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HPLC 法测定神农丸中士的宁与马钱子碱的含量
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摘要　目的：采用氨基键合硅胶为固定相的正相高效液相色谱法，研究建立神农丸中士的宁与马钱子碱的含量

测定方法，并进行方法学研究。方法：以 ZORBAX NH2 氨基键合硅胶柱为色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以

乙腈 - 异丙醇 -3% 磷酸溶液（80∶10∶10）为流动相，以 260 nm 为检测波长，流速 1.0 mL ∙ min-1，柱温：40 ℃。

结果：士的宁进样量在 0.051 2~0.512 μg 范围内线性关系良好，回归方程：Y=1 989.6X+3.610，r= 0.999 9；马

钱子碱进样量在 0.057 6~0.576 μg 范围内线性关系良好，回归方程：Y = 1 932.8X-2.569，r=1.000，士的宁与

马钱子碱的平均回收率分别为 98.6%、96.7%。结论：本方法操作简便，供试品色谱图基线稳定，主成分峰

峰形对称，分离度高，方法的重复性好、准确度高，可用于神农丸中士的宁与马钱子碱的含量测定。

关键词：医院制剂；肿瘤药物；神农丸；士的宁；马钱子碱；中药测定；高效液相色谱法；氨基柱

中图分类号：R 917　　　文献标识码：A　　　文章编号：0254-1793（2018）02-0331-05
doi：10.16155/j.0254-1793.2018.02.21

Determination of strychnine and brucine in Shennong pills by HPLC

DUAN Cun-xian1，GUO Cheng-jun2*

（1．Tumor Hospital of Shandong Province，Jinan 250117，China； 

2．Athletic Rehabilitation Research Center of Shandong Province，Jinan 250101，China）

Abstract　Objective：To establish a method for the determination of strychnine and brucine in Shennong pills 
by NP-HPLC of amino-bonded silica gel column，and study its methodology．Method：The stationary phase 
was amino-bonded silica gel column（ZORBAX NH2，4.6 mm×250 mm，5 μm）．The mobile phase consisted 
of acetonitrile-isopropanol-3% sulphuric acid（80∶10∶10）at a flow rate of 1.0 mL ∙ min-1．The detecting 
wavelength was 260 nm．The column temperature was 40 ℃．Result：The linear range of strychnine was 0.051 2-0.512 
μg and the linear calibration curve was Y=1 989.6X+3.610（r=0.999 9）；The linear range of brucine was 0.057 6- 
0.576 μg and the linear calibration curve was Y=1 932.8X-2.569（r=1.000）．The average recovery rates of 
strychnine and brucine were 98.6% and 96.7% respectively．Conclusion：This method is simple．The base line is 
straight．The main peaks’ shape are symmetric and the degree of separation between the main peaks is high in the 
chromatogram．The method is repeatable and accurate，which can be applied to the determination of the contents of 
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神农丸是山东省肿瘤医院医院制剂（鲁药制字

ZBZ0034），已在临床上使用多年，具有通络散结、消

肿定痛之功，用于胃癌、胃炎、胃溃疡等疾病的治疗，

疗效确切，深得临床医生和患者的好评。本品是由制

马钱子、薏苡仁、甘草 3 种药味经粉碎制成的糊丸。

制马钱子为方中君药，士的宁与马钱子碱为其主要的

药效成分，但也是主要的毒性成分，特别是士的宁的

毒性较大，安全范围窄。原质量标准采用紫外分光光

度法控制其含量，专属性较差，准确度低，难以满足目

前对药物安全性控制的要求。本文采用氨基键合硅

胶为填料的色谱柱，应用 HPLC 法对本品中的士的宁

与马钱子碱进行了含量测定。流动相无需加入离子

对试剂，操作简便，色谱图基线稳定，色谱峰对称、分

离度好，方法学研究结果表明，本方法重复性好，准确

度高，可作为神农丸中士的宁与马钱子碱的含量测定

方法。现报告如下。

1　材料

1.1　仪器

1260 infinity 高效液相色谱仪，包括 G1329B 型

自动进样器、G1315C 型 DAD 紫外检测器、Open LAB
工作站（美国 Agilent 公司）；色谱柱（氨基键合硅

胶 柱，ZORBAX NH2，4.6 mm×250 mm，5 μm，美 国

Agilent 公司）；十万分之一电子天平（AUW220D，日

本 Shimadzu）。

1.2　药品与试剂

神农丸（每丸重约 0.16 g，山东省肿瘤医院医

院制剂，鲁药制字 ZBZ0034）；乙腈（色谱纯，美国

ACS）；异丙醇（色谱纯，科密欧试剂公司），士的宁对

照品（供含量测定用，纯度≥ 98%，批号：150928，嘉

世玉禾化工技术研究院）；马钱子碱对照品（供含量

测定用，纯度≥ 98%，批号：150619，嘉世玉禾化工技

术研究院）。其他所用试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

以（ZORBAX NH2，4.6 mm×250 mm，5 μm，

Agilent）为色谱柱；以乙腈 - 异丙醇 -3% 磷酸溶液

（80∶10∶10）为流动相；检测波长为 260 nm；柱温：40 ℃；

strychnine and brucine in Shennong pills．

Keywords：hospital preparations；cancer drugs；Shennong pills；strychnine；brucine；traditional Chinese medicine
（TCM）determination；HPLC；amino-bonded silica gel chromatographic column

