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［摘要］　目的：为了规范附子加工工艺，研究附子在胆巴液浸泡过程中６种酯型生物碱的含量变化。研究方案
设定了胆巴液的浓度及浸泡时间，为优化附子的泡胆过程提供依据。方法：采用高效液相色谱法测定附子中６种酯
型生物碱的含量。流动相为乙腈四氢呋喃（Ａ，２５∶１５）和０１ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵溶液（Ｂ），洗脱梯度为０～４８ｍｉｎ，１５％
～２６％Ａ；４８～４９ｍｉｎ，２６％～３５％Ａ；４９～５８ｍｉｎ，３５％Ａ；５８～６５ｍｉｎ，３５％ ～１５％；检测波长为２３５ｎｍ。结果：
胆巴液浓度≥１５％时，采挖后的泥附子中苯甲酰新乌头原碱、新乌头碱、次乌头碱和乌头碱的含量均呈下降趋势，
且浓度越高，下降越明显。整体下降趋势在１８ｄ以后趋于平缓，在浸泡第１８ｄ后分别下降６０％ ～８０％，２０％ ～
５０％，７５％～８５％，２０％～６０％。结论：不同浓度的胆巴液浸泡下，附子的质量变化不同。其中，在１０％浓度的胆
巴液中浸泡，质量不稳定，在２０％及以上浓度的胆巴液中泡胆，附子的质量相对稳定。在胆巴液浸泡过程中附子药
材的效／毒比也在发生变化，在１８～２４ｄ期间，呈现出活性成分较高，而毒性成分较少的状态，有利于实际生产。

［关键词］　附子；胆巴溶液；生物碱；效／毒比
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附子为毛茛科乌头属植物乌头（Ａｃｏｎｉｔｕｍｃａｒ
ｍｉｃｈａｅｌｉＤｅｂｘ）的子根［１］，具有抗炎、镇痛、抗肿

瘤、抗衰老、降糖和降血脂等药理活性［２］。其中，

附子回阳救逆的功效证明附子在心血管系统上的药

理功效具有很强的优势［３］。陕西附子生品于７月中
旬至８月上旬采收，抖去泥沙，去掉须根，成为泥
附子，经炮制后称为附片［４］。泥附子比附子炮制后

的毒性高，生品中所含双酯型生物碱含量很高，在

使用中可致心脏毒，因此在临床上的应用受到很大

限制［５］。为了用药安全，对其进行炮制减毒非常重

要。在传统炮制 “泡、浸、漂”的过程中，附子中的

总生物碱流失８０％以上［６］。一般在附子采收２４ｈ内
放入胆水（制食盐的副产品，主要成分为氯化钙、氯

化镁）内浸，主要目的是防腐烂［７］。根据 ２０１５版
《中华人民共和国药典》附子项下的加工方法均需

有 “泥附子洗净，浸入胆巴的水溶液中数日”的基

础程序［１］。本实验研究了附子中６种酯型生物碱在
不同浓度的胆巴液中浸泡不同时间下的含量变化规

律，确立附子在胆巴液中浸泡的时间和浸泡附子所

需的胆巴液浓度，为附子泡胆的浓度与泡胆时间提

供试验依据。

１　仪器、试剂与材料

１１仪器

Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪，Ｗａｔｅｒｓ２９９８二极
管阵列检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ３色谱分析仪；电子天平
ＤＥＮＶＥＲＴＰ２１４（北京赛多利斯科学仪器有限公
司）；ＫＱ５００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声
仪器有限公司）。

１２试剂

苯 甲 酰 新 乌 头 原 碱 对 照 品 （批 号：

Ｐ２２Ｄ７Ｆ２７３４７，纯度≥９８％）、苯甲酰乌头原碱对照
品（批号：Ｐ２２Ｄ７Ｆ２７３４８，纯度≥９８％）、苯甲酰次
乌头原碱对照品（批号：Ｐ２２Ｄ７Ｆ２７３４６，纯度≥
９８％）、乌头碱对照品（批号：Ｐ１７Ｄ７Ｆ２７１４１，纯度
≥９８％）、新乌头碱对照品（批号：Ｙ１７Ｄ７Ｈ２６３８３，
纯 度 ≥ ９８％）、 次 乌 头 碱 对 照 品 （批 号：

