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白喉乌头及其炮制品生物碱成分变化与细胞毒性研究 *
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摘要 目的：比较白喉乌头生品、炮制品生物碱成分的含量变化及其细胞毒性。方法：将白喉乌头生品及哈萨克法炮制品（以下简

称 "炮制品 "）采用高效液相色谱法（High Performance Liquid Chromatography，HPLC）分析比较，测定炮制前后各提取液生物碱成

分的变化；用MTT比色法分析比较不同浓度白喉乌头生品及炮制品提取液的细胞毒性。结果：白喉乌头经炮制，乌头碱及次乌头

碱峰面积显著减少，降低率分别为 45.1 %和 74.5 %；去乙酰高乌甲素峰面积明显升高，升高率为 62.2 %；高乌甲素、冉乌头碱及去

乙酰冉乌头碱峰面积基本不变；同时，有新的色谱峰产生，说明经炮制有新成分产生；白喉乌头生品及炮制品提取液浓度分别为

在 5000、2500、1250、625、312.5 滋g/mL给药 48 h，与白喉乌头生品提取液相比，其炮制品提取液细胞抑制率明显降低（P＜0.05），

白喉乌头生品及炮制品的 IC50分别是 1826.70 滋g/mL、3192.48 滋g/mL。结论：白喉乌头经炮制，主要成分的色谱峰面积发生了变
化，同时有新色谱峰产生，其毒性成分乌头碱、次乌头碱峰面积明显减少，说明乌头碱、次乌头碱含量减少，通过 MTT比色法检测

细胞毒性，证明其达到减毒目的。
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Study on Alkaloid Composition Changes and Cytotoxicity of Aconitum
Leucostomum Worosch and its Processed Products*

To compare the content changes and cytotoxicity of alkaloids in raw and processed (Kazakh processing

method) Aconitum leucostomum Worosch. The raw and processed A. leucostomum were analyzed and compared by high per-

formance liquid chromatography, and the changes of alkaloids in each extract before and after processing were determined. MTT assay

was used to compare the cytotoxicity of raw and processed A . leucostomum. The peak area of aconitine and hypaconitine

decreased by 45.1 % and 74.5 %, The peak area of N-deacetyllappaconitine was increased 62.2 %. The peak areas of lappaconitine, rana-

conitine and N-deacetylranaconitine were almost unchanged. New chromatographic peaks were produced, indicating that new compo-

nents were produced after processing. Concentrations were 5000, 2500, 1250, 625, 312.5 滋g / mL for 48 h, Compared with the raw A.

leucostomum, the cell inhibition rate of the processed A. leucostomum was significantly decreased(P<0.05), The IC50 of raw and pro-

cessed products were 1826.70 滋g/mL and 3192.48 滋g/mL, respectively. After processing, the chromatographic peak area of

the main components changed, and new chromatographic peaks were generated. The peak areas of aconitine and hypaconitine, the toxic

components, decreased significantly, indicating that the contents of aconitine and hypaconitine decreased. The cytotoxicity was detected

by MTT method, and it was proved to achieve the purpose of reducing toxicity.
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前言
白喉乌头（Aconitum leucostomum Worosch.）为毛茛科乌

头属多年生草本植物，主要分布在新疆伊犁、阿勒泰地区，甘肃
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西北部及东北地区也有分布[1,2]，因其具有毒性，对当地牧民及

