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ＨＰＬＣＥＬＳＤ法测定中药钩藤中钩藤碱的含量
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　　摘　要：目的　建立中药钩藤中钩藤碱的高效液相色谱蒸发散射检测器法（ＨＰＬＣＥＬＳＤ）的测定方法。方法　采用甲醇冷

浸超声法处理钩藤药材，经０．２２μｍ的滤膜过滤后进样分析；色谱柱为ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２００ｍｍ，５μｍ），流动相组成，乙

腈：０．０１ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵＝２０∶８０，采用梯度洗脱方式，乙腈比例在２０ｍｉｎ内从２０％变为６０％，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为室温３０

℃，进样量为２０μＬ。ＥＬＳＤ参数：飘移管温度１０５℃，载气（Ｎ２）流速３．０ｍＬ／ｍｉｎ。结果　钩藤碱测定的浓度范围内呈良好线性

（狉＝０．９９９０），加标回收率大于９６．１％，日内、日间变异系数均小于８．０％，重复性试验ＲＳＤ为４．７％，稳定性试验钩藤碱高、中、低

浓度溶液室温４８ｈ内ＲＳＤ为６．８％、７．２％、９．１％。结论　该方法成功地应用于钩藤碱含量的测定，成为一个全面评价钩藤质量

的新方法。
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　　钩藤［ｕｎｃａｒｉａｒｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌａ（Ｍｉｑ）ｊａｃｋｓ］原名钓藤，其植

物形态为常绿木质藤本，为茜草科植物钩藤的带钩茎枝，具有

息风定惊、清热平肝的功效，其药理活性成分主要为生物

碱［１２］。目前，已从钩藤药材中分离出的生物碱包括钩藤碱、异

钩藤碱、柯诺辛碱和去氢钩藤碱等，其中以钩藤碱含量最高，占

主要生物碱的２８％～５０％
［３］，因其是主要的活性物质，可以作

为评价钩藤药材和制剂的质量指标。鉴于此，研究出一种快速

有效的测定钩藤碱的含量方法尤为重要。目前，文献中报道钩

藤碱测定方法大多采用的是高效液相色谱紫外检测器法

（ＨＰＬＣＵＶ）
［４９］，这些方法主要的缺点在于分析时间长，且对

梯度洗脱适应性较差。此外，液相色谱质谱检测法（ＬＣＭＳ）

对鼠血浆中含量测定的方法也有报道，该法虽然显示出较高的

灵敏度，但是针对的是体内的研究，且质谱作为常规的检测器

使用时成本较高［１０］。本研究采用高效液相色谱蒸发光散射

检测器法 （ＨＰＬＣＥＬＳＤ）对钩藤碱进行检测，ＥＬＳＤ是一种

极为普遍的质量检测器，它的响应与非挥发性待测物的质量

相关。ＥＬＳＤ具有广泛的梯度和溶剂兼容性，可以获得较平

稳的基线，无溶剂峰干扰，且分析时间较 ＵＶ短。本研究对

评价钩藤药材的质量提供了新的研究方法和科学依据，现报

道如下。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　Ａｌｌｔｅｃｈ高效液相色谱系统（配２０００ＥＳ型

ＥＬＳＤ检测器，ＳｅｒｉｅｓⅢ型高压泵，Ａｌｌｔｅｃｈ公司）；色谱柱：Ｄｉｋ

ｍａＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２００．０ｍｍ，５μｍ）；ＭＣ２１０Ｓ型电

子天平（精度０．０１ｍｇ，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＡｂｂｏｔｔＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，

Ｄｉｖｉｓｉｏｎ离心机（ｍａｄｅｉｎｗｅｓｔＧｅｒｍａｎｙ）；ＸＨ８６多用途旋涡

混合器（江苏省阜宁县罗桥校办工厂），Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水系统。

对照品：钩藤碱对照药（批号：１０１７２０８０１１７，含量９８％，南昌贝

塔生物科技有限公司），乙腈、甲醇均为色谱纯（Ｍｅｒｃｋ公司）；

醋酸铵（纯度大于或等于９９．０％，天津市光复精细化工研究

所），试验用水均为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水，钩藤干药材产自湖南。

１．２　方法

１．２．１　标准溶液的配制　精密称取２．７６ｍｇ钩藤碱，用甲醇

溶解并定容于１００ｍＬ容量瓶中，配成浓度为２７６．０μｇ／ｍＬ的

钩藤碱储备液，４℃冰箱保存备用。取其储备液用甲醇对半稀

释至浓度分别为１３８．００、６９．００、３４．５０、１７．２５、８．６２、４．３１μｇ／

ｍＬ的标准工作液，４℃冰箱保存备用。

１．２．２　钩藤药材的处理　采用 “醇提法”工艺：将干燥后的

钩藤药材粉碎，准确称取１０ｇ药粉，加入５０ｍＬ甲醇混匀后，

置４℃冰箱中冷浸１２ｈ，然后超声３０ｍｉｎ，过滤后定容于１００
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ｍＬ容量瓶中，得到药材冷浸液。进入 ＨＰＬＣＥＬＳＤ分析，进

