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［摘　 要］ 　 建立并验证了苦参功劳颗粒中盐酸小檗碱的含量测定方法。 采用高效液相色谱法，色
谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾

缓冲液；检测波长为 ２６５ ｎｍ；流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为 ３０ ℃。 试验结果表明盐酸小檗碱在 ４． ９ ～
７８． ６ μｇ·ｍＬ － １范围内，峰面积与浓度呈良好的线性关系（ ｒ ＝ １），加样回收率在 １０１． ３８％ －
１０３． ７４％之间，平均回收率为 １０２． ７％ ， ＲＳＤ ＝ ０． ８％ （≤２． ０％ ）。 所建立的方法简便、准确度高、专
属性强，可用于苦参功劳颗粒中盐酸小檗碱的含量测定。
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｅｄ． Ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ Ａｇｌｉｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ， ５ μｍ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｄｉｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ； ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２６５ ｎｍ； ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ３０
℃． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ４． ９ ｔｏ ７８． ６ μｇ·ｍＬ －１，
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ （ ｒ ＝ １）． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｂｅｔｗｅｅｎ １０１． ３８％ ａｎｄ
１０３． ７４％ ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｗａｓ １０２． ７％ ， ａｎｄ ＲＳＤ ｗａｓ ０． ８％ （≤２． ０％ ）． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ，
ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎ Ｋｕｓｈｅｎ Ｇｏｎｇｌａｏ Ｇｒａｎｕｌｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｋｕｓｈｅｎ Ｇｏｎｇｌａｏ Ｇｒａｎｕｌｅ； ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ； ＨＰＬＣ； ｃｏｎｔｅｎｔ； ｍａｈｏｎｉａｅ ｆｏｌｉｕｍ

　 　 苦参功劳颗粒为国家三类新兽药，由十大功

劳、苦参、木香组成，具有清热燥湿、止痢、行气健脾

之功效，主治湿热泻痢，鸡大肠杆菌病。

十大功劳为本方的君药，属小檗科十大功劳植

物。 研究报道十大功劳叶含小檗碱、掌叶防己碱、

药根碱、四氢药根碱和木兰碱等生物碱，具有抗菌、
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抗病毒、抗炎、抗肿瘤以及杀虫之功效［１ － ５］。 目前

研究最多的是十大功劳的抗菌作用。 Ｃｅｒｎａｋｏｖａ
等［６］发现从十大功劳中分离得到的小檗碱对大肠

杆菌、枯草杆菌、金黄色葡萄球菌等 １７ 种细菌也具

有抑制作用。
盐酸小檗碱为十大功劳的特征性有效成分，十

大功劳为本方的君药，故选择盐酸小檗碱作为本品

质量控制的指标成分。 本文对苦参功劳颗粒中盐

酸小檗碱含量测定方法进行了研究，建立了苦参功

劳颗粒中盐酸小檗碱含量的测定方法，用于苦参功

劳颗粒质量控制。
１　 仪器与试药

１． １　 仪器与试剂　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱仪，
配 ２４８９ 型紫外检测器，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；ＫＱ － ５００
超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司，ＡＢ１３５ － Ｓ
型电子分析天平，瑞士梅特勒托利多公司；乙腈、甲醇、
磷酸，ＨＰＬＣ 级，磷酸二氢钾为分析纯；水为超纯水。
１． ２　 试药　 盐酸小檗碱对照品（中国兽医药品监

察所，批号：Ｚ０２２１２０６，含量：９４． ５％ ）、苦参功劳颗

粒（ 洛阳 惠 中 兽 药 有 限 公 司， 批 号： ２０１４０４０１，
２０１４０４０２，２０１４０４０３，规格：每 １ ｇ 相当于原生药 ３ ｇ）。
２　 方法与结果

２． １ 　 色谱条件与系统适用性 　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ

Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动

相：乙腈 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾缓冲液（用磷酸

调 ｐＨ 值至 ３． ０） （３０∶ ７０）；柱温：３０ ℃；检测波长：
２６５ ｎｍ；进样量：１０ μＬ。 理论板数按盐酸小檗碱峰

计算应不低于 ５０００。
２． ２　 溶液的制备

２． ２． １　 对照品溶液的制备　 取盐酸小檗碱对照品

适量，精密称定，加乙腈 － 水（３∶ ７）制成每 １ ｍＬ 含

０． ０２ ｍｇ 的溶液，即得。
２． ２． ２　 供试品溶液　 取本品研细后的细粉约 ０． ５ ｇ，
精密称定，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加乙腈 － 水（３ ∶ ７）
３５ ｍＬ，超 声 处 理 （ 功 率 １５０ Ｗ， 频 率 ２５ ｋＨｚ）
１０ ｍｉｎ，放冷，加乙腈 －水（３∶ ７）定容至刻度，摇匀，
滤过，取续滤液，即得。
２． ２． ３　 阴性对照溶液的制备　 按处方制备缺十大

