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小活络丸中单酯型生物碱类成分含量测定及质量评价
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【摘要】目的  拟定小活络丸中苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱和苯甲酰次乌头

原碱的含量测定方法，完善小活络丸的质量控制标准。方法  采用 HPLC 法，色谱柱为 Shim-

pack Scepter C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈 -0.1% 磷酸溶液（22 ∶ 78），流

速为 1.0 mL/min，检测波长为 232 nm，柱温为 35 ℃，进样量为 10 μL。测定苯甲酰新乌头原碱、

苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱的总含量，并对小活络丸进行相关质量评价。结果   苯甲

酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱分别在 0.077 4~1.548 0、0.016  2~0.324  0、

0.016 1~0.322 0 μg 质量范围内线性关系良好（r≥0.999 8），平均回收率分别为 97.81%、

96.29%、100.06%，RSD 分别为 1.38%、1.88%、1.58%（n=6）。依据测定结果拟定小活络丸

中 3 种单酯型生物碱含量不低于 55.1 μg/g 的限量标准，28 个企业的 149 批样品中，有 5 批样

品含量低于拟定限度，均来自同一企业。结论  建立的 HPLC 法准确性高、专属性强，测得的

小活络丸中单酯型生物碱含量限定标准可作为该药质量评价的重要补充。 
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【Abstract】Objective  To establish a method for determining the content for benzoyl 
newaconitine, benzoyl aconitine, and benzoyl hypaconitine in Xiaohuoluo pills, and to improve 
the quality control standards of it. Methods  HPLC method was used with a Shim pack Scepter 
C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm). The mobile phase was acetonitrile and 0.1% phosphoric acid 
solution (22 ∶ 78), the flow rate was 1.0 mL/min, the detection wavelength was 232 nm, the column 
temperature was 35 ℃, and the injection volume is 10 μL. The total content of benzoyl newaconitine, 
benzoyl aconitine, and benzoyl hypaconitine was determined, and the quality of Xiaohuoluo pills was 
evaluated accordingly. Results  The linear relationships of benzoyl newaconitine, benzoyl aconitine, 
and benzoyl hypaconitine were good within the mass range of 0.077  4-1.548 0, 0.016  2-0.324 0 and 
0.016 1-0.322 0 μg, respectively (r≥ 0.999 8). Their average recovery rates were 97.81%, 96.29% and 
100.06%, and the RSD were 1.38%, 1.88% and 1.58% (n=6), respectively. Based on the measurement 
results, limit standard of not less than 55.1 μg/g for the three types of ester alkaloids were determined. 
Among the 149 batches of samples from 28 enterprises, the contents of 5 batches were below the 
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proposed limit, all from the same enterprise. Conclusion   The established HPLC method has high accuracy and 
strong specificity. The content limit standard for ester alkaloids in Xiaohuoluo pills established in this study can be 
served as an important supplement to the quality evaluation of this compound medicine.

【Keywords】Xiaohuoluo pills; Monoester alkaloids; Content determination; Quality evaluation; Benzoyl 
newaconitine; Benzoyl aconitine; Benzoyl hypaconitine

