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摘 要 目的：优选草乌花总生物碱的纯化工艺。方法：采用酸碱滴定法测定草乌花总生物碱的含量。以树脂型号、上样药质量

浓度、交换速度为考察因素，以最大吸附量、解吸率和总生物碱质量分数为指标，优化离子树脂纯化草乌花总生物碱的工艺并进行

验证。结果：选择树脂型号为732型阳离子交换树脂、上样液质量浓度为0.32 g/L、交换速度为7倍柱体积（BV）/h为最优纯化工艺。验

证试验中纯化后总生物碱质量分数平均值为86.88％（RSD＝0.52％，n＝3），解吸率平均值为92.81％（RSD＝0.40％，n＝3）；3批样

品草乌花总碱提取转移率平均值为81.76％，纯化转移率平均值为89.47％。结论：建立的纯化工艺稳定、可行，且转移效率较高。
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Study on Purification Technology of Total Alkaloid from the Flos of Aconitum kusnezoffii
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the purification technology of total alkaloid from the flos of Aconitum kusnezoffii. METH-

ODS：The content of total alkaloid from the flos of A. kusnezoffii was determined by acid-base titration. The purification technology

of total alkaloid from the flos of A. kusnezoffii was optimized by ion resin with resin type，mass concentration of loading liquid and

exchange speed as factors，maximum adsorption quantity，desorption rate and mass fraction of total alkaloid as index，and verifica-

tion test was conducted. RESULTS：The optimal purification technology was as follows as type 732 cation exchange resin，mass

concentration of loading liquid 0.32 g/L，exchange speed of 7 column volume（BV）/h. In validation test，the content of total alka-

loid was 86.88％（RSD＝0.52％，n＝3），and desorption rate was 92.81％（RSD＝0.40％，n＝3）averagely. The extraction trans-

port rate of total alkaloid from 3 batches of the flos of A. kusnezoffii was 81.76％ and purification transport rate was 89.47％ in av-

erage. CONCLUSIONS：The established method is stable and feasible，and shows high transport rate.

KEYWORDS Flos of Aconitum kusnezoffii；Total alkaloids；Content determination；Cation exchange resin；Purification technology

次使用ABC数据分析方法，将A类药品中出现频率多、临床必
需的品种作为新药遴选品种提交药事会，讨论其是否作为正
式用药品种补充或者替换进入医院基本临床用药目录中，如
此一来既使入院新药的遴选有依据，又符合临床需要[8]。
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草乌花为毛茛科植物北乌头（Aconitum kusnezoffii Reichb.）

