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摘要   目的：提高蒙药草乌叶的质量标准，阐明药效物质，分离纯化质量研究用主要生物碱类对照品。

方法：以 HPLC 为导向，采用硅胶柱、凝胶柱粗分后，采用制备液相进行生物碱的分离纯化；通过质谱

（MS）、核磁共振（NMR）波谱学方法进行结构鉴定。结果：从草乌叶的乙醚提取物分离得到 3 个阿

朴啡类生物碱，鉴定为去甲鹅掌楸啡碱 (1)、N- 醛基去甲海罂粟碱 (2)、去甲海罂粟碱 (3)。结论：化合物

1 ～ 3 为首次从乌头属植物中分离得到，具有较强的专属性，为该药材质量标准提高奠定了物质基础。

同时，建立的制备液相快速分离方法，是制备质量研究用靶标对照品的有效手段。
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Abstract    Objective:  In order to improve the quality standard and to elucidate effective substances of 
Mongolian medicine of Aconiti kusnezoffii folium, the major alkaloids as reference standards were isolated and 
purified. Methods: The alkaloids were isolated and purified by column chromatography with silica gel, Sephadex 
LH-20 and semi-preparative HPLC, guided by a developed HPLC method. The structure was identified by mass 
spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. Results: Three aporphine alkaloids 
were isolated from Ether extract of Aconiti kusnezoffii folium and their structures were elucidated as norlirioferine 
(1), (+)-N-formylnorglaucine (2), norglaucine (3) on the basis of spectral analysis. Conclusion: Compounds 1-3 
were isolated from Aconitum for the first time, which had strong specificity, and could be used as quality control 
of this ethnic medicine. The results demonstrated that the preparative HPLC fast isolation was an effective tool to 
provide the target reference standards for quality control.
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草乌叶是《中国药典》1977-2015年版一部收

