
收稿日期: 2009-05-22;  修订日期: 2009-09-17

基金项目:国家重点基础研究发展计划课题 ( No. CB512606)

作者简介:贾金艳 ( 1982- ) ,女 (汉族 ) ,河北唐山人,现为贵阳中医学院

在读硕士研究生,学士学位,主要从事中药质量控制与新药研发工作.

* 通讯作者简介:杨卫平 ( 1956- ) ,女 (汉族 ) ,贵州贵阳人,现任贵阳中医

学院教授,硕士研究生导师,主要从事中药学研究工作.

附子中新乌头碱的含量测定
贾金艳,彭小冰,沈洲卿,杨卫平

*

(贵阳中医学院, 贵州 贵阳  550002)

摘要:目的 建立以高效液相色谱法测定附子中新乌头碱含量的方法。方法 采用W elchrom - C18色谱柱 ( 5 Lm , 4. 6 mm

@ 250 mm ) ,以甲醇 -水 -三乙胺 ( 75B 25B 0. 033)为流动相, 流速为 1. 0 m l# m in- 1,检测波长为 233 nm,柱温为 30e 。
结果 新乌头碱在 0. 046 4~ 0. 324 8 Lg范围内呈良好线性关系, r= 0. 999 9;平均回收率为 100. 7% , RSD = 2. 19%。结论

该方法操作简便、准确、重复性好 ,可用于附子中新乌头碱的含量测定。
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  附子为毛茛科植物乌头 Aconitum carm ichaeli Debx. 子根的加

