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液相色谱 -质谱法测定云南草乌中双酯型生物碱的含量

李继印 1），张瑞林 1），方 平 2），薜 薇 1），郑贵红 3），李树华 1）

（1） 昆明医科大学法医学院，云南 昆明 650500；2） 云南省公安厅刑侦总队，云南 昆明 650228； 3） 禄

劝县公安局，云南 禄劝 651500）

［摘要］ 目的 采用液相色谱 - 串联质谱法测定云南 4 种不同产地草乌中双酯型生物碱 （乌头碱、次乌头碱、

新乌头碱） 的含量．方法 草乌块根粉碎后经甲醇浸泡，用液相色谱 - 串联质谱仪检测，分别采用多个特征离子

和外标标准曲线法对 3 种乌头碱进行定性、定量分析．结果 乌头碱、次乌头碱、新乌头碱在 1～100 ng/mL 范围

内线性关系良好 （r 分别为 0.999 9，1.000 0 和 0.999 9），检出限分别为 0.33 ng/mL、0.15 ng/mL 和 0.03 ng/mL；回

收率均高于 98%，日内及日间精密度均小于 5%．测定结果表明，4 种草乌中均含有乌头碱、次乌头碱和新乌头

碱，但含量有差异．结论 液相色谱 - 串联质谱法简便快速，可试用于生物样品中乌头碱、次乌头碱和新乌头碱

的检验．
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Determination of the Content of Diester Type Aconitum
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［Abstract］ Objective To determine the content of four different origin type double ester alkaloids of radix

aconiti （aconitine，hypaconitinen and new aconitine） in Yunnan Kusnezoff Monkshood by LC-MS/MS method．

Methods The roots of radix aconiti kusnezoffii were soaked with methanol after crushed，which were analysed by

LC-MS/MS， multiple characteristic ion pairs and the external standard method were dopted to aconitine、

hypaconitine and mesaconine for qualitative and quantitative analysis respectively．Results The linear ranges were

1～100 ng/mL for three alkaloids （correlation coefficient are 0.9999, 1.000 0，0.999 9 respectively）．The detection

limits were 0.33 ng/mL，0.15 ng/mL and 0.03 ng/mL respectively．The recoveries were above 98％，intra- and

inter-day precisions were all less than 5% ．The determination results showed that there were aconitine，

hypaconitine and mesaconine in 4 radix aconiti kusnezoffii，but the contents were different．Conclusion The

method is accurate, sensitive，specific and simple，can be used to detect aconitine，hypaconitine and mesaconine

in biological samples．

［Key words］ LC-MS/MS；Yunnan kusnezoff monkshood；Aconitine；Hypaconitine；Mesaconine

草乌为毛茛科 （Ranunculaceae） 乌头属植物

（Aconitum L） ．与北草乌不同的是云南草乌主要

以黄草乌或滇南草乌为基源植物[1]，云南乌头属植

物资源有 66 种 [2，3]，分布广泛，主要分布于滇西
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表 1 乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的线性关系

Tab. 1 Linearity relation of aconitine, hypaconitine

and mesaconine

目标物 线性 线性范围
相关系数

（r）

乌头碱 y=1.51*103 x +3.36*103
1~100

ng/mL
0.9999

次乌头碱 y=1.74* 104 x + 3.16*103
1~100

ng/mL
1.0000

新乌头碱 y=262*x + 619
1~100

ng/mL
1.0000
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北．以北草乌为基源植物的草乌中主要成分为双

酯型生物碱，即乌头碱、次乌头碱和新乌头碱

等．而云南草乌中主要成分为滇乌碱、粗茎乌头

碱甲、丽乌碱等[4]．研究表明，草乌具有镇痛、抗

炎、抗癫痫、抗肿瘤、提高免疫力等多种药理作

用[5-7]，常被历代医家所习用；但因毒性强，安全

范围窄[8]，中毒案 （事） 件不断发生，尤其以草乌

酒中毒案 （事） 件居多．双酯型生物碱即乌头碱、

次乌头碱、新乌头碱等，既是草乌中的主要毒性

成分，同时也是药理活性成分．赵翡翠等[9]测定了

新疆乌头属植物中双酯型生物碱的含量，目前未

见云南草乌中双酯型生物碱的含量检测的报道．

笔者因科研研究需要，检测了采自云南楚雄南华

县和牟定县、红河州个旧市和开远市的 4 种草乌

中乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的含量．结果表

明，不同产地以及不同采收季节采集的草乌中，

乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的含量差别较大．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 乌头碱、次乌头碱和新乌头碱

