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［摘要］　目的：探索出黄连五种主要生物碱的最优提取纯化方法及含量测定方法，为制剂研究奠定基础。
方法：采用ＨＰＬＣ进行生物碱的含量测定，以黄连五种主要生物碱加和得率为指标，优选黄连五种主要生物碱提取及
纯化工艺。盐酸药根碱、盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的浓度，分别在 ０４８～４８０、
３５２～３５２、２０４～２０４、１７２～１７２、１０２～１０２μｇ·ｍＬ－１（ｒ均大于０９９９）范围内，与峰面积呈良好的线性关系。
结果：黄连提取最优的条件为黄连饮片，加８倍量１５％的硫酸溶液，煎煮３次，每次４０ｍｉｎ。纯化最佳工艺为黄连
提取液用Ｃａ（ＯＨ）２调节ｐＨ５～６，滤液加ＨＣｌ调节ｐＨ１～２，加５％ＮａＣｌ，冰箱冷藏静置过夜，沉淀物干燥。结论：
所建立的黄连五种主要生物碱提取纯化工艺及含量测定方法简单可靠。
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黄连味苦，性寒，归心、胃、肝、胆、大肠经，

具有泻火解毒、清热燥湿的功效。黄连中含有小檗

碱、巴马汀碱、黄连碱，表小檗碱等生物碱都具有较

强的药理活性。现代药理研究表明，黄连主要有效成

分生物碱类不仅具有抗菌、抗病毒的功效，还具有抗

心律失常、改善充血性心力衰竭、扩张冠状动脉、降

血糖、降血脂、抗血小板凝集、利胆、抗肿瘤等药理

作用，被广泛应用于各种病证的治疗［１］。因此，对黄

连五种主要生物碱提取与纯化工艺进行研究对于临床

研究有着重要的意义。黄连提取纯化方法很多种，有

水提、醇提以及柱层析纯化等［２７］。《中华人民共和国

药典》２０１５年版一部黄连含量测定项下一测多评法及
相关文献报道同时测定四种生物碱的含量［８１５］。本实

验采用硫酸水提结合酸溶盐析沉淀的方法提取纯化生
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物碱，通过优化方法同时检测五种含量较大的生物

碱，并计算五种生物碱的含量。基于以上结果，为后

续进行的降血糖方面制剂研究提供依据。

１　仪器与试药

高效液相色谱仪Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ｓｅｒｉｅｓ（美国安捷仑
科技有限公司）；硫酸、氯化钠为分析纯（国药集团

化学试剂有限公司）；甲醇、乙腈为色谱纯（天津市

科密欧化学试剂有限公司）。黄连（批号：Ｃ１５０６７７）
由大连权健中药饮片有限公司提供，经辽宁中医药

大学康廷国教授鉴定为正品黄连 ＣｏｐｔｉｄｉｓＲｈｉｚｏｍａ。
盐酸小檗碱对照品、盐酸药根碱对照品、盐酸黄连

碱对照品、盐酸表小檗碱对照品、盐酸巴马汀对照

品（上海源叶生物科技有限公司，批号分别为

Ｙ１８Ｎ８Ｓ４８５９８、Ｚ２７Ａ６Ｓ２８０８、ＺＳ０９２４ＢＥ１４、Ｈ２５Ｆ３Ｘ１、
Ｚ２３Ｏ６Ｌ４９１０，纯度≥９８％）。

２　方法与结果

２１样品的制备

２１１对照品溶液的制备　精密称定盐酸小檗碱对照
品、盐酸黄连碱对照品、盐酸表小檗碱对照品、盐酸

巴马汀为对照品及盐酸药根碱对照品适量，置棕色量

瓶中，加甲醇制成每 １ｍＬ含 ５１μｇ盐酸小檗碱、
１０２μｇ盐酸黄连碱、１７６μｇ盐酸表小檗碱、８６μｇ
的盐酸巴马汀及２４μｇ盐酸药根碱的混合对照品溶液。
２１２供试品溶液的制备　精密称取经提取后的黄
连提取物粉末约０２ｇ，置５０ｍＬ容量瓶中，精密加
入甲醇盐酸（１００∶１）溶解，超声处理３０ｍｉｎ，放冷
至室温后续加甲醇盐酸（１００∶１）定容。精密吸取上
述溶液 ２ｍＬ至 １０ｍＬ容量瓶中，加入甲醇盐酸
（１００∶１）进行定容，再经过０２２μｍ微孔滤膜过滤，
作为供试品溶液。

