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摘要: 本文简述质谱方法在乌头碱型C19二萜生物碱的分析和结构鉴定等方面的应用以及不同电离方式下

乌头碱的断裂行为,并总结我们近来利用电喷雾串联质谱技术分析几种乌头属植物中生物碱的研究结果,

提出脂类生物碱 ( lipo2alkalo ids)存在于其它乌头属植物中的可能性。
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　　毛莨科 (R anuncu laceae)乌头属 (A con itum )

和翠雀属 (D elphn inum )植物被广泛用于止痛、

强心和抗风湿等,其主要活性成分乌头碱型 C19

二萜生物碱具有很强的毒性和药理活性,对乌头

碱及其类似物的分析是一个重要课题。

国内分析附子及复方制剂中的乌头碱类生

物碱的工作较多,主要采用分光光度法、薄层扫

描法和高效液相色谱法 (H PL C) [ 1 ]。光谱分析和

检测乌头碱的优点在于应用广泛, 但特异性不

够,只能检测乌头总碱。高乌甲素的检测是一个

例外,因为其在 252 nm 处有特征吸收[ 2 ]。电化学

方法也存在特异性不够的问题[ 3 ]。H PL C 是较合

适的检测乌头碱的方法[ 4 ] ,陈丽宇等用该法测定

了中药复方海马补肾口服液中的乌头碱[ 5 ]。本文

简述质谱技术在乌头碱类生物碱的分析、检测和

结构鉴定等方面的应用,并以三种乌头属植物为

例说明电喷雾串联质谱 (ES I2M Sn )技术分析二

萜生物碱的优势。

1　乌头碱的色谱—质谱联用分析
色谱—质谱联用方法是目前检测生物碱的

最灵敏方法,被广泛用于生物样品中乌头碱的分

析。M izugak i等利用气相色谱—质谱方法分析

和检测A con itum japon icum 中的乌头碱[ 6 ]及人

的血清及尿中的乌头碱及代谢物 (苯甲酰乌头原

碱和乌头原碱是主要代谢产物) , 线性范围是

100 pg～ 715 ng。值得注意的是,在口服乌头碱

等双酯型生物碱一天后,在尿中清楚地检测出了

双酯型生物碱,而在血中则很少。在口服一天后,

在血中检测不出双酯型生物碱,但在服药 6天后

在患者的尿中仍可检测到乌头碱的水解产

物[ 7～ 9 ]。他们利用氘标记的乌头碱 (A C)和中乌

头碱 (M A )为内标,用 GC2S IM 2M S 分析体液中

的相应生物碱, 回收率为 9716%～ 10113% , 线

性范围是 50 pg～ 50 ng。该方法快速、准确、特异

性强,但需要将生物碱衍生化[ 10 ]。O h ta 等利用

毛细管液相色谱2快原子轰击质谱法和高效液相
色谱—快原子轰击质谱方法检测血清和尿中的

生物碱,质子化生物碱作为基峰被检测,线性范

围是 5～ 500 pg [ 11, 12 ]。



2　乌头碱类生物碱的质谱断裂规律
质谱技术除用于色谱仪器的检测外,另一个

重要的用途是表征和确认已分离的乌头类生物

碱的结构。通过高分辨质谱可以直接给出分子

式[ 13～ 15 ]。更多的则是利用碎片峰提供结构信息。

电离方式对生物碱的分析影响很大,其中电子轰

击电离 (E I)是应用最广泛的一种方法,在该条件

下,乌头碱类生物碱形成分子分离峰M + , 但丰

度很小[ 16～ 20 ], [M 2CH 3O ]+ , [M 2CH 3OH ], [M 2

CH 3O 2A cOH ]+ , [M 2CH 3O 2A cOH 2H 2O ]+ , [M 2

CH 3O 2A cOH 2CO ]+ , [M 2CH 3O 2A cOH 2CH 3OH ]+ ,

苯甲酰离子和苯离子是一些可能的碎片离

子[ 21～ 25 ]。尽管不同实验所得的离子峰的种类和

丰度存在差别,但主要碎片峰的变化较小, HA、

M A 和 102OH 2M A 的基峰是[M 2CH 3O 2A cOH ]+ ,

有人认为A C 的基峰是 [M 2CH 3O ]+ [ 26 ] , 也有实

验表明A C 的基峰是[M 2CH 3O 2A cOH ]+ [ 24 ]。在

这几种生物碱的电子轰击 (E I)质谱图上,苯甲酰

离子 (m öz 105)和苯离子 (m öz 77)的丰度也较

