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RP-HPLC法测定肛安栓中盐酸小檗碱的含量

高  辉, 徐丽华, 崔丽华 (山东省药品检验所, 济南  250101)

摘要:  目的 采用 RP-HPLC法测定肛安栓中盐酸小檗碱的含量。方法色谱柱为 Diamonsil C18; 流动相

为乙腈-01 05mol # L-1磷酸二氢钠溶液 (用磷酸调节 pH 值至3) ( 30 B70) ; 检测波长为 270nm。结果 盐酸

小檗碱的进样量在 01 16765~ 01 50294Lg 之间与峰面积呈良好的线性关系, r= 11 0000, 平均加样回收率为
961 62%, RSD= 01 80% ( n= 6)。结论 本方法简便、准确, 可用于肛安栓中盐酸小檗碱的含量测定。
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Determination of Berberine Hydrochloride in Gangan Suppositories by RP-HPLC

Gao Hui, Xu Lihua and Cui L ihua( Shandong Inst itute for Drug Contro l, Jinan 250101)

ABSTRACT:  Objective T o develop a RP-HPLC method for the assay of ber berine hydrochloride in

Gangan Supposito ries. Methods Diamonsil C18 w as used w ith acetonit rile-01 05M sodium hydrogen

phosphate( adjusting the pH value to 3 w ith phosphoric acid) ( 30 B 70) as mobile phase. The detect ion

w avelength w as set at 270nm1 Results T he linear range w as 01 16765~ 01 50294Lg( r= 11 0000) . T he average
recovery w as 961 62% and RSD was 01 80%( n= 6) . Conclusion T he method is simple and accurate. It can be

used for determinat ion of berberine hydr ochlor ide in Gangan Suppositories.
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  肛安栓是由地榆炭、五倍子、盐酸小檗碱、人
工麝香、冰片等 5味中药组成的复方制剂, 具有凉

血止血, 清热解毒, 燥湿敛疮, 消肿止痛功效, 临

床上用于湿热下注所致的内痔、混合痔以及炎性外

痔。本品是烟台荣昌制药有限公司独家生产的品

种, 现行标准为国家食品药品监督管理局国家药品

标准WS3-129 ( Z-129) -2001 ( Z)。已有盐酸小檗

碱含量测定, 其测定方法为硅藻土拌样, 硫酸溶液

回流提取后, 采用紫外-可见分光光度法。该法操

作繁琐, 受外界干扰因素多, 影响结果的准确性。

本法以盐酸小檗碱为指标, 采用高效液相色谱法测

定含量, 增加含量测定方法的专属性和准确性, 以

控制其制剂质量。

1  仪器与试药

Agilent 1200 高效液 相色谱 仪; Sartorius

CP225D电子天平; 盐酸小檗碱对照品 (中国药品

生物制品检定所, 供含量测定用, 批号为 110713-

200911)。样品和阴性对照 (烟台荣昌制药有限公

司, 样品批号为 090501、090502、100101)。甲

醇、乙腈为色谱纯, 水为超纯水, 盐酸和磷酸等其

他试剂均为分析纯。

2  方法和结果[ 1-4]

21 1  色谱条件

色谱柱: Diamonsil C18 ( 250mm @ 41 6mm,
5Lm) ; 流动相: 乙腈- 01 05mo l/ L 磷酸二氢钠溶
液 (用磷酸调节 pH 值至 3) ( 30 B 70) , 流速:

1mL # min-1 ; 进样量: 10LL, 柱温: 35 e ; 紫外

检测器, 检测波长: 270nm。理论板数以盐酸小檗

碱峰计算应不低于 3000, 分离度应大于 21 0。
21 2  溶液的制备

对照品溶液的制备: 精密称取盐酸小檗碱对照

品 101 73mg (含量 861 8%) , 置 100mL 量瓶中,

加稀乙醇溶解并稀释至刻度, 摇匀, 精密量取

3mL, 置 10mL 量瓶中, 加流动相稀释至刻度, 摇
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匀, 即得 (浓度 01 027941mg # mL -1 )。

供试品溶液的制备: 取重量差异项下的本品,

切碎, 混匀, 取约 01 2g , 精密称定, 置烧瓶中,

精密加入盐酸-甲醇 ( 1 B 100) 的混合溶液 50mL,

称定重量, 加热回流并保持沸腾 20分钟, 放冷,

再称定重量, 用盐酸-甲醇 ( 1 B 100) 的混合溶液

补足减失的重量, 摇匀, 冷冻 30分钟, 取出, 滤

过, 放至室温, 精密量取续滤液 2mL, 置 10mL

量瓶中, 用流动相稀释至刻度, 摇匀, 滤过, 取续

滤液, 即得。

21 3  线性关系的考察
分别精密吸取盐酸小檗碱对照品溶液 (浓度为

01 027941mg # mL-1 ) 各 6、9、12、15、18LL, 注

入液相色谱仪, 分别测定峰面积积分值。以对照品

进样量为横坐标, 以盐酸小檗碱峰面积积分值为纵

坐标, 进行线性回归, 得回归方程:

