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RP�HPLC�ELSD同时测定附子地上部分中
新乌头碱和次乌头碱的含量
刘少静,杨黎彬,赵宁,王小库,韩禄

(西安医学院 药学院,陕西西安 � 710021)

摘 � 要: 采用反相高效液相色谱�蒸发光散射监测器 ( RP�HPLC�ELSD )测定附子地上部分中新乌头碱和次乌头碱的

含量。色谱柱为 K rom asil C18 ( 150 mm � 4. 6 mm, 5 �m ), 流动相为乙腈�0. 1% 乙二胺水溶液 (体积比为 60�40),

柱温为室温, 流速 1 mL /m in, 漂移管温度 89. 0 � ,气体流量 2. 60 L /m in。结果表明,新乌头碱和次乌头碱均得到较

好分离, 均在 12. 5~ 400 �g /mL呈现良好的线性关系; 平均加样回收率分别为 100. 01% ( RSD= 0. 31% ) , 99. 53%

( RSD = 0. 51% )。RP�HPLC�ELSD法具有准确度高, 简便快捷,干扰少, 重现性好的优点, 可用于附子地上部分中

双酯型生物碱的测定。
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Determ ination ofmesaconitine and hypaconitine in the aerial part

of radix aconiti lateralis praeparata by RP�HPLC�ELSD

LIU Shao�jing, YANG L i�bin, ZHAO N ing, WANG X iao�ku, HAN Lu

( Schoo l o f Pharm acy, X i� anM ed ica lUn iversity, X i� an 710021, Ch ina)

Abstract: The content of mesacon itine and hypaconitine in the aerial part of rad ix aconiti lateralis pra�

eparata by RP�HPLC�ELSD. Tw o constituents w ere ana lyzed simultaneously w ith a K romasil C18 column
( 150mm � 4. 6mm, 5 �m ) by isocratic elution using aceton itrile�0. 1% ethy lenediam ine( 60 �40) as the

mob ile phase. The co lumn wasm ainta ined at room temperature. The flow ratew as 1mL /m in. The detector

drift tube w as kept a t89 � , the nebu lizing gas flow �ratew as 2. 6 L /m in. Excellent chrom atographic sepa�
rat ion w as ach ieved formesacon itine and hypaconitine. The liear ranges of the tw o constituentsw ere both

12. 5 ~ 400 �g /mL. The ex tract ion recoveries w ere 100. 01% ( RSD = 0. 31% ), 99. 53% ( RSD =

0. 51% ), respectively. The method has the advantages of accuracy, simp licity, and prec ision, it is suitable

for quantitative analysis ofm esacon itine and hypacon it ine in rad ix acon iti latera lis praeparata.

Key words: aerial part of rad ix aconiti latera lis praeparata; mesaconit ine; hypaconitine; RP�HPLC�ELSD

� � 附子为毛莨科植物乌头的子根加工品, 其性大

热,味辛、甘,有毒,入心、脾、肾经,具有回阳救逆、补

火助阳等功效
[ 1�3]

,是临床常用的重要中药。药理研

究表明,附子具有显著的止痛、利尿、抗心力衰竭、抗

休克等作用
[ 3�5]
。附子的传统用药部位为根和根茎,

地上部分弃之不用, 造成严重浪费, 因此, 有必要对

附子地上部分有效化学成份进行研究, 变废为宝。

附子中常见的有效成分为乌头碱、新乌头碱、次乌头

碱等生物碱
[ 6�7 ]
。本研究建立了灵敏准确的 RP�

HPLC�ELSD法, 对附子地上部分中的新乌头碱、次

乌头碱进行定量分析,为附子地上部分的开发利用

提供科学依据。

1� 实验部分

1. 1� 试剂与仪器

� � 附子地上部分 (汉中洋县,由西安医学院药学

院生药教研室冯永辉副教授鉴定 ) ; 乌头碱 (纯度
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98% ); 次乌头碱 (纯度 99% ); 新乌头碱 (纯度

