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摘要 目的：采用高效液相色谱法，建立三七伤药片中乌头碱、次乌头碱、新乌头碱与苯甲酰乌头原

碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱6种生物碱类成分的含量测定方法，并根据测定结果进行化

学计量学分析。方法：采用混合型阳离子交换反相吸附树脂（MCX）固相萃取小柱对供试品进行纯化，

高效液相色谱法测定，使用COSMOSIL C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以甲醇-乙腈-0.1%

磷酸为流动相，梯度洗脱，流速为1.0 mL·min-1，柱温为25 ℃，检测波长为232 nm。采用SIMCA软

件对结果进行处理，运用主成分分析法分析影响产品差异的关键因素。结果：乌头碱、次乌头碱、新

乌头碱与苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱分别在各自范围内线性关系良好

（r=0.9999），平均加样回收率（RSD）分别为101.8%（1.6%）、100.6%（1.4%）、97.8%（1.1%）、

100.8%（1.5%）、101.0%（1.6%）、100.7%（0.8%）。17批次样品测定结果显示不同批次之间6种生物

碱含量存在较大差异；单酯型生物碱的含量是影响产品之间差异的关键因素。结论：所建立的方法准确

可靠、灵敏度高，可用于三七伤药片中生物碱类成分的含量测定，为三七伤药片质量控制方法的建立提

供依据。
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Abstract   Objective:  To establish a HPLC method for the determination of six alkaloids including aconitine, 
hypaconitine, mesaconitine and benzoylaconine, benzoylhypaconine, benzoylmesaconine in Sanqi Shangyao 
Tablets, and carry out chemometric analysis according to the research results. Methods: The sample was purifi ed 
by solid-phase extraction using a mixed cationic exchange adsorption resin(MCX) column and determined 
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三七伤药片由三七、制草乌、雪上一枝蒿、

冰片、骨碎补、红花、接骨木、赤芍八味药组

成，主要功效为舒筋活血、散瘀止痛，适用于跌

打损伤、风湿瘀阻、关节痹痛等症[1]。方中制草

乌为草乌的炮制加工品，草乌为毛茛科植物北乌

头的干燥块根；雪上一枝蒿为毛茛科植物短柄乌

头的干燥块根。北乌头与短柄乌头为我国最早有

记载的药用有毒植物，所含的主要成分均为二萜

类双酯型生物碱，包括新乌头碱（Mesaconitine，

MA）、次乌头碱（Hypacon i t ine，HA）、乌

头碱（Acon i t i ne，AC），具有较强的心脏和

肝脏毒性。草乌经过炮制加工后，可水解为相

应 的 单 酯 型 生 物 碱 ， 包 括 苯 甲 酰 新 乌 头 原 碱

（Benzoylmesaconine，BMA）、苯甲酰乌头原碱

（Benzoylaconine，BAC）、苯甲酰次乌头原碱

（Benzoylhypaconine，BHA），毒性大大降低，治

疗指数提高，常作为主要的药效成分[2-3]，但也有

因炮制或用药不当引起中毒甚至死亡的报道[4-8]；

且雪上一支蒿并非炮制加工品，二者在三七伤药片

的制备工艺中均为原粉入药，也无煎煮减毒的过

程。因此，有必要建立三七伤药片中双酯型生物碱

与单酯型生物碱含量的测定方法，并控制其范围，

对保证临床疗效和用药安全具有重要意义。

固相萃取技术（SPE）具有速度快、溶剂用量

少，且操作简便等优点，适用于多成分复方制剂

的定量分析[9-10]。混合型阳离子交换反相吸附树脂

（MCX）固相萃取小柱是净化和富集碱性化合物

的强有力工具[11-12]。本研究参照相关文献[13-17]，结

合《中华人民共和国药典》中制草乌的含量测定方

法，采用MCX固相萃取小柱对供试品进行纯化，

高效液相色谱法测定，建立了同时测定三七伤药片

中6种生物碱类成分的定量分析方法。采用SIMCA

软件对结果进行处理，运用主成分分析法分析影响

产品之间差异的关键因素，为产品的质量控制和质

量评价提供参考。

1   仪器与试药
1.1   仪器

Waters e2695高效液相色谱仪（美国Waters公

司，配备四元泵和DAD检测器）；Ultimate 3000高

效液相色谱仪（美国Thermo公司，配备四元泵和

DAD检测器）；Agilent 1260高效液相色谱仪（美

国Agilent公司，配备四元泵和UV检测器）；KQ-

400KDE型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司）；Mettler XPE26型电子天平（瑞士梅特勒公