工品, 具有回阳救逆、补火助阳、逐风寒湿邪的功效 [ 1]。附子的

主要成分是乌头类生物碱,可分为单酯类、双酯类和胺基醇类生

物碱。其中以双酯型类生物碱如乌头碱、次乌头碱、新乌头碱成

分毒性较大, 但又同时是附子的药性成分。历代医家都非常重视

附子的毒性及其用量 [ 2]。为保证用药的安全性, 本文在参考有

关文献的基础上 [ 3, 4], 对附子生品中的新乌头碱进行含量测定,

希望能够为其在质量控制方面提供一定的依据。

1 仪器与试药
1. 1 仪器 岛津 LC- 20A高效液相色谱仪, H S10260D超声洗洁

器, XS205电子天平 (十万分之一 ), JT1003电子天平 (千分之

一 )。

1. 2 试药 新乌头碱对照品 (中国药品生物制品检定所, 供含量

测定用, 批号: 110799- 200404); 甲醇为色谱纯;三乙胺、乙醚为

分析纯; 盐酸;氨水; 纯净水。

2 方法与结果
2. 1 色谱条件 色谱柱: W elch rom - C18 ( 5 Lm , 4. 6 mm @ 250

mm ); 流动相为甲醇 - 水 - 三乙胺 ( 75B 25B 0. 033); 流速: 1. 0

m l# m in- 1; 检测波长: 233 nm;柱温: 30e 。进样量: 5L l。在该色

谱条件下, 新乌头碱与杂峰分离良好。结果见图 1~ 2。

2. 2 溶液的配制
2. 2. 1 对照品溶液的制备 精密称取新乌头碱对照品适量 ,配制

成 0. 116m g# m l- 1的对照品溶液 , 再精密吸取此对照品溶液,

0. 4, 0. 8, 1. 2, 1. 6, 2. 0, 2. 4, 2. 8 m l分别定容于 5 m l容量瓶中。

2. 2. 2 样品溶液的制备 精密称取生附子粉末 ( 40目 )约 1. 4 g,

置于具塞三角锥形瓶中,加入浓氨水 2 m ,l浸润 0. 5 h, 再加 75 m l

乙醚摇匀, 放置过夜, 超声 (功率 500 W,工作频率 40 kH z)提取

15 m in, 过滤,再以 25 m l乙醚分次洗涤药渣, 过滤,合并滤液和洗

液, 45e 水浴挥干, 0. 037%盐酸甲醇溶液溶解残渣, 并定容至 25

m ,l摇匀,临用前用 0. 45 Lm微孔滤膜滤过,即得供试样品溶液。

2. 3 标准曲线的绘制 取 / 2. 2. 10项下制得的对照品溶液, 均进

样 5 L ,l在 233 nm处检测, 以峰面积值 ( A )对进样量 (C )进行线

形回归, 得回归方程为: A = 8 625 582 C - 142. 311 5, r= 0. 999 9

( n= 7),结果表明, 在 0. 046 4~ 0. 324 8Lg范围内新乌头碱峰面

积与进样量呈良好的线性关系。

2. 4 精密度实验 精密吸取同一供试样品溶液 5 L l注入高效液

相色谱仪, 重复进样 6次, 测得新乌头碱的峰面积, RSD =

1. 52%。结果表明仪器精密度良好。

图 1 附子样品 HPLC图

图 2 新乌头碱对照品 HPLC图

2. 5 稳定性实验 精密吸取放置 0, 2, 4, 6, 8 h的样品溶液 5 L l

分别注入高效液相色谱仪, 测得相应的峰面积, RSD = 2. 19%。

结果表明,供试品溶液在 8h内稳定性良好。

2. 6 重复性实验 精密称取同一药材 6份按 / 2. 2. 20项下供试品
的制备方法制备,分别吸取上述样品溶液 5 L l注入高效液相色

谱仪, 测其峰面积并计算含量, RSD = 2. 06%。

2. 7 加样回收率实验 精密称取已知含量样品 (约 0. 7g ) 9份, 分

别精密加入新乌头碱对照品溶液适量使其中新乌头碱含量为样

品中新乌头碱含量的 80% ( 3份 )、100% ( 3份 )、120% ( 3份 )。

按 / 2. 2. 20项制备, 按上述色谱条件测定, 并计算新乌头碱含量

及 RSD值。结果见表 1。

表 1 回收率实验结果

重量

m /g

样品中新乌

头碱含量 m /mg

对照品量

m /mg

测得量

m /mg

回收率

(% )

平均回率

(% )

RSD

(% )

0. 706 0. 241 6 0. 19 0. 437 0 102. 8

0. 699 0. 239 2 0. 19 0. 428 1 99. 4 100. 4 2. 05

0. 700 0. 239 5 0. 19 0. 427 8 99. 1

0. 705 0. 241 2 0. 24 0. 488 2 102. 9

0. 702 0. 240 2 0. 24 0. 476 2 98. 3 101. 1 2. 18

0. 706 0. 241 6 0. 24 0. 486 8 102. 2

0. 707 0. 241 9 0. 29 0. 538 7 102. 3

0. 694 0. 237 5 0. 29 0. 521 7 98. 0 100. 7 2. 34

0. 706 0. 241 6 0. 29 0. 536 7 101. 8

  n = 9

2. 8 样品含量测定 对生附子、白附片、黑附子 3种药材分别按

/样品溶液的制备0方法处理, 依法测定。结果见表 2。
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表 2 样品含量测定结果

编号 品名 产地 平均含量 /mg# g- 1

1 生附子 四川江油 0. 342 2

2 白附片 四川 0. 017 04

3 黑附子 四川 0. 004 131

3 讨论
通过对 3种不同炮制方法所制成的附子中新乌头碱的含量

测定可知, 不同炮制方法的附子中新乌头碱的含量差别较大,其

中生附子中新乌头碱的含量较高。

本实验中曾进行了流动相系统的优化研究, 比较了乙腈 -

0. 03%乙二胺 ( 46B 54), 乙腈 - 0. 03%乙二胺 ( 40B 60), 乙腈 -

0. 03%乙二胺 ( 42B 58),乙腈 - 0. 2%冰醋酸 <三乙胺调 pH6. 25

> ( 37B 63), 甲醇 -水 -三乙胺 ( 70B 30B 0. 1), 甲醇 -水 -三

乙胺 ( 70B 30B 0. 04), 甲醇 -水 -三乙胺 ( 90B 10B 0. 04), 甲醇

-水 -三乙胺 ( 80B 20B 0. 08 ), 甲醇 - 水 - 三乙胺 ( 75B 25B
0. 1),甲醇 -水 -三乙胺 ( 72B 28B 0. 037), 甲醇 -水 -三乙胺