高, 前者还是 102OH 2A C 和 102OH 2M A 的基

峰[ 24, 27 ]。乌头碱的水解产物苯甲酰乌头原碱在

E I 条件下形成 M H + , [M H 2H 2O ]+ , [M H 2

CH 3OH ]+ , [M H 2H 2O 2CH 3OH ]+ [ 24 ] , 苯甲酰乌

头原碱和乌头原碱等生物碱的三甲基硅烷衍生

物在 E I下的基峰则为[M 2CH 3O ]+ [ 11 ]。另一方

面, 如果A C 的 C 8 位乙酰基被脂肪酰基 (R )取

代, 将形成脂类生物碱 (脂碱) , 其基峰是 [M 2

CH 3O 2ROH ]+ [ 28, 29 ]。

M ilgrom 等研究了乌头碱性生物碱的化学

电离质谱, 其特点是同时存在 [M + H ]+ ,M + 和

[M 2H ]- ,基峰是 (M 215) + 或 (M 231) + ,依赖于骨

架上取代基的种类和位置[ 30 ]。他们还利用二次

离子质谱技术 (S IM S)分析了蒙古草乌中的总二

萜生物碱,其组成与北草乌基本一致,基于 (M 2
31) + 的基峰,还发现了两个具有 C 1 甲氧基的新

生物碱[ 31 ]。在快原子轰击质谱条件下,虽然也有

碎片峰如m öz 105产生,但对所有二萜生物碱,

质子化分子已成为基峰[ 12 ]。Katz的研究表明,

142deacetyl2142isobu tyrylnudicau line 等二萜生

物碱还可形成钠离子化分子[ 32 ]。W ada [ 33 ]等利用

液相色谱—大气压化学电离质谱联用技术对

N eo line等生物碱的空间结构进行了研究。

在软电离条件下,乌头碱形成质子化分子离

子M H + ,最近,M ALD I2TO F 和ES I2M S被用于

分析混合物中的C 19二萜生物碱[ 34, 35 ] ,后者与前

都相比优势在于可提供多级串联质谱功能。乌头

碱类生物碱在典型的电喷雾电离条件下生成质

子化分子而无碎片离子产生, 在M S2 中以中性

羧酸的形式失去C 8 取代基是特征断裂,而C 14位

苯甲酰基在M S3 中丢失,环上的羟基和甲氧基

则分别以水和甲醇的形式失去[ 35 ]。结合串联质

谱和已知化合物的结构信息分析生物碱结构的

方法特别适合分析那些与已知化合物具有相同

骨架、但取代基不同的未知生物碱。

3　三种乌头属植物中 C19二萜生物碱的

电喷雾质谱分析
我们利用 ES I2M Sn 技术分析了生附子、制

附子、生草乌、制草乌、生草乌花和制雪上一支蒿

中的乌头碱型二萜生物碱,发现生物碱在它们中

的分布具有较强的规律性,现以生附子、生草乌

花和制雪上一支蒿为例加以说明。所有实验在

F inn igan L CQ 2M A T 离子阱质谱仪上完成, 毛

细管温度 180 ℃;喷雾电压 5 kV ;鞘气 (氮气)流

速 60 mL öm in; 毛细管电压 38 V。M SöM S

(M S2 ) 能 量 为 25%～ 40% , 蠕 动 泵 流 速

3 ΛL öm in。

311　生附子 (acon itum cam ichea l i debx)中的

C19二萜生物碱

朱任宏的文章[ 36 ]是国内最早报道附子中生

物碱的工作之一, 他们从附子中分离出了A C、

M A 和次乌头碱 (HA )三种生物碱。此外,在附子

中还分离出北乌碱 (beiw u tine, 102OH 2M A )、附

子灵 (fuziline)、尼奥灵 (neo line)、卡拉可林 (kar2
a lo line) [ 30 ]。K itagaw a 最早利用气相色谱—质谱

联用方法从川乌中发现了四种脂类生物碱 ( lipo2

a lka lo ids) ,它们分别与A C、M A、HA 和去氧乌

头碱 (deoxyacon it ine, DA )为骨架, 唯一差别在

于C 8 位为长链脂肪酸基而非乙酰基。脂肪酰基

可为五种,以亚油酸 (60% )、棕榈酸 (20% )和油

酸 (20% ) 为主, 硬脂酸和亚麻酸的含量小于

1% , 脂 碱 在 电 子 轰 击 质 谱 中 的 基 峰 是
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M + 2ROH 2CH 3O· (ROH 为脂肪酸) [ 28 ]。Pelleter