流速：1.0 mL ∙ min-1；进样量：5~10μL。

2.2　溶液的制备

2.2.1　供试品溶液　取本品适量，研细，取约 1.0 g，

精密称定，置具塞锥形瓶中，加氢氧化钠试液 5 mL，

混匀，放置 30 min，精密加入三氯甲烷 20 mL，密塞，

称量，置水浴中回流提取 2 h 放冷，再称量，用三氯甲

烷补足减失的量，摇匀，分取三氯甲烷液，滤过，精密

量取续滤液 1 mL，置 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻

度，摇匀，即得。

2.2.2　对照品溶液　精密称取士的宁对照品 2.56 mg，

马钱子碱对照品 2.88 mg，置同一 10 mL 量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，作为对照品储备液；精密量取上述对

照品储备液 1 mL，加甲醇稀释成每 1 mL 分别含士的

宁 25.6 μg，含马钱子碱 28.8 μg 的溶液，即得。

2.2.3　缺制马钱子阴性对照溶液　照处方比例称

取除制马钱子外的其他各味，按照样品的制备工

艺制得缺制马钱子阴性样品，取该阴性样品，照供

试 品 溶 液 的 制 备 方 法 制 得 缺 制 马 钱 子 阴 性 对 照 
溶液。

2.3　系统适用性试验

分别精密吸取“2.2”项下的对照品溶液、供试品

溶液及阴性对照溶液各 10 μL，注入液相色谱仪，按

上述色谱条件测定，并记录色谱图，结果士的宁与马

钱子碱峰形对称，与前后峰的分离度达 1.5 以上，理

论板数分别达到 17 178 和 13 406。且阴性对照色谱

在与对照品色谱相应的保留时间范围内无吸收峰干

扰。色谱图见图 1。

2.4　线性关系考察

精密吸取“2.2”项下的士的宁与马钱子碱混合

对 照 品 溶 液 2、4、6、8、10、15、20 μL，注 入 高 效 液

相色谱仪，依法测定峰面积。分别以对照品的进样

量（μg）为横坐标（X），峰面积积分值为纵坐标（Y）

进行线性回归，结果士的宁、马钱子碱进样量分别在

0.051 2~0.512 μg、0.057 6~0.576 μg 范围内线性关系

良好，回归方程：

Y=1 989.6X+3.610　r= 0.999 9
Y=1 932.8X-2.569　r=1.000
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1. 士的宁（strychine）　2. 马钱子碱（brucine）

A. 药典色谱条件得到的供试品（sample chromatogram obtained by the method from the ChP）　B. 缺制马钱子阴性对照（negative control chromatogram 

without processednux vomica）　C. 士的宁与马钱子碱混合对照（strychnine and brucine blended reference）　D. 供试品（sample）

图 1　含量测定系统适用性 HPLC 图谱

Fig. 1　HPLC chromatogram of system suitability of determination

2.5　精密度考察

精密吸取“2.2”项下的士的宁与马钱子碱混合

对照品溶液 10 μL，注入液相色谱仪，连续进样 6 次，

依法测定峰面积，结果士的宁峰面积积分值的 RSD
为 0.25%；马钱子碱峰面积积分值的 RSD 为 0.21%。

表明仪器的精密度良好。

2.6　稳定性考察

精 密 吸 取“2.2”项 下 新 制 备 的 供 试 品 溶 液

10 μL，分 别 在 0、2、4、6、8、24 h 时 注 入 液 相 色 谱

仪，依法测定，结果供试品士的宁峰面积积分值的

RSD 为 0.18%；马 钱 子 碱 峰 面 积 积 分 值 的 RSD 为

0.33%。表明供试品溶液制备后，在 24 h 内稳定性 
良好。

2.7　重复性试验

取同一批（20160911）样品 6 份，照“2.2”项下方

法制得供试品溶液，依法测定士的宁与马钱子碱的含

量，结果士的宁的平均含量为 7.121 mg ∙ g-1，其 RSD
为 1.5%；马 钱 子 碱 的 平 均 含 量 为 4.162 mg ∙ g-1，其

RSD 为 1.4%。表明本方法的重复性良好。

2.8　加样回收率试验

取同一批（20160911）样品 0.5 g，精密称定，共

取 6 份，分别加入氢氧化钠试验 5 mL，混匀，放置 30 
min，先精密加入用三氯甲烷配制好的混合对照品溶

液（每 1 mL 含士的宁 2.470 mg，马钱子碱 2.554 mg）

1 mL，余按供试品溶液的制备方法制得回收率试验

供试溶液。依法测定士的宁与马钱子碱的含量，并计

算回收率。结果士的宁的平均回收率为 98.6%，RSD
为 1.2%；马钱子碱的平均回收率为 96.7%，RSD 为

0.30%。表明本品士的宁与马钱子碱的测定方法准

确度高。结果见表 1。
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表 1　回收率试验结果（n=6）

