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液相色谱 －质谱法同时测定吴茱萸水提物中
吴茱萸碱和吴茱萸次碱的含量
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摘要　目的：建立同时测定吴茱萸水提物中吴茱萸碱（Ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ，ＥＶＯ）和吴茱萸次碱（Ｒｕｔａｅｃａｒｐｉｎｅ，ＲＵＴ）的ＬＣ／ＭＳ方法。方
法：液相色谱采用ＷｅｌｃｈＭａｔｅｒｉａｌｓＸｔｉｍａｔｅ－Ｃ１８色谱柱（２１ｍｍ×１５０ｍｍ，３μｍ），以甲醇－１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液（８５∶１５）为
流动相，流速０２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃。质谱采用正离子全扫描模式，ｍ／ｚ：０～１０００，电喷雾离子化源（ＥＳＩ）。雾化气为氮气，雾
化压力为４０ｐｓｉ；喷雾电压４０００Ｖ，源温度为１００℃；去溶剂气为氮气，温度３５０℃，流速为１０Ｌ／ｍｉｎ。结果：吴茱萸碱在２０２～
５０４ｎｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９２），吴茱萸次碱在１９７～４９３３３ｎｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９９）线性关系良好，回收率分别为８７８％ ～９７０４％和
８６３５％～９８２２％，日内、日间精密度均＜１０％。结论：该方法简便、可靠、灵敏度高，可用于同时测定吴茱萸水提物中吴茱萸碱
和吴茱萸次碱的含量及药代动力学研究。
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　　吴茱萸为芸香科植物吴茱萸 Ｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ
（Ｊｕｓｓ）Ｂｅｎｔｈ，石虎Ｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ（Ｊｕｓｓ）Ｂｅｎｔｈｖａｒｏｆ
ｆｉｃｉｎａｌｉｓ（Ｄｏｄｅ）Ｈｕａｎｇ或疏毛吴茱萸 Ｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ
（Ｊｕｓｓ）ＢｅｎｔｈＶａｒｂｏｄｉｎｉｅｒｉ（Ｄｏｄｅ）Ｈｕａｎｇ的干燥近成熟
果实。吴茱萸始载于《神农本草经》，列为中品，能温

中散寒、疏肝止痛，用于厥阴头痛、寒疝腹痛、寒湿脚

气、经行腹痛、脘腹胀痛、呕吐吞酸、五更泄泻、高血压、

外治口疮等［１］。近年来，国内外学者对吴茱萸的化学

成分进行深入研究，主要集中在吴茱萸碱（Ｅｖｏｄｉａ
ｍｉｎｅ，ＥＶＯ）、吴茱萸次碱（Ｒｕｔａｅｃａｒｐｉｎｅ，ＲＵＴ）、柠檬苦

素等单体成分的研究［２－４］。吴茱萸中吴茱萸碱和吴茱

萸次碱含量测定方法一般为ＨＰＬＣ法及液相色谱 －紫
外检测法等，多只测定吴茱萸中的单一成分。

中医临床运用中，吴茱萸多以复方水煎为主。前

期本研究室对吴茱萸的毒性情况做了比较系统研究，

结果表明吴茱萸提取物对大鼠、小鼠均具有一定的毒

性作用［５－７］。本研究拟建立一种同时测定吴茱萸水提

物中吴茱萸碱和吴茱萸次碱含量的液相色谱－质谱法
（ＬＣ／ＭＳ），为进一步研究吴茱萸毒性及其药代动力学
特征奠定基础［８－９］。
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１　实验材料
１１　受试药物　吴茱萸由四川省中医药科学院资源
与种植研究所舒光明研究员于重庆红庙村实地采集并

鉴定，由四川省中医药科学院易进海研究员提供水提

取物样品。

１２　主要试剂　吴茱萸碱对照品、吴茱萸次碱对照品
（成都曼思特生物科技有限公司，纯度均≥９８％）；卡马
西平对照品（中国食品药品检定研究院，纯度≥９８％）；
甲醇（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司）；ＤＭＥＭ高糖培养基
（Ｇｉｂｃｏ）；胎牛血清（ＰＡＡ）；非必需氨基酸（Ｓｉｇｍａ）。
１３　主要仪器　美国Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ＲＲＬＣ－６４１０ｔｒｉｐｌｅ
ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ液质联用系统，配有 Ｇ１３１２Ｂ二元泵、
Ｇ１３２２Ｂ真空脱气机、Ｇ１３２９Ｂ自动进样器和 Ｇ１３１６Ｂ
柱温箱，使用ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ软件控制系统及数据处理；超
纯水系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；ＣＰ－２２５Ｄ型精密电子天平（Ｓａｒ
ｔｏｒｉｕｓ），ＦＤ－ＩＤ－５０冷冻干燥机（北京博医康实验仪
器有限公司）；ＸＷ－８０Ａ漩涡混旋仪（上海青浦沪西仪
器厂）。

