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基于液相色谱-质谱联用的清肺排毒汤中痕量马兜铃酸 I的

监测及定量分析
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摘要: 清肺排毒汤中细辛用量超《中国药典》规定量一倍, 其限量成分马兜铃酸 I是否也超标引发广泛关注。本

研究首先利用超高效液相色谱-四级杆飞行时间串联质谱联用技术, 证实了清肺排毒汤中确有马兜铃酸 I; 基于此,

进一步构建了高灵敏的超高效液相色谱-三重串联四级杆质谱方法, 对清肺排毒汤、细辛水煎液及细辛 70%甲醇提

取液中的马兜铃酸 I进行了定量对比分析, 发现细辛用量均为 6 g时, 其所含马兜铃酸 I的量分别约为 1.5、3.2和

9.0 μg, 均远低于《中国药典》中规定的每日最大限量 (30 μg)。因此, 本研究推测通过复方煎煮及优选细辛药材的方

法, 可以有效的降低细辛中马兜铃酸 I的浸出, 从而避免超限使用。本研究不仅可为中药复方汤剂中痕量马兜铃酸 I

的检测及定量分析提供方法, 也可为清肺排毒汤中细辛的合理使用提供科学依据。
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Abstract: The dosage of asarum in Qing-Fei-Pai-Du decoction (QFPD) is twice the dosage prescribed by the

Chinese Pharmacopoeia. Due to the potential toxicity of aristolochic acid I (AAI), a limited component in asarum,

the possibility that its dosage also exceeds the dosage prescribed by the Chinese Pharmacopoeia had aroused wide

concern. In this study, the UHPLC-Q TOF method was used to determine the presence of AAI in QFPD. A UHPLC-

QQQ method was then established to determine the content of AAI in QFPD, a reflux extract of asarum and an

ultrasonic extract of 70% methanol of asarum. The results showed that the amount of AAI in the three samples was

approximate 1.5, 3.2 and 9.0 μg respectively with equivalent dosages of asarum (6 g). All were obviously lower

than the maximum daily limit stipulated in the Chinese Pharmacopoeia (30 μg). Therefore, we concluded that the

content of AAI could be effectively reduced by using a Chinese herbal compound decoction and optimization of

asarum. This assay is not only convenient, rapid, sensitive and reproducible for the trace detection of AAI in
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Chinese herbal compound decoction, but also useful for the rational application of asarum in QFPD.
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清肺排毒汤是由麻杏石甘汤、射干麻黄汤、小柴胡