Ｍ１２Ａ７Ｓ１９３２６，纯度≥９８％），均购自上海源叶生物
科技有限公司。超纯水（仪器），色谱级乙腈（≥
９９％）（德国默克公司），色谱级四氢呋喃（麦克林公
司），氨水购自浙江三鹰化学试剂有限公司，异丙

醇、二氯甲烷、乙酸乙酯、冰醋酸、醋酸铵均为分

析纯。胆巴（山东海化股份有限公司氯化钙厂），胆

巴液的浓度以ＣａＣｌ２含量计，１０％的胆巴液（１０００ｍＬ
含有１３３３ｇ胆巴），分别配制 １０％、１５％、２０％、
２５％、３０％的胆巴液。

１３材料

附子药材购于陕西华克生物医药有限公司，经

梁宗锁教授鉴定为毛茛科乌头属植物乌头 Ａｃｏｎｉｔｕｍ
ｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉＤｅｂｘ的子根。将泥附子除去须根、洗
净，共６ｋｇ，分成重量相等的６份，分别置于不同
浓度胆巴液中浸泡。分别在第 ６、１２、１８、２４、
３０ｄ取样，并将其切片、烘干，作为在不同浓度的
胆巴液中浸泡不同天数的样品。在１０％的胆巴液中
浸泡１８ｄ即为Ｃ１０／１８ｄ，以此标记各个样品。

２　方法

２１高效液相色谱法测定附子药材泡胆过程中６种
酯型生物碱的含量

２１１色谱条件　色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅＣ１８
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；乙腈四氢呋喃（２５∶１５）
为流动相 Ａ，０１ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵溶液（每１０００ｍＬ
加冰醋酸 ０５ｍＬ）为流动相 Ｂ，梯度洗脱（０～
４８ｍｉｎ，１５％ ～２６％ Ａ；４８～４９ｍｉｎ，２６％ ～３５％
Ａ；４９～５８ｍｉｎ，３５％ Ａ；５８～６５ｍｉｎ，３５％ ～１５％
Ａ）［１］；流速：０８ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温３０℃；进样量：
１０μＬ；检测波长为２３５ｎｍ。
２１２供试品溶液的制备　取样品粉末（过三号筛）
约１ｇ，平行称取两份，置具塞锥形瓶中，加氨试液
１５ｍＬ，精密加入异丙醇乙酸乙酯（１∶１）混合溶液
２５ｍＬ，称定重量，超声处理（功率 ３００Ｗ，频率
４０ＨＺ，水温在２５°Ｃ以下）３０ｍｉｎ，放冷，再次称
重，用异丙醇乙酸乙酯（１∶１）混合溶液补足损失的
重量，摇匀、滤过。精密量取滤液１２５ｍＬ，４０°Ｃ
以下减压回收溶剂至干，残渣精密加入异丙醇二氯
甲烷（１∶１）混合溶液１５ｍＬ溶解，过０２２μｍ滤膜，
取滤液，即得。

２１３标准品溶液的制备及标准曲线的制备　取乌
头碱、新乌头碱、次乌头碱、苯甲酰新乌头原碱、

苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱对照品适量，

精密称量，加异丙醇二氯甲烷（１∶１）混合溶液，分
别制成１ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液。再分别将６个标
准品溶液移至１ｍＬ量瓶中制成每１ｍＬ含苯甲酰新
乌头原碱５０μｇ，苯甲酰乌头原碱７０μｇ，苯甲酰次
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乌头原碱 ４０μｇ，新乌头碱 １２０μｇ，次乌头碱
１６０μｇ，乌头碱４０μｇ，制成混合标准品溶液 Ｉ，储
存于 ４°Ｃ，备用。精密吸取 １、２、５、１０、１５、
２０μＬ混合标准品溶液 Ｉ，注入液相色谱仪中，以进
样量（μｇ）为横坐标，对照品峰面积（Ａ）为纵坐标，
绘制标准曲线［８９］。

