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超高效液相色谱法测定麻黄中 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱的含量 *
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摘要 目的：建立超高效液相色谱法（UPLC）测定麻黄中 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱含量的方法，为麻黄药材质量评价提供依据。方
法：UPLC测定麻黄碱色谱柱为Waters Acquity BEH-C18 (2.1 mm × 50 mm, 1.7 滋m)；检测波长：214 nm；流动相为 0.15%氨水水溶

液（A）和乙腈( B )，梯度洗脱（0.0~4.0 min，5% B→55% B；4.0~ 4.1 min，55% B→95% B；4.1~4.7 min，95% B；4.7~4.8 min，95% B→

5% B；4.8~5.0 min，5% B），流速：0.7 mL/min；柱温：25 ℃。结果：l- 麻黄碱和 d- 伪麻黄碱分别在 12.50~500.00 滋g/mL 和
10.50~420.00 滋g/mL范围内具有良好的线性关系，相关系数均为 0.9999，UPLC方法测定 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱的回收率分别
为 101.99 %和 98.68%。应用 UPLC方法测定麻黄药材中的 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱的含量，麻黄药材两者含量分别为 0.80%和

0.18 %。结论：与常规 HPLC测定 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱含量方法比较，本文所用方法测定结果更加准确、全面、且重复性好，能
够快速测定麻黄药材中的 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱的实际含量；并且对麻黄碱及相关物质的测定有一定的指导意义。
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Determination of l-Ephedrine and d-Pseudoephedrine by
Ultra Performance Liquid Chromatography*

To establish a method based on ultra-high performance liquid chromatography (UPLC) for analysis of

l-Ephedrine and d-Pseudoephedrine, providing the basis for their qualitative evaluation of Ephedra sinica. l-Ephedrine and
d-Pseudoephedrine were separated on Waters Acquity BEH-C18 (2.1 mm × 50 mm, 1.7 滋m). The detection wavelength was 214 nm.
Mobile phase A was 0.15% ammonium in water and B was acetonitrile with gradient elution（0.0~4.0 min, 5% B→55% B; 4.0~4.1 min,

55% B→95% B; 4.1~4.7 min, 95% B; 4.7~4.8 min, 95% B→5% B; 4.8~5.0 min, 5% B). The flow rate was 0.7 mL/min. Column

temperature was 25 ℃ . The developed method had good linearity in the range of 12.50~500.00 滋g/mL for l-Ephedrine and
10.50~420.00 滋g/mL for d-Pseudoephedrine respectively, and both of the correlation coefficients were 0.9999. The recoveries of UPLC
method for l-Ephedrine and d-Pseudoephedrine were 101.99% and 98.68%, respectively. The content determination of l-Ephedrine and
d-Pseudoephedrine from E. sinicawas used by the UPLC method, the obtained results of l-Ephedrine and d-Pseudoephedrine were 0.80%
and 0.18%, respectively. Compared with the commonly used content determination of l-Ephedrine and d-Pseudoephedrine
by HPLC, the established method has been proven to be accurate, comprehensive and reproducible, and can be applied for rapid

determination of l-Ephedrine and d-Pseudoephedrine for E. sinica. Furthermore, it might shed light on the determination of ephedrine and
related substance.

Ultra high performance liquid chromatography (UPLC); l-Ephedrine; d-Pseudoephedrine; Diastereomer; Content
determination
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前言

麻黄为常用中药，中药名为麻黄，英文名 Ephedra Herba，

主要包括麻黄科植物草麻黄（华麻黄，Ephedra sinica Stapf）、

中麻黄 （E. intermedia Schrenk et G. A. Mey）和木贼麻黄

（E. equisetina Bunge）。麻黄主要药效成分为有机胺生物碱，其
中主要为麻黄碱和伪麻黄碱。麻黄药材中提取的麻黄碱称天然

麻黄碱，提取的伪麻黄碱为天然伪麻黄碱，具有发汗散寒、宣肺
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图 2 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱的 UPLC色谱图

Fig.2 The UPLC chromatogram of l-Ephedrine and d-Pseudoephedrine

图 1 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱结构
Fig.1 The structures of l-Ephedrine and d-Pseudoephedrine

