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反相离子对高效液相色谱法测定黄柏及其颗粒剂中小禁碱及巴马汀的含量

王敏李翔王洪董昕委子洋3 揭

(1.乌鲁木齐军医学院药剂教研室，呼图壁 831200;2. 第二军医大学药学院药物分析学教研室，上海 200433 ;3. 药学院分析测试中心)

[摘要] 自由吉:探讨应用反相离子对高效液相色谱法测定黄柏药材 (Phellodendron chinel旧Schneid. )及其颗粒剂中小菜碱及巴

马汀的含量口方峰:采用反相离子对高效液相色谱法并进行方法学考察，色谱条件: Lichrospher C18 色谱柱 (4.6 mmX250 mm , 

5μm); 流动相为乙腊: 25 mmol/L 磷酸二氢纳: 25 mmol/L 十二烧基硫酸纳 (2 : 1 1);流速1. 0 m!/min; 检测波长 345 nm; 柱

温 25"C 。黄柏药材及其颗粒剂以盐酸甲醇溶液(l : 100) 提取。结果:小菜碱和巴马汀色谱峰的理论塔板数分别为 14 906 和

14 847 ，分离度分别为 2.33 和 2.86 ，拖尾因子分别为1. 09 和1. 06 ，符合定量分析的要求。回归方程分别为 Y二 698 278X 

3 846 , r= 1. 000 和 Y=536 632X-7 738 , r=O. 9999 ，线性范围分别在 40~500 ng 和 20~250 ng 之间。方法学考察结果表明，

小集碱和巴马汀低、中、高 3 个进样量的日内精密度和日问精密度的 RSD 均小于 2.5% 和1. 5% ， 48h 内稳定性试验的 RSD 分别

为 0.66%和 0.70% ，重现性试验的 RSD 分别为 0.11% 和 0.12%(η=日，最低检测限分别为 2.0 n日和1. 0 ng，加样回收率结果分

别为 100.4% , RSD=O. 12% (n二 3) 和 99.80% ， RSD二 0.22%(n二 3) 。测定 3 批黄柏药材和 5 批黄柏颗粒剂中小菜碱及巴马汀的

含量 B 结抢:该方法简便可行，结果可靠，能够用于黄柏药材及其颗粒剂中小秦碱及巴马汀含量测定的研究。
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Reversed-phase ion pair high performance Iiquid chromatography in determination of berberine and palmatine 

in Phellodendron chinense Schneid. and its granules 

W ANG Min1 ,L1 Xiang' , W ANG Hong' , DONG Xin' , LOU Zi-yang' 量 (1. Department of Pharmaceutics , U rumqi Military Medi 

cal College , Hutubi 831200 , China; 2. Department of Pharmaceutical Analysis , School 01 Pharmacy , Second Military Medical U

niversity , Shanghai 200433; 3. Testing Center , School of Pharmacy) 

[ABSTRACTJ Objective: To determine berberine and palmatine in Phellodeηdron chinense Schneid. and its granules. Melhods: 

The reversed-phase ion pair high performance liquid chromatography( RP- HPLC) was used and the validation of the method 

was tested. The chromatography condition was with Lichrospher C18 column (4. 6 mm X 250 mm , 5μm) ， mobile phase was 

ACN: 25 mmol/L NaH 2 PO, 25 mmol/L SDS(2 : 1 1) , flow speed was 1. 0 m l/min , detection wavelength was 345 nm ,and 

temperature of column was 25"C. Phellodendron chinense Schneid. and its granules were extracted with methanol solution of 

hydrochloric acid. ResuHs: The theoretical plate number of berberine and palmatine were 14906 and 14 847 , the resolution were 

2.33 and 2.86 , the tailing factor were 1. 09 and 1. 06 , respectively; all the parameters were suitable for determination. The cali 

bration curves were linear in the range of 40-500 ng , Y = 698 278X - 3 846 , r = 1. 000 (berberine) and 20-250 ng , Y= 

536 632X-7 738 , r=0. 999 9 , r=0. 999 4(palmatine l. The intra-day and inter-day precision(RSD) at \ow , middle and high in 

jection amount was allless than 2. 5% (berberine) and 1. 5% (palmatine). The stability(RSD) was 0.66% (berberine) and 

