
建立GAP、指纹图谱、有效成分定量、生物活性测定

指标、有毒物质含量限制标准等。同时,生产企业也

应积极配合制订适宜的质量内控标准,从而确保相

关各单元标准操作规程( SOP)的制订有的放矢。
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RP-HPLC法测定万氏牛黄清心丸(浓缩丸)中盐酸小檗碱的含量

苏健俊　丁　野(湖南省药品检验所　长沙 410001)

摘要　目的: 建立万氏牛黄清心丸(浓缩丸)的含量测定方法, 有效控制该制剂的质量。方法: 采用 RP-HPLC 法测定盐酸小檗

碱的含量。以乙腈-0. 05mol/ L 磷酸二氢钾溶液( 10%氢氧化钾调 pH5. 0) ( 28∶72)为流动相, Po la ris C18-A ( 250mm×4. 6mm ,

5 m)为色谱柱; 265nm 为检测波长。结果: 测得线性范围 0. 0256～0. 2304 g ( r = 0. 9999) , 平均回收率为 99. 02% , RSD=

1. 61% ( n= 5)。结论: 本方法可作为该制剂的质控指标。

关键词　RP-HPLC; 万氏牛黄清心丸;盐酸小檗碱

Determination of the Content of Berberine Hydrochloride in Wanshi Niuhuang Qingxin Pill

( Concentrated Pill) by RP-HPLC

Su Jianjun, Ding Ye( H unan P rov inc ial I nst itute f or Dr ug Cont rol , Chang sha 410001)

Abstract　Objective: T o est ablish a method of quant itative ana ly sis of Wanshi N iuhuang Q ingx in Pill( Concent rated Pill) by

RP-HPLC. Method: T o determine the content o f berber ine hydrochlor ide by RP-HPLC, using a co lumn packed w ith Po lar is

C18-A ( 250mm×4. 6mm, 5 m) and a mix ture of acetonitr ile 0. 05mol/ L phosphate dihydropo tassium so lution( 10% po tassium

hydrox ide pH5. 0) ( 28∶72) a s the mobile phase, detection w avelengt h is 265nm. Result: The linea r r ange w as 0. 0256～0. 2304

g ( r= 0. 9999) , the m ean recover y o f berber ine hydro chlorde w as 99. 02% , RSD1. 61% ( n= 5) . Conclusion: T he m et hod is r e-

liable.

19Drug St andards o f China 2005, vo l. 6 No . 5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国药品标准 2005 年第6 卷第5 期　(总 299)