99% ); 乙腈, 色谱纯; 浓氨水、甲醇、乙二胺均为分

析纯; 超纯水。

� � W aters 1525型高效液相色谱仪; 2000ES蒸发

光散射检测器; FA1004B电子天平; SB�5200DT超声
波清洗器; KLZ艾柯超纯水机。

1. 2� 溶液制备

1. 2. 1� 混合对照品溶液的制备 � 分别精密称取新

乌头碱和次乌头碱对照品适量,至 10mL量瓶中,用

乙腈溶解并定容,制得新乌头碱和次乌头碱浓度均

为 1 200 �g /mL的混合对照品母液。精密吸取一定

量母液,加乙腈定容配制成系列浓度的混合对照品

溶液。新乌头碱和次乌头碱浓度均为 12. 5, 25, 50,

100, 200, 400 �g /mL, 4 � 冷藏备用。

1. 2. 2� 供试品溶液的制备 � 取过 40目筛的附子

地上部分药材粉末约 1. 0 g , 精密称定, 置 150 mL

具塞锥形瓶中, 加入浓氨水 2mL, 润湿 0. 5 h, 再加

入甲醇 50 mL,密塞,静置过夜。超声 (功率 200W,

工作频率 40 kH z)提取 30m in,过滤, 再以 10 mL甲

醇分次洗涤药渣, 过滤,合并滤液和洗液, 40 � 水浴

挥干, 乙腈溶解残渣, 并定容至 20 mL, 摇匀。过

0. 45 �m微孔有机滤膜,即得供试品溶液。

1. 3� 色谱条件

� � 色谱柱为 K romasil C18 ( 150 mm � 4. 6 mm,

5 �m);流动相为乙腈 �0. 1%乙二胺水溶液 ( 60�40);

柱温为室温;流速为 1. 0 mL /m in;蒸发光散射检测器

漂移管温度 89 � ,气体流量 2. 60 L /m in。色谱图见

图 1。

图 1� 混合对照品及样品 H PLC色谱图;

F ig. 1� HPLC chrom a tog ram s of rad ix acon itine

A.对照品; B. 供试品; 1.新乌头碱; 2.乌头碱; 3. 次乌头碱

2� 结果与讨论

2. 1� 线性关系的考察

� � 精密吸取系列混合对照品溶液各 10 �L, 按照

色谱条件进样测定。以进样浓度 x为横坐标, 峰面

积 y为纵坐标作图, 进行线性回归, 得回归方程,结

果见表 1。
表 1� 2种生物碱的标准曲线方程及线性范围 ( n= 6)

Tab le 1� The standard curves and linear ranges

of the two a lkaloid s( n= 6)

标准品 线性方程 线性关系
线性范围

/ ( �g� mL- 1 )

新乌头碱 y = 9 699. 9x + 403. 85 0. 999 5 12. 5 ~ 400

次乌头碱 y = 7 519. 7x- 1 821. 9 0. 999 9 12. 5 ~ 400

2. 2� 方法精密度
� � 精密吸取混合对照品溶液 10 �L, 按照色谱条

件连续进样 6次。结果表明,新乌头碱和次乌头碱

的相对标准偏差 ( RSD )分别为 0. 65% , 0. 84%, 该

方法精密度良好。

2. 3� 方法重复性

� � 精密称取同一附子样品 6份, 各 1. 00 g,制备供

试品溶液 6份,按照色谱条件分别进样 10 �L,测得

新乌头碱和次乌头碱峰面积的 RSD分别为 1. 06%,

1. 64% ,结果表明,该方法重复性良好。

2. 4� 试样稳定性

� � 精密吸取同一供试品溶液 10 �L, 分别于 0, 2,

4, 8, 12, 24 h进样测定峰面积值, 结果新乌头碱和次

乌头碱峰面积的 RSD分别为 1. 58% , 1. 67%, 表明

供试品溶液在 24 h内稳定。

2. 5� 加样回收率

� � 精密称取已测知含量的附子地上部分药材

0. 50 g,共 3份, 分别准确加入一定量的新乌头碱和

次乌头碱的标准品, 按照制备样品溶液, 分别进样

10 �L, 测得 2个成分回收率的平均值及 RSD值, 见

表 2。
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表 2� 加样回收率实验结果 ( n= 3)