司，0.001 mg）；Mettler XS105型电子天平（瑞士

梅特勒公司，0.01 mg）；Milli-Q型超纯水净化系

统（美国Millipore公司）。

1.2   试药

对照品：乌头双酯型生物碱对照提取物（批

号：112029-201601，供含量测定用，含量以新乌

头碱31.7%、次乌头碱30.0%、乌头碱31.8%计），

苯甲酰新乌头原碱（批号：111795-201604，含量

以94.0%计），苯甲酰乌头原碱（批号：111794-

201705，含量以99.1%计），苯甲酰次乌头原碱

by HPLC. The analysis was performed on COSMOSIL C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm), with methanol-
acetonitrile-0.1% phosphoric acid solution as the mobile phase with gradient elution and the fl ow rate was 1.0 
mL·min-1. The column temperature was 25 ℃ and the detection wavelength was 232 nm. SIMCA software was 
used to process the results, and principal component analysis (PCA) was used to study the key factors aff ecting 
product difference. Results: Aconitine, hypaconitine, mesaconitine and benzoylaconine, benzoylhypaconine, 
benzoylmesaconine showed good linear relationships (r=0.9999), with average recoveries (RSD) of 101.8% 

(1.6%) , 100.6% (1.4%), 97.8% (1.1%), 100.8% (1.5%), 101.0% (1.6%), 100.7% (0.8%), respectively. The 
determination results of 17 batches of samples showed significant differences in the content of six alkaloids 
among different batches. The content of monoester alkaloids is the key factor affecting product difference. 
Conclusion: The established method is accurate and reliable with a high sensitivity, which can be used for content 
determination of alkaloid constituents in Sanqi Shangyao Tablets and can provide a basis for the establishment of 
quality control method for Sanqi Shangyao Tablets.
Keywords:   HPLC; Sanqi Shangyao Tablet; aconitine; hypaconitine; mesaconitine; benzoylaconine; 
benzoylhypaconine; benzoylmesaconine; chemometrics; principal component analysis
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（批号：111796-201906，含量以97.2%计），以