平喘、利水消肿的功效[1-4]，临床上多用于治疗风寒感冒、胸闷咳

嗽、支气管哮喘等病症[5-7]。麻黄碱和伪麻黄碱是一对差向异构

体[8-10]，因具有中枢神经兴奋作用，因此，两者均被国际奥委会

列入体育比赛禁用药[11]。图 1显示 l-麻黄碱与 d-伪麻黄碱的
结构差异[12,13]，l-麻黄碱即天然麻黄碱，d-伪麻黄碱即天然伪麻
黄碱。

已报道的分离检测麻黄碱的方法主要包括高效液相色谱

法(HPLC)[14-17]，毛细管电泳法（CE)[18-20]，气相色谱法(GC)[21-23]。药

典收载有银量法和非水滴定法，制剂规范收载有中和法和旋光

法。麻黄生物碱多为旋光异构体，较难分离。报道的方法中，大

多数方法具有运行时间较长，或是流动相含盐等非挥发性物质

不方便串联质谱检测器等不足。超高效液相色谱（Ultra Perfor-

mance Liquid Chromatography, UPLC）是一种采用小颗粒填料

色谱柱和超高压系统的新型液相色谱技术，能显著地改善色谱

峰的分离度和检测灵敏度。与常规的 HPLC法相比，UPLC具

有运行时间短，溶剂消耗少等优点[24-26]。本文拟采用 UPLC建立

l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱的含量测定方法，为麻黄药材及麻黄复
方制剂的质量标准提供一定参考。

1 材料与方法

1.1 仪器与试药

Waters超高效液相色谱仪 Acquity UPLC，（紫外检测器为

二极管阵列检测器 DAD，Waters自动进样器，Empower色谱

工作站），Mettler-Toledo X26电子天平，MilliQ纯水仪，艾本德

电子移液器。

l-麻黄碱（盐酸麻黄碱）及 d-伪麻黄碱（盐酸伪麻黄碱）对
照品购自中国药品生物制品检定所；HPLC级别的甲醇，HPLC

级别的乙腈，均购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；氨水购

自瑞士 Fluka公司；水为 MilliQ纯水仪制得去离子水；其余试

剂均为分析纯。

麻黄药材，产地内蒙古赤峰，为麻黄科植物草麻黄 Ephedra
sinica Stapf，购自上海虹桥药业有限公司。
1.2 溶液的配置

1.2.1 对照品溶液的配置 分别精密称取 20.00 mg l-麻黄碱
和 21.00 mg d-伪麻黄碱标准品，用甲醇溶解并稀释至 10 mL，

配成标准储备液，于 4℃冰箱中避光保存。

1.2.2 供试品溶液的制备 取麻黄药材若干，研磨成细粉。精

密称取 533.20 mg，加入 2 mL氨水润湿，加氯仿 -甲醇（1:1）混

合溶液 40mL置于 250mL容量瓶，超声提取 2次，每次 30min，

过滤，合并滤液，加入 1 mL的稀盐酸（浓盐酸稀释 20倍，约

0.60 mol/L），水浴蒸干，残渣加氯仿 -甲醇（1:1）混合溶液使溶

解并稀释至 5.00 mL，精密吸取 1.00 mL，以甲醇稀释至 10 mL，

用 0.22 滋m滤膜过滤，滤液即得供试品溶液[2]。

1.3 色谱条件与方法学验证

1.3.1 色谱条件 Waters Acquity BEH-C18色谱柱 (2.1 mm ×

50 mm, 1.7 滋m)；流动相 A：0.15%氨水水溶液，流动相 B：100%

乙腈；梯度洗脱（0.0~4.0 min，5% B→55% B；4.0~ 4.1 min，55%

B→95% B；4.1~4.7 min，95% B；4.7~4.8 min，95% B→5% B；

4.8~5.0 min，5% B），检测波长：214 nm；流速：0.7 mL/min；柱温：

25℃。标准品 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱的色谱图见图 2，麻黄

药材色谱图见图 3。
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图 3 麻黄药材 UPLC色谱图

Fig.3 The UPLC chromatogram of Ephedra sinica

1.3.2 线性关系及 LOD和 LOQ 取 l-麻黄碱对照品贮备液
（2.00 mg/mL），用甲醇制成质量浓度分别为 12.50、25.00、

125.00、250.00、500.00 滋g/mL的标准工作液。按照上述“1.3.1”

