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摘要!川贝母具有止咳化痰之功效"是经济价值较高的药品"因此市场上偶有将低价格贝母掺入其中的

行为"因此需要建立一种快速有效的方法用于贝母中异甾体生物碱的分析%本研究采用
b-I23IZ8

前

处理技术萃取川贝母样品中贝母辛&贝母乙素及贝母甲素等异甾体生物碱"并结合液相色谱
F

串联质谱
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$进行分析%在
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优化条件下"取
*eD

J

贝母样品"添加
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含
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氨水的乙

酸乙酯
F

水溶液!
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$"再加入
#

J

碳酸铵"振荡
D<4/

后"以
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离心
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"取
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上清液"加入
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硅酸镁及
#*<

J

无水硫酸镁"并以
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离心
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"氮气吹干后"用
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甲

醇水溶液定量至
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"采用
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法在正离子扫描模式下检测%结果表明,川贝母样品中贝母辛

的线性范围为
*e#

#
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"贝母乙素和贝母甲素的线性范围为
*e*D

#
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#线性相关系数!

D
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$大

于
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#检测限为
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#日内与日间精密度的相对标准偏差介于
#e#f

#

#+eDf

之间#

回收率介于
"GeCf
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G+e*f

之间%应用此方法检测真实样品"测得的异甾体生物碱含量中贝母辛为
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"贝母乙素为
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"贝母甲素为
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%该方法具有前处理简便快速"样品和有机溶

剂用量少等优点"可为其他贝母中生物碱的检测提供方法参考%
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贝母为百合科!

K#$#,+(,(

$贝母属!

@5#6#$J

$,5#,

$多年生草本植物的干燥鳞茎"主要分布

在北半球温带地区"而川贝母主要分布在四川

境内海拔
!***

#

E***<

的灌木丛和山坡草

丛%川贝母具有润肺止咳&祛痰&平喘&镇痛&抗

肿瘤之功效"可用于治疗久咳&急性气管炎&支

气管炎等病症)

#

*

%

)*#*

年版/中国药典0中)

)

*

"

将川贝母
@5#6#$$,5#,+#5517',

&暗紫贝母
@5#6J

#$$,5#,2%#B5,+6(,6,

&甘 肃 贝 母
@5#6#$$,5#,

;

5L(M,$'N##

&梭砂贝母
@5#6#$$,5#,-($,4,

/
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&

太白贝母
@5#6#$$,5#,6,#

;

,#(%'#'

和瓦布贝母

@5#6#$$,5#,2%#B5,+6(,6,

列为川贝母的法定药

材来源"且依据产地&性状&大小不同又将其分

为松贝&青贝&炉贝"价格也有所差异%由于贝

母属种类不同"其生物碱种类和含量也不同%

甾体生物碱为贝母中的生物碱之一"是贝母的

主要成分%根据结构类型"甾体生物碱可分为

异甾体!

46%6;5.%4T0&0&S0&%4T6

$和甾体!

6;5.%4TF

0&0&S0&%4T6

$两大类%其中"异甾体生物碱以杂

环结构不同又分为瑟文型!
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藜芦型!
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5.X4/5
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9

$和黎芦胺型 !
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J
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9

$#甾体生物碱则分为茄碱型

!

6%&0/4T4/5

$和 裂 环 茄 碱 型 !

65:%6%&0/4T4/5

J

.%-

9

$

)

!

*

%目前研究发现"异甾体生物碱为川贝

母的主要有效活性成分%例如"瑟文型贝母甲

素&贝母乙素及西贝素可以治疗咳嗽和平喘)

E

*

"

也有文献)

D

*指出"它能够提高小鼠常压耐缺氧能

力"对气喘病研究有很大帮助#介藜芦型贝母辛

则具有祛痰功效"已用于抗肿瘤的相关研究)

C

*

%

目前"生物碱的分析方法主要有气相色谱

技术!

J

06:3.%<0;%

J
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3
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"

M2

$结合火焰离子

检测器!

1&0<54%/4?0;4%/T5;5:;%.
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*或电

子游离法质谱技术!
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&薄膜色谱技术!
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WO2

$结合紫外光可见

光检测器!

-&;.0X4%&5;FX464>&5T5;5:;%.

