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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 １０２、０９７、１００、１０１，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）
ＭｉｑｅｘＨａｖｉｌ、华钩藤Ｕｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｏｌｉｖ）Ｈａｖｉｌ、大
叶钩 藤 Ｕｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ Ｗａｌｌ、毛 钩 藤 Ｕｈｉｒｓｕｔａ
Ｈａｖｉｌ和无柄果钩藤 ＵｓｅｓｓｉｌｉｆｒｕｔｕｓＲｏｘｂ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［６７］。其中钩藤碱占了总生物碱的２８９％，
异钩藤碱占了总生物碱的１４７％，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

１１　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）；
ＫＱ２５０Ｅ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。

１２　试药

对照品钩藤碱（批号：１１２０２８２０１６０１，纯度≥

９８％）、异钩藤碱（批号：１１９２７２０１４０３，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≥９８０％）、异去
氢钩藤碱（批号：ＳＴ１１０８０１２０ＭＧ，纯度≥９８０％）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

２１　色谱条件

ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｕｃｏｒｅＣ１８色谱柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，

５μｍ；１００ｍｍ×２１ｍｍ，２６μｍ）；以００２％三乙
胺溶液（２％磷酸调节 ｐＨ至７５～７６）乙腈（６５∶３５）
为流动相；检测波长为２４６ｎｍ；柱温为３０℃；体积
流量为０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为１μＬ；理论板数按
异钩藤碱峰计算应不低于８０００。

２２　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
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去氢钩藤碱适量，精密称定，加甲醇制成含钩藤碱

４２１０ｍｇ·ｍＬ－１、异钩藤碱３９７９ｍｇ·ｍＬ－１、去氢钩
藤碱３９８０ｍｇ·ｍＬ－１、异去氢钩藤碱４０９２ｍｇ·ｍＬ－１

的混合溶液，摇匀，即得混合对照品溶液。

２３　供试品溶液的制备

取本品粉末（过四号筛）约０５ｇ，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。

２４　方法学验证

２４１　专属性　分别精密吸取２２项下的混合对照
品溶液、２３项下供试品溶液、阴性对照溶液甲醇，
按２１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

２４２　线性考察　分别精密量取混合对照品溶液
０１、０５、１０、１５、２０、３０、４０μＬ，注入液相
色谱仪，按２１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＝１０８９Ｘ＋０１３５６ ０９９９９０００４２１～０１６８４０
去氢钩藤碱 Ｙ＝１０１８６Ｘ＋０１２８３ ０９９９９０００３９８～０１５９１５
异钩藤碱 Ｙ＝１０４３９Ｘ＋０１２８６ ０９９９９０００３９８～０１５９２０
钩藤碱 Ｙ＝１０４００Ｘ＋０１２６１ ０９９９９０００４０９～０１６３６８

２４３　精密度试验　精密吸取２２项下混合对照品
溶液注入液相色谱仪，按 ２１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０１６％、０１７％、０１９％、
０３２％，说明仪器精密度良好。
２４４　重复性试验　取钩藤饮片（编号：Ｓ３）平行６
份，分别按２３项下供试品溶液制备方法制成供试
品溶液，按２１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 ０８１％、１７０％、０６９％、１９９％，结果表明
该方法重复性良好。

２４５　稳定性试验　取２３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
０５８％、０７９％、１１３％、１４２％，结果表明，所
测定的４个生物碱类成分在１２ｈ内稳定性较好。
２４６　加样回收率试验　取钩藤饮片（编号：Ｓ３）粉
末约 ０２５ｇ，精密称定，分别加入异去氢钩藤碱
（９３３７μｇ·ｍＬ－１）、去氢钩藤碱（１７６９１μｇ·ｍＬ－１）、
异钩藤碱（１４３０８μｇ·ｍＬ－１）、钩藤碱（７１１６μｇ·ｍＬ－１）
对照品适量，按２３项下方法制备供试品溶液，按
２１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
１３３％、０２５％、０９３％、２９２％，结果表明该方
法准确性良好。

·８７８·
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２５　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２２项下的混合对照品溶液，按
２１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。

２６　ＲＣＦ验证

取１０批钩藤饮片，按２３项下方法制备供试品
溶液，再按２１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 １０２ ０８０

