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高效液相色谱－切换波长法同时测定左金丸中
盐酸小檗碱及吴茱萸碱含量

敖华蓉，龚春燕△

（湖北省宜昌市第二人民医院，湖北宜昌４４３０００）
摘要：目的建立同时测定左金丸中盐酸小檗碱、吴茱萸碱含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）－切换波长法。方法色谱柱为Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＡＱ Ｃ１８柱
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈－ １． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ十二烷基硫酸钠溶液（以磷酸调ｐＨ至５． ０），梯度洗脱，检测波长盐酸小檗碱为
２６５ ｎｍ，吴茱萸碱为２２５ ｎｍ，流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为２５ ℃，进样量为１０ μＬ。结果盐酸小檗碱、吴茱萸碱质量浓度分别在２． ２５ ～
１１２． ５０ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ６）和２． ８ ～ １４０． ０ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ３）范围内与峰面积线性关系良好，平均回收率分别为９９． ７０％和
９９． １２％，ＲＳＤ分别为２． ７８％（ｎ ＝ ６）和２． ９４％（ｎ ＝ ６）；３批左金丸中盐酸小檗碱、吴茱萸碱的平均含量分别为１１０． ３７ ｍｇ ／ ｇ和
１． ２８ ｍｇ ／ ｇ（ｎ ＝ ３）。结论该方法简便、灵敏、准确、重复性好，可为制订左金丸的质量标准提供理论依据。
关键词：高效液相色谱－切换波长法；左金丸；盐酸小檗碱；吴茱萸碱；含量测定；质量标准
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

２３０，２５４，２７６ ｎｍ波长处，色谱图杂峰较多；而在２７０ ｎｍ
波长处，间苯二酚与水杨酸分离度均较好，色谱图杂峰
较少，且对测定无干扰。因此，确定检测波长为２７０ ｎｍ。

本研究中参考文献犤１１ － １４犦，考察了流动相为甲醇－
磷酸二氢钾溶液（０． １ ｍＬ ＮａＯＨ调ｐＨ至６． １４）（３５ ∶
６５、４０ ∶ ６０、２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ），甲醇－ ０． ０５％磷酸溶液（２０ ∶
８０、３０ ∶ ７０、５０ ∶ ５０，Ｖ ／ Ｖ），甲醇－ ２％乙酸溶液（２５ ∶ ７５、
２０ ∶ ８０、３５ ∶ ６５、３０ ∶ ７０，Ｖ ／ Ｖ）时等度和梯度洗脱对色谱
行为的影响，结果表明，流动相为甲醇－２％乙酸溶液、梯
度洗脱时间为１５ ｍｉｎ时，各色谱峰分离良好，无拖尾。
参考文献：
犤 １ 犦都兴东． 皮炎灵搽剂对家兔的皮肤刺激性犤 Ｊ 犦 ． 中国医院药
学杂志，２００５，２５（８）：７８９．

犤２ 犦蒋平，李娜，孙石永，等．皮炎灵搽剂外用皮肤安全性实验犤Ｊ犦．
解放军药学学报，２０１５，３１（２）：１３８ － １３９．

犤３ 犦国家药典委员会． 中华人民共和国药典（四部）犤Ｍ 犦 ． 北京：
中国医药科技出版社，２０１５．

犤４ 犦张晓霞，吕建平，张钰． 酮康唑搽剂的改进及质量控制犤 Ｊ 犦 ．
疾病监测与控制杂志，２０１５，９（１）：４６ － ４８．

犤５ 犦赵辨． 中国临床皮肤病学犤Ｍ犦． 南京：江苏科学技术出版社，
２０１０：２２７，４１４ － ４１５．

犤６ 犦陈晓亮，汪旭． 高效液相色谱法测定复方间苯二酚搽剂中
间苯二酚、水杨酸及醋酸氟轻松的含量犤 Ｊ 犦 ． 安徽医药，２０１７，
２１（１）：５３ － ５６．

