
长在 334 nm 处，秦皮乙素在 344． 4 nm 处。综合考

虑发现在 344． 4 nm 处秦皮甲素和秦皮乙素的峰形

均较好且无干扰，故选取 344． 4 nm 作为检测波长。
麝香酮是麝香的主要活性成分之一，在参考文

献［11-13］方法的基础上，选用文中 GC 条件对麝香

酮进行测定，结果较为理想。《中国药典》一部“麝

香”项下药材所指为天然麝香且规定含麝香酮不能

低于 2． 0%。本制剂中所用麝香为人工麝香，经测

定，其质量分数均值为 2． 3%，符合药典要求。
实验结果表明，HPLC 法同时测定八味秦皮丸

中秦皮甲素和秦皮乙素以及 GC 法测定八味秦皮丸

中麝香酮的方法简便、准确、重现性良好，能够为本

品的质量控制提供方法学基础。
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摘要:目的 建立癌痛巴布剂(草乌、生天南星、赤芍、乳香、生姜，等)中乌头碱、次乌头碱、新乌头碱的定量测定方法。方

法 色谱柱 Elipse CDB-C18(4． 6mm × 150mm，5μm)键合硅胶柱;流动相 乙腈-0． 2%冰乙酸(加三乙胺调节 pH 值为6． 25)

(29 ∶ 71);体积流量 1． 0 mL /min;柱温 30 ℃ ;检测波长 235 nm。采用 HPLC 法测定癌痛巴布剂中乌头碱、次乌头碱、新乌

头碱。结果 乌头碱、次乌头碱、新乌头碱分别在进样量 53． 6 ～ 321． 6 ng、145． 2 ～ 871． 2 ng、326． 4 ～ 1 598． 4 ng 范围内线

性关系良好，r 均为 1，在 8 h 内稳定性良好。平均加样回收率分别为 99． 26% (RSD 为 1． 83% )、99． 71% (RSD 为

1． 52% )、97． 82% (RSD 为 1． 15% )(n = 6)。结论 该方法准确、简便、快速，可以用于定量测定癌痛巴布剂中乌头碱、次
乌头碱、新乌头碱。
关键词:癌痛巴布剂; HPLC; 乌头碱; 次乌头碱; 新乌头碱
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ABSTRACT: AIM To develope an HPLC method for determining aconitine，mesaconitine and hypaconitine in
Aitong Cataplasm(Aconiti kusnezoffii Radix，Arisaematis Rhizoma，Paeoniae Radix rubra，Olibanum，Zingiberis
Rhizoma recens，etc) ． METHODS HPLC was used for the determination of aconitine，mesaconitine and hyp-
aconitine． The column was Elipse CDB-C18 (4． 6 mm × 250 mm，5μm); the mobile phase was acetonitrile -0． 2%
acetic acid(29∶ 71) (adjusted by triethylamine pH value at 6． 25);the detection wavelength was set at 235 nm;

the flow rate was 1． 0mL /min． RESULTS Aconitine，mesaconitine and hypaconitine showed a good linear rela-
tionship in the ranges of 53． 6-321． 6 ng( r = 1)、145． 2-871． 2 ng( r = 1) and 326． 4 － 1 598． 4 ng( r = 1)，respec-
tively，and their average recoveries were 99． 26%，99． 71% and 97． 82%，also with RSDs of 1． 83%，1． 52%，

1． 15% (n = 6)，respectively． CONCLUSION This method is accurate，simple，reliable and can be used for the
determination of aconitine，mesaconitine and hypaconitine in Aitong Cataplasm．
KEY WORDS:Aitong Cataplasm; HPLC; aconitine; mesaconitine; hypaconitine