"

L$

$

)

G

*

"但

由于大部分异甾体生物碱在结构上缺少共轭

键"因此
WO2FL$

的检测灵敏度较差%由于生

物碱的挥发性差"难以采用
M2F\AY

及
M2FIAF

78

检测"必须以衍生化方法加上吸光团"使其

吸收紫外光或硅烷化"提升其挥发性和检测灵

敏度%然而衍生化方法不仅增加了样品的前处
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理时间"且衍生试剂价格昂贵"不适合用于大量

样品分析%毛细管电泳技术!
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3%.5646
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$&高效液相色谱技术!
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通常与挥发性光散射检测器!
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T5;5:;%.
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IO8Y

$联用"但挥发性光

散射检测器的灵敏度低"且只以滞留时间判定

分析物"难以对复杂基质的样品进行定性定量

分析%近年来"越来越多的研究采用具有高灵敏

度与高选择性的液相色谱
F

质谱!
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$联 用 技

术)

#!F#C

*进行生物碱分析%

Q3%-

等)

#!

*采用液相

色谱
F

电喷雾离子化
F

飞行时间质谱联用技术

!

O2FI8AFWB\

$检测贝母中所含甾体生物碱"

利用高分辨质谱技术测得贝母中
)C

种甾体生

物碱%

O4

等)

#E

*利用液相色谱
F

质谱联用技术检

测
#+

种不同贝母中的
)+

种甾体生物碱"并利

用聚类分析法!

345.0.:340&:&-6;5.0/0&
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646

$分

析所得结果"对
#+

种贝母进行了分类%

Q3%-

等)

#D

*利用液相色谱
F

电喷雾离子化
F

四极杆飞行

时间质谱联用技术!
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$探讨甾体

生物碱的质谱断裂机制"并鉴定出贝母中所含

的
E#

种甾体生物碱%

O-%

等)

#C

*以液相色谱
F

串

联质谱联用技术分析老鼠血浆中
E

种异甾体生

物碱"测得血浆中异甾体生物碱浓度在
*e)

#

#**

$

J
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O

之间%

本研究拟采用
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萃取和液相色

谱
F

串联质谱技术检测贝母样品中的贝母辛
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54<<464/5

$&贝母乙素!

9

54<4/4/5

$&贝母甲素
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54<4/5

$等异甾体生物碱"并希望该技术能应

用于不同贝母的鉴别%
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实验部分
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仪器与试剂

高效液相色谱仪&

OWbNO

线性离子阱质

谱仪,美国
W35.<%8:45/;414:

公司产品%

贝母辛&贝母乙素&贝母甲素,由中国药品

生物制品检定所提供#甲醇&乙腈&乙酸乙酯&氨

水,均为色谱纯"德国
75.S

公司产品#氯化钠,

美国
84

J

<0F@&T.4:3

公司产品#无水硫酸镁,日

本
83%U0

公司产品#
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粉末&活性碳,美国
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公司产品#
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公司产品#

23&%.414&;.
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湾医全公司产品#硅酸镁,美国
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5&:%

公司产

品#超纯水,由美国
74&&4
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%.584<
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&4:4;

=

系统

制得%

<>=

!

标准储存溶液的制备

精密称取
#<

J

贝母辛&贝母乙素&贝母甲

素"用甲醇定容至
#<O

"配制成
#

J

-

O

标准储

存溶液"备用%

<>@

!

贝母样品的制备

称取
*eD

J

均质化的贝母样品于
#D<O

离

心管中"加入
!<O

含有
!f

氨水的乙酸乙酯
F

水溶液!

+D̂ )D

"

>
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$"再加入
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J

碳酸铵"振

荡萃取
D<4/

"以
E***.
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离心
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后"取

#e"<O

上清液"加入
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硅酸镁和
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无水硫酸镁"以
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离心
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后"氮

气吹干萃取液"以
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分析%
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色谱条件
!

色谱柱,

W35.<%8:45/;414:

@::-:%.52#"

柱!

#D*<<g)e#<<

"

)eC

$

<

$#

流动相,

D<<%&

-

O

碳酸氢铵水溶液!

@

$

F

甲醇

!

]

$#梯度洗脱,

*

#

#<4/

!

)*f]

$"

#

#

C<4/

!

)*f

#

E*f]

$"

C

#

G<4/

!

E*f

#

G*f]

$"

G

#

#C<4/

!

G*f]

$"

#C

#

#+<4/

!

)*f

#

E*f]

$"

#+

#

)*<4/

!

)*f]

$#流速
*e)<O

-

<4/

#进样

量
D

$

O

%

<>A>=

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

I8A

$"正离

子扫描模式"喷雾电压
EeCS$

"毛细管温度

!**h

"透镜电压
#**$

"鞘气流速
!D0.>

"辅助

气流速
D0.>

"质量扫描范围
.

-

L#D*

#

D**

%

=

!

结果与讨论

=><

!