犤７ 犦范菲，刘鹏鸣，李锋武，等． ＨＰＬＣ法同时测定复方水杨酸溶液
中四组分的含量犤Ｊ犦．药物分析杂志，２０１１，３１（１１）：２１８５ －２１８７．

犤８ 犦王烽． ＨＰＬＣ法测定复方醋酸氟轻松酊中水杨酸和间苯二
酚的含量犤 Ｊ 犦 ． 中国医药科学，２０１２，２（１９）：９２ － ９３．

犤９ 犦刘福，吴功柱． ＨＰＬＣ法测定复方间苯二酚洗剂中２组分的
含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药房，２００７，１８（１９）：１５０４ － １５０５．

犤１０ 犦傅承清，张晋云． ＨＰＬＣ法测定灰指灵药膏中间苯二酚、水杨
酸、苯甲酸的含量犤Ｊ犦．药学实践杂志，２００４，２２（６）：３５５ － ３５６．

犤１１ 犦陈中建，陈松，王秀丽． 用ＨＰＬＣ法同时测定水杨酸间苯
二酚火棉胶中水杨酸和间苯二酚的含量犤Ｊ犦．药学服务与研究，
２０１０，１０（２）：１５１ － １５３．

犤１２ 犦赖文红，黄力，苏芳． 含碘复方苯甲酸醇溶液的质量标
准研究犤 Ｊ 犦 ． 解放军药学学报，２０１３，２９（１）：６０ － ６２．

犤１３ 犦张娟，胡旺生． 高效液相色谱法测定硫磺霜中间苯二酚
的含量犤 Ｊ 犦 ． 时珍国医国药，２００９，２０（１１）：２８７７ － ２８７７．

犤１４ 犦王晓青，刘皈阳，马建丽，等．反相高效液相色谱法同时测定皮
肤墨水中间苯二酚和苯酚含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药业，２０１４，２３（９）：
３３ － ３４．
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ｗｉｔｈ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ２． ２５ － １１２． ５０ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ６） ａｎｄ ２． ８ － １４０． ０ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ３），ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ９９． ７０％ ａｎｄ ９９． １２％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅ ＲＳＤｓ ｗｅｒｅ ２． ７８％（ｎ ＝ ６）ａｎｄ ２． ９４％（ｎ ＝ ６），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ
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表１ 梯度洗脱程序
时间（ｍｉｎ）

０
５
１０

流动相Ａ（％）
７５
７５
５５

流动相Ｂ（％）
２５
２５
４５

时间（ｍｉｎ）
１６
２４

流动相Ａ（％）
３５
３５

流动相Ｂ（％）
６５
６５

左金丸源自元代朱丹溪《丹溪心法·火六》犤 １ 犦，由黄
连和吴茱萸组方，两者配伍，有泻火疏肝、和胃止痛功
效，可用于肝火犯胃而见吞酸、胃痛之证犤 ２ 犦，临床多用于
肝火犯胃型急慢性胃炎犤 ３ 犦、反流性食管炎犤 ４ 犦、慢性糜烂
性胃炎犤 ５ 犦、腹泻型肠易激综合征犤 ６ 犦、胆汁反流性胃炎犤 ７ 犦等
胃肠道疾病的治疗。黄连Ｃｏｐｔｉｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｆｒａｎｃｈ． 为毛
茛科植物黄连的干燥根茎，具有清热燥湿、泻火解毒功
效，主要成分为盐酸小檗碱犤 ２，８ 犦。吴茱萸Ｅｕｏｄｉａ ｒｕｔａｅ
ｃａｒｐａ 牗 Ｊｕｓｓ． 牘 Ｂｅｎｔｈ． 为芸香科植物吴茱萸的干燥近成熟
果实，具有散寒止痛、降逆止呕功效，主要成分为吴茱萸
碱犤 ２，９ 犦。现有报道多集中于单一成分的研究，或将两者在
同一波长下测定。对此，本研究中采用高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）－切换波长法同时测定左金丸中盐酸小檗碱、
吴茱萸碱含量，为其质量控制提供理论依据。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０型ＨＰＬＣ仪，包括Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃｈｅｍ化学工
作站、Ｇ４２１２Ｂ型ＤＡＤ双波长切换检测器（美国Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）；Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＡＱ Ｃ１８色谱柱牗月旭科技＜上海＞股份
有限公司牘；ＡＧ１３５型电子分析天平（瑞士Ｍｅｔｔｌｅｒ －
Ｔｏｌｅｄｏ公司）；ＢＰ１２１Ｓ型电子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司）；ＫＱ － ３００ＥＳ型超声波清洗仪（昆山市超声仪器
有限公司）。
１． ２ 试药

