
12152 % ,酸不溶性灰分为 21712 %。其须根总灰分

明显高于酸不溶性灰分 ,说明白术须根中含有较多

无机盐晶体。

3 　讨论

　　本实验以白术主、须根为研究对象 ,分别进行了

挥发油成分分析 , TL C 定性实验 ,白术内酯 Ⅲ的

H PL C 定量测定 ,浸出物量测定 ,灰分测定。

挥发油成分分析结果表明 ,白术主根和须根挥

发油的主要成分中 ,除γ2榄香烯、石竹烯的量相近

之外 ,其他均差别很大 ,甚至不含。可见 ,若以挥发

油为主要药效成分 ,则须根不能替代主根使用。

HPLC定量检测结果表明 ,二者均含白术内酯

Ⅲ,须根中物质的量低于主根。须根浸出物的量低于

主根 ,但其灰分的量却远高于主根 ,可能是由于须根

与土壤接触面积大 ,矿物质沉积更多所致。可见 ,以

白术内酯Ⅲ等物质为主要药效成分时 ,适当调整处方

量 ,白术须根可以部分替代主根使用 ,在白术资源供

不应求的今天 ,对合理利用白术资源 ,具有现实意义。

鉴于此 ,笔者建议加强对药材白术在流通领域

的监管 ,严格区分主根和须根 ,以防乱用误用。
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附子离体苗中生物碱的测定

赵祥升 ,侯大斌 3 ,许 　源 ,王 　惠 ,舒晓燕
(西南科技大学生命科学与工程学院 ,四川 绵阳 　621010)

摘　要 :目的 　检测附子离体培养愈伤组织和离体苗的生物碱量 ,建立附子乌头类总生物碱和同时测定新乌头碱、
乌头碱、次乌头碱的分析方法。方法 　用酸性染料比色法测定乌头类总生物碱的量 ;反相高效液相色谱法测定新
乌头碱、乌头碱、次乌头碱的量 ,色谱柱为 Zorbax extend2C18 (150 mm ×416 mm ,5μm) ,流动相为乙腈2011 %乙二
胺 ,梯度洗脱 ,体积流量为 1 mL/ min ,检测波长为 240 nm ,柱温 30 ℃。结果 　愈伤组织和离体苗中总生物碱的量
分别为 31972、21904 mg/ g ;新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的量分别为 : 01678、01448、01887 mg/ g ,01464、01234、
01339 mg/ g。3 种生物碱得到很好分离 ,线性关系良好。结论 　愈伤组织中生物碱的量高于离体苗 ,该方法快速简
便、灵敏准确、回收率高 ,可以为附子质量控制提供科学依据。
关键词 :附子 ;生物碱 ;高效液相色谱法

　　附子是我国常用的中药和四川道地药材[ 1 ] ,为

毛茛科乌头 A coni t um carmichael i Debx1 的子根。

附子的主要有效成分为乌头类生物碱 : 乌头碱

(aconitine) 、新乌头碱 ( mesaconitine) 与次乌头碱

(hypaconitine)等 ,具有抗炎、镇痛、强心、抗心律失

常、降血糖等药理作用 ,回阳救逆、补火助阳、散寒除

湿的功效 ,近年来现代药理学研究证明 ,附子提取液

还具有抗癌、抗衰老和增强免疫功能等作用[1～3 ] 。

附子离体培养克服了人工栽培中耗种量大 ,容易感

染病毒 ,种性退化等缺点。但是在人们过去的研究

中侧重于组培条件的优化和驯化种植上 ,对离体培

养中生物碱量的测定 ,特别是 3 种主要的双酯型生

物碱量的测定国内外还较少报道。本实验测定附子

离体苗中生物碱的量 ,为附子的离体培养 ,评价和控

制附子的质量提供科学依据。

1 　材料与设备

111 　材料 :试验材料为 2007 年 12 月于江油附子

GAP 基地收获的新鲜附子 ,经西南科技大学侯大斌

教授鉴定为 Aconitum carmichaeli Debx1 附子在室内

催芽 ,以叶柄为外植体 ,以 MS + 62BA 110 mg/ L + 2 ,

42D 110 mg/ L + PV P 310 g/ L 为愈伤组织诱导培

养基 , MS + 62BA 110 mg/ L + NAA 011 mg/ L +

PV P 310 g/ L 为分化培养基和 MS + 62BA 115 mg/

L + PV P 310 g/ L 丛芽诱导培养基 [蔗糖 3 % ,琼脂

粉 0165 % ,p H518 ,培养温度 : (23 ±1) ℃,光周期

12 h/ d ,光照强度 2 000 lx ]。生长 20 d 左右的愈伤
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组织和继代培养 2 代的离体苗 ,用纯水清洗 2 次 ,装

