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9种含马兜铃酸类毒性物质中药材中马兜铃酸类成分的

定性与定量分析
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摘要: 探究并明确含马兜铃酸类毒性物质药材中马兜铃酸类成分的种类、数量及含量, 以进一步确保此类药

材及其相关产品的使用安全。本研究选取了朱砂莲、杜衡、关木通、马兜铃、青木香、天仙藤、寻骨风、广防己和细辛

9种含马兜铃酸类毒性物质的中药材, 采用高效液相色谱-四极杆飞行时间质谱仪 (HPLC-Q-TOF-MS) 结合高效液

相色谱-二极管阵列检测定性分析 9种药材中的马兜铃酸类成分。选用Agilent ZORBAX SB-Aq色谱柱 (250 mm×

4.6 mm, 5 μm) 分离, 以乙腈-0.2%乙酸水为流动相, 梯度洗脱, 质谱使用ESI正离子模式, 分析马兜铃酸Ⅰ、Ⅱ、Ⅲa、

Ⅳa、Ⅶa, 马兜铃内酰胺Ⅰ、Ⅱ 7个对照品的质谱电离规律, 并利用此规律对 9种药材样品中筛选出的紫外光谱图与

7个对照品光谱相似的成分进行结构解析。应用高效液相色谱紫外检测法 (HPLC-UV) 对鉴定出的马兜铃酸类成

分采用外标法进行定量分析, 检测波长为 254 nm。结果显示: 从 9种药材中共筛选和鉴定出 22个马兜铃酸类成分,

包括 11个马兜铃酸和 11个马兜铃内酰胺。马兜铃酸类成分的种类在朱砂莲和青木香药材中最多, 有 15种, 其次为

马兜铃和关木通, 为 14种, 成分的总量在朱砂莲和关木通中最高, 在 8.91～13.40 mg·g-1之间; 在杜衡中最少, 只有

2种成分, 总量在 0.10 mg·g-1以下。本研究系统性地筛选和明确了含马兜铃酸类毒性物质中药材中马兜铃酸类成分

的种类、数量及含量, 为后续此类药材的网络毒性分析和体外毒性实验, 以及其中马兜铃酸类成分在质量标准中的

安全性控制提供了有价值的依据。
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Abstract: The objective of this work was to explore the content and composition of aristolochic acid compounds

in Chinese medicinal materials containing toxic aristolochic chemicals, so as to ensure the safety of these medicinal

materials and their related products. Nine Chinese medicinal materials were selected for study, including the tuber

of Aristolochia cinnabarina, the herbs of Asarum forbesii, the stems of Aristolochia manshuriensis., the fruits of

Aristolochia debilis, the roots of Aristolochia debilis, the stems and leaf of Aristolochia debilis, the herbs of

Aristolochia mollissima, the roots of Aristolochia fangchi, and the roots of Asarum heterotropoides var. mandshuricum.
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The aristolochic acid components in the nine Chinese medicinal materials were analyzed by high performance

liquid chromatography-quadrupole time of flight mass spectrometry (HPLC-Q-TOF-MS) combined with high

performance liquid chromatography diode-array detection. The separation was performed on an Agilent ZORBAX

SB-Aq column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) with gradient elution using a mobile phase consisting of acetonitrile and

0.2% acetic acid. ESI positive ion mode MS was used to investigate the ionization pathways of aristolochic acid Ⅰ,

Ⅱ, Ⅲa, Ⅳa, Ⅶa, and aristololactam Ⅰ, Ⅱ using seven reference standards, and the structures of the components

with UV spectrasimilar to those of the seven reference standards in the selected medicinal materials were qualita‐

tively analyzed by following the investigated ionization pathways. The identified aristolochic acid components

were quantified using an external standard method by HPLC-UV with detection at 254 nm. Twenty-two aristolochic

acid components including 11 aristolochic acids and 11 aristololactams were identified from the nine selected

medicinal materials; 15 aristolochic acids were found in the tuber of Aristolochia cinnabarina and the roots of

Aristolochia debilis, followed by 14 aristolochic acids in the fruits of Aristolochia debilis and the stems of Aristolochia

manshuriensis. The greatest content of aristolochia components was found in the tuber of Aristolochia cinnabarina

and the stems of Aristolochia manshuriensis, ranging from 8.91 mg·g-1 to 13.40 mg·g-1, and the least amount was in

the herbs of Asarum forbesii, at less than 0.10 mg·g-1 and containing only two aristolochia components. This study

systematically explored the quantity and composition of aristolochic acid components in selected Chinese medicinal

materials believed to contain toxic aristolochic compounds, providing a basis for follow-up studies on the toxicity

of these substances that can lead to safety standards for their use.