色谱条件下测定峰面积，以峰面积对溶液质量浓度进行线性回

归。用稀释的 l-麻黄碱对照品溶液，平行 5针，使得 S/N值均高

于 10，该溶液浓度即为最低定量限（LOQ)。平行 5针，使得 S/N

值均高于 3且低于 10，该溶液浓度即为最低检测限（LOD)。

取 d-伪麻黄碱对照品贮备液（2.10 mg/mL），用甲醇制成
质量浓度分别为 10.50、21.00、105.00、210.00、420.00 滋g/mL的
标准工作液。按照上述“1.3.1”色谱条件下测定峰面积，以峰

面积对溶液质量浓度进行线性回归。用稀释的 d-伪麻黄碱对
照品溶液，平行 5针，使得 S/N值均高于 10，该溶液浓度即为

最低定量限（LOQ)。平行 5针，使得 S/N值均高于 3且低于 10，

该溶液浓度即为最低检测限（LOD)。

1.3.3 稳定性试验 取同一混合标准品溶液，分别于 0、2、4、

8、12、24、48 h, 按照上述“1.3.1”色谱条件下测定峰面积，进样

体积 4 滋L，平行进三针，比较 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱平均峰
面积。

1.3.4 精密度试验 取同一混合标准品溶液，按照上述“1.3.1”

色谱条件下测定峰面积，重复进样 6次，进样体积 4 滋L，比较
l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱峰面积。
1.3.5 回收率试验 精密量取待测供试品溶液，平行取 6份

200 滋L 样品溶液至样品瓶，分别准确加入适量 l-麻黄碱标准
品，加入量按一定比例，如样品的含量的 80 %、100 %、120 %，

再分别稀释至 500 滋L。依照上述“1.3.1”色谱条件下测定峰面

积，进样体积为 4 滋L，每份样品溶液平行进三针，以平均峰面
积计算得到 l-麻黄碱的量。回收率 =测得值 /理论值× 100%，

平均回收率 =回收率 /n，( n为平行取样的份数)。

精密量取供试品溶液，平行取 6份 200 滋L 样品溶液至样
品瓶，分别准确加入适量 d-伪麻黄碱标准品，加入量按一定比
例，如样品含量的 80 %、100 %、120 %，再分别稀释至 500 滋L。
依照上述“1.3.1”色谱条件下测定峰面积，进样体积为 4 滋L，每
份样品溶液平行进三针，以平均峰面积计算得到 d-伪麻黄碱

的量。回收率 =测得值 /理论值× 100%，平均回收率 =回收

率 /n，( n为平行取样的份数)。

1.4 统计学分析方法

本文主要有如下三类数据。第一，均值。在 Excel表格中，

点击公式，平均值，为算术平均值。第二，相对标准偏差 RSD%。

在 Excel表格中，STDEV/AVERAGE*100，即可得到 RSD%值。

第三，线性方程。在 Excel表格中，输入实验数据，通常以 UPLC

进样量为一列，峰面积为另一列，选择此两列，插入散点图，显

示图表，图表处点击右键，点击添加趋势线。再右键，点击设置

趋势线格式，选择显示公式和显示 R平方值，公式即线性方程。

2 结果

2.1 方法学验证

2.1.1 线性关系及 LOD和 LOQ l-麻黄碱对照品，以峰面积
对溶液质量浓度进行线性回归，得到回归方程为 Y=3290×

X+29463；R2=0.9999（n=5），线性范围 12.50~500.00 滋g/mL。最
小检测限(LOD)为 0.12 滋g/mL，S/N>3。最小定量限(LOQ) 为

0.24 滋g/mL，S/N>10。
d-伪麻黄碱对照品，以峰面积对溶液质量浓度进行线性回

归，得到回归方程为 Y= 4541.9× X-53983；R2=0.9999（n=5），线

性范围 10.50~420.00 滋g/mL。最小检测限(LOD)为 0.17滋g/mL，
S/N>3。最小定量限(LOQ)为 0.34 g/mL，S/N>10。

2.1.2 稳定性试验 比较 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱平均峰面
积，结果见表 1。结果表明，l-麻黄碱的 RSD值为 0.48%，d-伪
麻黄碱的 RSD值为 0.31%，表明待测样品溶液在 48 h内稳定。

2.1.3 精密度试验 比较 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱峰面积，结
果见表 2。结果表明，-麻黄碱和 d-伪麻黄碱的 RSD值分别为

