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马尾连又名马尾黄连，出自《本草纲目拾遗》，为毛

茛科植物金丝马尾连、昭通唐松草、贝加尔唐松草、多叶

唐松草、高原唐松草等的根及根茎，性寒，味苦，归心、

肝、大肠经，具清热燥湿、泻火解毒之功效，主治湿热泻

痢、黄疸、疮疡肿毒、目赤肿痛、感冒发热、癌肿犤１犦２６３－２６８。

硬水黄连为其近缘药用植物，又名水黄连、黄脚鸡等，为

毛茛科植物短梗箭头唐松草的根或全草。《百草镜》载：

“水黄连，打箭炉出者，形细长，少硬刺，较重于他连，以

皮肉带青色者为佳。出小西天者，色黑有毛者佳，无毛光

黄者次之。”其味苦、性寒，归肝、肺、大肠经，具清热解

毒、利湿退黄、止痢之功效，常用于治疗黄疸、痢疾、肺热

咳嗽、鼻疳等犤１犦２７４－２７５。两种药用资源均富含多种生物碱及

黄酮苷类等成分犤２－５犦。目前，仅将小檗碱作为马尾连的

指标性成分，硬水黄连则无相关质量研究报道犤６－７犦。药

理学研究表明，唐松草属植物中生物碱成分具有显著抗

肿瘤、抗血小板聚集、抗硅肺、抗病毒、抗菌等作用犤８－１０犦。

高效液相色谱法同时测定马尾连及硬水黄连提取物中

４种生物碱类成分含量
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 建立同时测定近缘植物马尾连和硬水黄连提取物中木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱４种生物碱类成分含量的高效液相
色谱法。方法 色谱柱为 ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为０．１％磷酸水溶液加０．３％十二烷基硫酸钠 －
乙腈（梯度洗脱），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２６８ｎｍ，柱温为３５℃，进样量为 １０μＬ。结果 木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱质量

浓度分别在２．１５８～８６．３００ｍｇ／Ｌ、５．６９５～２２７．８００ｍｇ／Ｌ、３．８１５～１５２．６００ｍｇ／Ｌ、４．４８８～１７９．５００ｍｇ／Ｌ范围内与峰面积线性关系良
好；精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于３％牗ｎ＝６牘；马尾连提取物中木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱的平均加样回收率分别
为 ９８．９４％，９９．２７％，９９．７０％，９９．１１％，ＲＳＤ分别为 ０．９６％，０．８０％，１．１９％，１．５２％（ｎ＝６），含量分别为 ０．７９７，２．５３２，１．５９１，

１．７４７ｍｇ／ｇ；硬水黄连提取物中黄连碱和小檗碱的平均加样回收率分别为９８．４８％和９８．９０％，ＲＳＤ分别为１．１３％和１．８５％（ｎ＝６），
含量分别为１．９６０，２．４０１ｍｇ／ｇ。结论 该方法简便快捷，准确度高，重复性和稳定性均较好，可用于木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱

４种生物碱类成分的含量测定。
关键词：马尾连；硬水黄连；木兰花碱；药根碱；黄连碱；小檗碱；高效液相色谱法；含量测定
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１．木兰花碱 ２．药根碱 ３．黄连碱 ４．小檗碱

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．马尾连提取物供试品溶液 Ｃ．硬水黄连提取物供试品溶液
图１ 高效液相色谱图
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两者性味、功效相同，但其归经及其他药理作用有差异。

本研究中提取纯化制备马尾连和硬水黄连提取物，建立

了同时测定各提取物中木兰花碱、药根碱、黄连碱及小

檗碱含量的高效液相色谱法。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＣ－２０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津制作所株式
会社）；ＲＥ２０００型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；
ＴｏｐＰｅｔｔｅ型微量移液器（大龙兴创实验仪器 ＜北京 ＞有
限公司）；ＰＲＭ－１０１２Ｘ型超声清洗机（宁波博尔超声波
设备有限公司，功率为 ７２０Ｗ，频率为 ２５ｋＨｚ）；
ＤＺＦ６０３０型真空干燥机（上海丙林电子科技有限公司）；
ＭＳ１０５／Ａ型电子天平（梅特勒 －托利多国际贸易 ＜上
海＞有限公司，精度为０．０１ｍｇ）。
１．２ 试药

