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二十五味珊瑚丸中酯型生物碱和硫化汞的含量测定
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  [ 摘要]  目的: 首次建立藏药复方二十五味珊瑚丸中酯型生物碱和硫化汞含量测定方法。方法: 采用 HPLC测定二十五

味珊瑚丸中酯型生物碱。硫氰酸盐法测定硫化汞。Phenomenex Luna C18 ( 2)色谱柱( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) ;柱温: 35 ℃;流

动相: 甲醇-0. 05 mol·L - 1磷酸二氢钾-醋酸-异丙醇( 67∶173∶4∶4) ; 检测波长: 230 nm;流速: 1. 0 mL·min- 1。结果: 乌头碱

线性方程为 Y = 6. 974×105X - 28. 1, r = 0. 999 8;表明乌头碱在 0. 096～0. 480 μg范围内进样量与峰面积呈良好线性关系。平

均回收率为 93. 1% , RSD为 2. 1%。结论: 该法准确、可靠、重复性好, 可有效控制二十五味珊瑚丸中酯型生物碱和硫化汞限

量。
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[ Abstract]  Objective: To establish HPLC and Thiocyanate methods for the determination of Ester-alkaloids

and HgS in Ershiwuweishanhu pills. Methods: Phenomenex Luna C18 ( 2) ( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) column was

used and the mixture of CH3 OH—0. 05 mol·L
- 1

KH2 PO4—CH3COOH—( CH3 ) 2 CHOH ( 67∶173∶4∶4) was

used as the mobile phase: The flow rate was at 1. 0 mL·min
- 1

and the detection wavelength was at 230 nm. The

column temperature was at 35 ℃. Results: The calibration curvey of aconitine was Y =6. 974 ×105 X - 28. 1 and the

linear range was from0. 096 to 0. 480 μg( r =0. 999 8) . The average recoverys of aconitine was 93. 1% with RSD =

2. 1% . Conclusion: The method is accurate reliable and reproducible. It be used to can control ester-alkaloids and

limited HgS in Ershiwuweishanhu pills.

[ Key words]  ershiwuweishanhu; ester-alkaloids; aconitine; HgS; RP-HPLC; thiocyanate

  二十五味珊瑚丸系藏族验方,为藏药保护品种,

由诃子、木香、藏菖蒲、铁棒锤、麝香、珍珠母、珊瑚等

25 味药材等组成, 收载于《中华人民共和国卫生部

药品标准·藏药》第一册,具有开窍、通络、止痛、调

和血压之功效,临床上用于顽固性头痛、白脉病、脑

炎、头晕目眩、肢体麻木僵硬、神志不清、血压不调、

抽风痉挛等病症的治疗
[ 1]
。本品中铁棒锤,朱砂是

剧毒药材,其毒性成分酯型生物碱和硫化汞,两者既

是有效成分,又是毒性成分。为了确保二十五味珊

瑚丸的安全性和有效性, 需对本品中酯型生物碱和

硫化汞( HgS) 的含量进行测定。铁棒锤为毛莨科乌

头属铁棒锤 Aconitum szechenyianum Gay. 的干燥

根,乌头属植物的主要毒性成分为酯型生物碱,现行

版药典在制川乌和制附子项下分别规定了酯型生物
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碱和乌头碱的限量检查
[ 2] ,本品由于空白样品干扰,

无法采用药典方法进行检测。酯型生物碱的主要毒

性成分为乌头碱 ( aconitine) 、次乌头碱 ( hypaconi-

tine) 和新乌头碱( mesaconitine) 等
[ 3 ]