Key words: Chinese medicinal materials containing aristolochic toxic substance; aristolochic acid; aristololac‐

tams; qualitative analysis; quantitative analysis; HPLC-Q-TOF-MS; HPLC-DAD

马兜铃酸是近年来中药毒性研究中的重要内容,

马兜铃酸类化合物包括多种马兜铃酸 (AAs) 和马兜铃

内酰胺 (ALs), 目前已发现 110余个马兜铃酸类化合物

在马兜铃科植物中分布, 包括 50余个马兜铃酸和 60余

个马兜铃内酰胺[1]。马兜铃科不少植物用作中药, 如

马兜铃属植物马兜铃 (Aristolochia debilis Sieb. et

Zucc.) 的果称马兜铃, 能清肺降气、止咳平喘、清肠消

痣, 其炮制方法为除杂、搓碎、蜜炙; 地上部分称天仙

藤, 有行气活血、通络止痛之功效, 其炮制方法为除杂、

切断[2]; 根称青木香, 有平肝止痛、解毒消肿之功效, 其

炮制方法为除杂、洗净、润透、切片、晒干[3]。广防己

(广防己 Aristolochia fangchi Y.C. Wu ex L.D. Chou et

S.M. Hwang的干燥根) 可以祛风止痛、清热利水, 其炮

制方法为除杂、洗净、润透、切片、干燥[3]。朱砂莲 (四

川朱砂莲Aristolochia cinnabarina C.Y. Cheng et J.L.Wu

的干燥块根) 能清热解毒、消肿止痛, 其炮制方法为洗

净, 蒸至透心, 干燥[4]。关木通 (东北马兜铃Aristolochia

manshuriensis Kom.的干燥藤茎) 有清心火、利小便、通

经下乳之功效, 其炮制方法为洗净、润透、切片、晒干[3]。

寻骨风 (绵毛马兜铃Aristolochia mollissima Hance的干

燥全草) 能祛风、活络、止痛, 其炮制方法为除杂、洗净、

切段、干燥[4]。细辛属植物杜衡 (杜衡 Asarum forbesii

Maxim.的干燥全草) 有祛风、散寒、止痛之功效, 其炮

制方法为除杂、切段[5]。细辛来源于北细辛 [Asarum

heterotropoides Fr. Schmidt var. mandshuricum (Maxim.)

Kitag.]、汉城细辛 (Asarum sieboldii Miq. var. seoulense

Nakai) 或华细辛 (Asarwmsieboldii Miq.) 的干燥根和根

茎, 能祛风散寒、祛风止痛、通窍、温肺化饮, 其炮制方

法为除杂、稍润、切段、阴干[2]。上述列举的马兜铃科

药材中除马兜铃采用蜜炙, 朱砂莲蒸至透心外, 其他药

材均采用净选润切加工方法, 没有采用特殊的炮制方

法。中国药典 (2020版) 只收载了其中的细辛。

马兜铃酸具有抗感染、抗早孕及增强吞噬细胞活

性等多种药理作用, 但同时也具有肾毒性和致癌性, 马

兜铃酸在人体内代谢成马兜铃内酰胺, 进而与DNA结

合, 损害肾脏细胞[6], 长期小剂量服用或者短期大剂量

服用, 都有可能导致肾毒性反应的发生[7,8]。因此马兜

铃内酰胺是直接导致毒性的成分, 其不仅是马兜铃酸

的代谢产物, 而且在马兜铃属和细辛属植物中也天然

存在[9]。近年来对马兜铃酸毒性的报道远超过对其药

理活性的报道, 其导致的临床不良反应已引起国内外

学者的广泛重视[10-17]。Ng 等[18]提示马兜铃酸与肝癌

之间有很强的相关性, 将马兜铃酸推到了舆论的风口

浪尖。Lu等[19]在此前研究的基础上, 进一步深层揭示

了马兜铃酸可以导致肝癌的发生, 是人类肝癌的主要

危险因素之一。

目前, 关于马兜铃酸的研究报道较多, 定性定量及

药理毒理研究多集中于马兜铃酸Ⅰ和Ⅱ[20-23], 分析方法

主要采用 HPLC 法[24-26]、HPLC-MS 法[27]等 , 但对马兜

铃酸Ⅰ、Ⅱ以外的其他马兜铃酸类成分的药理毒理、定性
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定量研究均很少[28-31]。鉴于马兜铃属和细辛属药材中

