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［摘　 要］ 　 建立了测定微球中硫酸小檗碱含量的高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）。 采用 Ｃ１８ 色谱柱（４． ６
× ２５０ ｍｍ，５ μｍ），以乙腈 －水（４５∶ ５５）为流动相，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ３４９ ｎｍ，进样量５ μＬ，
柱温 ３０ ℃。 硫酸小檗碱浓度在 ０． ０９８ ～ ４９． ００ μｇ ／ ｍＬ 时，其峰面积与浓度线性关系良好（Ｒ２ ＝
０． ９９９１），无杂质干扰，稳定性高，平均回收率为 ９８． ９８％ 。 本操作方法简便，分析快速，结果准确，适
用于微球中硫酸小檗碱的含量测定。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｓｕｌｆｕｒｉｃ ｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｂｙ ＨＰＬＣ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．
ＨＰＬＣ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ（５ μｍ ４． ６ × ２５０ ｍｍ）， ｍｅｔｈｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ － ｗａｔｅｒ（４５∶ ５５） ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ．
Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ３４９ ｎｍ． Ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ５ μＬ ａｎｄ
ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃ ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｐｕｒｉｔｉｅｓ． Ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｗａｓ
ｌｉｎｅａｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ０９８ ～ ４９． ００ μｇ ／ ｍＬ（Ｒ２ ＝ ０． ９９９１）． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９８． ９８％ ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ
ｒａｐｉｄ， ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｓｕｌｆｕｒｉｃ ｓｕｓｐｏ － ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｓｕｌｆｕｒｉｃ；ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ；ＨＰＬＣ；ｃｏｎｔｅｎｔ

　 　 硫酸小檗碱（Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｓｕｌｆａｔｅ）是由含有小檗

碱的植物中提取的一种生物碱，在黄连、黄柏、三颗

针等植物中含量丰富。 硫酸小檗碱具有清热解毒、

抗感染等功效［１］，与甲氧苄胺及抗菌肽等合用对大

肠杆菌等细菌有协同作用［２ － ４］，有研究表明硫酸小

檗碱对猪轮状病毒有一定抑制作用［５］，兽医临床中
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常用于动物细菌性肠炎、各种化脓性感染的治疗。
载药体系微球制剂具有高效无毒、释药速率恒定以

及粒径可控的优点［６］，黑龙江省农业科学院畜牧兽

医分院兽药研究室结合硫酸小檗碱及微球特性制

备了硫酸小檗碱微球制剂，为进一步进行硫酸小檗

碱含量检测需要，建立了微球中硫酸小檗碱含量的

高效液相色谱检测方法。
１　 材料与方法　
１． １　 材料

１． １． １ 　 试剂 　 硫酸小檗碱标准品（含量 ９８． ０％ ，
中国食品药品检定研究院）；硫酸小檗碱微球制剂

（规格：２％ ，自制）；乙腈（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公

司）；甲醇（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；无水乙醇

（分析纯，天津市百世化工有限公司）。
１． １． ２ 　 仪器 　 电子分析天平，ＭＳ１０４ＴＳ ／ ０２ 型，梅
特勒 －托利多（上海）有限公司；高效液相色谱仪，
ＬＣ －２０ＡＴ ＳＰＤ －２０Ａ，ＳＨＩＭＡＤＺＵ；纯水仪，ＸＹＥ２ －
２０ － Ｈ 型，北京湘顺源科技有限公司；实验室 ｐＨ
计，ＦＥ２０ 型，梅特勒 －托利多（上海）有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 色谱条件 　 色谱柱：Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６
ｍｍ，５ μｍ）；注温：３０ ℃；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长

３４９ ｎｍ；检测器：ＳＰＤ － ２０Ａ；进样量 ５ μＬ；流动相：
乙腈：水（４５∶ ５５）。
１． ２． ２　 溶液制备

１． ２． ２． １　 对照品溶液　 精密称取经 １０５ ℃干燥至

恒重的硫酸小檗碱对照品 １０ ｍｇ，置 １００ ｍＬ 容量瓶

中，加流动相稀释至刻度，摇匀，制成 ９８ μｇ ／ ｍＬ 的

对照品储备液。 精密量取对照品储备液 ５ ｍＬ，置
１０ ｍＬ 容量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，用
０． ４５ μｍ 微孔滤膜过滤，取滤液作为对照品溶液。
１． ２． ２． ２　 供试品溶液　 按照配方比例制备硫酸小

檗碱微球制剂，精密取样品适量（相当于硫酸小檗

碱 １０ ｍｇ），置 １００ ｍＬ 容量瓶中，加流动相充分溶解

并稀释至刻度，摇匀。 精密量取此液 １ ｍＬ 置 １０ ｍＬ
容量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，用 ０． ４５ μｍ
微孔滤膜过滤，取滤液作为供试品溶液。
１． ２． ２． ３　 阴性对照品溶液　 按配方比例量取与供

