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[摘要 ]　目的　建立能安均宁胶囊 (主要由北寒水石 ,石榴子 ,荜茇等组成)中胡椒碱含量的测定方法。方法　采

用 SPE2HPLC法 ,使用 Kromasil C18柱 ,胡椒碱流动相为甲醇2水 (77∶23) ;检测波长为 343nm。结果　胡椒碱平均回收

率为 99. 07 % ,RSD % = 2. 43 %( n = 3)。结论　该方法简便、准确、重现性好 ,可以用作能安均宁胶囊质量控制。
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　　能安均宁胶囊为藏药制剂 ,其具有温蕴脾胃 ,除

痰化湿的功能。用于“培根”的合并症和混合症、消

化不良、胃痛腹胀。主要由北寒水石 ,石榴子 ,荜茇

等 18味构成 ,其中荜茇中的胡椒碱为其主要功能成

分 ,文献报道其具促进消化 ,增加其他药物生物利用

度的作用[1 ,2 ]。为此 ,我们试用 SPE2HPLC法测定能

安均宁胶囊中胡椒碱的含量 ,取得满意结果。

1　仪器与试药

　　LC210P型高效液相色谱仪、Waters2487检测器、

JS23050色谱工作站 (大连江申分离科学技术公司) ;

Sep2Pak C18固相萃取柱 , 甲醇为色谱纯 ,水为重蒸

水 ,其他试剂均为分析纯。胡椒碱购自中国药品生

物制品检定所。能安均宁胶囊 (三批 , 20021126 ,

20030301 ,20030612)为东格尔药业有限公司生产。

2　方法与结果

211　色谱条件

色谱柱为 Kromasil C18柱 ( Type :5μm ,100! ; Size :

250mm×4. 6mm) ,流动相为 :甲醇2水 (77∶23) ;检测

波长为 343nm ,柱温 :室温 ;流速 :1. 0mlΠmin。理论板

数按胡椒碱计算不应低于 3 000。

2. 2　系统适应性试验

按样品含量测定项下方法制备供试品溶液 ,取

该供试品溶液 10μl ,注入高效液相色谱仪 ,胡椒碱的

保留时间 tR = 7. 45min。在此条件下 ,胡椒碱峰与其

他组分均能达到很好的分离。

2. 3　标准曲线的绘制

准确称取胡椒碱对照品 0. 44mg ,置于 10ml棕色

容量瓶中 ,加无水乙醇定容至 10ml ,制成每 1ml 含

44μg胡椒碱的溶液 ,作为对照品溶液。依次吸取上

述对照品溶液 6μl、8μl、10μl、12μl、14μl ,按上述色谱

条件进样测定。以峰面积值为纵坐标 ,胡椒碱的进

样量为横坐标制成标准曲线。实验结果标明胡椒碱

进样在 0. 26～0. 62μg时线性良好 ,得回归方程 : Y =

1. 47×107 X27. 586×103 ,r = 0. 9998。

2. 4　空白对照实验

按照能安均宁胶囊的制作工艺 ,制备不含荜茇

药材的能安均宁药粉 ,按样品制备项下制备空白对

照溶液 ,按样品测定项下方法测定 ,可见对照品峰与

空白对照溶液峰没有重叠 (见附图) 。

2. 5　精密度测定

取胡椒碱对照品溶液 ,按上述色谱条件测定 5

次 ,每次进样量为 10μl ,以胡椒碱峰面积计算 RSD ,

其 RSD = 1. 25 %。

2. 6　重复性试验

取同一批样品 (批号 20021126) 3份 ,按 2. 9项下

方法分别制成供试品溶液 ,按含量测定法测定 ,结果

胡椒碱的平均含量 780μgΠg ,RSD = 1. 03 %。

2. 7　稳定性试验

精密 吸 取 新 配 制 的 供 试 品 溶 液 (批 号

20030301) ,按样品含量测定法每隔 2h取 10μl 进样

测定 ,结果胡椒碱 RSD = 1. 25 %。表明样品溶液在

12h内保持稳定。

2. 8　加样回收率试验

取已知胡椒碱含量的样品一批 ,准确称取一定量
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样品 3份 ,分别加入定量的胡椒碱 ,依次提取后测定 ,

