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[摘要] 　 目的:应用高效液相色谱法测定中药材百部直立百部中 2 种有效生物碱成分(对叶百部烯酮、
脱氢对叶百部碱)的含量。 方法:采用高效液相色谱法,使用 THERMO

 

Hypersil
 

ODS-C18 色谱柱(250
 

mm×
4. 6

 

mm,2. 5
 

μm),以乙腈 0. 2%甲酸氨缓冲溶液为流动相进行梯度洗脱(0 ~ 35
 

min,体积比为 45 ∶55;35 ~
55

 

min,体积比为 45 ∶55 ~ 55 ∶45;55 ~ 70
 

min,体积比为 55 ∶45),柱温为 30℃,检测波长为 235
 

nm,进样量为

20
 

μl,流速为 1. 0
 

ml / min。 结果:对叶百部烯酮的线性关系方程为: Y = 0. 9124 × 104X + 3. 9856 × 104

( r = 0. 9998),脱氢对叶百部碱的线性关系方程为:Y = 1. 3062×104X+9. 5647×104( r = 0. 9996),2 种成分分别

在 0. 0267 ~ 0. 267、0. 0235 ~ 0. 1635
 

mg / ml 范围内线性关系良好。 对叶百部烯酮的平均加样回收率为

99. 71%,RSD 为 1. 02%,脱氢对叶百部碱的平均加样回收率为 99. 91%,RSD 为 1. 20%。 结论:采用高效液

相色谱法测定百部中药材中直立百部 2 种生物碱的含量,操作简便,检测方式简单,仪器精密度高,重现性

好,可用于百部药材直立百部的质量控制。
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[Abstract]　 Objective:To
 

determine
 

the
 

content
 

of
 

two
 

effective
 

alkaloids
 

(tuberostemoenone
 

and
 

didehydro-
tuberostemonine)

 

in
 

the
 

Chinese
 

medicinal
 

material
 

Stemona
 

sessilifolia
 

by
 

high-performance
 

liquid
 

chromatogra-
phy

 

(HPLC) . Methods: HPLC
 

was
 

performed
 

on
 

a
 

THERMO
 

Hypersil
 

ODS - C18
 column

 

(250
 

mm × 4. 6
 

mm,
2. 5

 

μm)
 

with
 

a
 

mobile
 

phase
 

of
 

acetonitrile-0. 2%
 

methionine
 

buffer
 

solution
 

for
 

gradient
 

elution
 

(with
 

a
 

volume
 

ra-
tio

 

of
 

45 ∶55
 

for
 

0~35
 

minutes,45 ∶55~55 ∶45
 

for
 

35~55
 

minutes,and
 

55 ∶45
 

for
 

55~70
 

minutes),at
 

a
 

column
 

temper-
ature

 

of
 

30℃,a
 

detection
 

wavelength
 

of
 

235
 

nm,a
 

sample
 

size
 

of
 

20
 

μL,and
 

a
 

flow
 

rate
 

of
 

1. 0
 

ml / min. Results:Tu-
berostemoenone

 

showed
 

a
 

linear
 

relationship
 

with
 

a
 

regression
 

equation
 

of
 

Y = 0. 9124 × 104X + 3. 9856 × 104
 

(r = 0. 9998),and
 

didehydrotuberostemonine
 

showed
 

a
 

linear
 

relationship
 

with
 

a
 

regression
 

equation
 

of
 

Y = 1. 3062×
104X+9. 5647 × 104

 

( r = 0. 9996); the
 

two
 

constituents
 

showed
 

a
 

good
 

linear
 

relationship
 

within
 

the
 

ranges
 

of
 

0. 0267 ~ 0. 267
 

mg / mL
 

and
 

0. 0235 ~ 0. 1635
 

mg / mL,respectively. Tuberostemoenone
 

showed
 

an
 

average
 

recovery
 

rate
 

of
 

99. 71%,with
 

a
 

relative
 

standard
 

deviation
 

of
 

1. 02%,and
 

didehydrotuberostemonine
 

showed
 

an
 

average
 

re-
covery

 

rate
 

of
 

99. 91%,with
 

a
 

relative
 

standard
 

deviation
 

of
 

1. 20%. Conclusion:HPLC
 

is
 

simple
 

and
 

convenient
 

and
 

has
 

good
 

precision
 

and
 

repeatability
 

in
 

determining
 

the
 

content
 

of
 

the
 

two
 

alkaloids
 

in
 

the
 

Chinese
 

medicinal
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material
 

Stemona
 

sessilifolia,and
 

therefore,it
 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

quality
 

control
 

of
 

Stemona
 

sessilifolia.
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study
　 　 1985 年版《中华人民共和国药典》开始收载百