样前经０．２２μｍ的滤膜过滤。

１．２．３　ＨＰＬＣＥＬＳＤ 色谱条件　色谱柱：ＤｉｋｍａＤｉａｍｏｎｓｉｌ

Ｃ１８（４．６ｍｍ×２００．０ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈联合０．０１ｍｏｌ／

Ｌ醋酸铵；梯度法洗脱：乙腈０～２０ｍｉｎ内比例由２０∶８０递增

至６０∶４０；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为３０℃；进样量为２０

μＬ。ＥＬＳＤ参数：飘逸管温度１０５℃，载气流速３．０ｍＬ／ｍｉｎ，

放大倍数为２；分流器：关。

１．２．４　ＨＰＬＣＵＶ色谱条件　色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（４．６

ｍｍ×２００．０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇联合０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二

氢钾溶液（氨水ｐＨ＝８．０）；梯度法洗脱：乙腈０～４０ｍｉｎ内比

例由３０∶７０递增至６０∶４０，４１ｍｉｎ乙腈比例恢复３０∶７０；流

速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为３０℃；检测波长：２５４ｎｍ；进样量为

２０μＬ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＬＳＤ条件的优化　试验通过进样２０μｇ／ｍＬ的钩藤碱

标准品来对ＥＬＳＤ两个参数（漂移管温度和气体流速）进行优

化。在流动相（乙腈∶醋酸铵＝２０∶８０）的基础上，设定了初始

飘逸管温度为１０２℃，气体流量为２．７８ｍＬ／ｍｉｎ，然后比较了

在不同流速 （２．６、２．８、３．０、３．２、３．４ｍＬ／ｍｉｎ）和不同温度

（９５、１００、１０５、１１０、１１５℃）条件下待测物钩藤碱的信号响应（峰

面积）及噪音信号，以此得到最优的信噪比及平衡基线。以噪

音信号比对峰面积作图帮助确认最佳条件，最终选择检测器漂

移管温度为１０５℃，氮气流速为３．０ｍＬ／ｍｉｎ，该条件下，待测

物钩藤碱峰面积最大，且噪音信号适中，见图１。

图１　　ＥＬＳＤ噪音信号比对峰面积作图

２．２　分离特性　在上述条件下，测得钩藤碱与钩藤药材提取

物的色谱图（图２）。由图可见，待测物峰形良好，且不受其余

生物碱及杂质峰的干扰，药材中钩藤碱的保留时间约为１０．４

ｍｉｎ。

　　Ａ：钩藤碱标准品；Ｂ：钩藤药材提取物。

图２　　钩藤碱与药材提取物色谱图

２．３　标准曲线和线性范围　取上述配置好的系列工作液依次

进样分析，每一浓度进样２０μＬ。记录色谱图，以峰面积为横

坐标，以浓度比为纵坐标进行线性回归，得回归方程：犢＝

３．５６３犲－５犡＋７．６３９（狉＝０．９９９０，ｌｅｖｅ１＝７，狀＝２），线性范围为

４．３１～２７６．００μｇ／ｍＬ。

２．４　加标回收率试验　按照１．２．２方法处理钩藤药材得到冷

浸液，将其分别与２７６．００、６９．００、１７．２５μｇ／ｍＬ的钩藤碱标准

品按１∶１的比例混合均匀，得到１３８．００、３４．５０、８．６２μｇ／ｍＬ

的钩藤加标样品，每个浓度平行配５份；再将上述药材冷浸液

与甲醇等体积混合，得到３份药材提取物的基质溶液。将其进

样分析，计算公式：平均加标回收率＝（加标样品测定值－基质

样品测定值）／加标量×１００％。计算得低、中、高３种浓度的钩

藤加标的相对回收率（狀＝６）分别为１０３．５％、９７．２％、９６．１％；

变异系数分别为１１．４％、８．９％、７．０％，低、中、高３种浓度的

相对回收率均符合要求，方法准确可靠，见表１。

２．５　精密度试验　按照１．２．２方法处理钩藤药材得到冷浸

液，将其分别与２７６．０、６９．０、１７．２５μｇ／ｍＬ的钩藤碱标准品按

１∶１的比例混合均匀，得到１３８．０、３４．５、８．６２μｇ／ｍＬ的钩藤

加标样品，每个浓度平行配５份，在１ｄ内不同时间处理测定，

考察日内精密度；连续３ｄ于同一时间配制１３８．０、３４．５、８．６２

μｇ／ｍＬ的钩藤加标样品各５份，处理测定，考察日间精密度。

计算得低、中、高３种浓度的日内变异系数（狀＝５）分别为

８．０％、３．８％、６．３％；日间变异系数（狀＝５）分别为６．５％、

３．６％、６．１％。结果表明日内、日间变异系数在允许范围内，方

法精密度良好。

表１　　钩藤碱加标回收率试验

试验样品 狀
测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

回收率

（狓±狊，％）

相对标准化

偏差（％）

钩藤碱基质溶液 ３ － ２０．３３１ － －

加标样品高 ５ １３８．００ １５２．９６７ ９６．１±６．７ ７．０

加标样品中 ５ ３４．５０ ５３．８６１ ９７．２±８．９ ８．９

加标样品低 ５ ８．６２ ２９．２６１ １０３．５±１１．８ １１．４

　　－：此项无数据。

２．６　稳定性试验　按照１．２．２方法处理钩藤药材得到冷浸

液，将其分别与２７６．００、６９．００、１７．２５μｇ／ｍＬ的钩藤碱标准品

按１∶１的比例混合均匀，得到１３８．００、３４．５０、８．６２μｇ／ｍＬ的

钩藤加标样品，每个浓度平行配５份，－４℃冰箱放置，于０、

１２、２４、４８ｈ复管测定。考察冻存稳定性，计算得４８ｈ内稳定
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性得变异系数为６．８％、７．２％、９．１％。表明钩藤碱提取物样