含有大量的马兜铃酸Ⅰ和Ⅱ以外的其他马兜铃酸类成

分[9], 这些成分的毒性及在马兜铃属和细辛属药材中

的具体存在情况尚不完全清楚。此外, 我国尚有以此

类药材作为药味的复方成药在上市销售, 例如复方蛇

胆川贝散 (马兜铃)、杜仲壮骨胶囊 (寻骨风)、和胃降逆

胶囊 (天仙藤)、小青龙颗粒 (细辛) 等[32]。因此有必要

对此类药材中马兜铃酸类物质存在情况进行摸底研

究, 以期在此类药材和相关成药中进行马兜铃酸类物

质的合理控制, 保证人民用药安全。本文选取马兜铃

属和细辛属 9种中药材, 对药材中存在的马兜铃酸类

成分进行了定性和定量分析, 明确了此类药材中马兜

铃酸类成分的种类、数量及含量, 对此类药材及其制剂

的安全性控制将具有重要的意义, 为其质量标准中马

兜铃酸类成分控制项的合理制定奠定基础。

材料与方法

仪器 Waters 2996高效液相色谱仪 (具二极管阵

列紫外检测器), Agilent 1290高效液相色谱仪-Bruker四

极杆飞行时间质谱仪, 电子天平 (瑞士 Mettler Toledo

XSE205型、XPR2型、德国Sartorius BS21S型), HC-300

超声清洗机 (江苏禾创), 高速万能粉碎机 (天津市泰斯

特仪器有限公司), Milli-Q净化器 (美国Milli-Q公司)。

试药与试剂 对照品 : 马兜铃酸 Ⅰ (A) (批号 :

110746-201611, 纯度 98.9%) 购自中国食品药品检定

研究院; 马兜铃酸Ⅱ (批号: J17N8T48269, 纯度 ≥ 98%)、

马兜铃酸Ⅲa (批号: P20N8F48641, 纯度 ≥ 98%)、马兜

铃酸Ⅳa (批号: P27A9S59965, 纯度 ≥ 98%)、马兜铃酸

Ⅶa (批号: Z13N9S74959, 纯度 ≥ 95%)、马兜铃内酰胺

Ⅰ (批号: P27N10S104067, 纯度 ≥ 95%) 购自上海源叶

生物科技有限公司; 马兜铃内酰胺Ⅱ (纯度为 95.36%)

由西安交通大学师仁义特聘研究员合成制备纯化, 乙

腈 (德国Merck公司)、乙酸 (上海阿拉丁生化科技股份

有限公司) 为色谱纯 , 水为超纯水 , 其他试剂均为分

析纯。

9 种药材样品共 52 批 : 杜衡 (DH) 5 批 , 寻骨风

(XGF) 9批, 由徐州市药检所提供; 细辛 (XX) 7批, 2批

购自亳州市药材市场, 5批购自辽宁省新宾县; 朱砂莲

(ZSL) 5批, 关木通 (GMT) 5批, 马兜铃 (MDL) 6批, 青

木香 (QMX) 6 批 , 天仙藤 (TXT) 6 批 , 广防己 (GFJ)

3批, 均购自亳州市药材市场; 杜衡、寻骨风、关木通、

青木香、广防己均为净选润切后饮片, 朱砂莲为洗净、

蒸至透心后饮片; 细辛、马兜铃未经炮制, 所有样品经

南京中医药大学药学院吴啟南教授鉴定为正品。

液相色谱条件 色谱柱: Agilent ZORBAX SB-Aq

色谱柱 (250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相: 0.2%乙酸水

溶液 (A)～乙腈 (B); 梯度洗脱: 0～20 min, 18%～28%

B; 20～38 min, 28%～35% B; 38～41 min, 35%～42%

B; 41～45 min, 42%～43% B; 45～60 min, 43%～60%

B; 流速: 1.0 mL·min−1; 检测波长: 254 nm; 柱温: 30 ℃;

进样量: 20 μL。

质谱条件 采用电喷雾离子源 (ESI), 在正离子模

式下采集数据, 质量扫描范围: m/z 50～1 000。ESI离

子源参数: 干燥气温度: 180 ℃; 干燥气流速: 6 L·min-1;

鞘气温度: 180 ℃; 鞘气流速: 6 L·min-1; 雾化气压力:

