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摘要：建立了亲水作用色谱法（D,E,>）测定胡芦巴药材中胡芦巴碱含量的方法。采用 A6F2(G &F#6<F)G D,E,> .)#);6
色谱柱（#*" 55 . !/ # 55，& !5），以乙腈 4乙酸铵溶液（’D $/ $）（体积比为 ’"0 &"）为流动相，流速 "/ $ 5E - 5)<，
检测波长 !+* <5。胡芦巴碱的线性范围为 !/ *" ) #"" 5H - E（ ! 1 "/ ((( +）；两个加标水平的平均加样回收率为
#"!I，相对标准偏差（B.*）分别为 $/ #’I 和 !/ !%I（" 1 &）。结果表明所建方法分离效果好、快速简易，可以弥补
中国药典中离子对色谱法（ ,/E>）平衡时间过长的缺陷，适用于胡芦巴药材中强极性胡芦巴碱的测定，为胡芦巴的
质量控制提供了有效的方法。
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- - 胡芦巴是豆科植物胡芦巴 >!’9-",&&% .-,"+14
9!%,2+1 E$的干燥成熟种子［#］。胡芦巴具有较好

的降血糖、降血脂活性，其地上部分的提取物对慢性

肾功能衰竭有显著疗效［!］。胡芦巴药材中含生物

碱类、黄酮类、皂甙类等成分，其中胡芦巴碱（如图 #
所示）为其主要活性成分，具有温肾、祛寒、止痛之

功效［#］。现代药理研究表明，胡芦巴碱具有降血

糖、抗肿瘤、降血脂等作用［&］。

图 !" 胡芦巴碱的分子结构
:&+/ !" ;#$<5#<$" )* #$&+)’",,&’"
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# # 胡芦巴碱的含量测定方法有光密度计法、极谱
法、薄层色谱法（!"#）、高效液相色谱法（$%"#）及
高效液相色谱&质谱联用法（$%"#&’(）［$，%］。目前

常用的方法为 $%"# 法。赵怀清等［&］报道使用氨

基键合相色谱柱测定胡芦巴碱含量，胡芦巴碱与相

邻峰的分离效果不太理想。刘广学等［’］报道采用

)*+,-. /01&#("色谱柱的反相色谱法（2%"#），胡
芦巴碱几乎不被保留。《中国药典》（!))% 年版）采
用了反相离子对高效液相色谱法（2%&3%"#）［(］，分

离效果很好，但是达到平衡的时间很长，约 *+ % 4，
用此方法定量比较繁琐。因此本实验的目的就是寻

找一种基于 $%"# 的分离效果好、快速简易的胡芦
巴碱定量方法。

# # 亲水作用色谱（ 456+*74898: 8;<=+-:<8*; :4+*&
>-<*?+-745，$3"3#）是一种以极性填料为固定相
（如硅胶或衍生硅胶），以高比例极性有机溶剂和低

比例水溶液为流动相的色谱模式［"］。近年来 $3"3#
在强极性化合物分离中的应用越来越受到生命科

学、环境科学、医药领域尤其在药物分析领域［, - ((］

科学家们的重视，已成为色谱科学研究的热点之

一［(!］。$3"3# 具有与正相色谱（@%"#）相似的保留
行为，能保留一些用 2%"# 无法简单保留的强极性
化合物，又避免了 @%"# 无水流动相溶解度不好等
缺点。而胡芦巴碱分子中同时存在带正、负电荷的

基团，极性很强，使其在 2%"# 上的保留非常困难。
本文将 $3"3# 法用于胡芦巴碱的测定，分离效果
好、测定快速简易，并且可以弥补药典中 3%"# 法平
衡时间过长的缺陷。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与材料
# # 美国 A-<=+B 公司 !&,) 高效液相色谱仪，A-&
<=+B ,,& 二极管阵列检测器。CD%!)) 超声波仪（江
苏昆山市超声仪器有限公司）。A-<=+B ’89987*+= 超
纯水。乙腈（色谱纯，美国 E8B4=+ 公司），甲醇（色谱
纯，山东禹王实业有限公司化工分公司），乙酸铵、

