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前言

马兜铃酸因其强烈的肾毒性和致癌性，是近年来中药毒性研

究中比较关注的化合物类别，其广泛存在于马兜铃属和细辛属植

物中。马兜铃酸Ⅰ是最常见的一种马兜铃酸类化合物，也是马兜

铃属植物中毒性最强的成分，它可在几乎所有马兜铃属植物中发

现，并常与马兜铃内酰胺（aristolactams）共存。除马兜铃酸Ⅰ

之外，其余多种马兜铃酸也被证明在体内会引起致癌性或遗传毒

性[1-2]。马兜铃内酰胺也是具有菲内酰胺结构母核的一类化合物，

结构与马兜铃酸十分相似。其为马兜铃酸在人体内的主要代谢形

式，所带的硝基是最主要的毒性基团，可与DNA结合，损害肾脏

细胞。但其不仅是马兜铃酸的代谢产物，在马兜铃属和细辛属植

物中也天然存在的。而在2020版《中国药典》中采用高效液相色

谱法对细辛中马兜铃酸Ⅰ进行限量检查。鉴于其中多种马兜铃酸

的肾毒性，检测其中单一成分不足以全面衡量药材毒性，使其使

用也存在一定的安全隐患。 

SCIEX基于Triple Quad™液质联用系统建立了10种常见的马兜

铃酸以及马兜铃内酰胺类化合物的定量检测方法，该方法具备高

灵敏度、高特异性、高重现性的优点，为后续该类药物的安全监

测提供参考。

该方法特点如下：

1.  灵敏度高，可满足药典所规定的限度要求。

2.  该方法具有较宽的线性范围以及较高的灵敏度，方法定量下限

（LLOQ）最低可达10 pg/ml，且低浓度点连续进样6针峰面积

重复性小于5%。
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3. SCIEX质谱独特的Turbo V™离子源具备较强的抗污染能力，且

在长时间的样品采集过程中，仪器仍能保证数据的稳定性和重

现性。

实验方法

样品前处理

精确称量细辛粉末0.5 g置于50 ml的具塞离心管中，精密加入

70%甲醇25 ml，密塞，称定重量，超声提取40 min，放冷，再称

定重量，用70%甲醇补足减失的重量，6000 rpm转速下4℃离心

10 min。取上清过0.22 µm 滤膜，待进样分析。

仪器设备 

SCIEX Exion LC™ + SCIEX Triple Quad™ 液质联用系统

液相条件

液相：SCIEX Exion LC™系统

色谱柱：Phenomenex Kinetex F5, 2.1×150 mm, 2.6 µm
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流动相：A相：水（含0.1%甲酸和5 mM甲酸铵）

 B相： 甲醇 : 乙腈（7:3，v/v且含1 mM甲酸铵）

流速：0.25 ml/min

柱温：40℃

洗针液：甲醇 : 乙腈 : 水 : 异丙醇（1:1:1:1）

梯度洗脱程序：见表1

For Research Use Only. Not for use in Diagnostic Procedures.

Time (min) A（%） B（%）

0 50 50

1 50 50

3 35 65

5 35 65

12 2 98

13 2 98

13.1 50 50

15 50 50

表1. 梯度洗脱条件

质谱条件

SCIEX Triple Quad™ 系统

数据采集方法：MRM（多反应监测扫描模式）

离子源：ESI源正模式

离子源参数：

电喷雾电压(IS): 5500 V; 气帘气(CUR): 35 psi;

雾化气(GS1): 55 psi; 辅助加热气(GS2): 55 psi;

离子源温度(TEM): 400 ℃; 碰撞气(CAD): 9 psi;

多反应监测离子通道见表2

备注：表2中标注“*”为定量离子对

实验结果

灵敏度和重现性

各定量下限浓度点标准品溶液的XIC谱图见图2，大部分化合

物的定量下限均可达到pg级别，最低可达10 pg且在空白溶剂中无

表2. 10种马兜铃酸类化合物MRM通道参数设置

化合物
Compound ID

母离子
Q1(m/z)

子离子
Q3(m/z)

去簇电压
DP(V)

碰撞能
CE(V)

