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２０１５年版《中国药典（一部）》中黄连的盐酸小檗碱、黄柏的
盐酸小檗碱，甘草的甘草苷、甘草酸，苦参的苦参碱、氧化

苦参碱等指标成分的检测波长，曾分别于２３０，２６５，３４０ｎｍ
波长处进行预试验，结果甘草苷、甘草酸峰高较低，分离度

差，基线噪音影响大，定量不准确。盐酸小檗碱峰高相对较

高，样品干扰少，分离度好，且基线平稳，适合作为含量测

定指标成分，故选择盐酸小檗碱最大吸收波长 ２６５ｎｍ
作为喉蛾散中盐酸小檗碱含量测定的紫外检测波长。

３．２ 流动相选择犤７－１０犦

曾选择乙腈－１．５％磷酸溶液、乙腈－水、乙腈－
０．０５％磷酸溶液、甲醇 －水等流动相系统进行预试验，
结果显示，采用乙腈－０．０５％磷酸溶液作为流动相梯度
洗脱，供试品溶液中盐酸小檗碱与其他峰分离较好，故

选其作为流动相。

３．３ 提取溶剂选择犤１１－１２犦

在原供试品溶液制备方法基础上考察了不同提

取溶剂（７０％甲醇、乙醇、７０％乙醇、５０％乙醇、３０％
乙醇、水）对含量测定指标成分的影响，以水为溶剂

进行提取时，盐酸小檗碱的含量明显降低，７０％甲醇
和 ７０％乙醇的差异不大，因甲醇具有中枢神经系统
毒性，故选用乙醇体系的溶剂。分别对不同比例的乙

醇提取溶剂进行比较，发现 ７０％乙醇为提取溶剂时
得到的盐酸小檗碱的含量最高，故最终选择７０％乙醇
为提取溶剂。
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反相高效液相色谱法测定蒙药材灰绿黄堇中原阿片碱含量

郭宝凤 １，２，周雪梅 １，２△

（１．内蒙古自治区药品检验研究院，内蒙古 呼和浩特 ０１００１０； ２．内蒙古自治区中蒙药标准研究重点实验室，
内蒙古 呼和浩特 ０１００１０）

摘要：目的 建立测定蒙药材灰绿黄堇中原阿片碱含量的反相高效液相色谱法。方法 采用色谱柱ＡｌｌｔｉｍａＣ１８－ＯＤＳ柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），流动相为甲醇－０．１％磷酸溶液（三乙胺调 ｐＨ至６．０，１５∶８５，Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２８９ｎｍ，柱温为３５℃，进
样量为 １０μＬ。结果 原阿片碱进样量在 １０７．４４～１６１１．５５ｎｇ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９）；平均回收率为 ９７．０５％，
ＲＳＤ为２．１１％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便、快速，可用于蒙药材灰绿黄堇中原阿片碱的含量测定。

关键词：灰绿黄堇；反相高效液相色谱法；原阿片碱；含量测定
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样品

Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５

来源

采于内蒙古巴彦淖尔市牗１牘
采于内蒙古巴彦淖尔市牗２牘
采于内蒙古巴彦淖尔市牗３牘
采于内蒙古巴彦淖尔市牗４牘
采于内蒙古巴彦淖尔市牗５牘

样品

Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０

来源

内蒙古巴盟乌拉特后旗蒙医院

采于内蒙古巴盟乌拉特后旗

采于内蒙古包头市

采于内蒙古阿拉善牗春季牘
采于内蒙古阿拉善牗秋季牘
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ｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｏｆｐｒｏｔｏｐｉｎｅｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｈｅｐｅａｋａｒｅａｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ
１０７．４４－１６１１．５５ｎｇ（ｒ＝０．９９９９），ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓ９７．０５％ ａｎｄｔｈｅ ＲＳＤ ｗａｓ２．１１％（ｎ＝６）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅａｎｄｑｕｉｃｋ，ｗｈｉｃｈｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｏｐｉｎｅｉｎＭｏｎｇｏｌｉａｎｍｅｄｉｃｉｎａｌｈｅｒｂＣｏｒｙｄａｌｉｓａｄｕｎｃａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｏｒｙｄａｌｉｓａｄｕｎｃａ；ｒｅｖｅｒｓｅｐｈａｓｅ－ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｐｒｏｔｏｐｉｎｅ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

