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附子煎煮过程中酯型生物碱含量的动态变化
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  [ 摘要]  目的: 研究附子煎煮过程中酯型生物碱的动态变化规律, 建立其含量变化与煎煮时间的关系。方法: 采用 E-

clipse XDB C18( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) 色谱柱, 0. 1 mol·L - 1醋酸铵溶液(每 1 000 mL加 0. 5 mL冰醋酸) 为 A相,乙腈-四氢呋

�( 25∶15) 为 B相, 梯度洗脱, 测定生附子和白附片不同时间水煎液中酯型生物碱的含量。结果: 生附子中双酯型生物碱水煎

极不稳定, 仅在 0. 5 h检测出次乌头碱; 而白附片水煎液在 10 h内均能检出新乌头碱和次乌头碱,其含量逐渐降低,在 4 h内可

检出乌头碱。生附子水煎液中 3种单酯型生物碱含量呈现逐渐增加的变化趋势,在 8 h达到峰值;而白附片水煎液中苯甲酰新

乌头原碱和苯甲酰乌头原碱含量先增后减,约在 3～5 h达到峰值, 苯甲酰次乌头原碱含量在 10 h内逐渐增大至峰值。结论:

生附子和白附片煎煮过程中酯型生物碱含量的变化规律不同, 总体趋势是双酯型生物碱转化为焦新乌头碱、焦乌头碱、焦次乌

头碱和苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱。
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[ Abstract]  Objective: Study on variation of ester alkaloids and hydrolysate in Radix Aconite Lateralis with

the change of decocting time to establish the relationship between the content change and decocting time. Method:
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HPLC analysis was performed on a Eclipse XDB C18 ( 4. 6 mm ×250 mm, 5 μm) with 0. 1 mol·L - 1 ammonium ace-

tate ( contains 0. 5 mL glacial acetic acid per 1 000 mL, phase A) and acetonitrile-tetrahydrofuran ( 25∶15, phase

B) as mobile phase. Gradient elution was used to the determination of ester alkaloids in Baifupian and crude aconite

roots at different decocting time. Result: The diester-type alkaloids in crude Aconite roots were extremely unstable,

and there was only hypaconitine detected in 0. 5 hours. But it′s three kinds of monoester-type alkaloid showed a

tendency of increasing gradually with increase of decocting time, and reached the peak at 8 hours. The mesaconitine

and hypaconitine in Baifupian were detected in the whole decoction process, but the aconitine did′t detect after 4

hours of decoction. The benzoylmesaconine and benzoylaconine in Baifupian decocted fluid firstly increased and then

decreased, after 3-5 hours reached the peak, while the benzoylhypaconine gradually increased to the peak within 10

hours. Conclusion: In the decoction process, the change of ester alkaloids in crude Aconite roots and Baifupian

was significantly different. The general trend is that the diester-type alkaloids in crude Aconite roots and Baifupian

have transformed into pymesaconitine, pyraconitine, pyrhypaconitine, benzoylmesaconine, benzoylaconine and

benzoylhypaconine.

[ Key words]  Radix Aconite Lateralis; decocting; ester alkaloids; dynamic variation

  附子来源于毛莨科植物乌头 Aconitum car-

michaeli Debx.子根的加工品。其主要毒、效成分为

双酯型生物碱
[ 1]

,如新乌头碱 ( mesaconitine) 、乌头

碱( aconitine) 、次乌头碱 ( hypaconitine) 等,由于此类

生物碱毒性极大,人口服乌头碱 2 ～5 mg即可致死

亡
[ 2]