盐酸小檗碱对照品（批号为１１０７１３ － ２００６０９）、吴
茱萸碱对照品（批号为１１０８０２ － ２００６０６牘，供含量测定用，
均购自中国食品药品检定研究院；左金丸（厦门中药厂
有限公司，国药准字Ｚ３５０２００３３，批号分别为２０１６０４０６，
２０１６０５１０，２０１６１８１２，规格为每１２丸约１ ｇ）；乙腈、十二
烷基硫酸钠溶液、磷酸、甲醇均为色谱纯，其余试剂均为
分析纯，水为纯化水。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＡＱ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈（Ａ）－ １． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 十二烷基硫酸钠溶液
（以磷酸调ｐＨ至５． ０，Ｂ），梯度洗脱（洗脱程序见表１）；

检测波长：盐酸小檗碱为２６５ ｎｍ、吴茱萸碱为２２５ ｎｍ；
流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：２５ ℃；进样量：１０ μＬ。

２． ２ 溶液制备
称取盐酸小檗碱、吴茱萸碱对照品各适量，精密称

定，加甲醇制成两者质量浓度分别为４５０ μｇ ／ ｍＬ和
５６０ μｇ ／ ｍＬ的溶液，即得混合对照品溶液。称取样品适
量，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇１００ ｍＬ，
称定质量，超声（功率为２５０Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）处理４５ｍｉｎ，
放至室温，再次称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇
匀，得溶液１；精密吸取该溶液１０ ｍＬ置１００ ｍＬ容量瓶
中，加甲醇定容，摇匀，经０． ４５ μｍ微孔滤膜滤过，取续
滤液，即得供试品溶液。按左金丸处方制备缺黄连、吴茱
萸药材的阴性对照样品，再按供试品溶液制备方法制备
阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

系统适用性试验：取２． ２项下混合对照品溶液、阴
性对照品溶液适量，按２． １项下色谱条件分别在波长为
２６５ ｎｍ和２２５ ｎｍ时进样测定，记录色谱图，见图１。理
论板数以盐酸小檗碱峰计应不小于３ ０００，以吴茱萸碱
峰计应不小于４ ０００，分离度均大于１． ５。

专属性试验：取２． ２项下供试品溶液、阴性对照品
溶液适量，按２． １项下色谱条件分别在波长为２６５ ｎｍ
和２２５ ｎｍ时进样测定，记录色谱图，见图１。在２６５ ｎｍ
波长处盐酸小檗碱阴性对照无干扰，在２２５ ｎｍ波长处
吴茱萸碱阴性对照无干扰，表明方法专属性良好。

耐用性试验：依法制备供试品溶液，分别改变色谱
柱品牌及型号、柱温、流速，按２． １项下色谱条件进样测
定。结果见表２。可见，在一定条件下，改变色谱柱品牌
及型号、柱温、流速，不影响样品含量测定。

线性关系考察：分别各称取盐酸小檗碱、吴茱萸碱
对照品适量，精密称定，以甲醇溶解，制成盐酸小檗碱质
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注：Ａ，Ｂ，Ｃ检测波长为２６５ ｎｍ；Ａ′，Ｂ′，Ｃ′检测波长为２２５ ｎｍ。
１． 盐酸小檗碱 ２． 吴茱萸碱

Ａ，Ａ′． 混合对照品溶液 Ｂ，Ｂ′． 供试品溶液 Ｃ，Ｃ′． 阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱
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表２ 耐用性试验结果

条件
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色谱柱

柱温

流速

Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＡＱ Ｃ１８柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）
ＳｙｎｃｒｏｎｉｓＴＭ Ｃ１８柱牗 ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）
２５ ℃
３０ ℃
３５ ℃
０． ８ ｍＬ ／ ｍｍ
１． ０ ｍＬ ／ ｍｍ
１． ２ ｍＬ ／ ｍｍ

