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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱法测定博落回注射液中血根碱和白屈菜红碱含量的方法。 采用

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 型高效液相色谱仪，配二极管阵列检测器 （ ＰＤＡ），色谱柱为 ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８
（４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ，５ μｍ），柱温：３５ ℃，流速为：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，流动相：乙腈 － 三乙胺溶液 ＝ ２５ ∶ ７５
（磷酸调 ｐＨ 值至 ２． ５），检测波长 ２７０ ｎｍ。 结果表明：血根碱在 ０． ５ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良

好（Ｒ２ ＝ １ ０００），平均回收率（ｎ ＝ ６）为 ９８． ２１％ ，ＲＳＤ 为 １． ７６％ ；白屈菜红碱在 ０． ２５ ～ ５０ μｇ ／ ｍＬ 范

围内线性关系良好（Ｒ２ ＝ １． ０００），平均回收率（ｎ ＝ ５）为 ９８． ７７％ ，ＲＳＤ 为 ０． ８３％ 。 本方法简便快捷，
可用于博落回注射液中血根碱和白屈菜红碱的含量测定。
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　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＺＨＡＮＧ Ｃｈｕａｎ － ｊｉｎ，Ｅ － ｍａｉｌ：１１５３７０２１３７＠ ｑｑ． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ａｍｉｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ （ＨＰＬＣ －
ＰＤＡ） ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ ａｎｄ Ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ ｉｎ ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： ｓｅｐａｒａｔｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｓ Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８ （４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，
５ μｍ）， ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ３５ ℃， ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｉｓ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｓｉｓｔｓ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｎｄ
ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ， ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏｎ ｉｓ ２５ ∶ ７５， ａｄｊｕｓｔ ｐＨ ｔｏ ２． ５ ｗｉｔｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｉｓ
２７０ ｎｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ， ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｌｉｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ５ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ （Ｒ２ ＝ １． ０００）， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｉｓ ９８． ２１％ ， ＲＳＤ ＝
１ ７６％ ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｌｉｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ２５
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～ ５０ μｇ ／ ｍＬ （Ｒ２ ＝ １ ０００）， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｉｓ ９８． ７７％ ， ＲＳＤ ＝ ０． ８３％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ，
ｑｕｉｃｋ， ａｎｄ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ ｉｎ ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ； ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ； ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ

　 　 博落回注射液主要含有血根碱和白屈菜红碱

等生物碱，具有抗菌消炎、润肠止泻的功能，主要用

于仔猪黄白痢的防治［１ － ３］。 博落回注射液现收载

于《兽药质量标准》 （２０１７ 年版［４］ ）中药卷中，质量

控制主要是采用薄层色谱法对其中的血根碱和白

屈菜红碱进行鉴别，结合紫外 － 可见分光光度法测

定吸光度值作限度检查，未对这两种有效成分进行

含量测定。 该制剂为罂粟科博落回（Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒ⁃
ｄａｔａ（Ｗｉｌｌｄ． ）Ｒ． Ｂｒ． ）的果实经提取分离制成的生

物碱硫酸盐水溶液。 因博落回果原料稀缺，制剂工

艺相对复杂，导致该产品质量参差不齐。 为有效控

制该产品质量，本文经过探索尝试，建立了高效液

相色谱法同时测定博落回注射液中血根碱和白屈

菜红碱含量的方法［４ － １１］。 结果显示：本方法具有操

作简单、分离迅速、灵敏度高等特点，可以用于博落

回注射液中血根碱和白屈菜红碱的测定。
１　 材料与试药

１． １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪，配 ＰＤＡ
检测器（安捷伦，美国）；Ｕ － ３９００ 紫外分光光度计

（日立，日本）；ＢＰ２１１Ｄ 分析天平 （赛多利斯，德
国）；ＰＢ － １０ 酸度计（赛多利斯，德国）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ
Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０ 超纯水系统（密理博，美国）。
１． ２　 药品与试剂 　 盐酸血根碱，批号：５１０００１ －
２０１１０１，含量：９９． ３％ ，来源：中国食品药品检定研

究院；白屈菜红碱，批号：１１１７１８ － ２００５０１，含量：
１００％ ， 来源：中国药品生物制品检定所。 甲醇，乙
腈均为色谱纯；三乙胺、磷酸和盐酸均为分析纯；水
为超纯水。
２　 方法与结果

２． １ 　 色谱条件 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８
（４ ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；流
动相：乙腈 － ０． ２％ 三乙胺溶液（磷酸调节 ｐＨ 至