,因此,临床上大都以炮制品入药, 且久煎后服

用。久煎是中医临床降低附子毒性的主要手段
[ 3] ,

在煎煮过程中,附子中双酯型生物碱水解转化为苯

甲酰新乌头原碱( benzoylmesaconine) 、苯甲酰乌头原

碱( benzoylaconine) 和苯甲酰次乌头原碱 ( benzoyl-

hypaconine) 等单酯型生物碱,毒性大大降低 [ 4 ] ,提高

了临床用药的安全性,但其药理活性亦随之减弱或

消失
[ 5]
。因此,本文以生附子和白附片为研究对象,

结合对照品水解,研究探明附子煎煮过程中酯型生

物碱成分的变化规律,为临床应用提供参考。

1 仪器与试药

Agilent 1200 型高效液相色谱仪 ( 包括四元泵,

DAD检测器,柱温箱,自动进样器,工作站) ; Clean-

up C18固相萃取小柱( 200 mg, 3 mL) ; KQ-100 超声波

清洗仪(昆山市超声仪器有限公司 ) ; DZKW-4 恒温

水浴锅(北京中兴伟业仪器有限公司) , TDL80-2B台

式离心机 ( 上海安亭科学仪器厂 ) , 岛津 AUW220D

型 1 /10 万天平,美国 Milli-Q纯水器。

实验药材购于成都荷花池药材市场,由四川省

中医药科学院舒光明研究员鉴定。新乌头碱( 批号

110799-200404) 、次乌头碱 ( 批号 110798-200404) 、

乌头碱(批号 110720-200410) 对照品购自中国药品

生物制品检定所。苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头

原碱和苯甲酰次乌头原碱对照品由本实验室从制川

乌中分得,其纯度分别为 99. 2% , 97. 8% , 98. 4% ,经

理化性质和光谱数据分析,鉴定结构。乙腈、四氢呋

�为色谱纯,水为超纯水;其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 色谱条件  Eclipse XDB C18柱 ( 4. 6 mm×250

mm, 5 μm) ;柱温 35 ℃;流动相 A为 0. 1 mol·L
- 1
醋

酸铵溶液( 每 1 000 mL加 0. 5 mL 冰醋酸) , B相为

乙腈-四氢呋� ( 25∶15 ) 混合溶液, 梯度洗脱,

0～40 min, 85% ～80% A; 40 ～50 min, 80% A。流

速 1 mL·min
- 1

,检测波长 235 nm;进样量 5 ～10 μL。

2.2 对照品溶液的制备  取新乌头碱、次乌头碱、

乌头碱、苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯

甲酰乌头原碱对照品适量, 精密称定, 加 0. 05% 盐

酸甲 醇 溶 液 配 置 成 每 1 mL 含 新 乌 头 碱

0. 015 82 mg、次乌头碱 0. 014 98 mg、乌头碱 0. 013

34 mg、苯甲酰新乌头原碱 0. 085 12 mg、苯甲酰次乌

头原碱 0. 017 08 mg、苯甲酰乌头原碱 0. 012 7 mg的

混合对照品溶液。

2.3 供试品溶液的制备  取白附片、生附子各

800 g,分别置 10 L圆底烧瓶中,加水 8 L,加热回流

煎煮,保持微沸状态,分别于 0. 5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 h

取样 4 mL,立即冰水浴冷却,并分别补加 4 mL蒸馏

水。精密吸取白附片水煎液 2 mL,加至已处理好的

C18固相萃取小柱上( 5 mL甲醇活化, 4 mL水平衡) ,

待其通过后,先用 5 mL水洗涤, 再用 5 mL 甲醇洗
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脱,整个洗脱过程控制流速约为 0. 5 mL·min - 1
。收