汤和五苓散 4种中医经典方剂优化组合而成的中药复

方, 组方合理、性味平和, 可用于新冠肺炎患者的临床

救治[1,2]。该方中细辛的用量为6 g, 因细辛中含有马兜

铃酸类化合物, 因此《中国药典》2015年版中规定, 细

辛每日的用量范围为 1～3 g, 且每克细辛中马兜铃酸 I

(aristolochic acid I, AAI) 的含量不得超过0.001%[3]。

马兜铃酸类化合物是马兜铃科马兜铃属植物特有

的一类硝基菲类化合物[4]。自 20世纪 90年代以来, 由

于临床上不断出现含马兜铃酸类成分的药品引起肝肾

损伤的病例, 自 2000年 5月起, FDA禁止了包括马兜

铃、关木通、广防己、天仙藤等相关草药和中成药的进

口和销售[5,6]。马兜铃酸类化合物中, AAI为其主要毒

性成分[7], 须对其含量进行严格的监测。目前在国内,

多数临床医师常根据患者的实际情况对细辛酌量使

用, 但由于“细辛不过钱”及“细辛有毒”等说法的存在,

部分学者和民众对于清肺排毒汤中细辛的超量使用存

在担忧[8], 因此十分有必要对清肺排毒汤中的细辛所

含AAI进行准确高效的定性定量分析。

中药复方药材组成多样, 成分繁杂; 且复方的提取

过程多为水煎煮, 被检测成分通常含量较低, 并被隐匿

于复杂的基质中[9], 由此为其成分检测带来了巨大挑

战。清肺排毒汤是由 21 味药材组成的复方[10], 其中

AAI含量低微, 若想对其进行准确高效的定性定量分

析, 必须建立适宜的色谱-质谱联用方法。初期实验探

索结果证实, 通过单独使用超高效液相色谱方法, 无法

实现清肺排毒汤中AAI的检测, 更无法进行准确的定

量分析。基于此, 本研究首先构建了UHPLC-Q TOF-

MS/MS联用方法, 对清肺排毒汤中的AAI进行了高效

的定性识别, 确认了清肺排毒汤中 AAI的存在; 在此

基础上 , 进一步搭建了 UHPLC-QQQ-MS/MS 联用方

法, 并以利血平为内标, 在多反应监测模式 (MRM)下

对清肺排毒汤及细辛药材不同提取液中AAI的含量进

行了准确定量分析 (AAI及内标化合物利血平的化学

结构式见图 1), 并对不同样品中AAI的含量差异进行

了对比分析, 从而在一定程度上为清肺排毒汤的合理

使用提供了数据支撑。

材料与方法

仪器与试剂 Agilent 1290 超高效液相色谱仪、

Agilent 6550离子漏斗四级杆飞行时间串联质谱仪和

Agilent 6470三重串联四级杆质谱仪 (美国 Agilent公

司), Milli-Q 超纯水制备仪 (美国 Millipore 公司), 乙

腈、乙酸及乙酸铵 (色谱级, 美国 Fisher公司), 其他试

剂均为分析纯 (北京华威锐科化工有限公司)。清肺排

毒汤复方由东直门医院提供, 复方药材来源如下: 麻

黄、桂枝、生姜、陈皮及藿香由盛世龙药业有限公司提

供; 炙甘草、生石膏、泽泻、猪苓、茯苓、柴胡、黄芩、款

冬花、山药、炒枳实及炒白术由西单医药有限责任公

司提供; 杏仁、射干及细辛由 (华邈) 中国中药有限公

司提供; 姜半夏由同仁堂药材有限公司提供; 紫菀由

仟草中药饮片有限公司提供; AAI及内标化合物-利

血平对照品由成都瑞芬思生物科技有限公司提供 (纯

度≥98%)。

清肺排毒汤供试品溶液的制备 (A) 取清肺排毒

汤复方药材, 置于砂锅中, 向其中加入适量水至没过药

材表面 0.5 cm左右, 浸泡 15 min后开始煎制; 待锅中

水煎沸后开始计时, 30 min后停止, 水煎液过滤至烧杯

中备用。随后取药渣再次用水浸泡 15 min后 (水量酌

减), 开始二次煎制。二煎水沸后再次计时, 20 min后

停止, 水煎液过滤, 并与一煎过滤液合并。煎煮过程

中, 药液未沸时, 用武火, 沸后转为文火, 每隔 3 min左

右搅拌一次。因复方中有先煎和后煎药材, 因此在上

述操作过程中, 需将先煎药材单独煎煮 10 min, 随后加

入其余药材, 继续煎煮 10 min, 最后加入后煎药材, 保

持 10 min后停止。二煎过程不存在先煎及后煎问题。

两次煎煮共得药液约 350 mL, 相当于患者每日早晚两

次服用剂量。精确量取上述煎煮液 30 mL, 并转移至

50 mL离心管中, 12 000 r·min-1离心 10 min; 取上清液,

氮气吹干, 随后用70%甲醇1 mL复溶, 过0.22 μm微孔

滤膜, 至进样小瓶中, 即得。

细辛水煎液的制备 (B) 精密称取细辛药材 1 g,

置于 250 mL圆底烧瓶中, 向其中加入水 50 mL, 回流

Figure 1 The chemical structures of aristolochic acid I (AAI)

and reserpine
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提取 1 h, 过滤, 收集滤液, 取续滤液 1 mL, 过 0.22 μm

