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　 　 ［摘要］ 　 目的　 研究并建立复方黄连灌肠液中总生物碱含量测定方法。 　 方法　 采用柱色谱⁃紫外可见分光光度法，以
盐酸小檗碱为对照品，采用盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）水浴加热回流提取法提取，提取液用中性氧化铝进行液⁃固萃取净化处理，于
３４５ ｎｍ 处测定其含量。 　 结果　 盐酸小糪碱在 １􀆰 ６１６～１９􀆰 ３９２ μｇ ／ ｍＬ 质量浓度范围内线性关系良好（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ９８），平均加样

回收率 １００􀆰 ８６％、ＲＳＤ 为 １􀆰 ８５２％（ｎ＝ ６）。 　 结论　 柱色谱⁃紫外分光光度法简便、快速、稳定可靠，适用于复方黄连灌肠液总

生物碱的含量测定。
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０　 引　 　 言

复方黄连灌肠液是我院消化内科协定处方制成的

复方中药灌肠液，临床上用于治疗溃疡性结肠炎，效果

显著。 组方由黄连、白头翁、黄芪、甘草、山药等１３ 味中

药组成，方中君药黄连、白头翁及其他多味中药均含有

生物碱类物质。 现代药理学研究表明，生物碱类物质

具有多种生物活性［１⁃４］，是重要有效成分，且生物碱含

量与其作用功效之间存在正相关的量效关系。 目前，
总生物碱含量测定常用酸性染料比色法［５⁃６］与紫外分

光光度法，但酸性染料比色法，操作繁琐，干扰因素多，
重现性与结果准确性有待考量［７］。 复方黄连灌肠液中

总生物碱测定方法未见报道，为加强制剂质量控制，确
保临床用药安全，本文参考有关文献［５⁃１１］，建立柱色谱⁃
紫外可见分光光度法测定复方黄连灌肠液中总生物碱

含量，现报道如下。

１　 仪器与试药

紫外可见分光光度计（ＵＶ⁃２５５０，岛津⁃苏州），
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电子分析天平（ＡＵＷ１２０Ｄ，岛津⁃日本），华美冷柜

（ＳＹ⁃１７６，杭州华美电冰箱厂），数控超声波清洗器

（ＫＱ⁃２５０ＤＢ 型，昆山市超声仪器有限公司）。
盐酸小糪碱对照品（贵州迪大生物科技有限责

任公司，批号：６３３⁃６５⁃８）；盐酸、甲醇、无水乙醇、乙
腈、９５％乙醇等均购自西陇化工股份有限公司，试剂

均为分析纯；水为纯化水；复方黄连灌肠液（本院自

制，批号：２０１９０８２８、２０１９０８２９、２０１９０８３０）。

２　 方法与结果

２􀆰 １　 对照品溶液的配制　 精密称取盐酸小糪碱对

照品 ０􀆰 ０１０１ ｇ，置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，加适量盐酸⁃甲
醇（ １ ∶ １００） 溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，即得

０􀆰 ４０４ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品储备液。 精密量取对照品储

备液 ５􀆰 ０ ｍＬ，置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，加 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫

酸溶液溶解并稀释至刻度，即得 ８０􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ 的盐

酸小糪碱对照品溶液。
２􀆰 ２　 提取方法考察

２􀆰 ２􀆰 １　 直接提取法 　 精密称取复方黄连灌肠液

５􀆰 ０ ｍＬ（批号：２０１９０８２８、２０１９０８２９、２０１９０８３０），每批

次平行 ３ 份，置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加盐酸⁃甲醇

（１ ∶１００）溶液定容，摇匀，静置 １􀆰 ０ ｈ，过滤，精密量

取上述滤液 ５􀆰 ０ ｍＬ，置中性氧化铝柱上，用 ０􀆰 ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液洗脱并定容至 ２５ ｍＬ，摇匀，即得直