等[ 29 ]利用化学方法合成了这类生物碱, 得到了

它们的核磁共振数据[ 29 ]。

图 1a 是生附子乙醇提取液的 ES I2M S, 乙

醇提取液中其它成分不干扰生物碱的分析,双酯

型生物碱和脂类生物碱是两种主要的化合物 (结

构如图 2所示)。在双酯型生物碱中,除A C (m öz

646,M A (m öz 632) , HA (m öz 616) , 102OH 2M A

(m öz 648 ) 外, 还检测到了 102OH 2A C (m öz

662) ,此结论被多级串联质谱进一步证实 (未发

表文章)。在m öz 800～ 900区域,还直接检测到

了质子化的脂类生物碱,在一级谱上主要发现了

中乌头碱和乌头碱的脂碱衍生物,亚油酸脂碱的

丰度最高,棕榈酸和油酸脂碱的含量次之,这些

常见脂碱与文献报道一致。但进一步的 ES I2M S

分析表明, 在附子中还存在 102OH 2M A 和

102OH 2A C对应的脂碱,以及微量的以乌头碱和

中乌头碱为母核, C 8 位为 15碳、17碳和 19碳饱

和或不饱和脂肪酸脂类生物碱 (待发表结果)。例

如, 图 1b 是m öz 882 离子的串联质谱图, m öz

602离子和m öz 586离子是两个主要的子离子,

根据乌头碱在电喷雾质谱下的断裂规律,可推测

它们分别由母离子失去 280 D a 和 296 D a,对应

亚油酸和十九碳 1 烯酸, 即m öz 882 离子对应

82亚油酸2102羟基2苯甲酰乌头原碱和 82十九碳
1烯酸2苯甲酰乌头原碱。

图 1a　生附子乙醇提取液的 ESI(+ )质谱

F ig. 1a　ESI-M S of the extract of crude acon ite roots

　

图 1b　m öz 882离子的串级质谱 (附子)

F ig. 1b　ESI-M S2 of m öz 882 ion (acon ite roots)
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A C: R 1= C2H 5, R 2= OH , R 3= H ,M + 1, m öe 646;M A : R 1= CH 3, R 2= OH , R 3= H ,M + 1, m öe 632

HA : R 1= CH 3, R 2= H , R 3= H ,M + 1, m öe 616; BW 102OH 2M A : R 1= CH 3, R 2= OH , R 3= OH ,M + 1, m öe 648

A F 102OH 2A C: R 1= C2H 5, R 2= OH , R 3= OH ,M + 1, m öe 662

W hen C8 acetil is disp laced by palm ic, lino leic o r o leic acyl, then co rresponding lipo2alkalo ids w ere fo rm ed:

PBM m öz 828, LBM 852, OBM , 854

PBA 842, LBA 866, OBA , 868

PHB 812, LBH 836, OBH , 838

图 2　附子中一些二萜生物碱的结构
F ig. 2　The Structure of acon itum alka lo ids in acon ite roots

　

图 3a　雪上一支蒿乙醇提取液的 ESI(+ )质谱

F ig. 3a　ESI-M S of the extract of prepared acon itum brachypudum roots

　

图 3b　m öz882离子的串级质谱 (雪上一支蒿)

F ig. 3b　ESI-M S2 of m öz 882 ion (acon itum trachypudum roots)
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312　雪上一支蒿 (acon itum brachypudum )中的

二萜生物碱

雪上一支蒿是一种在民间使用的乌头属植

物,刘力敏等从中分离出乌头碱[ 37 ]。制雪上一支

蒿的乙醇提取液的电喷雾质谱如图 3a 所示。在

低质量数区,乌头碱的热解产物产物m öz 586的

丰度很高,苯甲酰乌头原碱 (m öz 604)和乌头碱

(m öz 604)的丰度较低,说明雪上一支蒿经炮制

后乌头碱发生水解。值得注意的是,还发现了去

氧乌头碱 (DA ,m öz 360) ,尽管它们丰度很低,但

串联质谱可进一步确定其存在。在高质量数区,

发现了脂类乌头碱和脂类去氧乌头碱,后者的丰

度低于前者。就C 8 位的取代基而言,亚油酸、棕

榈酸和油酸酰基是主要类型,但奇数脂肪酸酰基

仍然存在。例如,图 3b 是m öz 882离子的串联质

谱图,未观察到m öz 602离子,说明雪上一支蒿

中的m öz 882离子对应 82十九碳 1烯酸2苯甲酰
乌头原碱。

313　草乌 (con itum kusnezoff ii)花中的生物碱

草乌的根是中国药典收录的药用部位,王永

高等[ 21 ]从中分离出 A C, M A , HA , DA 和 102
OH 2M A 五种生物碱。草乌药是常用的蒙药,

1999 年任玉琳[ 25 ]等从中分离出 HA , M A , 102
OH 2M A , 32acetyl2M A , 32acetyl2A C, 32acetyl2
102OH 2A C 六种 C 19二萜类生物碱,但其它成分