入牛皮纸袋放入烘箱 ,在 105 ℃下烘 30 min ,再于

60～70 ℃下烘干至恒重 ,粉碎过 60 目筛 ,4 ℃冰箱

保存 ,备用。

112 　仪器与设备 : Varian1200 L C/ MS 液相色谱2
质谱联用仪 (带紫外检测器 ,美国 Varian 公司) ;旋

转蒸发仪 (Buchi 公司 ) ; BP211D 电子分析天平

(Sartorius 公司) ;优普超纯水制造系统 (上海优普

实业有限公司) ; KQ5200 型超声波清洗器 (昆山市

超声仪器有限公司) ; T6 普析通用新世纪紫外分光

光度计 (北京普析) ;中草药粉碎机 (天津泰斯特仪器

有限公司) ;D GX —9143B —1 型电热恒温鼓风干燥

箱 (上海福玛实验设备有限公司) 。

113 　药品与试剂 :乙腈、乙二胺为色谱纯 ,水为超纯

水 ,其余试剂均为分析纯 ;乌头碱 (1107972200404) ,

新乌头碱 ( 1107992200404 ) , 次乌头碱 ( 1107982
200404)对照品均购买于中国药品生物制品检定所。

2 　方法与结果

211 　乌头类总生物碱测定

21111 　对照品溶液的制备 :精取乌头碱对照品约

215 mg ,精密称定 ,置 25 mL 量瓶中 ,加 p H 值 (310 ±

011)的 HAC2NaAc 缓冲液至刻度 ,作为对照品溶

液 ,备用。

21112 　供试品溶液的制备 :取愈伤组织和离体苗附

子粉各 0110 g ,精密称定 ,置三角瓶中 ,精密加入

p H 值 (310 ±011)的 HAC2NaAC 缓冲液 20 mL ,浸

泡过夜 ,用干燥滤纸滤过 ,用 HAC2NaAC 缓冲液定

容到 20 mL ,为供试品溶液。

21113 　标准曲线的绘制 :采用酸性染料比色法[4 ,5 ] ,

以乌头碱的质量浓度 ( X) 为横坐标 ,以吸光度 ( Y) 为

纵坐标 ,绘制标准曲线 ,求得回归方程 : Y = 221733

X - 01142 , r = 01999 7 ,乌头碱在 2～20μg/ mL 其吸

光度与乌头碱质量浓度呈良好的线性关系。

21114 　精密度试验 :精密取愈伤组织的粉末 0110

g ,按供试品溶液的方法制备 ,测定乌头类总生物碱

的量 ,计算得 RSD = 1197 % ( n = 5) ,说明该分析方

法精密度良好。

21115 　重现性试验 :精密取愈伤组织 5 份 ,制备供

试品溶液 10 mL ,测定乌头类总生物碱量。计算得

RSD = 1179 % ,表明该检测方法的重现性较好。

21116 　稳定性试验 :按供试品溶液制备方法制备 ,

取 10 mL 供试品溶液 ,测定吸光度 ,每隔 1 h 测定 1

次 ,连续 6 h ,考察其稳定性。测得吸光度在 6 h 内

无明显变化 ,稳定性较好 (RSD = 1185 %) 。

21117 　回收率试验 :取愈伤组织的附子粉 011 g ,每

份准确加入对照品储备液使乌头碱的加入量为

0125 mg ,按照 21112 的方法制备供试品溶液后测

定。结果表明 ,乌头碱的平均加样回收率 10016 % ,

RSD = 2119 %( n = 6) 。

21118 　样品测定 :取供试品溶液 10 mL ,按照方法

测定吸光度 ,并从标准曲线上求得供试品溶液的质

量浓度 ,再计算总生物碱的量。愈伤组织和离体苗

中乌头总生物碱质量分数分别为 31972、21904 mg/

g ;RSD 分别为 1103 %、2107 %( n = 5) 。

212 　新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的测定

21211 　色谱条件 :美国 Zorbax extend2C18 (150 mm ×

416 mm ,510μm) 色谱柱 ;流动相为乙腈2011 %乙二

胺 ;梯度洗脱 ,时间程序为 0 →15 →30 →35 →60 min ,

乙腈体积分数相应为 35 % →50 % →75 % →35 % →

35 %;体积流量为 1 mL/ min ,柱温为 30 ℃;检测波长

为 240 nm。

取对照品溶液与供试品溶液 ,在上述色谱条件下

进行 ,获得色谱图 (图 1) ,表明新乌头碱、乌头碱、次乌

头碱能达到基线分离 ,3 种生物碱的分离效果较好。

a2新乌头碱　b2乌头碱　c2次乌头碱　

a2mesaconitine 　b2aconitine 　c2hypaccnitine

图 1 　对照品( A)和样品( B)的 HPLC图

Fig11 　HPLC Chromatograms of reference

substance ( A) and sample ( B)