木兰花碱对照品（展舒生物科技有限公司，批号为

２１４１０９５，纯度≥９９％）；盐酸药根碱对照品（批号为
１１０７３３－２０１６０９，纯度≥８９．５％），盐酸黄连碱对照品
（批号为１１２０２６－２０１８０２，纯度≥９４％），盐酸小檗碱对
照品（批号为１１０７１３－２０１８１４，纯度≥８６．７％），均购于
中国食品药品检定研究院；马尾连提取物（批号分别为

２０２００９２４，２０２００９３０，２０２０１００９），硬水黄连提取物（批号
分别为２０２０１０１４，２０２０１０２０，２０２０１０２３），均为本实验室
自制；乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为娃哈哈

纯净水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：０．１％磷酸水溶液加 ０．３％十二烷基硫
酸钠（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～８ｍｉｎ时 １０％Ｂ→
２３％Ｂ，８～２０ｍｉｎ时 ２３％Ｂ→４７％Ｂ，２０～２８ｍｉｎ时
４７％Ｂ～８５％Ｂ，２８～３５ｍｉｎ时 ８５％Ｂ→９５％Ｂ）；流速：
１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２６８ｎｍ；柱温：３５℃；进样量：１０μＬ。

２．２ 马尾连和硬水黄连提取物制备

称取干燥的马尾连适量，粉碎，过２０目筛，加１２倍
量纯净水回流提取 １次，再加 ８倍量纯净水回流提
取１次，合并提取液，减压浓缩至相对密度为１．３，加乙
醇醇沉至醇含量为 ５０％，静置 ２４ｈ，离心，取上清液，
浓缩至无醇味，采用 ００１×７阳离子树脂进行吸附，用
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的氨水溶液进行洗脱，收集氨水洗脱液，浓
缩，浓缩液上 ２０１×４阴离子树脂，纯净水洗脱，浓缩纯
净水洗脱液，真空干燥，即得马尾连提取物。硬水黄连提

取物制备过程同马尾连。

２．３ 溶液制备

取木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱对照品各适

量，精密称定，置 １００ｍＬ容量瓶中，加适量乙腈溶解并
定容，制备得木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱质量浓

度分别为 ８６．３０，２２７．８０，１５２．６０，１７９．５０ｍｇ／Ｌ的混合
对照品溶液。取马尾连及硬水黄连提取物各１００ｍｇ，精密
称定，置１０ｍＬ容量瓶中，用纯净水超声溶解，加乙腈定容，
摇匀，过０．４５μｍ滤膜，取续滤液，即得相应供试品溶液。
２．４ 方法学考察

专属性试验：取 ２．３项下混合对照品溶液、２．２项
下马尾连和硬水黄连提取物供试品溶液各适量，按２．１
项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果木兰花碱、药

根碱、黄连碱、小檗碱 ４种生物碱类成分的分离度均良
好，表明方法专属性良好。色谱图见图１。

线性关系考察：精密吸取２．３项下混合对照品溶液
适量，加乙腈稀释为含木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗

碱质量浓度分别为２．１５７５，４．３１５０，８．６３００，２１．５７５０，
４３．１５００，８６．３０００ｍｇ／Ｌ，５．６９５０，１１．３９００，２２．７８００，
５６．９５００，１１３．９０００，２２７．８０００ｍｇ／Ｌ，３．８１５０，７．６３００，
１５．２６００，３８．１５００，７６．３０００，１５２．６０００ｍｇ／Ｌ，４．４８７５，
８．９７５０，１７．９５００，４４．８７５０，８９．７５００，１７９．５０００ｍｇ／Ｌ
的系列对照品溶液，按２．１项下色谱条件进样分析，以
峰面积（Ａ）为纵坐标、对照品溶液质量浓度（Ｃ，ｍｇ／Ｌ）