－１０
－２０

ｍＡＵ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０
ｔ／ｍｉｎ λ／ｎｍ

６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

－１０
－２０
１９０ ３００ ４００ ５００ ６００ ７００ ８００

ｍＡＵ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０
ｔ／ｍｉｎ λ／ｎｍ

６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

－１０
－２０
１９０ ３００ ４００ ５００ ６００ ７００ ８００

５０
４０
３０
２０
１０
０
－２

１

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

２６．７６０
２２３．０

２８９．０
２３９．７

１２６．９７３

２
４３．４７３

２２１．０

２８８．９
２３４．８

１．原阿片碱
Ａ．供试品溶液色谱图 Ｂ．供试品溶液光谱图 Ｃ．对照品溶液色谱图 Ｄ．对照品溶液光谱图

图１ 灰绿黄堇反相高效液相色谱图及光谱图

表１ 样品信息来源蒙医常用灰绿黄堇作“地格达”使用，效果较好，但作

为蒙药材，现暂无质量标准，未能对该产品的质量进行监

控。灰绿黄堇（蒙医名为柴布日－萨巴乐干纳），为罂粟科
紫堇属植物灰绿黄堇 ＣｏｒｙｄａｌｉｓａｄｕｎｃａＭａｘｉｍ．的干燥全
草，功能主治为清热解毒、消炎、凉血、解毒、利尿，用于治

疗时疫感冒、咽喉肿痛、疔疮肿痛等犤１－５犦。灰绿黄堇主要含

有紫堇碱、去氢紫堇碱、二氢血根碱、延胡索乙素等多种生

物碱类成分犤３－５犦，有镇痛、止咳、松弛平滑肌、平喘、抗菌的

作用犤６－７犦。本研究中采用反相高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）法
对蒙药材灰绿黄堇中原阿片碱含量进行了测定，为灰绿黄

堇的质量控制提供了定量检测方法。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＤｉｏｎｅｘＵ－３０００型双三元型高效液相色谱仪（带二

极管阵列检测器，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＭＥ５型
电子天平牗德国赛多利斯公司，精度为百万分之一牘；
ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ－１００型电子天平（瑞士梅特勒 －托利多公
司，精度为万分之一）；ＡＳ５１５０Ａ型超声清洗仪（昆山市
超声仪器有限公司，功率为５００Ｗ，频率为５０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

紫堇灵对照品（批号为 １１１７３４－２００６０１），延胡索
乙素对照品（批号为 １１０７２６－２０１２１３），盐酸巴马汀对
照品（批号为１１０７３２－２００５０６），原阿片碱对照品（批号
为 １１０８５３－２０１４０４），盐酸黄连碱对照品（批号为
１１２０２６－２０１６０１），均购自中国食品药品检定研究院；甲
醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯，水为离子交换

高纯水；１０批灰绿黄堇为蒙医医院提供或自采样品，样
品信息见表１。所有样品均由内蒙古自治区药品检验研
究院主任中药师周雪梅鉴定为正品。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＡｌｌｔｉｍａＣ１８－ＯＤＳ柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：甲醇 －０．１％磷酸溶液（三乙胺调 ｐＨ至 ６．０，
１５∶８５，Ｖ／Ｖ）；检测波长：２８９ｎｍ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温：３５℃；进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

取原阿片碱对照品适量，精密称定，加甲醇制成每

１ｍＬ含 ６０μｇ的溶液，即得对照品溶液。取样品粉末
（过３号筛）约 ２ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加
入甲醇５０ｍＬ，密塞，称定质量，超声处理（功率为２５０Ｗ，
频率为５０ｋＨｚ）６０ｍｉｎ，取出，放冷，再称定质量，用甲醇
补足减失的质量，摇匀，取续滤液，即得供试品溶液。

２．３ 方法学考察
系统适用性试验：精密吸取上述２种溶液各１０μＬ，

分别注入色谱仪，按拟订色谱条件进样测定。供试品溶液色

谱中，在与对照品溶液色谱相应位置上显相同的色谱峰且

光谱图一致。理论板数以原阿片碱峰计为１０７３２，分离度为
６．７。理论板数以原阿片碱峰计不小于４０００。详见图１。

线性关系考察：取原阿片碱对照品（含量为

９９．７７％）５．３８８ｍｇ，置５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇使溶解，
并稀释至刻度，精密吸取２，５，１０，１５，２０μＬ注入液相色
谱仪，按拟订色谱条件进样测定，以进样量（Ｃ）为横坐
标、峰面积（Ａ）为纵坐标进行线性回归，得回归方程
Ａ＝０．０２０８Ｃ－０．０２６６０．０４０８（ｒ＝０．９９９９）。结果表
明，原阿片碱进样量在１０７．４４～１６１１．５ｎｇ范围内与峰
面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取同一对照品溶液 １０μＬ，重
吸光度 ／％ 吸光度 ／％
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取样量（ｇ）

