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摘要： 目的　 探究不同盐酸青藤碱制剂的毛细管电泳分析方法。 方法　 采用未涂层毛细管柱 （５０􀆰 ２ ｃｍ×５０ μｍ， 有效

长度 ４０ ｃｍ）； 分离电压为 １５ ｋＶ； 温度 ２５ ℃； 检测波长 ２６２ ｎｍ； 缓冲体系 Ｈ３ＢＯ３ ⁃Ｔｒｉｓ， ｐＨ ６􀆰 ５。 结果　 盐酸青藤碱在

１５􀆰 ６２５～５００􀆰 ０００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好 （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９８ ８）， 加样回收率 ９５􀆰 ３２％ ～ １０４􀆰 ８９％ ， ＲＳＤ ３􀆰 ５０％ 。 ３ 种盐酸

青藤碱制剂的峰面积 ＲＳＤ 均小于 ４％ 。 结论　 该方法准确稳定， 快速高效、 绿色环保， 可用于盐酸青藤碱制剂的质量

控制。
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　 　 盐酸青藤碱是从防己科植物青藤 Ｓｉｎｏｍｅｎｉｕｍ ａｃｕｔｕｍ
（Ｔｈｕｎｂ．） Ｒｅｈｄ． ｅｔ Ｗｉｌｓ． 或毛青藤 Ｓｉｎｏｍｅｎｉｕｍ ａｃｕｔｕｍ （Ｔｈｎ⁃
ｎｂ．） Ｒｅｈｄ． ｅｔ Ｗｉｌｓ． ｖａｒ． ｃｉｎｅｒｅｕｍ Ｒｅｈｄ． ｅｔ Ｗｉｌｓ． 的干燥藤茎

中提取制备的一种生物碱单体［１］ ， 是青藤碱的盐酸盐形

式， 具有广泛的药理活性， 在抗炎、 抗免疫、 抗肿瘤等方

面具有显著作用［２⁃４］ 。 在治疗过程中， 青藤碱多种制剂联用

的效果要优于单一制剂， 由湖南正清制药集团股份有限公

司提出的 “正清风痛宁风湿与疼痛 ‘金三角’ 特色疗法”
对风湿类风湿性关节炎等风湿病的疗效确切， 该疗法以正

清风痛宁注射剂电致孔透皮给药、 局部注射， 正清风痛宁

片剂口服联合用药进行风湿与疼痛的治疗， 经国内多家医

院使用验证具有良好的治疗效果［５］ 。 国内报道的测定盐酸

青藤碱制剂的方法多数为 ＨＰＬＣ 法［６⁃１２］ ， 但该方法具有分

离时间长、 流动相的消耗大、 易造成污染等缺点， 且色谱

峰不规则， 存在拖尾现象。 也有研究人员使用其他方法分

析盐酸青藤碱制剂， 包括毛细管电泳法［１３⁃１４］ 、 电化学

法［１５］ 、 拉曼和近红外分析方法［１６］ ， 但是这些分析盐酸青

藤碱制剂的方法往往是对单一剂型进行分析， 适用范围有

限， 尚未见采用毛细管电泳技术分析多种盐酸青藤碱制剂

的普适性方法报道。 毛细管电泳法具有分离效率高、 检测

速度快、 样品量小、 操作简便、 成本低等优点， 在中药分

析中有较好的应用前景。 本研究建立了测定正清风痛宁片、
正清风痛宁缓释片、 正清风痛宁注射液 ３ 种制剂中盐酸青

藤碱含量的普适性毛细管电泳方法， 该方法具有快速高效、
绿色环保的特点， 实用性较好， 可用于不同剂型的盐酸青

藤碱制剂的含量测定。

１　 材料

Ｐ ／ ＡＣＥＴＭ ＭＤＱ Ｐｌｕｓ 毛细管电泳仪， 配备二极管阵列检

测器， ３２ Ｋａｒａｔ ｓｏｆｔｗａｒｅ 工作站 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； 未涂