接提取法供试液，精密量取供试液 ３􀆰 ０ ｍＬ 于 ２５ ｍＬ
量瓶中，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液稀释至刻度，摇匀，
以 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液为参比，于 ３４５ ｎｍ 测定吸

光度，见表 １。
２􀆰 ２􀆰 ２　 超声提取法 　 精密称取复方黄连灌肠液

５􀆰 ０ ｍＬ（批号：２０１９０８２８、２０１９０８２９、２０１９０８３０），每批

次平行 ３ 份，置于 １００ ｍＬ 烧杯中，加盐酸⁃甲醇

（１ ∶１００）溶液 ４０ ｍＬ，超声 １ ｈ（超声功率 ２５０ Ｗ），过
滤，滤液转移至 ５０ ｍＬ 量瓶中，用盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）
溶液定容，精密量取上述滤液 ５􀆰 ０ ｍＬ，置中性氧化

铝柱上，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液洗脱并定容至 ２５
ｍＬ，摇匀， 即得 超 声 提 取 法 供 试 液， 供 试 液 按

“２􀆰 ２􀆰 １”项下方法测定吸光度，见表 １。
２􀆰 ２􀆰 ３　 水浴加热回流提取法　 精密称取复方黄连

灌 肠 液 ５􀆰 ０ ｍＬ （ 批 号： ２０１９０８２８、 ２０１９０８２９、
２０１９０８３０），每批次平行 ３ 份，置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶

中，加盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）溶液 ４０ ｍＬ，水浴加热回流

１ ｈ，冷却至室温，过滤，滤液用盐酸⁃甲醇（１ ∶ １００）

溶液定容至 ５０ ｍＬ，精密量取上述滤液 ５ ｍＬ，置中性

氧化铝柱上，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液洗脱并定容至

２５ ｍＬ，摇匀，即得水浴加热提取法供试液，供试液

按“２􀆰 ２􀆰 １”项下方法测定吸光度，见表 １。

表 １　 复方黄连灌肠液总生物碱提取方法考察结果（􀭵ｘ±ｓ，ｎ＝３）

批号

Ａ 值

直接提取法 超声提取法
水浴加热回
流提取法

２０１９０８２８ ０􀆰 ３６０７±０􀆰 ０２３ ０􀆰 ４０８３±０􀆰 ０３３ ０􀆰 ５３５７±０􀆰 ０５３∗

２０１９０８２９ ０􀆰 ３２６７±０􀆰 ０４２ ０􀆰 ４１８３±０􀆰 ０４３ ０􀆰 ４６１７±０􀆰 ０３２∗

２０１９０８３０ ０􀆰 ３０４７±０􀆰 ０１３ ０􀆰 ３９５７±０􀆰 ０２３ ０􀆰 ４４１３±０􀆰 ００２∗

　 与超声提取法比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

　 　 结果表明，３ 批复方黄连灌肠液的供试液，超声

提取法与水浴加热回流提取法的吸光度值明显高

于直接提取法，且与超声提取法比较，水浴加热回

流提取法供试液的吸光度差异具有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 综合考虑选择水浴加热回流提取法作为供