异去氢钩藤碱 ０９７ ０９０

钩藤碱 １０１ １０８

异钩藤碱 １００ １００

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

０３０ １０１９５ ０９５７８ １０１６８ ０８０３１ ０８７３１ １０８４９

０３５ １０１９７ ０９５６１ １０１７４ ０８０１８ ０８８１７ １０８５３

０４０ １０２０５ ０９５８０ １０１６２ ０７９９８ ０８７８５ １０８４４

０４５ １０２０１ ０９５６３ １０１９３ ０７９８８ ０８７９８ １０８７８

均值 １０１９９ ０９５７０ １０１７４ ０８００９ ０８７８３ １０８５６

ＲＳＤ／％ ００４３７ ０１００４ ０１３２３ ０２４５４ ０４１９４ ０１３７５

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 １０１９５ ０９５８０ １０１７３ ０８０５２ ０８８１３ １０８１９

３０ １０２０５ ０９５８０ １０１６２ ０７９９８ ０８７８５ １０８４４

３５ １０１８２ ０９５８０ １０２０５ ０７９６８ ０８７８９ １０９３４

均值 １０１９４ ０９５８０ １０１８０ ０８００６ ０８７９６ １０８６６

ＲＳＤ／％ ０１１１４ ０００２１ ０２１９６ ０５２６８ ０１７７５ ０５５７５

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 １０２０５ ０９５８０ １０１６２ ０７９９８ ０８７８５ １０８４４

ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｌａｉｍＣ１８ １０２４２ ０９５６７ ０９９４９ ０８０４７ ０９３４２ １１５５１

ＤｉｋｍａＣ１８ １０２５２ ０９５６１ １０１５４ ０８０００ ０９２１９ １１１２３

安捷伦 ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８ １０２８４ ０９４５６ １０２０７ ０８０７５ ０８８６４ １０６７３

ＡｍｅｔｈｙｓｔＣ１８ １０１０２ ０９４２５ １００７３ ０８０６９ ０８８７６ １０４９４

Ｗａｔｅｒｓ ＤｉｋｍａＣ１８ １０２００ ０９７２２ １００７９ ０７９５２ ０９１７６ １１１８１

均值 １０１９５ ０９５３４ １０１２０ ０８０２４ ０９０３４ １０８６８

ＲＳＤ／％ ０６８８６ １２２１８ ０９６６９ ０６０２６ ２５４３５ ３４９２４

·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 ４７６４８５ ４２３８７１ ４２９０９６ ２３１９５５ ２３１１２８ ０２５ ２２３５６２ ２２３７７５

Ｓ２ ６３０９８７ ５３６８１２ ５４３４２９ ２８５３３９ ２８４９４７ ０１０ ２８０９２１ ２８１１８９

Ｓ３ ４７９３２２ ４０８３９３ ４１３４２８ ２２３８６４ ２２３５１２ ０１１ ２１９２１１ ２１９４２

Ｓ４ ６３５２９１ ５６４０７３ ５７１０２７ ２６９２９４ ２６８８１８ ０１３ ３１７８６３ ３１８１６７

Ｓ５ ５９８１８７ ６９０４０９ ６９８９２０ ３３２３８５ ３３１８６３ ０１１ ２７７２６１ ２７７５２６

Ｓ６ １３０７１４３ ８６０５５５ ８７１１６３ ４３１７９６ ４３０３４３ ０２４ ６０２１５５ ６０２７２９

Ｓ７ ２７３５３９ ２６９３３６ ２７２６５７ １１５５５０ １１５３９２ ０１０ ９３３６４ ９３４５３

Ｓ８ ９７５５７０ １３１４３４９ １３３０５５１ ６６０２６７ ６５９４９３ ００８ ５２５０８６ ５２５５８７

Ｓ９ ２８０２８３ ２３０４５１ ２３３２９２ ２６２０８０ ２６２７６６ ０１８ ２８６４７３ ２８６７４６

Ｓ１０ ６５０９０８ ６３０２７４ ６３８０４４ ４６５０２６ ４６５５０１ ５０３６６０ ５０４１４１

Ｓ１１ １５２１８６ １６１７６３ １６３７５７ ９８０８３ ９７６７４ ０３０ ９３１０４ ９３１９３

Ｓ１２ ３００６７５ ２２４３１２ ２２７０７７ １７５９９０ １７６９４２ ０３８ ２２４７８６ ２２５００１

　　注：去氢钩藤碱ＲＳＤ均为０８７％；钩藤碱ＲＳＤ均为００７％。

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
７５～７６，４种生物碱完全达到基线分离；当 ｐＨ为
７７～７９，异去氢钩藤碱与异钩藤碱峰逐渐靠近，
分离度减小；当ｐＨ在７５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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