层石英毛细管柱 （５０􀆰 ２ ｃｍ×５０ μｍ， 有效长度 ４０ ｃｍ， 美国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； 针头式滤膜 （０􀆰 ２２ μｍ， 迈博瑞生物膜技术

有限公司）； ＡＥ２４０ 电子天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）；
ＳＢ⁃５２００ＤＴＤＮ 型号超声波清洗机 （宁波新芝生物科技股份

有限公司）； ＦＥ ２０ ＰＨ 计 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ公司）。
盐酸青藤碱对照品 （上海源叶生物科技有限公司）。

样品由湖南正清制药集团股份有限公司生产， 包括正清风

痛宁片 （每片含盐酸青藤碱 ２０ ｍｇ）、 正清风痛宁缓释片

（每片含盐酸青藤碱 ６０ ｍｇ） 和正清风痛宁注射液 （２ ｍＬ ∶
５０ ｍｇ）。 硼酸 （天津索罗门生物科技有限公司）； Ｔｒｉｓ （北
京索莱宝科技有限公司）； 纯水 （屈臣氏商标有限公司）；
氢氧化钠 （分析纯， 凯玛特天津化工科技有限公司）； 甲

醇 （色谱纯， 美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 对 照品 溶 液 制 备 　 精密称取盐酸青藤碱对照品

２􀆰 ５０ ｍｇ于 １０ ｍＬ 棕色量瓶中， 适量纯水超声溶解， 冷却，
放至室温后定容， 配制成质量浓度为 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品

溶液， 在 ４ ℃下贮存备用， 进样前过０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜。
２􀆰 ２　 供试品溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 片剂　 取正清风痛宁片 （批号 １８０９１０３） ２０ 片， 用

小刀除去包衣， 研磨成粉末， 精密称取 ３２􀆰 ９４ ｍｇ 于２５ ｍＬ
量瓶中， 加入适量纯水超声溶解， 冷却， 待放至室温后定

容， 即得质量浓度为 １􀆰 ３１７ ６ ｍｇ ／ ｍＬ 的供试品溶液， ４ ℃

００１１

２０２１ 年 ４ 月

第 ４３ 卷　 第 ４ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ａｐｒｉｌ ２０２１

Ｖｏｌ． ４３　 Ｎｏ． ４



下贮存备用， 进样前过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜。
２􀆰 ２􀆰 ２　 缓释片　 取正清风痛宁缓释片 （批号 １８０９１０１） ２０
片， 研磨成粉末， 精密称取 ３２􀆰 ９９ ｍｇ 于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加

入适量纯水超声溶解， 冷却， 放至室温后定容， 即得质量

浓度为 １􀆰 ３１９ ６ ｍｇ ／ ｍＬ 的供试品溶液， 在 ４ ℃下贮存备用，
进样前过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜。
２􀆰 ２􀆰 ３　 注射剂 　 精密量取正清风痛宁注射液 （批号

１８０６４０１） １ ｍＬ （相当于盐酸青藤碱 ２５ ｍｇ）， 置于 ２５ ｍＬ
量瓶中， 加入适量纯水稀释超声， 冷却， 放至室温后定容，
即得质量浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的供试品溶液， 在 ４ ℃下贮存备

用， 进样前过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜。
２􀆰 ３　 电泳条件　 采用未涂层石英毛细管色谱柱 （５０􀆰 ２ ｃｍ×
５０ μｍ， 有 效 长 度 ４０ ｃｍ ）； 缓 冲 液 Ｈ３ＢＯ３ ⁃Ｔｒｉｓ
（０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ）； 进样方式电动进样； 电压 １０ ｋＶ； 进样时间

５ ｓ； 分离电压 １５ ｋＶ； 在 ２６２ ｎｍ 波长下进行检测。 新的毛

细管柱在首次使用时需做活化处理， 分别用甲醇１０ ｍｉｎ、 纯

水 １０ ｍｉｎ、 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ ２０ ｍｉｎ、 纯水 ２０ ｍｉｎ， 运行缓冲液

