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摘　要　建立了中成药中马兜铃酸 A 的超高压液相色谱/质谱检测方法。测定结果表明,马兜铃酸 A

在超高压液相色谱/质谱的选择离子记录( SIR)中有较强的分子离子峰, 检出限为 0. 1mg / kg ,可以满足对

中成药中马兜铃酸 A 测定要求。
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1　引言
马兜铃酸( A ristolochic Acid)化合物是从植物中发现的一类硝基菲类化合物,也是马兜铃科多

种植物的共有成分之一,具有很强的生理作用
[ 1]
。它可提高巨噬细胞吞噬作用及机体免疫力,并可

升高血中的白细胞,可用于肿瘤化疗或放疗所致的白细胞减少; 也用于支气管炎、前列腺炎等疾病

的辅助治疗。但近来由于发现马兜铃酸类对肾脏有毒性作用、抗生育作用等,国外一些国家禁用了

该属植物。如美国 FDA 规定,进入美国的中药保健食品中严禁含有马兜铃酸,英国、德国、加拿大等

国家也有同样的规定。我国在 2003年也对含马兜铃酸的中成药的购买作出了严格的规定,限制一

些含有马兜铃酸的中药的出售。

马兜铃属植物广泛分布在热带和亚热带地区,全世界有 200余种,在我国有 40余种。其中,有

些是常用中药,如:马兜铃、青木香、天仙藤、广防己、汉中防己、关木通、寻骨风等 [ 2]。关于马兜铃酸

A 含量测定方法已见报道的有 HPLC 法
[ 3—5]、HPLC-MS 法

[ 2]和 HPLC-M S/ MS
[ 6]等,主要是针对

单一中药材中马兜铃酸 A 含量的测定,也有对中成药中马兜铃酸 A 含量的测定
[ 7]
。我们在用

MS/ M S做多反应检测( MRM )时,发现对马兜铃酸 A 的响应值并不高, 而在用 MS 的选择离子记

录( SIR)对供试样品进行测定,灵敏度高,检出限为 0. 1ppm。可以满足对中成药中马兜铃酸 A进行

测定。这主要因为有些天然产物类物质在离子传输时损失严重,因此用 MRM 时反而不如使用SIR

的灵敏度高。

实验所测的中成药是由兰州佛慈制药厂提供,由于其生产的中成药大多数含有马兜铃、细辛、



关木通等,并且此类植物中含有大量的马兜铃酸成分,因此,文章的目的是建立一种快速、高效检测

马兜铃酸的方法, 对此类药材和制剂质量、安全具有重要的意义。

2　实验部分

2. 1　试剂与仪器

甲醇、乙腈(德国 Merck公司, 色谱纯) ;马兜铃酸 A 标准品(上海同田公司,纯度为 99. 8%, 固

体标样)。实验用水为屈臣式蒸馏水(广州屈臣氏食品饮料有限公司)。

标准储备液制备: 准确称取 1mg 马兜铃酸 A 对照品, 用 1mL 甲醇充分溶解并定容, 得

1mg / mL的标准储备液。

供试样品: 中成药独活寄生丸、龙胆泻肝丸、归脾丸、香砂养胃丸、舒筋活血丸、香莲丸、香砂六

君丸(兰州佛慈制药厂提供)、细辛药材(兰州百草中药店提供)。

Waters Acquity
TM
U PLC 超高压液相色谱仪, 配有二元高压梯度泵、自动进样器(美国 Waters

公司) ; QUAT TRO Premier XE 质谱仪(美国Waters公司) ; LD5-2A 型离心机(北京医用离心机

厂) ; Heidolph旋转蒸发仪(德国 Heidolph 公司) ; JP 超声震荡仪(上海翰天公司)。

色谱柱: CAPCELL PAK C18 MGⅡ( 150mm×4. 6mm, 5�m) (日本资生堂)。

2. 2　实验条件

2. 2. 1　液相色谱条件

流动相: 乙腈/水(含 5mmol/ L 的乙酸铵)体积比 35∶65,柱温 30℃。

2. 2. 2　质谱条件

ESI 负离子检测, 毛细管电压 3. 0kV ,锥孔电压 15V, 离子源温度120℃,去溶剂温度 250℃。去

溶剂气( N 2)流速: 500L/ h。离子扫描范围: 150—700m/ Z;选择性离子检测( SIR)。

2. 3　样品处理

称取中成药粉末 1g,加 5%氨水 30mL, 浸泡 15min,超声波提取20min,过滤。吸取滤液 10mL,

加入 6mol/ L 盐酸 2—3mL 至沉淀不再产生,加乙醚萃取 4次,每次 5mL, 合并醚层, 用 25mL 水洗

