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3讨论

3．1 提取条件的优化：通过正交设计实验考察了乙

醇浓度、温度、时间和料液比4个因素对有效成分转

移率的影响，结果发现当乙醇为90％，提取温度为90

℃，料液比为1 z 10时，提取3 h为最优。在此条件下

提取3次后4种三萜酸有效成分转移率均在96．2％

以上，能够满足测定要求。

3．2水洗涤对测定效果的影响：在供试液制备中曾

将提取液直接进行HPLC分析测定，结果发现，由于

大量水溶性杂质的存在严重干扰了2a一羟基齐墩果

酸和2a一羟基熊果酸色谱峰的分离，增加测定结果不

确定性。通过洗涤可以去除水溶性杂质的干扰，使得

基线飘逸得到改善，测定效果准确性增强。对洗涤前

后样品中4种三萜酸定量测定结果表明，洗涤过程

不会造成成分损失。

3．3本实验建立的枇杷叶中4种三萜酸RP—HPLC

测定方法，具有操作简单、快速、准确的优点，为枇杷

叶质量控制提供了一个可靠的测定方法，同时也为

枇杷叶在治疗糖尿病和抗癌方面的研究提供了一个

定量分析方法。
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附子中3种双酯型生物碱的定量分析

简 晖h2，董宁霞1，郑 晗1，冯育林1’2，龚千锋1’¨，杨世林1’2

(1．江西中医学院，江西南昌 330006}2．中药固体制剂制造技术国家工程研究中心，江西南昌 330004)

摘 要：目的 建立附子中乌头碱、次乌头碱、新乌头碱的定量测定方法。方法采用反相高效液相色谱法，选择

Hypersil ODS2色谱柱(250 mm×4．6 mm，5弘m)，以40 rnmol／L乙酸铵溶液一乙腈为流动相梯度洗脱。检测波长

235 nm。结果 乌头碱、次乌头碱、新乌头碱均得到较好分离，分别在0．170～85、0．319～159．5、0．218～109腿呈

良好的线性关系，平均回收率为102．1％(RsD=1．84％)、97．7％(RSD一1．92％)、96．4％(RSD=2．51％)。结论

该方法简便、灵敏、准确，可用于附子的质量控制。
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附子为毛茛科植物乌头Aconitum carmichaeli

Debx．根的加工品，具有回阳救逆、补火助阳等功

效[1]，是lf6i床常用的重要中药。附子生品有大毒，其

中所含的二萜双酯型生物碱既是有效成分，又是毒

性成分[2]，为保证I临床用药的安全有效，须严格控制

附子中此类生物碱的量。附子所含的二萜双酯型生

物碱中，较重要和量较高的有乌头碱、次乌头碱、新

乌头碱[3]，本实验采用高效液相色谱法同时测定这3

种双酯型生物碱的量，操作简便，准确度高，对附子

的质量控制和药效评价具有重要意义。

1仪器与材料

Dionex U3000(T一3XOO柱温箱、PDA一3000

检测器、P一3400A分析泵、WPS自动进样器)，

KQ一100型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限

公司)。

乙腈、甲醇为色谱纯，乙酸铵、乙醚、氯仿等试剂

均为分析纯。盐附子购于四川江油恒源药业集团有限

公司，经本院生药教研室赖学文教授鉴定为正品附

子。乌头碱对照品(批号110720—200410)、新乌头碱对

照品(批号110799—200404)、次乌头碱对照品(批号

110798—200404)购于中国药品生物制品检定所。

2方法与结果

2．1色谱条件：Hypersil ODS2色谱柱(250 mm×

4．6 mm，5 pm)I流动相：40 mmol／L乙酸铵溶液一
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乙腈(B)，梯度洗脱：0～16 rain 63％A，15～45 min

