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　 　 ［摘要］ 　 目的 　 建立 HPLC 法测定乐肤口服液中苦参碱含量的方法 。 方法 　 色谱柱为 Diamonsil Platisil NH２柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ，流动相为乙腈唱异丙醇唱３％ 磷酸水溶液（８４ ∶ ４ ∶ １２） ；流速为１ ．２ ml／min ；进样量 ５ μl ；检测波长
２０５ nm 。结果 　苦参碱在 ５４ ．５０ ～ ８７２ ．００ μg／ml浓度范围内线性关系良好 ，r ＝ ０ ．９９９ １ ；平均回收率为９９ ．８２％ ，RSD ＝

１畅１２％ 。结论 　该法简便 、稳定可靠 、重复性好 ，为控制乐肤口服液的质量标准提供了可借鉴的依据 。
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Determination of matrine in Lefu oral liquid by HPLC
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［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a high performance liquid chromatography method for the determination of matrine in
Lefu oral liquid ．Methods 　 The HPLC method was performed on a Diamonsil Platisil NH ２ column （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm）
with the mobile phase of acetonitrile唱isopropyl alcohol唱３％ phosphoric acid solution （８４ ∶ ４ ∶ １２ ） ． The flow rate was
１ ．２ ml／min ．The sample injection volume was ５ μl ．The detective wavelength was ２０５ nm ．Results 　 The calibration curve of
matrine showed good linear response ranged from ５４ ．５０ to ８７２ ．００ μg／ml with r ＝ ０ ．９９９ １ ．The average recovery of spiked
samples for matrine was ９９ ．８２％ while the relative standard deviation for repetitions was １ ．１２％ ．Conclusion 　 The method was
simple ，reliable and repeatable ，which could be used for the quantitative determination of matrine of Lefu oral liquid ．

　 　 ［Key words］ 　 HPLC ；matrine ；Lefu oral liquid

　 　医院制剂在传承特色制剂 ，发挥社会效益和经

济效益 ，促进科研方面有着重要作用 。军队医疗机

构制剂是军队医疗机构根据本单位临床需要 ，经审

核批准而配制自用的固定处方制剂［１］
。军队医疗机

构制剂具有反应快 、调度快 、适应性强等特点 ，能够

在应急情况下满足军事战争和应对突变的药品需

求 ，加强军队医疗机构制剂质量的监测是保证军民

用药安全有效的前提［２ ，３］
。 乐肤口服液是我院制

剂 ，由苦参 、白鲜皮 、黄芪等 ８味中药组成 ，具有苦寒

清热 、燥湿止痒 、理气行滞的功效 。主要用于急性和

慢性瘟疹 、接触性皮炎 、脂溢性皮炎 、痤疮等 。乐肤

口服液临床效果好 ，应用广泛 ，目前采用薄层色谱

（TLC）对处方的君药苦参 、臣药黄芪和使药甘草进

行鉴别［４］
，尚未见有关其质量控制的文献报道 。苦

参水煎液在体外对部分皮肤真菌具有不同程度的抑

制作用 ，主要活性成分为生物碱 ，其中以苦参碱含量

较高 ，苦参碱对大肠杆菌 、痢疾杆菌 、金黄色葡萄球

菌 、变形杆菌及乙型链球菌均有明显抑制作用［５］
。

基于此 ，本课题以君药苦参中含量较高的苦参碱作

为质量控制的指标 ，参照国内外文献测定苦参碱含

量的方法［６唱１３］
，建立高效液相色谱法（HPLC）测定乐

肤口服液中苦参碱的含量 ，为评价和控制乐肤口服

液的质量提供科学依据 。

1 　仪器和试药

1 ．1 　仪器 　 Agilent １２００高效液相色谱仪（Agilent
Technologies ．７６３３７ Waldbronn ，Germany ） ，包括

G１３１１A 输液泵 、G１３２９A 自动进样器 、G１３１６A 柱
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温箱 、G１３１４B唱VWD紫外检测器 、Chemstation 色谱
工作站 ；Sartorius CPA２２５D 型十万分之一电子天
平（赛多利斯科学仪器北京有限公司） ；SK７２００H 型
超声仪（上海科导超声仪器有限公司） 。

