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高效液相色谱法同时测定莨菪浸膏片中的 4种活性组分
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摘要：目的 建立高效液相色谱法（HPLC）同时测定莨菪浸膏片中东莨菪碱、山莨菪碱、硫酸阿托品和东莨菪内酯的含量。方

法 采用Welch C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，甲醇-0.05%磷酸溶液梯度洗脱，流速1.0 mL/min，进样量20 μL，检测波长

215 nm。结果 4种组分分别在 0.501～20.059 μg/mL，0.988～19.761 μg/mL，0.468～9.361 μg/mL和 0.502～10.030 μg/mL浓

度范围内线性关系良好，平均回收率在98.3%～100.0%之间，RSD小于2.8%。结论 该方法简单准确，灵敏度高，可用于莨菪

浸膏片真伪辨析和质量控制。
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Abstract：Objective To establish a high performance liquid chromatography（HPLC）method for simultaneous determination of
scopolamine，anisodamine，atropine sulphate and atropine sulphate in belladonna extract tablets.Methods HPLC separations were
carried out on a Welch C18 column（150 mm×4.6 mm，5 μm）with a linear gradient elution using methanol and 0.05% phosphoric
acid at a flow rate of 1.0 mL/min.The injection volume was 20 μL and the detection wavelength was 215 nm.Results Good linear
relationships between the peak area and concentration were found in the ranges of 0.501～20.059 μg/mL，0.988～19.761 μg/mL，
0.468～9.361 μg/mL and 0.502～10.030 μg/mL for four components，respectively.The average recoveries were in the ranges of
98.3%～100.0% with the RSD less than 2.8%.Conclusion The method is simple，accurate and sensitive.It can be used for distin⁃
guishing the false and quality control of the belladonna extract tablets.
Key words：Chromatography，high pressure liquid； Belladonna extract tablet/analysis； Scopolamine； Anisodamine； Atropine
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莨菪浸膏片由三分三浸膏或颠茄浸膏制成，为

抗胆碱药，具有解除平滑肌痉挛和抑制腺体分泌等

功能，其主要成分为莨菪类生物碱。现行标准中只

有鉴别和检查，无含量测定部分。现有文献关于托

烷类生物碱常用测定法为酸性染料比色法［1］、高效

液相色谱法［2⁃5］、毛细管电泳法［6］、色谱⁃质谱联用

法［7⁃11］等。但目前检测方法仅针对相关药物中硫酸

阿托品等 3种极性较强的莨菪碱［12⁃15］含量的测定，

有质控指标的缺陷，存在化学原料药投料的风

险［16⁃17］。东莨菪内酯是一种香豆素类化合物，具有

显著的抗癌、抗氧化、抗炎和杀螨［18⁃19］等作用。除常

规的3种生物碱外，本研究2017年10月至2018年6
月增加了东莨菪内酯的分离测定，为莨菪浸膏片的

辨伪存真和质量标准的建立提供依据。

1 材料与方法

1.1 仪器与试药 戴安U3000高效液相色谱仪，配

有二极管阵列检测器（美国赛默飞世尔公司）；

HC⁃3018R型低温冷冻高速离心机（合肥科大创新

股份有限公司）；Milli⁃Q Advantage超纯水机（美国密

理博公司）。

莨菪浸膏片为市售药品（西安利君制药有限

责任公司，生产批号 1509559，规格 24 μg总碱量；

沈阳同联集团，生产批号 151004～151006，规格

30 μg 总碱量）；氢溴酸东莨菪碱（生产批号

100049～201009）、氢溴酸山莨菪碱（生产批号

100051～201607）、硫酸阿托品（生产批号 100040～
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201613）和 东 莨 菪 内 酯（生 产 批 号 110768～
200504）。对照品购自中国食品药品检定研究院；

