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摘 要：目的 建立能够同时测定黄松胶囊中 4种生物碱成分含量的一测多评法。方法 采用高效液

相色谱法，以盐酸小檗碱为内标物，测定黄松胶囊中盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀的相对校正因

子，利用该相对校正因子计算其他3种生物碱的含量。结果 在线性范围内，盐酸小檗碱相对于盐酸表小檗

碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀的相对校正因子分别为 1.006、1.060、1.027。在不同的实验条件下相对校正因

子重现性良好，4种生物碱含量计算值与实测值无显著性差异。结论 一测多评法同时测定黄松胶囊中 4
种生物碱成分含量准确可行。
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心律失常是心血管系统疾病中最为严重的病症

之一。其危害在于它不但可加重原有心脏疾病，而且

还可导致患者突然死亡 ,严重威胁人类健康[1]。在我

国，心血管疾病的病死率始终居于居民死因的前列，

而心律失常是最常见和多发的心血管疾病之一。近

年来，社会结构变革和自然环境恶化对居民健康的影

响，使得心律失常的发病率急剧攀升[2]。现代医学对

心律失常的治疗经过不断探索与发展，取得了很大的

进步，西医药物治疗主要以化学药物为主，如抗凝剂、

β受体阻滞剂、胺碘酮等。抗心律失常药都具有不同

程度的致心律失常作用，包括引起用药前没有的新的

心律失常和使原有的心律失常恶化加重，抗心律失常

药物大多有负性变力性作用，且药物容易产生耐药

性[3]。中医对心律失常的认识是在整体观念的指导

下，依据脏腑功能的整体性、经络气血的整体性以及

“证”的整体性，中医会采用相对应的药物治疗心律失

常，同时，也采用推拿、针刺、穴位贴敷、埋线等非药物

治疗方法进行辅助治疗，在临床上达到了一定的疗

效，在研究方面也取得了一定的成果，奠定了一定的

研究基础。

黄连为毛茛科植物黄连 Coptis chinensis Franch.、
三角叶黄连 C. deltoidea C. Y. Cheng et Hsiao 或云南黄

连 C. teeta Wall. 的干燥根茎[4]，又名川连、鸡爪连。本

品味苦，性寒，归心、胃、肝、大肠经，具清热泻火、燥湿

解毒之功效。临床上多用于治疗痢疾、急性胃肠炎、

慢性腹泻、呼吸道感染以及各种炎症, 近年研究发现

其在抗肿瘤、抗心律失常、降血糖等方面亦有明显作

用。小檗碱是黄连的主要化学成分，含量达 5.20%-
7.69%，其它化学成分还有黄连碱、甲基黄连碱、掌叶

防己碱（巴马汀）、棕榈碱、药根碱、非洲防己碱、表小

檗碱、木兰花碱和阿魏酸。目前《中国人民共和国药

典》收载黄连含量测定采用一测多评法。药理作用主
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要有抗病原微生物、降血糖、抗氧化、抑瘤作用、防治

动脉硬化等[5]。甘松 Nardostachys chinensis Batal.系败

酱科甘松属植物甘松的干燥根及根茎。其主要成分

为挥发油和萜类成分；后者又以倍半萜种类最多，主

要为甘松香醇、甘松酮、马兜铃酮、广藿香醇及缬草酮

等[6]。目前对其化学成分定性定量研究较少。

我院自制制剂黄松胶囊是由黄连、甘松两味中药

提取加工制成，具有安神定悸，和胃化痰之功。用于

痰浊蒙闭心窍所致的各种心律失常。目前黄松胶囊

的质量标准比较落后，无含量测定项。君药黄连含多

种生物碱，除小檗碱之外，黄连碱、巴马汀、表小檗碱

等含量也较高，特别是表小檗碱是甄别黄连与其它掺

假品的特征性成分。如建立外标法进行含量测定，盐

酸表小檗碱，盐酸黄连碱对照品不易获得，且成本较

高，因此亟需建立一测多评法（QAMS）同时测定小檗

碱、黄连碱、巴马汀、表小檗碱四个成分作为指标评价

黄松胶囊的质量。本文首次建立一测多评法同时测

定黄松胶囊中 4种生物碱成分含量，简单易行，准确度

高，质量可控。现报道如下。

1 仪器、试剂和药品

1.1仪器

Angilent1260高效液相色谱仪，岛津 LC-2010C液

相色谱仪，色谱柱 Angilent XDB-C18（5 μm, 4.6 ×
250 mm），Thermo C18（5 μm, 4.6 × 250 mm）；Precisa
92SM-202A-DR电子天平。