1 ．2 　试药 　乐肤口服液由第二军医大学附属长征

医院制剂室生产（批号 ：１３０７０９ 、１３０８２２ 、１３１０２０） ，阴

性样品由第二军医大学附属长征医院制剂室提供 ，

苦参碱对照品由中国食品药品检定所研究院提供

（批号 ：１１０８０５唱２００５０８ ，含量 ９８ ．７％ ） ；乙腈 、异丙醇

均为色谱纯 ，磷酸为分析纯 ，水为蒸馏水 。

2 　方法和结果

2 ．1 　色谱条件 　色谱柱 ：Diamonsil Platisil NH ２柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ，流动相为乙腈唱异丙醇唱

３％ 磷酸水溶液 （８４ ∶ ４ ∶ １２ ） ，等度洗脱 ；流速 ：

１ ．２ ml／min ；柱温 ：３０ ℃ ；检测波长 ：２０５ nm ；进样

量 ：５ μl ；运行时间 ：１５ min 。
2 ．2 　溶液的制备
2 ．2 ．1 　 对照品溶液 　 精密称取苦参碱对照品

２ ．１８ mg ，置 ２ ml容量瓶中 ，加甲醇溶解并稀释至刻

度 ，得对照品储备液（１ ．０９ mg／ml） ，４ ℃保存 。

2 ．2 ．2 　供试品溶液 　 精密量取 １０ ml乐肤口服液
置分液漏斗中 ，加入浓氨水 ０ ．５ ml ，用氯仿萃取 ３

次（每次 １０ ml） ，合并萃取液 ，蒸干 ，用甲醇定容至

１ ml ，经 ０ ．２２ μm微孔滤膜滤过 ，取续滤液 ，即得 。

2 ．2 ．3 　阴性对照溶液 　取白鲜皮 １ g 、黄芪 １ ．５ g 、
白术 １ g 、茯苓 １ g 、牡丹皮 １ g 、赤芍 １ g 、甘草
０ ．２５ g ，加水煎煮 ２次 ，第一次 ３ h ，第二次 ２ h ，合并
煎煮液 ，滤过 ，滤液浓缩至 ４ ml ，加乙醇 ８ ml ，搅匀 ，