Y= 41 3394 @ 10
3
X- 11 1838 @ 10  r= 11 0000

结果表明, 盐酸小檗碱进样量在 01 16765 ~
01 50294Lg 之间与峰面积呈良好的线性关系。
21 4  精密度试验

精密吸取 01 027941mg #mL -1
盐酸小檗碱对照

品溶液 10LL, 注入液相色谱仪, 连续进样 6次,

测峰面积, RSD为 01 10% , 表明仪器精密度良好。

21 5  稳定性试验

精密吸取同一供试品溶液 10LL, 注入液相色

谱仪, 每隔 2h进样一次, 记录盐酸小檗碱的峰面

积, 共考察 10h, RSD为 01 13% , 表明被测溶液

在 10h 内基本稳定。

21 6  重复性试验

取同一批号的肛安栓约 01 2g , 共 6 份, 精密

称定, 按供试品溶液的制备方法制备, 按上述色谱

条件测定, 测得平均含量 341 22mg # g
-1
, RSD 为

01 64%, 表明本品含量测定方法的重复性良好。

21 7  加样回收率试验

精密称取已知含量的同一批号 (批号 090501,

含量 341 22mg # g -1 ) 样品 01 1g, 分别精密加入盐
酸小檗碱对照品溶液 ( 浓度为 01 027941mg #

mL-1 ) 各 10mL, 按供试品溶液的制备方法制备及

上述色谱条件进行测定, 计算回收率。平均回收率

为 961 62%, RSD 为 01 80%。结果表明测定方法
的回收率良好。

21 8  专属性试验

按处方中药味的比例制成缺盐酸小檗碱的阴性

对照样品, 同供试品溶液的制备方法制成阴性对照

溶液。

分别精密吸取对照品溶液、供试品溶液及阴性

对照溶液各 10LL, 注入液相色谱仪测定。结果,

盐酸小檗碱峰与杂质峰能达到基线分离, 阴性对照

无干扰。肛安栓样品 HPLC 色谱图见图 1。

图 1 肛安栓样品 HPLC 色谱图

21 9  样品含量测定

按供试品溶液的制备方法及上述色谱条件对 3

批样品进行测定, 结果见表 1。

表 1  样品测定结果 mg # 粒- 1

样品批号 090501 090502 100101

平均含量 3416 331 7 331 1

3  讨论
实验过程中考察了超声和回流两种提取方法、

不同取样量和提取时间。结果表明, 取样 01 2g,
盐酸- 甲醇 ( 1B 100) 的混合溶液 50mL 作为提取

溶剂, 加热回流并分别保持沸腾 20 分钟提取效果

最好, 故选之。

根据文献报道 [ 3] , 选用乙腈- 01 05mol # L-1磷

酸二氢钠溶液 (用磷酸调节 pH 值至 3) ( 30 B 70)

为流动相, 色谱柱为 Diamonsil C18 ( 250mm @

41 6mm , 5Lm) 对本品进行试验, 所得色谱图的分

离度好, 保留时间较合适。以被测组分盐酸小檗碱

峰计算理论塔板数为 9196, 考虑到仪器、色谱柱、

流动相的配制和温度等系统因素的影响, 规定理论

板数按盐酸小檗碱峰计算应不低于 3000。此外使

用 色 谱 柱 SHIMADZU VP- ODS ( 250mm @
41 6mm , 5Lm) 按上述确定的方法和条件进行测

定, 所得的对称因子、理论板数等均能符合 2010

年版药典对高效液相色谱分析的有关要求, 说明选

择该流动相测定盐酸小檗碱, 对色谱柱选择性不

强, 适用范围广。

HPLC 法测定本制剂中盐酸小檗碱的含量, 具

有简便, 快速, 重现性好的特点, 为肛安栓制定质

量标准提供了实验依据。
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大图。以此谱段为基础, 决定系数 R 2、内部交叉

验证均方差 ( RM SECV )、外 部验证 均方 差

( RM SEP) 为评价指标, 用矢量归一化 ( Vector

no rmalizat ion)、多元散射校正 ( M SC) 等 5 种常

用预处理方法对模型的影响进行考察, 见表 2。

表 2  不同光谱预处理方法

所得模型的 R2 RMSECV 及 RM SEP 比较

光谱预处理方法 R 2 RM SECV RM SEP

一阶导数+ 矢量归一化 891 66 2179 31 94

一阶导数+ 多元散射校正 891 34 2180 41 00

一阶导数 921 54 2170 31 34

矢量归一化 951 17 1166 21 69

多元散射校正 951 19 1167 21 68

  由表 2可知, 以 R
2
越接近 100、RMSECV 和

RMSEP 越小越优来看, 用多元散射校正 ( M SC)

预处理方法所得模型其 R2最大, 并且外部验证均

方差最小。因此, 最终确定以多元散射校正

( M SC) 作为预处理方法。

41 2  建模谱段的选择

在确定光谱预处理方法后, 结合软件自动优化

结果, 以决 定 系数、内 部交 叉验 证均 方 差

( RM SECV)、外部验证均方差 ( RMSEP) 为评价

指标, 对建模谱段进行优化, 最终确定建模谱段为

61021 1~ 57741 2cm-1。
41 3  注意事项

在实际检测中应注意: 一是测定时近红外检测

探头应垂直向下; 二是每批样品测定后应将粘有样

品的部位清洁干净, 以避免交叉干扰; 三是取样前

应将样品适当振摇均匀。

本文所建的定量模型, 在选择建模谱段时参照

了文献[ 2] 报道的方法, 结果证明该方法减少了计算

量和缩短了运算时间, 是一个值得学习推广的好方

法。另外, 模型测定结果与法定方法的结果相对偏

差均在 ? 5% 以内, 适用于快速分析。作者曾将该

模型在药品检测车上运用了一段时间, 效果较好,

达到了一定的初筛目的, 较大地缩短了检测时间,

提高了监控效能。
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