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一测多评法同时测定钩藤饮片中

４种生物碱类化学成分△
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［摘要］　目的：建立超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ）一测多评（ＱＡＭＳ）同时测定钩藤饮片中钩藤碱、异钩藤碱、去
氢钩藤碱、异去氢钩藤碱４种化学成分含量的方法，并验证该方法的可行性和准确性。方法：以钩藤饮片的４种成
分为指标成分，以异钩藤碱为内标，分别计算得到钩藤碱、异去氢钩藤碱与去氢钩藤碱的相对较正因子，实现

ＱＡＭＳ同时测定钩藤饮片中４种生物碱类成分含量。结果：在线性范围内，钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去
氢钩藤碱的相对校正因子（ＲＣＦ）分别为 １０２、０９７、１００、１０１，在不同实验条件下 ＲＣＦ的系统耐用性良好。
结论：建立的以异钩藤碱为内标，同时测定４种钩藤生物碱的一测多评方法稳定、准确度高、适应性好，可用于钩
藤饮片中４种生物碱类化学成分的含量测定。
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钩藤原名钓藤，始载于 《名医别录》，《中华人

民共和国药典》２０１５年版一部规定钩藤来源于茜草
科钩藤属植物钩藤 Ｕｎｃａｒｉａｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌａ（Ｍｉｑ）
ＭｉｑｅｘＨａｖｉｌ、华钩藤Ｕｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｏｌｉｖ）Ｈａｖｉｌ、大
叶钩 藤 Ｕｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ Ｗａｌｌ、毛 钩 藤 Ｕｈｉｒｓｕｔａ
Ｈａｖｉｌ和无柄果钩藤 ＵｓｅｓｓｉｌｉｆｒｕｔｕｓＲｏｘｂ的带钩茎
枝，主要分布于广西、广东、贵州、福建、江西等

地［１］。钩藤作为常用中药，具有清热平肝、息风止

痉等功效［２］，现代常作为降压药配伍使用［３］，也具

有神经保护［４］等功效。生物碱是钩藤中主要活性成

分，主要为吲哚生物碱和氧化吲哚生物碱。钩藤中

现今已发现的吲哚类生物碱成分有１００多种［５］，有

效成分为钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱和异去氢

钩藤碱等［６７］。其中钩藤碱占了总生物碱的２８９％，
异钩藤碱占了总生物碱的１４７％，两者占了钩藤总
碱的４０％以上［８］。因此，以钩藤碱、异钩藤碱、去

氢钩藤碱、异去氢钩藤碱４种生物碱作为钩藤质量
控制主要指标具有一定合理性，但由于钩藤中生物

碱含量低、对照品获得性较难、价格昂贵，不利于

对钩藤饮片进行质量控制。因此，本研究基于一测

多评（ＱＡＭＳ）测定钩藤中４种生物碱含量，对于钩
藤饮片的质量控制具有一定的现实意义。

１　材料

１１　仪器

ＵＰＬＣ（美国沃特世公司）；ＵＰＬＣ（赛默飞世尔科
技有限公司）；１２６０型ＨＰＬＣ仪（美国安捷伦公司）；
ＫＱ２５０Ｅ型超声清洗机（昆山超声仪器有限公司）；
ＭＥ２０４Ｅ型电子分析天平 ［梅特勒托利多仪器（上
海）有限公司］；ＧＫＣ型控温水浴锅（南通华泰实验
仪器有限公司）；Ｓａｒｔｏｒｉｓａｒｉｕｍ６１１ＤＩ型超纯水机
（德国赛多利斯公司）；乙腈（色谱纯，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）；水为超纯水；其他试剂均为分析纯。

１２　试药

对照品钩藤碱（批号：１１２０２８２０１６０１，纯度≥

９８％）、异钩藤碱（批号：１１９２７２０１４０３，纯度≥
９８％）购于中国食品药品检定研究院；对照品去氢钩
藤碱（批号：ＳＴ１０５７０１２０ＭＧ，纯度≥９８０％）、异去
氢钩藤碱（批号：ＳＴ１１０８０１２０ＭＧ，纯度≥９８０％）购
于上海诗丹德生物技术有限公司。