1.2试剂

盐酸小檗碱（批号:110713-201212,含量以 86.7%
计）、盐酸巴马汀(批号 110732-200506)均购自中国食

品药品检定研究院；盐酸表小檗碱（含量 98.8%）、盐酸

黄连碱（含量 89.2%）由河南中医药大学临床中药学科

研究室提供；乙腈为色谱纯，水为娃哈哈纯净水，其余

试剂均为分析纯。

1.3药品

黄松胶囊（科研自制，批号：160201；160412；
161222）。

2 方法与结果

2.1 对照品溶液的制备

精密称取盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马

汀、盐酸小檗碱适量，加甲醇制成每mL含 3.16、18.11、

8.20、5.55 mg对照品的溶液。精密量取上述 4种对照

品溶液各 1 mL，置 50 mL容量瓶中，加甲醇定容置刻

度，为混合对照品溶液（每mL含盐酸表小檗碱、盐酸

黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱分别为 63.2、362.2、
164.0、111 μg）。

2.2 供试品溶液的制备[7-8]

取本品内容物 0.4 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，

精密加入甲醇-盐酸（100∶1）混合溶液 50 mL，密塞，

称定重量，超声处理 30分钟，放冷，再称定重量，加甲

醇补足减失重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

2.3 阴性溶液的制备

取黄连外的药材制备成胶囊，取内容物再按照供

试品相同的方法进行处理，制成缺黄连的阴性供试品

溶液。

2.4 系统性试验[9-10]

色谱柱 Angilent XDB-C18,5 μm,4.6 × 250 mm，乙
腈-0.05 mol·L-1磷酸二氢钾溶液（50:50）（每 1000 mL
中加十二烷基硫酸钠 0.4 g，再以磷酸调节 pH值为

4.0）为流动相，流速为 1 mL·min-1，检测波长为 345
nm。

柱温为室温。按以上条件，盐酸小檗碱溶液、混

合对照品溶液、供试品溶液、缺黄连阴性溶液分别进

样 10 μL，理论板数按盐酸小檗碱峰计不低于 5000，各
组分分离度大于1.5，阴性无干扰，得色谱分离图，见图

1、图2、图3、图4。
2.5 方法学考察

2.5.1 线性关系考察

将混合对照品溶液依次稀释 15、10、7.5、5、2.5倍，

精密吸取上述 5个浓度对照品溶各 10 μL，按“2.4”项
下色谱条件，注入液相色谱仪，记录峰面积。以浓度

（mg·mL-1）为横坐标（X），峰面积（mAU*s）为纵坐标

（Y）绘制标准曲线，得 4种成分回归方程及线性范围

见表1。
2.5.2 精密度试验

将 4种对照品混合溶液连续进样 5次，记录峰面

图1 盐酸小檗碱溶液高效液相色谱图
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积，盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小

檗碱RSD%分别0.20 %、0.23 %、0.18 %、0.10 %。

2.5.3 重现性试验

称取同一批供试品 5份，按 2.4项方法处理，进样，

记录峰面积，盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马

汀、盐酸小檗碱 RSD%分别为 0.89%、0.75%、0.66%、

0.88%，重现性较好。

2.5.4 日内稳定性试验

将同一批供试品，每 3h测定峰面积一次，记录峰

面积，盐酸表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸

小檗碱RSD%分别为0.02%、0.12%、0.08%、0.03%，12 h
内稳定。

2.5.5 加样回收率试验

精密称取已知含量的同一批供试品 5份，分别加

入一定量的 4种对照品溶液，按上述 2.2项方法处理测

定，进样，测定峰面积，计算回收率，盐酸小檗碱、盐酸

表小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀的回收率分别为

98.57%、99.78%、99.67%、99.95%，RSD% 分 别 为

0.45%、0.69%、0.69%、1.04%（表2）。

2.6 相对校正因子的确定

2.6.1 相对校正因子计算[11-14]

取 2.1项下混合对照品溶液，分别进样 2、4、6、8、
10、15、20 μL，以盐酸小檗碱（D）为内标物，分别计算

盐酸表小檗碱（A）、盐酸黄连碱（B）、盐酸巴马汀（C）的

图2 混合对照品溶液高效液相色谱图

A.盐酸表小檗碱；B.盐酸黄连碱；C.盐酸巴马汀；D.盐酸小檗碱

图3 供试品溶液

图4 缺失黄连阴性制剂溶液高效液相色谱图

表1 4种生物碱成分的线性及回归方程

成分

盐酸表小檗碱

盐酸黄连碱

盐酸巴马汀

盐酸小檗碱

回归方程

Y = 46008X + 577.41
Y = 46628X - 196.37
Y = 45641X + 547.37
Y = 45293X + 37.2

线性范围（mg•mL-1）
0.004-0.025
0.024-0.145
0.011-0.066
0.074-0.444

R2
0.999 8
0.999 9
0.999 8
0.999 9

表2 4中生物碱成分加样回收率试验结果表

成分

小檗碱

表小檗碱

黄连碱

巴马汀

取样量/g
0.5025
0.5089
0.5006
0.5212
0.5106
0.5025
0.5089
0.5006
0.5212
0.5106
0.5025
0.5089
0.5006
0.5212
0.5106
0.5025
0.5089
0.5006
0.5212
0.5106