150 kPa; 毛细管电压: 4 500 V; 裂解电压: 500 V; 碰撞

能量: 5 eV。

供试品溶液的制备 取药材粉末 (过三号筛) 约

0.5 g, 精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入 70%甲醇

25 mL, 密塞, 称定重量, 超声处理 (720 W, 40 kHz) 40 min,

放冷, 再称定重量, 用70%甲醇补足减失重量, 摇匀, 用

微孔滤膜 (0.45 μm) 滤过, 取续滤液, 即得供试品溶液。

对照品溶液的制备 分别取马兜铃酸Ⅰ、马兜铃酸

Ⅱ、马兜铃酸Ⅲa、马兜铃酸Ⅳa、马兜铃酸Ⅶa、马兜铃

内酰胺Ⅰ、马兜铃内酰胺Ⅱ 7种对照品适量, 精密称定,

加入 70% 甲醇制成浓度分别为 1.96、2.13、1.05、0.55、

1.04、2.46和3.57 mg·mL-1的单个对照品储备液, 用70%

甲醇稀释配置得浓度分别为39.27、24.12、16.80、24.12、

20.80、32.32和3.57 μg·mL-1的混合对照品溶液。

阴性溶液的制备 不加药材按照供试品溶液制备

方法制备成溶液作为阴性溶液。

定性分析 分别精密吸取 7种对照品单标溶液和

9种药材样品的供试品溶液各 20 μL, 注入高效液相色

谱仪, 记录色谱图, 获取对照品色谱图中单峰的紫外光

谱图和供试品色谱图中每个色谱峰的紫外光谱图。供

试品色谱图中与对照品紫外光谱相似的色谱峰被筛选

为马兜铃酸类成分。

分别精密吸取混合对照品溶液及供试品溶液各

20 μL, 注入液相色谱质谱联用仪, 按上述色谱和质谱

条件操作, 记录总离子流图, 得到一级和二级质谱各分

子离子峰及碎片离子峰信息, 结合文献数据, 在总结对

照品裂解规律基础上与对照品数据比对, 对上述筛选

出的样品中色谱峰进行化合物身份推测和确认。

方法学验证

专属性 取阴性溶液, 再分别取7种对照品混合溶

液和9种药材的供试品溶液, 分别进样, 记录色谱图。

精密度 精密吸取对照品混合溶液20 μL, 注入液

相色谱仪, 连续进样6次, 测定峰面积, 计算RSD。

线性关系 取对照品混合溶液适量, 按不同倍数

稀释, 进样测定, 以对照品溶液的浓度为横坐标, 峰面
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积为纵坐标, 计算线性回归方程。

检测限和定量限 取对照品混合溶液分别稀释至

信噪比约为 3和 10, 进样, 依法测定, 计算检测限和定

量限。

稳定性 精密吸取同一份马兜铃药材供试品溶

液 (批号 20160706), 于 0、3、6、12、21和 24 h分别进样,

记录色谱图峰面积值, 计算 RSD, 考察供试品溶液在

24 h内的稳定性。

重复性 分别取同一批马兜铃药材供试品 (批号

20160706) 6份, 按供试品溶液项下方法制备, 依法测

定含量, 计算RSD。

加样回收率 取已知含量的马兜铃药材供试品

(批号 20200625) 6份, 精密称定, 精密加入浓度分别为

39.27、24.12、16.80、24.12、20.80、32.32 和 3.57 μg·mL-1

的对照品溶液 5 mL, 按供试品制备方法制备供试品溶

液, 依法测定, 计算回收率。

定量分析 将筛选出的马兜铃酸类成分按照紫外

光谱的相似性进行分类, 对已有对照品的成分直接采

用对照品测定, 对没有对照品的成分选取与其光谱最

为相似成分的对照品作为对照品进行含量测定。取 9

种药材共52批, 依法分别制成供试品溶液, 另取7种对

照品混合溶液, 分别进样, 依法测定, 按上述化合物分

类原则选取各自对照品以外标一点法计算含量。

结果

1 定性分析结果

1.1 马兜铃酸类化合物指认 9种药材中鉴定出马兜

铃酸类化合物共 22个 (表 1[29,33-40]), 混合对照品和供试

品的总离子流图见图 1, 其分子结构如图 2所示, 22个

化合物的定性结果在同品种药材的不同批次间基本

一致。

1.2 马兜铃酸类成分的鉴定 从 9种药材中共鉴定出

Table 1 Aristolochic acid components in the nine medicinal materials. *Compound used as reference substances

No.

