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八昧地黄汤各药昧对附子生物碱影响的电喷雾质谱研究
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(中国科学院长春应用化学研究所

，刘春明，刘志强’，刘淑莹+
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摘要：目的 以八味地黄汤为研究对象，考察各药味对附子生物碱的影响规律，揭示附子配伍组方的科学内涵，

为科学阐释八味地黄汤配伍规律提供化学依据。方法利用电喷雾质谱技术分别对八味地黄汤，附子加山茱萸、山

药、肉桂、丹皮、泽泻、地黄、茯苓共煎液以及次乌头碱加山茱萸、山药共煎液进行系统考察。结果 次乌头碱加山

药、山茱萸，附子加山药等共煎液中次乌头碱含量较高；八味地黄汤、附子加山茱萸共煎液中次乌头碱含量较低；肉

桂、丹皮、泽泻、地黄、茯苓等对附子生物碱的影响不明显。结论八味地黄汤中乌头碱和中乌头碱水解和溶出比较

完全，次乌头碱的含量较少，次乌头碱的减少是由于水解以及溶出受到抑制导致。其中山茱萸对制附子起减毒作

用，其减毒机制主要是抑制了制附子中次乌头碱的溶出。而山药则能导致附子毒性增加。
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Effect of various ingredients in Bawei Dihuang Decoction on release

of aconitine alkaloids by ESI—MS spectrometry

XU Qing—xuan，WANG Yong，SONG Feng—rui，LIU Chun—ming，LIU Zhi—qiang，LIU Shu—ying
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Abstract：Objective To explore the roles of various ingredients used in the preparation of Bawei

Dihuang Decoction(BDD)for the purpose to enlighten the scientific basis in the research and development

of BDD in traditional Chinese medical practice．Methods BDD was prepared by decocting a prescription

containing Cortex cinnamomi(CC)，Radix Aconiti Lateralis Preparata(RALP)，Radix Rehmanniae

(RR)，Fructus Corni(FC)，Rhizoma Dioscoreae(RD)，Cortex Moutan(CM)，Rhizoma Alismatis(RA)，

and Poria with boiling water．Similarly，a 1：1 mixture of RALP with each of the above mentioned

ingredients and of hypaconitine with FC and RD。individually was prepared to obtain test samples for ESI—

MS study．Results The hypaconitine in the codecoction of hypaconitine+RD，+FC，RALP+RD was

higher；in BDD and codecoction of RALP+FC was lower；while CC，CM，RA，and Poria showed

indistinct effect on RALP alkaloids．Conclusion Hydrolysis and dissolution of aconitine and mesaconitine

were relatively complete in BDD．Because of hydrolysis and dissolution being inhibited during codecoction，

the amount of hypaconitine in BDD iS little．FC in BDD can make RALP toxicity decrease by inhibiting

hypaconitine dissolution from RALP。while RD can make the RALP toxicity increase．

Key words：Bawei Dihuang Decoction(BDD)；Radix Aconiti Lateralis Preparata(RALP)；Fructus

Corni(FC)；hypaconitine；electrospray ionization mass spectrometry(ESI—MS)

八味地黄汤出自《金匮要略》，由熟地、山茱萸、

山药、茯苓、丹皮、泽泻、肉桂、附子组成，主治肾阳不

足引起的腰膝酸冷、肢冷、浮肿、小腹涨满、小便不利

或频数、痰饮、喘咳诸症。目前对其丸剂、汤剂的药理

和临床研究已经取得很大进展[1矗]，但对其药效物质

基础及其配伍规律的研究甚少。附子是常用中药，常

与甘草、干姜等配伍使用。甘草、干姜和防己配伍使

用有助于附子中剧毒的双酯型生物碱的水解口~5]。

乌头碱类二萜生物碱在电喷雾质谱条件下可形成相

对丰度较强的质子化分子，每个离子峰代表1种生

物碱，其归属可通过文献和串联质谱数据确定。离子

峰的相对丰度可以近似地反映出同类生物碱的

量C6~8]，质谱图中准分子离子峰的种类和丰度具有

很好的重复性，并且电喷雾质谱法操作简便，测定快
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速、灵敏，与高效液相色谱和薄层色谱法相比大大提

高了复方体系的研究效率口]。本实验采用电喷雾质

谱技术，对八味地黄汤及其中药味与附子的共煎液

中生物碱进行了研究，从化学角度阐明了八味地黄

汤的配伍组方的科学内涵。

1材料和方法

1．1 仪器与材料：菲尼根MATLCQ电喷雾质谱

(ESI—MS)(San Jose，CA，USA)，所用试剂均为分

析纯。山茱萸、山药、地黄、肉桂、牡丹皮、泽泻、茯苓

以及制附子均购自吉林大药房，经过长春中医学院

金东明教授鉴定。乌头碱(批号0720—9807)、中乌头

碱(批号0799—9403)和次乌头碱(批号0798—9403)

