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高效液相色谱与 QDA 质谱联用同时测定附子理中丸中 
6 个单酯及双酯型生物碱含量

张聿梅 1，何轶 1，李耀磊 1，周超 2，于健东 1*，戴忠 1，马双成 1*

（1. 中国食品药品检定研究院，北京 100050；2. 齐齐哈尔市食品药品检验检测中心，齐齐哈尔 161000）

摘要　目的：建立同时测定附子理中丸中 6 个单酯及双酯型生物碱含量的方法。方法：应用高效液相色

谱（HPLC）与 QDA 质谱联用同时测定附子理中丸中苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰乌头原

碱、新乌头碱、次乌头碱和乌头碱 6 个成分的含量。使用 Phenomenex Luna C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm， 
5 μm），以乙腈 -0.2% 乙酸水（用三乙胺调 pH 6.2）为流动相，梯度洗脱，流速 1.0 mL·min-1，分流比为

1∶4，使用 ESI+ 离子源，选择性离子扫描（SIM）模式下对苯甲酰新乌头原碱（m/z 590.0）、苯甲酰乌头原碱

（m/z 604.0）、苯甲酰次乌头原碱（m/z 574.0）、新乌头碱（m/z 632.0）、次乌头碱（m/z 616.0）和乌头碱（m/z 646.0）
进行测定。结果：苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、次乌头碱、新乌头碱和乌头碱

6 个成分的质量浓度分别在 0.000 2~51.75 μg·mL-1（r=0.999 2）、0.000 2~50.95 μg·mL-1（r=0.999 5）、0.000 2~ 
50.25 μg·mL-1（r=0.999 8）、0.000 2~49.80 μg·mL-1（r=0.999 9）、0.000 2~50.60 μg·mL-1（r=0.999 5）和 0.000 2~ 
52.00 μg·mL-1（r=0.999 7）范围内线性关系良好；平均回收率（n=6）分别为 101.8%、101.3%、98.2%、

104.8%、99.9% 和 89.9%，RSD 分别为 6.4%、2.6%、2.7%、6.1%、3.8% 和 5.7%。3 批附子理中丸中 6 个生物

碱成分即苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、新乌头碱、次乌头碱和乌头碱的含量范

围分别为 7.095~7.366、1.007~1.214、0.594~0.742、1.261~1.438、1.492~1.578 和 0.135~0.163 μg·g-1。结论：该

方法可测定附子理中丸中 6 个生物碱成分含量，为附子理中丸的质量标准提高打下了基础。
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Simultaneous determination of six diterpenoid alkaloids in Fuzilizhong 
pills by HPLC coupled with QDA mass detector
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Abstract　Objective：To establish the quantitative method of six diterpenoid alkaloids in Fuzilizhong pills． 
Methods：The contents of benzoylmesaconitine，benzoylaconitine，benzoylhypaconitine，mesaconitine，aconitine，and
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hypaconitine in Fuzilizhong pills were determined by HPLC coupled with QDA mass detector．The 
chromatographic column was Phenomenex Luna C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）．The mobile phase was the 
mixture of acetonitrile-0.2% acetic acid（adjust pH to 6.2 with triethylamine）in gradient mode，the flow rate was  
1.0 mL·min-1，and the split ratio was 1∶4．The ESI+ source of the mass spectrometer was used in selected 
ion monitoring（SIM）mode for the detection of benzoylmesaconitine（m/z 590.0），benzoylaconitine（m/z 604.0），