冲洗 １５ ｍｉｎ。 样品运行前依次用 ＮａＯＨ、 水、 缓冲液各冲洗

５ ｍｉｎ， 所有溶液进毛细管之前均经过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过

滤。 电泳色谱图见图 １。

注： Ａ 为空白， Ｂ 为对照品溶液， Ｃ 为正清风痛宁缓释片， Ｄ 为正清风痛宁注

射液， Ｅ 为正清风痛宁片。 １ 为盐酸青藤碱， ２ 为杂质。

图 １　 不同样品毛细管电泳色谱图

２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察 　 精密称取盐酸青藤碱对照品

０􀆰 ５ ｍｇ， 按 “２􀆰 １” 项下方法制备质量浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的

盐酸青藤碱对照品溶液， 精密量取适量， 置于不同的 １０ ｍＬ
棕色量瓶中， 加纯水稀释并定容， 得到盐酸青藤碱质量浓

度分别为 １５􀆰 ６２５、 ３１􀆰 ２５、 ６２􀆰 ５、 １２５、 ２５０、 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ的

溶液， 在 “２􀆰 ３” 项电泳条件下进行测定， 记录盐酸青藤碱

的色谱峰面积。 以峰面积为纵坐标 （Ｙ）， 质量浓度为横坐

标 （Ｘ） 进行回归， 得方程为 Ｙ ＝ ６􀆰 ５０×１０４Ｘ＋５４１􀆰 ５７ （ ｒ ＝
０􀆰 ９９８ ８）， 在 １５􀆰 ６２５～５００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验　 取同一质量浓度的盐酸青藤碱对照品

溶液， 在 “２􀆰 ３” 项条件下连续进样 ６ 次。 结果显示， 盐酸

青藤碱峰面积和迁移时间的 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ８２％ 、 ０􀆰 ４５％ ，
表明仪器精密度良好。

２􀆰 ４􀆰 ３　 稳定性试验　 精密称取片剂粉末， 按 “２􀆰 ２” 项下

方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项条件下于 ０、 ２、 ４、 ６、
８、 １０、 １２、 ２４ ｈ 进样， 测得盐酸青藤碱的峰面积和迁移时

间的 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ３４％ 、 １􀆰 ２５％ ， 表明供试品溶液在 ２４ ｈ
内稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 重复性试验　 精密称取片剂粉末， 按 “２􀆰 ２” 项下

方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项条件下连续进样 ６ 次，
测得盐酸青藤碱峰面积、 迁移时间 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ８０％ 、
０􀆰 ８６％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验 　 精密称取片剂粉末 ３２􀆰 ９ ｍｇ， 平

行 ６ 份， 分别加入盐酸青藤碱质量相当于 ０􀆰 ４９１ ｍｇ 的对照

品溶液， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３”
项条件下进样， 计算回收率， 结果见表 １。

表 １　 盐酸青藤碱加样回收率试验 （ｎ＝６）
取样量 ／ ｍｇ 原有量 ／ μｇ 加入量 ／ μｇ 测得量 ／ μｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

３２􀆰 ９４ ５４５􀆰 ５４９ ４９１ １ ０１３􀆰 ５８３ ９５􀆰 ３２
３２􀆰 ９４ ５１２􀆰 ４９３ ４９１ １ ０２７􀆰 ５２３ １０４􀆰 ８９
３２􀆰 ９５ ４８８􀆰 ５０９ ４９１ ９７８􀆰 ７３４ ９９􀆰 ８４
３２􀆰 ９６ ５４７􀆰 １２５ ４９１ １ ０５３􀆰 ４８１ １０３􀆰 １３
３２􀆰 ９６ ５３２􀆰 ４４２ ４９１ １ ０１１􀆰 ９４３ ９７􀆰 ６６
３２􀆰 ９９ ４８５􀆰 ６６４ ４９１ ９８１􀆰 ２２０ １００􀆰 ９３