21212 　对照品溶液的制备 :分别精密称取新乌头

碱、乌头碱、次乌头碱对照品适量 ,分别置 10 mL 量

瓶中 ,用甲醇溶解并定容 ,摇匀 ,得各单一成分对照

溶液 ,作为储备液 ,其他不同质量浓度的对照品溶液

由储备液稀释得到。

21213 　供试品溶液的制备 :取愈伤组织和离体苗附

子粉 015 g ,共 3 份 ,加浓氨试液 2 mL 润湿 ,加乙醚

2 mL ,超声处理 50 min ,滤过 ,并用乙醚洗涤 3 次 ,

每次 10 mL ,收集、合并所有滤液 ,浓缩 ,挥干溶剂。

加入甲醇溶解残渣 ,定容到 10 mL 量瓶中 ,取适量

用 0145μm 微孔滤膜滤过 ,作为供试品溶液 (避光 ,

储存在冰箱中) 。
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21214 　线性关系的考察 :准确吸取新乌头碱、乌头

碱、次乌头碱储备液适量分别置于 10 mL 量瓶中 ,用

甲醇稀释到刻度 ,振荡均匀 ,作为对照品稀释液。在

同一色谱条件下分别进样对照品稀释液 2010μL ,确

定标准物质的保留时间。然后各取一定体积储备液

配成不同质量浓度的混合标准溶液 ,分别平行测定 3

次 (均进样 2010μL) ,以平均峰面积 ( Y) 为纵坐标 ,质

量浓度 ( X) 为横坐标进行线性回归 ,回归方程分别

为 :新乌头碱 Y = 01151 2 X - 01050 5 , r = 01999 8 ;乌

头碱 Y = 01124 8 X - 01027 4 , r = 01999 7 ;次乌头

碱 Y = 01182 9 X - 01087 2 , r = 01999 3 ;3 种生物碱

分别在 211～120、115～160、213～120μg/ mL 呈良

好的线性关系。

21215 　精密度试验 :精密吸取愈伤组织的供试品溶

液 20μL ,重复进样 5 次 ,进行测定。结果新乌头

碱、乌头碱、次乌头碱峰面积的 RSD 分别为

1104 %、1147 %、1101 %。

21216 　稳定性试验 :对愈伤组织的供试品溶液在 8

h 之内每隔 1 h 进行考察 ,结果新乌头碱、乌头碱、

次乌头碱峰面积的 RSD 分别为 1160 %、1172 %、

1123 %( n = 9) 。

21217 　重现性试验 :精密称量愈伤组织的干燥粉末

015 g ,共 5 份 ,按照 21213 制备供试品溶液后 ,进行

测定 ,结果新乌头碱、乌头碱、次乌头碱质量分数的

RSD 分别为 1135 %、2107 %、1129 %。

21218 　回收率试验 :精密称量愈伤组织的干燥粉末

015 g ,共 5 份 ,每份分别准确加入各标准储备液 ,使

新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的加入量分别为 300、

200、400μg。按 21213 项制备供试品溶液后进行测

定。结果新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的平均加样回

收率分别为 9911 %、9914 %、9912 % ; RSD 分别为

1164 %、1197 %、1175 %。

21219 　样品的测定 :吸取 21213 项的供试品溶液

20μL 进样检测 ,用回归方程计算。结果见表 1。
表 1 　样品测定结果

Table 1 　Determination of samples ( n = 3)

样品
质量分数/ (mg ·g - 1)

新乌头碱 乌头碱 次乌头碱

愈伤组织 01678 01 448 01887

离体苗　 01464 01 234 01339

3 　讨论

愈伤组织中的乌头类生物碱和 3 种酯型生物碱

的量均高于离体苗中。生物碱是附子的次生代谢产

物 ,愈伤组织中的量高可能是外植体抵御外界条件

的原因 ,这与侯大斌[6 ] 研究的乌头生物碱在附子生

长发育中生物碱的量呈下降的趋势相似。

高效液相测 3 种酯型生物碱的供试溶液的制备

时 ,分别以乙醚、二氯甲烷、95 %乙醇为提取溶剂 ,回

流法、超声法和《中国药典》的方法 ,分别以 3 种生物

碱的量为标准作比较。结果表明 ,该实验的制备方

法和《中国药典》方法的提取量相似 ,均高于其他制

备方法 ,而且处理过程简单。该方法测定 3 种生物

碱出峰时间早 ,分离效果好 ,而且回收率、精密度、重

现性和稳定性都较好 ,是检测乌头碱、新乌头碱、次

乌头碱的优良方法 ;酸性染料比色法的灵敏度高 ,回

收率高是测乌头类生物总碱的方法 ;两种方法可以

为附子质量的评价提供科学依据。
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