集甲醇洗脱液, 35 ℃ 减压回收蒸干, 精密吸取

0. 05%盐酸甲醇 1 mL溶解残渣,即得白附片水煎供

试品溶液。取生附子水煎液约 4 mL, 以 3 000 r·

min
- 1
离心 10 min, 上清液用 0. 45 μm微孔滤膜滤

过,即得生附子水煎供试品溶液。

2.4 方法学考察

2.4.1 线性关系 取 2.2项混合对照品溶液,分别

进样 2, 5, 10, 15, 20 μL,按上述色谱条件测定,以进

样量(μg) 为横坐标,峰面积 ( A) 为纵坐标绘制标准

曲线,结果见表 1。
表 1 线性关系试验结果

名称 线性范围 /μg 回归方程 相关系数 r

苯甲酰新

乌头原碱
0. 170 24～1. 702 4 Y=1124. 66X+17. 5 0. 999 8

苯甲酰乌

头原碱
0. 025 4～0. 254 Y=1 023. 40X - 0.67 0. 999 5

苯甲酰次乌

头原碱
0. 034 16～0. 341 6 Y=874.811X+4. 30 0. 999 7

新乌头碱 0. 0316 4～0. 316 4 Y=1 163. 83X +4.82 0. 999 7

次乌头碱 0. 029 96～0. 299 6 Y=874.340X+4. 48 0. 999 3

乌头碱 0. 026 68～0. 266 8 Y=936.29X +0. 96 0. 999 2

2.4.2 重复性试验 取白附片 1 h水煎液 5 份,照

供试品制备方法制备,按 2. 1项色谱条件测定,记录

峰面积,结果苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、

苯甲酰次乌头原碱、新乌头碱、次乌头碱、乌头碱

RSD 分 别 为 1. 98% , 1. 52% , 1. 61% , 1. 21% ,

0. 80% , 1. 23% ,表明该方法重复性良好。

2.4.3 稳定性试验 取 2.3项白附片 1 h水煎供试

品溶液,室温放置 0, 2, 4, 8, 12, 24 h后,按上述色谱

条件测定,记录峰面积。结果苯甲酰新乌头原碱、苯

甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、新乌头碱、次乌

头碱、乌 头 碱 的 RSD 分 别 为 0. 61% , 0. 53% ,

0. 36% , 0. 72% , 0. 65% , 0. 85% ,表明溶液在 24 h内

基本稳定。

2.4.4 回收率试验  按 2. 3项白附片供试品制备

方法,取白附片 1 h水煎液, 共 5 份, 冷却后分别加

入一定量的混合对照品,依法测定,结果苯甲酰新乌

头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、新乌

头碱、次 乌 头 碱、乌 头 碱 平 均 回 收 率 分别 为

100. 86% , 102. 07% , 98. 79% , 104. 98% , 97. 34% ,

101. 65%。RSD 分别为 0. 92% , 0. 83% , 0. 62% ,

1. 22% , 0. 75% , 1. 05%。

2.5 含量测定 按 2.1项色谱条件,分别测定生附

子、白附片各水煎液中酯型生物碱的含量, 同时照

《中国药典》2010 年版一部附子项下方法制备药材

生附子、白附片供试品溶液,同法测定药材中酯型生

物碱的含量,结果见表 2 和表 3。
表 2 生附子不同煎煮时间酯型生物碱含量测定 mg·g - 1

煎煮时
间 / h
苯甲酰新
乌头原碱

苯甲酰乌
头原碱

苯甲酰次
乌头原碱

新乌
头碱
次乌
头碱
乌头碱

0. 5 0. 886 0. 067 0. 112 - 0. 134 -

1 1. 185 0. 108 0. 246 - - -

2 1. 367 0. 138 0. 318 - - -

3 1. 432 0. 140 0. 336 - - -

4 1. 503 0. 155 0. 362 - - -

5 1. 582 0. 166 0. 339 - - -

6 1. 655 0. 177 0. 429 - - -

8 1. 755 0. 187 0. 471 - - -

10 1. 659 0. 177 0. 460 - - -

生附子 0. 239 0. 015 0. 037 1. 061 0. 427 0. 207

  注 : - 未检出 ( 表 3 同 ) 。

表 3 白附片不同煎煮时间酯型生物碱含量测定 mg·g - 1

煎煮时

间 / h
苯甲酰新

乌头碱

苯甲酰乌

头碱

苯甲酰次

乌头碱

新乌

头碱

次乌

头碱
乌头碱

0. 5 0. 435 0. 059 0. 032 0. 181 0. 137 0. 001

1 0. 513 0. 055 0. 042 0. 153 0. 148 0. 034

2 0. 620 0. 075 0. 064 0. 091 0. 146 0. 026

3 0. 717 0. 091 0. 088 0. 053 0. 141 0. 015

4 0. 678 0. 091 0. 102 0. 030 0. 122 0. 008

5 0. 713 0. 095 0. 114 0. 015 0. 104 -

6 0. 656 0. 092 0. 123 0. 006 0. 093 -

8 0. 641 0. 088 0. 142 0. 005 0. 067 -

10 0. 559 0. 081 0. 149 0. 004 0. 049 -

白附片 0. 234 0. 018 0. 015 0. 309 0. 136 0. 049

3 结果

为了探明附子煎煮过程中酯型生物碱的动态变

化规律,本文对双酯型生物碱进行水解研究。称取

新乌头碱、次乌头碱、乌头碱对照品各 2. 20, 2. 27,

3. 26 mg,分别置 10 mL量瓶中,加甲醇约 1 mL超声

使溶解,再加蒸馏水至刻度,摇匀。精密吸取上述对

照品溶液各 5 mL,混匀,即得混合对照品溶液,置具

塞锥形瓶中,于 60 ℃恒温水浴中加热水解,分别于

10 min, 0. 1, 0. 5, 1, 2, 3, 6 h取样 1 mL,立即冰水浴

冷却,备用。同时取新乌头碱、次乌头碱、乌头碱对

照品溶液各 1 mL,同法水解 0. 5 h。上述水解液照

2.1项下色谱条件测定,图 1 为混合对照品 0. 5 h水
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解液的 HPLC图谱,图 2 为 2.2项下 6 种酯型生物

