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附子总生物碱提取物 中 个双酯型和 个单酯型乌头碱成分的含量测

定

刘 敏
， 张 海、蔡亚梅、 陈啸 飞 ， 朱臻宇 ， 柴逸峰 南京军 区 联勤 部药品仪器 检验所 江苏 南京 第

二 军医 大学 东方肝胆外科医院药材科 上海 第二军医大学药学院 上海

摘要 目 的 提取 附子总生物碱 采用 高效液相色谱法 同 时测定 附子总生物 碱提取物 中苯 甲 酰新乌头 碱 、苯 甲酰 乌

头 原碱 、苯 甲酰乌头次碱 、 新乌头碱 、乌头碱和次乌头碱 个成分 的含量 。 方法 采用 的 乙醇 回流提取附子药材 经大孔

吸 附树脂柱分离后 ， 制得附子总生物碱提取物 ，
采用 色谱柱 （ ；流动相为 乙腈

水 （ 醋 酸铵 ）
，
梯度洗脱 相 随时间 的 变化 流 速

检测波 长 柱温 进样量 。 结果 个 生物碱成分苯 甲酰新乌头碱 、
苯 甲 酰乌头原碱 、苯 甲酰 次

乌头碱 、新乌头减 、乌 头 碱 、 次乌 头碱在 内 实现 完全 分离 ， 在 、 、

丨 的 线性范 围 内 ，线性关系 良好 （ 。 方 法学 考察结 果表 明
， 日 内 日 间精 密

度 ，
最低检测限和定量限的范 围均符合含量测定的要求 ，

加样 回 收率 （ 分别 为

、 。 结论 该方

法简便 、 准确 、可靠 可用于附子提取物 中 个乌头碱成分的含量测定 。

关键 词 附子总生物碱 高效液 相色谱法 ； 含量 测定
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：