benzoylhypaconitine（m/z 574.0），mesaconitine（m/z 632.0），aconitine（m/z 646.0）and hypaconitine（m/z 
616.0）．Results：The linear ranges of benzoylmesaconitine，benzoylaconitine，benzoylhypaconitine，hypaconitine，
mesaconitine，and aconitine were 0.000 2-51.75 μg·mL-1（r=0.999 2），0.000 2-50.95 μg·mL-1（r=0.999 5）， 
0.000 2-50.25 μg·mL-1（r=0.999 8），0.000 2-49.80 μg·mL-1（r=0.999 9），0.000 2-50.60 μg·mL-1（r=0.999 5）
and 0.000 2-52.00 μg·mL-1（r=0.999 7），respectively．The average recovery rates（n=6）of the above compounds 
were 101.8%，101.3%，98.2%，104.8%，99.9% and 89.9% with RSD of 6.4%，2.6%，2.7%，6.1%，3.8% and 
5.7%，respectively．The contents of benzoylmesaconitine，benzoylhypaconitine，benzoylaconitine，mesaconitine，
aconitine and hypaconitine were 7.095-7.366，1.007-1.214，0.594-0.742，1.261-1.438，1.492-1.578 and 0.135-
0.163 μg·g-1，respectively．Conclusion：The method can be used to determine the content of six diterpenoid 
alkaloids in Fuzilizhong pills．The present study provides a scientific basis for the quality control of Fuzilizhong  
pills.
Keywords：Fuzilizhong pills；monoester alkaloid；diester alkaloid；benzoylmesaconitine；benzoylaconitine；
benzoylhypaconitine；mesaconitine；aconitine；hypaconitine；LC-MS；QDA mass spectrometer；quantitative 
determination

限量检查，方法准确度差，更容易受到主观因素影 
响［7］。近年来，液相色谱 - 质谱联用法发展较快，在

中药质量控制的应用也不断深入。有文献报道使用

液相色谱 - 质谱联用法对中成药中乌头类成分进行

测定［8］，但由于仪器价格较贵，检测成本较高，难以适

应日常检测的需要。相对于普通液相色谱质谱联用

仪器，小型液相色谱质谱价格相对较低，操作简单，维

护保养简便，使液相色谱质谱联用作为常规检测成为

可能［9］。为加强含乌头附子类中成药的质量控制，本

研究选用液相色谱仪与 QDA 小型质谱仪联用，同时测

定单酯型和双酯型生物碱苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰

次乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、新乌头碱、次乌头碱和

乌头碱 6 个成分的含量。该方法灵敏度高，重复性好，

实用性强，为附子理中丸的质量标准提高提供了新的 
手段。

1　仪器与试药

Waters 公司 Alliance e2695-QDA 液相色谱 - 质

谱联用仪。

乌头碱（批号 110720-201111，纯度 98.8%）、次

乌头碱（批号 110798-201307，纯度 98.4%）、新乌头

碱（批号 110799-201307，纯度 98.3%）、苯甲酰乌头

附子理中丸为常用中药制剂，由附子（制）、党

参、白术（炒）、干姜、甘草（炙）5 味中药组成，具有

温中健脾的功效，用于脾胃虚寒、脘腹冷痛、呕吐泄

泻、手足不温等症的治疗［1］，历版《中华人民共和国

药典》（以下简称《中国药典》）均有收载。现代临床

研究表明，附子理中丸除主治脾胃虚寒所致的泄泻

之外，还用于治疗心脑血管疾病、特发性水肿、顽咳、

眩晕、腰痛等症［2］。由于该制剂中君药附子为毒性

药材，其中所含的双酯型生物碱乌头碱、次乌头碱、

新乌头碱等毒性很强，文献中亦有服用附子理中丸

中毒的报道，表现为恶心、呕吐，心悸不安，语言不清 
等［3-5］；附子药材经炮制加工后，此类成分可转化为

单酯型生物碱，从而减小毒性［6］。在《中国药典》

2015 年版中，采用 HPLC-UV 法对附子药材中新乌

头碱、次乌头碱和乌头碱等双酯型生物碱进行限量

检查，对苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯

甲酰乌头原碱等单酯型生物碱进行含量测定，以保

证药材质量和安全性。但中成药中处方药味较多，

乌头类生物碱含量低，HPLC-UV 法干扰较大。在

《中国药典》2015 年版一部附子理中丸项下，仅采用

薄层色谱展开后目测比较斑点大小，对乌头碱进行
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原碱（批号 111794-201303，纯度 98.8%）、苯甲酰次