表１　被测生物碱的线性范围和线性关系
成分 回归方程 线性范围／μｇ ｒ

新乌头碱 Ｙ＝７２２６４８×１０５Ｘ－５６８７３ ０１２～２４０ ０９９５２

次乌头碱 Ｙ＝２×１０６Ｘ－５０３９３ ０１６～３２０ ０９９７５

乌头碱 Ｙ＝１×１０６Ｘ－３９９６３ ００４～０８０ ０９９９８

苯甲酰新乌头碱 Ｙ＝１×１０６Ｘ－２４２３５ ００５～１００ ０９９７９

苯甲酰次乌头碱 Ｙ＝１×１０６Ｘ－２４４８３ ００４～０２０ ０９９３３

苯甲酰乌头原碱 Ｙ＝１×１０６Ｘ－７００８３ ００５～０３５ ０９９８１

２１４附子中６种酯型生物碱对照品和样品的 ＨＰＬＣ
色谱图　分别取不同浓度不同泡胆时间的每个样品
取两个平行样，并按２１２项下分别处理，得到供
试品溶液，各个样品的供试品溶液按２１１项下条
件进行测定。如图１所示。

注：Ａ对照品；Ｂ泡胆过程中样品；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　附子６种酯型生物碱对照品和泡胆过程中样品
ＨＰＬＣ色谱图

３　结果

３１生物碱的含量变化

泥附子在五个不同浓度的胆巴液浸泡过程中，

未检测到苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱。其

他４种生物碱在１５％及以上浓度的胆巴液中浸泡均
呈下降趋势。结果如图２、表２所示。

注：与未泡胆比较，不同英文字母表示含量存在显著性差

异，Ｐ＜００５。

图２　４种酯型生物碱泡胆过程中含量变化

方差分析结果表明，次乌头碱下 Ｐ＝０２４＞
００５，说明胆巴液浓度对次乌头碱含量没有影响；
苯甲酰新乌头碱下时间 Ｐ＝００５４＞００５，说明胆巴
液浸泡时间对苯甲酰新乌头碱含量没有影响；其他

两种生物碱Ｐ值均小于００５，说明胆巴液浸泡时间
和胆巴液浓度对其含量有影响。

·９３１１·
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表２　主体间效应的检验

因变量 源
Ⅲ型平
方和

均方 Ｆ Ｐ

新乌头碱 时间 ０４５６ ００９１ ２５８５６ ０

胆巴液浓度 ００７８ ００１９ ５５１２ ０００４

次乌头碱 时间 ０００７ ０００１ １４７６９ ０

胆巴液浓度 ０００１ ０ １５０１ ０２４

乌头碱 时间 ０００２ ０ ５３６２ ０００３

胆巴液浓度 ０００１ ０ ４７３３ ０００８

苯甲酰新乌头碱 时间 ０００１ ０ ２６４８ ００５４

胆巴液浓度 ０００４ ０００１ １５２３ ０

３２胆巴液浸泡过程中的效／毒比值

泥附子中的化学成分新乌头碱、次乌头碱和乌头

碱属于双酯型生物碱，且毒性极强，苯甲酰新乌头原

碱为单酯型生物碱，药效活性较强。这几种生物碱的

毒性差异较大，比例不同，导致总生物碱的毒性也不

同［１０］。对于附子药材质量的评价和作出反映安全性

的标准，附子的有效成分和毒性成分含量限定至关重

要［１１］。通过计算效／毒比值（苯甲酰新乌头原碱含量／
双酯型生物碱总含量），可较为全面的反映泥附子在

含有胆巴的水溶液中浸泡过程中成分含量的差异［１２］。

对泥附子在五个不同浓度的胆巴液浸泡过程中的

单酯型生物碱和双酯型生物碱的比值进行计算，双酯

型生物碱含量为新乌头碱、次乌头碱和乌头碱的含量

相加得到的数值，单酯型生物碱以苯甲酰新乌头原碱

的含量计，如表３所示，１０％和２０％浓度下在泡胆进
行到２４ｄ时其效／毒比值最大，比值分别达到０２６７
和０１７７，而１５％、２５％和３０％浓度下泡胆１８ｄ时
效／毒比值最大，其中最大的比值为０１１５。由此，可
大致得出，泥附子在泡胆过程中，效／毒比值在不断
变化，相对比较，在进行胆巴液浸泡时，在１８ｄ～
２４ｄ期间左右，呈现出活性成分较高，而毒性成分较
少的状态。

