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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立 HPLC 法测定冬柏通淋合剂中盐酸小檗碱的含量 。方法 　采用 Kromasil C１８色谱柱（１５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm） ；流动相 ：乙腈唱０ ．０５ mol／L磷酸二氢钠（用磷酸调节 pH ＝ ３）（２８ ∶ ７２） ；流速 ：１ ．０ ml／min ；柱温 ：室温（２５ ℃ ） ；

检测波长 ：３４５ nm 。结果 　盐酸小檗碱在 １ ．００ ～ ５０ ．００ μg／ml范围内线性关系良好（ r ＝ ０ ．９９９ ６） ，平均回收率为 １０４ ．７０％ ，

RSD为 １ ．６０％ （n＝ ５） 。结论 　该方法准确 、灵敏度高 、专属性强 、重现性好 ，对提高冬柏通淋合剂的质量控制标准具有参考

意义 。
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Berberine hydrochloride assay in Dongbai Tonglin Heji by HPLC method
HOU Xiaoli ，TAN Zhaodan ，SHI Kourong ，GU Weiying ，CHEN Weicheng （Department of Pharmacy ，Seventh People′s Hospi唱
tal Affiliated to Shanghai University of TCM ，２００１３７ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a HPLC method for determination of berberine hydrochloride in Dongbai Tonglin He唱
ji ．Methods 　 The separation column of Kromasil C１８ （１５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） was used ．The mobile phase was acetonitrile
and ０ ．０５ mol／L NaH２ PO４ solution（pH was adjusted to about ３ with phosphoric acid） ．The flow rate was １ ．０ ml／min with the
column at room temperature and the detection wavelengths at ３４５ nm for berberine hydrochloride ．Results 　 The linear range of
berberine hydrochloride was １ ．００ ～ ５０ ．００ μg／ml （ r ＝ ０ ．９９９ ６） ． The average recoveries of berberine hydrochloride were
１０４ ．７０％ （RSD １ ．６０％ ，n＝ ５） ．Conclusion 　 This method is accurate ，sensitive ，selective and reproducible ．It provides an al唱
ternative method to improve the quality control of Dongbai Tonglin Heji ．
　 　 ［Key words］ 　 Dongbai Tonglin Heji ；berberine hydrochloride ；HPLC

　 　慢性尿路感染［１］是临床较为常见的一种疾病 ，

常于急性尿路感染经初步治疗后未能完全治愈 ，伴

有尿频 、尿急 、尿痛等下尿路刺激症状 ，常反复发作 ，

多属中医淋证中“劳淋”的范畴 。由于是细菌直接引

起的泌尿系统感染 ，西医需长期用药治疗 ，但效果不

佳 ，且易引起细菌耐药和不良反应 。

　 　冬柏通淋合剂是根据全国著名肾病专家 、上海

市第七人民医院叶景华教授的经验方开发的院内制

剂 ，早在 ２０ 世纪 ６０ 年代就开始用于临床治疗急慢

性肾盂肾炎 、泌尿系统感染 ，因疗效显著深受患者欢

迎［２］
。黄柏作为方中的主要有效成分之一 ，因具有

清热燥湿 ，泻火除蒸 ，解毒疗疮等功效［３］
，用于湿热

泻痢 、黄疸 、带下 、热淋 、阴虚火旺 、盗汗骨蒸等 ，而被

枟本草纲目枠等多种中药典籍所收载 。

　 　黄柏作为本方中主要药味成分 ，目前尚无其含

量测定方法和限度要求的研究报道 。盐酸小檗碱是

中药黄柏中的主要活性成分之一 ，也是枟中华人民共

和国药典枠２０１５ 年版（一部 ，简称枟中国药典枠）黄柏

含量测定的指标 。 为了进一步提高中药制剂的质

量 ，本研究采用 HPLC法建立了冬柏通淋合剂中盐
酸小檗碱的含量测定方法 ，并根据测定结果制订了

相关的含量限度 ，为其质量标准提高以及处方工艺

进一步优化提供参考依据 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　仪器 　岛津 LC唱２０AD 高效液相色谱系统（日

本岛津公司） ；pH 测试仪（瑞士梅乐特唱托利多仪器

有限公司） ；DL唱７２０A 型超声波清洗器（上海之信仪

器有限公司） ；XS２０５DU 型电子天平（瑞士梅乐特唱
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托利多仪器有限公司） 。

1 ．2 　试剂和药品 　冬柏通淋合剂（上海市第七人民

医院委托上海杏灵科技药业股份有限公司生产 ，批

号 ：１６０５００１） ，盐酸小檗碱对照品（四川协力制药有

限公司 ，批号 ：２０１１０８３０） ；阴性对照品（医院自制） ；

乙腈 、甲醇均为色谱纯 ；水为娃哈哈高纯水 ；其他试

剂均为分析纯 。

2 　方法和结果

2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱 ：Kromasil C１８ （１５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm） ；流动相 ：乙腈唱０ ．０５ mol／L磷酸二
氢钠 （用磷酸调节 pH ＝ ３ ） （２８ ∶ ７２ ） ，流速 ：