乌头原碱（批号 111796-201303，纯度 97.5%）、苯甲

酰新乌头原碱（批号 111795-201303，纯度 96.3%）的

对照品由中国食品药品检定研究院提供。附子理中

丸 样 品 3 批（批 号 13011190、13013497、13012969）
均为市售，购自北京同仁堂。乙腈为色谱纯试剂（默

克公司），水为超纯水（Millipore Milli-Q 系统），其他

试剂均为分析纯（国药集团化学试剂有限公司）。

2　方法与结果

2.1　色谱及质谱条件　采用 Phenomenex Luna C18

色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），以乙腈为流动相

A，0.2% 乙酸水溶液（用三乙胺调 pH 6.2）为流动

相 B，梯 度 洗 脱（0~44 min，21%A → 31%A；44~65 
min，31%A → 35%A），流速 1.0 mL·min-1，按照 1∶4
分流进入质谱仪，柱温 30 ℃，进样量 10 μL；采用

电喷雾离子源（ESI 源），正离子检测，选择性离子监

测（SIM），毛细管电压 1.4 kV，离子源温度 600 ℃，

锥孔电压 15 V，以 m/z 574.0（苯甲酰次乌头原碱）、 
m/z 590.0（苯甲酰新乌头原碱）、m/z 604.0（苯甲酰乌

头原碱）和 m/z 616.0（次乌头碱）、m/z 632.0（新乌头

碱）、m/z 646.0（乌头碱）为测定离子。

2.2　混合对照品溶液的制备　精密称取对照品苯

甲酰次乌头原碱 10.05 mg，苯甲酰新乌头原碱 10.35 
mg，苯甲酰乌头原碱 10.19 mg，次乌头碱 9.96 mg，新
乌头碱 10.12 mg 及乌头碱 10.40 mg，置同一 100 mL
量瓶中，加 0.01% 盐酸甲醇溶液溶解并稀释至刻度，

摇匀；精密量取 25 mL，置 50 mL 量瓶中，加 0.01% 盐

酸甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，滤过，制成 6 个成分

质量浓度分别为 50.25、51.75、50.95、49.80、50.60 和

52.00 μg·mL-1 的混合对照品溶液。

2.3　供试品溶液的制备　取附子理中丸（大蜜丸）

适量，剪碎，精密称定，精密加入等量硅藻土粉碎，

取粉末约 9 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，加氨试液

4 mL，精密加入异丙醇 - 乙酸乙酯（1∶1）50 mL，称
量，超声处理（功率 300 W，频率 40 kHz，水温在 25 ℃
以下）30 min，放冷，再称量，用异丙醇 - 乙酸乙酯

（1∶1）补足减失的量，摇匀，滤过；精密量取续滤液

25 mL，40 ℃以下减压回收溶剂至干，残渣精密加入

0.01% 盐酸甲醇溶液 3 mL 溶解，用 0.45 μm 微孔滤

膜（尼龙）滤过，即得。

2.4　阴性样品溶液的制备　按附子理中丸处方称

取缺附子（制）的其他成分，按制备工艺制成缺附

子（制）的阴性样品，按“2.3”项下方法制成缺附子

（制）的阴性样品溶液。

2.5　专属性考察　分别精密吸取混合对照品溶液、

供试品溶液和阴性样品溶液各 10 μL，注入液相色谱 -
质谱联用仪进行测定，记录色谱图。样品色谱图中出

现与对照品色谱图中保留时间一致的色谱峰，缺附子

的阴性样品对测定无干扰。色谱图及质谱图见图 1、2。

1. 苯 甲 酰 新 乌 头 原 碱（benzoylmesaconitine）　2. 苯 甲 酰 乌 头 原 碱

（benzoylaconitine）　3. 苯甲酰次乌头原碱（benzoylhypaconitine）　4. 新乌头

碱（mesaconitine）　5. 次乌头碱（hypaconitine）　6. 乌头碱（aconitine）
A. 混合对照品（mixed reference substances）　B. 样品（sample）　C. 阴
性样品（negative sample without Aconiti Lateralis Radix Praeparata）
图 1　SIM 色谱图

Fig. 1　SIM chromatograms

2.6　线性关系考察　将混合对照品储备液逐级稀

释 10 倍、100 倍、1 000 倍、10 000 倍 及 250 000 倍，

制成 6 个成分质量浓度范围为 0.000 2~50 μg·mL-1

的 6 个混合对照品溶液；分别精密吸取不同浓度的

混合对照品溶液各 10 μL，注入液 - 质联用仪进行

测定；以峰面积积分值 Y 为纵坐标，对照品质量浓度 
X（μg·mL-1）为横坐标，绘制标准曲线（n=6），进行

线性回归，得苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱、

苯甲酰乌头原碱、次乌头碱、新乌头碱及乌头碱回归

方程分别为：



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysiswww.ywfxzz.cn 药物分析杂志Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2018,38(7)        ·1251· 

