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HPLC-MS 法测定附桂骨痛胶囊中新乌头碱、乌头碱和次乌头碱 
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摘  要：目的  建立测定附桂骨痛胶囊中新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的 HPLC-MS 分析方法。方法  采用 HPLC-MS，色谱

柱为 Polaris C18-A 柱（50 mm×2.0 mm，5 µm），流动相为甲醇-水（90∶10），体积流量 0.2 mL/min，质谱检测采用电喷雾电离

源，正离子方式检测。结果  新乌头碱、乌头碱和次乌头碱分别在 0.464～3.944 μg/mL（r＝0.999 6）、81.6～816 ng/mL（r＝
0.999 4）、0.482～6.748 μg/mL（r＝0.999 7）线性关系良好，平均回收率分别为 98.8%（RSD 3.1%）、98.1%（RSD 3.3%）、98.4%
（RSD 3.3%）（n＝6）。结论  该方法是一种快速、灵敏、准确的分析方法，可以为附桂骨痛胶囊的质量控制提供科学依据。 
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Determination of mesaconitine, aconitine, and hypaconitine in Fugui Gutong 
Capsula by HPLC-MS 
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Abstract: Objective  To establish an HPLC-MS method for determining mesaconitine, aconitine, and hypaconitine in Fugui Gutong 
Capsula. Methods  The separation was performed using HPLC-MS mothod with Polaris C18-A column (50 mm × 2.0 mm, 5 µm) with 
the mobile phase of CH3OH-H2O (90:10) at flow rate of 0.2 mL/min. The detection was done by positive-ion electrospray ionization 
mass spectrometry. Results  The linear ranges were 0.464—3.944 μg/mL (r = 0.999 6) for mesaconitine, 81.6—816 ng/mL (r = 0.999 4) 
for aconitine, and 0.482—6.748 μg/mL (r = 0.999 7) for hypaconitine, respectively. The average recoveries were 98.8% (RSD = 3.1%) 
for mesaconitine, 98.1% (RSD = 3.3%) for aconitine, and 98.4% (RSD = 3.3%) for hypaconitine, respectively (n = 6). Conclusion  A 
rapid, sensitive, and accurate method for the determination of mesaconitine, aconitine, and hypaconitine in Fugui Gutong Capsula is set 
up. The study may provide a scientific basis for the quality control of Fugui Gutong Capsula. 
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附桂骨痛胶囊是由附子（制）、制川乌、肉桂、

党参、当归、白芍（炒）、淫羊藿等组成的常用中成

药，具有温阳散寒、益气活血、消肿止痛等功效，

主要用于阳虚寒湿型颈椎及膝关节增生性关节炎等

的治疗。作为复方重要组份的附子（制）和制川乌

均含有碱毒性很强的双酯型生物碱，其中乌头碱成

人致死量为 2～5 mg，从染毒至死亡只需 8～4 h[1]，

乌头碱、中乌头碱和次乌头碱的小鼠 iv 给药的 LD50

分别为 0.12～0.27、0.1～0.13、0.47 mg/kg[2]，每年

由于服用含有附子的制剂而发生中毒的事件较多，

因此对其中双酯型生物碱的检测和控制就非常重

要。《中国药典》2010 年版就对附子理中丸及桂附

理中丸等含有附子的制剂中乌头碱的最低量进行了

控制[3]。但一些企业为了通过质检就减少成药中附

子药材的加入量甚至不加，导致成药的疗效降低。

因此，只有建立含有附子的制剂中生物碱的定量检

测方法才是对其质量控制必要且有效的方法。目前，

对于附桂骨痛胶囊的质量控制只有用比色法测定总 
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生物碱的量以及用 HPLC 法分别测定淫羊藿苷和芍

药苷的量[4-7]，而对于其中双酯型生物碱的测定未见

文献报道。本实验采用 HPLC-MS 对附桂骨痛胶囊

中新乌头碱、乌头碱和次乌头碱 3 种双酯型生物碱

同时进行测定，为评价和控制附桂骨痛胶囊的质量

提供科学依据。 
1  仪器与材料 

新乌头碱、乌头碱和次乌头碱对照品由中国药

品生物制品检定所提供，质量分数均大于 99.5%；3
批附桂骨痛胶囊（批号分别为 20071202、20080501、
20081102）均为贵州家诚药业有限责任公司产品；

