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摘要  目的:建立一种同时测定含有乌头属药材的成药中乌头类生物碱宋果灵、新乌头碱、乌头碱、次乌头碱含量的 H PLC方

法。方法:采用 K rom asil C18色谱柱 ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ), 以甲醇 -水 -氯仿 -三乙胺 ( 70B30B1B0115 )为流动相, 流速

110 mL# m in- 1, 柱温为室温 ( 25 e ), 检测波长 234 nm。结果: 宋果灵、新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的线性范围分别为 01 1~

115 Lg ( r= 01 9996) , 01 1~ 21 0Lg ( r= 019995), 011~ 310 Lg ( r= 01 9996), 01 1~ 21 5 Lg ( r= 019997)。本法应用于中成药万

通筋骨片、附子理中丸, 藏药安神丸和蒙药嘎日迪五味丸中 4种乌头类生物碱的同时测定, 宋果灵、新乌头碱、乌头碱和次乌头

碱的平均回收率分别为 9517% ~ 1051 2% , 9610% ~ 1021 1% , 9317% ~ 991 2% , 9618% ~ 991 2% ; RSD分别为 11 4% ~ 21 3% ,

110% ~ 118% , 01 85% ~ 212% , 01 82% ~ 114%。结论: 本法简便、快速、准确,灵敏度高, 可为含有乌头属药材的成药药品质量

控制提供参考标准。
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Abstract Objective: To estab lish anHPLC method for simultaneous determ inat ion o f aconitine alkaloids in patent

med ic ine conta ined A conitum L. herba l drugs. Method: The separat ion w as performed on a K rom asil C18 co lumn

( 416 mm @250mm, 5 Lm) and methano l- w ater- chlorofo rm- tr iethylam ine ( 70B30B1B0115) as mob ile phase

w ith a flow ra te of 110 mL# m in
- 1
. UV detect ion w as set at 234 nm and column temperature w as room temperature

( 25 e ). Results: The standard ca libration curves of songorine, mesacon itine, aconitine and hypacon it inew ere line-

ar in the ranges of 011- 115 Lg ( r= 019996) , 011- 210 Lg ( r= 019995), 011- 310 Lg ( r= 019996) and 011
- 215 Lg( r= 019997), respectively. Th ism ethod w as app lied to simultaneous determ inat ion o f four acon itine alka-

lo ids inW antong jingu tablets and Fuzilizhong pills as Chinese patent m edic ine; Anshen p ills as S itsang m edic ine

and Garid iwuw e i p ills asM ongo lia medic ine. The average recoveries of method in the four patent m edic ines w ere

9517% - 10512% , 9610% - 10211% , 9317% - 9912% and 9618% - 9912% , and RSD were 114% - 213% ,

110% - 118%, 0185% - 212% and 0182% - 114%, respectively. Conclusion: This m ethod is simple, qu ick, ac-

curate, and w ith h igh sensitiv ity. It prov ides a reference standard for the quality control o f patentmed icine conta ined

Aconitum L. herbal drug s.
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  川乌、草乌、附子、铁棒锤、雪上一枝蒿等乌头属

药材具有抗炎、抗肿瘤、麻醉止痛、免疫调节、调节心

血管系统及其他作用
[ 1, 2]

, 常作为君药药味用于中

(藏、蒙 )药制剂中。乌头属药材的主要成分是二萜

类生物碱,包括乌头碱、新乌头碱、次乌头碱、宋果灵

等,它们既是活性成分又是剧毒成分
[ 1, 3, 4]

, 人口服
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012 mg乌头碱即可出现中毒症状,因此含有乌头属

药材的成药制剂质量控制显得尤为重要。采用高效

液相色谱法测定乌头类生物碱的方法虽有不少报

道
[ 5~ 9]