平均加样回收率为 99. 07 % ,RSD = 2. 43 %( n = 3)。

2. 9　样品含量测定

微柱的活化 :将 Sep2Pak C18固相萃取柱 ( Wa2
ters) ,依次用注射器注入 10ml甲醇 ,10ml 重蒸水 ,然

后用注射器注入空气数次将柱中的液滴排除。供试

品溶液的制备 :分别精密称取 3个批号的能安均宁

胶囊药粉 5g置具塞锥形瓶中 ,精密加入无水乙醇

50ml ,超声处理 30min ,放冷 ,再称定重量 ,用无水乙

醇补足减失的重量 ,摇匀 ,过滤 , 精密吸取续滤液

4ml到 10ml 容量瓶中用重蒸水稀释至刻度 ,取 5ml

于 Sep2Pak C18固相萃取柱容器中 ,使滤液慢慢流过

微柱 ,弃去流出液 ,再用 2ml重蒸水洗脱 (1秒 1滴) ,

弃去洗脱液 ,接着用 80 %乙醇洗脱 ,收集 5ml洗脱液

过微孔滤膜 (0. 22μm)作为供试品测试液 ,测定结果

见附表。

A　能安均宁胶囊样品 B　胡椒碱对照品 C　阴性对照品

附图　胡椒碱 HPLC谱图　3胡椒碱

附表　样品测定结果

批号 胡椒碱的含量 (μg·g - 1) RSD %( n = 3)

20021126 780. 67 1. 03

20030301 783. 66 1. 08

20030612 782. 83 1. 15

3　讨论

　　能安均宁胶囊为复方制剂 ,共有 18味构成 ,因

此其干扰成分较多。如果采用传统的液液萃取、水

浴回流提取等方法制备供试品溶液 ,然后过滤直接

进行色谱分析很难达到有效分离。本实验采用固相

萃取法进行样品的前处理 ,反相 HPLC法测定了含

有胡椒碱的藏药中胡椒碱的含量 ,方法操作简便 ,结

果准确可靠 ,重复性好 ,能除去对色谱柱有损害的强

保留物质而保护色谱分析柱 ,适用于含胡椒碱中成

药的含量测定。

固相萃取时如果用无水乙醇浸出液直接通过小

柱 ,会因溶剂强度过大而使胡椒碱不能在 C18固相萃

取小柱上充分保留 ,故样品需用水稀释降低溶剂强

度以降低溶剂对胡椒碱的洗脱能力 ,实验表明 ,样品

在经过稀释后再过柱可使胡椒碱完全富集在小柱

上。富集完后小柱可用洗脱剂洗脱 ,实验表明 ,只有

用 80 %乙醇才能使样品中的胡椒碱完全洗脱且让

洗脱剂控制在较小的体积。为了使胡椒碱与其他成

分达到有效分离 ,我们通过反复调整流动相的比例 ,

最终确定以甲醇∶水 (77∶23)为流动相 ,使胡椒碱与

其他成分达到基线分离。

胡椒碱为弱碱性生物碱 ,在氯仿中易溶 ,在乙

醇、苯、醋酸溶液中可溶。在供试品溶液的制备过程

中 ,参考文献[3～5 ]分别进行了溶剂的选择、提取方

法的确定。结果表明 ,以无水乙醇为溶剂提取胡椒

碱最为完全。同时进行了超声时间对提取量的影

响 ,分别选取了 20、25、30、35、40min进行比较 ,结果

发现超声时间达到 30min以后 ,胡椒碱的提取量没

有明显变化 ,故选择了 30min超声进行提取。另外 ,

在 30、40min两个时间点上对超声和回流提取胡椒

碱的量进行了比较 ,结果显示超声的提取量略大于

回流 ,可能是回流操作较超声复杂又有高温的影响

造成胡椒碱损耗。故选用了以无水乙醇为溶剂用超

声来提取的方法。

胡椒碱见光不稳定逐步分解变化 ,操作时应尽

量避光 ,样品应保存在棕色瓶中。
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