O. 70 % (palmatine) in 48 h. The recurrence( RSD , n= 5) was O. II % (berberine) and O. 12 % (palmatine l. The limits of detection 

was 2.0 ng(berberine) and 1. 0 ng(palmatine). The recoveries were 100.4% (RSD=O. 12% , n=3l for berberine and 99.80% 

(RSD= O. 22 % ,n = 3) for palmatine. The contents of berberine and palmatine in 3 batch of Phellodendron chinense Schneid. and 

5 batch of its granules were determined. Conclusion: Our method can be used for determination of berberine and palmatine in 

Phellodendron chinense Schneid. and its granules , which is simple and reliable. 

[KEY WORDS] reversed-phase ion pair; chromatography , high pressure liquid; Phellodendron chinense Schneid. ; granules; 

berberine; palmatine 

黄柏为芸香科植物黄皮树 Phellodendron

chinense Schneid. 或黄景 Phellodendron mη urense 

Rupr.的干燥树皮，具有清热燥湿、泻火除蒸、解毒

疗疮之功效 o 黄柏的主要成分为小粟碱(berberine)
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及巴马汀(palmatine) 0 2000 版《中国药典》仅规定
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了黄柏药材的鉴别方法，并未对含量测定进行规定。

小果碱和巴马汀的含量测定方法主要有薄层扫描

法[IJ 、毛细胞管电泳法[2.3J 和高效被相色谱法[4J 。薄

层色谱法的样品制备繁琐，杂质干扰较大，精密度较

差;毛细管电泳法的重现性较差，样品测定需要添加

内标;高效液相色谱法精密度和重现性均较好，广泛

用于中药有效成分的含量测定，具有准确、可靠的优

点。为了有效地控制黄柏药材及其颗粒剂的质量，

本实验建立了反相离于对高效擅相色谱法测定其中

小果碱及巴马汀含量的方法，以期为黄柏药材及其

制剂的质量控制提供借鉴。

1 材料和方法

l. 1 仪器和试药 DIGr叶EX 高效植相色谱仪:

P680 Pump 泵. PDA-100 二极管阵列紫外检测器，

DIONEX Chromeleon 工作站. TCC-100 柱温箱，

ASI-100 自动进样器; METTLER AE240 电子天

平; BRANSON SB3200-T 型超声仪;上悔淀久 DJ

04 药材粉碎机 o 小骂王碱和巴马汀对照品购自中国

药品生物制品检定所; 3 批黄柏药材均购自上海德

康医药商店，井经本院生药学敦研室陈万生副教授

鉴定为黄皮树 Phell归οd白endron ch川1ηnense Schneid. 的

干燥树皮; 5 批黄柏颗粒剂由本院生药学教研室自

行研制(批号: 030323 、 030410 、 030426 、 030607 、

031107) ;乙睛为色谱纯;磷酸二氢饷、十二'后基硫酸

铀均为分析纯;水为双蒸水。

1. 2 对 j照品溶液的制备 精密称取小果碱和巴马

汀各对照品 10.0 mg.分别加甲醇恪解并定容至 25

ml.制成 400μg/ml 储备准。分别精密吸取小集碱

和巴马汀储备被各 0.5 ml 和 0.25 时，加甲醇恪解

并定容至 10 ml.制成 1 ml 含 20μg 小果碱和 10μg

巴马汀的对照品温合恪液。

1. 3 色谱条件 色谱柱:汉邦 Lichrospher C18 柱

(4.6 mmX250 mm ， 5μm) ;流动相为乙睛 25

mmol/ L 磷酸二氢铀: 25 mmol/ L 十二皖基硫酸铀

(2 川流速: 1. 0 ml/ min; 检测波长: 345 nm; 

柱温 :25'C ，

1. 4 线性关系考察 将璧碱和巴马汀对照品混合

洛液依次连续自动进样 2 、 5 、 10 、 15 、 20 和 25μ1，分

别重复 5 次，以对照品的质量 (X. ng) 为横坐标，峰

面积 (Y)为纵坐标绘制标准曲线，计算回归方程。

1. 5 方法学考察

1. 5. 1 精密度试验 以 20μg/ml 小果碱和 10μg/

ml 巴马汀对照品混合海液 2 、 10 和 25μ1.在 1 d 之

内连续进样 5 次，以及连续 5 d 分别进样，根据所得
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峰面积分别考察日内精密度和日间精密度 o

