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HPLC同时检测山豆根中苦参碱和氧化苦参碱含量 
李 克①，王曙东②，吴龙琴①，汤 溪② 

[摘 要] 目的 建立离子交换树脂纯化 HPLC分析方法用于同时测定山豆根中苦参碱和氧化苦参碱含量。方法 山 

豆根药材提取液经阳离子交换树脂柱纯化后，以 C． 化学键合硅胶为固定相，流动相为乙腈-0．2％磷酸一三乙胺 (8：92：0．01； 

V／V／V)，检测波长208 nm。结果 在本文建立的分析条件下，苦参碱和氧化苦参碱的色谱保留时间分别约为5．5 min和8．1 

min，10 min内可完成 1次分离分析过程。苦参碱进样浓度在 1．0～300．0 txg·ml 范围与峰面积线性关系 良好 (r = 

0．9996)。氧化苦参碱进样量在 2．0～600．0 g·ml 范围与峰面积线性良好(r =0．9998)。苦参碱、氧化苦参碱平均测定回 

收率分别为 90．5％和91．6％，方法已应用于同时测定不同产地山豆根药材中苦参碱和氧化苦参碱含量。结论 山豆根样品 

经纯化分离后，苦参碱、氧化苦参碱与药材中其余内源性物质分离完全，定量准确，方法适用于山豆根药材质量控制及其药品 

含量检测。 
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[Abstract] Objective To purificate matrine and oxymatrine in Sophora tonkinensis Gagnep．by ion exchange res— 

in and to establish a method for determining the two components by RP—HPLC．Methods The separation was performed on 

a C】8 column with a mobile phase composed of acetonitrile-0．2％ phosphoric acid solution—triethanolamine(8：92：0．01； 

WWV)after the sample was extracted and purified with ion exchange resin．The detection wavelength was set at 208 

nm．Results Matrine and oxymatrine had a retention time of approximately 5．5 min and 8．1 min，respectively．The peak 

shape was clear and symmetrical，and the analysis time was about 10 min per injection．Good linear correlations were ob— 

served when the amount of injection ranged from 1．0 to 300．0 ·ml for matrine(r =0．9996)and 2．0 to 600．0 
·

nll for oxymatrine(r =0．9998)．The average recovery of matrine and oxymatrine was 90．5％ and 91．6％ respec— 

tively for the Sophora tonkinensis Gagnep．samples．Conclusion A simple HPLC method has been established and valida- 

ted for simultaneous analysis of matrine and oxymatrine in Sophora tonkinensis Gagnep． 
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山豆根为豆科植物越南槐(Sophora tonkinensis 

Gagnep．)的干燥根和根茎，为常用中药。具有清热 

解毒，消肿利咽的功效。临床一般用于治疗火毒蕴 

结、乳蛾喉痹、咽喉肿痛、齿龈肿痛、口舌生疮⋯等 

征。现代中药研究表明．山豆根中含有生物碱、槲皮 
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素、多糖等多种活性成分[2]，其中苦参碱与氧化苦 

参碱为主要药用活性成分。目前报道测定山豆根中 

生物碱方法主要有TLC[3-4]、毛细管电泳法[5]以及高 

效液相色谱法(HPLC)等。TLC限于分离效率和检 

测灵敏度，一般多用于检测总生物碱或定性检测。 

毛细管电泳法检测药材时，往往杂质干扰严重。同 

时定量检测苦参碱和氧化苦参碱应用最广的方法是 
HPLC[6-9]

。 但由于山豆根组分复杂，共存物质性质 

相似，同时定量检测苦参碱和氧化苦参碱时。很难通 

过液相色谱直接将其与共存物质完全分离。本方法 

建立了阳离子交换树脂分离纯化．HPLC同时定量检 
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测山豆根药材中苦参碱和氧化苦参碱方法，为山豆 