( 74B 26B 0. 035), 甲醇 -水 -三乙胺 ( 75B 25B 0. 033)等流动

相系统的出峰效果, 以最后一种对新乌头碱的检测效果最佳,在

此色谱条件下, 新乌头碱与杂峰分离良好、峰形亦佳,故选用此流

动相。

在样品的提取方法上,我们对直接超声提取及放置过夜后超

声提取两种提取方法的提取效果进行了对比研究,结果发现放置

过夜后超声提取对新乌头碱的提取率最高,且通过加样回收率实

验说明放置过夜后超声提取方法对新乌头碱的提取可靠, 同时,

发现超声提取时间对新乌头碱的含量有显著影响。以超声 15

m in的提取率最高 (再增加提取时间其含量无明显升高, 故选 15

m in)。

在定容溶剂的考察上,我们分别对二氯甲烷和盐酸 -甲醇溶

液的效果进行了对比研究,结果发现用盐酸 -甲醇溶液定容时供

试液的稳定性较好。对于盐酸 -甲醇溶液的浓度,查文献资料及

试验验证后,采用 0. 037%。

采用高效液相色谱法测定附子中新乌头碱的含量此方法具

有简便、可靠、重现性较好的优点。但由于采用手动进样器,且无

在线脱气系统, 其结果容易受流动相、空气湿度、温度、操作人等

诸多因素影响。因此应注意高效液相色谱的规范化操作,保证实

验测定的准确性和稳定性。
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摘要:目的 探讨肾脏水通道蛋白 - 2( AQP- 2)的表达与糖尿病肾病大鼠水液代谢异常及丹参防治作用的机制。方法

60只健康 SD大鼠分为正常组 ( 10只 ),剩余 50只采用高糖高脂饲料刺激加小剂量 STZ诱导糖尿病大鼠模型成功 30只,

随机分为模型组、对照组、观察组每组各 10只; 免疫组织化学检测 AQP- 2在各组大鼠肾脏中的分布及蛋白质的表达;

RT- PCR方法检测各组大鼠 AQP- 2 mRNA的表达, 并以 B- actin相对定量。结果 肾脏免疫组化显示, AQP- 2主要在

肾脏的集合管表达。在 4组动物的肾脏 AQP - 2蛋白质 [相对阳性面积: 正常组 ( 0. 119 ? 0. 035), 模型组 ( 0. 188 ?
0. 027) ,对照组 ( 0. 158 ? 0. 036) ,观察组 ( 0. 154 ? 0. 033) ]和 mRNA[正常组 ( 0. 51 ? 0. 004),模型组 ( 0. 81 ? 0. 059),对照

组 ( 0. 78 ? 0. 090), 观察组 ( 0. 70 ? 0. 027) ]的表达上观察组较模型组均下调 (P < 0. 01)。结论 在糖尿病模型大鼠肾脏

组织中 AQP- 2表达增多, AQP- 2的增多可能参与了糖尿病多尿的形成。丹参对水通道蛋白的表达有下调作用, 这可能

是其利水作用的机制, 也是其防治糖尿病肾病的基础。

关键词:糖尿病肾病;  水通道蛋白;  丹参;  链脲佐菌素
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  糖尿病肾病 ( d iabe tic nephropa thy, DN )是糖尿病 ( diabetes

m ellitus, DM )最常见的微血管并发症, 是糖尿病患者主要的死亡

原因之一。 DN的基本病变是细胞外基质 ( Ex tracellu lar ma tr ix,

ECM )在肾小球、肾小管积聚导致肾小球基底膜增厚和系膜基质

增多, 出现结节型与弥漫型肾小球硬化。本研究观察丹参对 STZ

实验性糖尿病大鼠 AQP- 2蛋白水平和基因水平的表达、尿白蛋

白排泄率的改变 ,旨在探讨 AQP- 2的表达改变与糖尿病肾病水

液代谢异常的关系以及丹参的调节效应, 为 DN的预防、治疗提

供实验依据。

1 材料
实验动物选用 4周龄雄性 SPF级 SD大鼠 [第四军医大学实

验动物中心提供,合格证号: SCXK (军 ) 2002- 005) ] 60只, 体质

量为 ( 165 ? 12. 5) g。 SPF级饲养环境, 环境温度为 2O ~ 25e ,

12 /12 h昼夜规律, 按每笼 5只喂养。

2 方法
2. 1 动物分组及糖尿病模型的建立 随机将大鼠分为 2组:正常

组 10只; 糖尿病造模组 ( DM ) 50只; 正常组进食普通饲料。糖尿

病模型组进食高糖高脂饲料, 即普通饲料中加入 10% 的猪油、
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