A. 苯甲酰新乌头原碱（benzoylmesaconitine）　B. 苯甲酰乌头原碱（benzoylaconitine）　C. 苯甲酰次乌头原碱（benzoylhypaconitine）　D. 新乌头碱

（mesaconitine）　E. 次乌头碱（hypaconitine）　F. 乌头碱（aconitine）
图 2　6 个生物碱的质谱图

Fig. 2　Mass spectra of six alkaloids

Y=8.361×104X-9.996×104　r=0.999 8
Y=8.717×106X-4.386×106　r=0.999 2
Y=1.013×106X-1.678×104　r=0.999 5
Y=1.522×106X-6.099×104　r=0.999 9
Y=1.565×106X-7.426×104　r=0.999 5
Y=9.434×104X-2.990×104　r=0.999 7

线 性 范 围 分 别 为 0.000 2~50.25、0.000 2~ 51.75、
0.000 2~50.95、0.000 2~49.80、0.000 2~50.60 和 0.000 2~ 
52.00 μg·mL-1。

2.7　检测下限及定量下限测定　精密吸取质量浓

度为 0.000 2 μg·mL-1 的混合对照品溶液适量，以

0.01% 盐酸甲醇溶液逐级稀释，在选定的色谱条件下

进样测定，按信噪比 3∶1 计算，测得苯甲酰次乌头原

碱、苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、次乌头碱、新

乌头碱及乌头碱的检测下限均为 0.000 02 μg·mL-1； 
按信噪比 10∶1 计算，测得上述 6 个化合物的定量下

限均为 0.000 08 μg·mL-1。

2.8　精密度试验　精密吸取质量浓度为 5 μg·mL-1

的混合对照品溶液 10 μL，连续进样 6 次，测得苯甲

酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、

次乌头碱、新乌头碱及乌头碱峰面积积分值的 RSD
分 别 为 2.3%、1.9%、2.4%、2.6%、2.2% 和 2.5%。 结

果表明仪器精密度良好。

2.9　重复性试验　取附子理中丸（大蜜丸 13011190），
按“2.3”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，按上述

色谱条件进行测定并计算；结果苯甲酰次乌头原碱、

苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、次乌头碱、新乌

头碱及乌头碱平均含量分别为 1.034、7.231、0.621、
1.556、1.368 和 0.163 μg·g-1，RSD 分别为 2.7%、2.1%、

3.0%、2.5%、2.8% 和 4.5%。表明重复性良好。

2.10　稳定性试验　取附子理中丸（大蜜丸 13011190）
的供试品溶液室温放置，分别于制备后 0、4、8、12、
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16、20、24 h 进样测定，记录峰面积积分值；结果 6 个

生物碱成分苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱、

苯甲酰乌头原碱、次乌头碱、新乌头碱及乌头碱峰面

积积分值的 RSD 分别为 2.4%、2.3%、2.7%、2.5%、

2.6% 和 2.9%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。

2.11　加样回收率试验　精密称取 6 份已加等量

硅藻土粉碎，并已测知含量的附子理中丸（大蜜丸

13011190）粉末 4.5 g，置具塞锥形瓶中，精密加入苯

甲酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原

碱、次乌头碱、新乌头碱及乌头碱质量浓度分别为

20.70、10.19、15.28、24.90、25.30 和 5.20 μg·mL-1 的

混合对照品溶液 1.0 mL，蒸干后，按“2.3”项下方法

制备供试溶液；按上述色谱条件进样测定并计算，结

果 6 个生物碱成分苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头

原碱、苯甲酰乌头原碱、次乌头碱、新乌头碱及乌头碱

平均回收率分别为 98.2%、101.8%、101.3%、104.8%、

99.9% 和 89.9%，其 RSD 分 别 为 2.7%、6.4%、2.6%、

6.1%、3.8% 和 5.7%。表明本方法回收率较好。

2.12　样品含量测定　精密称取 3 批附子理中丸

（大蜜丸）样品各 2 份，分别按“2.3”项下方法制备

供试品溶液，分别按“2.1”项下的条件进样测定，以

外标法计算样品含量，结果见表 1。苯甲酰新乌头

原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、新乌头

碱、次乌头碱和乌头碱的含量分别在 7.095~7.366、
1.007~1.214、0.594~0.742、1.261~1.438、1.492~1.578
和 0.135~0.163 μg·g-1 之间。

