
中国兽药杂志 ２０２２ 年 ４ 月第 ５６ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０２２． ０４． ０８

兽用原料药博普总碱的 ＨＰＬＣ 特征谱图的建立

陈燕乐１，唐昭山１，２，杨广民１，曾建国３，４∗

（１． 湖南美可达生物资源股份有限公司，长沙 ４１０３３１；２． 湖南省中药提取工程研究中心，长沙 ４１０３２９；

３． 湖南农业大学湖南省中兽药重点实验室，长沙 ４１０１２８；４． 湖南省兽用中药资源与中兽药创制国家地方联合工程研究中心，长沙 ４１０１２８）

［收稿日期］ ２０２１ － １２ － ０７　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０２２） ０４ － ００４７ － ０６　 ［中图分类号］Ｓ８５９． ７９

［摘　 要］ 　 建立 ＨＰＬＣ 特征谱图控制兽用原料药博普总碱的质量。 ＨＰＬＣ 特征谱图包含 ４ 个特征

峰，用对照品定性鉴别 ４ 个特征峰分别为原阿片碱、别隐品碱、血根碱和白屈菜红碱。 考察检测波

长、流动相条件、柱温、流速、色谱柱品牌对各特征峰相对保留时间的影响，确定优化后的高效液相

条件，并具有良好的精密度、稳定性和重复性。 分析 １５ 批博普总碱原料药的液相图谱，样品的相似

度均大于 ０． ９５，并对特征峰的相对保留时间进行了规定，为原料药博普总碱质量控制提供了依据。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｂｏｐｕ Ｚｏｎｇｊｉａｎ；ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ； ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ

　 　 罂粟科博落回属的博落回（Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ
（Ｗｉｌｌｄ． ） Ｒ． Ｂｒ． ）是一种多年生直立草本植物。 湖

南美可达生物资源股份有限公司专业从事博落回

药用植物的种植、生产、销售以及相关的研究工作。
博落回植株中富含生物碱，在各个部位中果实含量

最高［１］，是主要的生产原料。 生物碱中主要包括血

根碱，白屈菜红碱，原阿片碱，别隐品碱［２ － ３］，另外

还含有微量的二氢白屈菜红碱等生物碱等［４］。 美

可达公司经过多年的生产实践，不断的优化和研

究，对博落回药用植物资源进行全面开发。 博落回

果提取苯并菲啶类生物碱后产生的废弃的滤残液

和残渣中，有着大量的普托类生物碱，具有显著的

抗炎活性，公司将包含普托类生物碱的滤残液部分

开发成治疗大肠杆菌性腹泻的博普总碱国家二类

新兽药［５］。 本实验拟对该兽药进行特征谱图研究，
用对照品定性鉴别博普总碱的特征峰，并对特征峰

的相对保留时间进行规定，建立简便快速的方法，
为全面控制博普总碱原料药的质量提供依据。
１　 仪器与材料

１． １　 仪器 　 岛津 ２０Ａ 型高效液相色谱仪（ＳＰＤ －
２０Ａ 检测器和 ＬＣ ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ． １． ２４ 色谱工作站）；超
声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；电子天平

（梅托勒 －托利仪器（上海）有限公司）。
１． ２　 材料 　 原阿片碱（批号：１１０８５３ － ２０１００３，纯
度：９９． ９％ ，中国药品生物制品检定所）；别隐品碱

（批号：１７１０１５０４，纯度：９９． ９％ ，湖南美可达生物资

源股 份 有 限 公 司 自 制 ）； 盐 酸 血 根 碱 （ 批 号：
５１０００１ － ２０１１０１，纯度：９９． ３％ ，中国药品生物制品

检定所）；白屈菜红碱（批号：１１１７１８ － ２０１４０２，纯
度：８０． ５％ ，中国药品生物制品检定所）；博普总

碱原料药（湖南美可达生物资源股份有限公司生

产）；乙腈为色谱纯；水为纯化水；其余试剂均为

分析纯。
２　 方法与结果

２． １　 对照品溶液的制备 　 取对照品原阿片碱、别
隐品碱、盐酸血根碱和白屈菜红碱适量，精密称定，

加甲醇 － １． ０％ 盐酸（５０ ∶ ５０）１００ ｍＬ 溶解，制成每

１ ｍＬ含原阿片碱 ０． ０９５ ｍｇ、别隐品碱 ０． ０４９ ｍｇ、盐
酸血根碱 ０． ０２１ ｍｇ、白屈菜红碱 ０． ０１２ ｍｇ 的溶液

即得。
２． ２ 供试品溶液的制备 　 取博普总碱粉末约

２０ ｍｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲

醇 － １． ０％ 盐酸水（５０ ∶ ５０）５０ ｍＬ，称定重量，超声

（功率 ２５０ Ｗ，３３ ＫＨｚ）处理 ３０ ｍｉｎ，取出，放冷，称
定重量，用甲醇 － １． ０％盐酸水补足减失的重量，摇
匀，滤过，取续滤液，即得。
２． ３　 色谱条件　 根据公司博落回系列产品的内部

