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HPLC 测定黔产钩藤不同部位钩藤碱和异钩藤碱的含量 
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摘要：目的  HPLC 测定黔产钩藤不同部位中钩藤碱和异钩藤碱的含量，并比较其差异。方法  以钩藤碱、异钩藤碱为

对照品，采用 CAPCELL PAK C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 µm)，以乙腈-0.1%三乙胺水溶液(1%磷酸调 pH=9)为流动相，

流速 1 mL·min1，检测波长 245 nm，柱温 30 ℃，进样量 10 µL。结果  钩藤碱与异钩藤碱分离良好，线性、重复性以

及回收率均符合要求，钩藤不同部位中的含量存在差异，由高到低依次为皮>茎>带钩茎枝>叶，而茎薄壁组织与木质部未

检测到钩藤碱与异钩藤碱。结论  该含量测定结果为钩藤资源的充分利用提供了科学依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To determine the contents of rhynchophylline and isorhynchophylline from different parts of 
Uncaria rhynchophylla by HPLC and compare the difference of contents. METHODS  Rhynchophylline and 
isorhynchophylline were used as reference substances. CAPCELL PAK C18(4.6 mm×250 mm, 5 µm) was used for 
chromatographic separation. The mobile phase was acetonitrile-0.1% triethylamine solution(adjust pH to 9 with 1% phosphoric 

acid). The flow rate was 1 mL·min1, the detection wavelength was 245 nm, the column temperature was 30 ℃ and the injection 

volume was 10 µL. RESULTS  Rhynchophylline and isorhynchophylline separated well. The linearity, repeatability and 
recovery also met with the requirements. There were difference from different parts in U. rhynchophylla. This study showed that 
the contents of rhynchopylline and isorhynchophylline were in an order as: bark>stem>hooked stem>leave. Rhynchophylline and 
isorhynchophylline could not be detected in stem parenchyma and xylem. CONCLUSION  The results of this study provide a 
basis for the full utilization of U. rhynchophylla. 
KEYWORDS: Uncaria rhynchophylla (Miq.) Miq. ex Havil; rhynchophylline; isorhynchophylline; HPLC 
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钩 藤 为 茜 草 科 植 物 钩 藤 [Uncaria 

rhynchophylla (Miq.) Miq. ex Havil]、大叶钩藤(U. 

macropylla Wall)、毛钩藤(U. hirsute Havil)、华钩

藤 [U. sinensis(Oliv.) Havil] 或 无 柄 果 钩 藤 (U. 

sessilifucus Roxb)干燥的带钩茎枝，钩藤性味甘、

凉，归肝、心包经，具有息风定惊、清热平肝的

作用，用于肝风内动、惊痫抽搐、高热惊厥、感

冒夹惊、小儿惊啼、妊娠子痫、头痛眩晕[1]，主要

分布于江西、广东、广西、湖南、云南、贵州等

地[2]。钩藤在贵州的黔东、黔南、黔北及黔中等地

海拔 450~1 250 m 内均有野生分布，是贵州道地药

材之一，贵州的剑河、丹寨、锦屏、榕江、开阳

等 30 个县市均有钩藤种植[3]。 

钩藤化学成分有生物碱类、黄酮类、三萜类、

甾醇类、多酚类、挥发油类、糖苷类等[4-5]。生物

碱类为钩藤的主要有效成分，按结构类型可分为

吲哚类和氧化吲哚类两大类[6]，其中吲哚类生物碱

以钩藤碱和异钩藤碱含量最高[7]。现代研究表明，
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钩藤碱与异钩藤碱具有降血压、抗心律失常、抗

血小板聚集[8]、抗血栓形成、镇静、镇痛等作用[9]。

目前钩藤药材中钩藤碱与异钩藤碱的含量测定多

以 HPLC 为主[10-11]，毛细管电泳法也运用于钩藤

药材的含量测定[12-14]。对钩藤药材中钩藤碱与异

钩藤碱的含量测定部位主要集中在钩藤入药部位

——带钩茎枝，尚未见对钩藤皮、茎木质部、茎薄

壁组织的含量测定。因此，为了系统地研究钩藤药

材不同部位中钩藤碱与异钩藤碱的含量，本研究运

用 HPLC 测定钩藤药材的叶、皮、茎、带钩茎枝、

茎木质部、茎薄壁组织中的钩藤碱与异钩藤碱的含

量，为更全面地开发及合理利用钩藤资源提供科学

依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Agilent 1100 高效液相色谱系统(G1311A 泵、