含量/mg
0.7638
0.7735
0.7609
0.7922
0.7761
0.0352
0.0356
0.0350
0.0365
0.0357
0.2311
0.2341
0.2303
0.2398
0.2349
0.1055
0.1069
0.1051
0.1094
0.1072

加入量/mg
0.7705
0.7705
0.7705
0.7705
0.7705
0.0356
0.0356
0.0356
0.0356
0.0354
0.2321
0.2321
0.2321
0.2321
0.2321
0.1121
0.1121
0.1121
0.1121
0.1121

测得量/mg
1.5292
1.5311
1.5202
1.5489
1.5345
0.0704
0.0708
0.0705
0.0722
0.0715
0.4621
0.4656
0.4605
0.4698
0.4689
0.2185
0.2201
0.2156
0.2206
0.2195

平均/%

98.57

99.78

99.67

99.95

RSD/%

0.45

0.69

0.69

1.04

表3 不同组分相对盐酸小檗碱的校正因子

进样体积(μL)
2
4
6
8
10
15
20

平均值

RSD/%

fD/A
1.001
1.002
1.008
1.009
1.006
1.006
1.007
1.006
0.30

fD/B
1.065
1.062
1.051
1.045
1.056
1.07
1.071
1.060
0.92

fD/C
1.022
1.032
1.026
1.025
1.031
1.034
1.021
1.027
0.50
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相对校正因子，结果见表3。
2.6.2 相对校正因子重现性[11-14]

考察了岛津 LC-2010C、Aglient1260型高效液相

色谱仪和 2种色谱柱，盐酸小檗碱对盐酸表小檗碱

（A）、盐酸黄连碱（B）、盐酸巴马汀（C）的相对校正因子

基本一致。RSD小于2%，结果稳定可控（表4）。

2.6.3 待测组分峰的定位[11-15]

利用相对保留值（rk/s）定性，测定盐酸表小檗碱

（A）、盐酸黄连碱（B）、盐酸巴马汀（C）、盐酸小檗碱

（D）结果见表 5，RSD% ≦ 2%，表明利用 rk/s进行峰定位

可行。rk/s =tk/ts（k是待测组分，s是内标物）。

2.7 一测多评法（QAMS）与外标法测定结果比较

取 3批黄松胶囊内容物，每批取 3份样，按照供试

品制备方法制备，分别注入液相色谱仪，测定盐酸表

小檗碱、盐酸黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的含

量；并运用盐酸小檗碱（D）对盐酸表小檗碱（A）、盐酸

黄连碱（B）、盐酸巴马汀（C）的相对校正因子，计算各

组分的含量。将一测多评法（QAMS）与外标法测得值

进行比较（表 6）。所得值RSD% ≦ 3%。表明一测多评

可用于黄松胶囊4种生物碱成分的含量测定。

3 讨论

黄松胶囊由甘松、黄连 2味药材制备而成，目前对

甘松研究较少，而黄连的含量测定方法较为成熟，易

于控制，黄连药材、饮片和成方制剂的质量控制多以

单指标（小檗碱）来控制其质量。已知小檗碱在很多

植物中均存在，且含量较高，如三颗针、黄柏等，另外

尚有许多不法厂商在其不合格的产品中非法添加小

檗碱以次充佳，因此选择适宜的指标对于保证黄连及

其相关成药的质量至关重要[10]。笔者选择测定君药黄

连中 4种生物碱成分进行质量控制。外标法测得 4种
生物碱成分含量，需要对照品较多，成本高，并且目前

盐酸黄连碱和盐酸表小檗碱不易获得，因此建立一测

多评法，为日后质量标准的建立及普及提供试验

基础。

测定波长选择参照 2015年版《中国人民共和国药

典》黄连含量测定条件，将供试品进行处理，在紫外分

光光度计下进行全波长扫描，溶液在 345 nm处有最大

吸收，因此确定测定波长为345 nm。
提取条件的优化与确定参照 2015年版《中国人民

共和国药典》，采用超声 15 min、30 min、45 min、回流 1
h、2 h几种方式对供试品进行提取，测定，超声时间短，

且效果优于回流，且超声45 min与30 min区别不显著，

因此采用超声30 min作为提取方法。

传统多指标同步质量控制必然要求众多中药对

照品，为实现在中药对照品紧缺、成本高昂的条件下

的多指标同步质量控制，王智民等于 2006年首次提出

了 一 测 多 评 法 (quantitative analysis of multi-
components by single-maker，QAMS)来解决此问题。该