高效液相分析方法及相关的文献报道［６ ～ ８］，确定的

高效液相色谱条件：十八烷基硅烷键合硅胶为填充

剂 （ 优 化 使 用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣ 柱 （ ２５０ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ））；以乙腈为流动相 Ａ，以 ０． １％ 磷酸水溶液

为流动相 Ｂ，梯度洗脱：０ ～ １４ ｍｉｎ，２５％ Ａ；１４ ～
２７ ｍｉｎ，２５％ ～６０％ Ａ；２７ ～ ２９ ｍｉｎ，６０％ ～ ２５％ Ａ；
２９ ～ ３５ ｍｉｎ，２５％ Ａ；流速为 ０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为

３５ ℃；检测波长为 ２８７ ｎｍ。 分别精密吸取对照品

溶液、供试品溶液各 ５ μＬ，注入液相色谱仪，测定，
记录色谱图，即得。
２． ４　 检测波长的选择　 液相特征图谱中呈现的

４ 个特征峰分别为原阿片碱峰、别隐品碱峰、盐
酸血根碱峰和白屈菜红碱峰，使用全波长扫描发

现 ４ 个成份在 ２７０ ～ ２９０ ｎｍ 波长范围内均有较

好吸收，这 ４ 个成份的紫外最大吸收波长分别为

２８９、２８５、２７４ 及 ２６９ ｎｍ，因为博普总碱中原阿

片碱和别隐品碱峰为主要成份，故其检测波长确

定为 ２８７ ｎｍ。
２． ５　 方法学考察

２． ５． １ 　 精密度考察　 取同一份供试品溶液，按照

上述色谱条件进行下连续进样 ６ 次，每次 ５ μＬ。 供

试品特征图谱中应有 ４ 个特征峰，以原阿片碱参照

物峰为 Ｓ 峰，计算特征峰 ２、特征峰 ３、特征峰 ４ 的

相对保留时间，如表 １ 所示，结果表明该方法的仪

器精密度良好。
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表 １　 精密度考察结果

Ｔａｂ １　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

试验
次数

特征峰 １ 相
对保留时间

特征峰 ２ 相
对保留时间

特征峰 ３ 相
对保留时间

特征峰 ４ 相
对保留时间

１ １． ０００ １． １９２ １． ９０７ ２． ４２５

２ １． ０００ １． １９３ １． ９１４ ２． ４１９

３ １． ０００ １． １９４ １． ９１６ ２． ４１６

４ １． ０００ １． １９３ １． ９１６ ２． ４１４

５ １． ０００ １． １９４ １． ９１８ ２． ４１５

６ １． ０００ １． １９４ １． ９２０ ２． ４１３

平均值 １． ０００ １． １９３ １． ９１５ ２． ４１７

ＲＳＤ（％ ） － ０． ０６ ０． ２４ ０． １８

２． ５． ２ 　 稳定性考察　 取同一份供试品溶液，按照

上述色谱条件进行下分别于 ０、４、８、１２、１８、２４ ｈ 进

样，供试品特征图谱中应有 ４ 个特征峰，以原阿片

碱参照物峰为 Ｓ 峰，计算特征峰 ２、特征峰 ３、特征

峰 ４ 的相对保留时间，如表 ２ 所示，表明供试品溶

液在 ２４ ｈ 内稳定。
表 ２　 稳定性考察结果

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

进样
时间 ／ ｈ

特征峰 １ 相
对保留时间

特征峰 ２ 相
对保留时间

特征峰 ３ 相
对保留时间

特征峰 ４ 相
对保留时间

０ １． ０００ １． １９２ １． ９０７ ２． ４２５

４ １． ０００ １． １９４ １． ９１９ ２． ４０９

８ １． ０００ １． １９４ １． ９２０ ２． ４０８

１２ １． ０００ １． １９４ １． ９２３ ２． ４０２

１８ １． ０００ １． １９５ １． ９２５ ２． ４００

２４ １． ０００ １． １９５ １． ９２６ ２． ３９６

平均值 １． ０００ １． １９４ １． ９２０ ２． ４０７

ＲＳＤ（％ ） － ０． ０８ ０． ３７ ０． ４２

２． ５． ３　 重复性考察　 取同一批次样品制备供试品

溶液，按照上述色谱条件进行下平行进样 ６ 份，结
果见表 ３。 试验结果表明，供试品的重复性良好。

表 ３　 重复性考察结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

序号
特征峰 １ 相
对保留时间

特征峰 ２ 相
对保留时间

特征峰 ３ 相
对保留时间

特征峰 ４ 相
对保留时间

１ １． ０００ １． １９６ １． ９３１ ２． ３９２

２ １． ０００ １． １９６ １． ９３２ ２． ３９０