的干燥花[1]，具有祛风、除湿、散寒、止痛之功效，是蒙医临床的

常用药[2]。草乌花与草乌为同一植物不同药用部位，其毒性小

于其块根（草乌），不需炮制即可使用，安全性较高，开发价值

更大[3]。

传统医学常用乌头属植物来治疗风湿性疾病，主要是因

其生物碱具有抗炎、止痛、抗风湿、强心等活性[4-7]。虽然草乌

花在蒙医临床常用于治疗风湿病，但对其化学成分和活性作

用的研究较少。为探索其临床应用的科学依据，本课题组前

期对草乌花药效作用进行了初步研究，发现草乌花总生物碱

对大鼠佐剂关节炎有良好的抑制作用。鉴于草乌花的良好活

性，笔者在建立草乌花总生物碱含量测定的基础上，优化了离

子交换树脂法纯化草乌花总生物碱的工艺，为深入研究草乌

花总生物碱的生物活性和综合开发利用草乌花资源提供了试

验依据。

1 材料
1.1 仪器

RP6002K 型电子天平（常州锐品精密仪器有限公司）；

HH-S24 型数显恒温水浴锅（菏泽市大华仪器有限公司）；

W2-100型旋转蒸发器（上海申生科技有限公司）。

1.2 药材、药品与试剂

草乌花采集于内蒙古通辽罕山地区，经辽宁中医药大学

王冰教授鉴定为草乌花（flos of Acointi kusnezoffii）；乌头碱对

照品（中国食品药品检定研究院，批号：110720-201111，纯度：

98.8％）；D151（弱酸性）、D113（弱酸性）、D001（强酸性）、001×

12（强酸性）、732型（强酸性）阳离子交换树脂（安徽三星树脂

科技有限公司）；丙酮、石油醚、乙醇、正己烷、乙酸乙酯、甲醇、

氯仿、氨水、硫酸、盐酸、氢氧化钠均为分析纯；水为重蒸水。

2 方法与结果
2.1 草乌花总生物碱的提取

取草乌花粗粉，加20倍0.3％硫酸浸泡24 h后（不时搅拌）

装入渗漉筒，以4 ml/min的流速收集渗漉液，至沉淀反应和薄

层检查无生物碱反应为止。渗漉液加氨水回调至pH为10，加

石油醚-丙酮（1 ∶ 1）萃取 3次，回收溶剂，得草乌花总生物碱提

取物。

2.2 草乌花总生物碱浸膏的制备

取“2.1”项草乌花总生物碱提取物，经阳离子交换树脂吸

附，将吸附生物碱饱和后的树脂用氨水碱化，加乙醇提取，提

取液回收溶剂，得草乌花总生物碱浸膏。

2.3 草乌花总生物碱的含量测定

2.3.1 供试品溶液制备 取草乌花总生物碱浸膏 1.0 g，精密

称定，加乙醇50 ml使溶解，滤过，取续滤液，即得。

2.3.2 对照品溶液制备 精密称取15.5 mg乌头碱对照品，置

于 50 ml量瓶中，加乙醇使溶解，并定容至刻度，摇匀，即得质

量浓度为0.31 mg/ml的对照品溶液。

2.3.3 测定方法 参照文献[8-10]，采用酸碱滴定法测定总生

物碱含量。精密量取供试品溶液 5 ml，精密加入硫酸滴定液

（0.01 mol/L）15 ml、水 15 ml与甲基红-溴甲酚绿混合指示液 3

滴，用氢氧化钠滴定液（0.02 mol/L）滴定至绿色。每1 ml硫酸

滴定液（0.01 mol/L）相当于 12.9 mg 的乌头碱（C34H47NO11）。

根据以下公式计算总生物碱的含量：总生物碱含量（％）＝

[（V H2SO4－VNaOH）×12.9/1 000]/W 浸膏×100％，式中，VH2SO4为硫酸滴

定液的体积（ml）；VNaOH 为滴定所用氢氧化钠滴定液的体积

（ml）；W 浸膏为总生物碱的浸膏质量（g）。

2.3.4 精密度试验 精密量取供试品溶液5 ml，按照“2.3.3”项

下方法操作，计算总生物碱含量，平行测定 6次。结果总生物

碱含量的RSD为1.41％（n＝6），表明试验精密度良好。

2.3.5 稳定性试验 取供试品溶液每隔 1 h测定 1次，连续测

定 10 h。结果 8 h内总生物碱含量的RSD＝2.31％（n＝8），表

明供试品溶液在8 h内稳定，且测定时间最好控制在8 h以内。

2.3.6 重复性试验 取草乌花粗粉适量，制备 6份供试品溶

液，测定总生物碱含量。结果含量的RSD为1.52％（n＝6），表

明该方法重复性良好。

2.3.7 加样回收率试验 精密量取供试品溶液2.5 ml，共6份，

分别加入对照品溶液7 ml，按照“2.3.3”项下方法操作，计算加

样回收率。结果平均加样回收率为 97.50％（RSD＝2.72％，

n＝6），表明方法准确度好。

2.4 上样液的制备

取草乌花总生物碱提取物1.5 g，加0.3％硫酸水溶液1 000

ml 使溶解，滤过，取续滤液作为上样液（生物碱质量浓度为

0.32 g/L）。

2.5 树脂的选择

分别取 D151、D113、D001、001×12、732型阳离子树脂适

量，水洗至水洗液近无色；加入5倍量7％盐酸溶液浸泡过夜，

用水洗至近中性；加入5倍量5％氢氧化钠溶液浸泡1 h左右，

并随时搅拌，用水洗至 pH为 7；最后再加入 5倍量 7％盐酸溶

液浸泡 2 h左右，并随时搅拌，使树脂转为H型，水洗至 pH为

7，即可装柱应用。

取“2. 4”项下的上样液2份，平行上样于已处理好的10 ml

树脂柱（湿法装柱，树脂柱高与柱径比为 6 ∶ 1），控制交换速度

为5倍柱体积（BV）/h，进行吸附，以0.5 BV为1流份，收集交换

液，绘制泄漏曲线，确定最大吸附量。再将吸附生物碱饱和后

的树脂用水洗至洗脱液 pH为 7，取出树脂，减压抽干水分，加

氨水闷润30 min，挥去过量的氨水，加氯仿回流提取生物碱至

完全，减压回收溶剂，测定总生物碱的含量，计算解吸率（％）＝

从树脂上解吸出的生物碱总量/（最大吸附量×所用树脂体积）×

100％。不同树脂对草乌花总生物碱的吸附能力比较结果见

表1；泄漏曲线见图1。

表1 不同树脂对草乌花总生物碱的吸附能力比较

Tab 1 Comparison of adsorption ability of different resin to

total alkaloid from the flos of A. kusnezoffii

树脂型号
732型
D113型
D151型
D001型
001×12型

最大吸附量，g/L

3.84

1.60

3.04

3.68

2.56

解吸率，％
92.30

71.84

77.04

89.40

70.37

纯化后总生物碱质量分数，％
85.44

71.60

85.90

83.61

74.13

由表1可见，732型树脂对草乌花总生物碱有较好的吸附

和解吸附能力，适用于草乌花总生物碱的富集纯化。由图1可

知，最大上样体积为120 ml，即24 BV。

2.6 上样药液质量浓度的选择

取“2.4”项下上样液适量，低温浓缩后加水分别制备成总

生物碱质量浓度为0.16、0.32、0.64、0.96、1.60 g/L的酸水溶液，
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控制交换速度为5 BV/h，测定732型树脂对不同质量浓度草乌