1

2

3

4

5

6
7

8
9

10

11
12

13

14
15
16
17

18
19

20

21
22

RT

/min

11.2

12.7

14.6

17.4

20.8

20.9
23.2

28.3
30.0
33.1

33.3
38.2

39.6

43.7
44.7
46.2
48.3

48.6
49.5

50.1

50.7
52.4

Compound

Aristolactam Ⅲa-N-β-D-

glucoside
Aristolochic acid Ⅲa-O-β-

D-glucoside
Aristolactam Ⅰa-N-β-D-

glucoside
Aristolochic acid Ⅳa-O-β-

D-glucoside
Aristolactam Ⅱ-N-β-D-

glucoside
Aristolactam AⅢa
Aristolactam Ⅰ-N-β-D-

glucoside
Aristolactam Ⅲ
Aristolactam Ⅲa
Aristolochic acid Ⅲa*

Aristolactam AⅡ
Aristolochic acid Ⅶa*

Aristolochic acid Ⅳa*

Aristolactam Ⅳa
Aristolactam Ⅱ*

Aristolochic acid Ⅱ*

Aristolochic acid Ⅲ

Aristolactam Ⅰ*

Aristolochic acid Ⅶ

Aristolochic acid Ⅰ*

Aristolic acid Ⅰ
Aristolochic acid Ⅳ

Abbreviation

AL-Ⅲa-Glc

AA-Ⅲa-Glc

AL-Ⅰa-Glc

AA-Ⅳa-Glc

AL-Ⅱ-Glc

AL-AⅢa
AL-Ⅰ-Glc

AL-Ⅲ
AL-Ⅲa
AA-Ⅲa

AL-AⅡ
AA-Ⅶa

AA-Ⅳa

AL-Ⅳa
AL-Ⅱ
AA-Ⅱ
AA-Ⅲ

AL-Ⅰ
AA-Ⅶ

AA-Ⅰ

Aristolic acid Ⅰ
AA-Ⅳ

MS1

(m/z)

[M+H]+

[M+NH4]
+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+NH4]
+

[M+H]+

[M+NH4]
+

[M+NH4]
+

[M+H]+

[M+H]+

[M+NH4]
+

[M+NH4]
+

[M+H]+

[M+H]+

[M+NH4]
+

[M+H]+

[M+NH4]
+

Theoretical

442.113 2

507.124 6

442.123 2

520.108 6

426.118 3

282.076 0
456.128 9

294.076 1
280.060 4
345.071 7

266.081 2
375.082 3

375.082 3

310.071 0
264.065 5
329.076 8
359.087 4

294.076 1
372.071 4

359.087 4

297.085 8
389.097 9

Exeriment

442.113 0

507.124 9

442.123 2

520.108 2

426.117 9

282.075 8
456.128 3

294.076 1
280.060 2
345.071 8

266.080 7
375.082 7

375.082 9

310.071 2
264.065 8
329.077 3
359.086 7

294.076 6
372.071 1

359.087 9

297.085 0
389.098 0

Error

/ppm

-0.45

0.59

0.00

-0.77

-0.94

-0.71
-1.32

0.00
-0.71

0.29

-1.88
1.07

1.60

0.65
1.14
1.52

-1.95

1.70
-0.81

1.39

-2.69
0.26

MS2 (m/z)

424.104 5, 280.069 6

472.087 7, 444.120 8,

310.045 9, 282.061 2
424.103 1, 280.069 4

502.097 6, 474.125 3,

340.055 6, 312.072 9
408.117 4, 264.073 8

267.061 7, 239.064 9
438.118 5, 294.086 0

279.062 7, 251.066 8
250.058 9, 222.064 6
310.034 5, 284.037 8,

282.055 6
251.054 9, 223.058 6
340.045 1, 312.072 5,

297.048 5
340.045 2, 312.066 9,

297.050 4
295.060 3, 267.061 1
234.057 2, 206.062 0
294.040 3, 268.059 7
324.049 7, 296.078 6,

281.052 6
279.056 0, 251.060 3
354.060 0, 326.089 9,

311.065 4, 283.069 7
324.050 2, 296.070 0,

281.084 1
279.064 6, 251.077 4
354.059 9, 326.090 1,

311.065 3, 283.0697

Reference

[29]

[33,34]

[35]

[34]

[35,36]

[34]
[35]

[37]
[34]
[38]

[34]
[34,38]

[39]

[35,39]
[35]
[39]
[33]

[35]
[38]

[39]

[35,40]
[37]
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11个马兜铃酸, 分别为马兜铃酸Ⅲa-O-β-D-葡萄糖苷