试液总生物碱的提取方法。
２􀆰 ３　 提取方法优化

２􀆰 ３􀆰 １　 提取溶剂考察　 精密称取复方黄连灌肠液

５􀆰 ０ ｍＬ（批号：２０１９０８２８），置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶

中，分别加入 １％ 盐酸溶液、 乙腈⁃１％ 乙酸溶液

（８０ ∶２０）、６５％乙醇溶液、８５％乙醇溶液及盐酸⁃甲醇

（１ ∶１００）溶液 ４０ ｍＬ，编号 １ 至 ５ 组，每组平行 ３ 份，
水浴加热回流 １ ｈ，冷却至室温，过滤，滤液用相应溶

剂容至 ５０ ｍＬ，分别精密量取上述滤液 ５ ｍＬ，置中性

氧化铝柱上，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液洗脱并定容至

２５ ｍＬ，摇匀，即得各组供试液，供试液按“２􀆰 ２􀆰 １”项
下方法测定吸光度，平行测定 ３ 次，以平均吸光度为

纵轴做图，见图 １ａ。 图谱提示，第 １ 组、第 ５ 组供试

液的吸光度大于其他溶剂提取组，且第 ５ 组（盐酸⁃
甲醇（１ ∶１００）溶液）显著高于第 １ 组。
２􀆰 ３􀆰 ２　 提取时间考察　 精密称取复方黄连灌肠液

５􀆰 ０ ｍＬ（批号：２０１９０８２８），置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶

中，分别加入盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）溶液 ４０ ｍＬ，分别水

浴加热回流 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、１􀆰 ５、２􀆰 ０、２􀆰 ５ ｈ，每组平行 ３
份，冷却至室温，过滤，滤液用盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）溶
液定容至 ５０ ｍＬ，分别精密量取上述滤液 ５ ｍＬ，置中

性氧化铝柱上，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液洗脱并定容

至 ２５ ｍＬ，摇匀，即得各组供试液，供试液按“２􀆰 ２􀆰 １”
项下方法测定吸光度，平行测定 ３ 次，以平均吸光度

为纵轴做图，见图 １ｂ。 图谱提示，提取时间为 １􀆰 ５ ｈ
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时，供试液吸光度值最大。

１：１％盐酸溶液；２：乙腈⁃１％乙酸溶液（８０ ∶２０）；３：６５％
乙醇溶液；４：８５％乙醇溶液；５：盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）溶液

ａ：提取溶剂考察；ｂ．提取时间考察

图 １　 复方黄连灌肠液提取方法优化考察结果

２􀆰 ４　 供试品溶液制备方法　 结合上述实验结果，综
合考虑实验过程的高效性与经济效益，最终确定供试

品溶液的制备方法：精密称取复方黄连灌肠液 ５􀆰 ０
ｍＬ，置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶中，加盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）溶
液 ４０ ｍＬ，水浴加热回流 １􀆰 ５ ｈ，冷却至室温，过滤，滤
液用盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）溶液定容至 ５０ ｍＬ，精密量取

上述滤液 ５ ｍＬ，置中性氧化铝柱上，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫

酸溶液洗脱并定容至 ２５ ｍＬ，摇匀，即得。
２􀆰 ５　 含量测定方法建立与方法学验证

２􀆰 ５􀆰 １　 最佳吸收波长选择　 分别精密量取对照品

溶 液 ３􀆰 ０ ｍＬ、 供 试 品 溶 液 ５􀆰 ０ ｍＬ （ 批 号：
２０１９０８２８），置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸

溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，以 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸

溶液为空白，于 ２００ ～ ６００ ｎｍ 范围内扫描，见图 ２。
图示盐酸小糪碱对照品溶液在 ３４５ ｎｍ 处有吸收峰；
而供试品溶液的吸收峰略微红移在 ３３５ ｎｍ 处，综合

考虑，最后确定以 ３４５ ｎｍ 为测定波长。

１：供试品溶液；２：盐酸小糪碱对照品溶液

图 ２　 复方黄连灌肠液紫外吸收光谱图

２􀆰 ５􀆰 ２　 线性与回归方程　 分别精密量取盐酸小糪

碱对照溶液 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０、３􀆰 ０、４􀆰 ０、５􀆰 ０、６􀆰 ０ ｍＬ，

置于２５ ｍＬ 量瓶中，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液定容至

刻度，制备系列浓度对照品溶液；以 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫

酸溶液为参比溶液，于 ３４５ ｎｍ 处波长处测定吸光

度，以浓度（μｇ ／ ｍＬ）为横坐标、吸光度（Ａ）为纵坐标

绘制标准曲线。 计算得回归方程为：Ｙ ＝ ０􀆰 １７９０２Ｘ＋
０􀆰 ００７１（ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ９８），表明盐酸小糪碱对照品浓度