载品种，蒙古族习用药材，毛茛科乌头属北乌头

（Aconitum  kusnezoffii  Reichb.）的干燥叶，具清

热、解毒、止痛功能；用于热病发热，泄泻腹痛，

头痛、牙痛[1-8]。北乌头分布于山西、河北、内蒙

古和东北三省，其块根为草乌，具有祛风除湿、温

经止痛的功能[9]。现行《中国药典》标准草乌叶项

下缺少含量测定等项目，近30年未进行修订。生物

碱类成分是草乌叶中主要有效成分[10-12]，但草乌叶

的含量测定方面报道较少，主要原因是药效物质基

础尚不明确，缺少商品性的对照物质。传统的植物

化学分离手段需要耗费大量的时间和人力，分离得

到的化合物多数不是其主要成分。本研究采用制备

液相技术，结合硅胶、凝胶色谱，快速分离草乌叶

中主要生物碱对照品。采用以上方法分离得到3个

阿朴啡生物碱对照品，采用光谱法鉴定其结构，见

图1，鉴定为去甲鹅掌楸啡碱 （1）、 N-醛基去甲

海罂粟碱（2）、去甲海罂粟碱（3）。化合物1～3

为首次从乌头属植物中分离得到。该类成分具有较

强的抗炎、止痛活性[13-15]，一定程度上阐明了草乌

叶的药效物质基础，并且具有较强的专属性，可用

作该药材质量标准提高用的对照品。

图 1  化合物 1 ～ 3 结构式

1   仪器、试药及样品
1.1   仪器

1260型液相色谱仪（安捷伦公司），二极管

阵列检测器（安捷伦公司），QUINTIX313-1CN型

万分之一电子天平（Sartorius公司），MSE125S型

十万分之一电子天平（Sartorius公司），600型半

制备液相（沃特世公司），KQ-500DV型超声波清

洗器（江苏昆山市超声仪器有限公司），Milli-Q

去离子水发生器（密理博公司），AV500MHz核磁

共振谱仪（BUKER公司），6320型质谱仪（安捷

伦公司），IN10MX型傅里叶变换显微红外光谱仪

（Thermo公司），UV-2600型紫外分光光度计（岛

津公司）。

1.2   试药  

葡聚糖凝胶（Sephadex LH-20型，Pharmacia公

司），柱层析用硅胶（200～300目，青岛海洋化

工厂）， Extend-C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，

5μm，安捷伦公司），XBridge Prep-C18色谱柱

（10 mm×250 mm，5μm，沃特世公司）。甲

醇、乙腈、三乙胺和醋酸铵均为HPLC级（Fisher公

司），乙醚和氨水均为分析纯（国药集团化学试剂

有限公司），水为Milli-Q纯化水。

1.3   样品  

药材样品于2015年7月采自内蒙古通辽市，经

中国食品药品检定研究院民族药室郑健研究员鉴

定为毛茛科乌头属植物北乌头Aconitum  kusnezoffii  
Reichb.的干燥叶。

2   方法与结果
2.1   HPLC条件

色谱柱：Agilent  Extend-C18色谱柱（4.6 

mm×250 mm，5μm）， 流动相：乙腈-醋酸铵溶

液（40 mmol·L-1，氨水调pH 10.5）（54︰46），

流速：1.0 mL·min-1，检测波长：240 nm，柱温

30 ℃。

2.2   检测方法  

取浸膏或流分5 mg，加50%甲醇10 mL溶解，

用0.45 μm滤膜过滤后，注入液相色谱仪，按

“2.1”节方法检测，记录色谱图，跟踪锁定色谱

峰1～3，采用柱色谱或制备液相法分离。

2.3   提取分离  
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取本品粉末（过3号筛）1 kg，加氨试液润湿

后，加乙醚超声提取3次，每次5 L，得浸膏8 g。

浸膏按“2.2”节方法检测，记录色谱图，见图

2。将浸膏采用硅胶柱，以乙酸乙酯-异丙醇（1︰

0～1︰1）梯度洗脱，得8个流分（Fr. 1～Fr. 8），

将流分按“2.1”节方法检测，峰2存在于流分Fr. 4

中，Fr. 4经凝胶柱，氯仿-甲醇（1︰1）洗脱，得

5个亚流分（Fr. 4-1～Fr. 4-5），将流分按“2.1”

节方法检测，峰2存在于亚流分Fr. 4-3中。Fr. 4-3

经半制备HPLC（40%乙腈，240 nm）分离纯化得

化合物2（9 mg）。峰1和3存在于流分Fr. 6中，经

凝胶柱，氯仿-甲醇（1︰1）洗脱，得6个亚流分

（Fr. 6-1～Fr. 6-6），将流分按“2.1”节方法检

测，峰1和3存在于亚流分Fr. 6-4中。Fr. 6-4经半制

备HPLC（40%乙腈，240 nm）分离纯化得化合物1

（10 mg）和3（30 mg）。分离流程图见图3。

峰号对应化合物编号。

图 2   草乌叶 HPLC 图谱（240 nm）

图 3   草乌叶中 3 个生物碱对照品分离流程图
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3   结构鉴定
3.1   化合物1  