,但大多是测定单一成分或某一制剂的测定,

同时测定几种成药中 4种乌头类生物碱含量的方法

未见报道。本文为含有乌头属药材的成药药物品质

评价及临床安全用药提供了科学依据。

1 仪器与试药

Waters高效液相色谱仪 (包括 1525二元梯度

泵、7725 i进样器、W aters柱温箱、PDA2996二极管

阵列检测器、Empow er色谱工作站 )。

对照品乌头碱 ( 110720 - 200410)、新乌头碱

( 110799- 200404)和次乌头碱 ( 798 - 9403)购于中

国药品生物制品检定所; 宋果灵自铁牛七 (Aconitum

szechenyianum Gay. )药材中提取分离,经元素分析,

IR、TOF- MS、
1
H NMR、

13
C NMR、DEPT谱及 X - ray

晶体衍射分析表征鉴定,纯度大于 99%。

万通筋骨片 (规格: 基片重 0128 g)、附子理中

丸 (规格: 每丸重 9 g )、安神丸 (规格: 每丸重 013
g)、嘎日迪五味丸 (规格: 每 10粒重 1 g )均为市售

品。

甲醇为 Fisher色谱纯;氯仿、二氯甲烷、三乙胺

为分析纯,购于西安化学试剂厂;水为 M illipo re超纯

水。

2 色谱条件

色谱柱: K romasil C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5

Lm ), 大连依利特分析仪器有限公司;流动相: 甲醇

-水 - 氯仿 - 三乙胺 ( 70B30B1B0115) ; 流速: 110
mL# m in

- 1
;检测波长: 234 nm; 柱温:室温 ( 25 e )。

3 溶液制备

311 供试品溶液  将药品除去包衣,研磨成粉, 准

确称取 110 g置于具塞试管中, 加入氨水 014 mL润

湿, 摇匀, 加乙醚 10 mL冷浸 18 h, 抽滤,残渣用 15

mL乙醚分 3次洗涤, 合并乙醚液, 低温旋转蒸发至

干, 残渣用 110mL二氯甲烷溶解, 摇匀, 过 0145 Lm
滤膜,即得万通筋骨片、附子理中丸和嘎日迪五味丸

的供试品溶液;安神丸滤液再以二氯甲烷稀释 5倍

为安神丸供试品溶液。

312 阴性样品溶液  按万通筋骨片处方,制成缺制

川乌和制草乌的模拟制剂, 按供试品溶液的制备方

法同法制成阴性样品溶液。

313 系列混合对照品溶液  精密称取对照品宋果

灵、新乌头碱、乌头碱、次乌头碱各 10 mg, 置于 10

mL量瓶中,加二氯甲烷溶解定容至刻度,配制成含

有各化合物均为 110 Lg# LL
- 1
的混合对照品储备

液,备用。分别精密量取混合对照品储备液 011,
015, 110, 115, 210, 215, 310 mL置 10mL量瓶中,加

二氯甲烷稀释至刻度, 摇匀, 配制成浓度分别为

0101, 0105, 0110, 0115, 0120, 0125, 0130 Lg# LL
- 1

的系列混合对照品溶液。

4 方法学考察

411 线性范围考察  分别精密吸取系列混合对照
品溶液各 10 LL, 在上述色谱条件下进样测定, 色谱

图见图 1- A。以峰面积为纵坐标, 进样量 ( Lg)为

横坐标, 绘制标准曲线, 得宋果灵、新乌头碱、乌头

碱、次乌头碱的回归方程分别为:

Y= 21277 @ 10
5
X + 21283 @104  r= 019996

Y= 21562 @ 10
6
X + 51639 @105  r= 019995

Y= 31104 @ 10
6
X + 61542 @105  r= 019996

Y= 21047 @ 10
6
X + 41453 @105  r= 019997

宋果灵、新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的检测限分别

为 0105, 0102, 0103, 0104 Lg; 线性范围分别为 011
~ 115, 011~ 210, 011~ 310, 011~ 215 Lg。
412 精密度试验  精密吸取浓度为 0110 Lg#

LL
- 1
的混合对照品溶液 10 LL,连续进样 5次, 宋果

灵、新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的峰面积平均值

( n = 5 ) 的 RSD 分别为 117%, 116%, 0162% ,

110%。
413 重复性试验  精密称取样品粉末 3份, 按

/ 3110项下方法操作, 进样 10 LL测定 ( n = 3)。结

果嘎日迪五味丸中宋果灵、新乌头碱、乌头碱和次乌

头碱的平均含量分别为: 11043, 01166, 01196, 01006
mg # g

- 1
; RSD 分别 为 0172%, 112% , 0188% ,

216%。表明本法具有较好的重复性。
414 稳定性试验  在本试验条件下, 取同一供试品

溶液分别在室温放置不同时间 ( 0, 3, 6, 12 h)同法测

定。结果 ( n = 4)安神丸中宋果灵、新乌头碱、乌头

碱和次乌头碱的峰面积平均值的 RSD分别为

0191%, 110% , 0176%, 0; 万通筋骨片中宋果灵、新

乌头碱、乌头碱和次乌头碱的峰面积平均值的 RSD

分别为 0163%, 0173% , 0153%, 0141% ; 附子理中

丸中宋果灵、新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的峰面积

平均值的 RSD分别为 0, 0193% , 1112% , 111%; 嘎

日迪五味丸中宋果灵、新乌头碱、乌头碱和次乌头碱

的峰面积平均值的 RSD分别为 0179% , 0181% ,

0151%, 0197%。结果表明, 4种样品的供试品溶液

在 12 h内基本稳定。
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图 1 对照品 ( A)、万通筋骨片 ( B)、附子理中丸 ( C )、安神丸 ( D)、嘎日迪五味丸 ( E )和阴性样品 ( F)的 HPLC色谱图