１２批钩藤饮片均为产地调研收集样品，经江阴
天江药业有限公司唐波教授鉴定为茜草科植物钩藤

的干燥带钩茎枝，其产地信息见表１。

表１　钩藤样品信息
序号 样品编号 产地

１ Ｓ１ 贵州省遵义市　　　　

２ Ｓ２ 贵州省遵义市　　　　

３ Ｓ３ 贵州省遵义市　　　　

４ Ｓ４ 广西壮族自治区桂林市

５ Ｓ５ 广西壮族自治区桂林市

６ Ｓ６ 江西省吉安市　　　　

７ Ｓ７ 江西省吉安市　　　　

８ Ｓ８ 江西省吉安市　　　　

９ Ｓ９ 江西省新余市　　　　

１０ Ｓ１０ 江西省新余市　　　　

１１ Ｓ１１ 江西省吉安市　　　　

１２ Ｓ１２ 江西省吉安市　　　　

２　方法与结果

２１　色谱条件

ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｕｃｏｒｅＣ１８色谱柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，

５μｍ；１００ｍｍ×２１ｍｍ，２６μｍ）；以００２％三乙
胺溶液（２％磷酸调节 ｐＨ至７５～７６）乙腈（６５∶３５）
为流动相；检测波长为２４６ｎｍ；柱温为３０℃；体积
流量为０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为１μＬ；理论板数按
异钩藤碱峰计算应不低于８０００。

２２　混合对照品溶液的制备

取对照品钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异

·７７８·
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去氢钩藤碱适量，精密称定，加甲醇制成含钩藤碱

４２１０ｍｇ·ｍＬ－１、异钩藤碱３９７９ｍｇ·ｍＬ－１、去氢钩
藤碱３９８０ｍｇ·ｍＬ－１、异去氢钩藤碱４０９２ｍｇ·ｍＬ－１

的混合溶液，摇匀，即得混合对照品溶液。

２３　供试品溶液的制备

取本品粉末（过四号筛）约０５ｇ，精密称定，置
具塞锥形瓶中，精密加甲醇２５ｍＬ，密塞，称定质量，
加热回流４５ｍｉｎ，取出，放冷，再称定质量，用甲醇
补足减失质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

２４　方法学验证

２４１　专属性　分别精密吸取２２项下的混合对照
品溶液、２３项下供试品溶液、阴性对照溶液甲醇，
按２１项下色谱条件进行测定，结果表明，空白溶
剂色谱与对照品、供试品色谱相对应保留时间处均

没有相应的色谱峰，说明该方法对测定钩藤饮片中

的去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、异钩藤碱、钩藤碱

具有专属性，无其他干扰，结果见图１。

注：Ａ阴性对照溶液；Ｂ混合对照品溶液；Ｃ异去氢钩

藤碱对照溶液；Ｄ去氢钩藤碱对照品溶液；Ｅ异钩藤碱

对照溶液；Ｆ钩藤碱对照溶液；Ｇ钩藤饮片供试品溶液。

图１　钩藤饮片供试品溶液、阴性对照品溶液、４种生
物碱类成分对照品溶液及混合对照品溶液的ＵＰＬＣ图

２４２　线性考察　分别精密量取混合对照品溶液
０１、０５、１０、１５、２０、３０、４０μＬ，注入液相
色谱仪，按２１项下的色谱条件测定，以峰面积积分
值为纵坐标（Ｙ），进样量为横坐标（Ｘ），绘制标准曲
线，求得回归方程。结果表明，去氢钩藤碱、异去氢

钩藤碱、异钩藤碱、钩藤碱在相应的线性范围内进样

量与峰面积值呈良好的线性关系，结果见表２。

表２　４种生物碱类成分的回归方程、相关系数和线性范围
成分 回归方程 ｒ 线性范围／μｇ

异去氢钩藤碱 Ｙ＝１０８９Ｘ＋０１３５６ ０９９９９０００４２１～０１６８４０
去氢钩藤碱 Ｙ＝１０１８６Ｘ＋０１２８３ ０９９９９０００３９８～０１５９１５
异钩藤碱 Ｙ＝１０４３９Ｘ＋０１２８６ ０９９９９０００３９８～０１５９２０
钩藤碱 Ｙ＝１０４００Ｘ＋０１２６１ ０９９９９０００４０９～０１６３６８