冰醋酸、氨水（分析纯，沈阳化学试剂厂），十二烷基

硫酸钠（(0(，分析纯，北京东环联合化工厂）。乙酸
铵溶液的配制：将 *"’ >? 乙酸铵固体溶于 ( " 水中
配制成约 % >*9 F " 的乙酸铵水溶液，7$ 为 $+ $。
# # 胡芦巴碱对照品（批号 (()""* &!))%)!）购于中
国药品生物制品检定所。胡芦巴药材采购于全国不

同地区，样品经北京大学药学院蔡少青教授鉴定为

豆科植物胡芦巴 !"#$%&’(() *%’&+,&$")’-+, "G的
干燥成熟种子。

! ! #" 对照品溶液的制备
# # 精密称取胡芦巴碱对照品 % >?，置于 () >" 容
量瓶中，用 %)H 甲醇定容，得到 )+ % ? F " 的胡芦巴碱
对照品溶液。

! ! $" 样品溶液的制备
# # 精密称取胡芦巴粉末 )+ ( ?，置于 %) >" 具塞
锥形瓶中，精密加入 !) >" %)H 甲醇，称定质量，静
置 ( 4，超声处理 $% >8;，冷却后再称定质量，用
%)H 甲醇补足减失的质量，摇匀，静置后吸取上层清
液，经 )+ !! !> 微孔滤膜过滤，即得胡芦巴提取物
样品溶液［(］。

! ! %" 色谱条件
# # 色谱柱：A-<=+B I<9-;<8B $3"3# (898:-（(%) >>
. !+ ( >>，* !>）；流动相：乙腈&乙酸铵溶液（’) /
*)，J F J），流速：)+ $ >" F >8;；柱温：*) K；进样量：!
!"；检测波长：!&% ;>［(，’］。

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱模式的选择
# # 由于胡芦巴碱分子中同时存在带正、负电荷的
基团，以内盐形式存在，极性很强，加之在酸性条件

下的正电荷存在形式，使其在 2%"# 上的保留非常
困难。实验初期考察了很多常规的流动相体系，如

乙腈&水、乙腈&乙酸铵缓冲溶液及乙腈&(H 冰醋酸溶
液等，结果保留都很弱，几乎在死时间出峰。

# # 首先考察了药典中的 3%"# 法。采用了以 #("

（!%) >> . $+ & >>，% !>）为固定相，以甲醇&
)+ )%H (0(&冰醋酸（!)/ ")/ )+ (，J F J F J）为流动相的
3%"# 法［(］。实验结果表明，胡芦巴碱在系统中的保

留理想，与相邻峰的分离度很好，但是色谱平衡时间

很长，柱温在 *% K条件下约需 *+ % 4（如图 !, 所
示）相比，用此方法定量比较繁琐。实验中尝试以

升高柱温，提高流速，来缩短平衡时间。当柱温上升

到 &) K时，系统在 !+ % 4 后达到平衡，虽然平衡时
间稍有减少，但效果还是不理想。

# # $3"3# 能够保留像胡芦巴碱之类的强极性化合
物，本实验采用 A-<=+B I<9-;<8B $3"3# (898:- 色谱
柱，实现了胡芦巴碱的高效分离，达到了定量分析的

要求。对 $3"3# 系统平衡所需的时间也进行了考
察（如图 !- 所示），当系统运行 (! >8; 后，保留时间
就基本稳定，与药典的 3%"# 法（如图 !, 所示）相
比，$3"3# 系统的平衡时间不足 3%"# 的 ( F ()，可以
弥补 3%"# 法平衡时间过长的缺陷。
# # 实验中还选用 I?=9- L=;MB89 $3"3"、依利特
$57=+B89 @$! 常规亲水柱（!%) >> . $+ & >>，%

·)"*·
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图 !" （!）"#$#% 与（&）#’$% 平衡时间的比较
()*+ !" %,-.!/)0,1 ,2 345 567)8)&/!3),1 3)-5 &539551
（!）"#$#% !1:（&）#’$%