癌痛巴布剂是在中医药" 内病外治" 理论的指

导下，将传统中医药和现代经皮给药理论相结合而

研发的一种治疗癌痛的中药复方经皮给药制剂。癌

痛巴布剂由草乌、生天南星、赤芍、乳香、生姜等药物

组成，原为广东省第二中医院临床实践应用于治疗

各种恶性肿瘤所致疼痛的经验处方，具有温经通络、
消瘤止痛的功效，主要用于寒凝经脉、瘀血阻滞引起

的癌症疼痛。本实验采用 HPLC 同时测定癌痛巴布

剂中君药草乌的主要有效成分乌头碱、次乌头碱、新
乌头碱，为癌痛巴布剂的质量控制和保障临床用药

安全提供参考依据。
1 仪器与试药

Agilent 1200 高效液相色谱仪( 美国);VWD 检

测器;电子天平 BP-211D (Sartorius，德国)。癌痛巴

布剂(批号:090916、090917、090918) (自制)。乌头

碱对照品(aconetine) (110720-200410)、次乌头碱

对照品(hyaconitine) (798-9403)、新乌头碱对照品

(mesaconitine) (799-9403)，均购自中国药品生物制

品检定所。乙腈为色谱纯，水为重蒸水，其它试剂均

为分析纯。
2 方法与结果

2． 1 色谱条件 色谱柱 Elipse CDB-C18(4． 6 mm ×
150 mm，5 μm);流动相 乙腈-0． 2%冰乙酸(加三乙

胺调节 pH 值为 6． 25) (29 ∶ 71);体积流量 1． 0 mL /
min;检测波长 235 nm;柱温 30 ℃。
2． 2 对照品溶液的配制 精密称取乌头碱对照品、
次 乌 头 碱 对 照 品、新 乌 头 碱 对 照 品 适 量，加

0． 01 mol /L盐酸甲醇溶液制 成 每 1 mL 含 乌 头 碱

26． 8 μg、次 乌 头 碱 72． 6 μg、新 乌 头 碱 对 照 品

163． 2μg的溶液，即得。

2． 3 供试品溶液的制备 取本品 3 片，除去盖衬，

剪碎，混匀，精密称取约 0． 5 片癌痛巴布剂，置具塞

锥形瓶中，加无水乙醇 50 mL，超声处理 30 min，过

滤，药渣再加入无水乙醇 50 mL，超声处理 30 min，

过滤，合并，滤液挥干，残渣加 10 mL 0． 6 mol /L 的

盐酸转入分液漏斗中，加入乙醚萃取 3 次(20 mL，

10 mL，10 mL)，取酸水层，加氨试液调 pH 值至 9，加

乙醚萃取 3 次(10 mL，10 mL，10 mL)，合并乙醚溶

液，蒸干，加 0． 01 mol /L 的盐酸甲醇溶液溶解，转入

25 mL 量瓶中并定容至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，

即得。
2． 4 方法学考察

2． 4． 1 专属性试验 按癌痛巴布剂的制备工艺制

备缺草乌的阴性对照制剂，并按供试品溶液制备方

法制成草乌阴性样品溶液，按 2． 1 项色谱方法测试，

结果供试品中其他杂质峰亦不干扰各待测成分的测

定，且分离理想，空白无干扰。见图 1 ～ 3。

图 1 新乌头碱、次乌头碱、乌头碱对照品 HPLC 图谱

Fig． 1 HPLC chromatograms of aconitine，mesaconitine
and hypaconitine

1． 次乌头碱(mesacontitine) 2． 新乌头碱(hypaconitine) 3． 乌头碱

(aconitine)
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图 2 癌痛巴布剂 HPLC 图谱

Fig． 2 HPLC chromatograms of Aitong Cataplasm
1． 次乌头碱(mesacontitine) 2． 新乌头碱(hypaconitine) 3． 乌头碱

(aconitine)