(2)、马兜铃酸Ⅳa-O-β-D-葡萄糖苷 (4)、马兜铃酸Ⅲa

(10)、马兜铃酸Ⅶa (12)、马兜铃酸Ⅳa (13)、马兜铃酸

Ⅱ (16)、马兜铃酸Ⅲ (17)、马兜铃酸Ⅶ (19)、马兜铃酸Ⅰ

(20)、去硝基马兜铃酸Ⅰ (21)、马兜铃酸Ⅳ (22), 马兜铃

酸类成分的裂解途径共有4类。正离子模式下, 第一类

裂解途径的化合物一级质谱易形成 [M+H]+、[M+NH4]
+分

子离子峰; 二级质谱易形成 [M+H-H2O]+、[M+H-NO2]
+、

[M+H-H2O-Glc]+、[M+H-NO2-Glc]+碎片峰。如化合物

2, 其一级质谱出现了 m/z 490.098 0 [M+H]+的准分子

离子峰和m/z 507.124 9 [M+NH4]
+的加和峰, 二级质谱

可见碎片离子m/z 472.087 7 [M+H-H2O]+, m/z 444.120 8

[M+H-NO2]
+ , m/z 310.045 9 [M+H-H2O-Glc] + , m/z

282.061 2 [M+H-NO2-Glc]+, 根据此质谱裂解规律并

结合相关文献, 推断化合物 2为马兜铃酸Ⅲa-O-β-D-葡

萄糖苷[33,34], 化合物 4的裂解规律与此相同。第二类裂

解途径的化合物其一级质谱易形成 [M+H]+准分子离子

峰和 [M+NH4]
+的加和峰, 二级质谱可见 [M+H-H2O]+、

[M+H-NO2]
+、[M+H-CO2]

+离子碎片峰。如化合物 10,

准分子离子峰为m/z 328.045 1 [M+H]+, 二级质谱可见

碎片离子m/z 310.034 5 [M+H-H2O]+, 284.037 8 [M+H-

CO2]
+, 282.055 6 [M+H-NO2]

+, 与对照品比对并结合参

考文献[38]确认其为马兜铃酸Ⅲa, 同此类裂解规律的还

有化合物16。第三类裂解途径的化合物其一级质谱易

形成 [M+H]+准分子离子峰和 [M+NH4]
+分子离子峰; 二

级质谱可见 [M+H-H2O-CO]+、[M+H-H2O-CO-CH3]
+、

[M+H-H2O-CO-OCH2]
+碎片离子峰。如化合物19, MS

中可观察到m/z 372.071 4 [M+H]+的准分子离子峰, 二级

碎片离子为m/z 354.060 0 [M+H-H2O]+, m/z 326.089 9

[M+H-NO2]
+ , m/z 311.065 4 [M+H-NO2-CH3]

+ , m/z

283.069 7 [M+H-NO2-CH3-CO]+, 与参考文献[38]对比,

确认化合物19为马兜铃酸Ⅶ, 同此类裂解规律的还有

化合物22。第四类裂解途径的化合物其一级质谱易形

成 [M+H]+准分子离子峰; 二级质谱可见 [M+H-H2O]+、

Figure 2 Chemical structures of aristolochic acids (A) and aristololactams (B) in the nine medicinal materials

Figure 1 Total ion chromatogram (TIC) of the reference substances and samples. A: Mixed standard; B: The roots of Aristolochia debilis;

C: The tuber of Aristolochia cinnabarina; D: The roots of Aristolochia fangchi; E: The stems of Aristolochia manshuriensis; F: The fruits of

Aristolochia debilis; G: The herbs of Asarum forbesii; H: The stems and leaf of Aristolochia debilis; I: The herbs of Aristolochia mollissima;

J: The roots of Asarum heterotropoides var. mandshuricum. Peaks 1- 22: See Table 1
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[M+H-NO2]
+、[M+H-NO2-CH3]

+离子碎片峰。如化合

物 17 的准分子离子峰为 m/z 342.060 8 [M+H]+, 二级

碎片离子为m/z 324.049 7 [M+H-H2O]+, m/z 296.078 6

[M+H-NO2]
+, m/z 281.052 6 [M+H-NO2-CH3]

