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RP- HPLC测定苦豆子总碱中莱曼碱的含量
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摘要 目的: 建立反相高效液相色谱法测定苦豆子总碱中莱曼碱的含量。方法: 采用 K rom asil 100- 5C
18
柱 ( 250 mm @ 41 6

mm, 5 Lm ) , 流动相为乙腈 - 01 03 m o l# L- 1磷酸二氢铵溶液 (内含 11 0 mL磷酸, 以三乙胺调至 pH 5) ( 70B30), 流速 110 mL

# m in- 1, 检测波长 205 nm。结果: 莱曼碱在本文色谱条件下,分离良好; 线性范围为 01 47~ 11 40 Lg( r= 019999);加样回收率

( n= 6)为 991 4% , RSD为 117% ;测得 3批苦豆子总碱中莱曼碱的含量分别为 118% , 211% , 116%。结论: 所建立的莱曼碱含

量测定方法灵敏度高, 专属性强,可用于苦豆子总碱中莱曼碱的质量控制, 为苦豆子总碱的质量控制提供了一种新的、有效的

方法。
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Abstract Objec tive: To deve lop an RP- HPLC method for the determ ination of lehm annine in tota l alka loids o f

Sophora alop ecuroides1Methods: The samplesw ere ana lyzed on a Kromasil 100- 5C18 column( 250mm @ 416mm,

5 Lm) w ith aceton itrile- a m ix ture of 0103 mo l# L
- 1

ammon ium dihydrogen phosphate containing 110mL phos-

phoric acid and adjusting pH 5 w ith tr iethylam ine ( 70B30) as mob ile phase1The flow rate w as 110 mL# m in
- 1
,

and UV detection w ave length w as 205 nm1 Results: The linear range o f lehmann ine w as in the range o f 0147 -

1140 Lg ( r= 019999) 1 The recovery( n = 6) w as 9914% w ith RSD o f117%, and the prec ision of lehmanninew as

RSD= 111% ( n = 5) . The relat ive con tents o f lehmann ine in three batches o f total a lkalo ids o f Sophora alop ecu-

ro ides were 1. 8% , 2. 1% , and 1. 6% respect ively. Conclusion: The new method is fas,t accurate, sensitive, se-

lect ive, and suitable for the quality contro l of tota l a lkalo ids o fSophora alopecuro ides.
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苦豆子 ( Sophora alop ecuroides L. )系豆科槐属

多年生草本植物,有清热解毒、祛风燥湿、止痛杀虫

等作用,其有效成分主要为喹诺里西啶类生物碱,地

上部分含总生物碱约 611% ~ 8103%, 种子含约

8111% [ 1 ]
,有槐定碱 ( sophoridine )、槐果碱 ( sopho-

carp ine )、苦 参 碱 ( matrine )、氧 化 苦 参 碱

( oxymatr ine )、莱曼碱 ( lehmann ine)、槐胺碱 ( so-

pho raram ine)、苦豆碱 ( aloperine)等。其中莱曼碱具

有明显镇静作用
[ 2, 3]

, 能增强戊巴比妥钠和水合氯

醛的催眠作用,可对抗皮下注射苯丙胺引起的兴奋

作用,具有一定的抗菌活性
[ 4 ]

, 并作为医药原料生

产供应。同时苦豆子总碱经国家药品监督管理局批

准 [标准: W S- 10001- (HD - 1391) - 2]作为提取

物在市场上广泛流通,主要产品有克泻灵片、苦豆子
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总碱注射液以及作为苦参碱、苦参素、槐果碱、槐定

碱、苦豆碱和莱曼碱等单体的进一步加工原料。莱

曼碱是从豆科槐属植物苦豆子中提取分离出的含三

价氮原子四环型哌啶生物碱, 有较好镇静、抗菌等

作用, 目前尚无合适的检测方法用于苦豆总碱中莱

曼碱的含量测定。

目前已建立了苦豆子总碱中槐定碱、苦参碱、槐

果碱同时测定和槐定碱、苦参碱、氧化苦参碱同时测

定以及反相高效液相色谱同时测定苦参碱、氧化苦

参碱、槐果碱和槐胺碱等多成分的测定方法
[ 5~ 7]

,谢

永新建立了气相色谱法测定莱曼碱的含量
[ 8]