２１３色谱条件　固定相：ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８色谱柱
（４６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流 动 相：乙 腈
００５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾溶液（４５∶５５）（每 １００ｍＬ
中加十二烷基硫酸钠０４ｇ，再以磷酸调节ｐＨ４０）；
流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：室温；检测波长：
３４５ｎｍ；进样量：１０μＬ。

２２黄连中总生物碱含量测定的方法学建立

２２１专属性试验　分别吸取空白及对照品溶液和
供试品溶液，按 ２１３项下色谱条件，分别进样，
记录色谱图（图１）。结果表明，在上述色谱条件下
五种成分的分离情况及峰形良好，专属性良好。

注：Ａ供试品；Ｂ对照品；Ｃ空白；１盐酸药根碱；

２盐酸表小檗碱；３盐酸黄连碱；４盐酸巴马汀；

５盐酸小檗碱。

图１　黄连五种生物碱ＨＰＬＣ图谱

２２２线性关系　将对照品溶液依次进样２、４、８、
１０、１６、２０μＬ。得盐酸药根碱、盐酸表小檗碱、盐
酸黄连碱、盐酸巴马汀和盐酸小檗碱的回归直线方

程及线性范围，结果见表１。

表１　五种生物碱的回归方程及线性范围

成分 标准曲线
线性范围

（μｇ·ｍＬ－１）
ｒ

盐酸药根碱 Ｙ＝６３８１８Ｘ－１９８３３ ０４８～４８０ ０９９９５

盐酸表小檗碱 Ｙ＝２４５７６Ｘ－６８９８ ３５２～３５２ ０９９９７

盐酸黄连碱 Ｙ＝４７９９２Ｘ－１３４４１ ２０４～２０４ ０９９９７

盐酸巴马汀 Ｙ＝４０４９８Ｘ－２０２２３ １７２～１７２ ０９９９８

盐酸小檗碱 Ｙ＝３３１３８Ｘ－７１４０５ １０２～１０２ ０９９９６

２２３精密度试验　取五种生物碱混合对照品溶液，
各重复进样 ６次，测得盐酸药根碱、表小檗碱、盐
酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱平均峰面积的

ＲＳＤ依 次 为 １１３％、１４７％、１７６％、１２７％、
１１０％，ＲＳＤ＜２％，精密度良好。
２２４稳定性试验　按既定方法制备供试品溶液，
分别于２、４、６、８ｈ进样１０μＬ检测。结果盐酸药
根碱、表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸

小檗碱的 ＲＳＤ依次为 ０８７％、０３１％、０９７％、
０３０％、１８９％，ＲＳＤ＜２％，说明样品在８ｈ内稳
定性良好。

２２５重复性试验　取同一批次的样品６份，照上述
制定的方法制备供试品溶液和进行 ＨＰＬＣ测定，测
得盐酸药根碱、表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马

汀、盐酸小檗碱平均峰面积的 ＲＳＤ依次为１４４％、
１６４％、１９２％、１６３％、１７０％，ＲＳＤ＜２％，本
方法重复性良好。

２２６回收率试验　采用加样回收率方法考察回收
率，结果盐酸药根碱、表小檗碱、盐酸黄连碱、盐
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酸巴马汀和盐酸小檗碱的平均回收率依次为

９９８５％、１０００８％、９９０９％、９９６９％、１０１６５％，
ＲＳＤ依 次 为 １６６％、１５０％、１１８％、０７９％、
１３４％。表明方法准确可靠。
２２７样品含量测定　按上述色谱条件，以混合对
照液进行计算，对盐酸药根碱、表小檗碱、盐酸黄

连碱、盐酸巴马汀和盐酸小檗碱五种生物碱进行含

量测定，计算五种生物碱含量之和。

２３　提取工艺研究

２３１酸浓度考察　取黄连饮片粉末约 １０ｇ，共
３份，分别加 ０５％、１５％、２５％ 的硫酸溶液
８０ｍＬ，加热回流提取３次，每次４０ｍｉｎ，滤过，合
并滤液，用水定容至２００ｍＬ，取上述提取液适量，
用甲醇稀释到适当浓度，经过０２２μｍ微孔滤膜过
滤，按照２２７样品含量测定项下进行测定，测得
５种生物碱含量并加和，计算５种主要生物碱的提
取率，结果见表２。

