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H P cL 法测定万氏牛黄清心丸中

小果碱型生物碱的含里

闻俐毓 李康乐
’

(扬州市药品检验所
.

扬州 2 25 001
; `

中国药科大学分析计算中心
,

南京 21 00 0幻

摘 要 用 H P cL 法分离并测定了万氏牛黄清心丸中小架玻
、

巴马汀
、

药根碱和黄连孩的含

量
。

采用硅胶色谱柱
,

以无水乙醉
一

3写三乙胺 (9 2
,
8) 为流动相

,

检侧波长 3朽
n m

。

实脸结果表明祥

品中各组份的分离度好
.

四种生物碱的标准曲线的相关系数分别为 0
.

9 999
,

0
.

9 998
,

0
.

9 996 和

0
.

9 99 4
,

回收率分别 为 9 9
.

69% 士 1
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,
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2 7% 士 1
.

83 % 和 9 6
.

32肠 士

2
.

01 肠
。

与药典方法比较
,

更加简便
、

准确
。

关妞词 H PcL
;万氏牛黄清心丸

.

小架喊型生物喊

万氏牛黄清心丸系根据《痘疹
·

医心法 》

中古方由牛黄
、

黄连等六味中药配制而成
。

具

有清热解毒
、

开窍安神之功效
。

其中
,

主药黄

连的主要成分为小桑杖 (加
r be ir en )

、

巴马 汀

(琳 lma
t i n e )

、

药根 碱 ( aj t r

orr h连i , )
、

黄连 碱

( co tP城 en )等小桨核型生物碱
.

中国药典

19 9 0年版采用盐酸
一

甲醉 ( 1
: 1 0 0 ) (下简称

酸性甲醉 )提取
,

中性氧化铝柱层析后紫外分

光光度法侧定黄连总生物碱的含 t
。

有文献

报道用导数光谱法侧定其含最 l[]
。

亦有文献

报道用正相 H P CL 法 2[]
、

离子对色谱法 s[] 测

定含黄连药物中小桨碱型生物碱的含量
。

我

们选用 H P CL 法
,

以原形硅胶为固定相
,

无水

乙醉
一

3%三乙胺 (9 2
:

8) 为流动相的反相色

谱系统
,

用 甲醉超声振荡提取样品
,

外标法测

定 万氏牛黄清心丸中小粟喊型 生物碱的含

量
。

实验表明
.

按中国药典方法测得的总生物

碱含量实际包括了生物碱与非生物碱的总体

贡献
。

H P 1 09 0 高效液相色谱仪
,

盐酸小菜孩等

生物孩对照品
、

黄连对照药材
:

中国药品生物

制品检定所
,

万氏牛黄清心丸
:

市售产品
。

1
·

2 色语条件

色谱柱
: 林卯姗 u 硅胶柱

,

( 3 0 0 x 3
.

g m m
,

10 林m )
.
流动相

: 无水乙醉
一

3 %三乙胺 (用醋

酸调节 p H 至 7
.

5 ) ( 9 2
:
8 ) ;流速为 0

.

7 m l /

m in .检侧波长 3 45
n m

。

黄连药材对照品及样

品色谱图见图 1
.

1
.

3 标准 曲线

对照品储备液
:

取盐酸小桨碱
、

盐酸 巴马

汀
、

盐 酸药根碱
、

硫酸黄连碱对 照 品各 10

m g
.

分别置 1 00 ml 容量瓶中
,

加 甲醉溶解并

稀释至刻度
,

备用
。

分别精密吸取对照品储备液适量
,

用 甲

醉稀释成梯度浓度
,

在上述色谱条件下分别

进样 10 川
.

以浓度 C 对峰面积 A 进行回归
.

见表 l
。
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4 加样回收率

取 已测含量的样品
,

分别加一定量的对

照品
,

加甲醉适量超声振荡 30 m in
,

用甲醉稀

释至刻度
,

进样 10 川
,

外标法测定含量
,

计算

回收率
,

结果见表 2
。

1
.

5 样品浏定

取样品约 0
.

5 9
,

剪碎
,

精密称定
,

置 100

ml 容量瓶中
,

同
“ 1

.

