２和图３。
２． ５ 耐用性试验

流动相ｐＨ考察：调节流动相的ｐＨ分别为４． ０，
４． ２，３． ８，按供试品测定方法测定，结果见表３。结果显
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表１ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为盐酸巴马汀，Ｂ为盐酸小檗碱。

Ａ
０． １４５ ０
０． １４３ ７
０． １４４ ３
０． １４２ ３
０． １４０ ８
０． １３５ ９

Ｂ
０． ５５９ ３
０． ５５４ ２
０． ５５６ ４
０． ５４８ ９
０． ５４３ １
０． ５４９ ７

Ａ
０． １５０ ２
０． １５０ ２
０． １５０ ２
０． １５０ ２
０． １５０ ２
０． １５０ ２

Ｂ
０． ５４１ ８
０． ５４１ ８
０． ５４１ ８
０． ５４１ ８
０． ５４１ ８
０． ５４１ ８

Ａ
０． ２９０ ８
０． ２８９ ７
０． ２９３ ５
０． ２８７ ４
０． ２９１ ０
０． ２８４ １

Ｂ
１． ０９７ ５
１． ０８４ ４
１． ０９３ ８
１． ０９０ ２
１． ０７８ ６
１． ０７６ ４

Ａ
９７． ０７
９７． ２０
９９． ３３
９６． ６０
１００． ００
９８． ６７

Ｂ
９９． ３４
９７． ８６
９９． １９
９９． ９１
９８． ８４
９７． ２１

Ａ

９８． １４

Ｂ

９８． ７２

Ａ

１． ４１

Ｂ

１． ０２

表２ 样品含量测定结果（ｎ ＝ ２）

批号

２０１４１０１３
２０１４０５２５
２０１４０９０６
２０１４１００４
２０１４０３１６
２０１４１０２７
２０１４１００５
２０１４０２０３
２０１４０８１１
２０１４０６２０
２０１４０１０５
２０１４０３１４
２０１４０８０８
２０１４０２２７
２０１４０１１６
２０１４０１２４

盐酸巴马汀
（Ａ，ｍｇ ／ ｇ）
０． ２６１
０． ５７７
０． ３９０
０． ２５９
０． ６０４
０． ２４０
０． ２８２
０． ５６２
０． ３４９
０． ２９０
０． ２５８
０． ３３８
０． ３５０
０． ２４７
０． ２７１
０． ２４８

盐酸小檗碱
（Ｂ，ｍｇ ／ ｇ）
０． ９９７
２． ２２５
１． ５２８
０． ９９４
２． ４４６
０． ９４８
１． ０８６
２． ０４３
１． ３２７
１． １６２
１． ００２
１． ３０５
１． ３７６
０． ９７３
１． ０４６
０． ９７８

总含量
（ｍｇ ／ ｇ）
１． ２６
２． ８０
１． ９２
１． ２５
３． ０５
１． １９
１． ３７
２． ６１
１． ６８
１． ４５
１． ２６
１． ６４
１． ７３
１． ２２
１． ３２
１． ２３

比值
（Ｂ ／ Ａ）
３． ８２
３． ８６
３． ９２
３． ８４
４． ０５
３． ９５
３． ８５
３． ６４
３． ８０
４． ０１
３． ８８
３． ８６
３． ９３
３． ９４
３． ８６

３． ９４

图２ １６批次样品中２种成分含量分布图
批次

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６

比值牗 Ｂ ／ Ａ 牘

批次
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６

４． １

４． ０

３． ９

３． ８

３． ７

３． ６

３． ５

３． ４

图３ １６批次样品中２种成分比值分布图

盐酸巴马汀含量
盐酸小檗碱含量
总含量

表３ 流动相ｐＨ考察 表４ 流动相比例考察

流动相

４５ ∶ ５５
５０ ∶ ５０
５２ ∶ ４８

取样量
（ｇ）
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８

盐酸巴马汀
含量（ｍｇ ／ ｇ）
０． ５７７ ２
０． ５７６ ３
０． ５８２ ８

盐酸小檗碱
含量（ｍｇ ／ ｇ）
２． ２５４
２． ２４４
２． ２４７

流动相
ｐＨ
４． ０
４． ２
３． ８

取样量
（ｍｇ ／ ｇ）
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８

盐酸巴马汀
含量（ｍｇ ／ ｇ）
０． ５７７ ２
０． ５８３ ３
０． ５７５ ７

盐酸小檗碱
含量（ｍｇ ／ ｇ）
２． ２４４
２． ２５３
２． ２５９

含量／ ｍｇ·ｇ － １

示，流动相ｐＨ适量变化，不影响２种成分的分离度
和测定结果。

流动相比例考察：以乙腈－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢
钾溶液为流动相，分别组成４５ ∶ ５５，５０ ∶ ５０和５２ ∶ ４８的
流动相进行测定，结果见表４。可见，流动相中乙腈用量
减少，２种成分保留时间延长，分离度增加；乙腈用量增
加则保留时间缩短，流动相组成比例的适量变化不影响
测定结果。