+, 结合文

献[33]数据, 推断该化合物为马兜铃酸Ⅲ, 此类裂解规律

的马兜铃酸类化合物还有化合物12、13、20、21。

1.3 马兜铃内酰胺类成分的鉴定 从 9种药材中共鉴

定出 11个马兜铃内酰胺, 分别为马兜铃内酰胺Ⅲa-N-

β-D-葡萄糖苷 (1)、马兜铃内酰胺Ⅰa-N-β-D-葡萄糖苷

(3)、马兜铃内酰胺Ⅱ-N-β-D-葡萄糖苷 (5)、马兜铃内酰

胺AⅢa (6)、马兜铃内酰胺Ⅰ-N-β-D-葡萄糖苷 (7)、马兜

铃内酰胺Ⅲ (8)、马兜铃内酰胺Ⅲa (9)、马兜铃内酰胺A

Ⅱ (11)、马兜铃内酰胺Ⅳa (14)、马兜铃内酰胺Ⅱ (15)、马

兜铃内酰胺Ⅰ (18)。马兜铃内酰胺类成分的裂解途径

共有 3类。第一类裂解途径的化合物一级质谱易形成

[M+H]+准分子离子峰; 二级质谱易形成 [M+H-Glc]+

碎片峰。如化合物1准分子离子峰为m/z 442.113 0 [M+

H]+, MS/MS中碎片离子为m/z 280.069 6, 推测其为 [M+

H-Glc]+, 经查阅相关文献[29], 推断化合物 1 为马兜铃

内酰胺Ⅲa-N-β-D-葡萄糖苷, 化合物 3、5、7的裂解规律

与此相同。第二类裂解途径的化合物一级质谱易形成

[M+H]+准分子离子峰; 二级质谱易形成 [M+H-CH3]
+、

[M+H-CH3-CO]+碎片峰。如化合物 8 的准分子离子

峰为 m/z 294.076 1 [M+H] + , 其二级碎片离子为 m/z

279.062 7 [M+H-CH3]
+ 和 m/z 251.066 8 [M+H-CH3-

CO]+, 结合参考文献[37], 推断鉴定化合物 8为马兜铃内

酰胺Ⅲ, 此类裂解规律的马兜铃内酰胺类其他化合物

还有化合物 6、11、14、18。第三类裂解途径的化合物一

级质谱易形成 [M+H]+准分子离子峰; 二级质谱易形成

[M+H-OCH2]
+、[M+H-OCH2-CO]+碎片峰。如化合物

15的准分子离子峰为m/z 264.065 8 [M+H] +, 其MS/MS

碎片离子 m/z 234.057 2, 206.062 0 分别对应 [M+H-

OCH2]
+和 [M+H-OCH2-CO]+, 与对照品比对并结合参

考文献[35]确认其为马兜铃内酰胺Ⅱ, 化合物 9的裂解规

律与此相同。

2 方法学验证

2.1 专属性 测得阴性溶液色谱图中在 22个待测成

分色谱峰处未出现色谱峰, 表明阴性无干扰。

2.2 精密度 马兜铃酸Ⅰ、马兜铃酸Ⅱ、马兜铃酸Ⅲa、

马兜铃酸Ⅳa、马兜铃酸Ⅶa、马兜铃内酰胺Ⅰ、马兜铃

内酰胺Ⅱ峰面积的 RSD (n = 6) 分别为 0.41%、0.84%、

0.74%、0.78%、0.50%、0.88%、0.69%, 表明仪器的精密

度良好。

2.3 线性关系 马兜铃酸 Ⅰ、马兜铃酸Ⅱ、马兜铃酸

Ⅲa、马兜铃酸Ⅳa、马兜铃酸Ⅶa、马兜铃内酰胺Ⅰ、马兜

铃内酰胺Ⅱ质量浓度在各自范围内与峰面积线性关系

良好, 结果见表2。

2.4 检测限和定量限 马兜铃酸Ⅰ、马兜铃酸Ⅱ、马兜

铃酸Ⅲa、马兜铃酸Ⅳa、马兜铃酸Ⅶa、马兜铃内酰胺Ⅰ、

马兜铃内酰胺Ⅱ的检测限和定量限结果见表2。

2.5 稳定性 计算得到马兜铃酸Ⅰ、马兜铃酸Ⅱ、马兜

铃酸Ⅲa、马兜铃酸Ⅳa、马兜铃酸Ⅶa、马兜铃内酰胺Ⅰ、

马兜铃内酰胺Ⅱ峰面积的 RSD (n = 6) 分别为 1.03%、

1.17%、1.45%、0.95%、1.51%、0.49% 和 1.31%, 表明上

述样品溶液在24 h内稳定。

2.6 重复性 6份马兜铃样品中马兜铃酸Ⅰ、马兜铃酸

Ⅱ、马兜铃酸Ⅲa、马兜铃酸Ⅳa、马兜铃酸Ⅶa、马兜铃

内酰胺Ⅰ和马兜铃内酰胺Ⅱ的平均含量分别为 0.072%、

0.007%、0.037%、0.047%、0.041%、0.064% 和 0.006%,

RSD (n = 6) 分别为0.63%、1.12%、0.45%、1.58%、0.51%、

0.49%和1.12%, 表明重复性良好。

2.7 加样回收率 计算得到马兜铃酸Ⅰ、马兜铃酸Ⅱ、

马兜铃酸Ⅲa、马兜铃酸Ⅳa、马兜铃酸Ⅶa、马兜

铃内酰胺 Ⅰ和马兜铃内酰胺Ⅱ的加样回收率分别

为 97.40%、95.46%、91.34%、89.77%、93.19%、97.06%

