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摘要摘要 对比《中国药典》与文献中附子单脂型生物碱HPLC含量测定方法，发现附子HPLC含量测定中样品的提取方法、供试品

溶液的制备方法、色谱条件、检测方法和含量测定结果均欠佳，故建立附子新的含量测定方法并与《中国药典》含量测定方法比

较。优化后的附子单脂型生物碱HPLC含量测定方法优于《中国药典》方法。研究建立的附子HPLC测定方法简便，可缩短检测

时间，降低检测成本，提高了柱效，为附子安全、有效、质量可控提供更科学完善的检测方法。
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附子被誉为回阳救逆第一要药[1]，具有回阳救逆、温阳补

肾、散寒止痛等功效。但是附子属于有毒中药，现代研究表

明附子所含双酯型生物碱，既是毒性成分，又是镇痛有效成

分[2]。附子必须经过炮制后入药，炮制过程中使其部分双酯

型生物碱转变成毒性较小的单酯型生物碱 [2~4]，因此 2010版

《中华人民共和国药典》（简称《中国药典》）明确规定检测附

子的苯甲酰次乌头碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰新乌头碱的含

量[5]。目前附子单酯型生物碱含量测定多采用梯度洗脱法[6~9]，

杨文杰等[10]对附子复方注射液中附子的有效成分单酯型生物

碱的高效液相色谱法进行研究，提出离子液体均匀提取——

高效液相色谱法。但是，2010版《中国药典》中附子HPLC含

量测定方法存在样品处理方法复杂，测试时间长，并且易造

成色谱柱压力过大，对高效液相色谱仪和色谱柱的损害较

大，导致工作效率降低。另外，文献报道的附子HPLC测定方

法中存在测得的含量较低等问题。因此，本实验开展附子单

酯型生物碱HPLC含量测定方法的优化研究。

1 仪器与试药
GKC-11-CR2电子恒温水浴锅（上海科析实验仪器厂），

KQ3200DB型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司），AL204型电子天平（梅特勒—托利多仪器上海有限公

司），KDM型调温电热套(山东鄄城华鲁电热仪器有限公司)。
Agilent 1100 高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公司），

Megers C18色谱柱（汉邦科技有限公司），TDLSO-2B离心机

（上海安亭科学仪器厂）。

附子为毛茛科植物乌头 Aconitum carmichaeli De-bx.子
根的加工品，购于吉林省长春市宏检大药房（长春中医药大

学高士贤鉴定）；苯甲酰乌头原碱（111794-201303）、苯甲酰

次乌头碱（111796- 201303）、苯甲酰新乌头碱（111795-
201303）对照品均购自中国药品生物制品检定所；异丙醇、乙

酸乙酯、二氯甲烷、氯化钠、1-己基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐、

六氟磷酸铵、超纯水、乙酸、乙酸铵均为分析纯；乙腈、四氢呋

喃、甲醇均为色谱纯。

2 实验研究
2.1 方法学

2.1.1 对照品溶液的配制

取苯甲酰次乌头碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰新乌头碱

对照品适量，精密称定，加乙腈制成每1 mL各含 5 μg的混合

溶液，即得。

2.1.2 标准曲线的绘制

分别精密量取等体积不同质量浓度的标准品溶液注入

高效液相色谱仪，记录其峰面积值。以峰面积为纵坐标，浓

度为横坐标，计算线性回归方程。苯甲酰新乌头碱的线性回

归方程为 y=5746.1x+181.66（r=0.9998），表明苯甲酰新乌头碱

在 0.0493~0.2465 mg·mL-1范围内线性关系良好。苯甲酰次

乌头碱的线性回归方程为 y=6135.0x-2.9952（r=0.9997），表明

当苯甲酰次乌头碱在 0.0491~0.2455 mg·mL-1的范围内线性

关系良好。苯甲酰乌头原碱的线性回归方程为 y=6211.4x+
6.8095（r=0.9990），表明苯甲酰乌头原碱在 0.0495~0.2475
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mg·mL-1范围内线性关系良好。