２４３　精密度试验　精密吸取２２项下混合对照品
溶液注入液相色谱仪，按 ２１项下色谱条件测定，
连续进样 ６次，记录其峰面积测量值，计算 ＲＳＤ，
结果表明，去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、异钩藤碱、

钩藤碱精密度 ＲＳＤ分别为０１６％、０１７％、０１９％、
０３２％，说明仪器精密度良好。
２４４　重复性试验　取钩藤饮片（编号：Ｓ３）平行６
份，分别按２３项下供试品溶液制备方法制成供试
品溶液，按２１项下色谱条件测定，记录异去氢钩
藤碱、去氢钩藤碱、异钩藤碱、钩藤碱峰面积值，

计算其平均含量及 ＲＳＤ，结果表明，去氢钩藤碱、
异去氢钩藤碱、异钩藤碱、钩藤碱平均含量 ＲＳＤ分
别为 ０８１％、１７０％、０６９％、１９９％，结果表明
该方法重复性良好。

２４５　稳定性试验　取２３项下的样品（编号：Ｓ３）
分别于０、１、２、４、８、１２ｈ进样，进样１μＬ，测
定峰面积值，计算其 ＲＳＤ，测得去氢钩藤碱、异去
氢钩藤碱、异钩藤碱、钩藤碱峰面积的 ＲＳＤ分别为
０５８％、０７９％、１１３％、１４２％，结果表明，所
测定的４个生物碱类成分在１２ｈ内稳定性较好。
２４６　加样回收率试验　取钩藤饮片（编号：Ｓ３）粉
末约 ０２５ｇ，精密称定，分别加入异去氢钩藤碱
（９３３７μｇ·ｍＬ－１）、去氢钩藤碱（１７６９１μｇ·ｍＬ－１）、
异钩藤碱（１４３０８μｇ·ｍＬ－１）、钩藤碱（７１１６μｇ·ｍＬ－１）
对照品适量，按２３项下方法制备供试品溶液，按
２１项下色谱条件测得４种成分的加样回收率，结果
表明，去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、异钩藤碱、钩

藤碱加样回收率均为 ９５％ ～１０５％，ＲＳＤ分别为
１３３％、０２５％、０９３％、２９２％，结果表明该方
法准确性良好。

·８７８·
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２５　相对校正因子（ＲＣＦ）计算和相对保留时间
（ＲＲＴ）的确认

　　分别精密吸取２２项下的混合对照品溶液，按
２１项下的色谱条件，在不同色谱柱、仪器、流速、
柱温条件下进行测定，记录色谱图，按 ＱＡＭＳ建立
的有关技术指南［９］，以异钩藤碱为参照物，计算其