Key words　RP-HPLC; Wanshi N iuhuang Q ingx in P ill; Berberine Hydrochlo ride

　　万氏牛黄清心丸(浓缩丸)系由黄连、牛黄、朱砂

等 6味药经适宜的加工,炮制,提取而制成的中药制

剂。具有清热解毒,镇惊安神之功效, 用于邪热内闭,

烦噪不安,神昏谵语,小儿高热惊厥等症。黄连为其

主要药味,其主要有效成分为小檗碱。为更好地控制

该制剂的内在质量,我们以小檗碱的盐酸盐为指标,

采用RP-HPLC法建立了本品的含量测定方法。结

果表明,该方法简便,准确, 重现性好,能有效地控制

该制剂的内在质量。

一、仪器与试药

美国 Aglient 1100HPLC 仪; 北京 T L 9900 色

谱工作站; 色谱柱: 美国 Methchem Polaris C18-A

( 250mm×4. 6mm , 5 m) ; 盐酸小檗碱对照品购自中

国药品生物制品检定所(供含量测定用) ; 万氏牛黄

清心丸(浓缩丸)由湖南九芝堂药业有限公司提供,

其他试剂均为分析纯。

二、方法与结果

1. 测定条件　用十八烷基硅烷键合硅胶为填

充剂; 色谱柱为 Polaris C18-A ( 250mm×4. 6mm,

5 m ) ;乙腈-0. 05% mol / L 磷酸二氢钾溶液( 10%氢

氧化钾溶液调 pH5. 0) ( 28∶72)为流动相; 流速

1. 0ml/ m in; 柱温 30℃;检测波长 265nm。理论板数

按盐酸小檗碱峰计算应不低于 2000。

以上述条件对样品、对照品及阴性样品进行测

定,结果样品、对照品分离效果很好,阴性样品在与

对照品色谱相同的保留时间处无吸收,色谱图见附

图。

2. 线性关系的考察　 精密吸取浓度为

0. 0256mg/ m l的盐酸小檗碱对照品溶液 1、3、5、7、

9 l,分别注入液相色谱仪中,测定。以盐酸小檗碱对

照品浓度为横坐标,以峰面积积分值为纵坐标, 进行

线性回归, 得回归方程 Y= 6330818x - 177605, r =

0. 9999。结果表明进样量在 0. 0256～0. 2304 g 之间

与峰面积积分值呈良好的线性关系。

3. 样品测定　取本品约 0. 1g, 精密称定, 置

100ml 量瓶中, 加入盐酸-甲醇 ( 1∶100)约 95ml,

60℃水浴中加热 15分钟, 取出,超声处理 30分钟,

室温放置过夜,加甲醇至刻度,摇匀, 滤过, 取续滤液

作为供试品溶液。

精密吸取盐酸小檗碱对照品溶液( 0. 0256mg/

ml)与供试品溶液各 10 l, 注入液相色谱仪, 测定,

按外标一点法计算,即得。结果见表 1。

附图　色谱图

A. 盐酸小檗碱对照品　B. 供试品　C . 阴性样品

1. 盐酸小檗碱色谱峰

表 1　样品中盐酸小檗碱的含量测定结果

批号 盐酸小檗碱含量( mg/ g )

030721 27. 04

030723 31. 36

030725 27. 99

　　4. 稳定性试验　取同一份供试品溶液,分别在

0、3、6、9、12小时吸取供试品溶液注入液相色谱仪,

测定峰面积积分值, 结果峰面积积分值在 12小时内

基本不变, RSD为 0. 3%。

5. 重现性试验　取同一批样品( 030721)样品 5

份( n = 2) , 按样品测定方法制上述方法测定, RSD

为 1. 13%。

6. 加样回收率试验　精密称取已知含量为

27. 04mg /g ( 030721批, 5 次测定的平均值)供试品

约 0. 05g ,置 100m l量瓶中,分别精密加入盐酸小檗

碱对照品溶液( 1. 311mg / ml) 1ml, 照“供试品溶液的

制备”项下的方法制备, 依上述色谱条件测定, 平均

回收率为 99. 02% , RSD为 1. 61% , 结果见表 2。

三、讨论

根据文献报道, 用 HPLC法测定盐酸小檗碱含
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表 2　加样回收率试验结果表

取样量

( g)

样品中含

盐酸小檗

碱量

( m g)

加入盐酸

小檗碱对

照品量

( mg )

实测的盐酸

小檗碱量

( mg)

回收率

( % )

平均回

收率

( % )

RSD

( % )

0. 0495 1. 3385 1. 3110 2. 6289 98. 42

0. 0501 1. 3547 1. 3110 2. 6355 97. 69

0. 0487 1. 3168 1. 3110 2. 6099 98. 63 99. 02 1. 61

0. 0479 1. 2952 1. 3110 2. 5948 99. 13

0. 0466 1. 2600 1. 3110 2. 5875 101. 25

量所用的流动相有多种, 最为常见的是乙腈-

0. 05mol·L
- 1磷酸二氢钾溶液, 经试验发现, 用此

流动相测定本样品时, 色谱图中主峰因峰形不对称

而与相邻峰难以完全分离; 加入阴离子型表面活性

剂十二烷基磺酸钠( 0. 025mol·L
- 1 )调整以后的流

动相,峰形及分离度得到很大改善,但柱饱和时间太

长(达 30小时以上) ;加入 10%氢氧化钾溶液调节

pH5. 0后的流动相, 峰形及分离度也得到很大改

善,并且色谱柱在 30～60min 内即可被饱和。
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RP-HPLC法测定石韦药材中绿原酸的含量