品在４８ｈ内稳定性良好。

２．７　重复性试验　按照１．２．２方法平行处理钩藤药材得到冷

浸液９份，测定样品中钩藤碱含量来考察重复性。结果方法重

复性的变异系数为４．７％。结果该方法的重现性符合测定

要求。

２．８　ＨＰＬＣＵＶ与 ＨＰＬＣＥＬＳＤ测定结果对比　ＨＰＬＣＵＶ

法目前广泛应用于钩藤碱辨别及含量测定，本文分别采用文献

报道的 ＨＰＬＣＵＶ
［４］（实测样品色谱图见图３）和所建立的

ＨＰＬＣＥＬＳＤ两种检测方法对钩藤碱样品进行了测定，比较两

种方法测定结果的相关性。从测定结果来看，ＨＰＬＣＥＬＳＤ在

选择性和测定时间方面较好，而 ＨＰＬＣＵＶ在灵敏度方面较

优，以 ＨＰＬＣＵＶ法测定结果为Ｘ，ＨＰＬＣＥＬＳＤ法测定结果

为犢，进行直线回归，评价其相关性（图４）。由线性回归图表

明，两种方法的结果之间具有良好的相关性，相关系数为狉２＝

０．９７４９。

图３　　ＨＰＬＣＵＶ法测定钩藤提取物色谱图

图４　　ＵＶ法与ＥＬＳＤ法测定钩藤碱含量的相关性

３　讨　　论

根据ＥＬＳＤ检测器的原理，流动相中若存在非挥发性的杂

质，将会产生较大的噪音信号，所以本试验选择的是具有挥发

性的醋酸铵和乙腈作为流动相［１１］。然后，考察了醋酸铵的浓

度为２．００、１．００、０．５０、０．１０、０．０５和０．０１ｍｏｌ／Ｌ时对待测物

钩藤碱灵敏度的影响，结果发现随着缓冲盐浓度在一定范围的

降低，灵敏度出现增加的趋势，所以最终选择了浓度为０．０１

ｍｏｌ／Ｌ的醋酸铵。这一点也表明了ＥＬＳＤ的响应与雾化器中

气溶胶颗粒的大小有一定的关系，而气溶胶的大小又依赖于流

动相的密度和黏度［１２１４］。此外，由于钩藤提取物中的杂质与

钩藤碱在等度条件下分离效果差，本文便采用了梯度洗脱的方

法。本试验结果显示，当流动相中乙腈的初始比例小于２０％

时，分析时间将会延长，并且当流动相中乙腈的初始比例大于

２０％时，提取物中的杂质与待测物不能分开，最终选择了乙腈

在０～２０ｍｉｎ内比例由２０∶８０递增至６０∶４０，这样不仅节约

了分析时间，而且提高了分辨率。

ＥＬＳＤ主要是通过将流动相蒸发后对挥发程度小于流动

相的待测物进行检测，所以雾化气体流速和漂移管温度是蒸发

光散射检测器的两个重要参数。其中，雾化气体的流量决定雾

化时形成的液滴大小，气体流量越高形成的液滴越小，也就比

大尺寸的液滴更容易蒸发；适当的漂移管温度取决于流动相组

成和流速，以及样品的挥发性［１５］。本试验考察了不同的参数

条件下的信号响应及噪音信号，以此获得了最优灵敏度、最佳

参数值。

本试验利用了钩藤碱的不挥发性，建立了一种新的测定钩

藤提取物中钩藤碱含量的 ＨＰＬＣＥＬＳＤ方法。与 ＨＰＬＣＵＶ
［４９］相比，该方法分析时间短，对梯度洗脱适应性较好，且基线