上对照品均购自中国食品药品检定研究院；17批

次三七伤药片样品购自药店，详细信息于后文叙

述；混合型阳离子交换反相吸附树脂固相萃取柱

（艾杰尔Cleanert PCX 150 mg，6 mL；安捷伦Bond 

Elut Plexa PCX 200 mg，6 mL；沃特斯Oasis MCX 

150 mg，6 mL）；甲醇、乙腈（色谱纯，Merck，

Germany），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

色谱柱选用COSMOSIL C18柱（4.6 mm×250 

mm，5 μm）；甲醇（A）-乙腈（B）-0.1%磷酸

水溶液（C）为流动相，梯度洗脱（0~10 min，

30%A、7%B、63%C；10~70 min，30%A→38%A、

7%B、63%C→55%C），柱温为25 ℃，流速为1.0 

mL·min-1，检测波长为232 nm，进样量为15 μL。

2.2   溶液的制备

2.2.1   混合对照品溶液的制备

精密称取乌头双酯型生物碱对照提取物26.003 

mg、苯甲酰新乌头原碱10.792 mg、苯甲酰乌头原

碱7.415 mg、苯甲酰次乌头原碱5.602 mg，置同一

100 mL量瓶中，加乙腈制成混合对照品储备液；精

密量取混合对照品储备液5 mL，置50 mL量瓶中，

加乙腈-浓氨试液（90∶10）稀释至刻度，摇匀，

即得。

2.2.2   供试品溶液的制备

取本品20片，糖衣片除去糖衣，精密称定，

研细，取约0.9 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精

密加入0.2 mol·L-1盐酸溶液25 mL，密塞，称量，

超声处理（功率400 W, 频率40 kHz）30 min（水温

40 ℃以下），放冷，再称量，用0.2 mol·L-1盐酸

溶液补足减失的量，摇匀，离心（转速为每分钟

6000转）20 min；精密量取上清液15 mL，置于处

理好的固相萃取柱（以混合型阳离子交换反相吸

附剂为填充剂的固相萃取柱，150 mg，6 mL，用

前依次用乙腈、水各6 mL洗脱）上，依次以0.05 

mol·L-1盐酸溶液、纯乙腈各10 mL洗脱，弃去洗

脱液，放置5 min，继用乙腈-浓氨试液（90∶10）

5 mL洗脱，洗脱液收集于5 mL量瓶中，并定容至刻

度，摇匀，滤过，即得。

2.2.3   阴性样品溶液的制备

按三七伤药片处方比例与制备工艺，制备缺

制草乌与雪上一枝蒿的阴性样品，按“2.2.2”项下

方法制备阴性样品溶液。

2.3   专属性试验

分别取混合对照品溶液、供试品溶液及阴性

样品溶液，按“2.1”项下色谱条件，分别进样

15 μL进行分析，记录色谱图，见图1。供试品色

谱图中，分别显示与对照品BMA、BAC、BHA、

MA、HA和AC保留时间一致的色谱峰，待测成分

色谱峰峰形良好，与相邻峰分离度大于1.5，且阴

性样品色谱图中无相应的色谱峰，说明除制草乌、

雪上一枝蒿外的其他药味不干扰待测成分的测定，

方法专属性良好。

2.4   方法学考察

2.4.1   线性关系考察

用乙腈-浓氨试液（90∶10）配制BMA、

BAC、BHA、MA、HA和AC浓度依次为112.5、

107.8、61.67、96.80、91.61、97.11 μg·mL-1的混

合对照品储备液；精密吸取0.2、0.5、1、5、10、

20、50 mL，分别置于100 mL量瓶中，加乙腈-浓

氨试液（90∶10）定容至刻度，摇匀，即得系列

浓度的混合对照品溶液。精密吸取本项中配制的

系列浓度的混合对照品溶液及混合对照品储备液

各15μL，分别注入高效液相色谱仪，按“2.1”项

下的色谱条件测定，以对照品进样量（ng）为横

坐标，峰面积积分值为纵坐标，绘制标准曲线，

结果见表1，表明各成分在各自线性范围内线性关

系良好。

另取约0.9 g的缺制草乌与雪上一支蒿的阴

性样品，加入一定浓度的混合对照品溶液，按

“2.2.2”项下方法制备成计算方法检出限与定量

限的供试溶液。按“2.1”项下的色谱条件进样测

定，当信噪比（S/N）为3∶1时，计算方法的检出

限，当信噪比（S/N）为10∶1时，计算方法定量

限，结果见表1。
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A. 混合对照品；B. 供试品；C. 阴性样品；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。

图 1   三七伤药片 HPLC 色谱图

t/mim

A/mAU

t/mim

t/mim

A/mAU

A/mAU



中国药事  2023 年 10 月  第 37 卷  第 10 期 1153

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRSzhgysh

2.4.2   精密度试验

吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液15 μL，

按“2.1”项下色谱条件进样，连续进样6次，记录

各成分峰面积积分值，并计算RSD，结果BMA、

BAC、BHA、MA、HA和AC的RSD值分别为0.6%、

0.4%、0.3%、0.3%、0.6%和0.5%，结果表明仪器

精密度良好。

2.4.3   稳定性试验

精密吸取“2.2.2”项下制备的批号为20190813

的供试品溶液各15 μL，分别在配制后0、2、4、

8、12、18、24 h，按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录各成分峰面积积分值，计算RSD，结果