质谱条件的建立

在正离子模式下"分别检测
*eD<

J

-

O

贝

母辛&贝母乙素&贝母甲素的标准溶液"全扫描

模式下"基峰离子为质子化分子")

7iH

*

i分

别为
.

-

LE)"

&

E!*

&

E!)

%基峰离子碰撞断裂可

得到子离子扫描质谱图"发现贝母辛&贝母乙

素&贝母甲素的子离子基峰皆为)

7iH

*

i脱去

H

)

B

分子得到的)

7iH

+

H

)

B

*

i

"分别为
.

-

L

E#*

&

E#)

&

E#E

"其中贝母乙素&贝母甲素仅有此

碎片离子%为获得更多的结构信息"本研究采

用仪器的
P4T5>0/T@:;4X0;4%/

子离子扫描断

裂功能"得到贝母甲素的全扫描子离子质谱图

!#

第
#

期
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示于图
#

%可见"贝母甲素产生了)

7iH

+

H

)

B

+

2H

E

*

i

.

-

LE#*

断裂碎片%为了避免最

强子离子受其他相同分子质量和断裂途径相同

的噪声干扰"选择第二强子离子作为定量离子"

贝母辛&贝母乙素&贝母甲素所使用的碰撞能量

和子离子断裂碎片列于表
#

%

=>=

!

前处理方法的探讨

b-I23IZ8

技术为
@/06;06640T56

等)

#+

*提

出的基于溶剂提取和分布式固相萃取技术所开

发的一种样品前处理方法"具有快速&简单&经

济&有效&耐用&安全等特点%本研究采用

b-I23IZ8

法萃取贝母样品中异甾体生物碱

的贝母辛&贝母乙素和贝母甲素"并对萃取溶

液&吸附剂种类和添加量等参数进行优化%萃取

溶液是影响
b-I23IZ8

萃取效率的主要因素"

实验分别对
b-I23IZ8

法中常用的乙腈及分析

注,

0e

全扫描质谱图#

>e.

-

LE!)

子离子扫描质谱图#

:e

采用
P4T5>0/T0:;4X0;4%/

功能获得的
.

-

LE!)

子离子扫描质谱图

图
<

!

贝母甲素#

H>B,

I

$

G

%的电喷雾游离
C

串联质谱图

J#

I

F<

!

1(222

%

.')4K,"+

%

.#,#*.

#

H>B,

I

$

G

%

%

4"!K'.!-

5

.&.')4"2

%

4(

5

#"*#0()#"*C)(*!.,,(222

%

.')4",.)4

5

表
<

!

正离子模式下&贝母辛"贝母乙素"贝母甲素的碰撞能量和定量离子

?(-&.<

!

/"*)4(*2#)#"*(*!'"&&#2#"*.*.4

I5

+"4!.).4,#*()#"*"+

%

.#,,#2#*.

&

%

.#,#*#*.

&

(*!

%

.#,#*.#*

%

"2#)#L.#"*,"!.

异甾体生物碱

A6%6;5.%4T0&0&S0&%4T6

前体离子

[.5:-.6%.4%/

!

.

-

L

$

碰撞能量

2%&&464%/5/5.

J=

-

5$

子离子

[.%T-:;4%/

!

.

-

L

$

贝母辛
E)" !) !G!

贝母乙素
E!* ED !GC

贝母甲素
E!) ED !G"

E#
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中常用的乙酸乙酯作为萃取溶剂的情况进行探

讨%首先"加入不同比例的水"观察不同萃取溶

液对分析物的萃取效率"然后同时加入
#f

氨

水"使分析物达到分子态而转移至有机层"所得

结果示于图
)

%可见"乙酸乙酯的溶解度略高于

乙腈"加入水可以提高萃取效率"这是因为水具

有溶解性高&渗透力强等优点"能够渗入样品带

出分析物"可以提高传质效率"但加入过多的水

反而不利于分析物转移至有机层"当水加入比例

超过
D*f

时"萃取效率有下降的趋势%因此"本

实验选择乙酸乙酯
F

水溶液!

+D^)D

"

>

-

>

$作为

萃取溶液%

在
b-I23IZ8

萃取中加入吸附剂进行样品

净化"通过吸附基质中的杂质以提高信噪声比%

本研究比较了
2#"

&

M2]

&

23&%.%14&;.

&硅酸镁和

一级二级胺的净化效果"所得结果示于图
!

%

由于异甾体生物碱为类似平面杂环结构"易与

M2]

进行吸附作用"造成异甾体生物碱信号明

图
=

!

不同萃取溶液对贝母辛#

=H

!

I

$

I

%"贝母乙素#

AH

!