附子 （ 为 毛莨

科 （ 乌头属 （ 植物乌头 （

子根的加工品 ，其味辛 、

甘 、性热 、有毒 ，
人心 、脾 ， 肾经

，
具有回 阳救逆 、温补
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肾 阳和祛寒止痛等功效
⑴

。 附子生 品有 大毒 ，其 主

要成分为二萜类生物碱 ，分为双酯型乌头碱 、单酯型

乌头碱和胺醇型乌头碱 ， 其 中双酯 型乌头碱的 毒性

最大 ，但活性也最强 单酯型乌头碱毒性较小 ， 活性

较强 ，
而醇胺型生物碱毒性和活性最小 。 炮制后

的附子分为盐附子 、黑附片 和 白附片 种 其毒性显

著降低 而主要药理作用未改变 仍具有显著的抗心

力衰竭 、抗休克及镇痛作用 。

目 前 ，有关附子生物碱的提取方法及相关文献

报道较多 但对于其中生物碱含量的 测定多是

采用化学滴定法或紫外法测定总生物碱的含量或是

直接测定其 中双酯型乌头碱含量来控制 附子 的质

量 、药效 。 由 于附子的 总生物碱 中既包括毒性强的

双酯型乌头碱 ，又包含毒性较小 同时又具有
一定活

性的单酯型生物碱 还包含 活性和毒性较小 的醇胺

型生物碱 ，所以 仅仅测定附子提取物中总生物碱的

含量很难保证附子的药效和毒性 ， 有必要建立
一

种

既能测定双酯型乌头碱又同时测定单酯型乌头碱含

量的测定方法 ，这样既能控制其毒性 ，
保证临床用药

的安全性 又确保 了其临床疗效
⋯

。

仪器和试药

仪器 系列高效液相色谱仪 （美

国安捷伦公司 ） ， 包括 真空脱气机

四元泵 ， 自 动 进 样 器 ，
柱 温箱 和

检 测器 ； 超声 发生

器 （上海科 导超声仪器公司 ） ；
型

十万分之
一

电子天平 （ 德 国梅特勒公 司 ） ；
药

材粉碎机 （上海淀久公司 ） 。

药 品和试剂 苯甲 酰新乌头碱 、苯甲 酰乌头原

碱 、苯甲 酰乌头次碱 、新乌头碱 、 乌头碱和次乌头碱

纯度 购 自 中 国药 品生物制 品检定所 ，淡

附片 （产地 ：江苏 ，批号 购 自 上海雷允

上中药饮片厂 经第二军医大学生药教研室孙连娜

副教授 鉴 定 为 为 毛黄 科 植 物 乌 头

的子根 的加 工品 ， 符合 版中 国

药典标准 。 级 甲醇购 自 公司

级 乙 腈 购 自 公 司

，
，

级 甲 酸购 自 公

司 （ 水为娃哈哈纯净水 其余试

剂为分析纯 。

方法和结果

溶液的 配制

对照品溶液的 制备 精 密称取苯 甲 酰新乌

头碱 、苯 甲 酰乌头原碱 、苯 甲酰乌头次碱 、新乌头碱 、

乌头碱 和次乌 头碱各

置 量瓶 中 ，加 甲 醇溶解并定

容至刻度 ， 摇 勻 ， 即 得浓 度 分别 为 、 、

、 、 、 的 母液 。 精密吸

取上述对照品溶 液各 分别置 量瓶 中 ，

加 甲醇定容至刻度 摇勻 ， 即得 个成分的混合对照

品溶液 ，然后依次用 甲 醇逐级稀释 ， 即得系列浓度的

混合对照品溶液 ，
置于 冰箱保存 。

附子总生物碱提取物的制备 将 附

子药材粉碎 至 中 粉 ， 加 倍药材量 的体积 分数 为

的乙醇溶液作为溶剂 加热回 流提取 次 ，每次

回收乙醇 浓缩至 ，
调节提取液的 值至

，静置 取上清 ，过 大孔吸附树

脂柱 ， 先用 倍柱体积蒸馏水除杂 ，再用 倍柱体积

的 乙醇洗脱 ，得 附子总生物碱 提取 液 ， 浓缩干

燥得每 含 附子药材的总生物碱提取物 。

附子总生物碱提取物样品 溶液的制备 精

密吸取上清液 加 乙腈 ，
涡旋 至

离心机中 离心 取上清液进样

分析 。

色谱条件 色谱柱 ： 色谱柱

；流动相 为 乙腈 ，

水 醋酸铵 ） ， 梯度洗脱 相 随时间 的 变化

流速 检测波

长 柱温 进样量 。 按 出峰顺序

个生物碱成分苯 甲酰新乌头碱 、 苯 甲酰乌头原碱 、苯

甲 酰乌头次碱 、新乌头碱 、乌头碱和次乌头碱的保 留

时 间 分 别 为 ： 、 、 、 、

。 根据混合对照品的色谱图 中

个峰的相关参数计算 系统适用性 其理论塔板数分

别为 ：
，

分离 度分 别 为 ： 、

脱尾因子分别为 、 、 、

、
。 混合对照品 、附子总生物碱提取物的

色谱 图 ，如 图 所示 。

线性 关 系 的 考察 分别将
“ ”

项下制备

的不同浓度的系列对照品溶液按
“ ”

项下色谱条

件依次连续进样 ，分别重复 次 ， 以对照品溶液浓度

对峰面积 （ 进行线性 回 归 ，呈 良好的

线性关系 见表 。

精 密度 实验 取
“ ”

项下制备 的系 列混

合对照 品溶液在 以 内分别连续进样 次
， 根据

所得峰面积分别考察 日 内精密度和 日 间精密度 。 结

果 个指标性成分 的 日 内 、 日 间精 密度 均

， 表明方法的精密度 良好 。
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田 混合对照品 溶液 （ 附子总生物碱提 取物 （ 的 色谱 图

苯甲 赃新 乌头碱 苯甲酰乌头原碱 苯 甲酰乌头次碱 新乌头碱 乌头碱 次乌头碱

表 个生物碱成分的线性关系

成分 回 归方程 线性范围 （

苯 甲酰新乌头碱

苯甲 酰乌头原碱

苯甲 酰乌头次碱

新乌头碱

乌头碱

次乌头碱

定量限和检测 限考察 将 个对照 品溶液 以

此进行稀释 ， 以信 噪 比 ： 时 ，确定其最低 定量

限
； 以信噪比 ： 时 ，确 定其最低检测 限 。 个指

标性成分 的 最低定量限分别为 、 、

、 、 ‘ 最低检测 限分别 为 、

、 、 、
。

稳定性实验 取制备的 附子生物碱提取物样

品溶液 分别在 、 、 、 、 、 、 测定 个成分

的峰面积 考察其稳定性 。 结果 个成分峰面积的

分 别 为 、 、 、 、

表明供试 品溶液在 内稳定 。

重复性 实验 分取 同一批附子总生物碱提取

物 份 ，按
“ ”