Fig 1 HPLC chrom atogram s of chem ical reference sub stan ces(A ), W an tongjingu tablets( B) , Fuz ilizhong p ills( C ), An shen p ills( D) , Garid iw u-

w ei p ills( E ) and negat ive con trol sam p le ( F)

1.宋果灵 ( songorin e)  2.新乌头碱 ( m esacon itine)  3.乌头碱 ( acon itin e)  4.次乌头 ( hypacon it ine)

5 样品测定

精密吸取各供试品溶液 10 LL分别进样测定,

色谱图见图 1- B, C, D, E。按外标法以峰面积计算

其含量,结果见表 1。

表 1 样品测定结果 (m g# g- 1, R SD< 3%, n= 3)

Tab 1 D eterm ination resu lts of samp les (m g# g- 1, RSD < 3%, n= 3)

样品

( samples)

宋果灵

( songorine)

新乌头碱

( mesaconitine)

乌头碱

( a con itine)

次乌头碱

( hypacon it ine)

万通筋骨片 (W antong jingu tablets) 01511 01173 01 312 01224

附子理中丸 ( Fuzilizhong pills) 未检出 ( no t detected) 01011 01 173 01001

安神丸 ( Anshen pills) 01635 31255 01 155 未检出 ( no t detected)

嘎日迪五味丸 ( Ga ridiwuwe i pills) 11043 01166 01 196 01006

6 加样回收率试验

准确称取已测知含量的样品适量, 加入浓度为

0140 Lg# LL
- 1
的混合对照品溶液 110 mL (即 014

mg) ,按 / 3110项下方法操作处理, 取 10 LL进样分

析,结果见表 2。

表 2 回收率实验 ( n= 3)

Tab 2 The recovery test

样品

( sample)

宋果灵 ( songorine) 新乌头碱 ( mesacon itine) 乌头碱 ( a con itine) 次乌头碱 ( hypaconitine)

回收率

( recove ry ) /%

RSD

/%

回收率

( recovery ) /%

RSD

/%

回收率

( recovery) /%

R SD

/%

回收率

( recovery) /%

RSD

/%

万通筋骨片 (W antong jingu tablets) 10512 119 10014 118 9912 0196 9618 114

附子理中丸 ( Fuzilizhong pills) 9517 114 10211 114 9317 212 9618 0187

安神丸 ( Anshen pills) 10211 213 9610 118 9716 114 9719 110

嘎日迪五味丸 ( Ga ridiwuwe i pills) 10118 116 9817 110 9817 0185 9912 0162

7 讨论与小结

711 提取条件的选择  中药成分的提取多采用煎

煮法、有机溶剂加热回流提取法、冷浸渗漉法。曾采

用 6倍量酸性乙醇溶液 [无水乙醇 - pH 310醋酸
( 85B15, v /v ) ]回流提取 1 h, 共提 3次

[ 10]
, 结果表

明该法对成药中的生物碱提取不完全,且操作较烦

锁。参阅一些文献后改用乙醚浸提, 提取时间分别

采用 16, 18, 24 h, 发现浸提 16 h效果较差, 24 h与

18 h相当,因此选择浸提 18 h。由于乙醚挥发性较

强,故应选用具塞大试管做提取容器,以减小提取时

溶剂损失造成的误差。

712 流动相的选择  曾选用乙腈 - 0103 mol# L
- 1

pH 915的碳酸氢铵缓冲液进行线性梯度洗脱 [ 10 ]
,

但该方法不能对成药中的二萜类生物碱进行很好的
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分离,而且测定耗时;也曾试过甲醇 -水 -氯仿 -二

乙胺 ( 70B30B2B015) [ 11] , 结果只对附子理中丸有较
好的分离效果;后又采用甲醇 -水 -氯仿 -三乙胺

( 70B30B1B011) [ 12]
,结果色谱峰拖尾较严重; 最后选

定甲醇 -水 -氯仿 -三乙胺 ( 70B30B1B0115)做流
动相,分离效果较好。因流动相为碱性溶剂,对十八

烷基键合固定相有一定的破坏性, 所以每次测试完

毕后,须用水和甲醇将色谱柱和泵等系统冲洗干净。

713 测定波长的选择  文献报道 [ 8, 9, 11]
乌头类生物

碱在 230~ 240 nm下有较大吸收, 经对比发现 234

nm下测定效果最佳, 基线也较稳定, 因此选择该波

长下进行检测。

714 溶剂的选择  经对甲醇、乙醇、乙腈和二氯甲

烷等溶剂试验,结果表明乌头碱在二氯甲烷中较稳

定,与文献
[ 6, 9, 12]

报道一致。因此本文选用二氯甲烷

做定容溶剂。
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