微孔滤膜, 至进样小瓶中, 即得。

细辛 70% 甲醇超声提取液的制备 (C) 以 2015

版《中国药典》中细辛样品的提取方法为依据 : 精密

称取细辛药材 1 g, 置于 250 mL具塞锥形瓶中, 精密加

入 70% 甲醇 50 mL, 密塞 , 称定重量 , 超声处理 (功率

500 W, 频率 40 kHz) 40 min, 放冷, 再称定重量, 用 70%

甲醇补足失重, 摇匀, 过滤, 取续滤液 1 mL, 过 0.22 μm

微孔滤膜, 至进样小瓶中, 即得。

定性分析条件 ① 超高液相色谱条件: 样品的分

离采用ACQUITY UPLC HSS T3柱 (100 mm×2.1 mm,

1.8 μm, Waters), 柱温箱设定为 35 ℃, 检测波长设定为

260 nm; 流动相由 0.2% 乙酸-5 mmol·L-1 乙酸铵水

(A): 0.2% 乙酸-乙腈 (B) 组成 , 梯度洗脱 (v/v): 0 min,

95% A; 5 min, 85% A; 8 min, 82% A; 10 min, 82% A;

12 min, 80% A; 18 min, 72% A; 23 min, 5% A; 25 min,

5% A, 进样体积为 2 μL, 流速为 0.4 mL·min-1。② 质谱

条件: 电喷雾离子源 (ESI), 扫描范围m/z为 300～400,

正离子模式检测 , 毛细管电压为 4 kV, 干燥气温度

230 ℃, 干燥气流速 15 L·min-1, 鞘气温度 300 ℃, 鞘气

流速 12 L·min-1, 雾化气压力 50 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa), 采

样频率0.25 s, 碰撞能量10 eV。

定量分析条件 ① 超高效液相色谱条件: 样品的

分离采用ACQUITY UPLC HSS T3柱 (100 mm×2.1 mm,

1.8 μm, Waters), 柱温箱设定为 35 ℃, 检测波长设定为

260 nm; 流动相由 0.2%乙酸-5 mmol·L-1乙酸铵水 (A):

0.2%乙酸-乙腈 (B) 组成, 梯度洗脱 (v/v): 0 min, 95%

A; 1 min, 20% A; 3 min, 50% A; 5 min, 95% A; 7 min,

95% A, 进样体积为 2 μL, 流速为 0.4 mL·min-1。② 质

谱条件 : 电喷雾离子源 (ESI), 毛细管电压 3.5 kV, 干

燥气温度 300 ℃ , 干燥气流速 10 L·min-1, 鞘气温度

250 ℃, 鞘气流速 11 L·min-1, 雾化器压力 45 psi, 采用

MRM模式, 在正离子下进行扫描。

对照品溶液的制备 精密称取AAI对照品 1 mg,

用甲醇1 mL溶解, 制备成AAI对照品母液。随后, 以10

倍稀释法, 将AAI对照品母液进一步稀释至 1 μg·mL-1,

作为AAI对照品储备液。另精确称取利血平对照品一

定量, 制备成 100 ng·mL-1的利血平储备液, 备用。接

下来, 以 2倍稀释法, 将 AAI对照品储备液进行稀释,

得到一系列浓度梯度的AAI对照品溶液。取等量AAI

各对照品溶液与利血平储备液, 混合均匀, 即得到一系

列含有等量内标化合物的AAI对照品溶液。

线性关系考察 分别精密吸取上述各含等量内标

化合物的AAI对照品溶液 2 μL, 注入超高效液相色谱

仪中 , 在 MRM 模式下进行测定 , 以对照品质量浓度

(X) 为横坐标, 对照品与内标化合物峰面积比值 (Y) 为

纵坐标进行线性回归, 带入Agilent MassHunter Quan‐

titative Analysis软件 (美国Agilent公司, 版本B.07.00)

