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［摘要］　目的：建立优化的高效毛细管电泳法，并将其应用于测定肝力保胶囊中苦参碱和氧化苦参碱的含量。方法：采用

Ａｇｉｌｅｎｔ３ＤＣＥ高效毛细管电泳仪、未涂渍熔融石英毛细管（６８．５ｃｍ×７５μｍ，有效长度６０ｃｍ），缓冲液５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４
（水甲醇＝４１，ｐＨ＝５．５），运行电压２５ｋＶ，温度２５℃，检测波长２１４ｎｍ，以氨茶碱为内标，建立优化的高效毛细管电泳法，

并测定３批次肝力保胶囊中苦参碱和氧化苦参碱的含量。结果：苦参碱和氧化苦参碱均能够基线分离，符合含量测定要求；

回归方程分别为Ｙ＝２２２．８０Ｘ＋３．６３５３（ｒ＝０．９９９９）和Ｙ＝２１３．０２Ｘ＋３４．２６８６（ｒ＝０．９９９９）；线性范围分别为３３．９８～３３９．８

μｇ／ｍｌ和４７．３５～４７３．５μｇ／ｍｌ。苦参碱和氧化苦参碱的日内和日间精密度（ＲＳＤ）均＜３．０％，最低检测限分别为１３．６０μｇ／ｍｌ
和１８．９０μｇ／ｍｌ，加样回收率结果分别为１０２．３％（ＲＳＤ＝０．５７％，ｎ＝３）和１０１．１％（ＲＳＤ＝０．４１％，ｎ＝３）。３批样品中苦参碱

的含量（％）分别为２．７８±０．０４３、２．５０±０．０６９、２．５６±０．０４０；没有检测到氧化苦参碱的峰。结论：优化的高效毛细管电泳法

稳定简便，结果可靠，能够用于测定苦参碱和氧化苦参碱含量；优化的高效毛细管电泳法测定的苦参碱含量可作为肝力保胶囊

质量控制指标。
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　　苦参为豆科植物ＳｏｐｈｏｒａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓＡｉｔ．的干燥根，具

有清热燥湿、杀虫、利尿的功效。《本草纲目》记载：苦参，苦、

寒、无毒，主治心腹结气、症瘕积聚、黄疸、溺有余沥、逐水，补

中明目，养肝胆气，并具有清热、解毒祛风燥湿、杀虫、治皮肌

烦燥生疮、治肠风、泻血并热痢等功效［１］。苦参的主要有效

成分为苦参碱和氧化苦参碱，具有镇静、镇痛、解热、降温、抗

炎、抗病毒、抗肿瘤和免疫调节作用［２］。

　　肝力保胶囊主要成分为苦参提取物、茵陈、虎杖、茯苓、

黄芪等，可以清热解毒，利水渗湿，疏肝健脾，补肝益肾，主要

用于各种急慢性病毒性肝炎、肝癌所致肝脾肿大、肝硬化腹

水、肝昏迷等症和经放、化疗所致白细胞减少症的辅助

治疗。　　　　

　　苦参碱和氧化苦参碱的测定方法有多种，包括：高效毛

细管电泳法［２］、高效液相色谱法［３］、气相色谱法［４］、薄层扫描

法［５］及酸性染料比色法［６］等。前期实验中曾尝试采用高效

液相色谱法来控制肝力保胶囊的质量，但不能很好地分离苦

参碱和氧化苦参碱，且色谱图中干扰峰较多，样品峰和对照

品峰的保留时间不能完全吻合。为更准确地测定肝力保胶

囊中苦参碱和氧化苦参碱含量，本研究对以往高效毛细管电

泳法进行改进，并对改进后的方法进行评价。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ３ＤＣＥ高效毛细管电泳仪，ＡｇｉｌｅｎｔＣｈｅｍ

Ｓｔａｔｉｏｎ工作站（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）、二极管阵列检测器、

Ｍｏｄｅｌ８２８型ｐＨ计（美国 Ｏｒｉｏｎ）。未涂渍熔融石英毛细管

（河北 永 年 光 学 纤 维 厂），６８．５ｃｍ×７５μｍ（有 效 长

度６０ｃｍ）。　　　　　

１．２　试药　肝力保胶囊由第二军医大学东方肝胆外科医院

制剂室生产（批号：０６０１０１，０６０４０１，０５１００１），苦参碱和氧化

苦参碱对照品购自中国药品生物制品检验所，磷酸氢二钠

（Ｎａ２ＨＰＯ４）、磷 酸、甲 醇 等 均 为 国 产 分 析 纯，水 为 纯

化水。　　　　

２　方法和结果

２．１　对照品溶液的制备　精密称取苦参碱对照品３３．９８

ｍｇ，氧化苦参碱对照品４７．３５ｍｇ，分别加甲醇定容至５０ｍｌ，

即得０．６７９６ｍｇ／ｍｌ苦参碱和０．９４７０ｍｇ／ｍｌ氧化苦参碱对

照品溶液。分别精密吸取苦参碱和氧化苦参碱对照品溶液

５、２．５、１、０．８３、０．５０ｍｌ，加入２５ｍｇ／ｍｌ氨茶碱溶液２０μｌ作

内标，用水定容至１０ｍｌ，得不同浓度标准系列溶液。

２．２　样品溶液的制备　取肝力保胶囊１０粒，取出其中的粉
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末状药品（约３ｇ），混匀后精密称定药粉约０．３ｇ，置具塞锥