甲醇为色谱纯（美国霍尼韦尔公司）；其他试剂为分

析纯。

1.2 方法

1.2.1 溶液的制备

1.2.1.1 样品溶液 取莨菪浸膏片 30 片，精密称

定，研细，精密称取适量（约相当于总碱量 0.3 mg），

置离心管中，精密加入甲醇5 mL，密塞，置水浴中超

声提取 15 min，再精密加入 0.05 mol/L 硫酸溶液 5
mL，0.45 μm滤膜过滤即得。

1.2.1.2 对照品溶液 精密称取氢溴酸东莨菪碱

10.07 mg、氢溴酸山莨菪碱 9.95 mg、硫酸阿托品

9.68 mg和东莨菪内酯10.03 mg，分别置于100 mL量

瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，分别精密量取0.5、
1、2、5、10和 20 mL，置 100 mL量瓶中，用甲醇-0.05
mol/L硫酸溶液（1∶1）稀释至刻度，即得。

1.2.2 色谱条件 色谱柱为Welch C18（150 mm×4.6
mm，5 μm）；以甲醇为流动相A，0.05%磷酸溶液为

流动相B，二元梯度洗脱（0～35 min，A相由3%上升

至 25%；35.0～40.0 min，A 相上升至 50%；40.0～
45.0 min，A相维持在50%；45.1～50.0 min，A相维持

在 3%）；流速为 1.0 mL/min，柱温 30 ℃，进样量 20
μL，检测波长215 nm。

2 结果

2.1 专属性考察 分别吸取供试品和对照品溶液，

按1.2.2项色谱条件进行液相分析，记录色谱图如图

1所示，样品中杂质峰非常多，但被分析物与干扰组

分得到了有效的分离，分离度均大于1.5。
2.2 线性范围和检测限的考察 精密量取 1.2.1.2
项所配置的东莨菪碱、山莨菪碱、阿托品和东莨菪

内酯的混合对照品溶液，按1.2.2项色谱条件进行液

相分析，以峰面积 y（mAU/min）对样品浓度 x（μg/
mL）进行线性回归，相关系数均在 0.999 3以上，如

表1所示。当S/N约为3时，计算出4种组分的检测

限分别为1.2、1.5、0.5和1.6 ng。
2.3 重复性及稳定性考察 将批号为 1509559样

品溶液连续进样 6次，发现 4种组分保留时间和峰

面积的 RSD 值分别为 0.15%、0.13%、0.07%、0.10%
和 0.70%、0.69%、0.98%、0.38%，证明该方法的重复

性满足实验要求。

将批号为 1509559 样品溶液保存在 4 ℃环境

中，并在24、48、72 h和1周后进样分析，发现4种组

分峰面积的RSD 值分别为 1.50%、1.79%、1.85%和

2.02%，样品在1周内保持稳定。

注：a为东莨菪碱，b为山莨菪碱，c为阿托品，d为东莨菪内酯

图1 莨菪浸膏片供试品（A为沈阳同联151006、B为西安利君

1509559）和对照品（C）的高效液相色谱图

表1 莨菪浸膏片中4种组分的回归方程、相关系数、

线性范围和检测限

成分

东莨菪碱

山莨菪碱

阿托品

东莨菪内酯

回归方程

y＝0.906 6·x+0.107 1
y＝0.392 6·x+0.037 4
y＝4.194 7·x+0.377 6
y＝1.005 4·x+0.033 3

相关

系数

0.999 3
1.000 0
0.999 9
1.000 0

线性范围/
（μg/mL）

0.501~20.059
0.988~19.761
0.468~9.361
0.502~10.030

检测限/
ng
1.2
1.5
0.5
1.6

2.4 样品测定及回收率考察 按 1.2.1.1方法对样

品进行前处理，按 1.2.2项色谱条件进行液相分析，

测得 4批莨菪浸膏片中 4种组分的含量，如表 2所

示。3种生物碱含量的和相比药品规格略低，考虑