I

$

I

%"贝母甲素#

AH

!

I

$

I

%的信号强度影响

J#

I

F=

!

M++.')"+.N)4(')#"*2"&L.*)"*

%

.(E(4.(2"+

%

.#,,#2#*.

#

=H

!

I

$

I

%&

%

.#,#*#*.

#

AH

!

I

$

I

%&

(*!

%

.#,#*.

#

AH

!

I

$

I

%

图
@

!

不同吸附剂对贝母辛#

=H

!

I

$

I

%"贝母乙素#

AH

!

I

$

I

%"贝母甲素#

AH

!

I

$

I

%的杂质净化效果

J#

I

F@

!

M++.')"+2"4-.*)"*'&.(*CK

%

.++#'#.*'

5

"+

%

.#,,#2#*.

#

=H

!

I

$

I

%&

%

.#,#*#*.

#

AH

!

I

$

I

%&

(*!

%

.#,#*.

#

AH

!

I

$

I

%
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显下降"其他吸附作用也影响信噪比"其中以硅

酸镁作为吸附剂时信噪比最大"因此本研究以

硅酸镁作为优化盐类%

b-I23IZ8

前处理技

术萃取松贝中异甾体生物碱的最优化条件列于

表
)

%利用优化
b-I23IZ8

萃取条件和
O2F

78

-

78

分析贝母中贝母辛&贝母乙素&贝母甲

素"所得的色谱图示于图
E

%

表
=

!

松贝中异甾体生物碱的

O

KM67M93

最优化条件

?(-&.=

!

?7."

%

)#,(&

O

KM67M93'"*!#)#"*2

+"4.N)4(')#"*"+#2"2).4"#!(&(&E(&"#!2#*!"#$#%%&"#&

萃取参数

IK;.0:;4%/

9

0.0<5;5.

萃取条件

IK;.0:;4%/:%/T4;4%/

萃取溶液
!<O

乙酸乙酯,水溶液!

+D̂ )D

"

>

-

>

$

盐类
#

J

碳酸铵

吸附剂
)*<

J

硅酸镁和
#*<

J

无水硫酸镁

=>@

!

线性关系

以贝母辛&贝母乙素&贝母甲素的标准储存

溶液"配制成
*e#

&

*eD

&

)

&

#*

&

)*

$

J

-

J

贝母辛"

*e*D

&

*e#

&

*eD

&

D

&

#*

$

J

-

J

贝母乙素与贝母甲

素的标准曲线溶液"采用优化后的
b-I23IZ8

和
O2F78

-

78

条件进行测定"以峰面积为纵

坐标"异甾体生物碱浓度为横坐标"计算线性范

围&线性相关系数&方法的检测限和定量限"其

结果列于表
!

%

=>A

!

精密度评估

本研究选择其中一份试样于同一天内连续

进样
!

次"考察方法的日内精密度#将该份试样

每日进样
#

次"重复
!

天"考察方法的日间精密

度%结果表明,日内精密度的相对标准偏差为

#e#f

#

Ge"f

"日间精密度的相对标准偏差为

Ee*f

#

#+eDf

%

图
A

!

贝母中贝母辛#

=H

!

I

$

I

%"贝母乙素#

AH

!

I

$

I

%

和贝母甲素#

AH

!

I

$

I

%的
O

KM67M93CG6C13

$

13

色谱图

J#

I

FA

!

1(22#"*'74",()"

I

4(,2"+

%

.#,#2#*.

#

=H

!

I

$

I

%&

%

.#,#*#*.

#

AH

!

I

$

I

%&

(*!

%

.#,#*.

#

AH

!

I

$

I

%

%

4"!K'.!

-

5O

KM67M93CG6C13

$

13

=>B

!

回收率评估

以贝母辛&贝母乙素&贝母甲素的标准储存

溶液"配制成低!

*e#<

J

-

O

贝母辛&

*e*D<

J

-

O

贝母乙素&

*e*D<

J

-

O

贝母甲素$&中!

)<

J

-

O

贝母辛&

*eD<

J

-

O

贝母乙素&

*eD<

J

-

O

贝母甲

素$&高!

)*<

J

-

O

贝母辛&

#*<

J

-

O

贝母乙素&

#*<

J

-

O

贝母甲素$

!

种浓度的溶液"进行回收

率评估%结果表明,

!

个分析物在低&中&高浓

度时的回收率分别为
G#e)f

#

G+e*f

&

"GeCf

#

G!e!f

&

G*eEf

#

GCe"f

%

表
@

!