１．００６６
１．００５１
１．００５０
１．００２３
１．００２２
１．０００７

样品含量（ｍｇ）

１．５９８４
１．５９６０
１．５９５９
１．５９１６
１．５９１４
１．５８９１

加入量（ｍｇ）

１．４６５０
１．４６５０
１．４６５０
１．４６５０
１．４６５０
１．４６５０

测得量（ｍｇ）

２．９９１１
３．００１０
３．０６４５
３．０４４２
３．００２８
２．９９００

回收率（％）

９５．０６
９５．９０
１００．２５
９９．１５
９６．３４
９５．６２

Ｘ（％）

９７．０５

ＲＳＤ（％）

２．１１

样品

Ｓ１

Ｓ２

Ｓ３

Ｓ４

Ｓ５

含量

１．６１７７

１．６１７８

１．３８７１

１．４０３０

１．５２５７

１．５５４９

１．３６４５

１．３９１０

１．２４９９

１．２２４７

平均含量（按干燥品计）

１．６２

１．４０

１．５４

１．３８

１．２４

样品

Ｓ６

Ｓ７

Ｓ８

Ｓ９

Ｓ１０

含量

１．８８９７

１．８９９１

０．８４７２

０．８４７０

１．５７１０

１．５５６３

０．４３４４

０．４３４２

１．５１７９

１．５００５

平均含量（按干燥品计）

１．８９

０．８５

１．５６

０．４３

１．５１
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表２ 原阿片碱加样回收试验结果（ｎ＝６）

复进样５次，计算原阿片碱峰面积积分值。结果的 ＲＳＤ
为０．６８％（ｎ＝５），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于２，４，６，８，
１２，２４ｈ时进样１０μＬ，依法测定，计算原阿片碱峰面积
积分值。结果的 ＲＳＤ为 ０．７５％（ｎ＝２），表明供试品溶
液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取同一供试品（Ｓ１）６份，依法制备供
试品溶液，按拟订色谱条件测定原阿片碱含量。结果原阿

片碱平均含量为１．５８８ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为１．７５％（ｎ＝６），表
明方法重复性良好。

加样回收试验：取同一供试品（Ｓ１），含量为１．５８８ｍｇ／ｇ）
６份，各１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，分别精密加入
对照品溶液 ２５ｍＬ（质量浓度为 ０．０５８６ｍｇ／ｍＬ），精密
加甲醇 ２５ｍＬ，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件
测定原阿片碱含量，计算回收率。结果见表２。

耐用性试验：换不同厂家、不同型号的色谱柱，按拟

订色谱条件进样测定，色柱谱为ＡｌｌｔｉｍａＣ１８，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
Ｃ１８，ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８，ＳｈｉｍａｄｚｕＣ１８，色谱柱分离度均大于１．５，
测得平均含量分别为 １．５９，１．６１，１．６０，１．５７ｍｇ／ｇ。与
本研究中采用的ＡｌｌｔｉｍａＣ１８柱测得平均含量牗１．５９ｍｇ／ｇ牘
相对误差分别为０．６２％，０．３２％，０．６４％。不同厂家、不
同型号的色谱柱对测定结果无影响。

２．４ 样品含量测定
取１０批供试品，依法制备供试品溶液，按拟订色谱

条件进行测定。结果见表３。

３ 讨论

３．１ 色谱条件选择
本研究中对流动相犤甲醇－０．１％磷酸溶液（三乙胺调

ｐＨ至６．０）、甲醇－０．１％磷酸溶液、乙腈－０．１％磷酸溶
液（三乙胺调 ｐＨ至６．０）、乙腈－０．１％磷酸溶液犦、柱温
（３０℃、３５℃、４０℃）进行考察。结果柱温３５℃、流动相甲
醇－０．１％磷酸溶液（三乙胺调ｐＨ至６．０）的色谱条件下
等度洗脱时，各色谱峰与相邻峰分离较好，且基线平稳。

３．２ 检测波长选择
通过二极管阵列检测器对对照品在 ８００～１９０ｎｍ

波长范围内进行光谱扫描，结果原阿片碱在 ２８９．３ｎｍ
皮长处有最大吸收峰，参照文献犤２，６－７犦。故选择测定
波长为２８９ｎｍ。
３．３ 指标成分选择

本研究中采用 ＲＰ－ＨＰＬＣ法建立蒙药材灰绿黄堇
的含量测定，曾摸索盐酸罂粟碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗

碱、延胡索乙素、盐酸药根碱、盐酸黄连碱、原阿片碱的含

量测定方法犤８－１４犦。结果灰绿黄堇色谱图中没有与盐酸罂粟

碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、延胡索乙素、盐酸药根碱保

留时间一致的色谱峰，或虽保留时间一致，但光谱图不同，

供试品色谱图中有与原阿片碱和盐酸黄连碱保留时间一

致的色谱峰，且光谱图一致，分离效果较好，盐酸黄连碱含

量较低，故以原阿片碱为指标成分建立含量测定方法。

３．４ 提取方法选择
比较了甲醇加热回流和超声提取２种方法，结果差

异不明显，因超声提取更简便、易行，故选择超声提取法。

分别比较了甲醇浸泡 １ｈ后超声和直接超声提取 ２种
方法，结果差异不大，故选择甲醇超声提取。比较了超声

处理（功率为２５０Ｗ，频率为５０ｋＨｚ）３０，６０，１２０ｍｉｎ，进
行试验，按拟订色谱条件测定，结果超声处理６０ｍｉｎ后
原阿片碱的含量不再增加，故确定超声时间为６０ｍｉｎ。
３．５ 方法评价

本研究中建立了测定原阿片碱含量的 ＲＰ－ＨＰＬＣ
法，该方法，简便、准确，可作为灰绿黄堇质量控制的定

量方法。
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