Ａ
１１７． ０３
１１５． ４６
１１９． ０１
１１５． ４８
１１６． １５
１１６． ５３
１１７． ０２
１１５． ７３

Ｂ
０． ９８
１． ０５
１． １０
１． ０５
１． ０２
１． ０７
０． ９８
０． ９２

Ａ

０． ８６

０． ９７

０． ８５

Ｂ

０． ９３

０． ８１

０． ７４

注：Ａ为盐酸小檗碱，Ｂ为吴茱萸碱。表３同。
量浓度分别为０，２． ２５，４． ５０，２２． ５０，１１２． ５０ μｇ ／ ｍＬ，
吴茱萸碱质量浓度分别为０，２． ８０，５． ６０，２８． ００，
１４０． ００ μｇ ／ ｍＬ的系列单一对照品溶液。按２． １项下色
谱条件进样测定，记录峰面积。以峰面积（Ｙ）为纵坐标、
对照品溶液质量浓度（Ｘ，μｇ ／ ｍＬ）为横坐标绘制标
准曲线，得盐酸小檗碱、吴茱萸碱回归方程分别为
Ｙ ＝ ２７ ４０９Ｘ － １ ０６３，ｒ ＝ ０． ９９９ ６（ｎ ＝ ５）；Ｙ′ ＝ １８ ０７５Ｘ′ －
１ ３２６，ｒ ＝ ０． ９９９ ３（ｎ ＝ ５）。盐酸小檗碱、吴茱萸碱质量
浓度线性范围分别为２． ２５ ～ １１２． ５０ μｇ ／ ｍＬ和２． ８ ～
１４０． ０ μｇ ／ ｍＬ。

精密度试验：精密量取混合对照品溶液适量，共６份，
按２． １项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果盐酸
小檗碱、吴茱萸碱峰面积的ＲＳＤ分别为１． １５％ ，
１． ３９％（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密量取供试品溶液（批号为
２０１６０５１０）适量，分别于室温下放置０，２，４，１２，２４，３６ ｈ
时按２． １项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果盐
酸小檗碱、吴茱萸碱峰面积的ＲＳＤ为１． ４３％和１． ２６％
（ｎ ＝ ６），表明供试品溶液在室温下放置３６ ｈ内稳定。

重复性试验：取样品（批号为２０１６０５１０）适量，依法
制备供试品溶液，按２． １项下色谱条件进样测定，记录
峰面积。结果盐酸小檗碱、吴茱萸碱峰面积的ＲＳＤ为
１． ０７％和１． ５４％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密量取样品（批号为２０１６０５１０）
适量，共１２份，分别精密加入一定量的盐酸小檗碱、吴
茱萸碱对照品溶液（各６份），依法制备供试品溶液，按
２． １项下色谱条件进样测定，记录峰面积，计算加样回
收率。结果见表３。
２． ４ 样品含量测定

分别称取不同批号的样品适量，依法制备供试品
溶液，按２． １项下色谱条件进样１０ μＬ，测定样品中
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Ａ
１０８． ４５０
１０８． ２９０
１０９． １２０
１０４． ５６０
１０７． ３６０
１０９． ２７０

Ｂ
１． １７０
１． １２０
１． ０９０
１． １３０
１． １６０
１． ０８０

Ａ
１１０
１１０
１１０
１１０
１１０
１１０

Ｂ
１
１
１
１
１
１

Ａ
２１６． ７２３
２１７． ９０５
２１８． ８２３
２１７． ４６４
２１２． ０９１
２２２． ０７５

Ｂ
２． ２０５
２． ０８１
２． ０６４
２． １２６
２． １２７
２． ０９４

Ａ
９８． ４３
９９． ６５
９９． ７３
１０２． ６４
９５． ２１
１０２． ５５

Ｂ
１０３． ５０
９６． １０
９７． ４０
９９． ６０
９６． ７０
１０１． ４０

Ａ

９９． ７０

Ｂ

９９． １２

Ａ

２． ７８

Ｂ

２． ９４

样品含量（ｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

表４ 样品含量测定结果（ｍｇ ／ ｇ，ｎ ＝ ３）
批号

２０１６０４０６
２０１６０５１０
２０１６０８１２
Ｘ（％）
ＲＳＤ（％）

盐酸小檗碱
１１０． ０６
１１０． ４３
１１０． ６２
１１０． ３７
０． ８７

吴茱萸碱
１． ３９
１． ２１
１． ２３
１． ２８
０． ５２
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表３ 加样回收试验结果牗 ｎ ＝ ６ 牘