·检验检测·
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提取物

马尾连

硬水黄连

成分

Ａ

Ｂ

Ｃ

Ｄ

Ｃ

Ｄ

取样量

（ｍｇ）

５０．２１
５０．０７
５０．１１
５０．１２
５０．３２
５０．１４
５０．２１
５０．０７
５０．１１
５０．１２
５０．３２
５０．１４
５０．２１
５０．０７
５０．１１
５０．１２
５０．３２
５０．１４
５０．２１
５０．０７
５０．１１
５０．１２
５０．３２
５０．１４
５０．１９
５０．０６
５０．２８
５０．１３
５０．０９
５０．３４
５０．１９
５０．０６
５０．２８
５０．１３
５０．０９
５０．３４

样品含量

（μｇ）

３９．９６７２
３９．８５５７
３９．８８７６
３９．８９５５
４０．０５４７
３９．９１１４
１２６．４２８８
１２６．０７６３
１２６．１７７０
１２６．２０２２
１２６．７０５８
１２６．２５２５
７９．０３０５
７８．８１０２
７８．８７３１
７８．８８８９
７９．２０３７
７８．９２０４
８６．９６３７
８６．７２１２
８６．７９０５
８６．８０７８
８７．１５４２
８６．８４２５
９５．５６１８
９５．３１４２
９５．７３３１
９５．４４７５
９５．３７１４
９５．８４７４
１１９．４０２０
１１９．０９２７
１１９．６１６１
１１９．２５９３
１１９．１６４１
１１９．７５８９

加入量

（μｇ）

４３．１５００
４３．１５００
４３．１５００
４３．１５００
４３．１５００
４３．１５００
１１３．９０００
１１３．９０００
１１３．９０００
１１３．９０００
１１３．９０００
１１３．９０００
７６．３０００
７６．３０００
７６．３０００
７６．３０００
７６．３０００
７６．３０００
８９．７５００
８９．７５００
８９．７５００
８９．７５００
８９．７５００
８９．７５００
９５．３７５０
９５．３７５０
９５．３７５０
９５．３７５０
９５．３７５０
９５．３７５０
１１２．１８７５
１１２．１８７５
１１２．１８７５
１１２．１８７５
１１２．１８７５
１１２．１８７５

测得量

（μｇ）

８２．６７２７
８２．９０２２
８２．０９２６
８３．１８３６
８２．５７４７
８２．２９７７
２４０．０２１３
２４０．２１５５
２３８．３３４３
２３９．４０７４
２３８．５１００
２３９．７４２５
１５５．５７４７
１５４．５９１３
１５５．３０２９
１５３．５１７９
１５４．９５４３
１５６．２０４６
１７４．２０９７
１７４．７９２９
１７７．７６１１
１７５．０９４９
１７６．３４７８
１７６．７６３０
１８８．３４２６
１８８．９４３９
１９１．３７５２
１８８．４６６８
１８９．２６８０
１９０．４３０７
２３３．６８７４
２２７．７９１２
２３１．４７８３
２２９．３３７６
２３０．７１２１
２２９．００７０

回收率

（％）

９８．９７
９９．７６
９７．８１
１００．３２
９８．５４
９８．２３
９９．７３
１００．２１
９８．４７
９９．３９
９８．１６
９９．６４
１００．３２
９９．３２
１００．１７
９７．８１
９９．２８
１０１．２９
９７．２１
９８．１３
１０１．３６
９８．３７
９９．３８
１００．１９
９７．２８
９８．１７
１００．２８
９７．５３
９８．４５
９９．１７
１０１．８７
９６．８９
９９．７１
９８．１２
９９．４３
９７．３８

