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摘要 目的: 建立肠炎清合剂中君药黄连的鉴别及盐酸小檗碱、盐酸巴马汀含量测定方法。方法:采用薄层色谱法对合剂中

黄连进行定性鉴别; 采用 HPLC 进行含量测定。结果:薄层色谱均能明显的检出黄连的特征有效成分盐酸小檗碱和盐酸巴马

汀; HPLC 法中，盐酸小檗碱在 1. 34 ～ 42. 8 μg·mL －1
内线性关系良好( r = 0. 9999) ，平均回收率 99. 3%，RSD = 0. 92% ( n = 9) ;

盐酸巴马汀在 1. 24 ～ 39. 8 μg·mL －1
内线性关系良好( r = 0. 9999) ，平均回收率 98. 6%，RSD = 0. 82% ( n = 9) 。结论:本法简

便、快速、灵敏、准确，重现性好，可以作为该合剂的质量控制方法。
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Abstract Objective: To establish a method for identification of Rhizoma Coptidis in Changyanqing mixture by thin －
layer chromatography( TLC) and determination of berberine hydrochloride and palmatine hydrochloride by high per-
formance liquid chromatography( HPLC) ． Methods:Identification of palmatine hydrochloride and berberine hydro-
chloride as the effective constituent of Rhizoma Coptidis in preparation by TLC and determination these two compo-
nents by RP － HPLC． Results:Both characteristics of the active ingredient of Rhizoma Coptidis could be identified
by TLC． The linear range of berberine hydrochloride was within 1. 34 － 42. 8 μg·mL －1 ( r = 0. 9999) ，the mean re-
covery was 99. 3% with RSD =0. 92% ( n = 9) ． The linear range of palmatine hydrochloride was within 1. 24 － 39. 8
μg·mL －1 ( r = 0. 9999) ，the mean recovery was 98. 6% with RSD = 0. 82% ( n = 9) ． Conclusion:The method is
simple，rapid，sensitive and accurate with good repeatability，it can be used as the quality control method for Chan-
gyanqing mixture．
Key words: Changyanqing mixture; berberine hydrochloride; palmatine hydrochloride; TLC; HPLC

肠炎清合剂是广州市中医医院研制的纯中药院

内制剂，为广东省科技九五重点攻关项目，临床使用

十余年，主治溃疡性结肠炎、泄泻、慢性结肠炎，疗效

明确，近年开始用于结肠癌的辅助治疗，取得了良好

的效果。合剂由黄连、黄芪、延胡索等中药组成，具

有益气清热、理气止痛、收敛生肌等功效。方中君药

黄连具有清热、燥湿、泻火、解毒的作用，盐酸小檗碱

和盐酸巴马汀为黄连主要有效成分，目前已有薄层

扫描
［1，2］、反 相 高 效 液 相 色 谱 或 反 相 离 子 对 色

谱
［3 － 6］、毛细管电泳

［7］
等多类方法测定这两种生物

碱的报道。考虑到该合剂目前尚无质量控制标准，

为了进一步提高合剂质量、保证疗效，本实验选用操

作简便、仪器较为常见、方法通用性强的 TLC 和 RP
－ HPLC 方法分别定性鉴别合剂中的黄连，定量测

定盐酸小檗碱和盐酸巴马汀，结果表明所建立的方

法简单、快速、灵敏、准确，可以作为合剂中黄连的质

量控制标准，同时也为后继对该合剂进行的谱效学

研究奠定基础。
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1 仪器与试药

高效液相色谱仪由 SCL － 10Avp 控制器、LC －
10ATvp 泵、SPD －10Avp 紫外检测器、CTO － 10ASvp
柱箱、LC Solution 色谱工作站组成 ( 均为 SHIMAD-
ZU) ，AUW120D 电子天平( SHIMADZU) ，WD—P403
B 型三用紫外分析仪( 北京市六一仪器厂) ，定量毛