２ ５），二极管阵列检测器，检测波长：２７０ ｎｍ；柱温：
３５ ℃；进样体积：１０ μＬ。

２． ２　 溶液的制备

２． ２． １ 　 对照品贮备液制备 　 称取盐酸血根碱

１００ ｍｇ，置于 １０ ｍＬ 容量 瓶中，称取白屈菜红碱

１００ ｍｇ，置于另一 １０ ｍＬ 容量瓶中，分别加甲醇

－ １． ０％盐酸溶液（５０ ∶ ５０）溶解，稀释至刻度，即
分别得血根碱和白屈菜红碱对照品贮备液。
２． ２． ２ 　 供试品溶液制备　 博落回注射液三批，分
别为：批号 － ２０１８１２２４１１，来源：山东华尔康兽药有

限公司；批号 － ２０１８０９０１，来源：山东圣旺药业股份

有限公司；批号 － ２０１８０２０１，来源：山西省芮城科龙

兽药有限公司。 分别精密量取博落回注射液５ ｍＬ，
加甲醇 － １． ０％盐酸溶液（５０ ∶ ５０）稀释至 １００ ｍＬ，
摇匀，即得。
２． ３　 专属性试验色谱图　 在上述色谱条件下，确
定阴性对照色谱图，血根碱和白屈菜红碱的色谱图

以及博落回注射液色谱图，如下图 １，图 ２，图 ３
所示。
２． ４　 线性关系考察　 吸取上述对照品溶液逐级稀

释，分别制成 ０． ５、１、５、１０、１００ μｇ ／ ｍＬ 的血根碱溶

液和 ０． ２５、０． ５、２． ５、５、５０ μｇ ／ ｍＬ 的白屈菜红碱溶

液，分别取 １０ μＬ 进样，以峰面积 Ｙ 为纵坐标，血根

碱、白屈菜红碱浓度 Ｘ（μｇ ／ ｍＬ）为横坐标建立标准

曲线。 血根碱的回归方程为 Ｙ ＝ ３３． ９３２Ｘ － ２． ５１２，
Ｒ２ ＝ １． ０００；白屈菜红碱的回归方程为 Ｙ ＝ ６９． ４１９Ｘ
－７． ３８０，Ｒ２ ＝ １． ０００，相关系数良好。 （见图 ４、
图 ５）
２． ５ 　 添加回收试验 　 精密量取博落回注射液

１ ｍＬ，置 ２０ ｍＬ 容量瓶中，分别加 ２ ｍＬ 血根碱对照

品贮备液和 １ ｍＬ 白屈菜红碱对照品贮备液，加甲

醇 － １． ０％ 盐酸溶液 （５０ ∶ ５０ ） 稀释至刻度，取

１０ μＬ上机检测，血根碱的回收率在 ９５％ ～ １００％
之间，见表 １；白屈菜红碱的回收率在 ９７％ ～ ９９％
之间，见表 ２，均满足准确度的要求。
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图 １　 阴性对照色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 对照品中血根碱和白屈菜红碱色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ ｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ３　 博落回注射液中的血根碱和白屈菜红碱色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ ｉｎ Ｍａｃｌｅａｙａ Ｃｏｒｄａｔａ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
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图 ４　 血根碱线性曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ

图 ５　 白屈菜红碱线性曲线

Ｆｉｇ ５　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ

表 １　 血根碱添加回收结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ
序号 原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测定量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ １． ９８９ ２． ０００ ３． ８９２ ９５． １６

２ １． ９８７ ２． ０００ ３． ９４９ ９８． １２

３ １． ９８４ ２． ０００ ３． ９４９ ９８． ２３ ９８． ２１ １． ７６
４ １． ９８６ ２． ０００ ３． ９７２ ９９． ３２

５ １． ９７５ ２． ０００ ３． ９３７ ９８． １２

６ １． ９８１ ２． ０００ ３． ９８７ １００． ３２

表 ２　 白屈菜红碱添加回收结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ
序号 原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测定量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ０． ２４８ １． ０００ １． ２３９ ９９． １３

２ ０． ２４３ １． ０００ １． ２２５ ９８． ２３

３ ０． ２３６ １． ０００ １． ２３０ ９９． ４２ ９８． ７７ ０． ８３
４ ０． ２３９ １． ０００ １． ２１２ ９７． ３２

５ ０． ２４１ １． ０００ １． ２２７ ９８． ６５

６ ０． ２４０ １． ０００ １． ２３９ ９９． ８７
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２． ６　 精密度试验　 取 ２． ２． １ 项下对照品溶液，按
照 ２． １ 项下色谱条件进样，连续进 ６ 针，计算血根

碱和白屈菜红碱峰面积的 ＲＳＤ，其中血根碱为

０ ５６％ ，白屈菜红碱为 ０． ２２，精密度良好。 如表 ３，
表 ４ 所示。

表 ３　 博落回注射液中血根碱精密度试验（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ３　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ ｉｎ Ｍａｃｌｅａｙａ