根药材的质量评价和含量检测奠定了方法学基础。 

1 仪器与试药 

1．1 仪器 高效液相色谱仪系统由Waters 1525二 

元 泵、Waters 2998二 极管 阵列 检 测器、Waters 

717plus自动进样器及 Empower2色谱工作站组成 

(美国Waters公司)。TY．80S恒温振荡摇床(南京 

大学南达生物技术开发公司)，冷凝回流装置、真空 

泵 、微型旋涡混合仪(上海沪西分析仪器厂)。 

1．2 材料和试剂 732(001x7)型强酸性阳离子交换 

树脂(国药集团化学试剂有限公司)。苦参碱对照品 

(批号：110805．200306。纯度 100％)，氧化苦参碱对照品 

(批号：0780 200004，纯度 100％)均购于中国药品生物 

制品检定所；甲醇、乙腈为色谱纯级(美国Tedia公司)； 

除注明外，实验中其余试剂为分析纯级试剂。实验用 

水使用去离子水。山豆根药材购自南京药业股份有限 

公司，经南京军区南京总医院制剂科王玉玺副主任药 

师鉴定为山豆根干燥根茎。 

2 方法 

2．1 离子交换树脂预处理 按参考文献『10]方法，取 

732型阳离子交换树脂50 g，以300 ml去离子水浸泡过 

夜，多次清洗至去离子水近无色：加入7％盐酸溶液250 

ml浸泡1 h，并随时搅拌。倾倒溶液，以去离子水洗至 

近中性后加入 2 mol·L 氢氧化钠溶液250 ml浸泡 1 

h，以去离子水洗至近中性；最后加入7％盐酸溶液250 

Hll浸泡2 h左右，使树脂转为H型，并用去离子水洗调 

节pH为5～6，即可装柱使用。 

2．2 溶液制备 

2．2．1 对照品溶液制备 精密称取苦参碱、氧化苦 

参碱对照品各5 mg，加80％甲醇溶解后，分别移至5 

ml量瓶中，以80％甲醇定容至刻度，摇匀，配制成对 

照品储备液(浓度均为 1 mg·ml )，置 4 c(=冰箱避 

光保存。工作液用储备液以流动相稀释配制。 

2．2．2 样品溶液制备 精密称取经干燥粉碎山 

豆根粉末(过 10目筛)约 5 g于圆底烧瓶中，加 10 

倍乙酸溶液(pH=3)浸泡 12 h。加热回流 2次，每 

次 1 h，合并提取液。静置，冷却，离心后过滤。取滤 

液以0．7 ml·rain 流速通过离子交换柱，至有生物 

碱反应为止。再用去离子水以0．7 ml·min一流速洗 

至近中性，随后用2倍柱体积的 12％盐酸溶液为洗 

脱剂，以0．7 ml·rain 流速洗脱杂质。将柱填充物 

倾至三角烧瓶中，以20％盐酸溶液振荡解吸 1 h。取 

5 ml解吸液水浴蒸干。加 10 ml流动相充分溶解残 

渣，微孔滤膜(0．2 m)过滤后进样测定。 

2．3 色谱条件 色谱柱：Lichrospher C， (4．6 mnl× 

250 mm，5 m)(江苏汉邦科技有限公司)。流动 

相：乙腈．0．2％磷酸 三乙胺(8：92：0．01； )； 

检测波长：208 nm；流速：1 ml·rain～；分离柱温： 

24 ；进样体积：20 l。 

3 结果与讨论 

3．1 流动相选择 考察了流动相组成对苦参碱和氧 

化苦参碱分离保留的影响。结果显示，改变流动相中 

有机组分的比例，可明显影响苦参碱和氧化苦参碱的 

色谱保留时间。当乙腈组分减少时，苦参碱和氧化苦 

参碱的保留时间明显呈延长趋势(图1)，但对色谱峰面 

积的影响不明显。研究还发现．流动相中加人少量磷 

酸时，可缩短保留时间：在流动相中加入少量三乙胺可 

改善色谱峰的对称性和稳定性。综合考虑，实验选择 

较为适宜的流动相体系为乙腈_0．2％磷酸水溶液，其二 

者体积比例为 8：92，三乙胺加入浓度为0．01％。 

88 90 92 94 96 98 

乙腈比例 ／％ 

图 1 流动相中乙腈比例变化对苦参碱和 

氧化苦参碱保留时间的影响 

3．2 系统适应性考察 在建立的分析条件下，苦参 

碱及氧化苦参碱的色谱保留时间分别约为 5．5 rain 

和8．1 min。山豆根药材提取液中苦参碱及氧化苦 

参碱成分经阳离子交换树脂分离纯化后，色谱峰形 

对称，与药材中其余内源性物质分离完全，约10 rain 

可完成一次分离分析过程，见图2。 

3．3 稳定性考察 精确称取经干燥粉碎山豆根山 

豆根药材 5 g，按“样品溶液制备”项提取操作，分别 

在0，0．5，1．0，2．0，5．0，8．0和 10．0 h进样检测，测 

定峰面积变化以考察样品溶液在检测过程中待测成 

分的稳定性。结果显示在 0．5～10 h内苦参碱和氧 

化苦参碱色谱峰面积变化 RSD分别为 1．89％和 

1．93％．表明药材提取后供试品溶液在 10 h内稳定 

性良好，能够满足测定需要。 
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A：对照品溶液：B：山豆根药材： 

1：苦参碱(5．5 min)；2：氧化苦参碱(8．1 rain) 

图 2 山豆根药材 HPLC图 

3．4 精密度及重复l生 取苦参碱和氧化苦参碱对照品 

储备液，配制成含苦参碱 10 ·rnl～、氧化苦参碱 20 
·m1 的混合样品重复测定(n=5)，测定峰面积积分 

值。结果显示，苦参碱、氧化苦参碱测定相对标准偏差分 

别为1．9r7％和2．00％。取产自山西同一药材，按“样品 

溶液制备”项平行制备5份同一药材供试品溶液，按上述 

条件和方法测定，分别计算含量。结果显示，药材中苦参 

碱和氧化苦参碱含量测定为2．11和9．73 nag·g～，相对 

标准偏差分别为1．51％和3．99％ 

3．5 线『生关系考察 分别准确配制含苦参碱浓度为 

1、25、50、100、200、300 g·ml 和氧化苦参碱浓度为2、 

50、100、200、400、600 g·ml 的系列混合对照品溶液， 

按本法色谱条件测定。以进样浓度( )为横坐标，峰 

面积积分值(y)为纵坐标，分别对苦参碱和氧化苦参 

碱进样线性回归计算。结果显示，见表 1。 

表 1 苦参碱、氧化苦参碱测定线性范围及回归方程 

检测物 回归方程 r 2 进样浓甓驾围／ 
LLg‘ml 

3．6 加样回收率 在已测知含量的山豆根药材中 

分别加入已知不同量的苦参碱和氧化苦参碱对照 

品，按2．2．2项下步骤操作测定，计算苦参碱和氧化 

苦参碱的测定回收率。结果显示，苦参碱和氧化苦 

参碱的平均测定回收率分别为(90．5±2．2)％和 

(91．6±2．4)％ (表2)。 

3．7 样品测定 分别称取购自不同产地山豆根药材 

各3份，按2．2．2项下提取制备供试品溶液。分别测定 

表 2 苦参碱和氧化苦参碱加样回收率结果 

其苦参碱和氧化苦参碱含量。结果见表3。其中， 

产自广东山豆根中苦参碱和氧化苦参碱含量最高。 

表 3 不同产地山豆根中苦参碱和 

氧化苦参碱含量测定结果 

产地 含量／mg·g 

苦参碱 氧化苦参碱 
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