上清液回收乙醇 ，加单糖浆 ３ ml ，加水至 １０ ml 。摇
匀 ，滤过 ，即得乐肤口服液阴性对照品 。然后按照

“２ ．２ ．２” 项下供试品溶液的制备方法同法制备 。

2 ．3 　方法学考察
2 ．3 ．1 　专属性考察 　取阴性对照品溶液 、对照品储

备液 、供试品溶液注入液相色谱仪 ，记录色谱图（见

图 １） 。由图 １可见 ，阴性对照品在苦参碱出峰处无

相应峰 ，说明样品中其他成分对苦参碱的测定无

干扰 。

2 ．3 ．2 　线性关系考察 　采用逐级稀释法 ，配制苦参

碱对照品浓度为 ８７２ ．００ 、６５４ ．００ 、４３６ ．００ 、３２７ ．００ 、

２１８ ．００ 、１０９ ．００ 和５４ ．５０ μg／ml系列对照品溶液 。

按“２ ．１”项下色谱条件进样分析 ，以液相色谱峰面积

为纵坐标（Y ） ，浓度为横坐标（X）进行线性回归 ，得

回归方程 ：Y ＝ ７ ．３９５ X － １４ ．１５ ，（ r ＝ ０ ．９９９ １） ，线

性范围 ５４ ．５０ ～ ８７２ ．００ μg／ml 。苦参碱在 ５４ ．５０ ～

图 1 　 HPLC色谱图
A ．阴性对照品溶液 ；B ．对照品溶液 ；

C ．供试品溶液 ；１ ．苦参碱

８７２ ．００ μg／ml浓度范围内线性关系良好 。

2 ．3 ．3 　 精密度试验 　 取苦参碱对照品浓度为

２１８ ．００ μg／ml的溶液 ，按“２ ．１”项下色谱条件重复进

样 ６次 ，测定峰面积 。 计算苦参碱峰面积 RSD 为
０ ．６８％ ，结果表明该方法精密度良好 。

2 ．3 ．4 　 重复性试验 取本品 （批号 １３０８２２ ）按

“２ ．２ ．２”项下条件制备供试品溶液 ，按照“２ ．１”项下

色谱条件进样 ，测定峰面积并计算含量 ，苦参碱含量

RSD 为 ２ ．２２％ ，结果见表 １ ，说明该方法重复性

良好 。

表 1 　乐肤口服液中苦参碱的重复性试验

取样量
（V ／ml）

含量
（ρB ／μg · ml － １ ）

平均含量
（ρB ／μg · ml － １ ）

RSD
（％ ）

１０ 邋４７８ #．５

１０ 邋４８３ #．０

１０ 邋４７７ #．０
４８７ 苘．８ ２ 葺．２２

１０ 邋４８７ #．２

１０ 邋４９６ #．４

１０ 邋５０４ #．８

2 ．3 ．5 　 稳定性试验 　取“２ ．３ ．４” 项下重复性试验

中的第一份供试品溶液 （批号 ：１３０８２２） ，分别在 ０ 、

１２ 、２４ 、３６ 、７２ h按“２ ．１”项下色谱条件进样 ，测得苦

参碱峰面积的 RSD 为 １ ．５２％ （n ＝ ３） ，结果表明供

试品溶液在 ３ d内稳定 。

2 ．3 ．6 　加样回收率试验 　 精密量取已知含量的乐

肤口服液（批号 ：１３０８２２）６份 ，每份 １０ ml ，分别精密
加入苦参碱对照品适量 ，按“２ ．２ ．２”项下方法制备供

试品溶液 ，并按照“２ ．１”项下色谱条件进样分析 ，测

定含量并计算苦参碱的回收率 ，得苦参碱回收率为

９９ ．８２％ ，RSD为１ ．１２％ （表 ２） 。

2 ．4 　样品测定 　按“２ ．２ ．２”项下条件制备供试品溶

液 ，按“２ ．１”项下色谱条件进样测定峰面积 ，根据标

４４４
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准曲线计算 ３批乐肤口服液中苦参碱的含量 ，结果

