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RP�HPLC同时测定华山参滴丸中 3种有效成分的含量
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摘要:目的 � 建立反相高效液相色谱法同时测定华山参滴丸中 3种有效成分的含量。方法 � 采用 Phenom enex Luna C18色谱柱

( 4� 6 mm � 250 mm, 5 �m ), 流动相为 20 mm o l� L- 1醋酸铵水溶液�甲醇 ( 70�30),流速为 1� 0 mL� m in- 1, 检测波长 215 nm, 进

样量 20 �L。结果 � 硫酸阿托品、氢溴酸东莨菪碱和消旋山莨菪碱的线性范围分别为 1�444~ 28� 88 �g ( r= 0�999 9) , 0�891~

17� 82 �g ( r = 0� 999 9), 2� 196 ~ 43� 92 �g ( r = 0� 999 9); 平均回收率 ( n = 6)分别为 101�82% ( RSD = 2� 89% )、100� 17%

( RSD = 2� 49% )、98�68% ( RSD= 2�33% )。结论 � 所建立的 RP�H PLC方法简便、准确、快速、重复性好, 可用于华山参滴丸中

硫酸阿托品、氢溴酸东莨菪碱和消旋山莨菪碱 3个有效成分的含量测定。
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Determ ination of Three Active Components in Huashanshen Dripping P ills by RP�HPLC
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ABSTRACT: OBJECTIVE� To deve lop a RP�H PLC m ethod for determ ination o f three components ( atrop ine su lfate, scopolam ine

hydrobrom ide and racean isodam ine) in Huashanshen dr ipp ing p ills �METHOD S� The ana ly sis w as perfo rm ed on a Phenom enex Luna

C18 co lumn ( 4� 6 mm � 250 mm, 5 �m ) w ith them ix ture o fm ethano l and 20 mmo l� L- 1 amm on ium acetate buffer solution ( 30�70) as

m obile phase, and the flow rate w as 1�0 mL� m in- 1. The detection w aveleng th was 215 nm. The co lum n tem pe ra turew as room tem�

perature( 25 � )� RESULTS� The calibration curves o f atropine su lfate, scopo lam ine hydrobrom ide and racean isodam ine were linear

in the ranges o f 1�444- 28�88�g( r= 0� 999 9), 0�891- 17�82 �g ( r= 0�999 9), 2� 196 - 43� 92 �g( r= 0�999 9), respective ly.

The average recover ies ( n = 6) o f the three components in samp les w ere 101�82% ( RSD = 2� 89% ), 100�17% ( RSD = 2� 49% ),

98� 68% ( RSD= 2� 33% ), respectively� CONCLUSION� Th is m ethod w as simp le, accurate and reliable to dete rm ine the contents o f

atropine su lfate, scopo lam ine hydrobrom ide and racean isodam ine in H uashanshen dripping p ills for the quality contro l�

KEYWORDS: H uashanshen dr ipp ing p ills; atropine sulfa te; scopo lam ine hydrobrom ide; racean isodam ine; RP�H PLC; content deter�
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� � 华山参滴丸是在原制剂 �华山参片 �基础上改
进的新剂型, 具有定喘, 止咳, 祛痰等功效

[ 1 ]
, 主治

慢性支气管炎,喘息性气管炎,临床上取得了良好的

治疗效果。其中含有的主要活性成分为阿托品、山

莨菪碱、东莨菪碱等托烷类生物碱。 �中国药典 �

( 2010年版 )一部收载有华山参、华山参片
[ 2]
, 含量

测定项均采用以硫酸阿托品为对照的紫外�可见分
光光度法。华山参滴丸如采用同样方法,取样量较

大, 且灵敏度较差。近年来, 随着 HPLC的广泛应

用,用 HPLC测定华山参制剂含量的报道
[ 3�6]
日趋增

多, 但山莨菪碱和东莨菪碱也是其中的主要有效成

分,因此宜采用简便、准确的方法同时加以控制。为

了提高检测速度及更好地控制华山参滴丸的质量,

本实验建立了一种 RP�HPLC用来同时测定华山参

滴丸中主要有效成分 (阿托品、山莨菪碱、东莨菪

碱 )的含量, 本方法具有准确、快速、精密度高、重现

性好等特点,为该制剂的质量控制提供了一种简单

可行的定量方法。

1� 仪器与试药

SH IMADZU 高效液相色谱仪: LC- 20AT泵,

S IL- 20A自动进样器, SPD - 20A紫外可见光检测
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器, LC- so lution色谱工作站 (日本岛津 ); M illipore