BMA、BAC、BHA、MA、HA和AC的RSD值分别为

0.3%、0.4%、0.7%、0.8%、0.8%、0.7%，结果表

明试验制得的供试品溶液在24 h内稳定。

2.4.4   重复性试验

取批号为20190813的三七伤药片样品，除去糖

衣，研细，分别取0.45、0.90、1.35 g，各3份，精

密称定，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录各成分峰面

积积分值，计算含量及其RSD，结果BMA、BAC、

BHA、MA、HA和AC含量分别为90.58、10.56、

11.77、3.404、7.110、49.25 μg·g-1，RSD分别为

0.7%、1.9%、1.6%、1.6%、1.2%、0.8%，表明该

方法重复性良好。

2.4.5   加样回收率试验

取已知含量的三七伤药片（批号：20190813）

样品，除去包衣，研细，精密称取9份，每份约

0.45 g，每3份为一组，分别加入用0.2 mol·L-1盐

酸溶液配制的低、中、高3个浓度的对照品溶液

25 mL，按“2.2.2”项下方法分别制备供试溶液。

按“2.1”项下色谱条件进样测定，计算回收率，

结果见表2，表明本方法回收率较好。

表 1   各成分线性关系以及方法的检出限和定量限

待测成分 回归方程 r 线性范围 /ng 检出限 /ng 定量限 /ng

苯甲酰新乌头原碱 y=1449x-2338 0.9999 8.438~1688 4.219 12.66

苯甲酰乌头原碱 y=1303x-3924 0.9999 8.090~1618 4.045 12.14

苯甲酰次乌头原碱 y=1304x-2922 0.9999 4.625~925.1 2.313 6.938

新乌头碱 y=1316x-3766 0.9999 7.260~1452 3.630 10.89

次乌头碱 y=1333x-3249 0.9999 6.871~1374 3.435 10.31

乌头碱 y=1241x-3790 0.9999 7.283~1457 3.642 10.93

表 2   加样回收率试验结果（n=9）

成分 称样量 /g 样品含量 /μg 加入量 /μg 测得量 /μg 回收率 /% 平均回收率 /% RSD/%

苯甲酰新乌头原碱 0.4518 40.925 21.489 62.537 100.58

100.7 0.8

0.4526 40.997 21.489 62.936 102.10

0.4520 40.943 21.489 62.800 101.72

0.4538 41.106 42.977 84.194 100.26

0.4529 41.02 42.977 84.073 100.17

0.4515 40.8973 42.977 84.194 100.74

0.4527 41.006 64.466 105.612 100.22

0.4528 41.015 64.466 105.536 100.08

0.4540 41.124 64.466 105.685 100.15
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成分 称样量 /g 样品含量 /μg 加入量 /μg 测得量 /μg 回收率 /% 平均回收率 /% RSD/%