标准品均购自成都曼斯特生物科技有限公司；草

乌块根分别采自云南楚雄州南华县 （1 号） 和牟定

县 （2 号），红河州个旧市 （3 号） 和开远市 （4

号）．采集时间分别为 2013 年 10 月 （楚雄州草

乌） 和 2013 年 7 月 （红河州草乌）．4 种草乌均由

云南中医学院杨耀文副教授鉴定证实．

1.1.2 仪器 LC-MS/MS 三重四极杆串联质谱仪

（AgiLent1290 型高效液相色谱仪 ，Analyst R soft-

ware 工作站和 AB SCIEX 4000Q TRAP 串联质谱仪，

电喷雾离子源），赛多利斯 BT125D 电子天平．

1.2 方法

1.2.1 分析条件 液相条件：Acquity UPLC R

BEH C18 色谱柱 （2.1 mm×50 mm ，1.7 滋m）；流

动相：A 为乙腈，B 为 0.1%氨水溶液．梯度洗脱：

0 min～2 min，流动相 A 为 10%；2～3 min，流动

相 A 为由 10%升到 50%；3～5 min，流动相 A 为

由 50%升到 90%；5～6 min，流动相 A 为由 90%

降到 10%；6～7 min，流动相 A 为 10%．流速：

0.4 mL/min，柱温 25 毅C，进样体积：2 滋L．

质谱条件：电喷雾离子源，正离子模式，三

重四极杆检测器， MRM 检测模式；乌头碱的定量

离子 对 646.5/586.4； 次乌头 碱 的 定 量离 子 对

616.3/556.3；新乌头碱的定量离子对 632.4/572.4．

1.2.2 样品处理 分别将前述草乌块根粉碎后过 3

号筛，精确称取 1.00 g，经色谱级甲醇浸泡 17 d

后，滤出浸泡液，再以甲醇涮洗草乌块根粉 2 次，

得到 7 mL 浸泡液．

各取 4 种浸泡液适量，分别用甲醇稀释 400

倍，经有机滤膜 （13 mm×0.22 滋m） 过滤后，得

到 4 种待测液 1，用于检测次乌头碱和新乌头碱成

分．依次再取 4 种待测液 1，甲醇稀释 10 倍后，

得到 4 种待测液 2，用于检测乌头碱成分．

2 结果

2.1 系统适用性试验

在 1.2.1 节所描述的条件下，甲醇、混合对照

品溶液、待测液 1 和 2 的 LC-MS/MS 谱图，见图

1．空白溶剂中不含待测物，检材中杂质不干扰样

品检测，方法专属性好．

2.2 流动相的选择

分别考察了碱性流动相 （流动相 B 为 0.1%氨

水） 和酸性流动相 （流动相 B 为 0.1 %和 0.3 %甲

酸 - 水溶液） 对待测物的灵敏度及峰形影响．结

果表明，乌头碱、次乌头碱和新乌头碱在碱性流

动相下分离效果好，最终选用流动相为乙腈 -0.1

%氨水溶液．

2.3 线性和检出限及定量限

配制乌头碱、次乌头碱和新乌头碱质量浓度

为 1 ng/mL、 5 ng/mL、 10 ng/mL、 25 ng/mL、 50

ng/mL、100 ng/mL 的混合对照品溶液，按 1.2.1 节

条件测定，以定量离子的峰面积 （Y） 对质量浓度

（X，ng/mL） 进行线性回归 （表 1）． 取线性最低

点溶液逐级稀释后测定，得乌头碱、次乌头碱和

新乌头碱的最低检出限分别为 0.33 ng/mL、0.15

ng/mL、0.03 ng/mL （S/N＞3），最低定量限分别为

1.0 ng/mL、0.5 ng/mL、0.1 ng/mL （S/N＞10） ．

2.4 准确度、精密度、回收率及稳定性
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配制乌头碱、次乌头碱和新乌头碱低、中、