未见报道。草乌花乙醇提取液的 ES I2M S 如图

4a 所示,除上述六种生物碱外,还发现去氧乌头

碱 (m öz 630) ,乌头碱 (m öz 646) , 102OH 2A C (m ö

z 662) , 32acetyl2102OH 2M A (m öz 690)四种生物

碱,该结论被串联质谱进一步证实。此外,在m ö

z 800～ 900区域,检测到了一系列脂类生物碱,

而在m öz 900～ 950 区域, 则对应以乌头碱等为

母核, C 3 位为乙酰基, C8 位为脂肪酰基的一系列

生物碱,此类生物碱未见文献报道,在草乌根的

电喷雾质谱图上也未检测到 (未发表结果) ,我们

称之三酯型脂类生物碱,详文另报。与图 2b 和

3b 不同,在草乌花提取液中, m öz 882离子的串

联质谱 (图 4b)以m öz 602 为主要子离子, m öz

586 尽管存在, 但丰度较低, 这说明m öz 882 离

子主要对应质子化的 82亚油酸2102羟基苯甲酰
乌头原碱。值得注意的是,在全谱中, 102OH 2A C

的丰度也高于A C。

4　结论
电喷雾串联质谱可以直接分析乌头属植物

中的混合生物碱,不仅可以确认已知的生物碱,

还可发现痕量的脂类生物碱。在被分析的脂类生

物碱中,其C 8 位脂肪酰基以亚油酸、棕榈酸和油

酸酰基为主,但也存在奇数脂肪酸酰基,例如十

九碳 1烯酸酰基。在草乌花中,还发现一系列三

酯型脂肪酸生物碱。综合这些结果,并考虑到乌

头属植物之间亲缘关系和化学成分的相似性,我

们认为脂类生物碱还有可能在其它乌头属植物

中存在,而电喷雾串联质谱可为验证该假设提供

便捷手段。

图 4a　草乌花乙醇提取液的 ESI(+ )质谱

F ig. 4a　ESI-M S of the extract of crude acon itum kusnezoff ii f lowers
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图 4b　m öz 882离子的串级质谱 (草乌花)

F ig. 4b　ESI-M S2 of m öz 882 ion (acon itum kusnezoff ii f lowers)
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Study of Acon itum A lka lo ids using M a ss Spectrom etry

W AN G Yong, L IU Shu2ying

(T he N ew D rug L abora tory , Chang chun Insitu te of A pp lied Chem istry , Chang chun 130022, Ch ina)

Abstract: T he analysis and determ ina t ion of acon itum alka lo ids by electron im pact, fast a tom bom 2
bardm en t, chem ica l ino iza t ion, electro sp ray ion iza t ion, and m atrix2assisted laser deso rp t ionöion iza2
t ion is review ed, the fragm en t pa t tern s of a lka lo ids are com pared. T he recen t resu lts fo r the ana lyis

of acon it ine2type a lka lo ids in severa l A con itum p lan ts by ES I2M Sn are a lso d iscu ssed, w h ich ind ica ts

ES I2M Sn is a p rom ising too l fo r the ana lysis of sm all m o lecu les such as a lka lo ids as w ell as

b iom o lecu les. O u r resu lts a lso suggest tha t lipo2a lka lo ids m ay ex ist in som e o ther A con itum p lan ts.

Key words: electro sp ray ion iza t ion m ass spectrom etry; acon it ine; lipo2a lka lo ids; M Sn (m u lt ip le tan2
dem m ass spectrom etry)

　　 (上接第 95页)

Stud ies on the Glucuron ide Con juga tes D rugs by

ESI-QQ-TOF M a ss Spectrom etry

W AN G L ing1, W AN G Y ing2w u2, CH EN Gang1, ZHOU X iu2qing1, SHAN Hong2yan1

(11T est S cience E xp erim en t Cen ter, J ilin U n iversity Chang chun 130023, Ch ina;

21Colleg e of L if e S cience, J ilin U n iversity Chang chun 130023, Ch ina)

Abstract: T he glucu ron ide con junct ion of N 2(42ethoxyphenyl) 222hydroxyl2benza2m ide, 3H 21, 22di2
hydro222(42m ethyl2phenylam ino )m ethyl212pyrro lizinone (SFZ247) and b ileco ll w ere w ere ana lysed

by electro sp ray ion iza t ion ( ES I) quadrupo le t im e2of2f ligh t m ass spectrom etry in the negat ive

[M 2H ]- an ion s w ere p roduced in h igh yield, som e comm on fragm en ta t ion pat tern s w found to be

clo sely rela ted to the g lucu ron ide. T he fragm en t m öz 175. 0241 w h ich is respond to g lucu ron ide w as

the comm on to a ll the com pounds under study and the fragm en t m öz 113. 0238 w as ano ther d iagno s2
t ic fragm en t ion, w h ich w as p roduced by lo ss of H 2O and CO 2 from m öz 175. 0241. T hese fragm en2
ta t ion pat tern s cou ld be u sed to iden t ify the g lucu ron ide con junct ion of drugs.

Key words: QQ 2TO F m ass spectrom etry ; g lucu ron ide con junct ion; M Sn (n= 1～ 3)
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