孙全明　朱朝德　李春雨　张康生　胥道宝　张转平　王　静(安康市药品检验所　陕西 安康 725000)

摘要　目的: 建立石韦药材中绿原酸的含量测定方法。方法:采用 RP-HPLC 法, 使用 C18柱,以乙腈-0. 5%磷酸溶液( 11∶89)

为流动相; 检测波长为 326nm; 流速为 1. 0ml/ min。结果: 绿原酸在 0. 126～0. 632 g 范围内线性关系良好( r= 0. 9998) ,平均回

收率为 99. 37% ( RSD= 1. 27% )。结论:本法简便,快速, 灵敏,准确, 重现性好,可用于石韦药材的质量控制。

关键词　RP-HPLC; 石韦药材;绿原酸

Determination of Chlorogenic Acid in Crude Folium Pyrrosiae by RP-HPLC

Sun Q uanming , Zhu Chaode, L i Chunyu, et al( A nkang Insti tut e f or Drug Control ,Shaanx i ,A nkang 725000)

Abstract　Objective: T o establish a met hod fo r the determination of Chlo ro genic Acid in crude Fo lium py rr osiae . Method:

K romasil C18( 250mm×4. 6m m, 5 m ) column was used. The mobile phase consisted of M eCN-0. 5% H3PO 4( 11∶89) . The de-

tection w avelength w as at 326nm . The flow rate w as 1. 0ml/ min. Result: The calibr ation cur ve o f Chlor og enic Acid was in

good linear ity ov er t he range of 0. 126～0. 632 g ( r= 0. 9998) . T he mean recover y w as 99. 37% ( RSD= 1. 27% ) . Conclusion:

The met hod is simple, quick, sensitiv e, accurate , repr oducible and can be used to contr ol the qua lity of crude Folium py rr osia e.

Key words: RP-HPLC; crude Fo lium py rr osiae; Chlo ro genic Acid

　　石韦为较常用中药,具有利尿通淋,清热止血等

功效。药典[ 1]收载石韦为水龙骨科植物庐山石韦

Py rrosia sheareri ( Bak. ) Ching、石韦 Pyr rosia lin-

gua ( Thunb. ) Farw ell 或有柄石韦 Pyrr osia pet i-

olosa ( Christ ) Ching 的干燥叶。石韦药材中含有多

种活性成分
[ 2～6]

,其主要有效成分是绿原酸(抗菌、

兴奋中枢神经等作用) ,芒果苷(抗菌、抗单纯疱疹病

毒作用)和异芒果苷(镇咳祛痰、抗单纯疱疹病毒作

用) [ 7～9]。药典收载的三个品种中,上述三种成分的

含量差异较大
[ 10]

, 其中绿原酸在三个品种中均含

有,芒果苷与异芒果苷在庐山石韦中含有, 而在有柄

石韦和石韦中仅含微量或无法检出。由于绿原酸是

其主要抗菌成分,故宜以绿原酸为指标,控制石韦药

材的质量。

石韦药材中绿原酸的含量测定方法多采用

HPLC 法
[ 10, 11] , 但由于其选用品种单一或兼顾测定

其它成分,绿原酸的分离效果较差。我们通过比较研

究,选择适宜的流动相,得到了较好的分离效果。制

定出用反相 HPLC 法测定石韦药材中绿原酸的含

量,用于控制其质量。

一、仪器与试药

美国SP8810型高效液相色谱仪, SP8450型

* 　本文为《中国药典》2005年版科研项目

21Drug St andards o f China 2005, vo l. 6 No . 5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国药品标准 2005 年第6 卷第5 期　(总 301)