家畜带来安全隐患[3,4]。同时，白喉乌头作为植物药材，在我国传

统医药和民族医药中有较为广泛的使用[5]，《新疆植物志》中记

载白喉乌头能祛风散寒、消肿止痛、通经活络，在治疗风湿类疾

病方面，有其独特的优势[6]。

白喉乌头中的生物碱主要为二萜生物碱[7]，二萜生物碱主

要为 C18型二萜生物碱、C19型二萜生物碱、C20型二萜生物

碱和双二萜生物碱[8]。二萜类生物碱具有抗炎、镇痛、抗心律失

常、杀虫等作用[9-12]，是目前研究最广泛的一类生物碱，同时也

是植物及药材中最具毒性的成分之一[13]。

白喉乌头需经过炮制后才能入药，因此，如何在降低毒性

的同时，保证其安全有效应用及最大化发挥其价值是白喉乌头

研究的重点[14]。经前期研究发现，与其他炮制方法相比，哈萨克

炮制法对白喉乌头药效成分提取率较高且毒性较小[15]，故本文

使用哈萨克炮制法。经过炮制，白喉乌头的生物碱成分可能会

有变化，本研究通过分析白喉乌头炮制前后的液相图谱及不同

浓度提取液对 H9c2心肌细胞的毒性作用，为白喉乌头及其炮

制品更为安全的开发利用提供依据。

1 材料与方法

1.1 仪器

高效液相色谱仪（Waters 2695, Separations Module）；超纯

水仪（Heal Force）；HHS-24电热恒温水浴锅（上海东星建材试

验设备有限公司）；多功能粉碎机（型号：500A，上海塞耐机械

进出口有限公司）；电子分析天平（新疆仁济堂药业有限公司）；

电子天平（余姚市金诺天平仪器有限公司）；酶标仪（美国Thermo

公司）；细胞培养箱（美国 Thermo公司）。

1.2 试剂

白喉乌头样品（采自新疆伊犁州尼勒克县，经过新疆医科

大学附属中医医院李永和主任中药师鉴定为正品）；高乌甲素

对照品（批号：MUST-20082519）、乌头碱对照品（批号：

MUST-20092510）、次乌头碱对照品（批号：MUST-20052710）、

新乌头碱对照品（批号：MUST-20080210），购于成都曼思特生

物科技有限公司；冉乌头碱对照品（批号：DST200410-053）、去

乙酰冉乌头碱对照品（批号：DST201201-413）、去乙酰高乌甲素

对照品（批号：DST200917-412），购于乐美天医药德思特生物公

司；胎牛血清（批号：BCBZ5164）、二甲基亚砜（批号：

WXBD4978C），购于美国 Sigma公司；磷酸盐缓冲溶液（批号：

AF29561133）、DMEM高糖培养基（批号：AG29643090）、青霉

素 /链霉素溶液（批号：J200017），购于美国 Hyclone公司；四氮

唑蓝（MTT）（德国 BioFroxx公司，批号：EZ6789D144）。

1.3 方法

1.3.1 色谱条件 色谱柱：XBridge TM-C18 生物碱专用色谱

柱（250 mm× 4.6 mm，5 滋m）；填充剂为十八烷基硅烷键合硅
胶；流动相为乙腈 -0.05 %冰醋酸（三乙胺调 pH为 7.25）梯度洗

脱（洗脱程序见表 1）。检测波长：243 nm；体积流量 1.0 mL/min。

柱温 30℃；进样量 10 滋L。结果对照品和供试品色谱图呈现良
好的分离度[16]。

表 1 梯度洗脱程序

Table 1 Gradient elution procedures

t/min Acetonitrile/% Glacial acetic acid/%

0 25 75

60 30 70

100 35 65

120 45 55

1.3.2 对照品溶液的制备 分别取高乌甲素对照品、乌头碱对

照品、次乌头碱对照品、新乌头碱对照品、冉乌头碱对照品、去

乙酰冉乌头碱对照品、去乙酰高乌甲素对照品 2.0 mg并精密

称定，用色谱纯乙腈定容配置成 1.0 mg/mL的对照品溶液。

1.3.3 供试品溶液的制备 白喉乌头生品将白喉乌头干燥块

根碾成粉末（过 6 号筛），取约 5 g 并精密称定，加入氨试液

5 mL密闭浸润后加入 50 mL无水乙醇称定质量，超声（23℃，

53 kHz）提取 20 min后再次称定质量并用无水乙醇补足，过

滤，滤液 60℃以下挥干；残渣加 20 mL l％HCl调 pH 2左右，

再加入氨水调 pH11左右，然后用三氯甲烷萃取 3次（每次 10mL)，

合并三氯甲烷层并 60℃以下挥干，残渣加乙腈定容至 5 mL溶

量瓶，微孔滤膜滤过，取续滤液，即得[15]。

白喉乌头炮制品 取白喉乌头干燥块根，洗净，加 10倍量

水浸泡，然后取 8%甘草和 10%黑豆与白喉乌头共煮（浸泡 24 h、

煎煮 4 h），取出晾干或烘干后，备用，待干燥后碾成粉末（过 6

号筛），其余方法同 2.3.1。

细胞实验供试品取白喉乌头生品及炮制品的干燥块根各

150 g，加 8倍量水浸泡 30 min，加热使其煮沸 30 min，4层纱布

过滤，重复 3次，合并 3次滤液，按照水煎液与 95 %乙醇 5：2

比例加入 95 %乙醇，置 4℃冰箱 80 h，以 2000 r/min转速离心

12 min，取上清液置于 65℃恒温水浴锅内，浓缩为 3倍药液，

以供细胞实验使用。

成分变化率 =（白喉乌头炮制品峰面积 -白喉乌头生品峰

面积）/白喉乌头生品峰面积