功劳的阴性对照样品，按“２． ２． ２”项下方法制成阴

性对照溶液。
２． ３　 专属性试验　 分别取 ２． ２ 项下对照品溶液、
供试品溶液及阴性对照溶液各 １０ μＬ 注入液相色

谱仪，记录色谱图（图 １）。 从图中可见，供试品与

对照品色谱中，盐酸小檗碱峰保留时间一致，阴性

对照在盐酸小檗碱相应保留时间处无干扰峰，含量

测定方法专属性良好。

１． 盐酸小檗碱对照品　 ２． 供试品　 ３． 阴性对照

１． Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ　 ２． Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ　 ３． ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 专属性考察色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ
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２． ４　 线性试验 　 精密称取盐酸小檗碱对照品适

量，加乙腈 －水（３：７）制成 １９６． ６ μｇ·ｍＬ － １的对照

品溶液，依次稀释成浓度为 ７８． ６、３９． ３、１９． ７、９． ８、
４． ９ μｇ·ｍＬ － １的对照品溶液，精密吸取 １０ μＬ 注入

高效液相色谱仪，记录色谱图峰面积，以峰面积 Ｙ
为纵坐标，盐酸小檗碱浓度 Ｘ 为横坐标，绘制标准

曲线。 回归方程为：Ｙ ＝ ４１０３７Ｘ － １７９４． ７（ ｒ ＝ １）。
表明盐酸小檗碱在 ４． ９ μｇ·ｍＬ － １ ～ ７８． ６ μｇ·
ｍＬ － １的范围内，峰面积与浓度线性关系良好。 结

果见表 １ 和图 ２。
表 １　 线性关系试验结果

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
编号 １ ２ ３ ４ ５

浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １） ４． ９ ９． ８ １９． ７ ３９． ３ ７８． ６

峰面积 ２０４２３０ ３９９２０１ ８０８５２２ １６００９３９ ３２２８１２８

图 ２　 盐酸小檗碱含量测定标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

２． ５　 精密度试验 　 取专属性考察项下对照品溶

液，按上述色谱条件精密吸取 １０ μＬ 注入液相色谱

仪，连续进样 ６ 针，记录色谱图峰面积，结果 ＲＳＤ ＝
０． ４％ ，表明仪器精密度良好。 结果见表 ２。

表 ２　 进样精密度试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ 均值 ＲＳＤ ／ ％

峰面积 ８２０４０６ ８２１８９８ ８２５２１８ ８２５８９２ ８２４７６５ ８１８５２５ ８２２７８４ ０． ４

２． ６ 　 重 复 性 试 验 　 取 苦 参 功 劳 颗 粒 （ 批 号

２０１４０４０１），按照“２． ２． ２”项制备供试品溶液，分别

制备 ６ 份，精密吸取 １０ μＬ 注入液相色谱仪，记录

色谱峰面积，结果 ＲＳＤ 为 ０． ３％ ，表明本方法重复

性良好。 结果见表 ３。

表 ３　 重复性试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值 ＲＳＤ ／ ％

含量 ／ （ｍｇ·ｇ － １） ２． ８４ ２． ８３ ２． ８２ ２． ８２ ２． ８４ ２． ８３ ２． ８ ０． ３

２． ７　 溶液稳定性试验 　 取苦参功劳颗粒（批号

２０１４０４０１），按照“２． ２． ２”项制备供试品溶液，分别

于 ０、２、４、８、１２、２４ ｈ 测定峰面积，结果 ＲＳＤ 为

１． １％ ，表明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定，见表 ４。

表 ４　 稳定性试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
时间 ／ ｈ ０ ２ ４ ８ １２ ２４ 均值 ＲＳＤ ／ ％

峰面积 １１６８３３８ １１８７５３０ １１９８６５２ １１９９３６８ １２００５３４ １２０３０５０ １１９２９１２ １． １

２． ８　 加样回收率试验　 取已知含量的苦参功劳颗

粒（批号 ２０１４０４０１）６ 份，每份约 ０． ２５ ｇ，精密称定，
置 ５０ ｍＬ 量瓶中，各精密加入 ０． １９６６ ｍｇ ／ ｍＬ 的对

照品溶液 ３ ｍＬ，按照“２． ２． ２”项制备供试品溶液，
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按拟定的含量测定方法，精密吸取 １０ μＬ 注入液相

色谱仪，记录色谱图，测定样品含量并计算回收率，
结果见表 ５，加样回收率在 １０１． ３８％ ～ １０３． ７４％ 之

间，平均值为 １０２． ７％ ，ＲＳＤ 为 ０． ８％ ，表明方法准

确度良好。

表 ５　 回收率试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ
编号 样品称量 ／ ｇ 盐酸小檗碱含量 ／ ｍｇ 对照品加入量 ／ ｍｇ 测得总量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ０． ２５４１３ ０． ７１１６ ０． ５８９８ １． ３１３９ １０２． １２