1. 5. 2 稳定性 以小集碱和巴马汀对照品 rlt合榕

液，在 O 、 3 、 6 、 12 、 18 、 24 、 36 、 48 h 后测定峰面积。

1. 5. 3 重现性 精密称取同一黄柏药材样品 5 份，

各约 O圃 04 g. 分别按1. 6 项方法制成样品、溶液，进样

10μl 分析。

1. 5. 4 最低检测限 将黄柏药材样品榕掖进行稀

释测定，测定信噪比为 3 : 1 时，小粟碱和巴马汀的

最低检测限。

1. 5. 5 加样回收率 精密称取小粟碱和巴马汀含

量为 12.20 mg/g 和 6.77 mg/g 的黄柏药材 3 份，

各约 O. 04 g. 分别加入 0.400 mg/ml 小璧碱和

0.400 mg/ml巴马汀对照品储备被1. 0 ml 和 O. 5 

ml 、1. 2 ml 和 0.7 ml 、1. 5 ml 和 0.8 ml.分别按1. 6

项方法制成样品恪液，进样 10μl 分析，每份测定 3

次，计算加样回收率。

1. 6 样品测定 对 3 批黄柏药材和 5 批黄柏颗粒

剂进行含量濒IJ 定。黄柏药材样品禧液的制备:精密

称取黄柏药材粉末约 0.04 g(过 40 目筛)置具塞锥

形瓶中，精密加入 50 ml 盐酸甲醇溶液(l : 100). 密

塞井称重。冷渥 15 min 后，超声 30 min. 放冷至室

温后，补足榕被至恒重，摇匀，常压过滤，弃去初滤

液，续谑被经 O. 45μm 滤膜过滤，置于 4'C 冰箱保

存。

黄柏颗粒1ftJ样品搭液的制备:取黄柏颗粒剂约

0.10 g ，精密称定，加适量盐酸甲醇洛液 cl : 100)榕

解，超声 10 min. 放冷至室温后，定容至 50 ml. 摇

匀，常压过滤，弃去初滤液，续滤液经 0.45μm 滤膜

过滤，置于 4'C 冰箱保存。

2 结果

小璧碱的回归方程为 y= 698 278X-3 846. 

r= 1. 000. 在 40~500 吨之间的线性关系良好。巴

马汀的回归方程为 Y = 536 632X - 7 738. r= 

O. 999 9. 在 20~250 ng 之间的线性关系良好。小

璧碱对照品梅液低、中、高 3 个进样量的日内精密度

和日间精密度的 RSD 分别为 2. 1% 、 O. 55% 、

0.16% 和 2.5% 、 0.72% 、 0.25% 。巴马汀对照品恪

液低、中、高 3 个进样量的日内精密度和日间精密度

的 RSD 分别为1. 2% 、 o. 63% 、 o. 18% 和1. 5% 、

0.77% 、 0.27% 。结果表明方法的精密度良好。小

果碱和巴马汀对照品溶液峰面积 RSD 分别为

0.66%和 0.70% 。结果表明供试品悔液在 48 h 内

稳定。黄柏药材中小粟碱平均含量为 1L20mg/g.

RSD= O. 11 % (n 工 5); 巴马汀平均含量为 6. 28 
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mg饵， RSD=O. 12% (n= 日，表明方法的重现性良

好。小果碱和巴马汀的最低检测限分别为 2.0 ng 

和1. 0 ng 0 黄柏药材中小璧碱和巴马汀的加样回

收率分别为 100. 4% , RSD=O. 12% C n = 3) 和

99.80% , RSD=O. 22% Cn=3) 。黄柏药材及其颗粒

剂色i普图见图 L 结果见表 L

o 2.5 气。 7.5 10012.515.00 2.5 5.0 7.5 10.012.5 15.00 25 5.0 75 10.012.515.0 

Time (tlmin) Time (I/min) Time (t/min) 