中, 绘制标准曲线, 并得到回归方程。

定量限和检测限 取AAI对照品储备液, 以两倍

稀释法进行稀释, 在上述色谱条件下进行测定, 并对其

峰面积进行积分。当AAI对照品积分面积所对应的信

噪比等于 3时, 将其规定为AAI的检出限; 当AAI对照

品积分面积所对应的信噪比等于 10 时 , 将其规定为

AAI的定量限。

精密度 取含有内标的 AAI对照品溶液, 1天内

连续进样 6次, 连续 3天测定, 依据上述检测条件进行

分析, 记录AAI及内标的峰面积, 并带入到软件的回归

方程中计算其浓度及RSD。

稳定性 取样品 A 溶液 , 分别于 0、2、4、8、12 和

24 h按上述检测条件进行分析, 记录AAI与内标的峰

面积, 并带入到软件的回归方程中计算其浓度及RSD。

重复性 取 6个批次的清肺排毒汤复方, 制备成

供试品溶液, 按上述检测条件进行分析, 记录AAI与内

标的峰面积, 并带入到软件的回归方程中计算其浓度

及RSD。

回收率 取 6个批次已知AAI含量的清肺排毒汤

复方, 分别加入等量对照品, 按上述样品制备及检测条

件进行分析, 记录AAI与内标的峰面积, 并带入到软件

的回归方程中计算其浓度及RSD。

AAI的含量测定 取供试品溶液A、B和C, 测定

前分别向 3种供试品溶液中各加入等量内标, 混合均

匀后, 按上述检测条件进行含量测定, 并将采集所得数

据带入到 Agilent MassHunter Quantitative Analysis 软

件中进行计算, 求得 3种供试品溶液中AAI的准确含

量。在此基础上, 进一步对3个批次的3种供试品溶液

中AAI的含量进行测定, 并以每 1 g细辛计, 对其中的

AAI平均含量进行统计分析。

结果

1 AAI的定性检测

根据AAI的化学结构 (图 1) 推测, 其在上述定性

检测条件下, 正离子模式中可能会有 [M+NH4]
+ 离子

的存在。通过提取AAI所对应的 [M+NH4]
+ 一级及二

级离子图 (图 2), 并与对照品进行比对发现, 样品A中

有 AAI的 [M+NH4]
+ 离子存在, 且该离子为其母离子

(C17H15N2O7, 理论分子量m/z 359.087 9; 实测分子量m/z

359.088 7; ppm = -2.16); 同时谱图中也有AAI的准分

子离子 [M+H]+ 存在 (C17H12NO7, m/z 342.062 2), 但响

应很低。进一步对谱图中的主要碎片离子进行推导可
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知 , 当碰撞能量为 10 eV 时 , AAI 的主要碎片离子是