G1315A DVD 检测器、Agilent 色谱工作站)均来自

Agilent；98-1-B 型电子调温电热套(天津泰斯特仪

器有限公司)；YP802N 电子天平(上海天美天平仪

器有限公司)；SB25-12DTDN 超声清洗机(宁波新

芝生物科技股份有限公司)。 

1.2  试药 

钩藤碱(成都瑞芬思生物科技有限公司，批号：

G-017-131022；纯度≥98%)；异钩藤碱(成都埃法

生物科技有限公司，批号：AF8030503；纯度≥

98%)。甲醇、乙腈为色谱纯；三乙胺、二氯甲烷、

氯仿、乙醇为分析纯；水为超纯水。 

1.3  样品 

钩藤采自贵州省丹寨县兴仁镇昌昊金煌(贵州)

中药有限公司种植基地，由该单位的贺定翔主任

中药师鉴定为茜草科钩藤属钩藤[U. rhynchophylla 

(Miq.) Miq. ex Havil.]的带钩茎枝及叶。样品(批号：

20180411)粉碎后过 40 目筛，备用。 

2  方法与结果 

2.1  对照品溶液的制备 

分别准确称取钩藤碱与异钩藤碱 2.26，2.23 mg，

置于 20 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，

摇匀，即得混合对照品储备液。 

2.2  供试品溶液 

取样品(批号：20180411)，参照预实验提取结

果，选取氯仿回流作为样品的提取方法，取钩藤

不同部位样品粉末约 2.0 g，精密称定，置具塞三

角瓶中，精密加入 3 mL 氨水浸泡 30 min，加入

50 mL 氯仿，回流 30 min，称重，放冷，再称量，

用氯仿补足减失重量，摇匀，过滤，浓缩，用甲

醇定容至 10 mL 量瓶中，摇匀，用 0.45 μm 微孔

滤膜滤过，即得。 

2.3  色谱条件 

采用 CAPCELL PAK C18 色谱柱 (4.6 mm× 

250 mm，5 µm)色谱柱，柱温：30 ℃；进样量：

10 µL；流速：1 mL·min1；波长：245 nm。流动

相：乙腈-0.1%三乙胺水溶液(B)(1%磷酸调 pH=9)；

梯度洗脱：0~5 min，35%B，5~15 min，35%→

45%B，15~20 min，45%→55%B，20~25 min，55%

→75%B，25~30 min，75%→85%B。 

2.4  线性关系的考察 

分别精密量取钩藤碱和异钩藤碱混合对照品

储备液 0.4，1.0，2.0，4.0，10.0 mL 置于 10 mL

量瓶内，加甲醇定容至刻度，摇匀，即得。精密

吸取各系列浓度的对照品溶液各 10.0 µL，按“2.3”

项下色谱条件测定，以各对照品质量浓度

X(µg·mL1)为横坐标，峰面积 Y 为纵坐标，进行线

性回归，各被测成分回归方程和线性范围见表 1。

结果表明，钩藤碱和异钩藤碱在一定质量浓度范

围内，进样浓度与峰面积线性关系良好。 

表 1  钩藤碱、异钩藤碱的回归方程、相关系数以及线性

范围 

Tab. 1  Regression equation, correlation coefficients and 
linear ranges of the rhynchophylline and isorhynchophylline 

成分 回归方程 
线性范围/ 

µg·mL1 
R2 

钩藤碱 Y=25.673X56.703 4.52~113 0.999 2 

异钩藤碱 Y=24.558X12.631 4.46~112 0.999 8 

2.5  仪器精密度试验 

精密吸取对照品溶液 10.0 µL，按“2.3”项下

色谱条件连续进样测定 6 次，测定钩藤碱、异钩

藤碱的峰面积，计算 RSD 值分别为 0.55%，0.80%，

表明在此方法下仪器精密度良好。 

2.6  稳定性试验 

精密吸取钩藤茎供试品溶液，按“2.3”项下

色谱条件测定 0，2，4，6，8，10，12 h 样品中钩

藤碱、异钩藤碱含量，记录色谱峰面积，计算含

量及其 RSD。RSD 值分别为 1.37%，1.61%。表明

供试品溶液在 12 h 内稳定。 

2.7  重复性试验 

取 6 份钩藤茎粉末，按“2.2”项下方法制备
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同一样品 6 份，按“2.3”项下色谱条件测定钩藤