甲醇为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。 
Varian 1200 HPLC/MS 液相色谱-质谱联用仪

（带紫外检测器），优普超纯水制造系统（上海优普

实业有限公司），KQ5200 型超声波清洗器（昆山市

超声仪器有限公司），旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪

器厂）。 
2  方法与结果 
2.1  供试品溶液的制备 

取附桂骨痛胶囊内容物粉末约 1 g，精密称定，

置具塞锥形瓶中，加浓氨试液 4 mL 充分润湿，加

乙醚 40 mL 超声处理 50 min，滤过，并用乙醚洗涤

滤渣 3 次，每次 10 mL，收集、合并所有滤液，旋

转蒸发仪挥干溶剂，用甲醇溶解残渣，转移并定容

至 10 mL 量瓶中，摇匀。取适量用 0.45 μm 微孔滤

膜滤过，即得附桂骨痛胶囊供试品溶液。 
2.2  对照品溶液的制备 

精密称取对照品新乌头碱 2.32 mg、乌头碱

1.36 mg 和次乌头碱 2.41 mg，分别置 50 mL 量瓶中，

用甲醇溶解并定容，摇匀，得新乌头碱、乌头碱和

次乌头碱的单一成分对照品储备液。其他不同质量

浓度的对照品溶液由储备液稀释得到。 
2.3  色谱条件 

色谱柱为 Polaris C18-A 柱（50 mm×2.0 mm，5 
µm），流动相为甲醇-水（90 10∶ ），体积流量 0.2 
mL/min，温度 25 ℃，检测波长 240 nm。 
2.4  质谱条件 

离子源为电喷雾离子化源（ESI），雾化气压力

344.75 kPa，雾化针电压 5.85 kV，干燥气温度 250 
℃，干燥气压力 144.795 kPa，喷雾屏蔽板电压 600 
V，毛细管电压 60 V，检测器电压 1.2 kV，采用单

离子扫描模式（SIM）。新乌头碱、乌头碱和次乌头

碱选择的离子分别为 632.3、646.3、616.3。同 1 次

进样，质谱检测和紫外检测色谱图见图 1。 
 

       
 
 

1-新乌头碱  2-乌头碱  3-次乌头碱 
1-mesaconitine  2-aconitine  3-hypaconitine  

图 1  3 种生物碱质谱检测（A、B、C）和紫外检测（D）色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatograms of three alkaloids using MS detection (A, B, and C) and ultraviolet detection (D) 

 
2.5  线性关系考察 

精密移取“2.2”项所配的新乌头碱、乌头碱和

次乌头碱储备液一定量于 10 mL 量瓶中，用甲醇稀

释，配成新乌头碱质量浓度分别为 0.464、1.160、
1.856、2.552、3.248、3.944 μg/mL，乌头碱质量浓

度分别为 81.600、217.600、353.600、489.600、
680.000、816.000 ng/mL 及次乌头碱质量浓度分别

为 0.482、1.446、2.410、3.374、4.338、6.748 μg/mL
的混合对照品溶液，将上述混合对照品溶液分别平

行测定 3 次（均进样 10.0 μL），以峰面积平均值对

质量浓度进行线性回归，新乌头碱、乌头碱和次乌

头碱的回归方程和相关系数（r）分别为：新乌头碱

Y＝3.42×104 X＋3.07×105（r＝0.999 6），乌头碱

Y＝3.90×104 X＋3.22×105（r＝0.999 4），次乌头碱

Y＝6.11×104 X＋1.07×106（r＝0.999 7），表明新乌

头碱、乌头碱和次乌头碱分别在 0.464～3.944 
μg/mL、81.6～816 ng/mL、0.482～6.748 μg/mL 线

性关系良好。 
2.6  精密度考察 

取供试品溶液（批号 20080501），连续进样 6
次，测定，新乌头碱、乌头碱和次乌头碱峰面积积

分值的 RSD 分别为 2.0%、2.4%、2.3%。 

1 
2 3

1 2 3 

A B C D 

0      5     10     15     20  0      5     10     15     20  0      5     10     15     20  0      5     10     15     20
t / min 
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2.7  稳定性试验 
取供试品溶液（批号 20080501）在 8 h 之内每