表３　附子在泡胆过程中效／毒比值

天数
浓度

１０％ １５％ ２０％ ２５％ ３０％

６ ００５８ ００５２ ００５１ ００５７ ００６６

１２ ００８３ ００９８ ００９５ ００６ ００３９

１８ ０１１６ ０１１５ ００６７ ００９ ００８２

２４ ０２６７ ００９４ ０１７７ ００７７ ００４２

３０ ０１６１ ００８５ ００７５ ００６７ ００７

３３结果分析

３３１双酯型生物碱的含量变化　泥附子在五个不
同浓度的胆巴液浸泡过程中，新乌头碱的含量呈下

降趋势，其中在２０％及以上浓度的胆巴液中浸泡呈
显著下降，其含量在第 ６ｄ时分别下降了 ７８４％，
６６０％，８８１％。在１０％和１５％浓度下，浸泡１８ｄ
以后，含量分别下降了５３５％、５５９％，此后变化
趋势较为缓和。在整个浸泡过程中，新乌头碱的含

量在泡胆１８ｄ以后相对定；次乌头碱的含量整体为
下降趋势。浸泡１２ｄ时，１０％浓度下比较稳定，下
降了 ４６９％。在 １５％及以上浓度的胆巴液中浸泡
１２ｄ以 后，含 量 分 别 下 降 了 ７９８％、８３８％、
８０９％和７０６％，下降程度相对一致。此后次乌头
碱含量变化趋势在各个浓度的胆巴液中相对稳定；

乌头碱在１０％浓度的胆巴液中在１２ｄ时呈上升趋
势，在１８ｄ时又下降到浸泡前的含量。在各个浓度
的胆巴液中浸泡 １８ｄ以后，含量变化呈现下降趋
势。２０％、２５％、３０％浓度下呈显著下降趋势，浸
泡２４ｄ时含量基本稳定，分别下降了 ８２３％、
７９４％、５８７％。
３３２苯甲酰新乌头原碱的含量变化　泥附子在泡
胆过程中，单酯型生物碱中苯甲酰次乌头原碱和苯

甲酰乌头原碱几乎检测不到，因此以苯甲酰新乌头

原碱含量计。苯甲酰新乌头原碱在胆巴液的浸泡过

程中也呈现下降趋势，且下降趋势显著。第６ｄ时
在２０％、２５％、３０％浓度下分别下降了 ８８４％、
８３２％、８８１％，此后含量稍有上升。在１５％及以
上浓度在第１８ｄ时含量趋于稳定状态，以后下降趋
势较为缓和。

４　讨论

炮制过程中对附子生物碱的变化尤为关键，有

毒性的二萜类生物碱被水解为单酯二萜生物碱或未

酯化的化合物，然后毒性显著降低，但同时其药理

活性并不削弱［１３］。所以，炮制过程也影响了附子药

材的效／毒比值。目前附子药材的炮制仍采用传统加
工工艺为主，在附子采挖后于２４ｈ内放入含胆巴的
水溶液中浸泡，然后再进行蒸、煮、切片、水漂等

加工过程，制成各种附片［２１］。泥附子在不同浓度的

胆巴液浸泡过程中，其双酯型生物碱和单酯型生物

碱的含量均下降，在不同浓度下均有不同程度的下

降，有效成分损失严重［１４１５］。胆巴含量在泡胆过程

·０４１１·
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中具有重要作用，苯甲酰新乌头原碱在泡胆第 ６ｄ
时在２０％、２５％、３０％浓度下分别下降了 ８８４％、
８３２％、８８１％呈现急剧下降趋势。而新乌头碱、
次乌头碱和乌头碱在不同浓度胆巴液中浸泡６ｄ时，
呈现不同的下降趋势。新乌头碱在浸泡１８ｄ以后，
含量变化趋于稳定，次乌头碱在１５％及以上浓度的
胆巴液中浸泡１２ｄ以后，含量变化趋势在各个浓度
的胆巴液中相对稳定，乌头碱在１０％浓度的胆巴液
中在１２ｄ时呈上升趋势，在１８ｄ时又下降到浸泡前
的含量，浸泡 ２４ｄ时含量基本稳定，分别下降了
８２３％、７９４％、５８７％。以上结果分析说明，泥
附子在不同浓度的胆巴液中泡胆，胆巴液浓度在