小活络丸，源自我国民间流传的活络丹方

剂——宋代《太平惠民与药局方剂》卷一《活

络丹》方剂，原名活络丹。由于大活络丹（丸）

方由 50 味药组成，小活络丹（丸）方只用了 6

味药，原则上功效也不一样，故后世为了将这

两种成药区分开来，前者命名为“大活络丹”，

后者命名为“小活络丹”。小活络丸现收载于

《中国药典（2020 年版）》一部，其制法如下：

胆南星 180 g、制川乌 180 g、制草乌 180 g、地

龙 180 g、乳香（制）66  g、没药（制）66 g，

以上 6 味药粉碎成细粉，过筛，混匀。每 100 g

粉末加炼蜜 120~130 g 制成小蜜丸或大蜜丸，即

得。其有祛风散寒、化痰除湿、活血止痛的功

效，适用于关节痹症 [1]。方中制川乌、制草乌辛

热燥散，善祛风除湿、散寒之痛，二者相须为用，

药力更著，恰中病机，故为君药。川乌、草乌经

加热处理、水煮等炮制后，乌头碱、新乌头碱、

次乌头碱等双酯型生物碱类毒性成分，包括转化

为苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰

次乌头原碱等单酯型生物碱（也是主要的有效成

分），毒性显著降低，安全治疗指数升高 [2]。《中

国药典（2020 年版）》一部中制川乌和制草乌【含

量测定】项将这 3 种单酯型生物碱作为指标成分

进行测定。但在现行小活络丸药典标准中，仅对

制草乌和制川乌的乌头碱限量作为【检查】项列

出，缺失了对单酯型生物碱这一关键有效成分的

质量控制，无法衡量制草乌和制川乌的投料质量

与数量。为全面、客观地评价小活络丸的质量，

本研究拟通过建立一种适合检测小活络丸中 3 种

单酯型生物碱含量的方法 [3-5]，在对不同企业、不

同产地、不同批次的小活络丸中 3 种单酯型生物

碱含量测定的基础上，拟定 3 种单酯型生物碱成

分的含量限度，并对小活络丸的质量进行评价。

1  材料

1.1  主要仪器
Waters e2695 高 效 液 相 色 谱 仪， 包 括 2998 

PDA 检 测 器（ 美 国 沃 特 斯 公 司 ）；Sartorius 

BP211D 电子分析天平（德国赛多利斯公司）；

ME204 电子分析天平 [ 梅特勒 - 托利多（上海）

有限公司 ]。

1.2  主要药品与试剂
149 批小活络丸（大蜜丸、小蜜丸）来自 31

个省市自治区，共涉及 28 家生产企业；胆南星（批

号：220901）、 地 龙（ 批 号：JZ00202205024）、

乳香（制）（批号：220901）、没药（制）（批号：

220901）、炼蜜（批号：0920220601）等饮片均购

自北京同仁堂，且均符合《中国药典（2020 年版）》

检验标准；对照品：苯甲酰新乌头原碱（批号：

111795-201303，纯度 96.3%）、苯甲酰乌头原碱（批

号：111794-201303，纯度 98.8%）、苯甲酰次乌

头原碱（批号：111796-201303，纯度 97.5%）均

购自中国食品药品检定研究院；乙腈为色谱纯，其

余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2  方法与结果

2.1  色谱条件
采用 HPLC 法，色谱柱为 Shim-pack Scepter 

C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙

腈 -0.1% 磷酸溶液（22 ∶ 78），流速为 1.0  mL/ min，

检 测 波 长 为 232 nm， 柱 温 为 35 ℃， 进 样 量 为

10  μL[1]。按苯甲酰新乌头原碱峰计，理论板数不

低于 8 000。

2.2  溶液的制备
2.2.1  混合对照品溶液

分别精密称取苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌

头原碱、苯甲酰次乌头原碱对照品适量，加乙腈

溶解并定量稀释制成每 1 mL 中分别含 400、70、

70 μg 的溶液，作为对照品贮备液；精密量取对

照品贮备液各 5 mL，置 50 mL 量瓶中，加 0.1%

磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.2  供试品溶液
取【 重 量 差 异】项 下 的 本 品， 剪 碎， 混

匀，取约 3.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，
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精密加入 0.1  mol/L 盐酸溶液 25 mL，密塞，称