0.15%和 0.13%，说明方法符合分析要求。

2.1.4 回收率试验 加入 l-麻黄碱标准品的样品溶液，依照上
述“1.3.1”色谱条件下测定峰面积，每份样品溶液平行进三针，

以平均峰面积计算得到 l-麻黄碱的量，通过数据处理，得到回
收率和平均回收率，结果见表 3。

加入 d-伪麻黄碱标准品的样品溶液，依照上述“1.3.1”色
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表 2精密度试验结果

Table 2 The results of precision test

Substance 1 2 3 4 5 6 RSD (%)

l-Ephedrine Area 6615975 6590906 6594018 6615328 6604057 6597384 0.15

d-Pseudoephedrine Area 7575951 7551084 7565868 7583511 7569104 7568733 0.13

Test
Added Amount

(滋g)
Theoretical Amount

(滋g)
Determined Amount

(滋g)
Recovery

(%)
Average Recovery (%)

1 13.75 30.68 32.31 105.31

2 15.00 31.93 32.87 102.95

3 17.50 34.43 34.55 100.35 101.99

4 16.25 33.18 34.29 103.35

5 21.25 37.64 38.06 99.69

6 20.00 36.93 38.03 100.26

表 3 l-麻黄碱回收率试验结果
Table 3 The results of recovery tests for l- Ephedrine

Test
Added Amount

(滋g)
Theoretical Amount

(滋g)
Determined Amount

(滋g)
Recovery

(%)
Average Recovery (%)

1 3.15 7.05 6.90 97.87

2 3.26 7.16 6.82 95.25

3 3.99 7.89 7.79 98.73 98.68

4 3.89 7.79 7.75 99.49

5 4.62 8.52 8.63 101.29

6 4.83 8.73 8.68 99.43

表 4 d-伪麻黄碱回收率试验结果
Table 4 The results of recovery tests for d-Pseudoephedrine

Substance 0/h 2/h 4/h 8/h 12/h 24/h

l-Ephedrine Area 6615975 6588593 6602135 6577053 6591534 6567256

d-Pseudoephedrine
Area

7575951 7583384 7582867 7583713 7572103 7567733

48/h

6593459

7551734

RSD (%)

0.48

0.31

表 1稳定性试验结果

Table 1 The results of stability test

谱条件下测定峰面积，每份样品溶液平行进三针，以平均峰面

积计算得到 d-伪麻黄碱的量。通过数据处理，得到回收率和平
均回收率，结果见表 4。

2.2 含量测定

取供试品溶液约 1 mL置 UPLC样品瓶，按照上述“1.3.1”

色谱条件下测定峰面积，进样体积为 3 滋L，平行进 3针。通过

数据处理，得到实验结果，结果见表 5。

表 5 麻黄药材测定结果

Table 5 The results of content in Herba Ephedrae sample

Substance Retention time RSD(%) Area RSD(%) Average content (%)

2.014 866059

l-Ephedrine 2.011 0.13 861820 0.32 0.80

2.009 866929

2.177 213983

d-Pseudoepehdrine 2.174 0.10 209095 1.25 0.18

2.173 213292
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实验结果可见，该批次草麻黄的 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱
含量分别为 0.80%和 0.18%，说明 l-麻黄碱的含量高，约高于
d-伪麻黄碱含量的 4倍。

3 讨论

3.1 色谱条件的选择

3.1.1 色谱柱的选择 用传统方法分离强极性化合物是富有

挑战性的，比如麻黄碱和伪麻黄碱 [27]。l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱
为极性碱性化合物，本文考察了两化合物在 5种固定相，分别

为 Waters BEH-C18、Waters BEH-C8、Waters Shield RP18、Waters

Phenyl和Waters CSH-C18，规格均为(2.1 mm × 50 mm, 1.7 滋m)
的分离情况。实验结果表明，除 Phenyl固定相外，其它四种固

定相均能完全分开 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱。色谱图可见，l-麻
黄碱和 d-伪麻黄碱在 Shield RP18固定相的保留时间分别为