试品溶液相当的基质溶液（与硫酸小檗碱微球制剂

相比只是不含硫酸小檗碱，其他成分相同）适量，按
照供试品溶液的制备方法制成阴性对照溶液。
１． ２． ３　 系统专属性考察　 分别取硫酸小檗碱对照

品溶液、供试品溶液和阴性对照溶液，按 １． ２． １ 项

色谱条件进样测定。
１． ２． ４　 方法检测限与定量限　 取供试品溶液加流

动相稀释，分别配制成 ０． ００１，０． ００２，０． ００４，０． ００８
和 ０． ０１６ μｇ ／ ｍＬ 浓度的检测样品溶液，按 １． ２． １ 项

下色谱条件进样测定。 测得基线噪音值，按信噪比

Ｓ ／ Ｎ≥３ 确定方法的检测限 （ ＬＯＤ），按按信噪比

Ｓ ／ Ｎ≥１０确定方法的定量限（ＬＯＱ）。
１． ２． ５ 　 线性试验　 精密量取对照品储备液适量，
分别置 １０ ｍＬ 容量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇
匀，配置成浓度分别为 ０． ０９８、０． ９８、４． ９０、２４． ５０、
４９． ００ μｇ ／ ｍＬ 的系列对照品溶液。 按 １． ２． １ 项色

谱条件进样测定，以峰面积（ｙ）对硫酸小檗碱的浓

度（ｘ，μｇ ／ ｍＬ）进行线性回归方程。
１． ２． ６ 　 回收率测定 　 取 １． ２． ２ 项下制备的储备

液，分别精密量取适量并添加配方剂量的空白基

质，用流动相稀释成低（Ｌ ＝ ０． ９８ μｇ ／ ｍＬ）、中（Ｍ ＝
２４． ５０ μｇ ／ ｍＬ）、高（Ｈ ＝ ４９． ００ μｇ ／ ｍＬ）３ 种理论浓

度的对照品，每个浓度配制 ３ 份，按 １． ２． １ 项色谱

条件进样测定，并利用外标法计算其含量。
１． ２． ７　 精密度试验　 取 １． ２． ２ 项制备的储备液适

量，用流动相稀释成 ２４． ５０ μｇ ／ ｍＬ 的标准溶液，按
１． ２． １ 项色谱条件重复进样 ６ 次，分别测定其峰

面积。
１． ２． ８　 稳定性试验　 取 １． ２． ２ 项制备的储备液适

量，用流动相稀释成 ２４． ５０ μｇ ／ ｍＬ 的标准溶液，按
１． ２． １ 项色谱条件分别于 ０、２、４、８、１０、１２ ｈ 测定其

峰面积。
１． ２． ９ 　 样 品 含 量 测 定 　 精 密 量 取 批 号 为

２０１５１１０１、２０１６０１２５、２０１７０６０７ 的 ３ 批次的硫酸小

檗碱微球样品适量，每批次 ３ 份，按 １． ２． ２ 项制成

供试品溶液，分别进行含量测定。
２　 结果与分析

２． １　 系统专属性考察　 分别取硫酸小檗碱对照品
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溶液、供试品溶液和阴性对照溶液，按 １． ２． １ 项色

谱条件测定，结果见图 １。 在该色谱条件下，硫酸小

檗碱的保留时间 ｋ 为 ２６． ９ ｍｉｎ 左右，阴性对照在此

时间附近没有出峰，因此，对硫酸小檗碱 ＨＰＬＣ 的

测定没有影响，专属性能满足检测要求。

图 １　 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２． ２　 方法检测限、定量限的确定 　 按信噪比 Ｓ ／ Ｎ
≥３ 确定检测限（ＬＯＤ），按信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥１０ 确定其

定量限（ ＬＯＱ） 。经测定，本方法对硫酸小檗碱微

球制剂中硫酸小檗碱的 ＬＯＤ 为 ０． ００１ μｇ ／ ｍＬ，ＬＯＱ
为 ０． ００２ μｇ ／ ｍＬ。
２． ３ 　 线性试验 　 配制 ０． ０９８、０． ９８、４． ９０、２４． ５０、
４９． ００ μｇ ／ ｍＬ 的系列对照品溶液，分别按 １． ２． １ 项

色谱条件进样测定，以峰面积（ｙ）对硫酸小檗碱的

浓度（ｘ，μｇ ／ ｍＬ）进行线性回归方程，得回归方程为

ｙ ＝ ６４８３２ｘ ＋ ４７３９９，Ｒ２ ＝ ０． ９９９１。 结果表明硫酸小

檗碱在 ０． ０９８ ～ ４９． ００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好

（图 ２）。

图 ２　 硫酸小檗碱标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄｅｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｓｕｌｆｕｒｉｃ

２． ４ 　 回 收 率 测 定 　 分 别 测 定 低 （ Ｌ ＝ ０． ９８
μｇ ／ ｍＬ）、中 （Ｍ ＝ ２４． ５０ μｇ ／ ｍＬ）、高 （Ｈ ＝ ４９． ００
μｇ ／ ｍＬ）３ 种理论浓度的对照品溶液的峰面积，并
计算其实测浓度，结果表明高、中、低浓度对照品溶