盐酸小檗碱和吴茱萸碱的峰面积，按外标法计算含
量。结果见表４。

３ 讨论
３． １ 流动相选择

预试验中，参考文献犤 １０ － １１ 犦，考察了乙腈（Ａ）－
１． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ十二烷基硫酸钠溶液、乙腈（Ａ）－
１． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ十二烷基硫酸钠溶液（以磷酸调ｐＨ至
５． ０）－水（含０． ０５％甲酸）－乙腈（Ｂ）、乙腈－ ０． ０４％磷
酸溶液为流动相时，盐酸小檗碱、吴茱萸碱色谱峰的出
峰情况。结果表明，当流动相为乙腈（Ａ）－ １． ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
十二烷基硫酸钠溶液（以磷酸调ｐＨ至５． ０ ）时，上述
２种成分峰形完整、清晰可辨。
３． ２ 检测波长选择

预试验中采用全波长扫描法，将供试品溶液置０ ～
４００ ｎｍ波长范围内扫描，结果在２６５ ｎｍ和２２５ ｎｍ波
长时，盐酸小檗碱、吴茱萸碱均有色谱峰出现，但２６５ ｎｍ
波长处吴茱萸碱峰形杂乱、不明显，而盐酸小檗碱峰形
尖锐，图形对称，保留时间适中；２２５ ｎｍ波长处盐酸小
檗碱峰形易受其他物质干扰，而吴茱萸碱则峰形完整、
清晰，周围无杂峰。因此选择双波长测定上述２种成分，
保证了试验结果的准确可靠。
３． ３ ｐＨ选择

用反相离子对色谱法分析碱性成分时，碱性成分的
色谱行为会随流动相ｐＨ的变化而有较大改变犤 １２ 犦。预试
验中考察了不同ｐＨ（３． ５，５． ０，６． ５）对盐酸小檗碱、吴茱
萸碱色谱行为的影响。结果表明，当ｐＨ较低时（ｐＨ≤
３． ５），各色谱峰出峰时间过长，其原因可能与离子对的
稳定常数有关；当ｐＨ较高时（ｐＨ≥６． ５），上述２种成分
色谱峰未能达到完全基线分离，部分色谱峰峰形对称性

差；当ｐＨ为５． ０ 时，各色谱峰分离效果较好，峰形尖
锐、对称性好，保留时间适中，有利于供试品溶液的分析
测定。因此以磷酸调流动相ｐＨ至５． ０。
３． ４ 洗脱条件选择

预试验中考察了等度洗脱和不同比例的梯度洗脱，
最终确定，在上述梯度洗脱程序下，４０ ｍｉｎ内可检出供
试品溶液中的盐酸小檗碱及吴茱萸碱。

综上所述，本研究中建立的ＨＰＬＣ －切换波长法简
便、灵敏、准确、重复性好，可为制订左金丸的质量标准
提供理论依据。
参考文献：
犤 １ 犦陈永灿． 左金丸临证思考犤 Ｊ 犦 ． 江苏中医药，２０１５，４７（１１）：
６３ － ６４．

犤２ 犦国家药典委员会． 中华人民共和国药典（一部）犤Ｍ 犦 ． 北京：
中国医药科技出版社，２０１５：７６３ － ７６４．

犤３ 犦华晓东，芮菁，任变文． 左金丸对胃肠道的调节作用犤 Ｊ 犦 ．
药物评价研究，２０１７，４０（２）：１９０ － １９５．

犤４ 犦李力强，张贵锋，曾艺文，等．左金丸加味辨证治疗反流性食管炎
的临床研究犤Ｊ犦．中药新药与临床药理，２０１６，２７（２）：２８６ －２９０．

犤５ 犦于亚杰． 柴胡疏肝散合左金丸治疗慢性糜烂性胃炎的临床
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