定重量，超声（功率：500 W，频率：40 KHz）

处理 45  min，放冷，再称定重量，用上述溶液

补足减失的重量，摇匀，离心 10 min，滤过，

精 密 量 取 续 滤 液 10 mL， 加 在 固 相 萃 取 柱 上

（填充剂：混合型阳离子交换反相吸附剂，规

格：150  mg/6  mL，预处理洗脱：乙腈 6 mL、水

6  mL），用水 3 mL、5% 氨溶液 5  mL、水 5 mL、

甲醇 5 mL、乙腈 5 mL 依次洗脱，至洗脱液流尽，

放置约 5 min，再用乙腈 - 浓氨试液（9 ∶ 1）的混

合溶液 10 mL 洗脱，收集洗脱液，40℃以下减压

回收溶剂至干，残渣用乙腈 -0.1% 磷酸（20  ∶  80）

的混合溶液溶解，定容至 5 mL，微孔滤膜滤过，

取续滤液，即得。

2.2.3  缺制川乌和制草乌的阴性样品溶液
取除制川乌和制草乌外的其余药材胆南星、

地龙、乳香（制）、没药（制）适量，粉碎成细粉，

过六号筛，混匀，加入炼蜜，制成阴性制剂大蜜丸，

按“2.2.2”项下方法制成阴性样品溶液。

2.3  系统适用性试验
精密量取对照品溶液、供试品溶液和阴性样

品溶液适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，

记录色谱图（图 1）。阴性样品对测定结果无干扰，

待测成分专属性良好。

色谱图，以待测成分的进样量为横坐标（X， μg）、

峰面积为纵坐标（Y）绘制标准曲线，结果见

表 1。结果表明苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头

原碱、苯甲酰次乌头原碱分别在一定质量范围内

线性关系良好。

图1  HPLC色谱图

Figure 1. HPLC chromatogram
注：A. 对照品；B. 供试品；C. 阴性样品；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。

表1  线性关系考察

Table 1. Linear relationship investigation

成分 回归方程 r 线性范围（μg）

苯甲酰新

乌头原碱

Y=1.29×106X-2.72×104 1.000 0 0.077 4～1.548 0

苯甲酰

乌头原碱

Y=1.35×106X-7.07×103 1.000 0 0.016 2～0.324 0

苯甲酰次

乌头原碱

Y=1.21×106X-8.33×103 0.999 8 0.016 1～0.322 0

2.5  精密度试验
取混合对照品溶液按“2.1”项下色谱条件连

续进样 6 次，记录色谱图。计算得苯甲酰新乌头

原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱色谱

峰面积的 RSD 分别为 0.18%、0.94%、1.03%（n=6），

结果表明仪器精密度良好。

2.6  稳定性试验
取 同 一 供 试 品 溶 液（ 企 业 28， 批 号：

20220901） 分 别 在 放 置 0、3、6、9、12、17、

24、37、48 h 时取样，按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录色谱图。计算得苯甲酰新乌头原碱、

苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱色谱峰面积的

RSD 分别为 0.53%、1.50%、0.77%（n=9），结果

表明供试品溶液在 48 h 内稳定性良好。

2.7  重复性试验
取同一样品（企业 28，批号：20220901），

按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液 6 份，再按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。

计算得苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、

苯甲酰次乌头原碱的平均含量为 89.70、11.55、

21.59  μg/g，RSD 分 别 为 0.53%、2.11%、0.82%

（n=6），结果表明该方法重复性良好。

2.8  回收率试验
精密量取 3 种不同浓度的对照品溶液苯甲酰

新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱和苯甲酰次乌头原

碱各 1 mL，再精密称取同一样品（企业 28，批号：

20220901）1.5 g，按“2.2.2”项下方法制备回收

率试验的供试品溶液，平行 6 份，并按“2.1”项

下色谱条件进样测定，记录色谱图，结果见表 2。

结果表明该方法回收率良好。

 2  3

1

 2  3

1

A

B

C

0.00           5.00          10.00          15.00         20.00          25.00         30.00         35.00          40.00         45.00          50.00         55.00  t/min

0.00           5.00          10.00          15.00         20.00          25.00          30.00          35.00          40.00         45.00          50.00         55.00  t/min 

0.00           5.00          10.00          15.00         20.00          25.00          30.00          35.00          40.00         45.00          50.00         55.00  t/min 

2.4  线性关系考察
分别取混合对照品溶液 1、2、5、10、15、

20 μL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录
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表2  回收率试验结果（n=6）
Table 2. Recovery test results (n=6)