1.3.4 细胞培养 采用大鼠心肌 H9c2细胞系（购于武汉博士

德生物工程公司，货号：CX0125）。将 H9c2细胞培养于含 10 %

胎牛血清的 DMEM培养液中，置 37℃、5 % CO2的恒温培养

箱中培养。

1.3.5 细胞接种 当 H9c2细胞培养至超过培养瓶底部 80 %

时，去培养液后用 PBS 清洗、离心，加入新的培养液混匀，取

10 滋L混悬液进行细胞计数，算出混悬液细胞浓度，稀释到相
应浓度接种到 96孔板细胞培养板中，每孔加入含有 2× 104个
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图 1 白喉乌头生品及炮制品高效液相色谱图

注：A对照品 B生品供试品 C炮制品供试品

1新乌头碱 2高乌甲素 3乌头碱 4冉乌头碱 5去乙酰冉乌头碱 6去乙酰高乌甲素 7次乌头碱

Fig.1 High performance liquid chromatography of raw and processed A. leucostomum

Note: A Reference substance B Raw A. leucostomum C Processed A. leucostomum

1 Mesaconine 2 Lappaconitine 3 Aconitine 4 Ranaconitine

5 N-deacetylranaconitine 6 N-deacetyllappaconitine 7 Hypoaconitine.

表 2 各生物碱含量的变化测定结果

Table 2 Results of content determination of various alkaloids

H9c2细胞的 100 滋L混悬液，继续在 37℃恒温培养箱中培养

24 h。

1.3.6 细胞给药 将 96孔板的细胞分为空白组（不含细胞）、

对照 组、 白 喉 乌 头 生 品 组（5000、2500、1250、625、312.5

滋g/mL）、 白 喉 乌 头 炮 制 组（5000、2500、1250、625、312.5
滋g/mL），每组设 3个复孔。倒去旧液，给药组各孔加入 200 滋L
药液，其余各组加入同体积的完全培养基，边缘孔加入 200 滋L
PBS，置于 37℃恒温培养箱中培养 48 h，换新培养液，每孔加

入 20 滋L现配的MTT溶液，继续在 37℃恒温培养箱中培养

4 h。弃去上清液，每孔加入 150 滋L DMSO，摇床震荡 10 min后

用酶标仪检测 490 nm波长处的吸光度值。

细胞抑制率 =1-[（实验组细胞 OD值 -空白组细胞 OD值）

/（对照组细胞 OD值 -空白组细胞 OD值）× 100%]

1.4 数据处理

统计学方法采用 SPSS 26.0软件进行统计分析，组间采用

单因素方差分析（One-way ANVOA）进行统计学分析，P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 白喉乌头生品及炮制品成分含量变化

经考察比较白喉乌头及炮制品色谱图发现，白喉乌头经炮

制后乌头碱和次乌头碱的峰面积明显下降，与生品相比下降率

分别 45.1 %和 74.5 %；去乙酰高乌甲素峰面积明显升高，与生

品相比升高率为 62.2 %，可能是因为高乌甲素水解反应生成去

乙酰高乌甲素；高乌甲素、冉乌头碱及去乙酰冉乌头碱的峰面

积基本保持不变；未知成分（编号 8）的峰面积有所下降；炮制

后新增五种成分（编号Ⅰ-Ⅴ），具体成分有待进一步研究。见图

1、表 2。

Name Peak time (min) Number Peak area Rate of change (%)

Raw A. leucostomum 95 2 796857

110 3 2451627

114 4 2446145

119 5 10558176

122 6 664098

126 7 2757599

136 8 251333

Processed A. leucostomum 15 Ⅰ 972281 \

66 Ⅱ 524189 \

71 Ⅲ 288040 \

83 Ⅳ 384095 \
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86 Ⅴ 965989 \

95 2 675489 -15.2%

110 3 1345077 -45.1%

114 4 2778802 +13.6%

119 5 11597517 +9.8%

122 6 1077001 +62.2%

126 7 678120 -74.5%

136 8 112428 -55.27%

2.2 白喉乌头生品及炮制品提取液对 H9c2心肌细胞毒性作用

与空白对照组相比，随着给药浓度的增加，细胞皱缩成圆

形、椭圆形及不规则形状的程度加深，细胞胞体的折光性下

降，细胞胞浆深色沉积斑点增多。将白喉乌头生品及炮制

品提取液分别配制成 5000 滋g/mL、2500 滋g/mL、1250 滋g/mL、
625 滋g/mL、312.5 滋g/mL浓度的药液，48 h后，白喉乌头生品
对 H9c2细胞的抑制率分别为 85.93± 3.42 %、43.12± 4.30 %、

