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　　摘　要　目的　建立乌头类药材及其中成药乌头碱类化合物含量的测定方法，为中成药质量安全评价提供
依据。方法　以单因素实验对影响超声提取法萃取效率的提取溶剂、超声时间和提取温度等因素进行优化。采
用高效液相色谱法测定乌头类两种中药和三种中成药的乌头碱类化合物。结果　确定了超声提取法的最佳萃
取条件。根据建立的高效液相色谱法，乌头碱和新乌头碱分别在３．８～６０．８μｇ／ｍｌ和５．６～８９．６μｇ／ｍｌ浓度范围
内与峰面积呈现良好的线性相关（ｒ乌头碱 ＝０．９９９８；ｒ新乌头碱 ＝０９９９４）；ＲＳＤ值均小于５．２１％，加标回收率在９７．
５３％～１０３．２８％。结论　所建立的方法准确可靠，将其分别用于市售川乌、附子、附子理中丸、桂附地黄丸和伤
湿止痛膏中乌头碱和新乌头碱含量分析，乌头碱及新乌头碱含量处在安全范围内，符合药典标准。
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　　乌头碱，新乌头碱等二萜类生物碱是乌头类药 材的主要的药效成分，具有镇痛消炎的良好功

效［１４］，但毒性很强，用药不当易造成中毒［５］。经

炮制后，其中的乌头碱类化合物可转化为单酯型生

物碱，单酯型生物碱具有良好的药理活性，且毒性

·８３２·
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远远低于双酯型生物碱［６］，所以乌头类药材常不

直接药用，而是将其炮制之后降低毒性。

目前，中成药乌头碱类成分的检测主要使用高

效液相色谱法［７１０］。该方法检测灵敏度高，对于微

量检测有着重要作用；重复性好，应用广泛，常用于

大批量检测。本实验采用超声提取结合高效液相

色谱法方法，对市售乌头类中药和中成药中的乌头

碱类物质进行测定，为安全用药提供依据和参考。

１　仪器与材料

１．１　仪器
ＳＨＩＭＡＤＺＵＬＣ２ＯＡＴ双泵高效治相色谱仪

（日本鸟津公司）；ＧＺＹＰ２０Ｂ超纯水仪（湖南科尔
顿水务有限公司）；ＦＡ２１０４Ｎ电子天平（上海菁海
仪器有限公司）；ＦＷ１００高速万能粉碎机（天津市
泰斯特仪器有限公司）；ＳＢ２５１２ＤＴＤ超声波清洗
机（宁波新芝生物科技股份有限公司）。

１．２　试剂及样品
乌头碱对照品（批号１４０３０３，北京恒元天启标

准品有限公司）；新乌头碱对照品（批号 ＡＢ６６４Ｗ，
天津一方科技有限公司）；川乌，附子（济宁广联医

药公司），附子理中丸（批号 １９０１３４５５、１８０１１７６５，
北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂），桂附

地黄丸（批号１９０３１３、１８１２０１，北京同仁堂科技发
展股份有限公司制药厂），伤湿止痛膏（批号

１９１２０９、１８１１０１，湖南杏林春药业有限公司）。

２　方法与结果

２．１　乌头碱、新乌头碱的提取
２．１．１　标准品储备液制备　准确称取乌头碱和新
乌头碱固体标准品，以甲醇作为溶剂，溶解、定容至

１０ｍｌ，制得浓度分别为 ３．８μｇ／ｍｌ和 ５．６μｇ／ｍｌ的
乌头碱和新乌头碱标准储备液。

２．１．２　样品处理　根据药材和中成药不同的形态
分别处理。附子和川乌为块状干药材，直接用粉碎

机粉碎，全部过６０目筛备用；附子理中丸为大蜜
丸，将其剪碎，研钵研细备用；桂附地黄丸为黑棕色

浓缩丸，研钵研细备用；伤湿止痛膏为片状橡胶膏，

除去盖衬，剪成小块备用。

２．１．３　供试液的制备　取按照２．１．２项处理的样
品２ｇ左右，精密称定，置锥形瓶中，加入２５ｍｌｐＨ
＝２的盐酸水溶液，确保没过样品上端，用保鲜膜
封住锥形瓶口防止溶剂在超声过程中挥发，于２５

℃下超声６０ｍｉｎ，对提取液进行过滤，过滤后弃去
固体，滤液室温（３０℃）下过夜挥至近干，残渣以流
动相比例混合溶液复溶至２ｍｌ，用于随后的 ＨＰＬＣ
分析。

２．１．４　影响萃取效率的单因素实验　为了获得最
佳萃取效率，本实验以附子样品为基质，对可能影

响萃取效率的多个因素，包括提取溶剂的种类、超

声时间和超声温度等进行了优化，确定了最佳的提

取条件。

１）提取溶液。本研究分别用甲醇、乙腈、ｐＨ＝
２的盐酸水溶液、ｐＨ＝１０的三乙胺水溶液进行超
声提取，控制超声时间为４５ｍｉｎ，超声温度为２５℃，
酸性条件下提取效果最优。见图１。