他３种生物碱的ＲＣＦ与ＲＲＴ，结果见表３～６。

２６　ＲＣＦ验证

取１０批钩藤饮片，按２３项下方法制备供试品
溶液，再按２１项下的色谱条件分别进行测定，以
外标法、ＱＡＭＳ分别计算４种生物碱的含量，结果见

表３　钩藤相对校正因子与相对保留时间
成分 ＲＣＦ ＲＲＴ

去氢钩藤碱 １０２ ０８０

异去氢钩藤碱 ０９７ ０９０

钩藤碱 １０１ １０８

异钩藤碱 １００ １００

表７。结果表明，２种计算方法结果接近，ＲＳＤ＜５％，
说明ＱＡＭＳ所得含量准确可靠，该含量测定方法符
合方法学要求，可替代外标法，用于钩藤中钩藤碱、

异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱的含量测定，

结果见表７。

表４　不同流速的相对校正因子与相对保留时间

流速／ｍＬ·ｍｉｎ－１
ＲＣＦ ＲＲＴ

去氢钩藤碱 异去氢钩藤碱 钩藤碱 去氢钩藤碱 异去氢钩藤碱 钩藤碱

０３０ １０１９５ ０９５７８ １０１６８ ０８０３１ ０８７３１ １０８４９

０３５ １０１９７ ０９５６１ １０１７４ ０８０１８ ０８８１７ １０８５３

０４０ １０２０５ ０９５８０ １０１６２ ０７９９８ ０８７８５ １０８４４

０４５ １０２０１ ０９５６３ １０１９３ ０７９８８ ０８７９８ １０８７８

均值 １０１９９ ０９５７０ １０１７４ ０８００９ ０８７８３ １０８５６

ＲＳＤ／％ ００４３７ ０１００４ ０１３２３ ０２４５４ ０４１９４ ０１３７５

表５　不同柱温的相对校正因子与相对保留时间

柱温／℃
ＲＣＦ ＲＲＴ

去氢钩藤碱 异去氢钩藤碱 钩藤碱 去氢钩藤碱 异去氢钩藤碱 钩藤碱

２５ １０１９５ ０９５８０ １０１７３ ０８０５２ ０８８１３ １０８１９

３０ １０２０５ ０９５８０ １０１６２ ０７９９８ ０８７８５ １０８４４

３５ １０１８２ ０９５８０ １０２０５ ０７９６８ ０８７８９ １０９３４

均值 １０１９４ ０９５８０ １０１８０ ０８００６ ０８７９６ １０８６６

ＲＳＤ／％ ０１１１４ ０００２１ ０２１９６ ０５２６８ ０１７７５ ０５５７５

表６　不同仪器的相对校正因子与相对保留时间

仪器 色谱柱
ＲＣＦ ＲＲＴ

去氢钩藤碱 异去氢钩藤碱 钩藤碱 去氢钩藤碱 异去氢钩藤碱 钩藤碱

Ｔｈｅｒｍｏ ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｕｒａｔｅＣ１８ １０２０５ ０９５８０ １０１６２ ０７９９８ ０８７８５ １０８４４

ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｌａｉｍＣ１８ １０２４２ ０９５６７ ０９９４９ ０８０４７ ０９３４２ １１５５１

ＤｉｋｍａＣ１８ １０２５２ ０９５６１ １０１５４ ０８０００ ０９２１９ １１１２３

安捷伦 ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８ １０２８４ ０９４５６ １０２０７ ０８０７５ ０８８６４ １０６７３

ＡｍｅｔｈｙｓｔＣ１８ １０１０２ ０９４２５ １００７３ ０８０６９ ０８８７６ １０４９４

Ｗａｔｅｒｓ ＤｉｋｍａＣ１８ １０２００ ０９７２２ １００７９ ０７９５２ ０９１７６ １１１８１

均值 １０１９５ ０９５３４ １０１２０ ０８０２４ ０９０３４ １０８６８

ＲＳＤ／％ ０６８８６ １２２１８ ０９６６９ ０６０２６ ２５４３５ ３４９２４

·９７８·
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表７　钩藤饮片供试品溶液中４种生物碱类成分一测多评法和外标法含量测定结果