Ｃｏｒｄａｔａ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ （ｎ ＝６）

名称 次数 峰面积 ／ ｍＡＵ 　 ＲＳＤ ／ ％

１ ３３７６． ２６５

２ ３３９０． ０３６

血根碱
３ ３３９４． ５５２ ０． ５６
４ ３４１２． ０４６

５ ３４２４． ７４１

６ ３４１５． ２５３

表 ４　 博落回注射液中血白屈菜红碱精密度试验（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ４　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ Ｍａｃｌｅａｙａ
Ｃｏｒｄａｔａ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ （ｎ ＝６）

名称 次数 峰面积 ／ ｍＡＵ 　 ＲＳＤ ／ ％

１ ３４６６． ７２６

２ ３４６４． ３１６

白屈菜红碱
３ ３４６０． ４２５ ０． ２２
４ ３４７９． ４８２

５ ３４６１． ９３１

６ ３４５６． １２３

２． ７　 稳定性试验　 取 ２． ２． １ 项下对照品溶液，按
照 ２． １ 项下色谱条件分别在 ０、２、４、８、１２、２４ ｈ 下进

样，测定不同时间下的峰面积，ＲＳＤ（ｎ ＝ ５），其中血

根碱 ０． ５２％ ，白屈菜红碱 ０． ２３％ ，表明对照品溶液

在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２． ８　 样品测定　 取 ２． ２． ２ 项下的 ３ 批博落回注射

液，按照 ２． １ 项下的色谱条件进样，测定峰面积，计
算血根碱和白屈菜红碱的含量，三批的血根碱含量

分别是 ９７． ６５、１００． ３２、１００． ９６ μｇ ／ ｍＬ，白屈菜红碱

含量分别是 ５０． ９９、４９． ０３、４８． ５３ μｇ ／ ｍＬ。

３　 讨论与结论

３． １　 流动相的选择　 按照《兽药质量标准》 （２００３

年版［３］）上博落回提取物的液相标准选择梯度洗

脱，流动相 Ａ：乙腈，流动相 Ｂ：０． ２％ 三乙胺（磷酸

调节 ｐＨ 至 ２． ５），发现在白屈菜红碱位置处基线漂

移严重，影响了白屈菜红碱的峰形，根据参考文

献［６］，改成等度洗脱，流动相乙腈 － ０． ２％ 三乙胺

（磷酸调节 ｐＨ 至 ２． ５），洗脱效果良好。
３． ２　 ｐＨ 的选择 　 根据《兽药质量标准》 （２００３ 年

版［３］）和参考文献［６］，选择 ｐＨ２． ０，２． ５，３． ０ 几个值

进行筛选，发现 ｐＨ 在 ２． ０ 时，血根碱峰有拖尾，ｐＨ
在 ３． ０ 时，基线不平稳，而 ｐＨ 在 ２． ５ 时，分离效果

好，峰形最好，基线平稳，可达到最佳分离效果。
３． ３　 波长选择　 分别取血根碱和白屈菜红碱对照

品溶液，经紫外 － 可见分光光度计法测定吸收波

长，显示血根碱在 ２７０ 和 ３３０ ｎｍ 处有最大吸收，白
屈菜红碱在 ２７０ 和 ３２０ ｎｍ 处有最大吸收，在 ２７０ ｎｍ
下同时测定血根碱和白屈菜红碱，结果显示在

２７０ ｎｍ 下有较高吸收值，且分离度良好。 所以选

择 ２７０ ｎｍ 作为检测波长。

《兽药质量标准》（２０１７ 年版［４］）上只有鉴别的

方法，能定性，但是无法定量。 根据本方法建立的

液相方法可以快速测定血根碱和白屈菜红碱，省去

了薄层鉴别的繁琐处理过程，达到快速测定含量的

目的。 相对于参考文献［６，８］，优化了液相色谱条件，

为了增加对照品的溶解性，改变了稀释剂，经过一

系列优化和探索，回收率和精密度均有明显变好，
峰形较之前有明显改善。

综上所述，本方法具有操作简单、分离迅速、灵
敏度高等特点，可用于博落回注射液中血根碱和白

屈菜红碱的测定。

参考文献：
［１］ 　 Ｌｉｎ Ｌ， Ｌｉｕ Ｙ Ｃ， Ｈｕａｎｇ Ｊ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ
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Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ ｂｙ Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ － ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ

ＨＰＬＣ － ＥＳＩ ／ ＭＳ ［ Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍ Ａｎａｌ， ２０１０， １７ （ ６ ）： ４３１

－ ４３８．

（编 辑：陈 希）
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