花酸水液的最大吸附量。结果分别为 3.65、3.78、3.47、2.77、

1.28 g/L，表明以0.32 g/L质量浓度溶液上样时，吸附量最大。

2.7 交换速度的选择

取“2.4”项下的上样液，以不同的交换速度 4、7、10、13

BV/h通过 10 ml树脂（湿法装柱，树脂柱高与柱径比为 6 ∶ 1），

测定树脂最大吸附量，结果分别为3.84、3.85、2.57、1.76 g/L，确

定该质量浓度下的交换速度为7 BV/h。

根据上述试验结果，确定草乌花总生物碱的纯化工艺条

件为：采用732型强酸型阳离子树脂，以质量浓度为0.32 g/L的

总生物碱酸水液上样，最大上样体积为 24 BV，交换速度为 7

BV/h。

2.8 工艺验证试验

取上样液3份，分别上样于100 ml离子交换柱（湿法装柱，

树脂柱高与柱径比为6 ∶ 1），控制交换速度为7 BV/h，达最大吸

附量后，用水洗至流出液pH为7。取出树脂抽干水分，加适量

氨水闷润30 min，挥去过量的氨水，加适量氯仿回流提取生物

碱至完全，减压回收溶剂，得草乌花总生物碱浸膏。按照酸碱

滴定法测得所富集的总生物碱的质量分数分别为 87.33％、

86.42％、86.90％，平均值为86.88％（RSD＝0.52％，n＝3）；解吸

率分别为92.42％、92.87％、93.15％，平均值为92.81％（RSD＝

0.40％，n＝3），表明优化工艺稳定可行。

2.9 草乌花总生物碱提取纯化工艺的转移率考察

取草乌花粗粉 20 g，加 20倍 0.3％硫酸浸泡 24 h后（不时

搅拌）装入渗漉筒，以4 ml/min的流速收集渗漉液，至无生物碱

反应为止。渗漉液加氨水回调至pH为10，用氯仿萃取3次，合

并萃取液，水浴蒸干，残渣加乙醇使溶解，并定容至 10 ml，滤

过，取续滤液作为测试草乌花中总生物碱的供试品溶液。

按“2.3”项下方法测定 3批草乌花中总生物碱的含量，并

按下式计算草乌花总生物碱浸膏的提取、纯化转移率：提取转

移率＝草乌花总生物碱浸膏中总生物碱含量/草乌花中总生物

碱含量×100％；纯化转移率＝纯化后草乌花总生物碱浸膏中

总生物碱含量/纯化前草乌花浸膏中总生物碱含量×100％。结

果表明，3批草乌花中总生物碱含量分别为 1.13％、1.32％、

1.19％，平均值为 1.21％；草乌花总生物碱提取转移率分别为

82.05％、81.53％、81.71％，平均值为81.76％；草乌花总生物碱

纯化转移率分别为 91.06％、87.40％、89.96％，平均值为

89.47％。由此表明，本方法提取、纯化的工艺效率较高。

3 讨论
本试验的含量测定方法系参考文献[9-10]建立的，因供试

品溶液成淡黄棕色，用甲基红作指示剂误差较大，故将滴定指

示剂修改为甲基红-溴甲酚绿试液。为了验证该方法是否适于

草乌花总生物碱的含量测定，笔者进行了方法学研究。结果

表明，该方法测定草乌花总生物碱的含量具有良好的准确度、

精密度和重复性。

生物碱的检查方法是测定阳离子树脂对生物碱吸附、解

吸附的关键环节。为了有效控制误差，本研究采用生物碱沉

淀试剂法和薄层色谱法结合的手段，检识生物碱反应。薄层

色谱法的操作如下：取酸水渗漉液 1 ml，用氨水调节至 pH为

10，用适量乙酸乙酯萃取后，浓缩至0.2 ml点样于硅胶板，用氨

水预饱和层析缸，用正己烷-乙酸乙酯-甲醇（6.4 ∶ 3.6 ∶ 1）为展开

剂，展开后喷以显色剂改良碘化铋钾溶液，观察有无显色斑

点。生物碱沉淀试剂采用硅钨酸、碘化铋钾、碘化汞钾、碘化

钾碘、苦味酸5种试液[9]。当薄层色谱和沉淀反应检查均为阴

性时确定为“无生物碱反应”。

离子交换树脂法是一种工艺简单、操作安全、节省成本且

分离效果较好的分离方法，适于大量生产。阳离子交换树脂

法利用生物碱阳离子可被树脂所吸附、中性或阴离子成分不

被吸附的原理，常用来纯化生物碱类成分。对多种树脂考察

的结果显示，草乌花总生物碱在强酸性阳离子交换树脂中吸

附和解吸能力相对较好，尤其是732型强酸型阳离子树脂最适

于草乌花总生物碱的纯化，纯化后总生物碱质量分数达 86％

以上，解吸率在 92％以上。这可能是由于草乌花生物碱多为

叔胺型生物碱，属中强碱，在弱酸性离子交换树脂中吸附和解

吸能力稍差，而在强酸型树脂中吸附和解吸附较强所致。
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图1 不同型号树脂的泄漏曲线

Fig 1 Leakage curves of resin with different types
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