平稳，使得测定更为快速和稳定。同时，本法新颖、准确、重复

性好，并与 ＨＰＬＣＵＶ法具有良好的相关性，可作为钩藤碱含

量测定的依据。
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３　讨　　论

ＳＡＰ的临床发病占了急性胰腺炎的２０％，但其病死率却

一直居高不下，目前临床上尚无特效的治疗方法，ＳＡＰ的发生

机制极其复杂，主要是胰腺胰酶的自身消化，以及随后的继发

感染和炎症细胞浸润所导致的一系列级联炎性反应所致［７］。

近年来研究发现了鱼油特有的抗炎和免疫调节作用，因而受到

越来越多学者的青睐，本研究ω３鱼油脂肪乳联合常规治疗

ＳＡＰ患者，结果显示加用ω３鱼油脂肪乳联合治疗比常规治疗

具有较好的临床疗效。

ＳＡＰ患者处于一种高分解和低合成代谢状态，蛋白质营

养不良可直接抑制Ｔ淋巴细胞的免疫功能，本研究显示ＳＡＰ

患者ＣＤ４Ｔ淋巴细胞的比例显著低于健康对照，说明ＳＡＰ患

者抵抗力降低，使用ω３鱼油脂肪乳后有利于机体免疫功能的

恢复，在治疗第５天时ＣＤ４细胞的比例就可以恢复到正常水

平。同时治疗组可以提前肠功能恢复时间，有利于早期转入肠

内营养支持治疗，对于保护肠道黏膜的免疫屏障功能，减少肠

道细菌移位导致的内源性感染具有积极的作用，因为有统计显

示肠道细菌移位导致的内源性感染占了ＳＡＰ继发感染的

９０％左右
［６８］。

炎细胞因子ＩＬ１β和ＴＮＦα等是体内的主要的炎症因子，

能够激发炎症的级联反应，损伤机体的组织器官，有研究显示

ＩＬ１β和ＴＮＦα是ＳＡＰ预后的一个独立危险因素，其表达水

平的变化可以预示病情的进展［９１０］。本研究显示，ＳＡＰ患者

ＩＬ１β和ＴＮＦα的表达水平显著高于健康对照组，与上述的结

果相一致，加用ω３鱼油脂肪乳联合治疗后可以显著降低ＳＡＰ

患者ＩＬ１β和ＴＮＦα的表达水平。ω３鱼油脂肪减低ＩＬ１β和

ＴＮＦα的可能机制是ω３鱼油脂肪中的主要活性成分二十碳

五烯酸与花生四烯酸竞争相同的环加氧酶（ＣＯＸ１、２），抑制了

前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）的产生，而ＰＧＥ２是一个已知的合成ＩＬ

１β和ＴＮＦα等炎症介质的主要原料
［１１１５］。

综上所述，本研究显示在肠外营养液中添加ω３鱼油脂肪

乳注射液，应用于ＳＡＰ患者的治疗，能显著缩短患者的肠功能

恢复和住院天数，减少并发症和病死率，临床疗效显著，增加

ＣＤ４细胞的比例和下调ＩＬ１β和ＴＮＦα炎症因子的表达是其

主要的作用机制，可见ω３鱼油脂肪乳联合常规治疗在ＳＡＰ

治疗方面有着广泛的应用前景，值得临床推广应用。
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