细管( 5 μL) ，层析缸。
肠 炎 清 合 剂 ( 批 号: 20091127、20091210、

20091223) 、黄连阴性合剂，广州市中医医院; 盐酸巴

马汀对照品 ( 批号: 110732 － 200907 ) 、盐酸小檗碱

对照品( 批号: 110713 － 200208) 、黄连对照药材( 批

号: 120913 － 200407) ，中国药品生物制品检定所; 薄

层层析硅胶 G( 分析纯，青岛海洋化工厂) ; 甲醇( 色

谱纯) 、乙腈( 色谱纯) ，Merck; 水为二次蒸馏水; 其

他试剂均为分析纯。
2 方法与结果

2. 1 肠炎清合剂中黄连的薄层鉴别

2. 1. 1 供试品溶液制备 取合剂上清液 20 mL 于

分液漏斗中，以浓氨水调 pH 至 10，加正丁醇20 mL，

振摇 10 min，静置分层后取出正丁醇相，剩余水相再

以正丁醇萃取 2 次，每次 20 mL。合并正丁醇萃取

液，蒸干，残渣加甲醇溶解，转移至 2 mL 容量瓶定

容。
2. 1. 2 对照品溶液制备 取适量盐酸巴马汀和盐

酸小檗碱对照品，以甲醇溶解定容，制成 1 mL 各含

0. 5 μg 的溶液。
2. 1. 3 黄连对照药材溶液制备 取黄连对照药材

5 g 于具塞锥瓶中，加正丁醇 20 mL，以浓氨水调 pH
至 10，密塞，振摇 10 min，放置过夜，滤过后水浴蒸

干正丁醇提取液，残渣加甲醇溶解，转移至 2 mL 量

瓶定容。
2. 1. 4 黄连阴性对照溶液制备 取缺黄连的合剂

上清液 20 mL，按“2. 1. 1”项下操作制得阴性对照溶

液。
2. 1. 5 肠炎清合剂中黄连的薄层色谱鉴定 定量

毛细管吸取上述溶液各 5 μL，分别点于 1% NaOH
0. 4% CNC － Na 硅胶 G 板上，以苯 － 乙酸乙酯 －
异丙醇 － 甲醇 － 浓氨水 ( 6 ∶ 3 ∶ 1. 5 ∶ 1. 5 ∶ 0. 5 ) 为展

开剂，展开，取出，晾干，置紫外灯 ( 365 nm) 下 检

视。
3 个批号供试品色谱中在与盐酸小檗碱、盐酸

巴马汀对照品及黄连对照药材色谱相应的位置上，

均显现相同的黄绿色荧光斑点。阴性对照无干扰。
见图 1。

图 1 黄连的 TLC

Fig 1 TLC of Coptidis Rhizoma

1 ～ 3． 供试品( samples) 4． 黄连对照药材( control medicines of Copti-

dis Rhizoma) 5． 盐酸巴马汀对照品 ( palmatine hydrochloride refer-

ence substance) 6． 盐酸小檗碱对照品( berberine hydrochloride refer-

ence substance) 7． 黄连阴性样品( negative sample)

2. 2 盐酸小檗碱和盐酸巴马汀的含量测定

2. 2. 1 溶液的制备

对照 品 溶 液: 精 密 称 取 盐 酸 巴 马 汀 对 照 品

12. 43 mg、盐酸小檗碱对照品 10. 70 mg，分别置25 mL
量瓶中，纯甲醇溶解定容并摇匀，制得盐酸巴马汀对

照品储备液溶液浓度为 0. 4972 mg·mL －1，盐酸小

檗碱对照品储备溶液浓度为 0. 4280 mg·mL －1。分

别精密移取 10 mL 盐酸巴马汀对照品溶液、12. 5 mL
盐酸小檗碱对照品溶液混合，以流动相稀释定容于

50 mL 量瓶中，得到盐酸巴马汀和盐酸小檗碱浓度

分别为 99. 44 μg·mL －1
和 107. 0 μg·mL －1

的混合

对照品储备液。
供试品溶液: 精密吸取肠炎清合剂上清液 1 mL，

置 25 mL 量瓶中，以纯甲醇稀释至刻度，摇匀后静

置，取上清液以 0. 45 μm 过滤器滤过，取续滤液为

供试品溶液。
阴性溶液: 取黄连阴性合剂，按“供试品溶液”

项下方法制备阴性对照溶液。
2. 2. 2 色谱条件与系统适应性 色谱柱: Welch
Materials XB － C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) ; 流动

相: 90% 乙腈 － 0. 2% 磷酸 ( 30 ∶ 70 ) ; 流速: 1 mL·
min －1 ; 紫外检测波长: 345 nm; 柱温: 30 ℃ ; 进样量:

20 μL。
在上述色谱条件下分别取对照品溶液、供试品

溶液和阴性对照溶液进样分析，结果表明理论塔板
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数按盐酸巴马汀计算应不低于 12000，按盐酸小檗

碱计算应不低于 13000。供试品溶液中盐酸巴马汀

和盐酸小檗碱峰形对称性好且分离良好，与相邻色

谱峰的分离度均大于 1. 5。缺黄连的阴性对照溶液

在盐酸巴马汀和盐酸小檗碱对照品出峰的时间范围

内未见任何杂质。对照品溶液、供试品溶液和阴性

对照溶液色谱图见图 2。

图 2 对照品( A) 、样品( B) 和缺黄连的阴性对照溶液( C) 高效液相

色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of reference substance( A) ，sample( B) and

negative sample( C)

1． 盐酸巴马汀 ( palmatine hydrochloride) 2． 盐酸小檗碱 ( berberine

hydrochloride)