3.821和 4.128，比 BEH-C18、BEH-C8和 CSH-C18保留时间长，说

明 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱在有镶入极性基团的 Shield RP18色

谱柱上有强保留。

试验结果可见，选择因子从小到大的顺序是 BEH-C18 <

BEH-C8 < CSH-C18< Shield RP18,最小选择因子是 1.14，最大选

择因子是 1.15。分离度从小到大的顺序是 CSH-C18 < Shield

RP18 < BEH-C8< BEH-C18，最小分离度是 CSH-C18 色谱柱的

2.64，最大分离度是 BEH-C18色谱柱的 5.70。从理论塔板数上

看，l-麻黄碱的理论塔板数的大小顺序是 Shield RP18 < CSH-C18

< BEH-C8< BEH-C18，最小的是 Shield RP18色谱柱的 7442，最大

为 BEH C18色谱柱的 35991；d-伪麻黄碱的理论塔板数的大小
顺序是 Shield RP18 < CSH-C18 < BEH-C8< BEH-C18，最小为

Shield RP18色谱柱的 7364，最大为 BEH-C18色谱柱的 42222。

由此看来，BEH-C18色谱柱分离 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱优势明
显，所以选择 BEH-C18色谱柱。

3.1.2 柱温和流动相 pH 本文通过改变柱温（25℃ 、35℃和

45℃），考察了 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱在 BEH-C18色谱柱的容

量因子、分离度和选择因子的变化。一般而言，随着温度升高，

溶质的容量因子减小，减小的程度与溶质的焓变有关，焓变越

大，温度对保留的影响越大[28]。Mohamed M.等认为大多数情况

下，低温有利于手性化合物的分离[29]。试验结果表明，容量因子

随着温度降低而增大；分离度随着温度降低而减小，但分离度

仍有 5.63；选择因子随温度降低而增加。然而过低的温度，会使

流动相的粘度增大，造成系统柱压过高。所以，选择 25℃的柱温。

反相色谱分离极性化合物时经常遇到不保留或保留差和

峰形很差的情况，实验过程中，往往向流动相中加入改性剂来

抑制分析物的电离。麻黄碱，pKa值大于 9.3的碱性化合物[27]，

采用添加氨水改性剂。本文选择不同体积比的氨水水溶液，如

0.05%、0.10%、0.15%的氨水水溶液，考察了 l-麻黄碱和 d-伪麻
黄碱在 BEH-C18色谱柱的容量因子、分离度和选择因子的变

化。试验结果表明，容量因子随着流动相 pH升高而增加；分离

度随着流动相 pH升高增加的，从 4.82增加到 6.06；选择因子

亦随流动相 pH升高而增大，即 0.15%氨水水溶液对麻黄碱和

伪麻黄碱的选择因子最大，琢值为 1.14。所以，选择 0.15%氨水

水溶液作为流动相 A。

3.2 含量测定

《中国药典》2015年版规定麻黄药材中含盐酸麻黄碱和盐

酸伪麻黄碱的总量不得少于 0.80 %[30]。草麻黄中 l-麻黄碱和
d-伪麻黄碱的含量比在 1.14 : 1 ~ 7.83 : 1的范围内变化[1]。本

文建立的 UPLC 方法测定麻黄药材中的 l-麻黄碱和 d- 伪麻
黄碱的含量，表 5可见，l-麻黄碱的含量（0.80%）和 d-伪麻黄
碱的含量（0.18 %），表明该批次草麻黄中 l- 麻黄碱的含量

比 d-伪麻黄碱的含量高约 4倍，与文献报道相符，且两者总量

大于 0.80 %，符合药用标准。

3.3 结论

本文建立了 UPLC同时测定 l-麻黄碱和 d-伪麻黄碱含量
的方法，该方法具有灵敏度高、重复性好、运行时间短、溶剂消

耗少等优点[25,26]。许多含麻黄的中成药、中西复方制剂常以麻黄

碱作为定量指标，可采用本文建立的方法进行质量评价。当处

理含麻黄碱及相关物质的生物样品时，本方法可串联质谱检测

器，如 UPLC-Q-TOF-MS联用技术，能够通过再次碰撞裂解得

到二级质谱，准确鉴定分子结构[26]。麻黄碱被国际奥委会列入

体育比赛禁用药，并规定了限量[11]，本文建立的 UPLC 方法可

快速鉴别违禁药和准确测定其含量。综上所述，UPLC法测定d-
伪麻黄碱和 l-麻黄碱具有专属性强、稳定、快速、灵敏度高、重
现性好和操作简便等特点，可作为麻黄药材的质量控制新方法。
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