液中硫酸小檗碱的平均回收率为 ９８． ９８％ ，该方法

回收率符合要求（表 １）。

表 １　 硫酸小檗碱的回收率

Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｓｕｌｆｕｒｉｃ
编号 理论浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １） 实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １） 回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 平均回收率 ／ ％

Ｌ１

Ｌ２

Ｌ３

Ｍ１

Ｍ２

Ｍ３

Ｈ１

Ｈ２

Ｈ３

０． ９８

２４． ５０

４９． ００

０． ９４０８ ９６． ０

０． ９６０４ ９８． ０

０． ９６０４ ９８． ０

２４． ３３ ９９． ３

２４． ４５ ９９． ８

２４． ０１ ９８． ０

４８． ８５ ９９． ７

４９． ６４ １０１． ３

４８． ８５ ９９． ７

１． ３３ ９８． ９８

回收率 Ｒ％ ＝ 实测浓度 ／ 理论浓度 × １００％
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２． ５　 精密度试验　 制备得 ２４． ５０ μｇ ／ ｍＬ 的标准溶

液，按 １． ２． １ 项色谱条件重复进样 ６ 次，测定其峰

面积分别为 １８４９８７２、１７９６５７９、１８４６３５１、１８６０４７９、
１８５１６７４、１８４７５６２。 计算 ＲＳＤ 为 １． ２４％ ，表明精密

度良好。
２． ６　 稳定性试验　 制备得 ２４． ５０ μｇ ／ ｍＬ 的标准溶

液，按 １． ２． １ 项色谱条件分别于 ０、２、４、８、１０、１２ ｈ
测定其峰面积分别为 １８４９８５２、１８９６７５４、１８４６８５１、
１８６１４５６、 １８４４５９８、 １８５７５６２， 平 均 峰 面 积 为

１８５９５１２，ＲＳＤ 为 １． ０４％ ，表明样品在 １２ ｈ 内含量

稳定。
２． ７　 样品含量测定　 批号为 ２０１５１１０１、２０１６０１２５、
２０１７０６０７ 的 ３ 批样品中硫酸小檗碱平均含量分别

为标示量的 ９８． １８％ 、１０１． ４１％ 、１０３． ２９％ ，符合

规定。
３　 讨论与结论

３． １　 色谱条件　 应用二级阵列检测器对对照品溶

液在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 波长范围内进行扫描得知，硫酸

小檗碱标准品溶液在 ２２９、３４９ ｎｍ 处有最大吸收

峰，另外，参考文献报道［７ － ９］得知，小檗碱在 ３４９ ｎｍ
为常用紫外测定波长。 因此，选择 ３４９ ｎｍ 波长下

测定硫酸小檗碱微球制剂中硫酸小檗碱的含量。
通过色谱结果的比较分析，在 ３４９ ｎｍ 波长下测定，
能够获得最大的灵敏度和抗干扰能力，本试验中选

择 ３４９ ｎｍ 作为硫酸小檗碱含量的检测波长。 试验

中比较了甲醇 － 水、乙腈 － 水、甲醇 － 乙腈 － 磷酸

二氢钾溶液作为流动相的分离效果，结果表明，乙
腈 －水在经过比例调试（４５∶ ５５）后分离效果最好，
分离得到的硫酸小檗碱峰型良好，无拖尾现象，分
离度大，因此，选择乙腈 － 水 （４５ ∶ ５５） 为检测流

动相。
３． ２　 小檗碱的含量检测方法　 小檗碱的主要成盐

形式包括盐酸盐和硫酸盐，盐酸小檗碱作为临床中

常用中药成分，研究较多。 而硫酸小檗碱在兽医临

床领域，尤其是制剂含量检测方面文献较少。 因

此，建立硫酸小檗碱的含量检测方法对于硫酸小檗

碱的药物规范化应用具有重要意义。 李华芩［１０］ 等

首先利用分光光度计法建立了注射液中硫酸小檗

碱含量检测方法，该方法适用于企业进行产品的质

量控制。 之后又利用 ＨＰＬＣ 建立了注射液中硫酸

小檗碱的含量检测方法，但由于未购得硫酸小檗碱

标准品，所以用盐酸小檗碱标准品进行代替［７］。 本

研究因剂型优化，制备了硫酸小檗碱微球制剂，但
尚无微球制剂中硫酸小檗碱的含量检测方法，因
此，本试验利用 ＨＰＬＣ 建立了微球中硫酸小檗碱的

含量检测方法，为以后硫酸小檗碱微球制剂的含量

检测提供技术支持。
本实验室成功研制了硫酸小檗碱微球制剂，兼

具了硫酸小檗碱和微球制剂的共同优点，是兽医临

床中一种良好的长效缓释剂型［６］。 为了这一新剂

型的更好应用，建立了硫酸小檗碱的 ＨＰＬＣ 检测方

法，本方法分离度好，硫酸小檗碱的保留时间在

２６． ９ ｍｉｎ 左右，峰形好，基本无拖尾，杂质不干扰实

验测定，而且采用外标法测定硫酸小檗碱微球的含

量操作简单，结果准确，回收率高，重现性好，可以

为微球中硫酸小檗碱含量的检测提供参考。
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