成分 取样量（g） 供试品含量（μg） 对照品加入量（μg） 测得总量（μg） 回收率（%） 平均回收率（%） RSD（%）

苯甲酰新

乌头原碱

1.500 6 134.603 8 133.40 267.081 3 99.31 97.81 1.38

1.501 1 134.648 7 265.287 5 97.93

1.501 7 134.702 5 264.328 1 97.17

1.505 1 135.007 5 264.359 4 96.96

1.509 1 135.366 3 263.531 3 96.08

1.508 8 135.339 4 267.965 6 99.42

苯甲酰

乌头原碱

1.500 6   17.331 9 17.40   33.850 0 94.93 96.29 1.88

1.501 1   17.337 7   34.359 4 97.83

1.501 7   17.344 6   34.146 9 96.56

1.505 1   17.383 9   33.796 9 94.33

1.509 1   17.430 1   33.993 8 95.19

1.508 8   17.426 6   34.637 5 98.91

苯甲酰次

乌头原碱

1.500 6   32.398 0 32.56   64.031 3 97.15 100.06 1.58

1.501 1   32.408 7   65.193 8 100.69

1.501 7   32.421 7   64.878 1 99.68

1.505 1   32.495 1   65.259 4 100.63

1.509 1   32.581 5   65.296 9 100.48

1.508 8   32.575 0   65.706 3 101.75

2.9  耐用性考察
选 用 不 同 厂 家 的 色 谱 柱（Shim-pack Scepter 

C18 和 2 根不同批号的 CAPCELL PAK C18），照拟

定的方法进行测定，计算得单酯型生物碱含量分

别为 198.414、206.645、202.943 μg/g，RSD 为 2.10%

（n=3）。结果表明方法的耐用性良好。

2.10  样品测定
按照供试品方法制备，对 149 批小活络丸中

苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次

乌头原碱含量进行测定，结果见表 3。

2.11  质量分析
2.11.1  拟定限度

选取合格制川乌和制草乌各 3 批，按处方生

产工艺，制备模拟制剂 3 批。以拟定方法测定制

川乌、制草乌和模拟制剂各 3 批。模拟制剂中 3

种单酯型生物碱含量分别为 200.122、160.311、

167.020  μg/g， 从 而 计 算 转 移 率 分 别 为 85.2%、

92.1%、88.1%。适合工业化大生产，在最低转移

率 85.2% 的基础上下浮 20%，即以 65.2% 转移率

计算小活络丸中苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头

原碱及苯甲酰次乌头原碱的总含量，结果应不低

于 55.1  μg/g。

最低总含量 =（0.070%×180 g /1917   g+ 

0.020%×180 g/1 917 g）×65.2%=55.1 μg/g

注：0.070% 和 0.020% 分别为制川乌和制草

乌 3 种成分的最低限量值；炼蜜按粉末 1.25 倍量

（180×4+66×2）×1.25=1 917 g 加入。

2.11.2  质量结果分析
建立 HPLC 法对 28 个生产企业 149 批小活

络丸的 3 种单酯型生物碱含量进行检测，结果见

图 2 和图 3。

149 批 样 品 单 酯 型 生 物 碱 的 含 量 为 7.717~ 

448.482 μg/g。 从 频 数 图 可 以 看 出，14 批 样 品

含 量 低 于 100 μg/g， 均 来 自 企 业 10；81 批 样

品 含 量 处 于 101~200 μg/g，42 批 样 品 含 量 处 于

201~300  μg/ g；12 批样品含量高于 300 μg/g，涉及

5 家企业，分别为企业 9、企业 14、企业 19、企

业 22 和企业 27。单酯型生物碱含量集中分布于

100~300 μg/g 区间内，共计 123 批，占比 82.6%，

说明多数企业制川乌和制草乌的原料药质量较好。

从箱线图可以看出，企业 9 有 1 批、企业

13 有 2 批、企业 21 有 1 批，以上 3 个企业的单

酯型生物碱含量出现了异常值，波动较大，表明

这 3 个企业对制川乌和制草乌来源及生产工艺参

数控制不太稳定。另外，企业 27 的单酯型生物

碱含量均值最高，企业 9 含量均值次之，企业 10

含量均值最低，其间的含量均值差异也较大，提

示生产企业需加强原料药的质量控制。

结 合 拟 定 限 度 分 析， 有 5 批 样 品（ 企 业

10， 批 号：20210701、20220105、20220104、
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表3  149批小活络丸单酯型生物碱含量测定结果（μg/g，n=2）
Table 3. Monoester alkaloids of content determination in 149 batches of Xiaohuoluo pills (μg/g, n=2)

生产企业 批号 含量 生产企业 批号 含量 生产企业 批号 含量

企业1 220601 201.079 企业11 20221002 137.832 企业20 20220805 131.403

220602 213.857 20221011 131.848 20220901 133.922