纯水仪, M ettlerAB104型电子分析天平 (上海 M ett�
ler�To ledo有限公司 ) , KQ3200型超声波清洗机 (昆

山市超声仪器有限公司 ) , M IKRO 220R高速离心机

(德国 H ettich�Zentrifugen有限公司 )。

对照品: 硫酸阿托品 (纯度 > 99%, 批号

100040�200510)、氢溴酸东莨菪碱 (纯度 > 99% , 批

号 100049�200308)、消旋山莨菪碱 (纯度 > 99%, 批

号 100249�199501)均购于中国药品生物制品检定
所; 甲醇为色谱纯, 其余试剂均为分析纯。华山参滴

丸 (天津中新药业股份有限公司第六中药厂提供,

每丸重约 20mg)。

2� 方法与结果

2�1� 色谱条件与系统适用性实验
色谱柱: Phenomenex Luna C18 ( 4�6 mm � 250

mm, 5 �m ); 流动相为 20mmo l� L
- 1
醋酸铵水溶液 �

甲醇 ( 70�30) ; 流速: 1�0mL� m in
- 1
;检测波长: 215

nm;柱温:室温 ( 25 � ) ;进样量: 20 �L; 理论塔板数

按硫酸阿托品峰计算应不低于 4 000。

2�2� 溶液的制备
2�2�1� 混合对照品溶液的制备 � 精密称取对照品
硫酸阿托品、氢溴酸东莨菪碱、消旋山莨菪碱适量,

加甲醇溶解,制成每 1 mL含硫酸阿托品 72�2 mg、

氢溴酸东莨菪碱 44�6 mg、消旋山莨菪碱 109�8 mg

的混合溶液,即得。

2�2�2� 供试品溶液的制备 � 取本品 10丸, 精密称

定,计算平均丸重, 研磨成粉末, 取约 0�1 g, 精密称

定, 置于 1�5 mL离心管中, 精密加入甲醇溶液 0�5
mL,再加入 10 �L浓氨水 ( pH 值调为 9�0) , 密塞,

称定质量,超声处理 30m in(超声频率 40 kH z,功率

150W ),放置至室温,再称定质量,用甲醇补足失去

质量,摇匀, 12 000 r� m in
- 1
离心 5 m in后, 取上清

液经 0�22 �m过滤膜过滤,即得。

2�2�3� 阴性样品溶液的制备 � 按处方工艺制备不
含华山参浸膏的辅料滴丸阴性样品, 按 � 2�2�2�项
下方法操作,即得。

2�3� 专属性实验
分别精密吸取混合对照品溶液、供试品溶液及

阴性样品溶液各 20 �L, 按 � 2�1�项下色谱条件, 注

入液相色谱仪,记录色谱图。阴性样品在硫酸阿托

品、氢溴酸东莨菪碱、消旋山莨菪碱 ( 215 nm )出峰

处无干扰 (图 1) , 表明处方中的其他成分对测定结

果无影响。

图 1� 混合对照品 ( A )、供试品 ( B)、阴性样品 ( C)的高效液

相色谱图

F ig� 1� H PLC Chrom atogram s o f reference substances ( A ),

sam ple ( B) and negative samp le ( C)

2�4� 线性关系考察
精密量取 � 2�2�1�项下混合对照品溶液 0�01,

0�02, 0�04, 0�05, 0�08, 0�1, 0�2mL,分别置 7个 10

mL量瓶中,加甲醇定容至刻度,制成系列浓度对照

品混合溶液,分别吸取 20 �L, 按 � 2�1�项下色谱条
件进样测定。以进样量 (�g)为横坐标,峰面积为纵

坐标绘制标准曲线。硫酸阿托品、氢溴酸东莨菪碱、

消旋山莨菪碱回归方程分别为: Y = 308 253X -

3 894�7( r= 0�999 9); Y = 184 160X - 467�48 ( r=

0�999 9); Y= 565 386X + 40 477( r= 0�999 9)。结

果表明,硫酸阿托品进样量在 1�444~ 28�88 �g,氢
溴酸东莨菪碱进样量在 0�891~ 17�82 �g,消旋山莨
菪碱进样量在 2�196~ 43�92 �g内与峰面积呈良好
的线性关系。

2�5� 精密度实验
精密吸取混合对照品溶液 20 �L, 重复进样 6

次,依法测定,计算硫酸阿托品、氢溴酸东莨菪碱、消

旋山莨菪碱的峰面积的相对标准偏差 (RSD )分别为

2�06%, 1�52% , 1�97%。结果表明精密度良好。
2�6� 重复性实验
精密称取华山参滴丸粉末 0�1 g, 共 6份 (批号

100214), 按 � 2�2�2�项下方法制备供试品溶液, 依

� 2�1�项下色谱条件进行测定, 测得硫酸阿托品、氢

溴酸东莨菪碱、消旋山莨菪碱的含量平均值分别为

4�296, 1�985, 4�093 mg� g
- 1
, RSD分别为 1�86% ,

1�64%, 2�40%。
2�7� 稳定性实验
精密吸取同一份供试品溶液 (批号 100214) 20

�L,分别于 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 h进样测定。结果

表明,供试品溶液在 24 h内基本稳定,硫酸阿托品、

氢溴酸东莨菪碱、消旋山莨菪碱的峰面积的 RSD

( n = 8)分别为 2�58% , 2�32%, 2�28%。
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2�8� 加样回收率实验
取已知含量的供试品 (批号 100214)粉末约 0�1