图 3 阴性样品 HPLC 图谱

Fig． 3 HPLC chromatograms of negative sample

2． 4． 2 线性关系考察 精密吸取上述乌头碱、次乌

头碱、新乌头碱混合对照品溶液 2、4、6、8、10、12μL
进行色谱测定，按上述色谱条件测定峰面积，并以峰

面积(Y)对进样量(X) 进行回归，得标准曲线:乌头

碱:Y = 1． 173 9X + 1． 833 1，r = 1;次乌头碱:Y =
1． 265 1X + 1． 521，r = 1;新乌头碱:Y = 1． 272 4X +

5． 026 9，r = 1，表明乌头碱在 53． 6 ～ 321． 6 ng 进样

量范围内线性关系良好，次乌头碱在 145． 2 ～ 871． 2
ng 进样量范围内线性关系良好，新乌头碱在 326． 4
～ 1 598． 4ng 进样量范围内线性关系良好。
2． 4． 3 精密度试验 精密吸取上述乌头碱、次乌头

碱、新乌头碱混合对照品溶液 10μL，重复进样 5 次，

测得峰面积积分值 RSD 分别为 0． 43%，0． 11%，

0． 10%。
2． 4． 4 稳 定 性 试 验 取 癌 痛 巴 布 剂 ( 批 号:

090916)，按样品制备方法制成供试品液，分别在 0、
2、4、6、8h 不同时间间隔进样 10μL 测定，测得乌头

碱、次乌头碱、新乌头碱峰面积积分值，RSD 分别为

0． 76%，0． 62%，0． 46%，表明乌头碱、次乌头碱、新
乌头碱在 8 h 内均稳定。
2． 4． 5 重复性试验 按拟定的测定方法，对同一批

样品(批号:090916)分别制备供试液，共平行制备 5
份，测得峰面积并计算供试品中乌头碱、次乌头碱、
新乌 头 碱 量，结 果 RSD 分 别 为 1． 93%，1． 81%，

1． 44%，表明重复性良好。
2． 4． 6 回 收 率 试 验 取 已 测 定 的 样 品 ( 批 号

090916，每片平均含乌头碱 0． 83 mg，次乌头碱 0． 87
mg，新乌头碱 7． 54 mg，每片平均质量为 11． 583 6
g)，分别精密加入一定量的乌头碱、次乌头碱、新乌

头碱对照品，按供试品制备与测定方法，以 2． 1 项色

谱条件测定，平行做 6 组，结果见表 1。

表 1 乌头碱、次乌头碱、新乌头碱加样回收率测定结果(n =6)

Tab． 1 Results of recovery test of aconitine，mesaconitine and hypaconitine (n =6)

对照品 取样量 / g 样品中原有量 /mg 加入量 /mg 测得量 /mg 回收率 /% 平均回收率 /% RSD /%
2． 806 7 0． 202 0 0． 217 0 0． 415 8 98． 55

乌 2． 789 4 0． 200 7 0． 217 0 0． 420 6 101． 33
头 2． 803 3 0． 201 7 0． 217 0 0． 417 2 99． 30 99． 26 1． 83
碱 2． 793 7 0． 201 0 0． 217 0 0． 409 6 96． 12

2． 810 1 0． 202 2 0． 217 0 0． 418 5 99． 68
2． 798 6 0． 201 4 0． 217 0 0． 419 6 100． 57
2． 806 7 0． 211 2 0． 217 8 0． 426 5 98． 84

次 2． 789 4 0． 209 9 0． 217 8 0． 421 8 97． 28
乌 2． 803 3 0． 211 0 0． 217 8 0． 430 2 100． 65 99． 71 1． 52
头 2． 793 7 0． 210 3 0． 217 8 0． 429 3 100． 57
碱 2． 810 1 0． 211 5 0． 217 8 0． 428 2 99． 50

2． 798 6 0． 210 6 0． 217 8 0． 431 6 101． 46
2． 806 7 1． 826 9 1． 817 9 3． 582 4 96． 57