可能是样品中还存在少量其他种类的生物碱。

表2 莨菪浸膏片4批样品中4种组分的含量/（微克/片，x̄ ± s）
样品

西安利君1509559
沈阳同联151004
沈阳同联151005
沈阳同联151006

东莨菪碱

3.23±0.13
1.60±0.06
1.52±0.05
1.52±0.05

山莨菪碱

0.75±0.03
1.01±0.03
1.02±0.03
1.00±0.04

阿托品

15.30±0.45
25.55±0.60
25.30±0.57
25.81±0.53

东莨菪内酯

1.25±0.04
4.01±0.14
4.05±0.20
4.50±0.18

按1.2.1.1方法测定批号为1509559的莨菪浸膏

片中的 4种组分，并向样品中准确加入高中低 3种

浓度的标准溶液，每组浓度平行 3份，计算回收率，

测定结果如表 3 所示，平均回收率在 98.3%～

100.0%之间，RSD小于2.8%。

3 讨论

3.1 检测波长 东莨菪碱等 3种生物碱均是末端

吸收，而东莨菪内酯的最大吸收波长是 220和 350
nm。当检测波长小于 210 nm时，基线不平稳，干扰

较明显；当波长大于220 nm，4种成分的紫外吸收又

明显减弱。综合考虑，检测波长设为215 nm。
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表3 莨菪浸膏片4种组分的回收率

组分

东莨菪碱

山莨菪碱

阿托品

东莨菪内酯

测得

量/μg
3.23

0.75

15.30

1.25

加入

量/μg
1.60
3.20
4.80
0.38
0.75
1.13
7.60
15.30
22.90
0.62
1.25
1.87

测得

量/μg
4.80
6.35
8.00
1.12
1.48
1.90
22.85
30.35
38.10
1.85
2.52
3.15

平均

回收率/%
98.3

98.8

99.1

100.0

RSD/
%

0.97

2.58

0.64

2.79

3.2 提取溶剂 比较了相同的超声时间和条件下，

甲醇、水和0.05 mol/L硫酸溶液等3种溶剂的提取率

和样品出峰情况。参考文献［14］并试验发现，利用

0.05 mol/L硫酸溶液提取阿托品等生物碱，样品干扰

少且重复性较好，但是东莨菪内酯提取率较低；甲

醇作为溶剂可以兼顾所有目标成分的提取，但溶剂

与流动相极性差别较大导致色谱峰拖尾严重；故我

们在用甲醇提取样品后加入同体积的0.05 mol/L硫

酸溶液，从而满足我们分析要求。

3.3 流动相 实验中我们考虑了甲醇-水、甲醇-
0.05%磷酸溶液（15∶85和 20∶80）等度洗脱，虽然东

莨菪碱和山莨菪碱的出峰时间较快，但是与相邻杂

质峰无法完全分离；而东莨菪内酯则在40 min左右

出峰，整体分析时间较长。考虑到包括东莨菪碱在

内的几种生物碱极性相近，我们将起始甲醇比例降

为 3%，采用梯度洗脱，到 35 min时，甲醇的比例提

高到25%，4种成分在30 min出峰完毕，峰形对称无

干扰；而后调整有机相比例，使弱极性组分快速洗

脱完毕。

4 结论

相比文献［12，14］，本研究增加了样品中东莨

菪内酯的分离测定，并且将分析时间大幅度缩短至

50 min。本研究采用甲醇提取莨菪浸膏片中的有效

成分，促使弱极性的东莨菪内酯有效溶出；而后再

同比例加入酸水，减小了溶剂与流动相极性的差别

从而兼顾了峰形。莨菪浸膏片原有标准中无含量

测定项目，鉴别项目涉及的是托烷类生物碱，没有

针对性。本研究所述方法对莨菪浸膏片中4种组分

进行了分离测定，控制了该药品非法添加化学原料

的问题，可用于莨菪浸膏片的质量控制。
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