项方 法分别制成样品溶液 ， 进样

分析 。 提取物 中 种成分的 平均含量和

分别为 问

、

，表明方法 的

重复性良好 。

加样 回 收率 实验 精密吸取已知含量的 同一批

次附子总生物碱提取物样品 份各 ，
置 量瓶

中 精密加入各对照品溶液 ，定容到 。 依法

测定 计算回收率 。 苯 甲 酰新乌 头碱 、 苯 甲 酰乌头原

碱 、苯甲酰乌头次碱 、新乌头碱 、乌头碱和次乌头碱 的

加样回 收率和 分别为 、

、 、

、 、

：
。 结果表明 ，采用本法同 时测

定 种成分的含量 其加样回收率结果良好 。

样 品 测 定 按
“ ”

项下方法制 备 个批

次的附子总生物碱提 取物样 品溶液 ，按
“ ”

项下

色谱条件进样分析计算样品含量 结果见表 。

表 附子总 生物碱提取物 中 个 生物碱的 含量測定结果

编号 苯 甲酰新 乌头碱 苯甲 酰乌头碱 苯甲 酰乌头次碱 新乌头碱 乌头碱 次乌头碱

± ± ± ± ± ±

± ± ± ± ± ±

± ± ± ± ± ±

讨论

附子 总 生物碱的提取制 备 提取中 ，分别对附

子 中总生物碱提取率 的各影 响 因素进行了考察 ，其

因素包括乙醇浓度 （ 、附子粒径 （ 、料液比 （ 、

提取时间 （ ，提取效果的影响 的排序分别是 乙醇

浓度 粒径 料液 比 提取时 间 ，综合 各项 因素确

定最终的提取条 件为 ： 采用 倍量 的 乙醇溶

液 ，加热 回流提取 次 ， 每次 ，
回收 乙 醇 ，浓缩 至

调节提取液 的 值至 ，静置
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取上清 过 大孔吸附树脂柱 ，先用 倍柱体积

蒸馏水除杂 再用 倍柱体积 的 乙醇洗脱 ， 得

附子总生物碱提取液 ，浓缩干燥得每 含 附

子药材的总生物碱提取物 。

液相 色谱条件 的 选择 流动相的选择 比较了

甲 醇 水和 乙腈 水 系 统 ， 由 于测 定 的 个生 物碱 成

分的最佳吸收波长在 采用乙腈 水系统能够

有效避免基线波动 有利于化合物的分离 所 以采用

乙腈 水系 统进行分 离分 析 。 另 由 于乌头碱类成分

都具有弱碱性 采用纯乙腈 水系统会出项峰拖尾现

象 ，经考察在流动相的 水相 中加人 的醋酸铵

后
，能够明显改善待分离色谱峰的拖尾现象 。 所 以 ，

最终的色谱条件采用 乙腈和 的醋酸铵进行分

离分析 。 在此色谱条件下 个生物碱类成分在

内 达到完全分离 。

附子 中 测 定指标性成分 的 选择 附子有大毒 ，

其主要成分为二萜类生物碱 ，分为双酯型乌头碱 、单

酯型乌头碱和胺醇型乌头碱 其 中双酯型乌头碱的

毒性最大 ，活性最强 ，单酯型乌头碱毒性较小 ， 活性

较强 ，
而醇胺型生物碱毒性和 活性都较小 。 而炮制

后的附子毒性大大降低 ， 其主要原因在于其 中 的双

酯型乌头碱转变为了单酯型乌头碱 ，所以 ， 为控制附

子的毒性 必须测定其中双酯型乌头碱的含量 ， 为保

证附子提取物的 药效 有必要同 时测定其 中单酯 型

生物碱的含量 所以 最终选择其中 含量较高 的 个

双酯型乌头碱 ，包括苯甲 酰新乌头碱 、苯甲 酰乌头原

碱 、苯甲 酰乌头次碱和 个单酯型乌头碱 ，包括新乌

头碱 、乌头碱 、次乌头碱进行含量测定 。

小结

本实验通过加热 回流提取及加样大孔吸附树脂

的方法分离制备 了 附子 总生物碱提取物 ，建立了 同

时测定附子总生物碱中 个双酯型和 个单酯型 乌

头碱含量的测定方法 ，方法学结果表明 ：
日 内 日 间精

密度 重复性 最低 检测 限 加样 回 收率均符合测定

要求 。
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