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摘要 � 目的:建立复方二仙汤中盐酸小檗碱和总生物碱的含量测定方法。方法:小檗碱的含量测定应用 Hy�
persil�BDS C18色谱柱,甲醇 �0. 02 mol /L NaH2 PO4�0. 1mo l/L三乙胺 ( 40� 60� 2)为流动相, 检测波长为 345

nm;采用可见分光光度法于 420 nm波长处测定总生物碱的含量。结果:盐酸小檗碱的线性范围为 0�51 ~
10�10 �g /mL, r= 0�999 9, 回收率 100�07% , RSD为 0�4% ; 总生物碱线性范围为 8�0~ 24�0 �g /mL, r =

0�999 8,回收率 100. 46%, RSD为 0. 58%。结论:该法操作简便、快速且结果准确, 可用于该复方的质量控

制。
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ABSTRACT� Objective: To estab lish a quantitative analysis me thod for berber ine hydrochloride and to tal a lkalo ids in com pound E r�

x ian decoc tion. M ethods: Be rbe rine hydrochlor ide w ere determ ined by H PLC. U sing H ypersil�BDS C18 ( 4. 6 x 200 mm ) co lumn,

m ethanol�0. 02 m o l/L sod ium dihydrogen phospha te�0. 1 m o l/L triethy lam ine ( 40� 60� 2) as them obile phase. The detection w ave�

length was 345 nm. To ta l a lka lo ids w ere determ ined a t 420 nm by v isible spectrom etry. R esu lts: The linea rity range of berber ine

hydroch lo ride w as 0. 51~ 10. 10�g /mL, r= 0. 999 9, and average recove ryw as 100. 07% , RSD 0. 4% . The linear ity range of to ta l a l�

kalo ids w as 8. 0~ 24. 0�g /mL, r= 0. 999 8, and average recovery w as 100. 46% , RSD 0. 58% . Conclusions: The m ethod is sim�

p le, quick and accu rate. It can be used to con tro l the quality of the decoc tion preparation.

KEY WORDS� com pound Er�x ian decoction; berber ine hydrochlor ide; to tal a lka lo ids; H PLC; v is ible spectrom etry

� � 复方二仙汤是张伯讷教授 20世纪 50年代创制

的著名方剂,由黄柏、仙茅等六味药材组成, 主要用

于骨质疏松及更年期综合征的治疗, 临床疗效确切,

载入多部中医方剂学著作。黄柏为本方的重要成

分,具有清热燥湿,泄火除蒸之功效。黄柏中生物碱

类成分为本方主要有效成分,而小檗碱为主要活性

成分。目前,测定小檗碱的方法虽然很多
[ 1, 3]

, 但由

于复方成分十分复杂,常用检测方法干扰较大,有关

二仙汤中质量标准的报道极少。本实验采用紫外分

光光度法和反相高效液相色谱法分别测定了复方二

仙汤中总生物碱和盐酸小檗碱的含量, 为复方质量

控制和工艺研究提供了依据。该法准确可靠, 重复

性好, 可用于质量控制,现报告如下:

1� 仪器与试剂

岛津 LC�10A高效液相色谱仪, 岛津 2450紫外

分光光度计 (日本岛津公司 )。盐酸小檗碱对照品

(中国药品生物制品检定所, 批号: 0713- 200107,供

含量测定用 ); 醋酸、醋酸钠、氢氧化钠、三氯化铝

(上海化学试剂公司, AR )。甲醇、三乙胺为色谱纯;

水为重蒸馏水;其它化学试剂均为分析纯。复方所

用药材均购自安徽亳州药材市场 (由郑汉臣教授鉴

定 ) ;复方二仙汤 (由第二军医大学生药教研室提

供 )。

2� 方法与结果

2. 1� 小檗碱含量测定

2. 1. 1� 色谱条件的选择 � 参照文献经筛选后,确定

色谱条件: Hypersil�BDS C18 ( 4. 6 mm � 200 mm, 5
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�m);流动相: 甲醇 �0. 02 mol /L N aH 2PO4 �0. 1mo l /L