63％～57％A；体积流量1．0 mL／min；检测波长235

nm；柱温25℃。

2．2对照品溶液的制备：精密称取乌头碱1．70 mg、

次乌头碱3．19 mg和新乌头碱2．18 mg，置于同一10

mL量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

2．3供试品溶液的制备：取盐附子细粉约2 g，精密

称定，置具塞锥形瓶中，加乙醚20 mL与氨试液2

mL，密塞，摇匀，放置过夜，超声提取10 min，滤过，

药渣再用乙醚洗涤3次，每次10 mL，滤过，洗液与滤

液合并，低温蒸干。残渣用甲醇溶解，并定容至2

mL，摇匀。临用前用0．45 pm微孔滤膜滤过。

2．4线性关系考察：精密量取对照品溶液1、10、50、

100、200、500弘L分别置于6个1 mL量瓶中，用甲醇

稀释至刻度，摇匀，分别进样20肛L，按上述色谱条件进

行测定。以峰面积(y)对进样浓度(X)进行回归处理，

得到乌头碱、次乌头碱、新乌头碱的回归方程分别为：

y=0．343 9 X+4．571×103(，．=0．999 4)，Y=

0．487 3 X一2．025X 10-3(，．=0．999 8)，Y=0．394 1

X+5．862×10-3(，．=0．999 5)；3者的线性范围分别

为：0．170～85、0．319～159．5、0。218～109 pg／mL。

2．5精密度试验：精密吸取对照品溶液，连续进样6

次，每次进样20 pL。乌头碱、新乌头碱、次乌头碱峰

面积的RSD分别为0．73％、0．68％、0．81％，表明仪

器精密度良好。

2．6 稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于0、4、

8、16、24 h进样测定。结果乌头碱、新乌头碱、次乌

头碱质量分数的RSD分别为1．27％、1．24％、

1．19％，表明溶液在24 h内基本稳定。

2．7重现性试验：取同一批附子药材6份，按“2．3”

项下方法制备供试品溶液，并按“2．1”项下色谱条件

进样测定。结果样品中乌头碱、新乌头碱、次乌头碱

质量分数的RSD分别为1．85％、1．90％、1．79％。

2．8加样回收试验：精密称取已知乌头碱、新乌头

碱、次乌头碱质量分数的盐附子细粉6份，每份约

0．5 g，精密称定。分别精密加入“2．2”项下对照品溶

液0．5 mL，按‘‘2．3”项下方法进行制备，测定回收

率。结果乌头碱、次乌头碱、新乌头碱的平均回收率

分别为102．1％(RSD=1．84％)、97．7％(RSD—

1．92％)、96．4％(RSD=2．51％)。

2．9样品测定：将“2．3”项下供试品溶液及稀释10

倍的对照品溶液分别进样20 pL测定，记录色谱图

(图1)，计算供试品溶液中乌头碱、次乌头碱、新乌头

碱的量，结果见表1。

r丁面匹可1五矿；乃石■5矿r胃百丽巧气——羽5
，／min

1一新乌头碱2一乌头碱3一次乌头碱

1一mesaconitine 2-aconitine 3．hypoaconitine

图1对照品(A)及样品(B)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of reference

substance(A)and samples(B)

表I样品中3种双酯型生物碱的测定结果恤一4)

Table 1 Determination of three diester diterpenoid

alkaloids in samples妇=4)

3讨论

3．1提取条件的考察：以乌头碱、次乌头碱、新乌头

碱3种双酯型生物碱的总量为指标，采用正交试验

考察了药材粒度、提取溶剂、溶剂用量、超声时间等

因素对试验结果的影响，结果表明提取溶剂、冷浸时

间对结果有显著影响，其余因素影响甚微。优选出的

最佳提取条件为药材粉碎成细粉，加10倍量乙醚和

1倍量氨试液，放置过夜后，超声提取10 rain。

3．2检测波长的选择：将混合对照品溶液进样分离

后，利用PDA检测器扫描其全波长吸收光谱，发现乌

头碱、次乌头碱、新乌头碱最大吸收波长均在230---,

240 nm。对此波长范围进行重点考察，选择230、232、

235、238、240 rim 5个检测波长，比较其光谱图。结果

表明，235 nm波长下的峰高最高，且噪声小，具有较

高的灵敏度，故选择235 nm作为检测波长。

3．3流动相的选择：目前附子中双酯型生物碱的测

定多采用反相离子对色谱法，以表面活性剂SDS作

为离子对试剂，但SDS的价格较贵，且会吸附在硅

胶键合相上较难除去，严重污染色谱柱。本实验以乙

酸铵溶液一乙睛作为流动相系统，梯度洗脱，乌头碱、

次乌头碱、新乌头碱均能得到较好分离，并且减轻了

对色谱柱的损害。
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