对照品购自中国药品生物制品检定所。

1．2共煎液和单煎液的制备：将肉桂3 g、制附子3

g、地黄9 g、山茱萸12 g、山药12 g、牡丹皮9 g、泽泻

9 g、茯苓9 g加10倍量水浸泡30 min后，急火煮

沸，中火煎煮1 h，滤过，收集滤液，滤渣加8倍量蒸

馏水同法处理2次，合并3次滤液，浓缩，即得50

mL八味地黄汤煎煮液。同法制备制附子单煎液及

其与其余7味药(质量比均为1：1比例)的共煎液，

并测定各煎液的pH值。上述各煎液分别加入200

mL无水乙醇，24 h后滤过，减压蒸出乙醇，膏状物

用50 mL蒸馏水溶解，用氨水调至pH 10，分别用

50 mL氯仿萃取3次，合并氯仿溶液，得各煎液的生

物碱溶液。取1．35 mg次乌头碱对照品与4．5 g山

茱萸共煎1 h，1．23 mg次乌头碱对照品与4．5 g山

药共煎1 h，共煎液按照上法制备山茱萸加次乌头

碱、山药加次乌头碱共煎液的生物碱溶液。

1．3制附子中生物碱的提取：4．5 g制附子用200

mL 95％乙醇超声提取1 h，冷浸12 h，滤过，药渣同

法重复提取2次，合并乙醇溶液，作为制附子乙醇冷

浸液。减压蒸出乙醇，浸膏按照1．2项下方法处理，

得制附子生物碱氯仿溶液。

1．4制附子与山茱萸共煎后附子药渣和八味地黄

汤煎煮后附子药渣中生物碱的提取：将制附子与山

茱萸共煎后药渣中的附子用蒸馏水洗净，晾干，按照

1．．3项下方法提取，得到制附子与山茱萸共煎后制

附子中生物碱的氯仿溶液。同法得到八味地黄汤煎

煮后附子药渣中生物碱的氯仿溶液。

1．5 电喷雾质谱分析：分别取上述生物碱溶液2

mL用甲醇稀释10倍后，供电喷雾质谱仪分析。喷

雾电压为5．0 kV，毛细管温度设为150℃，注射泵

进样速度为2 ttL／min。对乌头碱、中乌头碱、次乌头

碱对照品以及制附子乙醇提取液中的生物碱进行多

级串联质谱研究。为了便于比较各煎煮液品中生物

碱的量，所用样品均为生物碱的氯仿溶液，电喷雾质

谱条件一致。

2结果和讨论

2．1制附子中生物碱的电喷雾质谱研究：制附子乙

醇冷浸液的电喷雾质谱见图1一A。m／z 616、632、646

离子的多级串联质谱图(图略)与次乌头碱、中乌头

碱和乌头碱对照品的串联质谱图(图略)完全相同，

根据文献报道[10～13]证明它们分别对应次乌头碱、中

乌头碱和乌头碱这3种双酯型生物碱，是制附子中

的主要毒性成分。m／z 574～610的离子峰为单酯型

生物碱的质子化峰，分别对应苯甲酰中乌头原碱

(benzoylmesaconine，m／z 590)、苯甲酰次乌头原碱

(benzoylhypaconine，m屈574)和苯甲酰乌头原碱

(benzoylaconine，m／z 604)，它们分别由相应的双

酯型生物碱通过C。酯键水解而生成口2|。m／z 800～

900的质谱峰对应的是酯类生物碱的质子化

峰[1
0’12J

3|，它们分别为双酯型生物碱的C。位被长链

脂肪酸所取代而形成的酯。它们在二级串联质谱中

均失去长链脂肪酸而不失去醋酸，生成与双酯型生

物碱完全相同的离子[1⋯。在低质量区还观察到m／z

454、438两种离子，分别为附子灵(fuziline)、尼奥灵

(neoline)[11’1 2|。m／z 700、770离子可能是新化合物。
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图1 制附子乙醇冷浸液(A)和水单煎液(B)的

电喷雾质谱图

Fig．1 ESI—MS chromatogram of RALP cold—extracted

by ethanol(A)and water decoction(B)

从图1一A可以看出，制附子中剧毒成分乌头

碱、中乌头碱相应离子峰的相对丰度虽然较低，但次

乌头碱所对应的质子化峰的相对丰度却很高，在谱
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中为基峰，说明附子经过炮制，乌头碱和中乌头碱大