三乙胺 ( 40� 60� 2 ); 流速 1. 0 mL /m in; 检测波长

345 nm;保留时间约为 9m in。

2. 1. 2� 对照品及供试液的制备 � 精密称量组方所

需六味药材 (黄柏、仙茅、淫羊藿、巴戟天、知母、当

归 )各 1 g,加入 60mL蒸馏水, 煮沸提取 2 h,提取液

冷却浓缩后定容至 100 mL, 即得复方二仙汤。检测

时用蒸馏水稀释 10倍后,摇匀, 微孔滤膜滤过, 滤液

为供试品溶液;对照品溶液的制备:精密称取盐酸小

檗碱标准品 5. 06 mg,以流动相制成每 1 mL含小檗

碱 1. 01mg的溶液,经 0. 45 �m滤膜滤过,滤液作为

对照品溶液备用。

2. 1. 3� 线性关系考察 � 将上述标准溶液以流动相

分别稀释成每 1 mL含盐酸小檗碱 0�505、1�01、
2 � 02、4. 04、6. 06、8. 08、10. 10�g的对照品溶液 ,

进样量均为 20�L, 以浓度为横坐标、峰面积为纵

坐标 , 进行回归分析。回归方程为: Y = 35251X -

1 392�6, r = 0�999 9。结果表明: 小檗碱浓度在

0�505~ 10�10 �g /mL与峰面积呈良好的线性关系。

2. 1. 4� 精密度试验 � 精密吸取上述对照品溶液 20

�L,重复进样 5次,测定盐酸小檗碱峰面积,结果峰

面积的 RSD值为 0. 60% ,表明精密度良好。

2. 1. 5� 稳定性试验 � 精密吸取同一供试品溶液 20

�L,分别于 0、2、4、8、12、24 h及 36、48、72 h进样,

测定盐酸小檗碱峰面积, 计算 RSD, 结果日内 ( 0 ~

24 h)RSD为 1. 0% ,日间 ( 0~ 4 d)为 1. 3%。

2. 1. 6� 重复性试验 � 取同一批号的二仙汤汤剂 5

份, 分别照供试品溶液制备项下操作制备样品液 5

份, 按样品含量测定法测定盐酸小檗碱峰面积,结果

RSD为 0. 83%,表明此法重现性良好。

2. 1. 7� 加样回收率测定 � 精密量取已知含量的同

一批号供试品溶液,分别精密加入与供试品量相近

的盐酸小檗碱对照品适量, 按样品制备方法和测试

条件进行测定,计算得平均回收率为 100. 07%, RSD

= 0. 4% 。

表 1� 小檗碱回收率试验结果

编号
样品中含量

( �g/mL)

加标准品量

( �g /mL)

实际测得量

( �g /mL )

回收率

(% )

平均回收率

(% )
RSD (% )

1 1. 72 1. 80 3. 51 99. 78

2 1. 78 1. 80 3. 59 100. 56

3 1. 76 1. 80 3. 57 100. 43 100. 07 0. 40

4 1. 79 1. 80 3. 58 99. 71

5 1. 80 1. 80 3. 59 99. 86

2. 1. 8� 阴性干扰实验 � 按照处方比例,除去黄柏药

材的成分,按制备方法制得阴性样品。按上述条件

与方法试验,结果显示阴性样品在与对照品色谱峰

相应的位置上,无吸收峰。说明处方中其它成分对

测定结果无影响。见图 1。

图 1� 二仙汤的高效液相色谱图
A -供试品; B-小檗碱对照品; C -阴性对照; 1 -盐酸小檗碱

2. 1. 9� 样品的测定 � 按 2. 1. 2项下方法制备供试

样品液,进样 20 �L, 按上述色谱条件测定,外标法

计算盐酸小檗碱的含量, 5批样品的含量数据见表

2。

2. 2� 总生物碱含量测定

2. 2. 1� 检测波长的选择 � 将小檗碱对照品溶液, 采

用酸性染料比色法
[ 5]
, 在 200~ 600 nm波长范围内

进行扫描。结果对照品溶液在 420 nm波长处有良
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好的吸收峰,空白样品在此波长处无干扰。故选择