!!）与 "#$%&’ ()*)+ 柱比较，尝试在亲水作用模式
下对胡芦巴碱的分析，以期找到一种更为经济和通

用的方法。结果三者都能达到胡芦巴碱的高效分

离，但由于不同色谱柱的固定相处理技术不同，亲水

作用机理复杂，表现出不同的保留行为，色谱图也有

很大差异。比较而言，"#$%&’ ()*)+ 柱的分离效果
更好、时间更短。实验表明 ()*)+ 能够满足胡芦巴中
胡芦巴碱的分析测定，但保留机理有待进一步研究。

! + !" 色谱条件的优化
! ! 对 ()*)+ 中流动相的选择、,( 值进行了考察。
乙腈-乙酸铵溶液在等度条件下就可实现样品的基
线分离，当体积比为 #$ % &$ 时，保留时间约为 &’ ()
!./。在上述流动相条件下，用氨水或冰醋酸调节
乙酸铵溶液的 ,( 值，从实验中发现，,( 值对胡芦
巴碱的保留时间和峰形影响不大。,( "’ " 是乙酸
铵配成水溶液时的原始 ,( 值，因此，为了简化实验
操作最终选择 ,( 为 "’ "。在此优化条件下的对照
品溶液和样品溶液的分离结果如图 & 所示，实际样
品中的杂质与胡芦巴碱分离良好，分析时间较短，适

合作为胡芦巴碱的定量检测方法。

! + #" 线性关系与定量限
! ! 精密吸取 $’ ) 0 1 * 的对照品溶液 * $$$，)$$，
+)$，*+)，+) !*，分别置于 ) !* 容量瓶中，用 )$2
甲醇稀释并定容。进样 + !*，以色谱峰面积 ! 为纵
坐标，对照品质量浓度 "（!0 1 *）为横坐标，线性方
程为 ! , ) -#)" . " #$#，对照品溶液在 +’ )$ / *$$
!0 1 * 范围内呈现良好的线性关系（ # , $’ 000 -）。

图 #" （!）胡芦巴碱对照品溶液及（&）胡芦巴样品溶液的色谱图
()*+ #" %4/,-!3,*/!-0 ,2（!）3/)*,1588)15 03!1:!/: !1:
（&）!"#$%&’(() *%’&+,;$")’-+, $+ 0!-.85

按 *$ 倍信噪比（$ % & , *$）计算胡芦巴碱的定量限
为 &- !0 1 0。
! + $" 精密度、稳定性和重复性试验
! ! 取质量浓度为 $’ * 0 1 * 的胡芦巴碱对照品溶液
重复进样 - 次，记录峰面积，平均值 )#+ )""，相对标
准偏差（345）为 *’ &&2。
! ! 精密称取胡芦巴样品 $’ * 0，按 *’ & 节所述方法
制备供试品溶液，分别在 $，$’ )，*，+，&，"，)，-，(，
*+ 6 测定峰面积，平均峰面积为 +)+ -&$，345 为
*’ &*2 。表明样品溶液在 *+ 6内基本稳定。
! ! 精密称取胡芦巴样品 $’ * 0，共 - 份，按 *’ & 节所
述方法制备供试品溶液，平行操作，测定胡芦巴碱的

含量，平均含量为 $’ (-+2，345 为 &’ -"2 。

表 %" 胡芦巴碱加样回收率测定结果
<!&85 %" =5>,?5/)50 ,2 3/)*,1588)15

789
:#;<0&8=/> 1
（!0 1 *）

?>>%> 1
（!0 1 *）

@8=/> 1
（!0 1 *）

3%;8A%&B 1
2

345 1
2

* "* 9 * +0 9 + #* 9 0 *$) " 9 *#
+ "* 9 * +0 9 + -0 9 - 0# 9 -
& "* 9 * +0 9 + #* 9 ( *$)
" "* 9 $ "& 9 ( () 9 $ *$$ + 9 +(
) "* 9 + "& 9 ( (- 9 - *$"
- "* 9 $ "& 9 ( () 9 $ *$$