碱对照品的 HPLC图谱。

图 1 混合对照品水解 0.5 h HPLC 图谱

图 2 6种酯型生物碱对照品 HPLC 图谱

1. 苯甲酰新乌头原碱 ; 2. 苯甲酰乌头原碱 ; 3. 苯甲酰次

乌头原碱 ; 4. 新乌头碱 ; 5. 次乌头碱 ; 6. 乌头碱

由图 1 可知,混合对照品水解液主要含有 9 个

色谱峰( 1 ～9 号峰) ,与图 2 比较可确认 1 ～3 号峰

分别为苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱和苯甲

酰次乌头原碱, 7 ～9 号峰分别为新乌头碱、次乌头

碱、乌头碱。根据新乌头碱、次乌头碱和乌头碱单一

对照品水解液的 HPLC 分析结果, 参考文献报

道
[ 6-7 ]

,可确认 4 ～6 号峰分别为焦新乌头碱、焦次乌

头碱、焦乌头碱。

混合对照品水解液的 HPLC分析结果显示 ( 图

3, 4, 5) :双酯型生物碱迅速减少,转化为焦乌头碱类

生物碱和单酯型生物碱,新乌头碱、乌头碱和次乌头

碱分别于 2 h, 1 h和 6 h即消失;焦新乌头碱、焦乌

头碱在 0. 5 h达到峰值, 焦次乌头碱在 2 h 达到峰

值,随后 3 者峰面积逐渐变小。单酯型生物碱随着

水解时间的延长峰面积逐渐增大,苯甲酰乌头原碱

和苯甲酰次乌头原碱在水解 6 h 内一直增加, 苯甲

酰新乌头原碱则在 3 h达到峰值。

由表 2 可见, 生附子水煎液仅在 0. 5 h 检测出

次乌头碱(图 6) ,其他时间点均检不出双酯型生物

碱,该结果经多次验证可重复,提示生附子中双酯型

生物碱水煎极不稳定;而白附片水煎液在 10 h内均

图 3 混合对照品双酯型生物碱水解变化

图 4 混合对照品焦乌头碱类成分水解变化

图 5 混合对照品单酯型生物碱水解变化

能检出新乌头碱和次乌头碱,在 4 h内可检出乌头

碱( 表 3) 。生附子水煎液中 3 种单酯型生物碱含量

呈现逐渐增加的变化趋势,在 8 h达到峰值 ( 表 2 和

图 8) ;而白附片水煎液中苯甲酰新乌头原碱和苯甲

酰乌头原碱含量先增后降, 约在 3 ～5 h 达到峰值,

苯甲酰次乌头原碱含量在 10 h 内逐渐增大至峰值

( 表 3 和图 9) 。此外,由图 7 和图 6 比较可见,生附

子中基本不含焦乌头碱类生物碱,煎煮过程中双酯

型生物碱迅速转化为焦新乌头碱、焦乌头碱、焦次乌

头碱( 4 ～6 号峰) 和苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头

原碱、苯甲酰次乌头原碱( 1 ～3 号峰) 。

一般认为酯型生物碱是附子的毒效成分, 本文

研究结果显示,生附子中双酯型生物碱含量显著高

于白附片,二者单酯型生物碱含量相当 ( 表 2, 3) ,说

明炮制显著降低了剧毒成分双酯型生物碱的含量,

且较好地保留了药效成分单酯型生物碱,即炮制可
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图 6 生附子煎煮 0. 5 h HPLC 图谱

图 7 生附子药材含量测定 HPLC 图谱

图 8 生附子中单酯型生物碱含量随煎煮时间变化

图 9 白附片中单酯型生物碱含量随煎煮时间变化

减毒存效。生附子水煎过程中双酯型生物碱迅速水

解,而单酯型生物碱则逐渐增加,其含量显著高于白

附片水煎液;白附片水煎过程中双酯型生物碱逐渐

降低,而单酯型生物碱则先增后降,表明生附子和白

附片煎煮过程中酯型生物碱的变化规律不尽相同,

提示炮制不仅改变了附子酯型生物碱的含量, 而且

    

也影响酯型生物碱的转化。此外,煎煮时间对酯型

生物碱的含量有显著影响,适度久煎可显著降低双

酯型生物碱含量,增加单酯型生物碱含量,即解毒存

效,但过度久煎可完全破坏双酯型生物碱,也使单酯

型生物碱含量下降, 即药理活性亦随之减弱或消

失
[ 5 ]
。因此,临床使用附子应根据病情、附子用量和

规格,选择适宜的煎煮时间,避免煎煮不足易导致中

毒,或煎煮太过影响疗效。

本文将附子水煎液离心过滤后直接注入液相色

谱仪测定,结果显示生附子水煎液分离效果良好( 图

6) ,可直接进样。而白附片水煎液中酯型生物碱浓

度低,且成分复杂,对测定干扰大,因此,采用 C1 8小

柱对白附片水煎液中酯型生物进行富集和精制,获

得理想的效果,各成分达到基线分离。
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