白色粉末（甲醇）。ESI-MS：328 [M+H]+。

UV （MeOH） λmax （log ε）：220 （4.34），282 

（3.85），302 （3.98），312 sh （3.91） nm。IR 

（KBr）：3450，2922，2827，1592，1511 cm-1。
1H-NMR（CDCl3，500 MHz）δ：8.08（1H，s，

H-11），6.78（1H，s，H-8），3.89（3H，s，

OCH3-9）, 3.88（3H，s，OCH3-2）, 3.65（3H，

s，OCH3-1）；13C-NMR（CDCl3，125 MHz）δ：

144.2（C-1），126.6（C-1a），127.7（C-1b），

151.8（C-2），110.7（C-3），128.8（C-3a），

29.2（C-4），43.1（C-5），53.7（C-6a），

36.5（C-7），129.5（C-7a），111.2（C-8），

145.1（C-9），144.8（C-10），113.7（C-11），

123.6（C-11a），60.1（C1-OCH3），55.9（C2-

OCH3），56.1（C9-OCH3）。以上数据与文献[16]对

照，鉴定该化合物为norlirioferine。

3.2   化合物2  

黄色无定型粉末。ESI-MS：370 [M+H]+。

UV （MeOH）λmax （log ε）： 225 （4.45），280 

（4.05），302（4.08） nm。IR （KBr）：2925，

2820，1595，1516 cm-1。1H-NMR和13C-NMR中存

在2套信号（图2），信号比约为2︰1，表明存在

2个旋转异构体（1a和1b）。（Z）-旋转体1a：
1H-NMR（CDCl3，500 MHz）δ：8.28（1H，s，

N-CHO），8.14（1H，s，H-11），6.81（1H，

s，H-8），6.62（1H，s，H-3），4.92（1H，

dd，J = 14.0, 4.0, H-6a），3.92（3H，s，OCH3-

9）, 3.91（3H，s，OCH3-10），3.91（3H，s，

OCH3-2）, 3.68（3H，s，OCH3-1），3.40（1H，

m, H-5），3.82（1H，m, H-5'），2.75（1H，

m, H-4），2.93（1H，m, H-4'），2.76（1H，

m, H-7），3.07（1H，J = 14.0, 4.0, H-7'）；
13C-NMR（CDCl3，125 MHz）δ：145.3（C-

1），152.7（C-2），110.9（C-3），124.7（C-

3b），31.3（C-4），42.4（C-5），49.9（C-

6a），33.7（C-7），129.3（C-7a），111.5（C-

8），148.4（C-9），147.8（C-10），112.0（C-

11），124.1（C-11a），60.3（C1-OCH3），56.1

（C2-OCH3），56.1（C9-OCH3），56.1（C10-

OCH3），162.3（N-CHO）。（E）-旋转体1b：

1H-NMR（CDCl3，500 MHz）δ：8.39（1H，s，

N-CHO），8.15（1H，s，H-11），6.77（1H，

s，H-8），6.65（1H，s，H-3），4.49（1H，

dd，J = 13.0, 4.0, H-6a），3.94（3H，s，OCH3-

9）, 3.92（3H，s，OCH3-10），3.91（3H，s，

OCH3-2）, 3.67（3H，s，OCH3-1），3.18（1H，

m, H-5），4.43（1H，m, H-5'），2.73（1H，

m, H-4），2.83（1H，m, H-4'），2.72（1H，m, 

H-7），3.11（1H，J = 14.0, 4.0, H-7'）；13C-NMR

（CDCl3，125 MHz）δ：145.1（C-1）,152.6

（C-2），111.1（C-3），124.3（C-3b），29.7

（C-4），36.7（C-5），53.8（C-6a），37.7

（C-7），128.7（C-7a），111.3（C-8），148.5

（C-9），148.1（C-10），112.1（C-11），

124.4（C-11a），60.3（C1-OCH3），56.1（C2-

OCH3），56.1（C9-OCH3），56.1 (C10-OCH3)，

162.3 （N-CHO）。以上数据与文献[17]对照，鉴定

该化合物为（+）-N-Formylnorglaucine。

3.3   化合物3  

白色针晶，mp 246~248℃，ESI-MS：342 

[M+H]+。UV （MeOH） λmax（log ε）： 224 

（4.40），282 （4.12），302 （4.12） nm。IR 

（KBr）：2782，1590，1564，1520，1085，815 

cm-1。1H-NMR（CDCl3，500 MHz）δ：10.23

（1H，brs，NH）， 8.08（1H，s，H-11），6.85

（1H，s，H-3），6.63（1H，s，H-8），3.89

（3H，s，OCH3-9）, 3.88（3H，s，OCH3-10），

3.85（3H，s，OCH3-2）, 3.65（3H，s，OCH3-

1）；13C-NMR（CDCl3+CD3OD，125 MHz）δ：

145.3（C-1），125.6（C-1a），120.7（C-1b），

153.5（C-2），110.0（C-3），126.8（C-3a），

25.5（C-4），41.5（C-5），53.2（C-6a），

33.5（C-7），126.1（C-7a），111.0（C-8），

148.7（C-9），148.0（C-10），111.9（C-11），

123.9（C-11a），60.1（C1-OCH3），56.1（C2-

OCH3），56.1（C9-OCH3），56.1（C10-OCH3）。

以上数据与文献[18]对照，鉴定该化合物为去甲海罂

粟碱。

4   讨论
本研究建立了一种制备液相法快速分离蒙药

草乌叶中3种阿朴啡生物碱对照品的方法，分离仅

着眼于HPLC图谱上具有生物碱特征吸收的最主要
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的色谱峰，和传统分离方法比较，大大提高了化合

物的分离效率和产率，适于分离目标对照品。

通过建立的方法，从草乌叶中分离得到的3种

阿朴啡生物碱对照品为首次从乌头属植物中分离获

得，是草乌叶中的主要活性成分，为质量标准的提

高提供了对照物质。该类化合物结构不同于乌头属

中常见的二萜类生物碱，常存在于延胡索等罂粟科

植物中[19-20]，具有止痛、抗炎等活性，初步阐明了

草乌叶的药效物质基础。
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