碱及异钩藤碱，记录色谱峰面积，计算含量及其

RSD 值。RSD 值分别为 1.90%，1.87%。 

2.8  加样回收率试验 

取已知含量的钩藤茎粉末 12份，每份约 1.0 g，

精密称定，分别置具塞三角瓶中，其中 6 份加入

“2.1”项下对照品溶液 630 µL，另外 6 份加入对

照品溶液 270 µL。按“2.2”项下方法平行制备供

试品溶液，按“2.3”项下色谱条件测定，并记录

峰面积，计算加样回收率。结果见表 2。 

表 2  加样回收率试验结果 

Tab. 2  Results of the sample recovery test 

成分 
称样量/ 

g 

样品中的

量/µg 

加入量/ 

µg 

测得量/ 

µg 

回收率/ 

% 

RSD/
%

钩藤碱 

1.01 32.22 30.51 62.18 99.12 

1.80

1.03 31.11 30.51 61.39 99.62 

0.97 29.89 30.51 59.82 99.04 

0.90 29.86 30.51 59.66 98.82 

1.00 30.01 30.51 59.36 98.08 

0.95 31.05 30.51 61.33 99.62 

异钩藤

碱 

1.01 70.51 70.25 137.78 97.88 

1.70

1.03 71.22 70.25 141.39 99.94 

0.97 69.01 70.25 135.51 97.31 

0.90 68.22 70.25 135.11 97.57 

1.00 69.01 70.25 138.80 99.67 

0.95 67.05 70.25 136.96 99.75 

2.9  样品含量测定 

分别取钩藤不同部位样品粉末 3 份，按“2.2”

项下方法制备样品溶液，按“2.3”项下色谱条件

测定，记录峰面积。用外标法计算出钩藤不同部

位钩藤碱与异钩藤碱的含量。结果见图 1 和表 3。 

3  讨论 

3.1  供试品溶液制备方法的考察 

生物碱类成分易溶于氯仿、乙醇、甲醇等溶

剂，本实验选择了甲醇∶二氯甲烷(1∶1)超声提

取、氯仿回流提取、氯仿超声提取、乙醇回流提

取，4 种提取方法。每种方法分别称取钩藤茎粗粉

3 份约 2.0 g，进行供试品溶液制备的考察，根据

表 4 的结果可知氯仿回流提取效果相对较好，钩

藤碱和异钩藤碱含量分别为 64.15，141.02 µg·g1。

因此选用氯仿回流作为供试品的提取方法，提取

率相对较高。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A混合对照品；B茎；C叶；D皮；E茎薄壁组织；F带钩茎枝；

G茎木质部；1异钩藤碱；2钩藤碱。 

Fig. 1  HPLC chromatograms  
Amixed standard; Bstem; Cleaf; Dbark; Estem parenchyma; Fhooked 

stem; G stem  xylem; 1isorhynchophylline; 2rhynchophylline. 

表 3  钩藤不同部位钩藤碱、异钩藤碱含量测定结果(n=3) 

Tab. 3  Contents of rhynchophylline and isorhynchophylline 

from U. rhynchophylla(n=3)                    µg·g1 

钩藤部位 异钩藤碱 钩藤碱 

叶  93.23  35.89 

皮 528.74 207.42 

茎 141.70  64.47 

带钩茎枝 124.01  49.60 

茎木质部   

茎薄壁组织   

表 4  钩藤茎中钩藤碱和异钩藤碱不同提取方法比较(n=3) 

Tab. 4  Comparison of different extraction methods of 
rhynchophylline and isorhynchophylline from stems of U. 

rhynchophylla(n=3)                          µg·g1 

提取方法 钩藤碱 异钩藤碱 

甲醇∶二氯甲烷(1∶1)

超声提取 
60.58 126.08 

氯仿超声提取 35.78  71.86 

氯仿回流提取 64.15 141.02 

乙醇回流提取 50.32 110.21 

3.2  流动相的选择 

参考有关文献[15-16]，并通过预实验比较甲醇-

水和甲醇-0.1%三乙胺水溶液等度或梯度洗脱，考

察钩藤碱与异钩藤碱以及杂峰的分离情况，结果
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显示分离效果较差或分离时间较长。同时，考察