部分水解，但是次乌头碱不易水解，成为制附子的主

要毒性成分，这也与液相色谱一质谱联用的分析结果

一致m]，表明制附子在临床应用中减低毒性的关键

在于控制次乌头碱的量。

2．2制附子单煎液中生物碱的电喷雾质谱研究：见

图1一B。制附子经单煎后，单酯型生物碱苯甲酰中乌

头原碱(m／z 590)的质子化峰变为基峰，而次乌头

碱质子化峰相对降低，说明制附子中双酯型生物碱

在煎煮过程中发生了进一步的水解，即煎煮过程也

是附子减毒增效的过程。

2．3八味地黄汤及其中各药味与附子共煎液中生

物碱的电喷雾质谱研究：八味地黄汤的电喷雾质谱

图见图2一A，与制附子单煎液比较，其中双酯型生物

碱(m／z 646、632、616)较低，说明八味地黄汤中双

酯型生物碱水解相对比较完全，或者它们的溶出较

少，毒性较低。制附子分别与肉桂、泽泻、丹皮、地黄、

茯苓共煎时，其双酯型生物碱的相对丰度并没有发

生明显变化(图略)，说明它们对制附子中双酯型生

物碱的影响很小。但是，当山药与制附子共煎时，次

乌头碱的质子化峰为基峰(图2一B)，说明山药可能

抑制了制附子中次乌头碱的水解，导致制附子毒性

增强。为了进一步验证该结论，实验对山药与次乌头

碱对照品的共煎液进行了电喷雾质谱研究(质谱图

略)，结果发现次乌头碱的质子峰是基峰，其水解产

物的相对丰度较低，水解程度较低，可以说明山药的

确能够抑制次乌头碱的水解。

制附子与山茱萸共煎液中次乌头碱的相对丰度

较低，说明山茱萸能够降低共煎液中的次乌头碱，具

有很好的减毒作用，但其减毒机制并不清楚。电喷雾

。质谱图见图2一C。

在八味地黄汤中生物碱的电喷雾质谱图中几乎

观察不到乌头碱和中乌头碱的质子化峰，而在其他

共煎液的电喷雾质谱图中乌头碱和中乌头碱的质子

化峰则比较明显，说明八味地黄汤中乌头碱和中乌

头碱的减少可能是多味中药作用的结果，并非是其

中莱一味中药单独导致的，但其作用机制尚不清楚。

制附子经过煎煮后药渣残留的生物碱以脂类生

物碱为主，在其电喷雾质谱图中观察不到双酯型生

物碱，说明制附子经过煎煮双酯型生物碱溶出比较

完全[7]。然而在煎煮后的八味地黄汤附子药渣的电

喷雾质谱图中仍然可以看到较强的次乌头碱质子

峰，但没有发现乌头碱和中乌头碱的质子峰(图3)，

说明在煎煮过程中八味地黄汤中有大量的次乌头碱
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图2八昧地黄汤(A)、制附子与山药(B)和制附子

与山茱萸(C)的电喷雾质谱

Fig．2 ESI—MS chromatogram of BDD(A)，

RALP+RD(B)，and RALP+FC(C)
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图3八味地黄汤中附子药渣的电喷雾质谱图

Fig．3 ESI—MS chromatogram of RALP residue in BDD

没有溶出，而乌头碱和中乌头碱溶出和水解两个过

程都比较完全。另外，在八味地黄汤和八味地黄汤煎

煮后附子药渣的电喷雾质谱中次乌头碱的丰度都比

制附子乙醇提取液中次乌头碱的丰度低，说明八味

地黄汤在煎煮过程中次乌头碱的减少是由于水解和

抑制溶出导致的。

2．4 山茱萸与附子配伍减毒机制的研究：体系的酸

性越强，次乌头碱的水解越困难[8]。制附子与山茱

萸、山药、茯苓、地黄、丹皮、泽泻、肉桂共煎液的pH

值分另4为3．51、3．47、4．11、4．40、4．34、4．27、4．32。

其中制附子与山茱萸、山药共煎液的酸性较强，说明

山茱萸和山药均不能促进制附子中次乌头碱的水

解。为了对这一结论进行验证，实验对山茱萸与次乌
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头碱对照品的共煎液进行了电喷雾质谱研究，结果

发现次乌头碱水解程度并不大(图4)，说明山茱萸

在与制附子配伍过程中，其主要减毒机制并不是促

进次乌头碱的水解，而很可能是在共煎的过程中抑

制了次乌头碱等双酯型生物碱的溶出。

制附子与山茱萸共煎后附子药渣乙醇提取液的

电喷雾质谱图中次乌头碱的相对丰度较高(图5)，

进一步证明山茱萸在与附予配伍过程中，其对附子

减毒的机制是在共煎的过程中抑制了次乌头碱的溶

出。但山茱萸成分比较复杂，何种成分抑制了次乌头

碱的溶出有待进一步研究。
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图4 山茱萸与次乌头碱对照品共煎液的电喷雾质谱图

Fig．4 ESI—MS chromatogram of FC and

hypaconitine codecoction
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图5制附子与山茱萸共煎后的电喷雾质谱

Fig．5 ESI—MS chromatogram of RALP+FC

codecoction

3结论

利用电喷雾质谱技术研究了八味地黄汤及其中

各药味与制附子共煎液中生物碱的变化规律，结果

发现八味地黄汤中乌头碱和中乌头碱水解和溶出比

较完全，次乌头碱的量却较少，次乌头碱的减少是由

于水解和溶出受到抑制两种原因导致的。其中汤剂

中山茱萸对制附子起减毒作用，其减毒机制是主要

是抑制了制附子中次乌头碱的溶出。山药与制附子

共煎液的酸性较强，严重抑制了次乌头碱的水解，从

而可能导致体系毒性的增强。
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