１ ．０ ml／min ；柱温 ： 室温 （２５ ℃ ） ； 检测波长 ：

３４５ nm ；进样量 ：２０ μl 。
2 ．2 　溶液的制备
2 ．2 ．1 　对照品溶液 　取在 １２０ ℃干燥至恒重的盐

酸小檗碱对照品 ，精密称定 ，置棕色量瓶中 ，加 ５０％

甲醇适量 ，超声使之溶解 ，放冷 ，定容至刻度 ，摇匀 ，

分别配制成每 １ ml 中含盐酸小檗碱 １００ μg 的标准
溶液 ，备用 。

2 ．2 ．2 　供试品溶液 　精密量取冬柏通淋合剂５ ml ，
置 ５０ ml量瓶中 ，加流动相３５ ml ，超声处理 １５ min ，
放冷 ，流动相溶液定容至 ５０ ml ，摇匀 。用 ０ ．４５ μm
微孔滤膜滤过 ，精密量取续滤液 ０ ．５ ml ，即得供试
品溶液 。

2 ．2 ．3 　阴性对照溶液 　 按处方比例称取除黄柏以

外的各种药材适量 ，依照处方工艺及供试品溶液制

备方法 ，制得阴性对照溶液 。

2 ．3 　专属性试验 　按照上述色谱条件 ，分别精密吸

取对照品溶液 、供试品溶液和阴性对照溶液各

２０ μl ，进样测定 。结果表明 ，供试品溶液色谱图中 ，

在与对照品溶液色谱相同的保留时间上有相同的色

谱峰 ，而阴性对照品在此处无吸收峰 ，表明专属性良

好 ，结果见图 １ 。

图 1 　冬柏通淋合剂的 HPLC图
A ．对照品溶液 ；B ．供试品溶液 ；C ．阴性对照溶液 ；１ ．盐酸小檗碱

2 ．4 　线性关系考察 　分别精密量取“２ ．２ ．１”项下的

盐酸小檗碱对照品溶液适量 ，置 １０ ml棕色量瓶中 ，

加流动相稀释 ，定容至刻度 ，混匀 ，使盐酸小檗碱含

量为 １ ．００ 、５ ．００ 、１０ ．００ 、２５ ．００ 、５０ ．００ μg／ml 。 按
“２ ．１”项下色谱条件 ，进样 ２０ μl ，测定峰面积 。以样

品浓度为横坐标（X ，μg／ml） ，峰面积为纵坐标（Y ） ，

计算回归方程 ：Y ＝ ５１６ ４５X － ４４ ７３６ ，r ＝ ０ ．９９９ ６ 。

结果表明盐酸小檗碱在 １ ．００ ～ ５０ ．００ μg／ml范围内
呈良好的线性关系 。

2 ．5 　精密度试验
2 ．5 ．1 　日内精密度 　 精密吸取同一份对照品溶液

２０ μl ，按“２ ．１”项下色谱条件连续进样 ５次 ，记录峰

面积 。 结果 RSD 为 １ ．３１％ （n ＝ ５） ，表明精密度

较好 。 　 　

2 ．5 ．2 　日间精密度 　 精密吸取同一份对照品溶液

２０ μl ，按“２ ．１”项下色谱条件每天测定 １次 ，连续测

定 ５ d ，记录峰面积 。结果 RSD 为 １ ．５２％ （n ＝ ５） ，

表明精密度较好 。

2 ．6 　稳定性试验 　依“２ ．２ ．２”项下供试品溶液制备

方法制备冬柏通淋合剂供试品溶液 （批号 ：

１６０５００１） ，分别在 ０ 、２ 、４ 、６ 、８ h各进样 １次 ，记录峰

面积 ，计算得到盐酸小檗碱的 RSD 为 ０ ．９３％ （n ＝
５） ，表明供试品溶液在 ８ h内稳定 。

2 ．7 　重复性试验 　精密称取同一批冬柏通淋合剂

样品（批号 ：１６０５００１）５份 ，按“２ ．２ ．２”项下方法制备

供试品溶液 ，分别精密吸取 ２０ μl 进样 ，记录峰面

积 ，计算盐酸小檗碱的含量 ，含量平均值为

０ ．０２５ ２ mg／ml ，RSD为 １ ．７４％ （n＝ ５） ，表明本方法

重复性良好 。

2 ．8 　加样回收率试验 　 精密量取同一批已知盐酸

小檗碱含量的冬柏通淋合剂（批号 ：１６０５００１ ，盐酸小

檗碱含量约 ０ ．０２５ mg／ml ，５ ml）５份 ，每份 ５ ml ，各
加入盐酸小檗碱（０ ．２５３ mg／ml） 、对照品溶液５ ml ，

（下转第 ３７８页）
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分别按照“２ ．２ ．２”项下方法制备供试品溶液并测定