苯甲酰乌头原碱 0.4518 4.7712 2.4582 7.2265 99.88

100.8 1.5

0.4526 4.7797 2.4582 7.2643 101.07

0.4520 4.7733 2.4582 7.2932 102.51

0.4538 4.7924 4.9164 9.7861 101.57

0.4529 4.7829 4.9164 9.7687 101.41

0.4515 4.7681 4.9164 9.7768 101.88

0.4527 4.7807 7.3747 12.264 101.48

0.4528 4.7818 7.3747 12.017 98.11

0.4540 4.7945 7.3747 12.116 99.27

苯甲酰次乌头原碱 0.4518 5.3184 2.7182 8.0619 100.93

101.0 1.6

0.4526 5.3278 2.7182 8.1762 104.79

0.4520 5.3207 2.7182 8.0332 99.79

0.4538 5.3419 5.4364 10.807 100.53

0.4529 5.3313 5.4364 10.849 101.50

0.4515 5.3148 5.4364 10.843 101.68

0.4527 5.3290 8.1546 13.457 99.67

0.4528 5.3301 8.1546 13.518 100.40

0.4540 5.3443 8.1546 13.467 99.61

新乌头碱 0.4518 3.0680 15.696 18.5812 98.84

97.8 1.1

0.4526 3.0687 15.696 18.681 99.47

0.4520 3.0683 15.696 18.503 98.34

0.4538 3.0704 31.391 33.924 98.29

0.4529 3.0690 31.391 33.363 96.51

0.4515 3.0680 31.391 33.368 96.52

0.4527 3.0769 62.782 64.364 97.62

0.4528 3.0786 62.782 63.774 96.68

0.4540 3.0775 62.782 64.760 98.25

次乌头碱 0.4518 6.4092 14.854 21.424 101.09

100.6 1.4

0.4526 6.4106 14.854 21.292 100.19

0.4520 6.4099 14.854 21.602 102.28

0.4538 6.4142 29.707 36.717 102.00

0.4529 6.4114 29.707 36.729 102.05

0.4515 6.4092 29.707 36.202 100.29

0.4527 6.4277 59.415 64.774 98.20

0.4528 6.4313 59.415 65.465 99.36

0.4540 6.4291 59.415 65.960 100.19

续表 2
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续表 2

成分 称样量 /g 样品含量 /μg 加入量 /μg 测得量 /μg 回收率 /% 平均回收率 /% RSD/%

乌头碱 0.4518 44.391 15.745 60.263 100.80

101.8 1.6

0.4526 44.4001 15.745 60.457 101.98

0.4520 44.396 15.745 60.361 101.40

0.4538 44.426 31.490 77.020 103.51

0.4529 44.406 31.490 77.248 104.30

0.4515 44.391 31.490 76.563 102.17

0.4527 44.519 62.980 106.97 99.17

0.4528 44.544 62.980 107.76 100.37

0.4540 44.529 62.980 109.07 102.47

表 3   三七伤药片含量测定结果

生产厂家 批号 BMA BAC BHA MA HA AC
单酯型生

物碱

双酯型生

物碱

企业 1 20190501 63.7 28.4 41.6 未检出 未检出 2.7 133.7 2.7

企业 2 20190813 30.7 3.8 4.2 1.0 2.0 15.2 38.7 18.2

20190815 11.8 2.3 2.4 0.6 1.7 12.8 16.5 15.1

企业 3 171003 6.0 0.8 1.7 未检出 未检出 0.8 8.5 0.8

企业 4 190607 10.3 6.0 2.1 未检出 1.6 2.9 18.4 4.5

191003 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出

企业 5 20190805 19.0 16.4 2.6 未检出 未检出 未检出 38.0 未检出