１００􀆰 ３０ ３􀆰 ５０
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２􀆰 ４􀆰 ６　 检测限　 将样品逐级稀释， 在 “２􀆰 ３” 项条件下计

算峰面积响应值与基线噪音的强度， 以 Ｓ ／ Ｎ ＝ ３ 为检测限，
测得结果为 ０􀆰 ６１３ ８ μｇ ／ ｍＬ。

２􀆰 ５　 样品含量测定　 取盐酸青藤碱制剂 ３ 种剂型各 ３ 批，
按 “２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３” 项条件下

进样， 计算含量和迁移时间， 结果见表 ２。
表 ２　 ３ 种盐酸青藤碱制剂含量测定结果 （ｎ＝９）

剂型 批号 含量 ＲＳＤ ／ ％ 迁移时间 ／ ｍｉｎ ＲＳＤ ／ ％
片剂　 １８０７１１１ ２０􀆰 ２０ ｍｇ ／ 片 ０􀆰 ８３ ２􀆰 ４５０ １􀆰 ０５

１８０９１０３ ２０􀆰 ４０ ｍｇ ／ 片 ２􀆰 ４５４
１８０９１０４ ２０􀆰 ５０ ｍｇ ／ 片 ２􀆰 ４０８

缓释片 １８０１１１２ ５１􀆰 ８０ ｍｇ ／ 片 ３􀆰 ９ ２􀆰 ４７１ ２􀆰 ４０
１８０９１０１ ５６􀆰 ００ ｍｇ ／ 片 ２􀆰 ４１７
１８０９１０２ ５４􀆰 ６０ ｍｇ ／ 片 ２􀆰 ４８１

注射液 １８０６４０１ ４８􀆰 ９０ ｍｇ ／ 支 ２􀆰 ３ ２􀆰 ４１７ ０􀆰 ２５
１８０７４０４ ４７􀆰 ２５ ｍｇ ／ 支 ２􀆰 ４２９
１８０９４０３ ４９􀆰 ４５ ｍｇ ／ 支 ２􀆰 ４２１

３　 讨论与结论

缓冲液在毛细管电泳分析中起着决定性作用， 本实验

尝试了磷酸盐缓冲液、 醋酸盐缓冲液、 硼砂⁃氢氧化钠缓冲

液、 硼酸⁃氢氧化钠缓冲液、 硼酸⁃硼砂缓冲液、 Ｔｒｉｓ⁃盐酸缓

冲液、 硼酸⁃Ｔｒｉｓ 缓冲液。 通过比较发现只有硼酸能够将杂

质峰与样品峰分开， 而且 Ｔｒｉｓ 能够有效的改善拖尾。 在选

定了缓冲液种类之后， 对缓冲液的 ｐＨ 进行优化， 分别在

ｐＨ ６􀆰 ２４、 ６􀆰 ４３、 ６􀆰 ５、 ６􀆰 ６、 ６􀆰 ８３ 下进行试验， 发现只有在

ｐＨ ６􀆰 ５ 的时候分离效果最佳， 在这个环境下杂质峰和样品

峰能够完全基线分离， 并且基线噪音干扰最小， 且峰形最

美观。 电压的大小影响出峰速度， 电压较大时出峰速度快，
但易造成基线不稳， 也可能使峰的分离效果不好， 电压较

小时， 能实现峰的分离， 但易造成拖尾， 本实验在电压分

别为 １０、 １５、 ２０ ｋＶ 的条件下进行试验， 发现在电压为 １５
ｋＶ 时， 峰的分离效果最好。

通过建立毛细管电泳方法， 在 ４ ｍｉｎ 内将盐酸青藤碱

制剂中的物质完全分离， 这种方法与现有的分离盐酸青藤

碱的方法相比， 明显缩短了分析时间， 并且大大减少了有

毒试剂的消耗。 因此， 该方法简便环保， 稳定可靠， 具有

一定实用性， 可快速鉴定盐酸青藤碱， 以期为其制剂质量

的进一步研究提供参考。
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