g,共 6份,精密称定, 每份样品分别精密加入对照品

溶液 5 �L (硫酸阿托品 0�361mg、氢溴酸东莨菪碱

0�223mg和消旋山莨菪碱 0�549mg) ,按 � 2�2�2�项
下方法制备溶液,分别进样测定,结果见表 1。

2�9� 样品含量测定
分别取华山参滴丸 3批样品, 按 � 2�2�2�项下

方法分别制备供试品溶液, 按 � 2�1�项下色谱条件
分别测定,用外标法计算含量,结果见表 2。

3� 讨 � 论
3�1� 测定方法的选择
经文献查阅, 目前尚未见用高效液相色谱法同

时测定中药华山参及其制剂中阿托品、东莨菪碱和

山莨菪碱这 3种主要有效成分的报道,并且所建立

的含量测定方法与药典收载的紫外分光光度法相比

较, 具有准确、快速、样品用量少、精密度高等优点;

与文献
[ 7�9]
所报道的同属植物及含有相关成分的制

剂含量测定方法相比较,具有样品处理方法简便、重

现性好和切实可行等特点, 因此此含量测定方法为

药品生产中质量控制提供了重要的参考依据。

3�2� 流动相的选择
消旋山莨菪碱为消旋体, 它是左旋体和右旋体

的混合物。本实验中通过控制流动相中甲醇的比

例, 使得山莨菪碱左右消旋体能够完全分离,并且以

左右消旋体保留面积的总和计算消旋山莨菪碱的含

� �
表 1� 华山参滴丸样品加样回收率结果 �m g� g- 1, n= 6, �x � s

Tab�1� Returns�ratio in H uashanshen dr ipp ing p ills� mg�

g- 1, n = 6, �x � s

Compound Quantity in sample
Added

quantity

Determ ined

quantity

R ecovery

/%

A tropine sulfa te 0. 430 � 0. 015 0. 361� 0. 002 0. 805 � 0. 023 101. 82� 2. 89

Scopolam ine

hydrobrom ide

0. 199 � 0. 019 0. 223� 0. 002 0. 423 � 0. 011 100. 17� 2. 47

Raceanisodam ine 0. 409 � 0. 024 0. 549� 0. 002 0. 945 � 0. 022 98. 68� 2. 33

表 2� 华山参滴丸样品含量测定结果 �m g� g- 1, n = 6, �x � s

Tab�2� Determ ination results of atropine su lfate, scopo lam ine

hydrobrom ide and raceanisodam ine in Huashanshen dripp ing

pills�m g� g- 1, n = 6, �x � s

Lo tNo. A trop ine sulfa te Scopo lam ine hydrobrom ide Racean isodam ine

091223 4. 312� 0. 018 1. 817 � 0. 020 4. 031 � 0. 017

100214 4. 296� 0. 021 1. 985 � 0. 017 4. 093 � 0. 026
100107 4. 193� 0. 028 1. 907 � 0. 024 4. 095 � 0. 028

量。在实验过程中发现,随着甲醇比例的变化,在左

右消旋体色谱峰间有一个小的干扰杂质峰使分离不

太理想,最终在甲醇与醋酸铵水溶液比例在 30�70

时,获得了较满意的分离, 保留时间也在合适范围。

3�3� 样品前处理方法的选择
在供试品溶液制备方法考察时, 本实验对比了

用三氯甲烷
[ 9]
、乙醚

[ 7]
、醋酸乙酯、0�02 mmo l� L

- 1

HC l水溶液
[ 10]
和甲醇等多种提取处理方法, 其中三

氯甲烷、乙醚、醋酸乙酯萃取样品杂质峰较少, 但提

取回收率较低, 且平行实验误差较大, 重现性不好;

用 0�02mmol� L
- 1

HC l水溶液提取的样品杂质峰

过大,严重影响了样品峰出峰的效果,尤其影响了山

莨菪碱左右消旋体的分离,对含量测定造成了困难。

经过多次选择,用甲醇溶解,再经浓氨水调节 pH、超

声、离心,取上清液过滤进样的效果最好, 提取较完

全。其中 pH 值调为 9�0, 超声提取时间为 30 m in

提取效果最佳。
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