Tab le 2� The results of the average recovery( n= 3)

成分 样品中的含量 /m g 加入量 /mg 测得量 /m g 回收率 /% 平均回收率 /% RSD /%

新乌头碱 2. 995 3. 0 5. 99 99. 92

3. 055 3. 0 6. 08 100. 34 100. 01 0. 31

2. 935 3. 0 5. 92 99. 75

次乌头碱 1. 780 1. 78 3. 53 99. 16

1. 816 1. 78 3. 60 100. 11 99. 53 0. 51

1. 744 1. 78 3. 50 99. 32

� � 由表 2可知,样品中的新乌头碱和次乌头碱的

平均加样回收率分别为 100. 01% ( RSD = 0. 31% ),

99. 53% ( RSD= 0. 51% )。

2. 6� 样品含量测定

� � 制备供试品溶液 3份,分别进样 10 �L, 按照色

谱条件测定,结果见表 3。

表 3� 附子地上部分中 2种生物碱含量测定结果 ( n= 3)

Tab le 3� Conten ts of two alka loids in aer ia l part

of rad ix aconiti lateralis praeparata ( n= 3)

成分
含量 / (m g� g- 1 )

1 2 3

新乌头碱 5. 91 5. 87 6. 20

次乌头碱 3. 56 3. 64 3. 48

� � 3批样品测定结果表明, 附子地上部分中新乌

头碱含量较高,平均为 5. 99 mg /g, 次乌头碱含量平

均为 3. 56 mg /g。

2. 7� 色谱条件的优化

2. 7. 1� 流动相 � 由于乌头类生物碱的碱性较强,为

防止分离过程出现拖尾现象,需在流动相中加入一

定改性剂以达到改善色谱峰形和提高分离度的目

的。经考察,最终确定乙腈�0. 1%乙二胺水溶液作
为流动相。

2. 7. 2� 漂移管温度和气体流量 � 这是 ELSD检测

器的 2个重要参数, 温度过低, 溶剂挥发不完全;温

度过高,导致分析样品部分挥发而使检测器响应下

降。雾化气流速过低,会形成大量微滴,导致尖峰信

号或噪音信号; 雾化气流速过高, 引起微滴大量下

降,导致信号响应降低。经考察,最终确定漂移管温

度为 89. 0 � ,雾化气流量为 2. 60 L /m in。

2. 8� 提取工艺

� � 附子地上部分中乌头碱含量极低,未检出。新
乌头碱、次乌头碱含量均较高, 分别为 5. 99,

3. 56mg /g,表明附子地上部分可作为这 2种生物碱

的一个很好的提取来源。

� � 以新乌头碱和次乌头碱的提取率为指标, 本实

验考察了提取溶剂及其用量、冷浸时间、超声时间等

因素对实验结果的影响,优选出的最佳提取方法为:

1. 00 g药材以 2 mL浓氨水润湿 0. 5 h, 再加 50 mL

甲醇浸泡过夜,超声提取 30m in。

3� 结论

� � 采用反相高效液相色谱�蒸发光散射监测器
( RP�HPLC�ELSD )测定附子地上部分中新乌头碱和
次乌头碱的含量。色谱柱为 Kromasil C18 ( 150 mm

� 4. 6 mm, 5 �m ),流动相为乙腈 �0. 1% 乙二胺水

溶液 (体积比为 60 �40 ), 柱温为室温, 流速

1mL /m in, 漂 移 管 温 度 89. 0 � , 气 体 流 量

2. 60 L /m in。结果表明, 新乌头碱和次乌头碱均得

到较好分离,均在 12. 5~ 400 �g /mL呈良好的线性

关系; 平均加样回收率分别为 100. 01% ( RSD =

0. 31% ), 99. 53% ( RSD = 0. 51% )。 RP�HPLC�
ELSD法具有准确度高, 简便快捷, 干扰少, 重现性

好的优点,可用于附子地上部分中双酯型生物碱的

测定。
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