高 （10 ng/mL、50 ng/mL、100 ng/mL） 3 个浓度混

标溶液，每个浓度 6 份，按 1.2.1 节条件测定，以

所得峰面积计算日内精密度和准确度；连续测定 3

d，计算日间精密度．将上述样品在室温放置 24 h

及 3 次冻融循环后，按 1.2.1 节条件测定，考察其

短期稳定性和冻融稳定性．

取 1.2.2 节中的一种待测液 1 （个旧草乌：次

乌头碱和新乌头碱含量分别为 4.05 ng/mL 和 0.50

ng/mL） 0.5mL，添加 0.5 mL 次乌头碱和新乌头碱

标准溶液 （100 ng/mL），得到次乌头碱和新乌头碱

含量分别为 52.03 ng/mL，50.25 ng/mL 的基质加标

溶液 1；取 1.2.2 节中的一种待测液 2 （个旧草乌：

乌头碱含量为 35.10 ng/mL） 0.5 mL，添加 0.5 mL

乌头碱标准溶液 （100 ng/mL），得到浓度为 67.55

ng/mL 的基质加标溶液 2．平行配制 6 份基质加标

溶液 1 和 2，按 1.2 节条件测定，以计算回收率

（表 2） ．

2.5 样品测定

按 1.2.1 节条件测定 1.2.2 节中的 4 种待测液 1

和 2，待测液 1 和 2 的含量经换算后，得 4 种草乌

中乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的含量 （表 3）．

3 讨论

目前，多用 LC 或 LC-MS/MS 法检测复杂检材

中的乌头碱、次乌头碱和 新乌头碱的含量[9-15].本文

优化了文献报道的乌头类生物碱测定的色谱条件，

并经方法学可靠性验证后，用以测定云南草乌中 3

种乌头类生物碱的含量，结果表明：不同产地的

云南草乌中 3 种乌头类生物碱的含量有差异.

张聿梅等[16]研究发现:草乌中新乌头碱的含量

最高.笔者检测的 4 种云南草乌中，乌头碱的含量

均高于次乌头碱和新乌头碱；楚雄州的 2 种草乌

图 1 （a）甲醇溶剂空白、（b）乌头碱、次乌头碱和新乌头碱混合对照品溶液（50ng/mL）、（c） 待测样的 LC -MS/MS

定性和定量离子流谱图

Fig. 1 LC-MS/MS qualitative and qualitative ion current chromatograms of （a） methanol、 （b） mixed

standard solution （20 ng/mL） and （c） samples

t/min t/mint/min

a b c



目标物
浓度

（ng/mL）

精密度 （%） n=6 准确度

（%）

回收率

（%）

稳定性 （ng/mL）

日内n=3 日间n=6 短期 冻融

乌头碱 10 3.3 0.0 99.4±6.6 101.0±7.4 10.1±0.7 13.0±0.6

50 4.5 4.8 100.0±1.8 101.4±4.2 50.7±1.1 52.7±1.3

100 3.0 4.1 100.1±2.2 98.7±2.3 98.7±2.3 104.0±0.0

次乌头碱 10 0.2 1.5 101.5±5.1 101.0±2.0 10.1±0.2 8.9±0.4

50 1.1 0.6 100.0±1.8 100.0±1.8 50.0±0.9 46.0±0.8

100 0.3 0.4 100.1±0.6 100.3±0.7 100.3±0.7 93.5±0.7

新乌头碱 10 0.8 0.5 99.5±3.4 99.0±4.0 9.9±0.3 9.3±0.3

50 1.1 0.0 99.9±0.5 100.8±0.6 50.7±0.6 50.7±0.0

100 1.8 0.1 99.8±1.3 98.9±1.5 98.9±1.1 92.4±0.5

表 2 乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的精密度、准确度、回收率及稳定性（x±s）
Tab. 2 Precisions, accuracies, recoveries and stabilities of aconitine, hypaconitine and mesaconine（x±s）

表 3 4种草乌中乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的含量

Tab. 3 Quantitative results of aconitine，hypaconi-

tine and mesaconine in 4 radix aconiti kusne-

zoffii

样品批号
乌头碱 次乌头碱 新乌头碱

含量（mg/g） 含量 （mg/g） 含量（mg/g）

南华县 （1 号） 3.16 0.04 0.01

牟定县 （2 号） 3.01 0.04 0.05

个旧市 （3 号） 1.23 0.01 0.01

开远市 （4 号） 0.90 0.01 0.001
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中乌头碱含量明显高于红河州草乌，次乌头碱和

新乌头碱含量差异不明显；这可能与种属、地域、

气候和采集时间不一致有关.因此，本研究对云南

草乌的开发、利用具有现实意义．
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