420 nm波长处测定总生物碱含量。

2. 2. 2� 对照品溶液的制备 � 精密称取盐酸小檗碱

10 mg, 置 100 mL容量瓶中, 用醋酸�醋酸钠缓冲液
定容至 100mL,制成每 1 mL含盐酸小檗碱 0. 1 mg

的对照品溶液。

2. 2. 3� 供试品溶液制备 � 精密称量组方所需六味

药材 (黄柏、仙茅、淫羊藿、巴戟天、知母、当归 )各 1

g,加入 60 mL蒸馏水, 煮沸提取 2 h, 提取液冷却浓

缩后定容至 100mL,即得复方二仙汤。

2. 2. 4� 线性关系考察精密吸取小檗碱对照品溶液

8. 0、12. 0、16. 0、20. 0、24. 0 mL于 100 mL量瓶中,

加醋酸钠缓冲液定容至刻度,摇匀,分别精密量取各

不同浓度对照品溶液 10. 0 mL置 60 mL分液漏斗

中, 加溴麝香草酚蓝液 2 mL, 摇匀。再加入氯仿 15

mL,振摇 3m in,静置 20 m in, 收集氯仿层, 吸取上清

液。照分光光度法
[ 6, 7]

,在 420 nm波长处测定吸收

度。以吸光度 ( Y )对浓度 (X )进行回归分析, 计算

回归方程为: Y= 0. 031 6X + 0. 040 7, r= 0. 999 8。

线性范围为 8. 0~ 24. 0 �g /mL。

2. 2. 5� 回收率实验 � 精密量取 5份已知总生物碱

含量的样品,各加入一定量的标准品溶液,稀释后测

定, 总生物碱含量测定按样品制备方法和测试条件

进行测定, 计算回收率, 结果平均 回收率为

100�46%, RSD = 0�58% (n = 5)。结果见表 2。

表 2� 总生物碱回收率试验结果

编号
样品中含量

( �g/mL)

加标准品量

( �g /mL)

实际测得量

( �g /mL )

回收率

(% )

平均回收率

(% )
RSD (% )

1 0. 31 0. 20 0. 51 100. 43

2 0. 29 0. 21 0. 50 100. 24

3 0. 28 0. 21 0. 48 100. 38 100. 46 0. 58

4 0. 27 0. 21 0. 48 99. 89

5 0. 28 0. 21 0. 49 101. 45

2. 2. 6� 精密度试验 � 精密吸取上述对照品溶液,按

上述方法在 420 nm波长处测定吸光度, 重复测定 5

次, RSD值为 0. 20% ,表明精密度良好。

2. 2. 7� 稳定性试验 � 精密吸取同一供试品溶液,分

别于 0、2、4、8、12、24h进行测定, 测定吸光度 RSD

为 1. 0% ,表明样品溶液在 24 h内稳定。

2. 2. 8� 重复性试验 � 取同一批号的二仙汤汤剂 5

份,分别照供试品溶液制备项下操作制备样品液 5

份,按样品含量测定法测定吸光度, 结果 RSD 为

0�33%, 表明此法重现性良好。

2. 2. 9� 样品的测定 � 精密吸取上述供试品液 2mL

于 25mL容量瓶中,用醋酸钠缓冲液定容至刻度,超

声提取 1 h,而后离心 5m in,取出 10mL离心上清液

置 60mL分液漏斗中, 加入溴麝香草酚蓝 2 mL,摇

匀。再加入氯仿 15 mL,振摇 3 m in, 静置 20m in,收

集氯仿层, 吸取上清液。照分光光度法, 在 420 nm

波长处测定吸收度。按照回归方程计算总生物碱含

量。

3� 小结与讨论

3. 1� 生物碱类成分为复方二仙汤中活性成分, 有关

其含量测定方法未见报道。笔者首次采用 HPLC法

测定复方二仙汤汤剂中盐酸小檗碱和总生物碱的含

量,此法线性关系好、快速、简便, 汤剂样品直接测

定, 无需氧化铝等手段纯化, 有良好的分离度与稳定

性且结果准确,可为二仙汤质量控制标准的制定提

供参考。

表 3� 二仙汤中盐酸小檗碱和总
生物碱的含量测定结果

样品编号
盐酸小檗碱含量

( �g /mL )

总生物碱含量

( m g/mL)