Tab. 1　Results of recovery test

成分

（component）
编号

（No.）

样品量

（sample 
size）/g

含量

（content）/mg
加入量

（added）/mg
测得量

（measured）/mg
回收率

（recovery）/%

平均回收率

（average 
recovery）/%

RSD/
%

士的宁（strychnine） 1 0.566 4 4.033 3 2.470 6.458 98.2 98.6 1.2

2 0.539 4 3.841 1 2.470 6.303 99.7

3 0.556 4 3.962 1 2.470 6.418 99.4

4 0.567 4 4.040 5 2.470 6.486 99.0

5 0.550 8 3.922 2 2.470 6.306 96.5

6 0.559 2 3.982 1 2.470 6.415 98.5

马钱子碱（brucine） 1 0.566 4 2.357 4 2.554 0 4.824 96.6 96.7 0.30

2 0.539 4 2.245 0 2.554 0 4.710 96.5

3 0.556 4 2.315 7 2.554 0 4.791 96.9

4 0.567 4 2.361 5 2.554 0 4.823 96.4

5 0.550 8 2.292 4 2.554 0 4.757 96.5

6 0.559 2 2.327 4 2.554 0 4.808 97.1

2.9　样品的含量测定

分别精密吸取对照品溶液与神农丸样品的供试

品溶液各 5 μL，注入液相色谱仪，依法测定，计算各

批样品中士的宁与马钱子碱的含量。结果见表 2。

表 2　样品含量测定结果（mg ∙ g-1，n=2）

Tab. 2　Results of sample content determination

批号（lot No.） 士的宁（strychnine） 马钱子碱（brucine）

160920 8.37 5.17

160921 8.07 4.95

160922 8.30 5.13

3　讨论

3.1　士的宁与马钱子碱含量测定方法变迁

士的宁与马钱子碱的含量测定方法，20 世纪 90
年代基本以紫外分光光度法和双波长扫描法为主［1-4］，

并有了应用高效液相色谱法进行士的宁含量测定的

报道［5-7］。徐丽华等［8］应用色谱柱 Platinum silica（All-
tech 3 μm，4.6 mm×150 mm），流动相：正己烷 - 二氯甲 
烷 - 甲 醇 - 浓 氨 试 液（47.5∶47.5∶5∶0.35），检 测 波

长：254 nm，同时测定士的宁与马钱子碱 2 种成分含

量，得到了较满意的结果；2000 年版中国药典一部马

钱子项下含量测定正是采用其方法［9］。金红宇等［10］ 

发表以十八烷基硅合硅胶为固定相，以磷酸缓冲盐加

入离子对试剂为流动相的 HPLC 测定方法，2005 年版及

以后的中国药典马钱子含量测定均采纳了其方法［11］。 
近些年的文献报道中，以十八烷基硅合硅胶为固定相，

流动相有采用乙腈加磷酸缓冲盐的［12］，也有乙腈加冰

醋酸三乙胺缓冲水溶液的［13］，但大多数还是沿用了现

行版中国药典中的色谱条件［14-21］。

3.2　色谱条件优选

经试验，现行版药典马钱子含量测定色谱条件

中，离子对试剂配制方法复杂、要求高，难以得到稳定

平直的基线，成分峰的峰形常有前后拖尾现象，分离

度较差（图 1-A）。本文以氨基键合硅胶为固定相，

以乙腈 - 异丙醇 -3% 磷酸溶液（80∶10∶10）为流动

相，得到了基线稳定、主成分峰峰形对称、分离度高的

色谱图，此色谱条件用于士的宁与马钱子碱的含量测

定尚未见报道。在后续生物碱含量测定方法研究中，

我们将进一步扩展氨基色谱柱适用范围，以期为生物

碱的含量测定提供更佳的方法。

3.3　供试品制备方法优选

本品供试品溶液的制备方法是参考现行版药典

马钱子药材含量测定项下供试品溶液的制备方法并

经实验改进所得。实际操作中，本品按 1 g 取样量，

曾对氢氧化钠试液的加入量进行了考察。设计了 3、

4、5、6 mL 4 个不同的用量，以士的宁与马钱子碱的

含量为指标进行考察，结果表明以加入 5 mL 氢氧化

钠试液制得的供试品测得的含量较高，再增加用量含

量不再增加。故确定氢氧化钠试液的用量为 5 mL。

综上所述，本文报道的士的宁与马钱子碱的含

量测定方法操作简便，重复性好，准确度高，可用于神 
农丸中士的宁与马钱子碱的含量测定，也为下一版中

国药典马钱子中士的宁与马钱子碱含量测定方法的

改进提供参考。
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