, 但至

今未见反相高效液相色谱法测定苦豆子总碱中莱曼

碱含量的报道。莱曼碱能明显抑制小鼠的自主活

动,增加或加强阈下催眠量的戊巴比妥钠和水合氯

醛作用, 可对抗皮下注射苯丙胺引起的兴奋作

用
[ 9]
。随着对苦豆子总碱物质基础、药理作用的深

入研究,有必要建立苦豆子总碱中莱曼碱含量测定,

为苦豆子总碱的质量全面控制与深入开发打下基

础。本文报道苦豆子总碱中莱曼碱的高效液相色谱

含量测定方法,所建方法准确、简便, 重现性好,可用

于苦豆子总碱中莱曼碱的定性、定量考察。

1 仪器与试药

美国惠普 HP- 1100高效液相色谱仪, G1315A

紫外 -可见光二极管阵列检测器; 超声波清洗器

(昆山市超声仪器有限公司 )。苦豆子总碱、莱曼碱

对照品 (HPLC面积归一法计算纯度 > 9810% )均由

宁夏盐池都顺生物化工有限公司提供; 乙腈 (美国

S igma公司 )为色谱级,其余试剂均为分析纯, 水为

重蒸水。

2 方法与结果

211 色谱条件 色谱柱: Kromasil 100 - 5C18柱

( 250mm @ 416 mm, 5 Lm ); 流动相为乙腈 - 0103
mo l# L

- 1
磷酸二氢铵溶液 ( 内含 110m l磷酸, 以三

乙胺调至 pH 5) ( 70B30) ,流速 110mL# m in
- 1
;检

测波长为 205 nm;进样量 10 LL。理论塔板数按莱

曼碱峰计不得低于 2000。

212 溶液的制备

21211 对照品溶液 精密称取莱曼碱对照品 12

mg,置 25 mL量瓶中, 以流动相定容至刻度, 摇匀,

即得对照品储备液; 精密量取对照品储备液 115
mL,以流动相定容至 10mL,即得。

21212 供试品溶液 精密称取苦豆子总碱 011 g,

加流动相超声 (功率 250W,频率 30 kH z) 10 m in溶

解并定容至 25mL, 即得。

21213 阴性样品溶液 以流动相为阴性样品溶液。

213 专属性试验 对照品溶液、供试品溶液及阴性

样品溶液色谱图见图 1。图 1表明: 莱曼碱出峰时

间无干扰峰。

图 1 对照品 ( A)、阴性样品 ( B )及样品 ( C )色谱图

F ig 1 HPLC ch rom atogram s of referen ce substan ce( A) , negative sam-

p le w ithou t tota l a lkalo ids of S ophora a lopecuroides ( B ) , and total a lka-

loids ofS ophora alopecuroide s( C)

11莱曼碱 ( lehm ann ine)

214 线性关系考察 分别精密量取 / 2120项下对
照品储备液 1, 115, 2, 215, 3mL,以流动相定容至 10

mL,即得 5个浓度的对照品溶液。分别精密吸取 10

LL,按 / 2110项下条件测定, 以进样量 X 为横坐标,

峰面积 Y为纵坐标进行回归。回归方程为:

Y= 21174 @10
3
C - 31160 r= 019999

结果表明, 莱曼碱在 0147~ 1140 Lg范围内线性关
系良好。

215 精密度试验 精密吸取对照品溶液 10 LL,连

续进样 5次,测定峰面积,计算 RSD为 111%。
216 重复性试验 按 / 2120项下方法制备供试品
溶液 6份,精密吸取 10 LL,按 / 2110项下条件测定,

求得莱曼碱含量平均值为 118% , RSD为 112%。
217 稳定性试验 精密吸取同一供试品溶液 10

LL,分别于 0, 2, 6, 10, 24 h进样测定,求得峰面积的

RSD为 111%, 说明供试品溶液在 24 h内稳定。

218 回收率试验 精密量取含莱曼碱 118%的苦
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豆子总碱 0105 g共 6份,分别加入一定量对照品储

备液 (含莱曼碱 019336mg), 照 / 2120项方法制备供

试品溶液,按 / 2110项下条件测定, 平均回收率 ( n =

6)为 9914% , RSD= 117%。
219 含量测定 取 3批苦豆子总碱,按 / 2120项下

方法制备供试品溶液, 进样测定, 外标法计算含量。

测得苦豆子总碱中莱曼碱的含量分别为 118% ,

211%, 116%。
3 讨论

311 莱曼碱是苦参碱 D环上 12、13位脱氢的生物

碱, 1986年我国学者从苦豆子花期地上部分中分离

得到
[ 10]

,至今未见苦豆子总碱中有关莱曼碱的含量

测定方法的报道。本实验建立的苦豆子总碱中莱曼

碱的 HPLC含量测定方法, 简单、可行, 可为苦豆子

总碱质量控制提供新方法。

312 本实验曾考察了 C18柱、S iO2柱、氨基柱及流

动相乙腈 - 水、乙醇 - 0101%二乙胺的甲醇溶液 -

正己烷、乙腈 -磷酸水溶液 ( pH 2) -无水乙醇,结

果莱曼碱不易与其他峰分离。而采用本文选定的色

谱条件,莱曼碱色谱峰分离效果较好。

313 以 DAD检测器测得莱曼碱对照品的最大检测

波长为 205 nm,故选择 205 nm为检测波长。

314 本实验曾考察过¹ 氯仿直接提取; º 样品加氨

试液后用氯仿提取,再过氧化铝柱,收集过柱氯仿液

与氯仿 -甲醇 ( 7B3)洗脱液; » 以流动相直接超声

溶解提取。结果第 3种方法简便,提取率高,利于质

量控制。
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