部,并记录其来源为百部科植物直立百部 Stem
 

ona
 

sessilifolia( Miq. Miq )、 蔓生百部 Stemona
 

Japonica
(BL. )Miq 或对叶百部 Stemona

 

tuberose
 

Lour. 的干

燥块根[1-2] 。 百部味甘、苦,性微温,归肺经,功能润

肺下气止咳、杀虫。 目前,临床上主要用于治疗新

久咳嗽、肺痨咳嗽、顿咳,外用可治疗头虱、体虱、饶
虫病、阴部瘙痒等[3] 。 前期的研究文献报道,百部

中生物碱类成分是其镇咳效果的活性成分,其与传

统的镇咳药物相比,其对多种原因引发的咳嗽具有

针对性的高效、低毒的优势[4] 。 百部中生物碱类成

分主要有对叶百部烯酮( tuberostemoenone)、脱氢对

叶百部碱 ( didehydrotuberostemonine)、对叶百部酮

(tuberostemonone)、氧化对叶百部碱等[5] 。 本研究

应用高效液相色谱法测定直立百部中对叶百部烯

酮、脱氢对叶百部碱 2 种生物碱成分的含量,以期

为百部质量控制提供数据参考。
1　 仪器与试药

1. 1 　 仪 器 　 采 用 美 国 安 捷 伦 公 司 生 产 的

Aglient1100 型高效液相色谱仪器 ( 包括配套的

Aglient 检测系统),色谱处理软件为 Empower2 数据

处理软件系统;KQ-100DE 型数字控超声波清洗仪

器(北京昆山超声仪器责任公司),Mettler
 

XO215DU
型电 子 分 析 天 平 ( 美 国 梅 特 勒 公 司, 精 密 度

0. 0001
 

g);MilliPore
 

Advantage
 

B12 自动纯水机器

美国默克密理博公司;KNF102 型恒温水浴锅(金坛

市鸿科仪器厂)。
1. 2 　 试 药 　 百部生产批号分别为 20161223、
20170402、20170623,鉴定为百部科植物直立百部的

干燥块根。 其中百部中的对叶百部烯酮、脱氢对叶

百部碱成分主要由本研究团队分离得到,并经过核

磁、质谱确定其结构为上述生物碱成分,质量分数>
98%。 甲醇、乙腈为色谱纯(北京化工有限责任公

司),水为三蒸水,甲酸铵溶液和试验中所用的其他

检测试剂均为分析纯。
2　 方法与结果

2. 1　 色谱条件 　 色谱柱:THERMO
 

Hypersil
 

ODS-
C18(250

 

mm × 4. 6mm, 2. 5
 

μm), 流动相为乙腈 -
0. 2%甲酸铵缓解溶液进行梯度洗脱(0 ~ 35

 

min,体

积比为 45 ∶55;35 ~ 55
 

min,体积比为 45 ∶55 ~ 55 ∶45;
55 ~ 70

 

min,体积比为 55 ∶45),流速为 1. 0
 

ml / min,
柱温为 30℃ ,检测波长为 235nm,进样量为 20

 