2. 2. 3 线性关系考察 分别精密吸取混合储备液

0. 625，1. 25，2. 50，5. 00，10. 0，20. 0 mL，用流动相稀

释定容至 50 mL 量瓶，制成系列浓度的溶液。按

“2. 2. 2”项下色谱条件进行测定，以色谱峰面积 A
为纵坐标，质量浓度 C 为横坐标拟合标准曲线，盐

酸巴马汀和盐酸小檗的回归方程分别为:

A = 66603C + 7418 r = 0. 9999
A = 44706C + 3642 r = 0. 9999

结果盐酸巴马汀浓度在 1. 24 ～ 39. 8 μg·mL －1

内，盐酸小檗碱浓度在 1. 34 ～ 42. 8 μg·mL －1
内与

峰面积具有良好的线性关系。
2. 2. 4 精密度试验 取同一供试品溶液，重复进样

6 次，盐酸巴马汀和盐酸小檗碱峰面积 RSD 分别是

1. 1%和 1. 4%。表明仪器精密度良好。
2. 2. 5 稳定性试验 取同一供试品溶液，室温下放

置，分别在 0，3，6，9，12，24 h 进样 6 次，盐酸巴马汀

和盐酸小檗碱峰面积 RSD 分别为 1. 6% 和 1. 7% ;

分别在 0，1，2，3，4，5 d 进样 5 次，盐酸巴马汀和盐

酸小檗碱的峰面积 RSD 分别为 1. 5%、1. 6%，表明

供试品溶液在 5 d 内稳定。
2. 2. 6 重 复 性 试 验 取 同 一 批 号 肠 炎 清 合 剂

( 20091127) ，按供试品溶液制作项下操作，平行制

备 6 份溶液，盐酸巴马汀和盐酸小檗碱的含量平均

值分别为 72. 39 μg·mL －1
和 270. 0 μg·mL －1，RSD

分别为 1. 3%和 1. 8%，表明该方法重复性好。
2. 2. 7 加样回收率试验 精密吸取已测定含量的

肠炎清合剂上清液( 批号: 20091127) 共 3 组，每组 3
份，每份 0. 50 mL，3 组分别精密加入浓度为 89. 50，

71. 60，57. 28 μg·mL －1
的 盐 酸 巴 马 汀 及 浓 度 为

342. 4，273. 9，219. 1 μg·mL －1
的盐酸小檗碱混合对

照品溶液 0. 50 mL，按供试品溶液制作项下操作，配

成低、中、高 3 种对照品加入的供试品溶液。进样测

定，计算盐酸巴马汀和盐酸小檗碱回收率，结果见

表 1。
2. 2. 8 方法定量限与检测限 样品溶液稀释至色

谱峰信噪比为 10 时，盐酸巴马汀和盐酸小檗碱的检

出浓度分别为 0. 201 μg·mL －1
和 0. 330 μg·mL －1。

样品溶液稀释至信噪比为 3 时，盐酸巴马汀和盐酸

小檗碱的检测限分别为 0. 035 μg·mL －1
和 0. 048

μg·mL －1。方法灵敏度较高。
2. 2. 9 耐用性试验 取批号为 20091127 的肠炎清

合剂样品，按“2. 2. 1”项下方法制备供试品溶液，分别

在不同流动相比例、不同温度、不同仪器等不同条件

下进行测定，结果盐酸巴马汀平均含量为 72. 52 μg·
mL －1，RSD 为 0. 83% ; 盐 酸 小 檗 碱 平 均 含 量 为

270. 0 μg·mL －1，RSD 为 0. 90%。表明耐用性良

好，见表 2。
2. 2. 10 样品含量测定 精密吸取肠炎清合剂样

品，按“2. 2. 1”项下方法制备供试品溶液，在上述色

谱条件下对 3 批样品中的盐酸巴马汀和盐酸小檗碱

进行测定，外标法计算含量，结果见表 3。
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表 1 加样回收率试验结果(μg)

Tab 1 The recovery test results

No．

盐酸巴马汀( palmatine hydrochloride) 盐酸小檗碱( berberine hydrochloride)

样品含量

( original)

加入量

( add)

检出量

( found)

回收率 /%

( recovery)

平均回收率 /%

( average Recovery)

RSD

/%

样品含量

( original)

加入量

( add)

检出量

( found)

回收率 /%

( recovery)

平均回收率 /%

( average Recovery)