表２　酸浓度对五种主要生物碱提取率的影响
酸浓度（％） 五种主要生物碱加和的提取率（％）

０５ ５２６１

１５ ８８０５

２５ ５５７４

　　从表２结果可知，随着酸浓度的升高，黄连五
种主要生物碱提取率先升高后下降。酸浓度在１５％
时五种主要生物碱提取率达到最高值。

２３２提取时间考察　取黄连饮片粉末约１０ｇ，共
３份，加１５％硫酸溶液８０ｍＬ，分别加热回流提取
２０、４０、６０ｍｉｎ，提取３次，滤过，合并滤液，用水
定容至２００ｍＬ，即得，结果见表３。

表３　提取时间考察试验结果
提取时间／ｍｉｎ 总生物碱提取率（％）

２０ ４９６７

４０ ８８０５

６０ ８９４１

从表３结果可知，随着提取时间的延长，黄连
五种主要生物碱提取率逐渐提高，４０ｍｉｎ时和
６０ｍｉｎ时五种主要生物碱提取率相差较小，因此推
测再继续延长时间五种主要生物碱提取率并不会增

加，因此选择４０ｍｉｎ时黄连五种主要生物碱提取效
率最佳。

２３３加液量考察　取黄连饮片粉末约 １０ｇ，共 ３

份，分别加１５％硫酸溶液４０、８０、１２０ｍＬ，加热
回流提取３次，每次４０ｍｉｎ，滤过，合并滤液，分
别用水定容至合适体积，即得，结果见表４。

表４　加液量考察试验结果
加液量／ｍＬ 总生物碱提取率（％）

４０ ２８４８

８０ ８８０５

１２０ ８９７７

从表４结果可知，随加液量的增加，黄连五种
主要生物碱提取率逐渐提高，继续增加加液量五种

主要生物碱提取率并没有继续提高，加液量为８０ｍＬ
时黄连五种主要生物碱提取效率最佳。

２３４提取次数考察　取黄连饮片粉末约１０ｇ，共４
份，分别加１５％硫酸溶液８０ｍＬ，加热回流分别提
取１次、２次、３次、４次，４０ｍｉｎ／次，滤过，合并
滤液，分别用水定容至２００ｍＬ，即得，结果见表５。

表５　提取次数考察试验结果
提取次数／次 五种主要生物碱加和提取率（％）

１ ３６５５

２ ４８３７

３ ８８０５

４ ９０３１

　　从表５结果可知，随着提取次数的增加，黄连
五种主要生物碱提取率逐渐提高，当提取次数为４
次时最高，但是提取３次与提取４次差别很小，考
虑提取效率因素，提取３次的黄连五种主要生物碱
提取率最优。

２４黄连总生物碱纯化工艺研究

２４１Ｃａ（ＯＨ）２中和条件的考察　取黄连提取液

４份，每份５０ｍＬ，分别用 Ｃａ（ＯＨ）２调节 ｐＨ５～６、
ｐＨ７、ｐＨ８～９、ｐＨ１０，滤过后的滤液分别置于
５０ｍＬ容量瓶中，加水至刻度。取上述滤液 １ｍＬ，
加甲醇定容至２５ｍＬ，过０２２μｍ微孔滤膜，照上
述含量测定中要求测定黄连总生物碱含量。取上述

各滤液４０ｍＬ，分别加盐酸调节ｐＨ１５～２，加氯化
钠４ｇ，使用漩涡仪搅匀使溶解，在冰箱中静置过
夜，抽滤，干燥，收集纯化物，所制得的纯化物主

要是由五种主要生物碱组成的，结果如表６。
试验结果表明，ｐＨ５～６时，黄连中五种主要

生物碱加和的得率最大且纯化物纯度较高。采用 Ｃａ
·８４１１·
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（ＯＨ）２中和硫酸，并滤除沉淀，在沉淀过程中会有
部分生物碱沉淀析出，造成过滤后生物碱的部分损

失，但是经过Ｃａ（ＯＨ）２中和硫酸滤除沉淀后，得到
的纯化后的生物碱固体纯度更高了，对后续制备高

载药量的黄连生物碱降糖制剂奠定了基础。

表６　Ｃａ（ＯＨ）２中和条件下不同ｐＨ值考察试验结果

ｐＨ值 中和后药液中五种主要

生物碱得率（％）
纯化物中五种主要

生物碱得率（％）
纯化物纯度

（％）

５～６ ６４３１ ３８９９ ８５１５

７ ６０６８ ３２０７ ６６６０

８～９ ３９１７ ３１５１ ６４８１

１０ ３６５７ ２７３０ ５９０１

２４２酸沉条件考察　取黄连提取液 ４００ｍＬ，加
Ｃａ（ＯＨ）２调节ｐＨ５～６，抽滤。分别量取滤液３份，
每份１００ｍＬ，用盐酸分别调节 ｐＨ１５～２、ｐＨ２～
３、ｐＨ３～４，每份样品均加氯化钠１０ｇ，使用漩涡仪
搅匀使溶解，在冰箱中静置过夜，抽滤，滤渣在干燥箱