至中性,过滤醚层,滤液蒸发回收乙醚,残留物加甲醇溶解并定容至 2mL 的进样小瓶中,用 0. 22�m
有机相滤膜过滤后供分析[ 8]。

3　结果与讨论

3. 1　提取条件的选择

分别采用了传统的加入甲醇后直接超声提取以及按 2. 3项下方法处理样品, 由图 1、图 2可以

看出利用传统的方法处理的样品杂质含量较高,在同一色谱条件下,不同品种的中成药中可能有干

扰成分存在。而利用 2. 3项下方法处理的样品杂质含量低,并且可以去除干扰马兜铃酸 A 测定的

成分。

3. 2　样品中马兜铃酸 A 的成分分析

3. 2. 1　定性分析

( 1) 为了准确地检测中成药中马兜铃酸 A 的存在,本文在利用 HPLC 分析的同时还采用了

MS/ M S的多反应监测( MRM )进行确证。发现对马兜铃酸 A 响应低, 这有可能与天然产物类物质

性质有关,这一类物质在离子传输时损失较大,所以其灵敏度低,响应不高(见图 3)。因而天然产物
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图 1　甲醇直接超声提取图

图 2　2. 3 方法处理样品图

类物质的MS/ MS 方法,还有待于进一步的实验验证。

图 3　马兜铃酸 A 标准( 10mg/ kg)质谱图(多反应监测)

( 2) 鉴于以上原因,并且样品中只含有微量的马兜铃酸 A,而用 MS/ M S的 MRM 做马兜铃酸

A 时灵敏度较低,因此用 UPLC-MS 的选择离子记录( SIR)对供试样品进行测定(见图 4) ,灵敏度

高,检出限为 0. 1mg / kg。可以对中成药中马兜铃酸 A 进行测定。

3. 2. 2　样品测定

分别取供试样品, 按“2. 3”项下方法制备供试样品溶液,进样测定,用外标法分别以相应浓度的

马兜铃酸 A 对照品计算含量。结果见表 1。样品图见图 5。
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表 1　样品测定结果

样品 独活寄生丸 龙胆泻肝丸 归脾丸 香砂养胃丸 舒筋活血丸 香连丸 香砂六君丸 细辛

马兜铃酸 A 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 检出

图 4　马兜铃酸 A 标准( 10mg / kg )质谱图(选择离子记录)

图 5　中药材细辛质谱图

4　结论
( 1) 在制备中成药供试样品提取液时,由于药材中含有木兰碱、马兜铃内酰胺、青木香酸等多

种杂质,会干扰实验结果,因此, 根据马兜铃酸 A 可溶于碱的原理,在碱液中用乙醚萃取除去杂质

后,分离效果较好。

( 2) 中成药中的样品杂质含量较高,可能在同一色谱条件下不同品种的中成药的天然化学物

质有可能干扰马兜铃酸 A的测定。很多针对中药材中马兜铃酸 A 的测定方法应用于中成药中极有

可能出现误判,即使是针对某个中成药中马兜铃酸 A 的测定方法也不能广泛的应用, 因此本文采

用 UPLC-M S方法进行确证。从而建立一种适合中成药中马兜铃酸 A的快速、高效的检测方法。
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Abstract　The method of UPLC/ MS for analysis of A ristolochic Acid A in Chinese t radit ional

patent medicine w as established. The A ristolochic Acid A in selected ion recording ( SIR ) of

UPLC/ M S had a st rong molecular ion peak, and the detect ion lim it w as 0. 1mg/ kg. The sensitivity is

high enough to determ ine Aristolochic A cid A in Chinese t radit ional patent medicine.
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