2.1.3 精密度实验

精密量取苯甲酰新乌头碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次

乌头碱标准品溶液，按色谱条件，连续进样 6次，每次进样量

5 μL，记录峰面积值，并计算其RSD值。苯甲酰新乌头碱、苯

甲酰乌头原碱和苯甲酰次乌头碱RSD值为 1.10%，符合精密

度要求，说明仪器的精密度良好。

2.1.4 重现性实验

按照“供试品的制备方法”项下的方法制备供试品溶液

共 5份，按照色谱条件进样 10 μL，进行检测。记录峰面积

值，并计算其RSD值。结果，苯甲酰新乌头碱、苯甲酰乌头原

碱和苯甲酰次乌头碱的RSD值为 1.89%，表明本方法重现性

良好，方法可行。

2.1.5 稳定性实验

选取一批样品，按“供试品的制备方法”项下的方法进行

处理，按照色谱条件，分别在制备后0、60、120、240、360、480、
600 min进样，记录各个时间点的峰面积值，并计算其 RSD

值。结果表明苯甲酰新乌头碱、苯甲酰乌头原碱和苯甲酰次

乌头碱的RSD值为1.94%，样品处理后的600 min内稳定。

2.1.6 加样回收率

精密量取已知含量的样品6份，分别按照样品∶标准品质

量比为 1∶1.2、1∶1、1∶0.8的比例加入标准品，按“供试品的制

备方法”项下的方法制备进行测定，记录峰面积值，计算回收

率及 RSD 值。结果苯甲酰乌头原碱平均加样回收率为

100.01%，RSD值为 1.52%；苯甲酰次乌头碱平均加样回收率

为 101.79%，RSD值为 1.67%；苯甲酰新乌头碱平均加样回收

率为99.65%，RSD值为1.10%，结果表明符合加样回收率的要

求，此处理方法合理可行。

2.2 供试品的制备方法

2.2.1 《中国药典》中附子饮片含量测定处理方法（以下简称

“药典处理方法”）

取附子粉末约 2 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，加氨试

液 3 mL，精密加入异丙醇-乙酸乙酯（体积比 1∶1）混合溶液

50 mL，称重，超声处理（功率 300 W，频率 40 kHz，水温在

25℃以下）30 min，放冷，再称重，用上述混合溶液补足减失的

重量，摇匀，滤过。精密量取滤液 25 mL，40℃以下减压回收

溶剂至干，残渣精密加入异丙醇-二氯甲烷（体积比1∶1）混合

溶液3 mL溶解，滤过，取滤液，即得。

2.2.2 杨文杰等附子含量测定处理方法（以下简称“杨文杰

处理方法”）

杨文杰等提出液体均匀提取—高效液相色谱法，样品处

理是在液体状态中加入试剂。因此，为了与杨文杰处理方法

比较，本文先将附子粉末进行提取。附子提取工艺是本文经

过正交实验研究获得，最佳提取工艺为分别用10、8、8倍量蒸

馏水回流提取3次，每次1 h，将药渣取出后再分别用10、8、8
倍量75%乙醇回流提取3次，每次时间分别为1 h、40 min、40
min。最后将3次水提取液与3次醇提取液混合均匀，回收乙

醇，浓缩至每毫升提取液含附子生药材 0.2 g·mL-1。然后使

用离子液体均匀提取——高效液相色谱法。

取 5 mL附子提取液置于离心管中，加入 0.25 g氯化钠，

溶解，混匀，加入0.058 g 1-己基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐混匀，

将0.26 g六氟硼酸铵溶解于0.8 mL超纯水后加到离心管中，

4000 r·min-1离心 5 min，吸取底部液体过 0.22 μm滤膜，即

得。

2.2.3 本文附子含量测定处理方法（以下简称“本文处理

方法”

精密称定附子粉末 2 g，加氨试液 3 mL，精密加入异丙

醇-乙酸乙酯（体积比 1∶1）混合溶液 50 mL，称重，超声处理

（功率300 W，频率40 kHz，水温在25℃以下）30 min，放冷，再

称重，用异丙醇-乙酸乙酯（体积比 1∶1）混合溶液补足失重，

摇匀，滤过。精密量取滤液 25 mL，40℃以下减压回收溶剂

至干，残渣用 5 mL超纯水溶解，加入 0.25 g氯化钠，溶解，混

匀，加入0.058 g1-己基-3-甲基咪唑四氟硼酸盐混匀，将0.26
g六氟硼酸铵溶解于 0.8 mL超纯水后加到离心管中，在 4000
r·min-1离心5 min，吸取底部液体过0.22 μm滤膜，即得。

2.3 色谱条件

2.3.1 2010版《中国药典》中附子的HPLC含量测定方法

2010版《中国药典》中附子的HPLC含量测定方法的色谱

条件（以下简称“药典的色谱条件”）：Megers-C18柱（4.6 mm
× 150 mm，5 μm）；以乙腈-四氢呋喃（体积比 25∶15）为流动

相 A，以 0.1 mol·L- 1醋酸铵溶液（每 1000 mL 加冰醋酸 0.5
mL）为流动相B，按表 1中的规定进行梯度洗脱；检测波长为

235 nm，柱温30℃，流速0.8 mL·min-1，进样量为10 μL。

2.3.2 杨文杰等研究的附子的HPLC含量测定方法色谱条

件（以下简称“杨文杰的色谱条件”）

色谱柱采用 Megers-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动

相为甲醇∶水（每升含 5 mmoL乙酸铵和 2 mL乙酸）=43∶57
（体积比），柱温 30℃，流速 0.6 mL·min-1，紫外检测波长 235
nm，进样量为10 μL。
2.4 HPLC测定方法和结果