图 I 对照品 (A) 、黄柏药材 (B)及

颗粒剂(凹的 HPLC 色谱图

Fig 1 Chromatography of reference substances (A) , 

Phe l/odendron chinense Schneid. (B) and its granules(C) 

1 , Palma tine; 2 , 13erherine 

表 1 黄柏及其颗粒剂中小集属和巴马汀含量的测定结果

Tab 1 Determinalion resulls of berberine and palmatine 

(1/ =3 电 I士 s.mg.g- 1 )

Sample 13atch 13erberine Palmatine 

Phellοde 1/ drοη 12.20 土 004 6.77 土 0.03

ch ill~llS~ Schneîd. 2 11. 96 :t 0. 04 6. 68 :t 0. 01 

12.63 士 0.05 6.72 士。.02

Granules of 030323 4.97 士。.04 2.57 士 0.02

Phellοdendrοη 030410 5. 41 土 0.01 2.78 土 0.01

chinellse Schneid. 030426 5. 09 :t 0. 03 2. 62 :t 0. 01 

030607 4.91 士。.04 2. 49 士 0.01

0311 07 5.27 士 0.01 2.77 士 0.01

3 讨论

在1. 3 项的色谱条件下，以对照品榕被进样，根

据小果碱和巴马汀的色谱峰参数进行计算，其理论

塔板数分别为 14 906 和 14 847 ，分离度分别为 2. 33 

和 2.86 ，拖尾因子分别为1. 09 和1. 06 ，均达到定量

分析的要求。

因小粟碱和巴马汀为极性较强的生物碱类化合

物，采用甲醇水、乙睛水或甲醇-磷酸榕液等流动相

系统进行分析，两者在反相色i普柱中保留时间短，峰

型较差，且色i普峰重叠无法得到有放分离。改用乙

睛磷酸二氢铀十二皖基硫酸铀系统后，分离效果

明显改善，且峰形较好。此方法具有分析时间短，重

现性好等优点，可以用于黄柏药材及其制剂的含量

测定研究 n

增加流动相中乙睛的比例，可以显著缩短色谱

峰的保留时间，调整乙腊的比例为 50% ，可以使小

果碱和巴马汀与杂质完全分离，且具有较短的分析

时间。当磷酸二氢饷浓度为 10 mmol/ L 时，色谱峰

的拖尾因子较差;当磷酸二氢铀浓度为 50 mmo l/L 

时，峰型与 25 mmol/ L 相似，但柱压持续升高，可能

与磷酸二氢铀浓度升高后结晶析出有关 o 十二皖基

硫酸铀浓度低于 25 mmol/ L 时，同样会导致色谱峰

的形状变差，同时导致杂质峰变多;当十二皖基硫酸

铀浓度为 50 mmol/ L 时，峰型无明显改变，柱压也

较高。最终确定流动相为乙睛 25 mmol/L 磷酸

二氢饷 25 mmol/ L 十二皖基硫酸饷 (2:1: 1)，

可以获得满意的分析效果。

因小果碱和巴马汀极性较大，且在酸性条件下

以阴离子的形式存在，其含量测定方法多采用毛细

营电泳法[2.3:] ，但因重现性较差的缺点局限了该方

法在定量分析中的广泛应用。高效液相色谱法凭借

定量准确、重现性好的优点，在各种药物定量分析研

究中被广泛应用。 jflJ俊设等[4J 采用正相色谱的方法

测定了黄柏及其制剂中小男主碱的含量，并没有检测

巴马汀的含量，采用正相色谱的方法是否能有效分

离这 2 种成分还有待于进一步研究。本实验建立了

反相离子对高效液相色谱法测定其中小璧碱及巴马

汀含量的方法，可以有效地将 2 种成分分离，峰型

好，定量结果满意。

采用超声提取的方法对黄柏药材进行制备，比

索氏提取法[5J 具有简便、快速的优点，并且可以避免

高温对待测组份的破坏。由于颗粒剂的特点，采用

超声促洛的方法即可保证提取完全。

小果碱和巴马汀的最大股收、波长在 345 nr口，以

此为测定班长可以避免杂质干扰。
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