μl。
理论塔板数以对叶百部烯酮计算>6000。
2. 2　 溶液的制备

2. 2. 1　 混合对照品溶液 　 分别称取对叶百部烯

酮、脱氢对叶百部碱对照品, 精密称定后置于

5. 0
 

ml 的容量瓶中,甲醇溶液稀释并定容至刻度,
摇匀后放置室温,将不足部分补足后,置于-20℃ 冰

箱中储存备用。
2. 2. 2　 供试品溶液 　 取同一批次的直立百部,采
用粉碎机进行粉碎后,过 3 号筛,精密称定 10

 

g,加
入 200

 

ml 乙醇(浓度为 55%),精密称定重量后置

于圆底烧瓶中,回流提取 2
 

h 后放冷,对重量再次进

行称定后,采用 55%乙醇补足失重,摇匀后重复回

流提 取 1 次, 将 2 次 滤 液 合 并。 取 滤 液 置 于

10000
 

r / min 离心机中离心 10
 

min[6] 。 静置,滤液过

0. 22
 

μm 微孔滤膜,得到供试品溶液,置于-20℃ 冰

箱中保存备用。
2. 3　 系统适应性试验　 分别精密吸取已储存备用

的混合对照品溶液和供试品溶液 20
 

μl,按照 2. 1 项

下的色谱条件进行测定,对叶百部烯酮的拖尾因子

为 0. 774,保留时间为 45
 

min 左右,脱氢对叶百部碱

的拖尾因子为 1. 070,保留时间为 70
 

min 左右,在此

色谱条件下,2 种生物碱成分与其他成分可以有效

地进行分离。 (见图 1)

　 　 注:A—混合对照品溶液;B—供试品溶液;
1—对叶百部烯酮;2—脱氢对叶百部碱。

图 1　 高效液相色谱图
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2. 4　 线性关系考察 　 精密吸取混合对照品溶液

0. 1、0. 2、0. 4、0. 6、0. 8、1. 0、1. 2、1. 4、1. 6
 

ml,分别

置于 2. 0
 

ml 容量瓶中,采用 50%甲醇分别定容至刻

度后,摇匀静置。 按照试验采用的色谱条件分别进

样。 横坐标为对照品质量浓度,纵坐标为峰面积进

行线性回归,得到 2 种生物碱的线性回归方程。 对

叶百 部 烯 酮: Y = 0. 9124 × 104X + 3. 9856 × 104

(r = 0. 9998);脱氢对叶百部碱:Y = 1. 3062 × 104X +
9. 5647×104(r = 0. 9996)。 结果表明,对叶百部烯酮

(0. 0267~ 0. 267
 

mg / ml)、脱氢对叶百部碱(0. 0235 ~
0. 1635

 

mg / ml)与其峰面积的线性关系良好。
2. 5　 精密度试验　 精密吸取已知混合对照品溶液,
按照 2. 1 项下的色谱条件重复进样 6 次,按照线性关

系方程对峰面积进行测定,结果显示对叶百部烯酮峰

面积的 RSD 值为 0. 99%,脱氢对叶百部碱峰面积的

RSD 值为 0. 87%,表明色谱仪器的精密度较好。
2. 6　 稳定性试验　 取同一批次已配制并储存备用

的供试品溶液,室温中放置 0、1、2、4、6、8、10、12、
15、18、21、24

 

h 后分别按照色谱条件进样并进行测

定,对叶百部烯酮和脱氢对叶百部碱峰面积的 RSD
值分别为 0. 87%、1. 21%,表明直立百部供试品溶液

制备后 24
 

h 时间内稳定性好。
2. 7　 重复性试验 　 取同一批次的直立百部药材

6 份,精密称定后按照 2. 2. 2 项下供试品溶液的制

备方式配制成供试品溶液,并按照 2. 1 项下的色谱

条件进行测定,以线性关系方程计算 2 种生物碱成

分的质量。 结果显示对叶百部烯酮平均质量分数

的 RSD 值为 1. 13%,脱氢对叶百部碱平均质量分数

的 RSD 值为 0. 98%,表明试验方法在测定生物碱方

面的重复性结果较好。
2. 8　 平均加样回收率试验　 精密称取同一批次的

直立百部中药材 6 份,精密称定后按照 2. 2. 2 项下

的溶液配制方法制备供试品溶液,分别加入相应的

对照品适量,按照 2. 1 项下的色谱条件进行色谱峰

的测定,并根据线性关系方程计算质量浓度,计算

两种生物碱成分的平均加样回收率。 (见表 1)
2. 9 　 样 品 含 量 测 定 结 果 　 分别取 20161223、
20170402、20170623 批次的直立百部各 3 份,精密