20191003 27.0 14.4 3.8 未检出 0.4 未检出 45.2 0.4

20191224 69.5 18.3 8.1 未检出 0.7 未检出 95.9 0.7

20200104 35.3 19.6 5.0 未检出 未检出 未检出 59.9 未检出

企业 6 1810024 24.8 8.1 1.8 未检出 0.7 未检出 34.7 0.7

1812025 26.8 9.3 2.1 未检出 0.6 未检出 38.2 0.6

1912035 10.1 7.8 0.4 未检出 0.4 未检出 18.3 0.4

企业 7 20181201 6.7 3.7 0.6 未检出 未检出 未检出 11.0 未检出

20181202 7.7 4.2 0.9 未检出 未检出 未检出 12.8 未检出

企业 8 181001 8.2 24.5 1.4 未检出 未检出 未检出 34.1 未检出

企业 9 180102 23.1 22.9 2.1 未检出 0.9 2.4 48.1 3.3

μg·片 -1

2.5   样品测定

采用所建立的方法对收集到的17批次三七伤

药片样品进行6种生物碱成分的含量测定，结果见

表3。
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2.6   限度制定及化学计量学分析

本品所含的制草乌与雪上一支蒿都含有一定

量毒性生物碱类成分，用药过程的安全性问题不容

忽视，所以有必要对其用药进行风险分析，毒性制

剂进行风险分析需对其毒性指标成分制定合理的限

度。炮制可以达到减毒增效的作用，不同的炮制方

法和煎煮方式可使双酯型乌头碱迅速水解，单酯型

乌头碱和无酯的醇胺类乌头原碱则逐渐增加[18-19]。

含双酯结构的乌头碱既有药理活性，同时也存在极

强的毒性，须经炮制后转化为单酯型生物碱[4]，后

者与双酯型乌头碱药效相同但毒性降低，值得注意

的是，当炮制时间过长，单酯型生物碱会转化为

醇胺类的乌头原碱，从而使有效成分降低[20-21]。因

此，需要对毒性较强的双酯型生物碱进行严格的限

量控制，主要的药效成分单酯型生物碱控制其适当

的含量范围，才能达到既控制药物毒性，又保证临

床疗效的目的[22-23]。

本文参照《中华人民共和国药典》2020年版

制草乌中单、双酯型生物碱的含量、文献中有关

雪上一支蒿含有乌头类生物碱的报道[24-25]以及自测

10批雪上一枝蒿中单、双酯型生物碱的含量（雪上

一枝蒿中单、双酯型生物碱的含量测定方法已经

过方法学验证）为依据制定限度。三七伤药片中

制草乌与雪山一支蒿均为原粉入药，按照转移率

90%进行折算，双酯型生物碱总限量为每片不得过

27.9 μg，单酯型生物碱总量应为14.31~45.26 μg，

因此，暂定三七伤药片中双酯型生物碱的总量不得

过30 μg·片-1，单酯型生物碱的总量范围为15～60 

μg·片-1。文献报道乌头碱中毒量一般为1~2 mg [26]，

本制剂按照拟定的双酯型生物碱总量限度计算，

每次摄入量约为90 μg，远低于中毒剂量，可保

障用药的安全性。本研究拟定的限度同时符合欧

洲药品管理局（EMA）于2018 年发布的“质量标

准指南：草药物质、草药制剂和草药产品或传统

草药产品的检验程序和可接受标准（第3修订版草

案）”[Guideline on Specifications: Test Procedures 

and Acceptance Criteria for Herbal Substances, and 

Herbal Preparations for Herbal and Medicinal Products/

Traditional Herbal Medicinal Products（Draft Revision 

3）][27]，说明制定的限度标准合理有效，可用于相

关制剂的质量评价与用药安全分析。

17批次三七伤药片中生物碱含量测定结果显

示，双酯型生物碱含量范围为0～18.2 μg·片-1，

均低于拟定的限度，符合规定；单酯型生物碱含量

范围为0～133.7 μg·片-1，含量差异较大，且有6

批次样品不符合拟定限度，推测可能与制草乌的炮

制程度有关。单酯型生物碱含量低于拟定限度的4

批次样品，因药效成分含量较低，很可能达不到应

有的治疗效果；2批次样品单酯型生物碱含量高于

拟定的限度，虽说单酯型生物碱毒性较小，但也并

非无毒，所以直观分析结果显示本制剂存在一定的

用药安全风险。

将17批次三七伤药片中6种生物碱成分的含

量、单酯型生物碱总量与双酯型生物碱总量测定结

果组成17×6阶矩阵导入SIMCA 14.1软件，进行无

监督的PCA，提取2个主成分，得到模型解释率参

数R2X为0.873，预测能力参数Q2为0.507，表明提

取的主成分可解释87.3%的原始变量，模型的预测

能力为50.7%。17批三七伤药片样品的PCA得分图

（Scores图，图2）显示，由于不同批次样品之间

生物碱的含量存在一定差异，根据含量多少，可将

样品大致分为3类。