法通过采用一种内参物检测多种组分，节约成本、结

果准确，已得到广泛认可和应用，并收载于 2010年版

《中 国 人 民 共 和 国 药 典 (一 部)》[16]。 一 测 多 评 法

（QAMS）借鉴经典的内标法、校正因子法、主成分自身

对照法和紫外百分吸收系数法的优势，在缺少对照品

的情况下，利用成分间的相对校正因子实现多成分的

测定，对中药的质量进行控制，该方法方便、快速、廉

价，大幅度降低了检测成本和时间，提高了工作效率

表4 不同仪器和色谱柱相对校正因子

仪器

岛津

Agilent
平均值

RSD/%

色谱柱

Agilent
Thermo
Agilent
Thermo

fD/A
1.002
1.011
1.021
1.013
1.012
0.77

fD/B
1.041
1.032
1.034
1.045
1.038
0.58

fD/C
1.021
1.031
1.022
1.031
1.026
0.54

表5 不同仪器和色谱柱 rk/s测定

仪器

岛津

Agilent
平均值

RSD/%

色谱柱

Agilent
Thermo
Agilent
Thermo

rD/A
0.71
0.72
0.71
0.73
0.72
1.33

rD/B
0.77
0.78
0.79
0.79
0.79
1.21

rD/C
0.91
0.89
0.91
0.90
0.89
1.08

表6 一测多评法（QAMS）与外标法测定4种

生物碱成分含量（mg·g-1）比较

方法

外标法

一测多评法

RSD/%

盐酸表小檗碱

0.0701
0.0702
0.0702
0.0691
0.0686
0.0689

1.26

0.070

0.069

盐酸黄连碱

0.462
0.465
0.46
0.461
0.445
0.459

1.13

0.46

0.45

盐酸巴马汀

0.215
0.213
0.206
0.201
0.213
0.216

0.45

0.21

0.21

盐酸小檗碱

1.52
1.53
1.5
1.493
1.502
1.513

0.66

1.52

1.50
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和方法的实用性，能够更有效、更全面、更准确地控制

中药质量，将是中药多组分同步定量的发展方向[17-24]。

自 2006年提出一测多评法之后，目前已经在柴胡、秦

皮、穿心莲、黄芪、天麻等 40种以上的药材多指标定量

质量控制中得到应用研究。但是中药制剂中应用还

较少。

中药化学成分非常复杂，在不同色谱条件下有不

同的色谱峰，在同一色谱条件下，其色谱峰的数量、出

峰时间及峰形等也受色谱柱、仪器及溶剂系统等多种

因素影响，因此如何将待测色谱峰准确定位，是一测

多评方法能否成功应用的关健技术，需要进行深入广

泛的研究。“一测多评法”虽然已经在部分化合物的检

测中得到了成功应用，但其用于中药多指标质量评价

与控制才刚刚开始，相对较正因子还面临在同结构和

不同结构类型化合物及不同色谱条件之间的普适性

问题，以及如何准确定位待测色谱峰的难题，未来还

需更深入的开展研究[25]。

本文首次建立一次多评法同时测定黄松胶囊中 4
种生物碱成分含量，线性、分离度较好，阴性无干扰，

重现性、精密度、耐用性均较好，可有效地用于黄松胶

囊的质量控制。
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Abstract: Objective To establish a method which determination of four alkaloidsin Huangsong capsule with quantitative
analysis of multi-components by single marker. Method An RP-HPLC mehtod was established to determine the
relative correction factor of epiberberine hydrochloride、coptisine hydrochloride、palmatinehydrochloride , it was using
berberine hydrochloride as internal standard. Using relative correction factor to calculate the content of three alkaloids.
Results relative correction factor of epiberberine hydrochloride、 coptisine hydrochloride、 palmatine hydrochloride
were 1.006,1.060,1.027 relative to berberine hydrochloride wihtin a certain range. relative correction factor was good
under the different test conditions, the content of four alkaloids calculated value and measured value were no significant
difference. Conclusion quantitative analysis of multi-components by single markerwas effectively control the content of
four alkaloids in Huangsong capsule.
Key words: RP-HPLC, relative correction factor, quantitative analysis of multi-components by single marker four
alkaloids, four alkaloids
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