形瓶中，加浓氨试液０．５ｍｌ，精密加入ＣＨＣｌ３２０ｍｌ，密塞，称

定质量，超声处理３０ｍｉｎ，放冷，再称定其质量，用ＣＨＣｌ３补

足减 失 的 质 量，摇 匀，滤 过。精 密 量 取 续 滤 液 ５ ｍｌ，

即得。　　　　　
２．３　电泳条件的选择

２．３．１　检测波长的选择　参考文献［２］得知苦参碱和氧化苦

参碱的最大吸收波长为２１４ｎｍ，并通过对照品的全波长扫

描证实，确定检测波长为２１４ｎｍ。

２．３．２　缓冲液种类和浓度的选择　选用不同浓度的硼砂缓

冲液（２０～６０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６．０）进行电泳。结果发现，使用

低浓度硼砂缓冲液时对照品出峰时间较早，可以将苦参碱和

氧化苦参碱两者完全分开，但峰形较差，且氧化苦参碱出现

双峰甚至是多峰。改用不同浓度 Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液（２０～６０

ｍｍｏｌ／Ｌ）发现，随着缓冲液浓度的升高，分离度及峰形得到

明显改善，且在５０ｍｍｏｌ／Ｌ时出峰时间较早、分离效率高、

峰形最佳。确 定 ５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４ 作 为 运 行 缓

冲液。　　　　　
２．３．３　ｐＨ值对分离度的影响　在ｐＨ４．５～９．０的范围内，

用 Ｈ３ＰＯ４调整缓冲液的ｐＨ值，分别进行电泳。以分离度为

纵坐标，ｐＨ值为横坐标，将电泳所得数据绘制成图。结果

（图１）发现，ｐＨ值对苦参碱和氧化苦参碱的分离度和峰形

的影响较大。升高ｐＨ 值，氧化苦参碱的峰形不佳，出现双

峰；降低ｐＨ值，峰形以及分离效果得到明显改善，考虑出峰

时间的因素，选择 ｐＨ＝５．５作为电泳时运行缓冲液的

ｐＨ值。　　　　

图１　分离度与ｐＨ值的关系

２．３．４　温度对分离度的影响　在２０～３０℃的范围内，考察

温度对分离度的影响。结果发现，温度的改变对苦参碱和氧

化苦参碱的分离度和峰形基本没有影响。因此，选择常温

２５℃作为电泳的运行温度。

２．３．５　电压对分离度的影响　在２０～３０ｋＶ的范围内每隔

２ｋＶ对电压进行调整，考察电压对分离度的影响。结果发

现，电压的变化对苦参碱和氧化苦参碱的分离度以及峰形的

影响均较小。为避免产生过多的焦耳热，同时保证出峰时间

短，所以选择２５ｋＶ为电泳时的运行电压。

２．３．６　有机改性剂对分离度的影响　在缓冲液中加入甲醇

１０％、１５％、２０％、２５％、３０％，考察其对分离度的影响。结果

发现，缓冲液中甲醇的含量对苦参碱和氧化苦参碱的分离度

和峰形影响不大，但可以使苦参碱和氧化苦参碱的出峰时间

提前 并 有 效 的 提 高 柱 效。所 以，选 取 甲 醇 的 含 量

为２０％。　　　　　

　　最终确定的电泳条件为：５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４（水

甲醇＝４１），Ｈ３ＰＯ４调ｐＨ＝５．５；运行电压２５ｋＶ；温度

２５℃；检 测 波 长 ２１４ ｎｍ；内 标 为 氨 茶 碱；压 力 进 样：

５０ｍｂａｒ×３ｓ（补进缓冲液 ３ｓ）。运行 前 用 ０．１ ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ和缓冲液各冲洗５ｍｉｎ，运行时间为１２ｍｉｎ。