图１　提取溶剂的优化

２）超声时间。超声时间会影响萃取效率，本实
验分别考察了超声１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４５ｍｉｎ、６０ｍｉｎ时
的萃取效率，提取效果随着超声时间的延长而增

加［１１］，结果显示为６０ｍｉｎ为最优超声时间。见图２。

图２　超声时间的优化

３）提取温度。本实验探究了提取温度对萃取
效率的影响。结果表明，２５℃为最佳提取温度（见
图３）。这可归因于待测物质对热不稳定，超声温
度过高易导致分解［１２］。

图３　提取温度的优化

·９３２·



济宁医学院学报２０２０年８月第４３卷第４期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ａｕｇｕｓｔ２０２０，Ｖｏｌ４３，Ｎｏ．４

２．２　乌头碱、新乌头碱含量的测定
２．２．１　测定波长的选择　以标准溶液进液相分
析，以 ＳＰＤＭ２０Ａ检测器对乌头碱和新乌头碱在
２００～７００ｎｍ范围内进行全波段扫描，发现乌头碱
（图４ａ）和新乌头碱（图４ｂ）均在１９６ｎｍ、２３０ｎｍ处
出现两个较大吸收峰，考虑到１９６ｎｍ处产生紫外
吸收的物质较多，易对样品测定产生较大基质干

扰，最终选择２３０ｎｍ为乌头碱和新乌头碱的检测
波长。

图４　乌头碱和新乌头碱标准溶液紫外可见光谱扫描图

２．２．２　色谱条件的优化　仅以标准溶液进样时，
乙腈和０．０３％三乙胺水溶液（ｐＨ＝８）以体积比８５
∶１５（ｖ／ｖ）的混合溶液能将新乌头碱与乌头碱二者
较好地分离。但应用于实际样品时，因中药材成分

复杂，分离效果不理想。因此更换流动相比例，选

择乙腈和０．０３％三乙胺水溶液（ｐＨ＝８）以体积比
６０∶４０（ｖ／ｖ）的混合溶液为流动相时，样品能实现
较好的分离。见图５、６。

注：１为新乌头碱，２为乌头碱

图５　８５％乙腈色谱图

注：１为新乌头碱，２为乌头碱

图６　６０％乙腈色谱图

２．２．３　检出限和线性关系考察　吸取乌头碱、新
乌头碱浓度分别为３．８μｇ／ｍｌ、５．６μｇ／ｍｌ的混合标
准溶液，稀释至合适浓度，按照１．１色谱条件上机测
定，以三倍信噪比所对应的浓度为检出限。见表１。

以甲醇为溶剂，分别配制乌头碱浓度为 ３．
８μｇ／ｍｌ，７．６μｇ／ｍｌ，１５．２μｇ／ｍｌ，３０．４μｇ／ｍｌ，６０．
８μｇ／ｍｌ，新乌头碱浓度为 ５．６μｇ／ｍｌ，１１．２μｇ／ｍｌ，
２２．４μｇ／ｍｌ，４４．８μｇ／ｍｌ，８９．６μｇ／ｍｌ的混合标准溶
液。以１．１描述的仪器条件进ＨＰＬＣ检测，记录峰
面积。以标准品的浓度为横坐标（μｇ／ｍｌ），以峰面
积为纵坐标，得到线性方程（表１）。

表１　检出限及线性关系

标准品

名称

检出限

／μｇ·ｍｌ－１
回归方程

线性范围

／μｇ·ｍｌ－１
ｒ

乌头碱　 ０．６９ ｙ＝１５７１７ｘ＋４７１．０７ ３．８～６０．８ ０．９９９８
新乌头碱 ０．１２ ｙ＝８２６４．９ｘ－４２６１．８ ５．６～８９．６ ０．９９９４

２．２．４　日内精密度　吸取乌头碱浓度为１５．２μｇ／
ｍｌ，新乌头碱浓度为２２．４μｇ／ｍｌ的混合标准溶液
１０μｌ，在２４ｈ内，每隔１ｈ进样１次，连续进样６次，
计算６次峰面积的平均值及ＲＳＤ值。见表２。
２．２．５　日间精密度　选取配制好的乌头碱浓度为
３．８μｇ／ｍｌ，新乌头碱浓度为５．６μｇ／ｍｌ的混合标准
溶液，两星期内选取３ｄ，每天平行测定３次，计算
三日峰面积的平均值及ＲＳＤ值，见表２。