见表 ３ 。

表 2 　苦参碱加样回收率试验结果（n＝ ６）

样品含量
（m／ mg）

加入量
（m／ mg ）

测得量
（m／ mg）

回收率
（％ ）

平均回
收率（％ ）

RSD
（％ ）

４ !．８７８ ４ Ё．５０４ ９ ,．４２９ １００  ．５

４ !．８７８ ４ Ё．５２２ ９ ,．４０９ １００  ．１

４ !．８７８ ４ Ё．５７８ ９ ,．５８８ １０１  ．４
９９ `．８２ １ 蜒．１２

４ !．８７８ ４ Ё．５１３ ９ ,．３０５ ９９  ．０８

４ !．８７８ ４ Ё．５６８ ９ ,．４１７ ９９  ．６９

４ !．８７８ ４ Ё．５３４ ９ ,．２４１ ９８  ．１８

表 3 　样品中苦参碱含量测定结果（μg ／ml ，n＝ ３）

批号
含量

１ 6２ 行３ j平均含量

１３０７０９ 铑４７９ 6．１ ４７７ 行．５ ４７９ j．２ ４７８ �．６

１３０８２２ 铑５０１ 6．０ ５００ 行．７ ４９８ j．９ ５００ �．２

１３１０２０ 铑４９７ 6．８ ４９９ 行．２ ４９９ j．７ ４９８ �．９

3 　讨论

3 ．1 　提取方法的考察 　前处理试验中 ，在口服液中

加入氨水 ，使得溶液中苦参碱充分处于分子状态 ，有

利于有机溶剂对苦参碱进行萃取［１４］
。接下来考察

多种提取方法 ：以二氯甲烷 、乙酸乙酯 、氯仿分别提

取碱化的供试品溶液 。结果表明 ，氯仿萃取效果最

好 ，且操作简单 ，萃取 ３次可以基本将苦参碱从供试

品溶液中完全提取 。

　 　 ２０１０ 版枟中国药典枠中对于苦参药材质量控制

中的前处理方法为柱层析方法 ，即通过中性氧化铝

柱去除药材中的其他化合物和杂质 ，富集苦参碱和

氧化苦参碱［１４］
。因此 ，本试验也考察了该法在乐肤

口服液中的应用 。但试验结果发现 ，氯仿萃取物经

过氧化铝柱分析后的组分 ，与氯仿提取物相比 ，目标

化合物苦参碱在色谱图上的分离没有显著影响 。因

此 ，为了节约时间和经济成本 ，且考虑到操作的简便

性 ，试验选择碱化口服液后 ，将氯仿萃取 ３次的溶液

合并浓缩后重新定容的方法进行样品前处理 。

3 ．2 　流动相的考察 　苦参碱的分离是试验的关键 。

试验考察了甲醇唱水系统和乙腈唱水系统等流动相进

行预试验 ，包括在系统中加入不同的添加剂 ，例如甲

酸 、乙酸 、磷酸等 ，但试验结果并不理想 。曾在乙腈唱

０ ．１％ 磷酸水溶液 （２２ ∶ ７８ ）中加入三乙胺

（pH ７ ．５） ，苦参碱分离效果也未有改善 ，与邻近的

小峰不能完全分离 ，并且苦参碱的峰形不对称 。

２０１０版枟中国药典枠有关药材中苦参碱的 HPLC 含

量测定收录了两种流动相 ，分别为乙腈唱无水乙醇唱

３％ 磷酸溶液（８０ ∶ １０ ∶ １０）和乙腈唱异丙醇唱３％ 磷酸

水溶液（８０ ∶ ５ ∶ １５）
［１４］

。因此 ，本试验尝试选择异

丙醇作为添加剂 ，发现分离效果得到改善 ，在此基础

上再次调整流动相的比例 ，当比例为乙腈唱异丙醇唱

３％ 磷酸水溶液 （８４ ∶ ４ ∶ １２ ） ，无需再次调节溶液

pH 值 ，苦参碱即可与邻近的峰达到完全分离 ，简单

方便 。

3 ．3 　色谱柱的考察 　 本试验选用不同厂家的色谱

柱 ，例如 Agilent ZORBAX SB唱C１８ ，waters symme唱
try C１８和 GraceSmart RP１８ ，结果发现在普通 C１８柱

上苦参碱峰形宽且不对称 ，无论怎么调整流动相都

达不到分离度要求 。因此 ，尝试使用适合分离生物

碱的氨基柱 Diamonsil Platisil NH ２ ，配合已摸索好

的流动相 （乙腈唱异丙醇唱３％ 磷酸水溶液） ，结果表

明 ，苦参碱峰形良好 ，拖尾现象消失 。

3 ．4 　 柱温和流速的考察 　 本试验考察了 ２５ 、３０ 、

３５ ℃ ３个不同柱温 ，结果发现温度改变对苦参碱的

分离度影响不大 ，略微影响苦参碱的保留时间 。同

时还考察了 １ ．０ 、１ ．１ 、１ ．２ ml／min不同流速对实验
的影响 ，结果发现流速较小时峰形前沿 、对称性不

好 。从保护色谱柱的考虑出发 ，最终确定柱温为

３０ ℃ ，流速为１ ．２ ml／min 。
4 　小结

　 　通过对前处理方法和色谱条件进行优化 ，本试

验表明碱化口服液后氯仿萃取 ３ 次的方法 ，联合三

相等度流动相进行 HPLC 分析的方法可以完成乐
肤口服液中苦参碱的含量测定 。该法精密度高 ，稳

定性和重现性好 ，制备简单 ，可行性强 ，可用于检测

乐肤口服液中苦参碱的含量 ，有助于提高医院制剂

的有效性和安全性 。
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