２　实验方法
２１　色谱条件　ＷｅｌｃｈＭａｔｅｒｉａｌｓＸｔｉｍａｔｅ－Ｃ１８，（２１
ｍｍ×１５０ｍｍ，３μｍ）；流动相：甲醇 －１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸
铵水溶液（８５：１５）；流速：０２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进
样量：１０μＬ。
２２　质谱条件　采用电喷雾离子化源（ＥＳＩ），正离子
模式，喷雾电压４０００Ｖ，源温度为１００℃；雾化气为氮
气，雾化压力为４０ｐｓｉ；去溶剂气为氮气，温度３５０℃，
流速为 １０Ｌ／ｍｉｎ；碰撞气为高纯氮气，压力为 ０１
ＭＰａ；采用ＭＲＭ模式对药物检测，质谱条件如下。

表１　吴茱萸水提物中吴茱萸碱和吴茱萸
次碱ＬＣ／ＭＳ法测定条件

标准品
母离子

（ｍ／ｚ）
子离子

（ｍ／ｚ）
碰撞碎片电压

（Ｖ）
毛细管电压

（Ｖ）
吴茱萸碱 ３０４３ １３４２ ９０ ２０
吴茱萸次碱 ２８８１ ２７３１ １９０ ３２
内标卡马西平 ２３７２ １９４２ １２０ １５

２３　受试样品吴茱萸水提取物的制备　取吴茱萸药
材，加水煎煮２次，每次加水１０倍，第１次煎煮２ｈ，第
２次煎煮１５ｈ，合并煎液，滤过、浓缩冷冻干燥，即得。
每克药粉含原生药３４４ｇ。用 ＤＭＥＭ－１０培养液（含
１０％胎牛血清，１％非必需氨基酸的 ＤＭＥＭ高糖培养
液）配成不同浓度溶液，０２２μｍ过滤器过滤备用。
２４　样品预处理　微量加样器精密吸取待测样品６００
μＬ置１５ｍＬ离心管中，加入８０４ｎｇ／ｍＬ卡马西平４０
μＬ，冷冻干燥后，加入 ６００μＬ甲醇溶解，涡旋混匀 １

ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，０２２μｍ微孔滤膜过
滤，取上清液１０μＬ进样测定。
２５　混合对照品溶液的配制　精密称取吴茱萸碱
（ＥＶＯ）对照品和吴茱萸次碱（ＲＵＴ）对照品适量，用
ＤＭＥＭ－１０培养液配制成终浓度分别为 ５０４ｎｇ／ｍＬ
（ＥＶＯ），４９３３３ｎｇ／ｍＬ（ＲＵＴ）的对照品混合溶液。作
为标准储备液。４℃冰箱保存。
２６　方法学考察
２６１　方法专属性　取空白 ＤＭＥＭ－１０溶液、空白
ＤＭＥＭ－１０溶液加内标卡马西平、空白 ＤＭＥＭ－１０溶
液加 ＥＶＯ、ＲＵＴ和内标卡马西平混合物、吴茱萸水提
取物ＤＭＥＭ－１０溶液，分别经 ＬＣ／ＭＳ检测后，记录色
谱图，考察其专属性。

２６２　线性关系考察　取空白 ＤＭＥＭ－１０溶液６００
μＬ，精密加入浓度为８０４ｎｇ／ｍＬ卡马西平４０μＬ，配成
ＥＶＯ终浓度为 ２０１６、２０１６、５０４０、１００８０、２０１６０、
５０４ｎｇ／ｍＬ，ＲＵＴ终浓度为１９７、１９７３、４９３３、９８６７、
１９７３３、４９３３３ｎｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。按２４项
下方法处理后，进样１０μＬ经ＬＣ／ＭＳ测定。记录峰面
积。