Ｘ
（％）

９８．９４

９９．２７

９９．７０

９９．１１

９８．４８

９８．９０

ＲＳＤ
（％）

０．９６

０．８０

１．１９

１．５２

１．１３

１．８５

成分

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

回归方程

Ａ１＝３．１３６２×１０５Ｃ１＋１０２７．６
Ａ２＝７．２２９５×１０５Ｃ２－４２２．３
Ａ３＝３．７４１９×１０５Ｃ３＋３７４．５
Ａ４＝５．４１８２×１０５Ｃ４＋５１６．４

线性范围

（ｍｇ／Ｌ）

２．１５８～８６．３００
５．６９５～２２７．８００
３．８１５～１５２．６００
４．４８８～１７９．５００

ｒ

０．９９９８
０．９９９９
０．９９９６
０．９９９８

精密度试验

ＲＳＤ（％）

０．８４
０．４９
１．１２
０．７７

稳定性试验

ＲＳＤ（％）

２．１４
１．８７
１．６９
１．５４

马尾连提取物 硬水黄连提取物

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

含量（ｍｇ／ｇ）

０．７９６
２．５１８
１．５７４
１．７３２

ＲＳＤ（％）

０．９２
１．２１
０．８７
１．１５

含量（ｍｇ／ｇ）

－
－

１．９０４
２．３７９

ＲＳＤ（％）

１．２４
０．９３

注：Ａ为木兰花碱，Ｂ为药根碱，Ｃ为黄连碱，Ｄ为小檗碱。表２
至表４同。

Ｎｏｔｅ牶Ａｉｓｍａｇｎｏｆｌｏｒｉｎｅ牞Ｂｉｓｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ牞Ｃｉｓｃｏｐｔｉｓｉｎｅ牞Ｄｉｓｂｅｒｂｅｒ
ｉｎｅ牞ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．２ｔｏＴａｂ．４．

表１ ４种生物碱类成分线性关系考察、精密度、稳定性试验
结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｏｆ

ｆｏｕｒａｌｋａｌｏｉｄｓ（ｎ＝６）

注：－为未检测到。
Ｎｏｔｅ牶－ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＲａｄｉｘＴｈａｌｉｃｔｒｉＢｒｖｅｉｐｉｓｉｓｎｏｔ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

成分

表２ 马尾连提取物和硬水黄连提取物中４种生物碱类成分
重复性试验结果牗ｎ＝６牘

Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｓｏｆｆｏｕｒａｌｋａｌｏｉｄｓｉｎ ｔｈｅ

ｅｘｔｒａｃｔｏｆＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＴｈａｌｉｃｔｒｉａｎｄＲａｄｉｘＴｈａｌｉｃｔｒｉＢｒｖｅｉｐｉｓ
牗ｎ＝６牘

表３ 马尾连提取物和硬水黄连提取物中４种生物碱类成分
加样回收试验结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓｏｆｆｏｕｒａｌｋａｌｏｉｄｓｉｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔ

ｏｆＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＴｈａｌｉｃｔｒｉａｎｄＲａｄｉｘＴｈａｌｉｃｔｒｉＢｒｖｅｉｐｉｓ（ｎ＝６）

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

为横坐标进行线性回归。结果见表１。

精密度试验：精密吸取含木兰花碱、药根碱、黄连碱、

檗碱质量浓度分别为８．６３，２２．７８，１５．２６，１７．９５ｍｇ／Ｌ的
混合对照品溶液１０μＬ，按２．１项下色谱条件重复进样
６次，记录峰面积。结果见表１，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取马尾连提取物供试品溶液，

室温下分别于０，２，５，８，１２，２４ｈ时进样测定，记录峰面
积。结果见表１，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。取硬水
黄连提取物供试品溶液，同法试验，结果表明，供试品溶

液室温下在２４ｈ内稳定。
重复性试验：分别取马尾连提取物（批号为２０２００９２４）

和硬水黄连提取物（批号为 ２０２０１０１４）１００ｍｇ，精密称
定，各６份，按２．３项下方法配制供试品溶液，按２．１项
下色谱条件进样测定，并计算含量。结果见表２。

加样回收试验：取已知含量的马尾连提取物（批号

为２０２００９２４）５０ｍｇ，精密称定，共６份，加适量纯净水，
超声处理使溶解，吸取木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗

碱质量浓度分别为 ４３．１５，１１３．９０，７６．３０，８９．７５ｍｇ／Ｌ
的混合对照品溶液１ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加乙腈定

容。取已知含量的硬水黄连提取物（批号为 ２０２０１０１４）
５０ｍｇ，精密称定，共６份，加适量纯净水，超声处理使溶
解，加入木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱质量浓度分别

为２１．５７５，５６．９５０，３８．１５０，４４．８７５ｍｇ／Ｌ的混合对照品
溶液２．５ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加乙腈定容。上述溶液
均经０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，按２．１项下色谱
条件测定，记录峰面积，计算回收率。结果见表３。



６８

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年９月２０日 第３０卷第１８期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１８牞Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０牞２０２１