２．４　方法学考察

２．４．１　线性关系的考察　分别将不同浓度的对照品混和溶

液依次连续进样，重复３次，以对照品溶液的浓度（Ｘ，

μｇ／ｍｌ）对对照品与内标的峰面积比（Ｙ）进行线性回归。苦参

碱的回归方程为Ｙ＝２２２．８０Ｘ＋３．６３５３（ｒ＝０．９９９９），在

３３．９８～３３９．８μｇ／ｍｌ之间的线性关系良好；氧化苦参碱的回

归方程为Ｙ＝２１３．０２Ｘ＋３４．２６８６（ｒ＝０．９９９９），在４７．３５～
４７３．５μｇ／ｍｌ之间的线性关系良好。

２．４．２　精密度试验　采用对照品与内标的迁移时间之比和

峰面积之比考察苦参碱和氧化苦参碱的精密度（ＲＳＤ），通过

日内和日间５次重复进样，分别计算苦参碱和氧化苦参碱的

相对迁移时间和相对峰面积的ＲＳＤ（表１）。苦参碱和氧化

苦参碱的相对迁移时间和相对峰面积的ＲＳＤ都在３％以内，

表明 此 方 法 测 定 苦 参 碱 和 氧 化 苦 参 碱 的 精 密 度

良好。　　　　　

表１　苦参碱和氧化苦参碱的

日内和日间精密度结果

（％）

日内精密度

相对
迁移时间

相对
峰面积

日间精密度

相对
迁移时间

相对
峰面积

苦　参　碱 ０．８４ ０．９２ ２．３１ ２．７５

氧化苦参碱 ０．９６ ０．７０ ２．８０ ２．６９

２．４．３　检测限考察　将苦参碱和氧化苦参碱的对照品按一

定倍数无限稀释进行电泳分析，以信噪比３１确定最低检

测限。当对照品稀释到２５倍左右时，苦参碱和氧化苦参碱

的最低检测限分别是１３．６０μｇ／ｍｌ和１８．９０μｇ／ｍｌ。

２．４．４　加样回收率试验　将苦参碱和氧化苦参碱含量已知

的样品溶液用甲醇稀释为原浓度一半，加入内标溶液２０μｌ
及对照品溶液适量，用甲醇定容。按照相同电泳条件操作，

分别重复实验３次。苦参碱和氧化苦参碱的加样回收率结

果分别为 １０２．３％ （ＲＳＤ＝０．５７％）和 １０１．１％ （ＲＳＤ＝

０．４１％）。

２．５　样品测定　取３批肝力保胶囊样品，按电泳条件检测

样品中苦参碱和氧化苦参碱的含量，每个样品重复３次，结

果３批样品中苦参碱的含量（％）分别为２．７８±０．０４３、

２．５０±０．０６９、２．５６±０．０４０。空白、对照品和样品的电泳图

见图２，从图中可以看出，样品中只出现苦参碱的峰，没有检

测到氧化苦参碱的峰。
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图２　空白（Ａ）、对照品（Ｂ）和样品（Ｃ）的电泳图

１：苦参碱；２：氧化苦参碱；３：氨茶碱（内标）

３　讨　论

　　本研究采用了安捷伦公司全自动３Ｄ高效毛细管电泳

仪，测定肝力保胶囊中苦参碱和氧化苦参碱的含量，在操作

条件的选择过程中，开始考察了硼砂和磷酸盐缓冲液作为电

解质，结果发现在硼砂缓冲液的条件下，苦参碱和氧化苦参

碱的峰形均不佳。在确定使用磷酸盐缓冲液后，对其浓度、

ｐＨ值、运行电压、温度以及有机改性剂的含量等参数进行了

考察，从而确定最终的电泳条件，待测组分可在５～８ｍｉｎ内

出峰，峰形最佳，两峰之间分离完全，未见其他杂峰。

　　在方法学的考察过程中，选取氨茶碱作为内标，其性质

稳定，不干扰待测组分出峰，重复性好。在含量测定中发现，

氧化苦参碱没有出峰，相关文献查阅表明苦参药材入药后苦

参碱与氧化苦参碱存在着相互转化［７］，含苦参的复方以苦参

碱为主要成分［８］，氧化苦参碱的含量较少，所以未能测到。

测定结果与本课题组用 ＨＰＬＣ法得到的结果（苦参总碱含量

２．８０％）相近。综合以上考察可认为，以苦参碱的含量作为

指标可用于肝力保胶囊的质量控制。

　　与以往的毛细管电泳法相比，筛选优化后的毛细管电泳

法采用定量更准确的７５μｍ毛细管柱，提高缓冲液的浓度并

改用偏酸性的环境有效地提高了分离度，加入甲醇作为有机

改性剂显著提高了柱效。实验结果表明，本研究采用的毛细

管电泳法作药物分析具有独特的优势，其分离效率高、选择

性强、测定结果可靠，而且方法较常规的 ＨＰＬＣ法、ＧＣ法简

便、快速、低耗，具有较高的实用价值和发展前景。
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