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摘 要 目的：建立同时测定云连药材中6种生物碱含量的方法。方法：色谱柱为XtimateTM C18，流动相为30 mmol/L碳酸氢铵溶

液（含0.1％三乙胺和0.7％氨水）-乙腈（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为270 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。结果：

药根碱、非洲防己碱、表小檗碱、黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的检测质量浓度线性范围分别为0.85～16.96 mg/L（r＝0.999 9）、

1.25～24.96 mg/L（r＝0.999 8）、2.05～40.96 mg/L（r＝0.999 9）、3.65～72.96 mg/L（r＝0.999 9）、2.88～57.60 mg/L（r＝0.999 9）、

13.25～264.96 mg/L（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜3.0％；加样回收率分别为 97.14％～102.14％（RSD＝

1.93％，n＝6）、97.00％～102.00％（RSD＝2.06％，n＝6）、98.18％～101.82％（RSD＝1.79％，n＝6）、96.15％～101.28％（RSD＝

2.06％，n＝6）、96.88％～101.88％（RSD＝1.87％，n＝6）、99.31％～103.76％（RSD＝1.89％，n＝6）。结论：该方法操作简便，精密

度、稳定性、重复性好，可用于云连药材中6种生物碱含量的同时测定。
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黄连是中医临床常用药物，始载于《神农本草经》，

药用历史悠久。黄连味苦，性寒，归心、肝、胃、胆、大肠

经，具有清热燥湿、泻火解毒的功效，临床上常用于治疗

湿热痞满、呕吐、心火亢盛、黄疸、消渴、牙痛、痈肿疗疮

等症[1]。现代药理研究表明，黄连具有抗病原微生物、抗

炎、抗癌、抗溃疡、降血糖、解热和保肝等作用[2]。2015年

版《中国药典》（一部）记载黄连为毛茛科植物黄连

Coptis chinensis Franch.、三角叶黄连 C. deltoidea C.Y.

Cheng et Hsiao或云连C. teeta Wall.的干燥根茎，药材依

次习称为“味连”“雅连”和“云连”。

有文献检测了不同产地和品种黄连药材中的总生

物碱，发现云连中的总生物碱高于味连和雅连[3]；有研究

检测了不同产地和品种黄连中盐酸小檗碱、盐酸巴马汀

和药根碱的含量，却发现云连中上述3种生物碱含量低

于味连，由于该研究收集云连样品均未超过3批，样品量

较少[4]；同时，云连中除了上述3种生物碱外，黄连碱、表

小檗碱和非洲防己碱也是其主要成分。鉴于上述原因，

笔者采用高效液相色谱法（HPLC）同时测定了 8批云连

药材中上述6种生物碱的含量，以期为云连药材的质量

控制与评价及其临床合理利用提供一定借鉴。

1 材料

1.1 仪器

1200型 HPLC仪，包括DAD检测器（美国Agilent公

司）；CPX8800H-C型超声波清洗器（上海必能信有限公

司）；BP121S型电子分析天平（北京赛多利斯科学仪器

有限公司）。

1.2 试剂

盐酸小檗碱、盐酸巴马汀对照品（批号分别为

110713-200609、110732-200506）均购自中国食品药品检

定研究院；黄连碱、非洲防己碱、表小檗碱、药根碱对照

品（ 批 号 分 别 为 20100501、20100502、20100701、

20110406）均由重庆市中药研究院提供，以上对照品纯

度均＞98％；乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为

纯化水。

1.3 药材

笔者共收集云连药材 8批（见表 1），经重庆医科大

学中医药学院王刚副教授鉴定为真品。

表1 云连药材来源

Tab 1 Source of C. teeta

No.

1

2

3

4

来源
云南福贡县
云南大理三月街药材市场
云南中甸县
云南昆明旺达药材经营部

No.