了乙腈-水和乙腈-0.1%三乙胺水溶液进行等度和

梯度洗脱，结果表明以乙腈-0.1%三乙胺水溶液进

行梯度洗脱时，分离度较好，分离时间较短。故

本实验选择乙腈-0.1%三乙胺水溶液为流动相进行

梯度洗脱。 

3.3  流动相 pH 的选择 

在实验中，对 0.1%三乙胺水溶液的 pH 进行

了考察，用 1%磷酸对 0.1%三乙胺水溶液的 pH 进

行调节。选取考察的 pH 值范围 7~10，考察被测

组分之间以及被测组分与杂峰之间的分离情况，

结果表明当 pH=7 时，钩藤碱与异钩藤碱没有分

离，在同一时间被测组分出峰，当 pH 值为 8.0，

9.0，10.0，组分之间、组分与杂峰之间分离度较

好，综合考虑色谱柱的最高 pH 值为 10.0。因此，

本实验选择 0.1%三乙胺水溶液(1%磷酸调 pH=9)。 

3.4  小结 

中国药典 2015 年版第一部规定，钩藤的药用

部位是干燥的带钩茎枝，所以目前对钩藤药材的

研究，大部分集中于该药用部位。本实验对药用

部位带钩茎枝进行研究以外，还增加了皮、叶、

茎、木质部、薄壁组织的研究，为钩藤非药用部

位的研究提供了科学依据。 

钩藤碱与异钩藤碱是钩藤中主要的有效成

分，现代药理研究表明，钩藤碱与异钩藤碱具有

降血压[17]、抗炎[18]、抗阿尔茨海默病[19]、抗抑郁[20]

等药理作用。钩藤药材的使用集中在药用部位带

钩茎枝，带钩茎枝占整株药材的比例较小，使用

完药用部位，非药用部位就被丢弃。造成了资源

的浪费，不利于钩藤药材的可持续利用。本实验

研究结果表明钩藤碱和异钩藤碱在带钩茎枝中具

有分布以外，皮、叶、茎中也有分布。由表 3 结

果可知，皮中异钩藤碱的含量是茎的 3.7 倍，带钩

茎枝的 4.3 倍，叶的 5.7 倍，钩藤碱的含量是茎的

3.2 倍，带钩茎枝的 4.2 倍，叶的 5.8 倍，茎中异

钩藤碱的含量是带钩茎枝的 1.1 倍，叶的 1.5 倍，

钩藤碱的含量是带钩茎枝的 1.3 倍，叶的 1.8 倍。

带钩茎枝中异钩藤碱的含量是叶的 1.3 倍，钩藤碱

的含量是叶的 1.4 倍。钩藤碱与异钩藤碱的热稳定

性较差[21]，如果只从药用部位获取，钩藤碱和异

钩藤碱的有效利用率低。以上数据可知，皮中钩

藤碱与异钩藤碱的含量最高，将来对钩藤碱与异

钩藤碱的研究，可以考虑从皮中富集其含量。还

可以将研究范围扩大到叶与茎。 

本研究除了得出钩藤碱与异钩藤碱的含量：

皮>茎>带钩茎枝>叶，还对钩藤木质部与薄壁组织

中钩藤碱与异钩藤碱进行了测定，表 3 结果显示，

木质部与薄壁组织中均未检测到 2 种化学成分的

存在。造成 2 种活性成分在钩藤不同部位分布存

在差异的原因，可能与生物碱的生物合成途径有

关，植物的生物合成途径需要相应的酶发生作用，

相应的酶在植物的不同部位分布存在差异[22]，可

能会影响活性成分在植物不同部位的分布。钩藤

碱与异钩藤碱属于吲哚类生物碱，吲哚类生物碱

的骨架结构为吲哚杂环[23]。有研究表明钩藤碱和

异钩藤碱的生物合成途径开始于开环马钱子苷和

色胺合成的 Stemmadenine，再氧化，甲基化和异

构化合成钩藤碱和异钩藤碱[24]。钩藤药材木质部

与薄壁组织中可能不存在以上生物合成所需要的

酶，在皮、茎、带钩茎枝、叶等不同部位相应的

酶分布可能也存在差异。 

综上，本研究对钩藤中钩藤碱与异钩藤碱的

提取方法进行了考察，确定了氯仿回流提取为最

佳提取方法。运用 HPLC 测定了钩藤不同部位中

钩藤碱与异钩藤碱的含量，以乙腈-0.1%三乙胺水

溶液(pH=9)为流动相，经方法学考察，具有良好

的精密度、稳定性和重复性。结果显示钩藤不同

部位 2 种化学成分的含量存在差异，皮中含量最

高，木质部与薄壁组织中均未检测到。该结果可

为钩藤药材的合理运用与生物碱生物合成研究途

径提供科学依据。 
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