含量 ，计算样品的加样回收率 。结果见表 １ 。

表 1 　盐酸小檗碱加样回收率试验结果（n＝ ５）

取样量
（v／ml）

原有量
（m／mg）

加入量
（m／mg）

实测量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

５  ．００ １ U．２９ １ 垐．２６５ ２ 邋．７１ １０６ V．０７ １０４ 膊．７０ １ 骀．６０

５  ．００ １ U．２９ １ 垐．２６５ ２ 邋．６８ １０４ V．８９

５  ．００ １ U．２９ １ 垐．２６５ ２ 邋．６１ １０２ V．１５

５  ．００ １ U．２９ １ 垐．２６５ ２ 邋．６６ １０４ V．１１

５  ．００ １ U．２９ １ 垐．２６５ ２ 邋．７２ １０６ V．２６

2 ．9 　样品含量测定 　取 ３个批次的冬柏通淋合剂 ，

按“２ ．２ ．２”项下处理方法制备供试品溶液 ，分别精密

吸取对照品溶液和供试品溶液各 ２０ μl ，按“２ ．１”项

下色谱条件测定峰面积 ，计算含量 ，测定 ３批冬柏通

淋合剂中盐酸小檗碱的含量 ，结果见表 ２ 。

表 2 　冬柏通淋合剂中盐酸小檗碱的含量测定结果（n＝ ３）

批号
样品量
（v／ml）

盐酸小檗碱含量
（ρB ／μg · ml － １ ）

平均含量
（ρB ／μg · ml － １ ）

１６０５００１ i５ 镲．００ ２８ 镲．３９ ２７ 乔．８９ ± ０ ．５８

５ 镲．００ ２７ 镲．２５

５ 镲．００ ２８ 镲．０２

１７０１００１ i５ 镲．００ ２９ 镲．０４ ２９ 乔．０７ ± ０ ．１２

５ 镲．００ ２９ 镲．２１

５ 镲．００ ２８ 镲．９７

１７０１００３ i５ 镲．００ ２６ 镲．９８ ２６ 乔．９５ ± ０ ．０９

５ 镲．００ ２６ 镲．８５

５ 镲．００ ２７ 镲．０１

　 　 ３ 批样品中盐酸小檗碱的平均含量分别为

２７畅８９ 、２９ ．０７ 、２６ ．９５ μg／ml ，因目前检测的样品均为
小批量生产 ，考虑到后续中试放大乃至实际生产的

损失 ，故暂定冬柏通淋样品中盐酸小檗碱的含量不

得少于 ２０ μg／ml 。
3 　讨论

3 ．1 　检测波长的选择 　参考相关文献［４ ，５］及枟中

国药典枠 ，均选择３４５ nm作为盐酸小檗碱的检测波
长 。故本研究沿用此波长 ，结果显示在３４５ nm波长

处测定冬柏通淋合剂中盐酸小檗碱可以实现基线分

离 ，检测灵敏度和准确性均较好 。

3 ．2 　 HPLC条件的选择 　 由于盐酸小檗碱属于季

胺型生物碱 ，该成分极性较大 ，为了达到良好的分离

效果 ，本研究采用反相色谱柱进行分离 。 文献报

道［６唱９］曾用乙腈唱０ ．０５ mol／L 磷酸二氢钠（２４ ∶ ７６） 、

（２５ ∶ ７５ ） ；乙腈唱０ ．１％ 磷酸 （４５ ∶ ５５ ）和乙腈唱水

（２９ ∶ ７１）作为流动相 ，枟中国药典枠中 ，盐酸小檗碱以

乙腈唱０ ．０５mol／L 磷酸二氢钠（３８ ∶ ６２）为流动相 ，综

合考虑分离度 、出峰时间等因素 ，最终选择流动相比

例为乙腈唱０ ．０５ mol／L 磷酸二氢钠（２８ ∶ ７２） 。结果

显示该条件下样品分离效果好 ，且出峰时间适中 。

3 ．3 　结果分析 　采用 HPLC 法测定盐酸小檗碱含
量 ，操作简便 、快捷 、重复性好 、结果准确可靠 ，可用

于冬柏通淋合剂中盐酸小檗碱的含量测定 ，为冬柏

通淋合剂的质量标准制定奠定了良好基础 ，为研究

开发该药及其质量标准方法的建立提供了可靠依

据 ，也可为含黄柏制剂的定量分析提供参考 。
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