 表 1　样品含量测定结果

Tab. 1　Results of sample determination

样品

（sample ）

含 量（content）/（μg·g-1）

苯甲酰新乌头原碱

（benzoylmesaconitine）
苯甲酰次乌头原碱

（benzoylhypaconitine）
苯甲酰乌头原碱

（benzoylaconitine）
新乌头碱

（mesaconitine）
次乌头碱

（hypaconitine）
乌头碱

（aconitine）

13011190 7.231 1.034 0.621 1.368 1.556 0.163

13013497 7.095 1.214 0.742 1.438 1.492 0.135

13012969 7.366 1.007 0.594 1.261 1.578 0.157

3　讨论

3.1　测定指标的选择　附子理中丸处方中君药为附

子（制），其为毒性药材，主要含单酯型生物碱苯甲

酰新乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰乌头原碱

和双酯型生物碱新乌头碱、次乌头碱及乌头碱，既是

有效成分又是毒性成分，其中双酯型生物碱毒性较 
强［6］，应对其含量进行控制。参照《中国药典》2015
年版一部附子药材及炮制品项下对上述 6 个生物碱

成分进行含量测定和限量检查［1］，本试验对附子理中

丸中 6 个生物碱成分进行检测具有实际意义。

3.2　附子理中丸中乌头生物碱成分质控方法　附子

理中丸收载于《中国药典》2015 年版一部，现行质

量标准采用薄层色谱法对乌头碱进行限量检查，以

甘草苷作为含量测定指标，未对君药附子（制）中的

单酯及双酯型生物碱成分进行含量测定，难以有效

控制附子理中丸的安全性和有效性。目前已有 4 篇

文献报道了附子理中丸中生物碱成分含量测定的方 
法［10-13］，即 HPLC 法测定附子理中丸中乌头碱的含

量，HPLC 法测定附子理中丸中 3 个单酯型生物碱含

量及 HPLC-MS 法测定附子理中丸中 3 个双酯型生

物碱含量。附子理中丸中成分复杂，乌头类生物碱含

量较低，使用紫外检测器进行检测时，干扰较大。使

用质谱仪进行检测的文献也仅针对 3 个双酯型乌头

碱类成分进行测定，难以全面控制附子理中丸的质

量。从文献报道来看，部分市售附子理中丸中只检测

到双酯型生物碱或单酯型生物碱成分，表明附子原料

在炮制加工过程中可能存在炮制不充分或炮制太过

的情况，从而影响临床用药的安全性和有效性［10-15］。

本文所选用的样品均来自同仁堂，使用测定结果折算

其附子原料药中生物碱类含量均符合《中国药典》规

定，表明其原料药质量可靠，同时也证明本文所建立

的方法稳定可靠，可为保证制剂的安全性和有效性提

供技术保障。

3.3　小型质谱仪在中成药质控中的应用　近年来质

谱检测器在中药质量控制中的应用越来越多，质谱检

测具有选择性强及灵敏度高的特点，适用于微量成分

分析。本文所用 QDA 质谱仪为单四极杆小型质谱

仪，该仪器操作简便，购置和使用成本较低。除此型
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号外，市场上还可见到多种其他型号的小型质谱仪。

随着此类仪器的不断发展和完善，质谱仪作为 HPLC
的普通检测器进入日常检测将成为可能。与目前常

用 的 HPLC-UV 和 HPLC-ELSD 法 相 比，HPLC-MS
法具有灵敏度高及专属性强等优点，可满足药物质量

控制的需要。本研究所建立的方法，为此类仪器在含

毒性药材的中成药质量控制中的应用进行了有益的 
探索。
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