企业2 2207011 173.689 20221001 127.223 20221103 214.700

2207012 167.227 企业12 220801 269.680 20221104 226.119

企业4 220006 204.517 220702 262.965 20220802 141.902

220002 166.966 221201 251.835 20221102 162.616

220003 167.109 企业13 4940020 171.438 20220804 129.558

企业5 210110 248.253 4940022 156.426 20220803 132.042

220100 233.258 4940023 179.093 20221107 224.554

220060 174.447 4940024 190.640 20211201 153.301

220040 159.040 4940021 172.163 20221101 125.959

230020 232.081 企业14 20220902 316.579 20221106 224.938

230040 201.902 20220903 308.935 20211203 160.176

企业6 202206138 238.884 20220905 273.868 20220603 200.796

202209108 237.769 20220301 181.710 20220704 132.924

企业7 220909 171.532 20220901 239.955 20220702 197.419

221111 148.876 20220601 294.257 20221105 226.324

211012 165.191 20230302 172.482 20230206 224.070

220908 138.166 20230301 177.519 20230207 227.734

230101 184.991 企业15 2211058 207.206 20230204 224.922

221212 172.767 2211059 222.183 20230205 227.829

企业8 M20210702 213.629 2204037 164.509 企业22 20220101 252.688

M20220620 181.944 2204035 169.064 20220903 351.673

M20220624 164.269 2206046 164.223 企业23 024209 294.049

企业9 220401 448.482 企业16 221001 260.831 029209 269.470

210301 352.558 220501 177.029 019205 245.879

220301 331.115 企业17 120085 160.357 027209 268.042

220802 417.510 120136 154.767 企业24 220701 226.458

210803 166.126 120067 152.998 221001 223.121

企业10 20220704   85.527 120137 170.824 220901 217.291

20220602   60.971 120169 198.414 2301032 204.037

20220903 105.729 130045 187.184 2301031 206.493

20211005   50.493 130046 193.879 企业25 220902 276.440

20221102   87.361 企业18 12210036 126.622 企业3 3E53001 227.639

20220908 118.796 122040082 114.526 企业26 220503 205.859

20220909 133.859 12210037 162.693 220101 179.547

20220105   46.881 12210035 116.796 221101 180.116

20211009   95.156 12110081 150.608 221201 190.126

20221008   93.589 12208027 133.250 221101 170.907

20211010   52.923 企业19 2203002 178.181 221201 178.889

20221001   78.391 2203003 176.688 221001 186.340

20220905 107.134 2205001 181.086 220801 170.030

20220104   50.051 2203001 313.640 211002 162.638

20220707   94.638 企业21 20220702 148.979 企业27 20220267 352.833

20220705 118.141 20221007 186.014 20211277 399.077

20221002   90.155 20221201 175.077 20211051 372.117

20210304 164.588 20221202 184.351 202211133 390.304

20210701     7.717 20221203 189.031 企业28 20220901 120.806

20220902 103.215 20221004 181.638 20220301 170.708

20221004   84.470 20221005 181.223
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20211005、20211010）中 3 种单酯型生物碱含量