马兜铃酸I
359.1 298.1* 50 20

359.1 296.1 50 20

马兜铃酸II
329.1 268.1* 50 15

329.1 294.0 50 15

马兜铃酸III
359.1 296.1* 50 25

359.1 298.1 50 20

马兜铃酸IIIa
345.1 284.1* 50 15

345.1 282.1 50 25

马兜铃酸IVa
375.1 314.1* 50 18

375.1 340.0 50 18

马兜铃酸VIIa
375.1 314.1* 50 15

375.1 312.1 50 15

马兜铃内酰胺I
294.1 279.1* 100 40

294.1 251.1 100 50

马兜铃内酰胺AII
266.1 251.1* 60 35

266.1 195.1 60 45

马兜铃内酰胺FI
266.1 251.1* 50 38

266.1 195.1 50 38

马兜铃内酰胺BII
280.1 264.1* 50 38

280.1 236.1 50 40

明显残留和干扰。同时为了考察该方法的重现性，将LLOQ浓度点

样品连续进6针，计算6针峰面积的RSD%，结果显示所有化合物的

RSD%值均小于5%。由此可以看出，该方法在具备较高灵敏度的

同时也保证了良好的重现性。

图 2 各 LLOQ浓度点标准品溶液的 XIC谱图

线线性性和和准准确确度度

所有化合物在线性范围内线性关系良好，线性相关系数均大于 0.99，各浓度点准确度均在 85%-115%之间，具

体见图 3。

图 3 10 种马兜铃酸化合物的标准曲线图，线性范围线性良好，线性相关系数 r 均大于 0.99

样样品品测测定定结结果果

取某细辛样品，按照样品的前处理方法进行处理，对处理好的样品溶液进行 10 种马兜铃酸类化合物含量测定。

结果显示，在细辛样品中检出马兜铃酸Ⅰ （0.019 µg/g）、马兜铃酸 IVa（1.184 µg/g） 、马兜铃酸 VIIa （0.007 µg/g）

以及马兜铃酸衍生物马兜铃内酰胺 I （0.450 µg/g）、马兜铃内酰胺 AII（0.002 µg/g）。根据 2020 版《中国药典》规定，

马兜铃酸Ⅰ的检出含量满足药典规定的限度要求。

加加标标回回收收率率

图2. 各LLOQ浓度点标准品溶液的XIC谱图
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线性和准确度

所有化合物在线性范围内线性关系良好，线性相关系数均大

于0.99，各浓度点准确度均在85%-115%之间，具体见图3。

图3. 10种马兜铃酸化合物的标准曲线图，线性范围线性良好，线性相关系

数r均大于0.99

图 2 各 LLOQ浓度点标准品溶液的 XIC谱图

线线性性和和准准确确度度

所有化合物在线性范围内线性关系良好，线性相关系数均大于 0.99，各浓度点准确度均在 85%-115%之间，具

体见图 3。

图 3 10 种马兜铃酸化合物的标准曲线图，线性范围线性良好，线性相关系数 r 均大于 0.99

样样品品测测定定结结果果

取某细辛样品，按照样品的前处理方法进行处理，对处理好的样品溶液进行 10 种马兜铃酸类化合物含量测定。

结果显示，在细辛样品中检出马兜铃酸Ⅰ （0.019 µg/g）、马兜铃酸 IVa（1.184 µg/g） 、马兜铃酸 VIIa （0.007 µg/g）

以及马兜铃酸衍生物马兜铃内酰胺 I （0.450 µg/g）、马兜铃内酰胺 AII（0.002 µg/g）。根据 2020 版《中国药典》规定，

马兜铃酸Ⅰ的检出含量满足药典规定的限度要求。

加加标标回回收收率率

样品测定结果

取某细辛样品，按照样品的前处理方法进行处理，对处

理好的样品溶液进行10种马兜铃酸类化合物含量测定。结果显

示，在细辛样品中检出马兜铃酸Ⅰ （0.019 µg/g）、马兜铃酸IVa
（1.184 µg/g） 、马兜铃酸VIIa （0.007 µg/g）以及马兜铃酸衍生物

马兜铃内酰胺I （0.450 µg/g）、马兜铃内酰胺AII（0.002 µg/g）。

根据2020版《中国药典》规定，马兜铃酸Ⅰ的检出含量满足药典

规定的限度要求。

加标回收率

取某细辛样品，向其中加入低、中、高三个浓度的混合标准

品溶液，按照样品的前处理方法进行提取，且平行制备三份，进

行加标回收率考察。测试结果如下表格，回收率均在85%~115%，

且平行制备的三份样品的重复性RSD%小于5%。

结论

本实验基于SCIEX Triple Quad™系统建立10种常见的马兜铃酸

以及马兜铃内酰胺类化合物的定量检测方法。该方法中大部分化

合物的定量下限（LLOQ）到pg级别，其中最低可达10 pg/ml，低

于限度水平，同时空白溶剂中无干扰无残留，说明该方法特异性

化合物名称 浓度 重复次数 RSD% 平均加标
回收率

马兜铃酸Ⅰ

L 3 of 3 3.1 95.28

M 3 of 3 2.9 99.64

H 3 of 3 2.9 103.40

马兜铃酸Ⅱ

L 3 of 3 2 98.13

M 3 of 3 3.0 105.41

H 3 of 3 4.1 94.19

马兜铃酸Ⅲ

L 3 of 3 1.9 103.73

M 3 of 3 3.8 106.92

H 3 of 3 2.8 95.77

马兜铃酸IIIa

L 3 of 3 3.7 106.45

M 3 of 3 3.3 102.43

H 3 of 3 1.8 94.87

马兜铃酸IVa

L 3 of 3 3.3 96.52

M 3 of 3 1.8 97.68

H 3 of 3 2.4 91.70

马兜铃酸VIIa

L 3 of 3 4.2 89.67

M 3 of 3 4.2 96.52

H 3 of 3 4.1 102.46

马兜铃内酰胺I

L 3 of 3 1.4 99.43

M 3 of 3 1.8 98.89

H 3 of 3 5.0 90.09

马兜铃内酰胺
AII

L 3 of 3 2.0 91.96

M 3 of 3 0.7 102.52

H 3 of 3 0.8 104.80

马兜铃内酰胺
FI

L 3 of 3 2.3 90.90

M 3 of 3 0.8 87.29

H 3 of 3 1.4 87.83

马兜铃内酰胺
BII

L 3 of 3 1.4 99.87

M 3 of 3 4.8 102.89

H 3 of 3 3.1 104.09

 表3. 10种马兜铃酸类化合物加标回收率考察结果
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较好、灵敏度较高。所有化合物在线性范围内线性关系良好，线

性相关系数均大于0.99；低浓度点（LLOQ）标准品溶液连续进样6
针，峰面积重现性结果小于5%。低、中、高三个浓度的加标回收

率结果均在85%~115%，说明方法和仪器重现性较好。该方法可为

后续该类药物的安全监测提供一定参考。
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