隔 1 h 进样考察，结果新乌头碱、乌头碱和次乌头

碱峰面积积分值的 RSD 分别为 2.4%、2.9%、2.8%。 
2.8  重现性试验 

准确称量同一批号的样品（批号 20080501），制

备供试品溶液，进样测定，新乌头碱、乌头碱和次

乌头碱的质量分数的 RSD 分别为 2.7%、2.8%、2.7%。 
2.9  加样回收率试验 

精密称取附桂骨痛胶囊样品（批号 20080501）
粉末约 0.5 g，共 6 份，每份分别准确加入新乌头碱

对照品储备液 200 μL、乌头碱对照品储备液 80 μL
和次乌头碱对照品储备液 30 μL，制备供试品溶液，

进样测定。新乌头碱、乌头碱和次乌头碱的平均加

样回收率分别为 98.8%、98.1%、98.4%；RSD 分别

为 3.1%、3.3%、3.3%。 
2.10  样品测定 

取 3 批样品，分别制备供试品溶液，各进样 10 
μL 进行测定，用回归方程计算新乌头碱、乌头碱和

次乌头碱的质量分数。结果见表 1。 
 

表 1  样品测定结果 (n＝3) 
Table 1  Determination of samples (n = 3) 

批  号 新乌头碱/ 

(μg·g−1) 
乌头碱/ 

(μg·g−1) 
次乌头碱/ 

(μg·g−1) 
20071202 12.64 2.46 17.85 
20080501 18.56 4.25 30.71 
20081102 19.10 4.57 32.06 

 
3  讨论 
3.1  提取条件的选择 

考察了各种生物碱提取方法：①药典法，取样

品粉末 1.0 g 置具塞锥形瓶中，加乙醚 50 mL，振荡

10 min，加氨试液 10 mL，振荡 30 min，放置 1～2 h，
分离乙醚层，蒸干，加无水乙醇 2 mL 使其溶解，

定容到 10 mL 量瓶中，作为供试品溶液；②取样品

粉末 1.0 g，加浓氨试液 4 mL 润湿，加乙醚 40 mL，
超声处理 50 min，滤过，并用乙醚洗涤 3 次，每次

10 mL，收集、合并所有滤液，用旋转蒸发仪挥干

溶剂，加入甲醇溶解残渣，定容到 10 mL 量瓶中，

作为供试品溶液；③取样品粉末 1.0 g，滴加浓氨水

4 mL 浸润，再加入 40 mL 二氯甲烷，超声处理 50 
min，滤过，浓缩，用二氯甲烷定容到 10 mL 量瓶

中；④取样品粉末 1.0 g，加 95%乙醇 50 mL，加热

回流 2 h，回收溶剂，残渣用 20 mL，pH 2～3 的盐

酸溶液溶解，用 10 mL 氯仿萃取 3 次，除去氯仿层，

用 NaOH 溶液调节水溶液的 pH 值至 9～10，再用

氯仿萃取 3 次，蒸干氯仿，用甲醇定容到 10 mL 量

瓶中，作为供试品溶液；⑤取样品粉末 1.0 g，滴加

浓氨水 4 mL 浸润，加入 95%乙醇 40 mL，超声处

理 50 min，以下步骤与处理④相同。结果显示方法

②提取效率最高。 
3.2  检测条件的优化 

由于质谱采用单离子扫描模式，样品中其他物

质不会对待测成分产生干扰，并且色谱的分离度对

检测影响不大，待测成分保留时间太长反而峰形变

宽，灵敏度降低，故本实验采用 50 mm 的短柱在甲

醇-水（90∶10）条件下进行分离。同时，用 3 种生

物碱混合对照品采用直接连续进样的方式，对质谱

检测条件同时进行了优化。 
3.3  质谱检测和紫外检测器的比较 

图 1-A～D 分别为含 4.64 μg/mL 新乌头碱、2.72 
μg/mL 乌头碱和 4.82 μg/mL 次乌头碱的混合对照品

溶液进样 10 μL 的质谱检测和紫外检测的 HPLC 色

谱图。可以看出，在此质量浓度下，在紫外检测器

上 3 种生物碱几乎没有响应，而在质谱上响应较强，

可以得到准确检测。附桂骨痛胶囊样品溶液中此 3
种成分的质量浓度均小于此混合对照品溶液，因此

用紫外检测法根本不能检测出其中 3 种生物碱，用

质谱检测则很好地解决了这一问题。 
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