提取物

马尾连

硬水黄连

成分

Ａ

Ｂ

Ｃ

Ｄ

Ｃ

Ｄ

批号

２０２００９２４
２０２００９３０
２０２０１００９
２０２００９２４
２０２００９３０
２０２０１００９
２０２００９２４
２０２００９３０
２０２０１００９
２０２００９２４
２０２００９３０
２０２０１００９
２０２０１０１４
２０２０１０２０
２０２０１０２３
２０２０１０１４
２０２０１０２０
２０２０１０２３

含量（ｍｇ／ｇ）

０．７９７
０．７９１
０．８０４
２．５３６
２．５２０
２．５４１
１．５８６
１．５８１
１．６０７
１．７４４
１．７３５
１．７６２
１．９６１
１．９３８
１．９８２
２．４０１
２．３８４
２．４１９

Ｘ（ｍｇ／ｇ）

０．７９７

２．５３２

１．５９１

１．７４７

１．９６０

２．４０１

ＲＳＤ（％）

０．８２

０．４３

０．８７

０．７９

１．１２

０．７３

表４ 样品中木兰花碱、药根碱、黄连碱和小檗碱含量测定

结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．４ Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍａｇｎｏｆｌｏｒｉｎｅ，ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ，ｃｏｐｔｉｓｉｎｅ

ａｎｄｂｅｒｂｅｒｉｎｅｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

２．５ 样品含量测定

取 ３批马尾连提取物（批号分别为 ２０２００９２４，
２０２００９３０，２０２０１００９）和３批硬水黄连提取物（批号分别
为 ２０２０１０１４，２０２０１０２０，２０２０１０２３）各 １００ｍｇ，精密称
定，依法制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件进样测
定３次，计算马尾连提取物和硬水黄连提取物中木兰花
碱、药根碱、黄连碱、小檗碱的含量。结果见表４。

３ 讨论

木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱对照品分别经紫外

全波长扫描，结果木兰花碱在２７１ｎｍ和３１４ｎｍ波长处有
最大吸收，药根碱在２６５ｎｍ和３４５ｎｍ波长处有最大吸
收，黄连碱在２６８ｎｍ和３４１ｎｍ波长处有最大吸收，小檗
碱在２６４ｎｍ和３４６ｎｍ波长处有最大吸收，考虑到木兰花
碱在３４０ｎｍ波长附近无吸收，且在２６８ｎｍ波长处色谱峰
的峰形及基线均良好，故选择２６８ｎｍ作为检测波长。

前期分别考察了甲醇－水、乙腈－水、乙腈－０．１％
甲酸溶液、乙腈 －０．１％醋酸溶液、乙腈 －０．１％磷酸溶
液、乙腈－０．１％磷酸加０．２％十二烷基硫酸钠溶液、乙
腈 －０．１％磷酸加０．３％十二烷基硫酸钠溶液等不同流
动相体系，结果发现乙腈 －０．１％磷酸加 ０．３％十二烷
基硫酸钠溶液中色谱峰的基线平稳、峰形及分离度均显

著好于其他体系，且色谱图待测成分保留时间良好。故选

择乙腈－０．１磷酸加０．３％十二烷基硫酸钠为流动相。
选择木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱４种生物碱

类成分作为考察指标，初步比较了本工艺条件下制备的

马尾连提取物和硬水黄连提取物中成分的含量差异。结

果发现，马尾连提取物中４种成分含量由高至低为药根
碱、小檗碱、黄连碱、木兰花碱；而硬水黄连中仅检测到

黄连碱和小檗碱，但其中的黄连碱和小檗碱含量均高于

同工艺下制备的马尾连提取物。黄连碱和小檗碱治疗肺

病（如肺损伤、肺癌、肺炎等）疗效显著犤１１－１４犦，可推测硬

水黄连中黄连碱和小檗碱的含量高于马尾连，可能是其

归肺经的原因所在。

综上所述，所建立的方法简便快捷，准确度高，重复

性和稳定性均较好，可同时测定马尾连及硬水黄连提取

物中木兰花碱、药根碱、黄连碱、小檗碱的含量。由研究

结果推测，可能正是这些成分的缺失及含量差异，导致

两者功效及药理作用不同。后期将进行更深入的分子学

研究，以期获得可靠性结论。
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