30.52± 5.63 %、21.39± 1.76 %、11.24 ± 2.33 %；其炮制品对

H9c2细胞抑制率明显降低（P＜0.05），分别为 62.93± 1.53 %、

32.65± 7.16 %、18.30± 5.48 %、15.10± 5.92 %、6.56± 5.42 %，

白喉乌头生品及炮制品的 IC50分别是 1826.70 滋g/mL、3192.48
滋g/mL。见图 2、表 3。

3 讨论

本文使用的哈萨克炮制法来源于吾买尔夏提等编著的《新

疆药用乌头的民族植物学》，该方法较成熟且为乌头类药物的

常用炮制方法，具有一定的代表性。炮制方法中加入的甘草及

黑豆，对减毒效果产生一定的积极作用[17]，甘草作为炮制辅料

在提高药效的同时[18]，能降低毒性和副作用[19]，也有研究表明，

甘草甜素对毒性成分具有一定吸附性，使毒性降低[20]；黑豆作

为炮制辅料也同样能降低毒副作用[21]。

白喉乌头是毒性药材，课题组前期研究表明，白喉乌头的

LD50为 3.21 g/kg，其中二萜类生物碱是乌头属药材的主要药物

活性成分，也是毒性成分[22,23]。有文献报道，白喉乌头中高乌甲

素、去乙酰高乌甲素、冉乌头碱、去乙酰冉乌头碱均具有抗心律

失常活性[24,25]，同时乌头碱有导致心律失常的毒副作用[26]，乌头

碱通过兴奋迷走神经，大量释放乙酰胆碱，诱发窦性心律过缓，

严重可导致窦性停搏[27]。因此，如何在降低毒性的同时，保证其

安全有效地应用于临床成为近年来白喉乌头的研究热点。

本研究中，乌头碱及次乌头碱含量明显降低，因其加热水

解成亲水性较强的单酯型生物碱 ---苯甲酰乌头碱后其毒理性

降低，仅为乌头碱的 1/200；同时再进一步水解成氨基醇类生物

碱 ---乌头原碱，则其毒性再次降解到乌头碱毒性的 1/2000[28]，

炮制后产生的生物碱可能含有水解成份苯甲酰乌头碱及乌头

原碱；去乙酰高乌甲素具有一定毒性，其毒性较高乌甲素弱[29,30]，

经过炮制，去乙酰高乌甲素峰面积明显升高，说明其含量增加，

可能是因为高乌甲素水解反应生成去乙酰高乌甲素[29]，毒性进

一步降低；炮制后，冉乌头碱及去乙酰冉乌头碱的峰面积基本

保持不变，说明炮制前后其含量无明显差异，可能是因为其较

难水解；同时，冉乌头碱及去乙酰冉乌头碱作为白喉乌头的药

物活性成分，炮制后其含量保持不变对炮制品的药物功效有一

定积极作用，本研究结合 MTT比色法进行细胞毒性实验为后

续研究成分、毒理及药效之间的关系提供了依据。

正常 H9c2心肌细胞呈长梭形[31]，前期实验研究发现，药物

干预 4 h，12 h 细胞形态无明显变化且略出现增殖现象 [15]，

24 h后出现脱壁死亡现象，故选择了 48 h的药物干预时间。

综上所述，通过研究哈萨克炮制方法对白喉乌头的炮制减

毒作用及白喉乌头炮制前后生物碱成分的变化及炮制后细胞

毒性的降低，确定白喉乌头的炮制减毒存效方法，进而为白喉

乌头安全有效的应用于临床奠定了基础。
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表 3 白喉乌头生品及炮制品对 H9c2心肌细胞的毒性作用

Table 3 Toxic Effects of Raw and Processed A. leucostomum Worosch on H9c2 Cardiomyocytes

Name Concentration(滋g/mL) Inhibitory rates(%) IC50

Normal 0 0

Raw A. leucostomum Worosch 5000 85.93± 3.42

2500 43.12± 4.30

1250 30.52± 5.63 1826.70

625 21.39± 1.76

312.5 11.24± 2.33

Processed A. leucostomum Worosch 5000 62.93± 1.53*

2500 32.65± 7.16* 3192.48

1250 18.30± 5.48*

625 15.10± 5.92*

312.5 6.56± 5.42*
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