5

6

7

8

来源
云南昆明菊花园药材市场
云南福贡县鹿马登乡
云南福贡县匹河乡
云南福贡县上帕镇

2 方法与结果

2.1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：XtimateTM C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：30 mmol/L 碳酸氢铵溶液（A，含 0.1％三乙胺和

0.7％氨水）-乙腈（B），梯度洗脱（0～15 min，10％→25％

B；15～25 min，25％→30％ B；25～40 min，30％→45％

B）；流速：1.0 mL/min；检测波长：270 nm；柱温：30 ℃；进

样量：10 μL。 在上述色谱条件下，理论板数以药根

碱、非洲防己碱、表小檗碱、黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸

小檗碱峰计＞3 000；各成分基线分离良好，分离度＞

1.5，详见图1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取待测成分对照品适

量，加盐酸-甲醇（1 ∶ 100，V/V）制成药根碱、非洲防己碱、

表小檗碱、黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱质量浓度分

别为 16.96、24.96、40.96、72.96、57.60、264.96 mg/L 的混

合对照品溶液。

ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for simultaneous determination of 6 alkaloids in Coptis teeta. METHODS：The
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2.2.2 供试品溶液 取药材样品粉末约 0.1 g，精密称

定，置于 100 mL 具塞锥形瓶中，精密加入盐酸 -甲醇

（1 ∶ 100，V/V）50 mL，密塞，称定质量，超声（功率：240

W，频率：45 kHz，下同）处理30 min，取出，放冷，再次称

定质量，用盐酸-甲醇（1 ∶ 100，V/V）补足减失的质量，摇

匀，滤过，取续滤液，经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤

液，即得。

2.3 线性关系考察

分别精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液 0.5、1、

2、5、10 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，加盐酸-甲醇（1 ∶
100，V/V）定容，制成系列混合对照品溶液。精密量取上

述系列混合对照品溶液各 10 μL，按“2.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。以待测成分质量浓度（x，mg/L）

为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得回归方

程与线性范围，详见表2。

表2 回归方程与线性范围

Tab 2 Regression equations and linear ranges

待测成分
药根碱
非洲防己碱
表小檗碱
黄连碱
盐酸巴马汀
盐酸小檗碱

回归方程
y＝28.543 1x－0.504 3

y＝43.513 0x－16.725 0

y＝33.897 0x－6.646 2

y＝32.994 9x－10.562 1

y＝36.466 5x－1.725 1

y＝35.508 8x－7.979 1

r

0.999 9

0.999 8

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

线性范围，mg/L

0.85～16.96

1.25～24.96

2.05～40.96

3.65～72.96

2.88～57.60

13.25～264.96

2.4 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”项下色

谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。结果，药根碱、

非洲防己碱、表小檗碱、黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗

碱峰面积的RSD分别为 1.52％、1.31％、1.47％、1.75％、

1.63％、1.97％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.5 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（No.5）适量，分别于室温

下放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。结果，药根碱、非洲防己碱、表小檗碱、

黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱峰面积的RSD分别为

1.64％、1.22％、2.04％、1.46％、0.88％、1.74％（n＝6），表

明供试品溶液室温放置24 h内基本稳定。

2.6 重复性试验

精密称取同一批样品（No.5）适量，按“2.2.2”项下方

法制备供试品溶液，共 6份，再按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。结果，药根碱、非洲防己碱、表小

檗碱、黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱峰面积的RSD分

别为 1.36％、1.72％、0.93％、2.16％、2.33％、1.61％（n＝

6），表明本方法重复性良好。

2.7 加样回收率试验

取已知含量样品（No.5）适量，共6份，分别加入一定

质量的待测成分对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算加样回收率，结果见表3。
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms

表3 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝6）

药根碱

非洲防己碱

表小檗碱

黄连碱

盐酸巴马汀

0.051 0

0.050 8

0.050 6

0.051 1

0.051 2

0.050 6

0.051 0

0.050 8

0.050 6

0.051 1

0.051 2

0.050 6

0.051 0

0.050 8

0.050 6

0.051 1

0.051 2

0.050 6

0.051 0

0.050 8

0.050 6

0.051 1

0.051 2

0.050 6

0.051 0

0.050 8

0.050 6

0.051 1

0.051 2

0.050 6

0.421

0.434

0.427

0.413

0.415

0.425

0.098

0.104

0.108

0.094

0.098

0.103

0.058

0.061

0.055

0.053

0.058

0.060

0.806

0.766

0.782

0.823

0.812

0.778

0.341

0.309

0.338

0.342

0.326

0.341

0.420

0.420

0.420

0.420

0.420

0.420

0.100

0.100

0.100

0.100

0.100

0.100

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.780

0.780

0.780

0.780

0.780

0.780

0.320

0.320

0.320

0.320

0.320

0.320

0.834

0.851

0.856

0.821

0.836

0.852

0.197

0.205

0.205

0.196

0.195

0.202

0.112

0.115

0.111

0.108

0.114

0.114

1.556

1.548

1.572

1.583

1.576

1.562

0.667

0.622

0.648

0.659

0.637

0.659

98.33

99.29

102.14

97.14

100.24

101.67

99.00

101.00

97.00

102.00

97.00

99.00

98.18

98.18

101.82

100.00

101.82

98.18

96.15

100.26

101.28

97.44

97.95

100.51

101.88

97.81

96.88

99.06

97.19

99.38

99.80

99.17

99.70

98.93

98.70

1.93

2.06

1.79

2.06

1.87

待测成分
取样
量，g

样品含
量，mg

加入量，
mg

测得量，
mg

加样回收
率，％

平均加样回
收率，％

RSD，
％
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2.8 药材样品含量测定

取 8批样品各适量，分别按“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积并计算样品含量，结果见表 4（表中“-”为含量＜

0.01％而未检出）。

表4 药材样品含量测定结果（n＝3，％）

Tab 4 Result of contents determination of samples

（n＝3，％）

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

平均值

药根碱

6.49

7.75

7.72

6.44

8.43

7.89

7.51

7.23

7.43

非洲防己碱

1.98

1.77

1.53

1.18

1.97

1.46

1.74

1.57

1.65

表小檗碱

-

0.90

0.66

-

1.11

0.87

0.36

-

0.78

黄连碱

13.81

13.57

18.10

12.90

15.60

14.26

15.09

12.18

14.44

盐酸巴马汀

10.12

5.44

5.33

4.08

6.32

5.14

4.60

4.93

5.75

盐酸小檗碱

74.13

84.80

85.58

74.67

91.16

86.34

79.12

79.14

81.87

3 讨论

笔者参考有关文献[4-6]，考察了 50 mmol/L磷酸二氢

钾-甲醇、50 mmol/L磷酸二氢钾（加入不同浓度的十二

烷基磺酸钠）-乙腈溶液、0.1％三氟乙酸 -乙腈、30

mmol/L 碳酸氢铵溶液-乙腈等流动相体系，结果表明，

30 mmol/L 碳酸氢铵溶液-乙腈能较好地分离 6种生物

碱，并在水相中加入一定浓度的三乙胺和氨水调pH后，

能明显改善色谱峰的对称性。因此，最终确定最佳的流

动相为 30 mmol/L 碳酸氢铵溶液（含 0.1％三乙胺和

0.7％氨水）-乙腈，进行梯度洗脱。此外，在供试品溶液

的制备中，本研究对提取方法（超声、回流）、提取溶剂

（甲醇、乙醇、盐酸-甲醇、盐酸-乙醇）、提取时间（30、40、

50 min）及提取溶剂用量（40、50、60 mL）等因素进行了

考察，最终发现以盐酸-甲醇（1 ∶ 100，V/V）50 mL超声提

取30 min的提取效果最佳。

笔者同时测定云连药材中 6种生物碱，结果云连药

材中6种生物碱的平均含量高低依次为：盐酸小檗碱＞

黄连碱＞药根碱＞盐酸巴马汀＞非洲防己碱＞表小檗

碱。本方法操作简便，精密度、稳定性、重复性好，可用

于云连药材中6种生物碱含量的同时测定。
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盐酸小檗碱 0.051 0

0.050 8

0.050 6

0.051 1

0.051 2

0.050 6

4.742

4.466

4.558

4.740

4.649

4.552

4.500

4.500

4.500

4.500

4.500

4.500

9.267

8.982

9.212

9.209

9.137

9.221

100.56

100.36

103.42

99.31

99.73

103.76

101.19 1.89

待测成分
取样
量，g

样品含
量，mg

加入量，
mg

测得量，
mg

加样回收
率，％

平均加样回
收率，％

RSD，
％

续表3

Continued tab 3
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