峨”

项下操作
。

结果见表 2
。
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2 2 3

乙胺 [’] 时
,

小桨碱等生物碱均被硅醉荃保留

未出峰
,

只出现一个峰
,

其保留时间
,

峰面积
、

光谱行为均与加三乙胺为流动相的峰 2 一

致
。

从而可以说明峰 5 为非生物碱型物质
。

笔

者认为
,

在计算黄连总生物碱含量时
,

只应对

峰 1
,

2
,

3
,

4 合并定 t
,

不应计算峰 5 的贡献
。

而紫外分光光度法不具备分离作用
,

只能测

定总体的紫外贡献
。

从表 3 可见
,

药典方法侧

得的黄连总生物碱含童与实际的总生物孩含

盆有显若性差异 (P < 。
.

01 )
。

卜 r加 n l . e

P肠!口、 . t七比

J翻汾创份 h如。 .

Q明翔解

2
.

1 样品的定全方法

从图 1 可见
,

黄连药材对照品的色谱图

有四个峰
,

分别为小桨碱
、

巴马汀
、

药根碱和

黄连碱
。

用中国药典方法进行紫外测定的样

液在上述色谱条件下进样
,

有 5 个色谱峰
,

以

盐酸小桨碱计算
,

对 5 个峰的总面积定量
,

结

果与紫外测定一致
。

见表 3
。
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2 样品的提取

中国药典采用的方法是用酸性甲醉索氏

提取后经中性氧化铝柱层析
.

操作萦琐
,

费

时
。

我们试用酸性甲醉
、

甲醉超声振荡提取
,

与上述方法比较
,

侧得总生物碱含量一致
,

而

非生物碱为药典方法测得的含量最高
,

酸性

甲醉超声振荡次之
,

甲醇提取最少
。

超声振荡

时间从 30 m in 到 1
.

5 h 所得结果基本一致
,

故选用甲醉超声振荡提取 30 m in
。
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通过 H 1P 090 二极管阵列检测器系统的

三维色谱分析发现峰 5 的光谱与小桨喊型生

物碱的光谱完全不同
。

见图 2
。

当流动相改为

无水乙醉
一

水 (9 2
:

8) 不加阴离子竞争离子三
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【文摘 。 2 .】 lG y A基因的克隆及检脸 蔡宇易
,

吴

梧桐
,

史燕东
.

药物生物技术
,

19 95
,

2 ( l ) : l ~ 4

用聚合酶链式反应技术从大肠杆菌 K 12 菌株中

扩增出长 1
.

g kb 的 D N A 片断
,

并插入载体质粒 PT
7
一

:

中
。

经 A ga
r

二 电泳和 O N A 序列分析
,

确证该片断是

lG y A 目的基因 (编码序列长 1 25 1 bP
,

调控序列长约

6 0 o bP )
。

该实验在国内外均未见报道
.

液提取菌体细胞周质中的天门冬酸胺醉
,

所获得的

粗醉液经硫酸分级沉淀
、
0 队E

一

纤维素柱层和梭甲

基纤维素柱层析纯化
,

获得了比活为 2 20 IU / m`

s D s
~

PA O E 显示一条带的 -L 夭门冬酞胺酶
.

【文摘 0 2 5】 大肠杆菌 ` 天门冬胜胺的的提取和

纯化 刘景晶
,

金健勤
,

戴海滨
,

吴梧桐
.

药物 生物

技术
,
19 95

,
2 ( l ) : 1 6~ 1 9

大肠杆菌能产生两种 吞天门冬酞胺酶
.

其中 吞

天门冬酸胺酶 . 具有抗癌活性
,

以往对该酶的提取

纯化常采用丙酮破碎细胞
、

有机溶剂反复分级沉淀

的方法
。

本文报道一种新的提取纯化工艺
。

用蔗搪溶

l 文摘 0 2 . 1 应用固定化芽抱杆菌 c p u一 ,一 0 5再

生 . 昔三 . 故 张宏兴
,

王 显
,

王丁 刚
,

吴梧桐
,

彭

海燕
.

药物生物技术
,
1 9 9 5

,
2 ( l )

:
2 0~ 2 3

筛选了含乙酸激酶较高活力的菌株
,

芽泡杆菌
e Pu

一
9 3 1 1 05

,

并将其固定化
,

用于从 ^ n P 再生 ^
PT

。

采用明胶
一

戊二醛共价交联法
,

使菌体中降解 A T P 的

酶受到抑制
,

而保持乙酸激酶的活力
,

使产物 A
PT 得

以积果
。

在柱式反应器中
,
A O P 浓度为 l m盯m l时

,

空间流速 S v 为 0
.

s h
一 ’ ,

连续操作 7 天
,

再生 ATP 的

转化率可维持在 8 0%以上
。