３ １． ０００ １． １９６ １． ９３２ ２． ３９３

４ １． ０００ １． １９６ １． ９３４ ２． ３９３

５ １． ０００ １． １９６ １． ９３４ ２． ３９３

６ １． ０００ １． １９５ １． ９３３ ２． ３９２

平均值 １． ０００ １． １９６ １． ９３２ ２． ３９２

ＲＳＤ（％ ） － ０． ０２７ ０． ０５３ ０． ０４６

２． ６　 博普总碱特征图谱的建立及相关数值的规定

２． ６． １　 特征图谱的建立和特征峰的定性鉴别　 取

１５ 个不同批次的博普总碱原料药，批号分别为

１００７０１、１００７０２、 １００７０３、 １１０９０１、 １１０９０２、 １１０９０３、
１４０５０１、１４０５０２、 １４０５０３、 １８０４０１、 １８０４０２、 １８０４０３、
２００５０１、２００５０２ 及 ２００５０３，按已确定的色谱条件进

行测定，记录色谱图，以半峰宽为 ２０，斜率为 １０００，
最小峰高为最高峰的 １． ５％进行积分。 将所有批次

样品色谱图数据导入“中药色谱指纹图谱相似度评

价系统 （２０１２ 版）”，以 Ｓ１（１００７０２）样品色谱图为

参照图谱，时间窗宽度 ０． １０Ｓ，进行多点校正，得到

１５ 批样品叠加图，并建立博普总碱特征图谱的对

照图谱，详见图 １ 和图 ２，各批次样品的相似度结果

均大于 ０． ９５。

图 １　 １５ 个批次博普总碱原料药的特征图谱

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ １５ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｂｏｐｕ Ｚｏｎｇｊｉａｎ

·９４·
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峰 １：原阿片碱　 峰 ２：别隐品碱　 峰 ３：血根碱　 峰 ４：白屈菜红碱

Ｐｅａｋ１：Ｐｒｏｔｏｐｉｎｅ Ｐｅａｋ２：Ａｌｌｏｃｒｙｐｔｏｐｉｎｅ Ｐｅａｋ３：Ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ Ｐｅａｋ４：Ｃｈｅｌｅｒｙｔｈｒｉｎｅ

图 ２　 系统生成的对照特征图谱

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ

　 　 将含有原阿片碱、别隐品碱、血根碱和白屈

菜红碱的混合对照品溶液，以及博普总碱供试品

溶液按已确定的色谱条件测定，记录色谱图，见
图 ３。

Ａ：博普总碱混合对照　 Ｂ：博普总碱供试品

Ａ：Ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ： Ｂｏｐｕ Ｚｏｎｇｊｉａｎ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ３　 高效液相色谱图

Ｆｉｇ ３　 ＨＰＬＣ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２． ６． ２　 特征图谱内容的规定　 按上述的色谱条件

测定，记录 １５ 个不同批次博普总碱原料药各特征峰

的保留时间，计算各特征峰和参照物峰 Ｓ 的相对保

留时间（表 ４），所有特征峰的相对保留时间 ＲＳＤ 均

小于 ５％。 故应规定各供试品溶液的色谱图中应有

４ 个特征峰，其原阿片碱峰为 Ｓ 峰，计算特征峰 ２、峰
３ 和峰 ４ 与 Ｓ 峰的相对保留时间，其相对保留时间应

在规定值的 ± ５％之内。 规定值为：１． １９ ± ０． ０６（峰
２），１． ９２ ±０． １０（峰 ３），２． ４１ ±０． １２（峰 ４）。

３　 讨论与结论

３． １　 流动相的优化　 采用 ４ 个不同液相流动相系

统对博普总碱原料药进行洗脱：（Ⅰ）甲醇（Ａ） －０ １％
磷酸水（Ｂ）；（Ⅱ）甲醇（Ａ） － ０． ２％三乙胺 － ０． １％磷

酸水（Ｂ）；（Ⅲ）乙腈（Ａ） － ０． １％磷酸水（Ｂ）；（Ⅳ）乙
腈（Ａ） －０． ２％三乙胺（磷酸调 ｐＨ ＝２． ５）（Ｂ）。

其中流动相系统Ⅲ和Ⅳ，效果较好，即乙腈水

系统分离洗脱效果比甲醇水系统好；其中三乙胺磷

酸属于缓冲盐，对液相设备损害较大，操作较为复

·０５·
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杂，最终选择流动相乙腈（Ａ） － ０． １％磷酸水（Ｂ）。
表 ４　 样品测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｓａｍｐｌｅｓ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