! + &" 加样回收试验
! ! 精密称取胡芦巴样品 $’ * 0，共 - 份，加入一定
量的胡芦巴碱对照品，按 *’ & 节所述方法制备供试
品溶液，平行操作，测定胡芦巴碱的含量，计算回收

率（见表 *），其加样回收率均值为 *$+2，在两个不

·*(&·
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同的质量浓度水平下的 !"# 分别为 #$ %&$（! ’ (）
和 !$ !"$（! ’ (）。
! ! "# 实际样品测定结果
) ) %* 个胡芦巴药材分别采购于全国不同地区，按
%$ ( 节所述方法制备供试品溶液，测定其胡芦巴碱
的含量（表 !），全部达到了药典中对其含量的要求
（不得少于 *$ #+$），符合药材质量标准。
) ) 从采摘的胡芦巴药材中分离出种子、果皮、叶、
茎 # 个部位，干燥后进行含量测定，胡芦巴碱的含量
分别为 *$ &,#$、*$ %(#$、*$ *"$、*$ *+$。可以看到
胡芦巴碱分布在药材各个部位，其中胡芦巴种子中

的含量最高。

表 !# 不同产地胡芦巴样品中胡芦巴碱的含量（! $ %）
"#$%& !# "’()*+&%%(+& ,*+-&+-. (+ "#$%&!’(()

*&’!+,-%#)’.+, /! 0’*1 2(00&’&+-
3’*24,(+) #’&#.（! $ %）

%&’()) ) *+),-), . $
/-)0)（%） * 1 &!(
/-)0)（!） * 1 &%%
2)34(（%） * 1 ,&-
2)34(（!） * 1 ,+"
/45-( * 1 ,**
60)74 * 1 ,-%
"(8340) * 1 ,("
"30)9+)’ * 1 ,"&
:(0+)()’（%） * 1 ",!
:(0+)()’（!） * 1 &,#

%# 结语

) ) 本文采用 /;:;* 法检测胡芦巴中胡芦巴碱成
分，方法分离效果好、快速简易，可以弥补药典中

;<:* 法平衡时间过长的缺陷，能够准确有效地测定

胡芦巴中胡芦巴碱的含量，为胡芦巴的质量控制提

供了有效的方法。/;:;* 能够保留传统的 !<:* 检
测中无法保留的强极性化合物，是解决强极性化合

物保留难题的有效方法。
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!

［#］) *3+>&0 "，23=09 K F，L30& ! L，-, 0@1 2)0@ *3(= 28,0，

!**,，+&&：#,

［+］) <-&&+)- #，#+)0)’-@+ * M，K0&03 21 K++9 *3-=，!**"，

%%*：%*(*

［,］) I30+ / J，J4 G，E0)’ N G，-, 0@1 *3()0 F+4&)0@ +? *3()-7-

M0,-&(0 M-9(80（赵怀清，曲燕，王雪娅，等 1 中国中药杂

志），!**!，!&（(）：%-#

［&］) :(4 6 N，"30)’ M G，:( /，-, 0@1 #&4’ ",0)90&97 +? *3()0

（刘广学，尚明英，李辉，等 1 中国药品标准），!**+，,（#）：

%%

［"］) 2@>-&, 2 F1 F *3&+=0,+’&，%--*，#--：%&&

［-］) :( ! <，/40)’ F N1 <&+’&-77 () *3-=(7,&D（李瑞萍，黄骏雄 1

化学进展），!**,，%"（%%）：%+*"

［%*］) F( / G，F-+)’ # E，L(= G /，-, 0@1 !0>(9 *+==4) M077

">-8,&+=，!**,，!*（%#）：!%!&

［%%］) L+3 / :，:04 2 F，*30) O * G1 !0>(9 *+==4) M077

">-8,&+=，!**+，%-（%*）：%!(&

［%!］) E0)’ G，64 / N，:4 N，-, 0@1 *3()-7- F+4&)0@ +? *3&+=0B

,+’&0>3D（王媛，顾惠新，路鑫，等 1 色谱），!**"，!,（,）：

,#-

·!"(·