２６３　精密度实验　在标准曲线范围内取空白
ＤＭＥＭ－１０溶液，配制 ＥＶＯ、ＲＵＴ高、中、低３个不同
浓度的样品，按２４项下方法处理样品，在１ｄ内分别
测定５份样品，计算日内精密度；每天各测定 １份样
品，连测５ｄ，计算日间精密度。
２６４　回收率实验　配制ＥＶＯ、ＲＵＴ高、中、低３个浓
度样品，记录峰面积，计算其回收率。

２６５　稳定性实验　在标准曲线范围内用空白
ＤＭＥＭ－１０溶液配制高、中、低，的 ＥＶＯ、ＲＵＴ混标溶
液，按２４项下方法操作，分别在冷冻后０，１，２，１１和
１４ｄ，进行ＬＣ／ＭＳ含量测定，计算ＲＳＤ％。
２６６　重复性实验　取受试样品按２４项下方法操
作，测定吴茱萸碱、吴茱萸次碱含量，进行重复性实验。

２７　吴茱萸水提取物样品吴茱萸碱、吴茱萸次碱含量
测定　按２３项下制备受试样品３份，按２４项下制
备成受试样品溶液，进样１０μＬ，测定吴茱萸碱、吴茱
萸次碱含量。

３　实验结果
３１　方法学考察结果
３１１　方法专属性　如图１－图４所示，在该实验条
件下采用ＭＲＭ模式对药物检测，吴茱萸碱、吴茱萸次
碱和卡马西平保留时间分别为３１ｍｉｎ、２３ｍｉｎ和４０
ｍｉｎ。结果表明：空白 ＤＭＥＭ－１０培养液不干扰吴茱
萸碱、吴茱萸次碱的测定。（图１：空白 ＤＭＥＭ－１０培
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养液ＭＲＭ色谱图，图２：空白 ＤＭＥＭ－１０培养液加内
标卡马西平ＭＲＭ色谱图；图３：吴茱萸碱、吴茱萸次碱
和内标卡马西平混合物 ＭＲＭ色谱图；图４：吴茱萸水
提物ＤＭＥＭ－１０溶液ＭＲＭ色谱图）

图１　空白ＤＭＥＭ－１０培养液ＭＲＭ色谱图

图２　空白ＤＭＥＭ－１０培养液加内标卡马西平ＭＲＭ色谱图

图３　吴茱萸碱、吴茱萸次碱和内标卡马西平
混合物ＭＲＭ色谱图

图４　吴茱萸水提物ＤＭＥＭ－１０溶液ＭＲＭ色谱图

３１２　线性关系考察　以样品浓度（Ｃ）为横坐标，样
品与内标峰面积之比为纵坐标，进行线性回归。得到

回归方程：Ｙ吴茱萸碱 ＝０００９８ｘ＋０００９６（ｒ＝０９９９２），
Ｙ吴茱萸次碱 ＝０００７３ｘ－００３（ｒ＝０９９９９）。表明吴茱萸
碱在２０２～５０４ｎｇ／ｍＬ，吴茱萸次碱在１９７～４９３３３
ｎｇ／ｍＬ线性关系良好。
３１３　精密度实验　高、中、低浓度生物样品日内、日
间峰面积与内标物峰面积之比 ＲＳＤ＜１０％，精密度良
好，结果见表２。

表２　精密度实验结果

对照品
浓度

（ｎｇ／ｍＬ）

日内（ｎ＝５）

峰面积／内标峰面积 ＲＳＤ
（％）

日间（ｎ＝５）

峰面积／内标峰面积 ＲＳＤ
（％）

ＥＶＯ ５００ ００４８１９７５±０００１２７３２６４００４８４４５２５±０００１６８ ３４７
１００８ ０９５２１３１１９±００２０９４５ ２２０９４８６２１３６±００１９７６４ ２０８
５０４ ４８０２４６２１９±０２２８９２３４７７４８４１５８２９５±０２１６６９４ ４４８

ＲＵＴ ５００ ００３２６１±０００２２１５ ６８ ００３２３６５±０００２１６５ ６６７
９８６７ ００９３９１４±０００７７８７ ８３ ００９２８５７±０００７１４５ ７６９
４９３３３ ３４８６９６４±０１１０８ ３１８ ３５０６０１９±０１０４９９ ２９９