2.4.1 标准品在药典的色谱条件与文献的色谱条件下的测

定结果比较

分别取一定量的混合标准品溶液，在药典的色谱条件与

文献的色谱条件下进样10 μL，观察出峰时间和峰形，对比含

量。两种色谱条件下的标准品出峰结果如图1所示。

表1 药典色谱条件

Table 1 Chromatographic conditions in the
Chinese Pharmacopoeia

时间/min
0～48
48～49
49～58
58～65

流动相A/%
15→26
26→35

35
35→15

流动相B/%
85→74
74→65

65
65→85
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图1（a）表明在药典的色谱条件下采用梯度洗脱的方法，

每针测试的时间为65 min，标准品的出峰时间分别为苯甲酰

新乌头碱 19.017 min、苯甲酰乌头原碱 23.234 min 和苯甲

酰次乌头碱 24.944 min左右。但是后 2个成分峰的分离度

不好。

图 1（b）表明在杨文杰的色谱条件下每针测试的时间为

30 min。标准品的出峰时间分别为苯甲酰新乌头碱 16.696

min、苯甲酰乌头原碱 19.881 min和苯甲酰次乌头碱 23.143
min左右，且3个峰的分离度良好。两种色谱条件比较结果杨

文杰的色谱条件优于药典的色谱条件。

2.4.2 样品处理方法测定结果比较

在药典的色谱条件下，分别进（药典处理方法、杨文杰处

理方法和本文处理方法）3种不同样品处理方法的样品各 10
μL，观察出峰时间和峰形，计算样品含量，结果如图2所示。

图1 不同色谱条件下标准品HPLC
Fig. 1 HPLC Chromatogram of standards in the different chromatogram conditions

（a）药典的色谱条件 （b）杨文杰的色谱条件

图2 不同处理方法在药典的色谱条件下样品HPLC

Fig. 2 Different methods in HPLC chromatographic conditions

（a）药典处理方法 （b）杨文杰处理方法 （c）本文处理方法

图 2（a）表明，药典处理方法在梯度洗脱的条件下，每针

测试的洗脱时间为 65 min，苯甲酰新乌头碱的出峰时间为

19.303 min，苯甲酰乌头原碱的出峰时间为 23.357 min，苯甲

酰次乌头碱的出峰时间为25.038 min。3个峰没有完全分开，

无法计算含量。

图2（b）表明，杨文杰处理方法在梯度洗脱的条件下，3个
峰分离度良好，每针测试的洗脱时间为30 min。苯甲酰新乌

头碱的出峰时间为19.696 min，其含量为0.615 mg·mL-1；苯甲

酰乌头原碱的出峰时间为 23.633 min，其含量为 0.132 mg·
mL-1；苯甲酰次乌头碱的出峰时间为 25.313 min，其含量为

0.271 mg·mL-1。

图3（c）表明，本文处理方法在梯度洗脱的条件下,3个峰

分离度最好，每针测试的洗脱时间为 30 min，苯甲酰新乌头

碱的出峰时间为19.607 min，含量为2.749 mg·mL-1；苯甲酰乌

头原碱的出峰时间为23.551 min，含量为0.553 mg·mL-1；苯甲

酰次乌头碱的出峰时间为25.207 min，含量为0.849 mg·mL-1。

3种附子样品处理方法比较结果表明，本文处理方法优

于杨文杰处理方法，杨文杰处理方法优于药典处理方法。尤

其本文建立的样品处理方法测得3种成分（苯甲酰新乌头碱、

苯甲酰乌头原碱和苯甲酰次乌头碱）含量均高于杨文杰处理

方法的4倍左右。

2.4.3 样品HPLC色谱条件测定结果比较

在杨文杰的色谱条件下，分别进 3种不同处理方法的样

品各10 μL，观察出峰时间和峰形，计算样品含量，结果见图3。
图 3（a）表明，用药典处理方法处理样品，在杨文杰的色

谱条件下，每个样品测试时间为30 min。苯甲酰新乌头碱的

出峰时为16.382 min，苯甲酰乌头原碱的出峰时间20.222 min
苯甲酰次乌头碱的出峰时间为 23.997 min。3个峰的分离度

较差，尤其是苯甲酰新乌头碱峰形不完整，无法计算成分

含量。

图 3（b）表明，用杨文杰处理方法处理样品，在杨文杰的

色谱条件下，每针的测试时间为 30 min，3个峰的分离度较

好。苯甲酰新乌头碱的出峰时间为17.105 min，含量为1.365
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mg·mL-1。苯甲酰乌头原碱的出峰时间 20.198 min，含量为