,其化学结构的

共同特征是含有苯甲酰酯基,可定量地水解生成苯

甲酸
[ 4] ,因此,参照《中国药典》2005 版一部制川乌

项下提取方法提取本品中酯型生物碱, 将酯型生物

碱水解,以苯甲酸为标识成分,按乌头碱计作为本品

酯型生物碱的含量,朱砂则参照《中国药典》2005 版

一部朱砂和万氏牛黄清心丸项下含量测定方法,采

用硫氰酸盐法制定含量限度,控制本品的质量。

1 仪器与试药

Waters高效液相色谱仪: Waters1525 泵, 2487 双

通道紫外检测器, Waters柱温箱, Breeze 液相色谱工

作站; Brasson超声清洗仪; 塞多利斯十万分之一电

子天平。苯甲酸, 分析纯, 纯度大于 98%。乌头碱

(批号 110720-200409) 由中国药品生物制品检定所

提供; 二十五味珊 瑚丸 ( 批号 030314, 021114,

020620,由西藏自治区藏医院生产) ;甲醇为美国 Te-

dia色谱纯,水为超纯水,其它试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 酯型生物碱的含量测定

2.1.1 色谱条件与系统适用性试验  色谱柱为

Phenomenex Luna C18 ( 2) ( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) ;

柱温: 35 ℃; 流动相: 甲醇-0. 05mol· L
- 1
磷酸二氢

钾-醋酸-异丙醇 ( 67∶173∶4∶4) ; 检测波长: 230

nm;流速: 1. 0 mL·min - 1
。进样量 10 μL。理论板

数按苯甲酸峰计算应不低于2 500。

2.1.2 对照品溶液的制备 取乌头碱对照品 4. 80

mg,精密称定,加 5%氢氧化钾甲醇溶液 10 mL,加热

回流 1 h,回收甲醇,冷却,加 0. 5 mol·L
- 1
硫酸溶液

约 9 mL调 pH 值至 3 ～4,转入分液漏斗中,用乙醚

10 mL分次洗涤容器, 并入分液漏斗中,振摇, 分取

乙醚层,再用乙醚提取 2 次, 每次 10 mL合并乙醚

液,低温( 35 ℃)减压回收乙醚,残渣加甲醇使溶解,

转入 10 mL量瓶中,加甲醇稀释至刻度,摇匀,精密

量取 1 mL,置 10 mL量瓶中,加甲醇稀释至刻度,摇

匀,作为对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备 取本品 10 丸,研细( 过

四号筛) ,取约 5 g,精密称定,置具塞锥形瓶中,加乙

醚 50 mL与氨试液 4 mL,密塞,摇匀,放置过夜,滤

过,药渣加乙醚 50 mL,连续振摇 1 h,滤过,药渣再

用乙醚洗涤 3 ～4 次,每次 15 mL,滤过,洗液与滤液

合并,低温蒸干。残渣加氯仿 2 mL使溶解,转入分

液漏斗中,用氯仿 3 mL分次洗涤容器,洗液并入分

液漏斗中,用 0. 05 mol·L
- 1
的硫酸溶液提取 3 次,

每次 5 mL,酸液依次用同一氯仿 10 mL振摇洗涤,

合并酸液,加氨试液调节 pH至 9,再加氯仿提取 4

次,每次 10 mL,氯仿液依次用同一水 20 mL振摇洗

涤,合并氯仿液, 低温蒸干,残渣加 5% 氢氧化钾甲

醇溶液 10 mL,加热回流 1h,回收甲醇,冷却,加 0. 5

mol·L
- 1
硫酸溶液约 9 mL调 pH至 3 ～4,转入分液

漏斗中,用乙醚 10 mL分次洗涤容器,并入分液漏斗

中,振摇,分取乙醚层,再用乙醚提取 2 次,每次约 10

mL合并乙醚液,低温( 35 ℃) 减压回收乙醚,残渣加

甲醇超声溶解,分次转至 5 mL量瓶中,加甲醇稀释

至刻度,摇匀,作为供试品溶液。

2.1.4 阴性对照溶液的制备 取缺铁棒锤药材的空白

药粉,按照供试品溶液的制备方法制备阴性对照溶液。

2.1.5 专属性试验 苯甲酸的最大吸收波长为 230

nm,在该波长下分别吸取对照品溶液 5 μL、供试品