样品

异钩藤碱含量（内参物） 去氢钩藤碱 异去氢钩藤碱 钩藤碱

外标法／μｇ·ｇ－１
外标法／
μｇ·ｇ－１

一测多评法／
μｇ·ｇ－１

外标法／
μｇ·ｇ－１

一测多评法／
μｇ·ｇ－１

ＲＳＤ／％
外标法／
μｇ·ｇ－１

一测多评法／
μｇ·ｇ－１

Ｓ１ ４７６４８５ ４２３８７１ ４２９０９６ ２３１９５５ ２３１１２８ ０２５ ２２３５６２ ２２３７７５

Ｓ２ ６３０９８７ ５３６８１２ ５４３４２９ ２８５３３９ ２８４９４７ ０１０ ２８０９２１ ２８１１８９

Ｓ３ ４７９３２２ ４０８３９３ ４１３４２８ ２２３８６４ ２２３５１２ ０１１ ２１９２１１ ２１９４２

Ｓ４ ６３５２９１ ５６４０７３ ５７１０２７ ２６９２９４ ２６８８１８ ０１３ ３１７８６３ ３１８１６７

Ｓ５ ５９８１８７ ６９０４０９ ６９８９２０ ３３２３８５ ３３１８６３ ０１１ ２７７２６１ ２７７５２６

Ｓ６ １３０７１４３ ８６０５５５ ８７１１６３ ４３１７９６ ４３０３４３ ０２４ ６０２１５５ ６０２７２９

Ｓ７ ２７３５３９ ２６９３３６ ２７２６５７ １１５５５０ １１５３９２ ０１０ ９３３６４ ９３４５３

Ｓ８ ９７５５７０ １３１４３４９ １３３０５５１ ６６０２６７ ６５９４９３ ００８ ５２５０８６ ５２５５８７

Ｓ９ ２８０２８３ ２３０４５１ ２３３２９２ ２６２０８０ ２６２７６６ ０１８ ２８６４７３ ２８６７４６

Ｓ１０ ６５０９０８ ６３０２７４ ６３８０４４ ４６５０２６ ４６５５０１ ５０３６６０ ５０４１４１

Ｓ１１ １５２１８６ １６１７６３ １６３７５７ ９８０８３ ９７６７４ ０３０ ９３１０４ ９３１９３

Ｓ１２ ３００６７５ ２２４３１２ ２２７０７７ １７５９９０ １７６９４２ ０３８ ２２４７８６ ２２５００１

　　注：去氢钩藤碱ＲＳＤ均为０８７％；钩藤碱ＲＳＤ均为００７％。

３　讨论

钩藤中活性成分主要是生物碱，包括钩藤碱、

异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱等化学成分。

钩藤碱与异钩藤碱，去氢钩藤碱与异去氢钩藤碱分

别为一对同分异构体，均属于吲哚型生物碱。由于

结构接近，较难分离［１０］。因此，在流动相的选择

中，本实验尝试用乙腈水、甲醇水，以封端处理的
色谱柱进行分离，均不能将４种生物碱分开；当以
少量三乙胺为扫尾剂时，峰形明显改善，对称性较

好。考虑到三乙胺对色谱柱的影响，实验中也尝试

用氨水代替三乙胺，发现４种生物碱也能达到基线
分离，但峰形对称性不及三乙胺。本研究中发现，

ｐＨ对４种生物碱的分离也有一定影响，当 ｐＨ为
７５～７６，４种生物碱完全达到基线分离；当 ｐＨ为
７７～７９，异去氢钩藤碱与异钩藤碱峰逐渐靠近，
分离度减小；当ｐＨ在７５以下时，异去氢钩藤碱与
去氢钩藤碱峰逐渐靠近，钩藤碱与异钩藤碱峰逐渐

靠近，分离度减小。

目前研究发现，钩藤饮片主要包括五环单帖吲

哚型生物碱、四环单帖吲哚型生物碱等［１１］，其中钩

藤碱与异钩藤碱占有总生物碱的４０％以上，异去氢
钩藤碱与去氢钩藤碱含量也较高，具有较为明确的

药效。钩藤在部分方剂中常要求 “后下”，有研究

表明，其原因可能是钩藤生物碱不稳定所致，受热

易发生转化，因此不宜久煎［１２］。杨秀娟等［１３］研究

进一步发现，钩藤中的生物碱在水提取液中 ６０～
８０℃长时间加热情况下稳定性较差，加热过程中大
部分钩藤碱可以转化为异钩藤碱，而异钩藤碱中一

部分又可以转化为去氢钩藤碱与异去氢钩藤碱。目

前，中药饮片质量标准制订和质量控制思路往往更

强调从中药饮片自身原本含有的化学成分来开展相

关化学成分分析检测，而较少从中医临床用药方式

常为煎汤后服用的角度考虑，因此，难以发现煎煮

过程中化学成分变化的规律性，而中药饮片质量评

价最终是要为临床用药安全性和有效性服务，有必

要兼顾中药饮片水煎煮过程中发生的化学物质转化

特点，更全面地反映中药原料的质量。钩藤仅以钩

藤碱为检测指标，并不能很好地控制钩藤及其制剂

的质量，本研究选择以去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、

钩藤碱、异钩藤碱含量代表钩藤总生物碱含量，为

钩藤饮片的质量控制提供参考。

·０８８·
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