1 1. 79 0. 27

2 1. 73 0. 25

3 1. 78 0. 24

4 1. 77 0. 26

5 1. 75 0. 24

3. 2� 根据文献的报道 [ 4 ]
, 我们比较了各文献报道

的流动相的分离效果, 考察了甲醇�0. 02 mo l/L

NaH2 PO4 �0. 1 mo l/L三乙胺等不同比例流动相的分

离效果,结果表明, 在本实验中所采用的色谱条件

下, 分离效果最佳, 保留时间适当, 无杂质干扰且无

需特定柱温条件。

3. 3� 由于复方成分复杂, 紫外吸收相互干扰大, 测

定总生物碱时必须运用适当显色剂结合酸性染料比

色。本实验中选择 410 nm波长处测定总生物碱含

量, 结果峰形稳定且回收率可靠, 阴性对照在此波长

处无干扰。

(下转第 60页 )
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2. 6� 加强原材料的管理 � �  亮菌甲素事件 !给药

品安全敲响了警钟, 各级药监部门加强了药品生产

源头的监管,为此,做好原辅料的质量监控工作尤为

重要。要求对新购进的、质量可疑的或储存时间较

长的原辅料应在检验合格后方可投入使用。没有药

用标准的特殊原料应进行安全性等试验, 并得到省

级药品监督管理部门批准。直接接触制剂的包装材

料必须有注册证。

3� 加强沟通协作

3. 1� 争取领导的支持 � 遇到实际问题应积极及时

沟通, 争取医院领导和上级主管部门在人力、财力和

技术上的支持和帮助,以确保问题的解决。

3. 2� 各科室的积极配合 � 首先是制剂配制部门和

药检部门通力合作, 形成合力, 共同解决面临的问

题。其次是与临床科室的相互协作, 医院制剂的最

终目的是满足临床需要。制剂室每半年向相关临床

科室发放  制剂临床使用调查表!, 以了解问题为

主。在实践中,临床科提出了不少建设性建议,促进

了制剂质量的提高,更好地满足临床和患者的需要。

3. 3� 加强同行之间的交流和学习 � 与同行的交流

可以互相取长补短,共同促进。要向制剂管理工作

做得好的单位学习,不断提高制剂室管理水平,从而

不断提高制剂质量。交流的另一方面是将临床效果

好、质量保证、临床急需而市场没有供应的制剂经药

监部门批准后,在医院间相互调剂使用,充分发挥优

质制剂的价值,为更多的病人服务。

4� ∀规范#管理实践中的难点和对策

4. 1� 医院缺少相应制剂质量控制的必要仪器和设
备 � 如没有抗生素效价测定仪,含抗生素的制剂质

量无法进行有效控制; 一般医院也没有空气微粒测

定仪、浮游菌计数器、风速仪等空气质量检测设备,

无法自行对洁净室空气进行全面监测;内包材相容

性试验需要气相色谱仪、红外光谱仪等设备;中药制

剂含量测定往往需要高效液相色谱仪。若医院自行

配置相应的贵重检验仪器设备,经费上有困难、资源

上也是浪费。

对策: 一些不能自行监测的项目可以委托有条

件的单位进行,如当地药检所、有条件的医疗机构,

需要签定委托检测合同。

4. 2� 无药品标准原料的使用 � 医院制剂品种多, 所

用原辅料的品种也多,有些原辅料没有国家药品标

准, 进行安全性试验又没有条件。

对策:委托有条件的单位进行试验,并签定委托

合同,所用动物应有合格证。

4. 3� 规模缩小人员减少与高要求管理的矛盾 � 制

剂室规模不断缩小,经济效益不断下降,医院不得不

裁减制剂室人员, 从事制剂生产的人员只能一人多

岗, 而国家对医院制剂管理的要求越来越高,增加了

制剂室管理的难度。

对策:一、制剂室根据自身条件,有所为有所不

为。保证本制剂室特色品种的配制; 而一些用量不

大或者配制检验条件不具备的品种可以从其他医院

调剂。二、建议成立地区制剂中心。药监部门根据

本地区医院的数量,选择几家条件较好的制剂室作

为本地区的制剂中心,加强监管, 为本地区的医疗机

构提供临床需要而市场不能满足供应的制剂, 既有

利于制剂质量的提高和管理, 又有利于提高资源的

利用效率。

总之,通过加强制剂室的有效管理,使医院制剂

工作向标准化、制度化、规范化方向发展,从而提高

药品质量,为保证临床用药安全有效、充分发挥医院

制剂室的职能起到积极的作用。
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