在 １􀆰 ６１６～１９􀆰 ３９２ μｇ ／ ｍＬ 范围内与吸光度之间呈现

良好的线性关系。
２􀆰 ５􀆰 ３　 精密度试验　 精密称取盐酸小糪碱对照品

溶液 ３􀆰 ０ ｍＬ，置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，平行 ６ 份，用 ０􀆰 ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液定容至刻度，并以 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸

溶液为参比，于 ３４５ ｎｍ 处测定吸光度，以吸光度计

算相对标准差（ＲＳＤ），结果 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３６４％（ｎ ＝ ６），
表明精密度良好，见表 ２。
２􀆰 ５􀆰 ４　 重复性试验 　 取同一批复方黄连灌肠液

（批号：２０１９０８２８），按“２􀆰 ４”项下方法制备供试品溶

液 ６ 份，分别精密称取供试品溶液 ３􀆰 ０ ｍＬ，置于 ２５
ｍＬ 量瓶中，用 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液定容，并以 ０􀆰 ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液为参比，于 ３４５ ｎｍ 处测定吸光度，
以吸光度计算 ＲＳＤ％，结果 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３８９％（ｎ ＝ ６），
表明供试品重复性良好，见表 ２。
２􀆰 ５􀆰 ５　 稳定性试验　 精密量取供试品溶液（批号：
２０１９０８２８）３􀆰 ０ ｍＬ，置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，按“２􀆰 ５􀆰 ４”
项下方法测定，每隔 １０ ｍｉｎ 测定 １ 次，以吸光度计

算 ＲＳＤ 为 １􀆰 ０４４％（ｎ＝ ６），供试品溶液在 ６０ ｍｉｎ 内

稳定，见表 ２。

表 ２　 复方黄连灌肠液中总生物碱含量测定方法精密度、重
复性、稳定性试验结果（ｎ＝６）

项目
吸光度（Ａ）

１ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值

ＲＳＤ
（％）

精密度 ０􀆰 ３７５ ０􀆰 ３７４ ０􀆰 ３７７ ０􀆰 ３７３ ０􀆰 ３７４ ０􀆰 ３７５ ０􀆰 ３７５ ０􀆰 ３６４
重复性 ０􀆰 ４９７ ０􀆰 ４９８ ０􀆰 ４９７ ０􀆰 ４９９ ０􀆰 ５００ ０􀆰 ５０２ ０􀆰 ４９９ ０􀆰 ３８９
稳定性 ０􀆰 ５０２ ０􀆰 ５０３ ０􀆰 ５０６ ０􀆰 ５０４ ０􀆰 ５０７ ０􀆰 ５０４ ０􀆰 ５０４ ０􀆰 ３６９
　
２􀆰 ５􀆰 ６　 加样回收率试验　 取同一批复方黄连灌肠

液（批号：２０１９０８２８，总生物碱含量为 ３􀆰 ５５４ ４ ｍｇ ／
ｍＬ）３􀆰 ０ ｍＬ，置于 ２５０ ｍＬ 圆底烧瓶中，分别加入盐

酸小糪碱对照品溶液 （ ０􀆰 ９４８ ｍｇ ／ ｍＬ） ９􀆰 ０ ｍＬ，按
“２􀆰 ４”项下方法制备加样回收试验供试品溶液，平
行制备 ６ 份，分别精密量取上述加样回收试验供试

品溶液 ３􀆰 ０ ｍＬ，按“２􀆰 ５􀆰 ４”项下方法测定，结果得平

均回收率为 １００􀆰 ８６％，ＲＳＤ 为 １􀆰 ８５２％ （ ｎ ＝ ６），见
表 ３。
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表 ３　 总生物碱含量测定方法加样回收率实验结果（ｎ＝６）