表２　精密度

日间精密度ＲＳＤ／％ 日内精密度ＲＳＤ／％

乌头碱　 ５．１ ５．２

新乌头碱 ４．６ ４．７

２．２．６　稳定性　取按照２．１．３制备的桂附地黄丸
样品供试液，按照确定的色谱条件，分别在０、２、４、
６、８、１０、１２、２４ｈ测定各成分的峰面积，记录各化合
物的峰面积并计算相对标准偏差。乌头碱和新乌
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头碱峰面积的 ＲＳＤ值为４．８％和４．５％。供试液
可在１ｄ内保持基本稳定。
２．２．７　重复性　取５份同一批次桂附地黄丸样
品，按照 ２．１．３方法制备供试液，将供试液进
ＨＰＬＣ分析，记录峰面积并计算ＲＳＤ值。乌头碱和
新乌头碱峰面积的ＲＳＤ值分别为４．６％和４．２％。
２．２．８　加标回收率　依据桂附地黄丸（批号
１８１２０１）中乌头碱和新乌头碱含量的８０％，１００％，
１２０％，加适量对照品到桂附地黄丸样品中，按照
２．１．２和２．１．３的步骤进行提取，每个样品平行进
样３次，计算加标回收率。乌头碱和新乌头碱在
低、中、高３个浓度范围内，加标回收率均控制在
９９．８４％～１０３．２８％，该方法准确可靠。见表３。

表３　加标回收率

目标物质
样品量

／ｇ
加入量

／μｇ
测得量

／μｇ
样品中量

／μｇ
回收率 精密度

乌头碱 ２．０１４ １０．６７ ２４．２１ １３．３３ １０１．９７％ ０．９０％

１０．６７ ２４．３５ １３．３３ １０３．２８％

１０．６７ ２４．１６ １３．３３ １０１．５０％

２．０１７２ １３．３５ ２６．３７ １３．３５ ９７．５３％ １．３０％

１３．３５ ２６．６２ １３．３５ ９９．４０％

１３．３５ ２６．７１ １３．３５ １００．０７％

２．０１２７ １５．９９ ２９．４５ １３．３２ １００．８８％ ０．６８％

１５．９９ ２９．６７ １３．３２ １０２．２５％

１５．９９ ２９．５８ １３．３２ １０１．６９％

新乌头碱 ２．０１４ ５０．３２ １１３．６５ ６２．９ １００．８５％ ０．５２％

５０．３２ １１３．２９ ６２．９ １００．１４％

５０．３２ １１３．１４ ６２．９ ９９．８４％

２．０１７２ ６２．９ １２５．７６ ６２．９ ９９．９４％ ０．０９％

６２．９ １２５．８７ ６２．９ １００．１１％

６２．９ １２５．８１ ６２，９０ １００．０２％

２．０１２７ ７５．４８ １３８．４９ ６２．９ １００．１５％ ０．１２％

７５．４８ １３８．３６ ６２．９ ９９．９７％

７５．４８ １３８．３２ ６２．９ ９９．９２％

２．２．９　实际样品分析　将购买的川乌和附子两种
中药，两个批次的 ３种常见含附子类药材的中成
药，按照样品处理步骤处理后，进ＨＰＬＣ分析，每个
样品测定３次，利用３次峰面积平均值计算每种药
物中乌头碱和新乌头碱的含量，检测结果如表４、５
所示。

表４　中药材中乌头碱及新乌头碱测定结果（μｇ／ｇ）

样品名称 乌头碱 新乌头碱

川乌 ２１１．３４ ４０５．１６

附子 １０９．１０ ３８８．０４

表５　中成药中乌头碱及新乌头碱测定结果（μｇ／ｇ）

中成药 批号 乌头碱 新乌头碱

附子理中丸 １９０１３４５５
１８０１１７６５

４．５
４．７

１１．２
１２．１

桂附地黄丸 １８１２０１
１９０３１３

６．０
６．５

３２．１
２８．９

伤湿止痛膏 １９１２０９
１８１１０１

２．１
２．２

５．２
４．６

２．３　用药安全分析
查阅《中华人民共和国药典》（２０１５版）可知，

制川乌中所允许存在的双酯型生物碱最大浓度为

０．４０ｍｇ／ｇ，根据小鼠灌胃的 ＬＤ５０推算，双酯型生
物碱ＬＤ５０为１．０１ｍｇ／ｋｇ，若以一个６０ｋｇ体重的成
年人的服用剂量计算，结果显示附子理中丸、桂附

地黄丸未超过服用计量；通过伤湿止痛膏摄入的乌

头碱含量也低于ＬＤ５０的剂量，但是没有经过炮制
的川乌、附子含量较高，不宜直接服用。

３　结论

本实验建立的超声提取结合高效液相色谱法，

能准确测定原药材和相关中成药中乌头碱与新乌

含量。所建立的方法准确、高效、可靠，可为中成药

类的用药安全和质量评估提供依据和参考。
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