２０％左右，在泡胆１８ｄ后，附子的质量相对稳定。
《四川省彰明县概况》中也有 “胆腌足二十日”的

记载［１６］。

有报道指出，胆巴具有利尿作用、对外周血管

具有扩张作用以及降血压作用等，在长期服用可能

对肠胃道具有刺激作用，且泥附子在胆巴液中浸泡

至２５ｄ时对氯化钙的吸收达到饱和［１７１８］。附子在胆

巴液中浸泡，主要的作用以防腐保鲜为主，在后续

炮制过程中需用清水浸漂，蒸煮，以达到减毒存效

的目的［４］。张菊花等研究将泥附子连同胆巴溶液煮

至透心以制黑顺片，说明胆巴水溶液温度高可致毒

性降低快［２２］。双酯型生物碱遇热水解［１４］，说明胆

巴溶液温度升高有利于毒性降解。在室外泡胆过程

中，胆巴水溶液上面会浮现像泡沫一样的腐物，胆

巴液浓度越高，时间越长，腐物越多。在实际生产

加工中，附子在泡胆数日后，即进行后续加工过程，

考虑到生产效率，所以本实验选取选了泡胆一个月

内的泥附子作为样品进行测定。同时，在泡胆过程

中，要注意胆巴液的浓度，不宜过高，既造成资源

浪费，又使附子的生物碱含量损失过多，浓度太低，

附子的生物碱含量变化相对不稳定。在达到防腐目

的的同时，也要考虑胆巴用量所产生的安全问题。

附子为典型的有毒药材，刚采挖后的泥附子毒

性很大，且容易腐烂，不易保存。附子在临床上仍

报道有中毒事件，为了使附子在临床上的用药安全，

附子的减毒手段需进行标准化，严格执行质量控制

要求。随着技术和科学的不断进步，越来越多新颖

和改进的加工技术应用于附子的炮制，以降低其毒

性，提高临床安全性以及利于其储存。通过直接烘

烤、微生物（黑曲霉）发酵、高压蒸汽加工、微波加

工等方法均可有效降低附子中的毒性［２，１９］。由于附

子含水量较高，在贮藏过程中，随着水分含量的下

降，附子的生物碱含量也逐渐降低，在附子采收后，

应尽快进行处理干燥处理，或采取其他形式的储藏

方法，如冷藏、沙藏等，以避免生物碱含量的流

失［２０］。因此，附子加工前的防腐保鲜非常重要，在

附子采收后 ２４ｈ内放入胆巴液中浸泡，室温下即
可，方便易行，即在胆巴的水溶液中浸泡是一种经

济适用的方法。另外，揭示胆巴在泡胆过程中与酯

型生物碱变化的作用原理十分重要，温度的控制以

及对已使用过的胆巴液的处理有待深刻研究。
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续表２
因素 Ａ（酶用量） Ｂ（酶解温度） Ｃ（酶提时间） Ｄ（ｐＨ） 总黄酮提取率（％）

均值２　 ３３１０ ３４０１ ３２８１ ３２９６

均值３　 ３２４５ ３１７１ ３３６９ ３２３９

极差　　 ００６５ ０２３０ ０１９８ ００５７

主次顺序 Ｂ＞Ｃ＞Ａ＞Ｄ

优水平　 Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２

　　由相关系数Ｒ值和优水平可知，酶法提取银杏
叶总黄酮的最佳工艺条件为：酶用量０４％，酶解温
度４０℃，酶时间１２０ｍｉｎ，ｐＨ５５。但该条件并不
在实验组里，因此，进行验证实验，结果银杏叶总

黄酮的提取率为３５８％。由此可见，优化后的提取
工艺能够显著提高了银杏叶总黄酮的提取率

（３５８％），与不加酶（２６２％）相比，总黄酮提取率
提高了３６６％。

３　讨论

在上述的单因素研究的基础上，结合正交试验

分析，表明复合酶对银杏叶总黄酮提取具有增效作

用。纤维素酶／果胶酶／半纤维素的配比为２∶３∶１时对
银杏叶的细胞组织具有较强的破壁力。进一步的优

化研究表明，优化后的提取工艺能够显著提高银杏

叶总黄酮的提取率，与不加酶相比，总黄酮提取率

提高了３６６％，而且应用复合酶法，可以降低酶的
使用量［１３］，提取条件温和。
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