样品取样量
（μｇ）

加入量
（μｇ）

测得量
（μｇ）

回收率
（％）

平均回收率
（％）

ＲＳＤ
（％）

１０􀆰 ６６３２ ８􀆰 ５３２ １９􀆰 １２８５ ９９􀆰 ２２
１０􀆰 ６６３２ ８􀆰 ５３２ １９􀆰 １７９１ ９９􀆰 ８１
１０􀆰 ６６３２ ８􀆰 ５３２ １９􀆰 ４９９３ １０３􀆰 ５６ １００􀆰 ８６ １􀆰 ８５２
１０􀆰 ６６３２ ８􀆰 ５３２ １９􀆰 ２８０２ １０１􀆰 ００
１０􀆰 ６６３２ ８􀆰 ５３２ １９􀆰 ４１５０ １０２􀆰 ５８
１０􀆰 ６６３２ ８􀆰 ５３２ １９􀆰 １１１７ ９９􀆰 ０２

２􀆰 ６　 复方黄连灌肠液总生物碱含量测定　 取复方

黄连灌肠液按“２􀆰 ４”项下方法制备供试品溶液 ３ 批

（批号：２０１９０８２８、２０１９０８２９、２０１９０８３０），分别精密量

取供试品溶液 ３􀆰 ０ ｍＬ，分别置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，
０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液稀释至刻度，摇匀，以 ０􀆰 ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液为参比，于 ３４５ ｎｍ 测定吸光度，外
标法计算总生物碱含量，见表 ４。

表 ４　 复方黄连灌肠液中总生物碱含量测定结果（ｎ＝３）

批号
总生物碱
（ｍｇ ／ ｍＬ）

平均值
（ｍｇ ／ ｍＬ） ＲＳＤ（％）

３􀆰 ５５８９
２０１９０８２８ ３􀆰 ５８４１ ３􀆰 ５５４４ ０􀆰 ９０７１

３􀆰 ５２０１
３􀆰 ３８６０

２０１９０９２９ ３􀆰 ３５８０ ３􀆰 ３４５３ １􀆰 ４４２７
３􀆰 ２９２０
３􀆰 ２８１０

２０１９０８３０ ３􀆰 ２９１０ ３􀆰 ２８７７ ０􀆰 １７５６

３　 讨　 　 论

生物碱是存在于植物中具有最为显著活性的

效部位成分具有抗肿瘤、抗炎、抗病毒、抗心血管疾

病等作用［１６］。 目前的文献报道多是研究植物药材

中总生物碱的提取与质量控制［７⁃９，１２⁃１５］，对于富含生

物碱的制剂成品研究报道较少［１６⁃１７］，本研究建立柱

色谱⁃紫外分光光度法测定复方黄连灌肠液中总生

物碱含量的方法，并根据 ２０１５ 版《中国药典》对所

建立的方法进行方法学验证，该方法具有简便快

速、准确可靠等优点，可以作为复方黄连灌肠液中

总生物碱含量测定及质量控制提供依据。
本研究参考有关文献，考察采用总生物碱提取

常用的直接静置、超声以及水浴回流等方法提取复

方黄连灌肠液中总生物碱，结果表明水浴回流提取

法，提取比较完全，紫外吸收度值高于其他两种方

法；再经过预实验确定进一步优化考察 ５ 种提取溶

剂和 ５ 个回流时间后，综合考虑提取效果，最终确定

提取方法为以盐酸⁃甲醇（１ ∶１００）溶液为溶剂水浴加

热回流 １􀆰 ５ ｈ。
本研究考察最佳吸收波长时，盐酸小糪碱对照

品溶液在 ２２８、２６３、３４５ ｎｍ 处有吸收峰，而供试品溶

液在 ２７９、３３５ ｎｍ 处有强吸收，考虑是供试品溶液中

其他成分对吸收峰位移的影响，并且在 ３４５ ｎｍ 处供

试品的吸收处于肩峰的位置，且波峰基线较平稳，
峰形较好，最后确定 ３４５ ｎｍ 为测定波长。
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