２ ０． ２５１０４ ０． ７０２９ ０． ５８９８ １． ３１０１ １０２． ９５

３ ０． ２５７１３ ０． ７２００ ０． ５８９８ １． ３１７９ １０１． ３８

４ ０． ２５４７８ ０． ７１３４ ０． ５８９８ １． ３２０８ １０２． ９９

５ ０． ２５３１６ ０． ７０８８ ０． ５８９８ １． ３１５８ １０２． ９１

６ ０． ２５３７２ ０． ７１０４ ０． ５８９８ １． ３２２３ １０３． ７４

１０２． ７ ０． ８

２． ９ 　 耐用性试验 　 取苦参功劳颗粒 （批号：
２０１４０４０１），按照“２． ２． ２”项制备供试品溶液，当柱

温、流速发生微小变化以及使用不同型号的色谱

柱，分别测定样品的峰面积，精密吸取 １０ μＬ 注入

液相色谱仪，记录色谱图，结果见表 ６。 结果表明，
当柱温、流速发生微小变化以及使用其他型号的色

谱柱时，对含量测定结果基本无影响，表明方法耐

用性良好。
表 ６　 耐用性试验结果

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

变化项目 变化情况
保留时间

／ ｍｉｎ 分离度
含量

／ （ｍｇ·ｇ － １）

２５∶ ７５ １３． ３９２ ３． ８ ２． ８０

流动相比例 ３０∶ ７０ ９． ０２１ ３． ７ ２． ８２

３５∶ ６５ ７． ８３３ ３． ５ ２． ７９

柱温 ／ ℃ ２５ ９． ０５９ ３． ７ ２． ８４

３０ ９． ０２１ ３． ７ ２． ８２

３５ ８． ５７０ ３． ０ ２． ８３
流速

／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １）
０． ８ １１． ２５６ ３． ８ ２． ８０

１． ０ ９． ０２１ ３． ７ ２． ８２

１． ２ ７． ５６０ ３． ５ ２． ８２

色谱柱变化 Ｘｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８ ５． ４６０ １． ７ ２． ７３

Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８ ９． ０２１ ３． ７ ２． ８２

Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８ １０． １６２ ４． ４ ２． ８０

ｐＨ 值变化 ２． ８ ８． ８５５ ３． ６ ２． ７９

３． ０ ９． ０２１ ３． ７ ２． ８２

３． ２ ９． ８１８ ３． ７ ２． ７９

２． １０　 三批样品含量测定　 取苦参功劳颗粒样品

（２０１４０４０１，２０１４０４０２，２０１４０４０３），按“２． ２． ２”项下

方法制备供试品溶液，分别精密吸取 １０ μＬ 注入液

相色谱仪，记录色谱图，按外标法以峰面积计算苦

参功劳颗粒中盐酸小檗碱的含量，三批样品测定结

果见表 ７。

表 ７　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
批号 含量 ／ （ｍｇ·ｇ － １）

２０１４０４０１ ２． ８

２０１４０４０２ ２． ５

２０１４０４０３ ２． ７

３　 讨论与结论

３． １　 苦参功劳颗粒含量测定方法选择 　 《中国兽

药典》２０１０ 年版二部十大功劳标准中未规定盐酸

小檗碱含量测定，文献有不同产地十大功劳含量测

定方法报道［７ － ９］，但并未有苦参功劳颗粒中十大功

劳所含盐酸小檗碱含量测定方法。 参考《中国兽药

典》２０１０ 年版功劳木药材中盐酸小檗碱和盐酸巴

马汀含量测定方法，建立了苦参功劳颗粒中盐酸小

檗碱含量测定。
３． ２　 色谱条件的考察 　 参照《中国兽药典》２０１０
年版二部功劳木药材中盐酸小檗碱和盐酸巴马汀

含量测定方法，确定流动相为乙腈 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷

酸二氢钾缓冲液。 通过不同流动相比例、柱温、流
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速、不同色谱柱及 ｐＨ 值的耐用性考察，从各因素保

留时间和分离度可以看出，柱温、ｐＨ 值对盐酸小檗

碱的色谱行为影响较小，流动相比例、流速对盐酸

小檗碱的保留时间影响较大，色谱柱型号变化对盐

酸小檗碱的色谱行为影响较大，但分离度均符合要

求，且对含量测定结果无显著影响，说明方法耐用

性良好。
３． ３　 结论　 通过专属性、线性、精密度、重复性、稳
定性、加样回收率、耐用性的方法验证，结果表明苦

参功 劳 颗 粒 中 盐 酸 小 檗 碱 含 量 测 定 以 乙 腈

－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾缓冲液（用磷酸调 ｐＨ 值

至 ３． ０）（３０∶ ７０）为流动相，检测波长为 ２６５ ｎｍ，流
速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３０ ℃，色谱柱 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒ⁃
ｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）的色谱条

件，专属性强、准确度高、耐用性好，操作简单，可用

于苦参功劳颗粒中盐酸小檗碱的含量控制。
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