RSD

/%

1 36. 19 44. 75 79. 72 97. 3

2 36. 19 44. 75 80. 27 98. 5

3 36. 19 44. 75 79. 96 97. 8

4 36. 19 35. 80 71. 74 99. 3

5 36. 19 35. 80 71. 35 98. 2

6 36. 19 35. 80 71. 52 98. 7

7 36. 19 28. 64 64. 63 99. 3

8 36. 19 28. 64 64. 31 98. 2

9 36. 19 28. 64 64. 77 99. 8

98. 6 0. 82

134. 6 171. 2 307. 3 100. 9

134. 6 171. 2 305. 3 99. 7

134. 6 171. 2 305. 5 99. 8

134. 6 137. 0 271. 6 100. 0

134. 6 137. 0 270. 5 99. 2

134. 6 137. 0 270. 6 99. 3

134. 6 109. 6 241. 8 97. 8

134. 6 109. 6 242. 4 98. 4

134. 6 109. 6 243. 1 99. 0

99. 3 0. 92

表 2 耐用性试验结果

Tab 2 Results of valuabe tests(μg·mL －1)

实验( test)
盐酸小檗碱含量

( palmatine hydrochloride)
RSD /%

盐酸巴马汀含量

( berberine hydrochloride)
RSD /%

正文实验条件( text of the conditions) 269. 1

流动相( mobil phase) 25∶ 75 272. 4
流速( flow rate)

0. 8 mL·min － 1
268. 2

柱温( column temperature) 25℃ 272. 9

Phenomenex Luna C18 250 mm ×4. 6 mm，5 μm 266. 8

Agilent 1200 270. 7

0. 90

72. 38

72. 23

73. 34

73. 01

72. 48

71. 65

0. 83

表 3 肠炎清合剂中盐酸巴马汀和盐酸小檗碱含量测定结果(n =6)

Tab 3 Determination results of samples X ± S(μg·mL －1)

批号( lot No． ) 盐酸巴马汀( palmatine hydrochloride) RSD /% 盐酸小檗碱( berberine hydrochloride) RSD /%

20091127 72. 38 ± 1. 15 1. 6 269. 1 ± 0. 67 0. 67

20091210 73. 57 ± 0. 34 0. 46 272. 2 ± 0. 90 0. 33

20091223 73. 16 ± 0. 52 0. 71 271. 1 ± 2. 43 0. 90

3 讨论

3. 1 本合剂目前尚无质量控制标准。处方中的君

药为黄连，其主要化学成分有小檗碱、巴马汀、黄连

碱等
［8］，研究表明盐酸小檗碱具有抗消化道溃疡、

抗炎及免疫调节、抗肿瘤等作用
［9］，巴马汀也表现

出抗溃疡作用
［10］，这两种生物碱均为黄连中的特征

有效成分。为全面控制肠炎清合剂的质量，应对合

剂中的黄连定性鉴别，也应测定并控制黄连的两种

生物碱。实验结果表明，不同批次的肠炎清合剂中

盐酸小檗碱和盐酸巴马汀含量较为稳定。
3. 2 盐酸巴马汀和盐酸小檗碱 TLC 鉴别时斑点易

拖尾，且两者极性相近，不易分离。实验中曾尝试展

开剂甲苯 － 三氯甲烷 － 乙酸乙 酯 － 甲 醇 － 甲 酸

( 2∶ 3∶ 4∶ 2. 5 ∶ 2 ) ［1］，但斑点拖尾严重，分离度低，实

验结果不稳定，重现性差。本实验最终选择的展开

剂苯 － 乙酸乙酯 － 异丙醇 － 甲醇 － 浓氨水 ( 6 ∶ 3 ∶
1. 5∶ 1. 5 ∶ 0. 5 ) ，效果理想，组分 Rf 值合适，重现性

好。
3. 3 盐酸小檗碱和盐酸巴马汀均在 340 ～ 345 nm
之间有最大吸收

［3］，对合剂的紫外可见光谱分析表

明，其中大多数组分在 345 nm 波长处无吸收，因此

HPLC 定量测定时选择此波长能有效避免其他组分
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的干扰。
3. 4 试验中曾尝试乙腈 － 磷酸二氢钾水溶液

［4］
以

及乙腈 － 水( 三乙胺调 pH) ［5］
等流动相体系，但色

谱峰拖尾影响准确定量。通过实验最终选择了效果

最好的乙腈 － 0. 2% 磷酸( 30∶ 70) ，流动相配制方便

快捷，无盐类组分，且两待测组分保留时间适当、峰
型好、分离度高，阴性无干扰。
3. 5 肠炎清合剂中含多种中药，成分复杂，若通过

萃取方法能有效地去除其他成分的干扰，但同时也

将造成待测组分损失，并且处理麻烦耗时。本实验

使用甲醇稀释样品制备供试品溶液，可避免所测组

分因样品的前处理而损失，操作快捷方便，结果理

想。
本实验对肠炎清合剂中君药黄连的特征有效成

分盐酸巴马汀和盐酸小檗碱进行了定性鉴别和含量

测定，结果表明鉴别方法简便快速，定量方法的供试

品溶液制备简便，方法灵敏快速，结果重现性好，准

确度高，可以作为合剂中黄连的质量标准控制方法。
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