中真空干燥（５０℃），收集纯化物。结果如表７。

表７　盐酸酸化下不同ｐＨ考察结果
ｐＨ值 五种主要生物碱得率（％） 纯化物纯度（％）

１５～２ ３８８９ ８３１８

　２～３ ２７０２ ５８３６

　３～４ ２０２０ ４３６３

试验结果表明，当黄连提取液进行酸沉实验时，

随着ｐＨ升高，黄连中五种主要生物碱的得率变小，
纯化物纯度降低，ｐＨ为１５～２时为最优。

２５黄连五种主要生物碱含量测定

取黄连提取液 １０００ｍＬ，共 ３份，分别加
Ｃａ（ＯＨ）２调节ｐＨ５～６，抽滤，滤液加盐酸调节 ｐＨ
１５～２，加氯化钠１００ｇ，充分搅拌，后在冰箱冷藏
静置过夜，抽滤，滤渣干燥（５０℃），收集纯化物。
含量测定结果见图２。

图２　黄连五种主要生物碱含量测定结果

３　结论与讨论

黄连提取率最优条件是：研磨黄连呈粉末状，

加 ８倍量 １５％的硫酸溶液，煎煮三次，每次
４０ｍｉｎ。硫酸浓度不宜过高，以免提取时由于水分
蒸发，局部浓度过高产生碳化的现象。

五种主要生物碱纯化物纯度最优条件是：黄连

提取液采用Ｃａ（ＯＨ）２调节 ｐＨ５～６，滤液加 ＨＣｌ调
节ｐＨ１～２，加５％氯化钠溶液使之溶解，冰箱冷藏
过夜，滤饼５０℃烘干。在黄连生物碱纯化过程中，
向提取液中加入 Ｃａ（ＯＨ）２中和硫酸时，由于
Ｃａ（ＯＨ）２微溶于水，与硫酸反应时间较长，因此加
入Ｃａ（ＯＨ）２后需不断搅拌，以促进 Ｃａ（ＯＨ）２与硫酸
充分反应。如果搅拌不充分，则ｐＨ测定不准确，对
沉淀提纯的结果有较大的影响。虽然在沉淀提纯过

程中，有少部分生物碱的损失，不能完全提取纯化

出来，但是由于得到的五种主要生物碱纯化物的纯

度较高，为制备高载药量的黄连生物碱降糖制剂奠

定了较好的基础，得到了纯度较高的原料药。

黄连五种主要生物碱的采用高效液相色谱法进

行含量测定方法，五种生物碱分离度符合要求，方

法精密度、准确稳定可靠，检测结果准确。
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ｃｈａｎｇｅｓｉｎＰｇｐａｎｄＣＹＰ３Ａ４ａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＡｍＪＴｈｅｒ，
２００４，１１（４）：２６２２７７．

（收稿日期　２０１８０３２２
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）

（上接第１１４９页）
［１０］武小

!

，李铁钢，阳勇，等．ＨＰＬＣ法测定黄连中主要生物
碱的方法学研究．上海中医药杂志，２０１０，４４（６）：
１１２１１５．

［１１］廉莲，万国盛，贾伟利，等．ＨＰＬＣ同时测定黄柏中６种化
学成分含量［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１３，１９（２）：
９４９７．

［１２］肖平，李三新．反相高效液相色谱法测定五味黄连丸中
盐酸小檗碱的含量［Ｊ］．中南药学，２００９，７（１１）：８７９８８０．

［１３］熊玲，覃瑶，罗维早，等．正交试验设计筛选黄连总生物
碱的提取纯化工艺研究［Ｊ］．中国现代中药，２０１７，１９
（５）：７０６７１０．

［１４］肖培根，肖伟，许利嘉，等．黄连及含小檗碱类生物碱的
中草药［Ｊ］．中国现代中药，２０１６，１８（１１）：１３８１１３８５．

［１５］赵文龙，周昌妮，王佳乐，等．星点设计效应面法优选
黄连的提取工艺［Ｊ］．中国现代中药，２０１４，１６（４）：
３１２３１５．

（收稿日期　２０１８０３２９）
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