柱温考察：分别设置柱温为２０，２５，３０ ℃，对样品分
离效果进行考察，结果见表５。可见，２０ ℃时影响盐酸小

檗碱色谱峰峰面积的积分值，色谱分离效果降低，保留
时间延长，故选柱温为２５ ℃。

检测波长考察：分别以３４３，３４５，３４７ ｎｍ为检测波
长进行测定，结果见表６。可见，波长的适度变化不影响
含量测定。

色谱柱考察：在色谱分析中，以色谱柱的类型和规
格对分离效果影响较大。本研究中分别选用Ａｇｉｌｅｎｔ
ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８柱（２５０ｍｍ×４． ６ｍｍ，５μｍ）犤色谱柱（Ⅰ）犦、
Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 柱（２００ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）
犤色谱柱（Ⅱ）犦和Ｗａｔｅｒｓ ＳｕｎＦｉｒｅＴＭ Ｃ１８柱（２５０ｍｍ ×４． ６ｍｍ，

３． ６
３． ２
２． ８
２． ４
２． ０
１． ６
１． ２
０． ８
０． ４
０． ０
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表５ 柱温考察结果

柱温

３０ ℃
２５ ℃
２０ ℃

取样量
（ｇ）
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８

盐酸巴马汀
含量（ｍｇ ／ ｇ）
０． ５７７ ０
０． ５７７ ２
０． ５６８ ３

盐酸小檗碱
含量（ｍｇ ／ ｇ）
２． ２２８
２． ２４１
２． ２５６

表７ 色谱柱考察结果

色谱柱

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

取样量
（ｇ）
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８

盐酸巴马汀
含量（ｍｇ ／ ｇ）
０． ５７６ ４
０． ５７５ ０
０． ５７６ ３

盐酸小檗碱
含量（ｍｇ ／ ｇ）
２． ２３４
２． ２４２
２． ２３６

表６ 检测波长考察结果

检测波长

３４５ ｎｍ
３４７ ｎｍ
３４３ ｎｍ

取样量
（ｇ）
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８
０． ５０４ ８

盐酸巴马汀
含量（ｍｇ ／ ｇ）
０． ５７６ ３
０． ５７４ ２
０． ５７５ ７

盐酸小檗碱
含量（ｍｇ ／ ｇ）
２． ２４０
２． ２４４
２． ２３０

５ μｍ）犤色谱柱（Ⅲ）犦进行考察，结果２种成分均可有效
分离，但色谱柱（Ⅲ）色谱峰保留时间长。结果见表７。
３ 讨论
３． １ 测定条件选择

检测波长选择：经二极管阵列检测器牗ＤＡＤ牘在线检
测，盐酸小檗碱和盐酸巴马汀在３４５ ｎｍ波长处均有较
强吸收，故以３４５ ｎｍ为检测波长。

流动相选择：选用Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ Ｇｏｌｄ Ｃ１８ 柱
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）为色谱柱，参考文献犤 ２ 犦，以乙
腈－ ０． １％磷酸溶液、乙腈－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸氢二钾溶
液和乙腈－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾溶液为流动相进行
检测，结果本研究中所用流动相色谱法分离效果最好，
黄连主要成分得到有效分离，可用于多成分测定。

提取方法选择：以甲醇－盐酸（１００ ∶ １）为溶剂，分别
采用超声提取样品和超声提取后过中性氧化铝柱２种
方法制备供试品溶液。结果测得盐酸小檗碱和盐酸巴马
汀含量相同，均可用于该产品的含量测定，但应对所使
用中性氧化铝进行考察。第１种样品处理方法较简便，
故选择本研究中选定的方法。但样品溶液经中性氧化铝
柱处理后，样品中黄连的５个色谱峰分离较好，可除去
其他杂质色谱峰，可用于黄连的液相色谱鉴别。

提取时间考察：取样品４份，每份约０． ５ ｇ，精密称
定，分别置具塞三角瓶中，分别以不同的超声提取时间
制备供试品溶液，按上述方法测定，计算样品中盐酸巴
马汀与盐酸小檗碱的含量，结果提取３０，４５，６０ ｍｉｎ的

效果基本一致，故选用３０ ｍｉｎ。
３． ２ 测定结果分析

１６批样品的ＨＰＬＣ色谱图有５个主要色谱峰，与
黄连对照药材的色谱峰一致，盐酸小檗碱和盐酸巴马汀
含量呈正相关，１５批样品中２种成分含量的比值基本
一致，比值的平均值为３． ８８，ＲＳＤ为２． ４％，其中１批
次样品（批号２０１４０２０３）２成分比值较低牗 ３． ６４ 牘。可知样
品所用黄连品种基本一致。样品中２种成分含量的总和
存在较大差异，７批次样品总含量在１． ６８ ～ ３． ０５５ ｍｇ ／ ｇ
之间；９批次样品总含量在１． １９ ～ １． ４５ ｍｇ ／ ｇ之间。
２０１０年版《中国药典牗一部牘》规定黄连中以盐酸小檗碱
计含小檗碱（Ｃ２０Ｈ１７ＮＯ４）不得少于５． ５％ ，巴马汀
（Ｃ２１Ｈ２１ＮＯ４）不得少于１． ５％。按最低含量计算，制剂中
小檗碱与巴马汀的含量分别不得低于２． ００ ｍｇ ／ ｇ和
０． ５５ ｍｇ ／ ｇ。本研究中显示，所测样品中有３批次符合要
求，其他批次２种成分均偏低，需进一步对生产工艺和
原料进行研究，确定合理限度。因此，亟待建立该产品中
黄连的质量控制方法，以保证产品质量。
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