O

KM67M93CG6C13

$

13

法分析贝母中异甾体生物碱的线性范围"线性相关系数"定量限和检测限

?(-&.@

!

G#*.(44(*

I

.2

&

'"44.&()#"*'".++#'#.*)2

#

'

=

%&

&#,#)2"+

P

K(*)#+#'()#"*

#

GQ

O

2

%

(*!

&#,#)2"+!.).')#"*

#

GQD2

%

+"4!.).4,#*()#"*"+#2"2).4"#!(&(&!(&"#!2

#*!"#$#%%&"#&-

5O

KM67M93CG6C13

$

13

异甾体生物碱

A6%6;5.%4T0&0&S0&%4T6

线性范围

O4/50..0/

J

5

-!

$

J

-

J

$

线性相关系数

D

)

定量限

OBb

-!

$

J

-

J

$

检测限

OBY

-!

$

J

-

J

$

贝母辛
*e#

#

)* *eGG!+ *e# *e*!

贝母乙素
*e*D

#

#* *eGG)! *e*#G *e**C

贝母甲素
*e*D

#

#* *eGGEG *e*#C *e**D

C#
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=>R

!

实际样品的测定

采用优化的
b-I23IZ8FO2F78

-

78

方法分

析市售炉贝母&西藏贝母&松贝母&川贝母和真贝

母中异甾体生物碱含量"不同市售贝母样品中贝

母辛&贝母乙素&贝母甲素的分析结果列于表
E

%

结果表明"市售川贝母样品中贝母辛&贝母乙素和

贝母甲素的含量分别为
)e"C

#

"e)C

$

J

-

J

&

*e#*

#

#e*E

$

J

-

J

&

*e#

#

)eC"

$

J

-

J

%松贝的贝母乙素含

量小于检测限范围"所以用小于定量限表示%川

贝母的萃取离子色谱图示于图
D

"可见"该方法可

成功地分析贝母样品中所含贝母辛&贝母乙素&贝

母甲素等异甾体生物碱%

表
A

!

O

KM67M93CG6C13

$

13

分析市售川贝母样品中异甾体生物碱含量#

!

I

$

I

%

?(-&.A

!

6"*'.*)4()#"*"+#2"2).4"#!(&(&E(&"#!2#*'",,.4'#(&!#$#%%&"#&

%

4"!K')2-

5O

KM67M93CG6C13

$

13

#

!

I

$

I

%

异甾体生物碱 炉贝母 青贝母 西藏贝母 松贝母 川贝母 珠贝母

贝母辛
)e"C "e)C +e*# EeD# Ee!D Ee"D

贝母乙素
*eDD #e*E (eYe

"

OBb *eG) *e#*

贝母甲素
(eYe

#

)eC" (eYe

(eYe

#

#e!G *e#*

!!

注,

#

表示未检出

注,

0e

贝母辛#

>e

贝母乙素#

:e

贝母甲素

图
B

!

市售川贝母的萃取离子色谱图

J#

I

FB

!

1(22#"*'74",()"

I

4(,2"+'",,.4'#(&

!"#$#%%&"#&

%

4"!K')-

5O

KM67M93CG6C13

$

13

@

!

结论

本研究采用
b-I23IZ8

前处理技术"结

合液相色谱
F

串联质谱法分析贝母样品中贝母

辛&贝母乙素和贝母甲素等异甾体生物碱%实

验结果显示"添加
!<O

含有
!f

氨水的乙酸乙

酯
F

水溶液!

+D̂ )D

"

>

-

>

$于
*eD

J

贝母样品中"

加入
#

J

碳酸铵涡流振荡辅助萃取
D<4/

"以

E***.

-

<4/

离心
D<4/

后取上清液"然后加入

)*<

J

硅酸镁和
#*<

J

无水硫酸镁进行净化"

离心后取上清液"再以氮气吹干"最后用
)*f

甲醇水溶液定容%在优化的萃取条件下"贝母

样品中贝母辛的线性范围为
*e#

#

)*

$

J

-

J

"贝

母乙素和贝母甲素的线性范围为
*e*D

#

#*

$

J

-

J

"线性相关系数!

D

)

$大于
*eGG)!

"日内与

日间精密度的相对标准偏差介于
#e#f

#

#+eDf

之间"回收率介于
"GeCf

#

G+e*f

之间%应用

此方法检测实际样品"测得贝母辛&贝母乙素&

贝母甲素的含量分别为
Ee!D

&

*eG)

&

#e!G

$

J

-

J

%

该方法具有样品前处理时间短&样品和有机溶

剂用量少&灵敏度和选择性高等特点"可应用于

其他中药材中特定成分的分析%
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