溶液和阴性对照溶液各 10 μL,注入液相色谱仪,结

果表明供试品溶液中苯甲酸达到基线分离,阴性对

照在苯甲酸出峰位置上无干扰,结果见图 1。

2.1.6 标准曲线的绘制  分别精密吸取乌头碱对

照品溶液 2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0, 10. 0 μL进样测定,以

苯甲酸峰面积为纵坐标,进样量为横坐标,绘制标准

曲线,得回归方程为 Y = 6. 97 ×10
5
X - 28. 1, r =

0. 999 8;表明乌头碱在 0. 096 ～0. 480 μg范围内进

样量与峰面积呈良好线性关系。

2.1.7 精密度试验  精密吸取同一对照品溶液 5

μL 连续进样 5 次, 测其峰面积, 计 算 RSD 为

0. 89% ,表明仪器精密度良好。

2.1.8 重复性试验:取同一批号 020620 样品 5 份,

分别照 2. 1. 3 项下方法制备供试品溶液,进样测定

苯甲酸的峰面积,计算样品中酯型生物碱( 以乌头碱

计) 质量分数平均为 22. 64 μg·g
- 1

, RSD为 2. 6%。

表明含量测定方法的精密度良好。

2.1.9 稳定性试验 精密吸取同一供试品溶液( 批

号: 020620) 10 μL,于室温 0, 2, 4, 6, 8, 24 h 进样测

定苯甲酸峰面积, 以样品中酯型生物碱含量计算

RSD为 0. 78% ,表明供试品溶液在 24 h内稳定。

2.1.10 加样回收率试验 精密称取 6 份已知酯型

生物碱( 乌头碱 ) 含量的样品粉末( 批号: 020620,含
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A. 乌头碱对照品 (水解后 ) ; B. 苯甲酸 ; C. 样品 ; D. 阴性样品 ; 1. 苯甲酸

图 1 二十五珊瑚丸 HPLC 图  

量 22. 64 μg·g - 1 ) 各 2. 5 g,分别精密加入乌头碱对

照品溶液 ( 36. 7 μg·mL
- 1

) 1. 5 mL, 照 2. 1. 3 项下

方法制备供试品溶液,进样测定,计算平均回收率为

93. 1% , RSD为 2. 1%。结果见表 1。
表 1 乌头碱加样回收率试验测定结果

样品称量

( g)
样品中乌头

碱量(μg)
对照品加

入量(μg)
测出乌头

碱量(μg)
回收率

( % )
平均回

收率( % )
RSD
( % )

2. 537 6 57. 45 55. 05 107. 82 91. 49

2. 400 3 54. 34 55. 05 106. 29 94. 37

2. 441 1 55. 27 55. 05 106. 06 92. 26 93. 1 2. 1

2. 500 8 56. 62 55. 05 107. 65 92. 70

2. 425 2 54. 91 55. 05 107. 47 95. 47

2. 431 7 55. 05 55. 05 105. 72 92. 05

2.1.11 水解条件的选择: 以 5% 氢氧化钠甲醇溶

液为水解介质,考察水解时间对测定结果的影响,照

样品测定项下方法操作,回流水解时间分别为 0. 5,

1 和 2 h,测定样品 ( 批号: 020620) 中酯型生物碱含

量,分别为 17. 23 μg·g - 1 , 22. 89 μg·g - 1 , 22. 01 μg

·g - 1
。故选择水解时间为 1 h。

2.1.12 样品测定  取二十五味珊瑚丸样品 3 批,

每批 10 丸,研细( 过四号筛) ,取约 5 g,精密称定,分

别照 2. 1. 3 项下方法制备供试品溶液,分别精密吸

取对照品溶液 5 μL,供试品溶液 10 μL,注入液相色

谱仪中,测定峰面积,计算样品中酯型生物碱( 以乌

头碱计) 含量,结果见表 2。
表 2 二十五味珊瑚丸中酯型生物碱的测定结果 ( n = 3)