[M+H-CO2]
+ (C16H12NO5, m/z 298.074 8), 次要碎片离

子是 [M+H-H2O] + (C17H10NO6, m/z 324.053 3)。因此

可根据定性分析的结果, 在随后的UHPLC-QQQ-MS/

MS定量分析中, 以上述两个离子分别作为定量离子

和定性离子。

2 MRM 模式下 AAI 及内标化合物的定性定量离

子对

由于 Q-TOF 与 QQQ 在检测精密度上存在差异 ,

因此在进行 QQQ 定量分析之前 , 首先还是需要对样

品进行全扫描。结果表明, AAI在QQQ中的母离子为

m/z 359.1, 利血平的母离子为 m/z 609.3。进一步对

AAI 和利血平的毛细管电压及碰撞能量分别进行优

化发现 , 在 MRM 模式下 AAI 的定量离子对为 m/z

359.1～298.1, 定性离子对为m/z 359.1～324.2, 最优毛

细管电压为 90 eV, 最优碰撞电压为 12 eV; 利血平的

定量离子对为 m/z 609.3～195.0, 定性离子对为 m/z

609.3～174.3, 最优毛细管电压为 195 eV, 最优碰撞电

压为 40 eV; 待测化合物及内标化合物的定量离子对

提取色谱图见图3。

3 线性范围及灵敏度

在上述 MRM 检测模式下 , AAI的线性回归方程

为 : Y = 1.105 052 X + 0.108 875; R2 = 0.996 8, AAI 在

1.95～250 ng·mL-1的浓度之间呈良好的线性关系。同

时, 按上述分析条件所述, 对AAI的检测限和定量限进

行分析发现, AAI的检测限为 0.25 ng·mL-1, 定量限为

0.98 ng·mL-1。

4 方法学考察

采用MRM模式对AAI的日内及日间精密度分析

结果表明, AAI的日内精密度RSD为 3.79%, 日间精密

度RSD为 4.29%, 由此可知仪器的精密度良好; 对AAI

的稳定性研究结果表明 , AAI 在 24 h 内的 RSD 为

2.91%, 表明样品在 24 h内能够保持稳定; 对所制备的

6个批次的清肺排毒汤中AAI的测定结果表明, AAI的

RSD为 7.13%, 表明该方法的重复性良好; 清肺排毒汤

中 AAI 的加样回收率范围为 97%～114%, RSD 为

6.26%, 表明该方法的回收率良好。

5 样品中AAI的含量

在上述检测条件下, 对3个批次的 3种供试品溶液

中AAI的含量测定结果表明, 以每 1 g细辛计, 样品A

中AAI的平均含量约为 0.25 μg·g-1; 样品B中AAI的平

均含量约为 0.53 μg·g-1; 样品C中AAI的平均含量约为

1.49 μg·g-1。样品C中AAI的含量远高于样品A中其

所对应的含量。实际使用过程中, 清肺排毒汤中细辛

的用量为 6 g, 因此通过计算可知, 患者服用清肺排毒

汤后每日可能摄入的 AAI总量不超过 1.5 μg。同时 ,

所提供的药材中, 6 g细辛水煎液及 6 g细辛 70%甲醇

超声提取液中AAI的总量分别约为3.2 和9.0 μg。

讨论与结论

清肺排毒汤中细辛的用量超过了《中国药典》2015

年版中细辛规定的每日用量。鉴于细辛中所存在的

AAI含量超标可能会引发肝肾毒性, 因此引起了一部

分专家学者及普通百姓的关注和担忧。本研究的实验

结果表明, 按照《中国药典》2015年版细辛供试品溶液

的制备方法, 制得的 3批样品中 (样品C), AAI的平均

含量测定结果约为 0.000 15%, 低于《中国药典》中细辛

所含AAI含量的限定要求 (不高于 0.001%), 表明药材

Figure 2 Extracted ion chromatogram (EIC) and fragment ion

information (FII) of aristolochic acid I (AAI). A: EIC of AAI

(MS); B: EIC of AAI (MS/MS); C: FII of AAI; D: The possible

structures of the major fragment ions in figure C

Figure 3 The MRM chromatograms (quantification ion pair) of

AAI and IS in sample A
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的选取合格。同时, 通过实验结果可知, 模拟复方水

煎, 采用水回流提取法制得的细辛供试品溶液中AAI

的含量 (0.000 053%) 明显低于按照《中国药典》所制得

的细辛供试品溶液中AAI的含量; 导致这一现象的主

要原因与AAI的水溶性差有关。而清肺排毒汤中AAI

的含量测定结果更低 (0.000 025%), 仅为依照《中国药

典》所制供试品溶液中的 17%左右, 为细辛水煎液的

50% 左右。推测其原因除与 AAI的水溶性差有关之

外, 也可能与复方提取所用料液比低, 供试品溶液煎煮

时间短及其他药材对于AAI浸出抑制等因素有关。

最后, 以《中国药典》中细辛药材的每日最大用量

3 g, 每克细辛中 AAI的最大限量 0.001% 为标准进行

计算, 患者每日摄入的AAI理论上不得超过 30 μg。对

于清肺排毒汤而言, 患者每日可摄入的AAI最大量仅

为 1.5 μg, 远低于《中国药典》中对于细辛中AAI的限

量标准。同时, 所提供的6 g细辛水煎液及细辛70%甲

醇超声提取液中, AAI的含量分别约为 3.2和 9.00 μg,

也均明显低于《中国药典》的限量标准。因此, 本研究

认为, 通过筛选药材来源, 将AAI含量低的药材作为供

应品时, 可以酌量的增加细辛的用量; 另外, 在含有细

辛的复方水煎液中, AAI的浸出也会在一定程度上受

到抑制。因此本研究认为在清肺排毒汤日常的治疗和

使用过程中可正常使用, 无需过分担忧。综上, 本研究

不仅为中药复杂处方中AAI的定性定量检测提供了有

效方法和数据支撑, 同时也为清肺排毒汤中细辛的合

理使用提供了科学依据。
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