低于拟定限度，其中有 1 批（7.717 μg/g）严重

低于拟定限度（55.1 μg/g）。为估算该样品中制

川乌和制草乌的投料量，分别按制川乌和制草乌

处方用量的 5% 和 10% 制备模拟制剂各 3 批，

以拟定方法测定，结果显示 5% 和 10% 模拟制

剂 中 3 种 成 分 总 量 平 均 值 分 别 为 8.925 μg/g 和

17.650  μg/ g，计算样品中制川乌和制草乌的投料

约为处方正常用量的 4.3%。提示该企业生产的小

活络丸（大蜜丸）在投料方面存在严重风险。

本次检测中发现有 1 个企业的 5 个批号的小

活络丸（大蜜丸）样品中 3 种单酯型生物碱总量

低于拟定限度，其中 1 个批号严重低于拟定限度。

图2  3种单酯型生物碱含量频数分布图

Figure 2. Frequency distribution of three monoester 

alkaloids

3  讨论

3.1  提取溶剂和方法的考察
本研究考察了加入 0.1 mol/L 盐酸量分别为

20、25、30、50 mL 时 3 种生物碱的提取率，结

果无明显差异，因此选取 25 mL 作为提取溶剂量。

考察了加入 25 mL 水、0.1 mol/L 盐酸、0.2 mol/ L

盐酸 3 种不同溶剂超声处理 40 min 及 0.1 mol/L

盐酸分别超声处理提取 15、30、45、60 min 对

3 种单酯型生物碱提取率的影响，结果表明以

0.1  mol/ L 盐酸为提取溶剂，超声处理 45 min 时，

3 种单酯型生物碱的提取率最大。综合考虑各因

素影响，最终选择加入 0.1 mol/L 盐酸 25 mL、超

声处理 45  min 为最终提取条件。

3.2  样品测定
小活络丸中制川乌、制草乌同为君药，3 种

单酯型生物碱为其主要有效成分。通过本研究

发现：该批样品（企业 10，批号：20210701）

中制川乌、制草乌投料量仅为正常投料的 4.3%

（处方中制川乌、制草乌用量约为每 100 g 制剂

中投料 18.8 g，该批次用量为每 100 g 制剂中投

料 0.79 g），该企业疑似存在未按处方投料或以

劣药投料的情况；另外，不同生产企业、同一

企业不同批次之间的质量差异较大，这可能与

各企业的原药材以及具体生产工艺流程有关，

提示各生产企业需加强监控生产过程以及关注

药材源头的质量，完善企业内部原料、中间品

和成品的质量控制标准，以保证药品质量。

3.3  方法评价
方剂中的君药是指针对主病或主证起主要治

疗作用的药物 [6]，医家有谓上药为君，主养命，大

抵养命之药宜多君 [7]。小活络丸中的制川乌和制

草乌作为君药，3 种单酯型生物碱为其主要有效成

分，3 种成分的减少将使制剂的临床药效降低，对

图3  28个企业149批样品中3种单酯型生物碱含量箱线图

Figure 3. Box plots of the contents of three monoester alkaloids in 149 batches of samples from 28 enterprises
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有效性产生影响。制川乌和制草乌作为炮制品，

炮制 [8-11] 的方法差异、不同产地的制川乌 [8,  12] 和制

草乌质量的差异，导致制川乌、制草乌中的单酯

型生物碱含量高低不同，这也是不同企业间含量

差异的原因之一；参考《中国药典》中制川乌和

制草乌项下含量最低限度，结合转移率，制定出

小活络丸制剂的最低限度。本研究中在采用 HPLC

法同时测定 149 批小活络丸中 3 个单酯型生物碱

成分的含量的基础上，通过对检测数据进行分析，

拟定了小活络丸中 3 种单酯型生物碱限量标准，

方法简便、专属性强，为临床用药效果、制剂质

量标准和评价整体质量提供了参考。
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