３１４　回收率实验　高、中、低浓度生物样品回收率
大于８５％，满足生物样品分析检测的要求，结果见表
３。

表３　回收率实验结果（ｎ＝６）

对照品 浓度（ｎｇ／ｍＬ） 测定值（ｎｇ／ｍＬ） 回收率（％） ＲＳＤ（％）

ＥＶＯ ５００ ４３９±０２８ ８７８ ６３９
１００８ ９５７６±１９１ ９５００ １９９
５０４ ４８９０７±２３３６ ９７０４ ４７８

ＲＵＴ ５００ ４３２±０１３ ８６３５ ３００
９８６７ ９６９１±１１６ ９８２２ １２０
４９３３３ ４８０８６±１６２４ ９７４７ ３３８

３１５　稳定性试验　生物样品中各成分在 －２０℃冰
箱保存１４ｄ，测定混合对照品和内标物的峰面积。各
浓度样品测定值的 ＲＳＤ均小于７０％，说明在低温条
件下，１４ｄ内各成分的稳定性良好，结果见表４。

表４　稳定性实验结果

对照品 浓度（ｎｇ／ｍＬ） 峰面积／内标物峰面积 ＲＳＤ（％）

ＥＶＯ ２０１６ ００１７４３８３６±００００９６７ ５５５
２０１６ １８９９７５２９４±００４０１５ ２１１
５０４ ４８０２４６２１９±０２２８９２３ ４７７

ＲＵＴ １９７ ０００８８７±００００６ ６７６
１９７３３ １４２２２４２±００１８５６１ １３１
４９３３３ ３４８６９６４±０１１０８ ３１８

３１６　重复性实验　重复性考察结果显示，吴茱萸碱
和吴茱萸次碱的ＲＳＤ均小于５％，符合实验要求。
３２　受试样品中吴茱萸碱、吴茱萸次碱的含量测定　
结果显示，８００μｇ／ｍＬ的吴茱萸水提物中吴茱萸碱
（ＥＶＯ）的含量为（３６８６±０３０）μｇ／ｍＬ、吴茱萸次碱
（ＲＵＴ）为（４１０８±０２９）μｇ／ｍＬ。结果见表５。

表５　含量测定结果

样品 批号
吴茱萸碱／
内标峰面积

ＥＶＯ
（μｇ／ｍＬ）

吴茱萸次碱／
内标峰面积

ＲＵＴ
（μｇ／ｍＬ）

吴茱萸 １ ４０４６ ３７０７ ３３２９ ４１４１
水提物 ２ ４０３７ ３６９９ ３２９０ ４０９３

３ ３９８５ ３６５１ ３２８７ ４０９０
均值 ４０２±００３ ３６８６±０３０ ３３０±００２４１０８±０２９

·３４１·世界中医药　２０１４年２月第９卷第２期



４　讨论
吴茱萸是常用温理药，本草记载吴茱萸生品有小

毒，但其临床应用广泛，含有多种活性成分，具有多种

药理作用，尤以在心血管系统方面作用的研究进展迅

猛。关于吴茱萸中主要活性成分如吴茱萸碱、吴茱萸

次碱等的研究已经深入到分子和基因水平。中药成分

复杂、含量微少，一般的分离仪器与测定方法难以对中

药成分进行分离和检测。

本研究建立同时测定吴茱萸水提物中吴茱萸碱、

吴茱萸次碱含量的ＬＣ／ＭＳ法，操作简便，灵敏度高，重
复性好，样品专属性、分离度、精密度、回收率等均符合

生物样品检测的相关要求。且检测样品用量少，样品

预处理方法简便，与液液萃取、固相萃取和直接蛋白沉

淀等样品处理方法相比，该方法具有待测成分损失较

小，不受杂质干扰等优点，特别适合大批量样品分析测

定及吴茱萸体内、体外药代动力学研究。ＬＣ／ＭＳ法与
液相色谱法、紫外检测法等分析方法相比，具有更高的

灵敏度。本实验研究结果提示，ＬＣ／ＭＳ法将在中药材
及中成药制剂化学成分的定量分析中具有广阔的应用

前景。
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毒性测试方法的广泛应用前景。我们有理由相信，未来
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要很短时间完成标准化检测，将可能是复杂成分中药毒

性和安全性快速检测、安全性评价以及风险分级评定的

重大突破。
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［１８］杨安泰，张丽英，金彩琪，等．用发光细菌研究中药”十八反”［Ｊ］．上

海中医药杂志，１９８９，（６）：２－４．

［１９］沈光稳．采用发光细菌研究探讨“十八反”配伍药物的临床毒性［Ｊ］．

中医药研究，１９９８，１４（１）：１０．

（２０１４－０１－０６收稿　责任编辑：洪志强）

·４４１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ．２０１４，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２
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