批号 酯型生物碱含量 ( μg·g - 1 ) RSD( % )

030314 29. 28 2. 0

021114 26. 23 2. 1

020620 22. 64 1. 7

2.2 朱砂的含量测定

2.2.1 供试品溶液的制备及测定  取本品 10 丸,

研细( 过四号筛) ,取约 4 g,精密称定,置 100 mL锥

形瓶中,加稀硝酸 50 mL,超声处理 10 min,滤过,药

渣依次用稀硝酸 50 mL和丙酮 25 mL洗涤,在80 ℃

干燥,连同滤纸一并置入 250 mL凯氏烧瓶中, 加硫

酸 20 mL,分次加入硝酸钾 6 g, 加热至溶液呈乳黄

色,放冷,转入 100 mL量瓶中,用水 50 mL分次洗涤

烧瓶,洗液并入溶液中,加水至刻度,摇匀,滤过,取

续滤液 80 mL,置 250 mL锥形瓶中,滴加 1%高锰酸

钾至显暗红色, 2 min 内不消失, 再滴加 2% 硫酸亚

铁至红色消失后, 加硫酸铁铵指示液 2 mL, 用硫氰

酸铵滴定液( 0. 05 mol·L - 1 ) 滴定。每 1 mL硫氰酸

铵滴定液( 0. 05 mol·L - 1 ) 相当于 5. 815 mg的硫化

汞( HgS) 。样品中 HgS含量测定结果见表 3。
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表 3 二十五味珊瑚丸中朱砂 ( HgS) 的测定结果 ( n = 3)

批号 HgS含量 ( μg·g - 1 ) RSD( % )

030314 14. 45 1. 7

021114 20. 50 1. 8

020620 19. 71 1. 6

2.2.2 空白试验  取除朱砂外其它药味制备的二

十五味珊瑚丸约 4 g,精密称定,按供试品的含量测

定方法进行测定,结果表明阴性对照不消耗滴定液,

对样品的测定无干扰。

3 讨论

酯型生物碱或乌头碱在成方制剂中含量很低,

若按药典方法进行限量检查或 HPLC法直接测定乌

头碱单体成分的含量, 因空白样品干扰无法进行。

本实验是根据乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的化学

结构的共同特征是含有苯甲酰酯基,可定量地水解

生成苯甲酸这一特点
[ 4]
来制定本品中酯型生物碱的

限度,控制成品的质量,保证临床用药的安全。

传统的酯键水解方法一般是用 5%氢氧化钠或

氢氧化钾溶液进行水解,本实验选用 5% 氢氧化钾

甲醇溶液是因为水解生成的苯甲酸在甲醇中溶解度

好。同时在实验过程中发现碱水解优于酸水解,苯

甲酸在酸性条件下不稳定。游离的苯甲酸在较高温

度下易升华,因此在低温下减压回收制备样品。

本品中含有大量的矿物药,主要化学成分为钙

盐、硅酸盐等,若不经处理直接消化滴定,则消化困

难,同时这些金属离子与 SCN
-
反应,干扰样品中汞

的测定,故需先用稀硝酸处理,除去金属离子的干

扰,同时减少消化剂的用量。

消化剂加入方式对样品消化效果和消化时间影

响很大,本研究发现由于硝酸钾加热分解,如果硫酸

和硝酸钾一同加入, 消化时间达 3 h,且样品消化后

颜色较深并伴有黑色沉淀。故硝酸钾应分次加入。

即第一次加入硫酸 20 mL和硝酸钾 3 g,待样品完全

炭化后,再加入 2 g,消化至棕黄色,再加入 1 g,消化

至乳黄色,即得。这时消化效果理想,消化时间缩短

为 2 h。
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