称定后按照 2. 2. 2 项下供试品溶液的制备方式配制

供试品溶液,按照 2. 1 项下的色谱条件进行测定,
以线性关系方程计算 3 批药材中对叶百部烯酮和

脱氢对叶百部碱的含量。 (见表 2)

表 1　 2 种生物碱成分平均加样回收率

成分
样品量

(g)
样品中含量

(mg)

对照品
加入量
(mg)

测得量
(mg)

回收率
(%)

平均加样
回收率
(%)

RSD 值
(%)

对叶

百部

烯酮

2. 020 1. 023 1. 000 2. 012 99. 46 99. 71 1. 20
2. 020 1. 025 1. 000 2. 020 99. 75
2. 800 1. 120 1. 100 2. 215 99. 77
2. 800 1. 125 1. 100 2. 220 99. 76
3. 500 1. 250 1. 300 2. 547 99. 88
3. 500 1. 251 1. 300 2. 542 99. 65

脱氢

对叶

百部

碱　

2. 020 2. 320 2. 000 4. 315 99. 88 99. 91 1. 02
2. 020 2. 320 2. 000 4. 312 99. 81
2. 800 2. 504 2. 200 4. 700 99. 91
2. 800 2. 506 2. 200 4. 701 99. 89
3. 500 2. 975 2. 400 5. 374 99. 98
3. 500 2. 980 2. 400 5. 378 99. 96

表 2　 2 种生物碱成分的含量测定

药材批号
对叶百部烯酮

含量(mg) RSD(%)

脱氢对叶百部碱

含量(mg) RSD(%)
20161223 0. 9874 1. 23 1. 1423 1. 54

0. 9743 1. 12 1. 1450 1. 47
0. 9825 1. 20 1. 1500 1. 56

20170402 0. 9984 1. 12 1. 1532 1. 32
0. 9867 1. 09 1. 1502 1. 51
0. 9900 1. 20 1. 1495 1. 28

20170623 0. 9995 1. 05 1. 1600 1. 30
0. 9862 1. 12 1. 1581 1. 29
0. 9847 1. 30 1. 1500 1. 12

3　 讨　 　 论

3. 1　 色谱方法中流动相的选择　 本次研究过程开

始时对直立百部中生物碱类成分的流动相条件进

行优选,分别比较了乙腈-磷酸缓冲溶液、乙腈-甲

酸溶液、乙腈-甲酸铵缓冲溶液、乙腈-0. 2%甲酸铵

缓冲溶液[7-10] ,对 4 种不同溶剂系统下百部中生物

碱类成分的色谱峰的理论塔板数、分离度以及对称

性进行观察。 研究结果表明,在采用了乙腈-0. 2%
甲酸铵缓冲溶液作为流动相进行测定时,直立百部

中生物碱成分的色谱峰分离度>2. 0,且色谱峰对称

性好,重现性高,符合含量的测定要求,可以有效地

对直立百部药材的质量进行控制。 因此在试验时

选择乙腈-0. 2%甲酸铵缓冲溶液作为流动相进行

考察。
3. 2　 检测波长的选择 　 取混合对照品适量,精密

称定后加入 50%甲醇配制成浓度为 1. 0
 

mg / L 的溶

液,置于 717 型紫外分光光度计下进行全波长的扫

描,确定检测成分最大吸收波长为 235
 

nm[11] 。
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3. 3　 供试品溶液制备方式的选择　 针对直立百部

中所含有的生物碱类成分,分别选择水、50%甲醇、
甲醇、55%乙醇以及乙醇作为回流提取溶媒对供试

品溶液中有效成分含量的提取效果进行比较[12-13] ,
结果表明在采用 55%乙醇回流提取后测定的色谱

峰效果最佳。
本次研究以直立百部为试验对象,建立了药

材总生物碱中对叶百部烯酮和脱氢对叶百部碱的

高效液相含量测定方法,同时对选择的 3 类批次

直立百部药材进行了含量测定。 结果表明以高效

液相色谱法对直立百部中的生物碱类成分进行测

定,方法简便易行,测定结果准确性高,测定的生

物碱类成分在直立百部中的质量分数较高,对直

立百部的质量控制具有数据参考价值,同时可以

有效控制药材的质量,为其长远的有效开发利用

提供了依据。
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