批号
特征峰 １ 相
对保留时间

特征峰 ２ 相
对保留时间

特征峰 ３ 相
对保留时间

特征峰 ４ 相
对保留时间

１００７０１ １． ０００ １． １９０ １． ９２７ ２． ４１０

１００７０２ １． ０００ １． １８９ １． ９２５ ２． ４０８

１００７０３ １． ０００ １． １９０ １． ９２７ ２． ４１２

１１０９０１ １． ０００ １． １９０ １． ９２７ ２． ４１３

１１０９０２ １． ０００ １． １８９ １． ９２６ ２． ４１２

１１０９０３ １． ０００ １． １８９ １． ９２６ ２． ４１２

１４０５０１ １． ０００ １． １９１ １． ９２９ ２． ３９６

１４０５０２ １． ０００ １． １９３ １． ９３３ ２． ４０３

１４０５０３ １． ０００ １． １９０ １． ９２８ ２． ４００

１８０４０１ １． ０００ １． １９０ １． ９２７ ２． ４０２

１８０４０２ １． ０００ １． １９０ １． ９２６ ２． ４０４

１８０４０３ １． ０００ １． １９１ １． ９２８ ２． ４０６

２００５０１ １． ０００ １． １９０ １． ９２７ ２． ４０６

２００５０２ １． ０００ １． １９２ １． ９３１ ２． ４１２

２００５０３ １． ０００ １． １８９ １． ９２６ ２． ４０６

平均值 １． ０００ １． １９０ １． ９２８ ２． ４０７

ＲＳＤ（％ ） － ０． ０９％ ０． １１％ ０． ２１％

３． ２　 检测波长对相对保留时间的影响　 使用同一

供试品溶液，选择不同检测波长 ２８２、２８５、２８７、２８９
和 ２９２ ｎｍ 进行检测，并计算相对保留时间，结果显

示各特征峰的相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １％ ，故检

测波长对特征峰的相对保留时间影响很小。
３． ３　 柱温对相对保留时间的影响　 使用同一供试

品溶液，选择不同柱温 ２５、３０、３５、４０ ℃进行检测，

并计算相对保留时间，结果显示特征峰 ２ 和特征峰

３ 的相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 ５％ ，但特征峰 ４ 相

对保留时间 ＲＳＤ 为 ５． ４１％ 。 可见不同柱温对特征

峰的相对保留时间影响较大，尤其是特征峰 ４（白
屈菜红碱峰）。
３． ４　 流动相流速对相对保留时间的影响　 使用同

一供试品溶液，选择不同流速 ０． ６、０． ７、０． ８、０． ９、
１ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 进行检测，并计算相对保留时间，结果

显示特征峰 ２ 和特征峰 ３ 的相对保留时间 ＲＳＤ 均

小于 ５％ ， 但特征峰 ４ 相对保留时间 ＲＳＤ 为

８ ４８％ 。 可见不同流速对特征峰的相对保留时间

影响较大，尤其是特征峰 ４（白屈菜红碱峰）。
３． ５　 不同品牌色谱柱对高效液相特征谱图的影响

　 使用同一供试品溶液，选择不同品牌 Ｃ１８ （２５０ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ）液相色谱柱 Ｘｕｎｉｏｎ、Ｗｅｌｃｈ Ｕｌｔｉｍａｔｅ、
ＡＣＥ Ｅｘｃｅｌ、Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＣ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣ，进行检测，并
计算相对保留时间，结果显示除了特征峰 ２ 相对保

留时间 ＲＳＤ 小于 ５％外，特征峰 ３ 的相对保留时间

ＲＳＤ 为 ８． ７９％ ，特征峰 ４ 的相对保留时间 ＲＳＤ 为

１１． ８０％ ，故不同品牌色谱柱对特征峰的相对保留

时间影响较大，最好固定色谱柱品牌进行使用，考
虑市场上销售量较大和使用效果，优化使用 Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｃ１８系列色谱柱，尤其使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣ 柱。

本研究对原料药博普总碱有效部位进行了特

征图谱研究，可在含量测定的同时，进行特征图谱

的测定，相较于博落回生物碱的薄层鉴别［３］ 更为快

速和方便。 同时，应用特征图谱技术指认了 ４ 个特

征峰并规定了相对保留时间。 该方法具有良好的

精密性、溶液稳定性和样品重复性，为全面控制博

普总碱的质量提供了依据。
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