0.189 mg·mL-1。苯甲酰次乌头碱的出峰时间为 23.965 min，
含量为0.372 mg·mL-1。

图 3（c）表明，用本文处理方法处理样品，在杨文杰的色

谱条件下，每针测试时间为30 min，3个峰分离度好。苯甲酰

新乌头碱出峰时间为16.833 min，含量为3.978 mg·mL-1。苯甲

酰乌头原碱出峰时间 19.983 min，含量为 0.662 mg·mL-1。苯

甲酰次乌头碱出峰时间为23.683 min，含量为1.047 mg·mL-1。

图3 不同处理方法的处理样品图

Fig. 3 Different methods in HPLC

（a）药典处理方法 （b）杨文杰处理方法 （c）本文处理方法

2.4.4 本文新建立的附子中单酯型生物碱含量测定方法

色谱柱条件：色谱柱采用 Megers-C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相为甲醇∶水（每升含 5 mmoL乙酸铵和 2 mL乙

酸）=43∶57（体积比），柱温30℃，流速0.6 mL·min-1，紫外检测

波长235 nm。

最佳样品处理方法：取附子粉末约2 g，精称，加氨试液3
mL，精密加入异丙醇-乙酸乙酯（1∶1）混合溶液50 mL，称重，

超声处理（功率 300 W，频率 40 kHz，水温 25℃以下）30 min，
放冷，称重，用上述混合溶液补足失重，摇匀，滤过。精密量

取续滤液 25 mL，40℃以下减压回收溶剂至干，残渣用 5 mL
超纯水溶解，加 0.25 g氯化钠，混匀，加 0.058 g1-己基-3-甲
基咪唑四氟硼酸盐混匀，将 0.26 g六氟硼酸铵溶解于 0.8 mL
超纯水后加至离心管中，4000 r·min-1离心 5 min，过 0.22 μm
滤膜，即得。

3 讨论
通过对比药典的色谱条件与杨文杰的色谱条件，附子混

合标准品和 3个样品的出峰时间，峰形和成分含量等，发现：

1）药典的色谱条件下，3个成分苯甲酰新乌头碱、苯甲酰乌

头原碱和苯甲酰次乌头碱峰分离度一般，峰形较完整，但是

与杨文杰的色谱条件相比，检测时间过长，需要65 min，浪费

各种试药，并且易产生较大柱压，约为12 MPa，也减少色谱柱

的使用时间；2）杨文杰的色谱条件下，样品检测时间为 30
min，柱压在10.9 MPa左右，且标准品的3个峰分离度好，峰形

完整，优于药典方法，但是存在3个成分含量较低；3）本文建

立的附子HPLC含量测定方法，样品的出峰时间、峰形和3个
成分峰分离效果显著优于《中国药典》中附子饮片含量测定

处理方法，测定 3种成分含量均优于药典处理方法和杨文杰

处理方法，并且含量显著高于杨文杰处理方法 3倍以上。另

外，本文方法测试一个样品可节省 35 min，节省了流动相试

剂，起到保护色谱柱和显著提高工作效率的作用。

总之，本文建立的附子单脂型生物碱HPLC含量测定方

法更科学、高效、省时和低成本，适用于附子类中药饮片及其

复方制剂中有效成分的HPLC含量测定，也为 2010年版《中

国药典》中附子有效成分含量测定方法修改提供科学依据。
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Optimization of content determination of monoester-type alkaloids
in aconite

AbstractAbstract This paper aims to optimize the method for content determination of monoester- type alkaloids in aconite by HPLC in the
Chinese Pharmacopoeia (2010 edition). By comparing the methods mentioned in the Chinese Pharmacopoeia and in the literature, we found
that there are defects in the extraction method of samples, preparation methods of sample solution, chromatographic conditions, detection
methods and determination results in content determination of monoester alkaloids in aconite by HPLC. Therefore, we established a new
determination method and compared it with the one stated in the Chinese Pharmacopeia. The established method had better performance
than the previous one. This simple method greatly shortened the testing time, reduced the cost, and improved column efficiency, providing a
safe, effective, and quality-controllable detection method for aconite.
KeywordsKeywords aconite; the Chinese Pharmacopeia; HPLC; monoester alkaloids
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