新 2． 789 4 1． 815 7 1． 817 9 3． 619 0 99． 20
乌 2． 803 3 1． 824 7 1． 817 9 3． 600 9 97． 70 97． 82 1． 15
头 2． 793 7 1． 818 5 1． 817 9 3． 580 4 96． 92
碱 2． 810 1 1． 829 2 1． 817 9 3． 599 0 97． 36

2． 798 6 1． 821 7 1． 817 9 3． 624 8 99． 19
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2． 4． 7 样品测定 分别精密吸取对照品溶液与供

试品溶液各 10 μL，注入液相色谱仪，测定，即得。
结果见表 2。
表 2 癌痛巴布剂中乌头碱、次乌头碱、新乌头碱测定结果

(n =3)

Tab． 2 Determination of aconitine，mesaconitine and hyp-
aconitine in Aitong Cataplasm (n =3)

批号
乌头碱 /

(mg /片)

次乌头碱

/(mg /片)

新乌头碱

/(mg /片)

乌头总碱

/(mg /片)

平均 /

(mg /片)

RSD

/%
0． 844 5 0． 870 6 7． 550 5 9． 265 6

090916 0． 827 3 0． 883 0 7． 484 9 9． 195 2 9． 245 0 0． 47
0． 821 7 0． 884 6 7． 568 0 9． 274 3
0． 843 7 0． 872 6 7． 490 6 9． 206 9

090917 0． 836 4 0． 885 1 7． 579 5 9． 301 0 9． 257 1 0． 51
0． 823 3 0． 902 1 7． 538 1 9． 263 5
0． 855 2 0． 867 2 7． 533 0 9． 255 4

090918 0． 825 1 0． 879 9 7． 551 4 9． 256 4 9． 278 1 0． 42
0． 851 5 0． 883 7 7． 587 4 9． 322 6

3 讨论

3． 1 测定指标的选择 癌痛巴布剂为临床实践应

用于治疗各种恶性肿瘤所致疼痛的经验方剂，草乌

为君药之一，其中所含乌头碱、新乌头碱、次乌头碱、
N-脱酸刺乌头碱、滇乌头碱等双酯型二萜生物碱是

其镇痛麻醉的主要活性成分，以乌头碱、次乌头碱和

新乌头碱的量最高
［1-4］。由于酸性染料比色法供试

品溶液处理繁杂，并且最终需要进行脱水处理，否则

将会对测定结果产生影响
［5-7］。因此本试验通过建

立癌痛巴布剂中乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的

HPLC 测定方法，为癌痛巴布剂的质量控制和临床

用药提供了依据。
3． 2 提取方法的选择 乌头碱类成分在碱性条件

下不稳定，尤其不适宜采用碱性溶剂例如甲醇、氨水

浸泡等进行处理，本试验曾采用纯水、含水甲醇和不

同浓度的乙醇作为溶剂进行提取，结果显示，加热后

易使供试品膏体溶化，不易滤过，结果显示，宜采用

无水乙醇超声处理提取，采用酸提碱沉法进行纯化

处理制备供试品;经过方法学考察显示，加无水乙醇

超声处理 2 次，每次 30 min，乌头碱总碱的量即不再

增加。在酸水溶解除杂过程中，曾采用加氨试液调

pH 值至 8 后以乙醚萃取，但由于乌头总碱多处于离

子状态而不易被萃取出来，又由于乌头碱在过强碱

性条件下不稳定，故将 pH 调至 9，效果较好。
3． 3 流动相的选择 文献报道

［8-11］
乌头碱定量测

定多以甲醇和乙酸铵、三乙胺等调节 pH 值后为流

动相，一般不易使乌头碱、次乌头碱、和新乌头碱分

离，或是色谱峰易产生拖尾、塌峰等现象，本研究采

用乙腈 － 0． 2% 冰 乙 酸 ( 加 三 乙 胺 调 节 pH 值 为

6． 25)为流动相，经过调节不同的比例，结果在比例

为 29 ∶ 71 时即可使三者完全分离，峰形良好，并且

阴性无干扰。
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