结合变量载荷图（Loading图，图3）可知，

单酯型生物碱总量和BAC在主成分1上的因子载荷

量较大，双酯型生物碱总量和AC在主成分2上的

因子载荷量较大，分别是影响主成分1和主成分2

得分的重要因素。因此，企业1的异常点主要与单

酯型生物碱的含量有关，企业2的异常点主要与双

酯型生物碱的含量有关。另外，不符合规定的6批

样品：企业1（20190501）、企业5（20191224）

及企业3（171003）、企业4（191003）、企业7

（20181201、20181202），落在了对立的一、三象

限，结合变量载荷图可知分别是由于单酯型生物碱

的含量偏高或偏低引起的，说明单酯型生物碱的含

量是影响不同产品之间差异的关键因素。



中国药事  2023 年 10 月  第 37 卷  第 10 期 1157

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRSzhgysh

图 2   不同生产企业三七伤药片主成分分析图

图 3   不同生产企业三七伤药片载荷图

3   讨论
3.1   流动相的选择

《中华人民共和国药典》高效液相色谱法测

定制川乌、制草乌中乌头类生物碱成分时，流动

相多以乙腈-四氢呋喃（25∶15）为流动相A，

0.1 mol·L-1醋酸铵溶液为流动相B，梯度洗脱，其

中四氢呋喃末端吸收严重，基线常难以保持平稳，

本试验对流动相组成较为简单的甲醇-0.1%磷酸

水、乙腈-0.1%磷酸水、甲醇-乙腈-0.1%磷酸水、

乙腈-异丙醇4种流动相体系进行考察与梯度条件

的探索，结果以甲醇-乙腈-0.1%磷酸水作为流动

相，各待测峰分离度好，检测过程中基线平稳，故

确定为本试验的流动相。

3.2   供试品溶液制备方法的选择

由于乌头类生物碱在许多溶剂中易发生转

化，因此在选择供试品溶液制备方法前，笔者首先
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对乌头类生物碱在以下溶剂中的稳定性进行了考

察。结果6种成分在乙腈溶液中至少3个月稳定，在

0.2 mol·L-1盐酸溶液与乙腈-浓氨试液（90∶10）

中至少7天稳定，在甲醇、乙醇中稳定性均差，放

置1小时后乌头碱峰面积降低近3%，故选择乙腈、

0.2 mol·L-1盐酸溶液、乙腈-浓氨试液（90∶10）

为溶剂制备供试品溶液。在供试品溶液制备方法选

择上，笔者也试验了液-液萃取法，但由于测定成

分在样品中含量较低，提取、萃取、浓缩至干及定

容的每一步操作都可能给测定带来误差，方法的重

复性较差；固相萃取法可集萃取、浓缩、定容于一

体，减少测定误差，更适用于含量较低成分的分

离纯化。对固相萃取技术所用提取溶剂（乙腈-浓

氨、异丙醇-乙酸乙酯、0.2 mol·L-1盐酸溶液、0.1 

mol·L-1盐酸溶液）及固相萃取上样方法（提取液

浓缩蒸干后酸水溶解上样、酸水溶液离心后直接上

样）等都进行了考察，结果表明采用0.2 mol·L-1

盐酸溶液提取效率较高，且酸水溶液离心后直接上

样操作简单，故作为本试验净化供试品溶液的提

取溶剂。虽然乌头生物碱在高温时不稳定，易水

解，但在研究过程中，笔者比较了25 ℃水温与

40 ℃水温超声提取的含量测定结果，无明显差

别，均可保证测定结果的准确性，而水温40 ℃

以下较25 ℃以下易于控制，故本试验选择水温

40 ℃以下超声提取。

3.3   回收率试验

由于本方法中双酯型生物碱为限量成分，制

剂中一般含量较低，所以加入对照品的量是以制定

的30 μg·片-1的标准限度为依据进行折算的。

3.4   结果分析

直观分析与化学计量学的结果均显示不同批

次三七伤药片样品中6种乌头类生物碱的含量存在

较大差异，由于此类成分具有“毒效双性”，含量

的差异不仅会对疗效产生影响，还会给用药的安全

性带来一定的隐患，应引起监管部门及相关生产企

业的重视。中成药不同批次之间含量测定结果差异

较大的原因很多，可能与中药材来源、质量有关，

也可能与制剂生产工艺的稳定性有关。从笔者对乌

头类药材的相关研究中，也可看出雪上一支蒿样品

中上述6种成分的含量差异较小，而制草乌样品中

各成分的含量差异较大，推断所用制草乌饮片中乌

头碱类成分含量的高低可能是影响三七伤药片质量

波动的主要因素。作为炮制中药“制草乌”的主要

药效成分，药材炮制程度也是影响含量差异的关键

因素[28]，有待进一步的考察研究。

3.5   小结

本试验采用HPLC建立了同时测定三七伤药片

中6种生物碱成分的含量测定方法，对固相萃取技

术所用溶剂及方法都进行了优化，方法简便易行，

灵敏度高，专属性强，对色谱柱、仪器以及固相萃

取小柱的耐用性均进行了考察，6种成分测定结果

的RSD值均小于3%，说明方法的耐用性良好。在

研究过程中对其系列制剂三七伤药胶囊、颗粒分别

进行考察，方法同样适用，可为系列制剂制定统一

的质量标准提供参考。
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