和 95.11%, RSD (n = 6) 分别为 0.44%、0.86%、0.99%、

1.26%、0.23%、0.40% 和 0.93%, 表明该方法的准确度

良好。

3 定量分析

本研究中定量采用紫外检测, 灵敏度比质谱低, 因

此色谱图只能检出 22 个化合物中的 18 个成分, 将这

18个成分按照紫外光谱的相似性进行分类, 对已有对

照品的成分直接采用对照品测定, 对没有对照品的成

分选取与其光谱最为相似成分的对照品作为对照品进

Table 2 Calibration curves, limits of detection and limits of quantitation of seven aristolochic acids

Compound
AA-Ⅰ
AA-Ⅱ
AA-Ⅲa
AA-Ⅳa
AA-Ⅶa
AL-Ⅰ
AL-Ⅱ

Calibration curve
Y=8.624×107X+4.591×104

Y=1.280×108X+5 209
Y=1.389×108X+1.524×104

Y=9.160×107X+8 106
Y=8.697×107X+3 417
Y=1.368×108X+5 148
Y=1.919×107X+564.1

r
1.000 0
0.999 9
0.999 8
0.999 8
0.999 8
0.999 9
0.999 9

Linear range/μg·mL-1

0.312-195.1
0.068-106.6
0.054-10.50
0.177-13.80
0.502-10.40
0.393-19.66
0.285-0.571

LOD/ng
1.04
0.23
0.36
0.59
0.69
0.52
1.90

LOQ/ng
3.12
0.68
1.08
1.77
2.08
1.57
5.70
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行含量测定。其分类结果共有6类, 如表3所示。

52批药材样品测定结果, 整体而言, 马兜铃酸Ⅰ和

马兜铃酸Ⅱ的含量普遍高于其他马兜铃酸类物质, 其

中朱砂莲、杜衡、关木通、马兜铃、青木香、寻骨风中马

兜铃酸Ⅰ和马兜铃酸Ⅱ的含量之和占总量的 30%以上,

寻骨风中最高达 78%。9种药材中马兜铃酸类物质总

量在0.04～13.40 mg·g-1之间, 药材的总量依次为ZSL ≈
GMT > QMX > MDL > GFJ > TXT > XGF > XX > DH;

其中, 马兜铃酸总量为0.02～12.63 mg·g-1, 药材的含量依

次为GMT ≈ ZSL > QMX > MDL > GFJ > TXT > XGF >

XX > DH; 马兜铃内酰胺总量为未检出～1.36 mg·g-1,

药材的含量依次为ZSL > MDL > QMX > XX > GMT >

GFJ > DH ≈ TXT > XGF。

讨论

鉴定出的 22个化合物中, 马兜铃酸和马兜铃内酰

胺各有11个。其中马兜铃属的马兜铃、关木通、朱砂莲、

青木香中马兜铃酸类物质的种类较多, 均超过 10种;

细辛属的杜衡中马兜铃酸类物质最少, 只有两种。定

量结果发现 9种药材中均有马兜铃酸Ⅰ, 但细辛药材以

根部入药, 其马兜铃酸Ⅰ含量甚微。不同药材之间的马

兜铃酸类物质的种类和含量均存在较大差异, 从所收

集的药材样品看, 同品种药材中的不同批次间的马兜

铃酸类物质的定性结果差异不大, 定量结果有一定差

异, 但大体上各成分含量的相对高低在批间趋于一致。

采用HPLC-Q-TOF-MS技术, 9种药材共定性鉴定

出22个马兜铃酸类成分, 其中AL-AⅢa、AL-Ⅲ、AL-AⅡ

和 AL-Ⅳa 在质谱中响应很低 , 在紫外检测上则未出

峰, 因此定量结果为未检出。

当未知化合物和已知化合物的紫外吸收光谱一致

或相似时, 可以认为两者具有相同或者相似的分子骨

架和发色基团, 在多个成分同时定量分析但缺少对照

品的情况下, 采用紫外光谱相似的其他物质的对照品作

为对照通过外标法进行含量计算, 是初步了解待测成分

含量的可行做法[41,42]。后续研究可根据本研究的定性

定量结果进行网络毒理分析分别推导 9种药材的各自

毒性, 或开展体外毒性实验来获得各药材的毒性数据。
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