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l摘要】 目的
:

分析乌头碱在水中模拟炮制的产物结构及含量随时间的变化规律
。

方法
:
采用三重四级杆质谱

,

正离子模式
,

得到总离子流图
。

对主要产物离子检测二级质谱
,

根据裂解规律确定结构
。

以离子强度比较不同时间产物的含量变化
。

结果
:

根据文献和二级质谱裂解规律
,

确定了乌头碱在水中加热的乌头次碱
、

焦乌头碱
、

乌头原碱
、

脱水乌头原碱 4 种反应产物
,

各产物含量随时间变化规律不一致
。

结论
:

采用质谱法得到了乌头碱在水中模拟炮制不同时间的成分变化规律
,

为乌头属中

药炮制机理研究提供了依据
。

[关键词】 乌头碱 三重四级杆质谱 模拟炮制

附子
、

川乌和草乌等乌头属中药生品毒性较大
,

炮制后毒性降低
,

古今的炮制方法较多
,

有多种不同

的辅料和加热炮制工艺
,

现代研究表明
,

此类中药炮制后
,

毒性降低程度
,

主要取决于乌头碱等双醋型生

物碱的水解程度
,

其水解程度与炮制时温度的高低及加热时间的长短有关
,

与所用辅料品种及用量多少关
系不大川

。

因此
,

《中国药典》己将古今各种复杂的炮制工艺统一为水泡透后蒸煮的湿热处理方法l2]
。

然而

中药发挥作用的药效成分复杂
,

在炮制过程中发生成分的水解
、

分解和结合等反应
,

而且非主要药效毒性

成分也会与药效毒性成分之间发生反应或者影响其反应的过程
,

通过单体成分或成分群在模拟饮片的炮制

条件下炮制
,

可以将复杂问题简单化
,

研究简单环境下的反应规律后
,

逐步扩展到饮片的整体炮制
,

明确

炮制过程中成分变化规律
,

为深入阐明饮片炮制机理提供依据
。

因此
,

本文采用三重四级杆质谱检测乌头

碱在水中的模拟炮制不同时间的反应产物
,

为乌头属中药炮制机理研究提供依据
。

1 仪器和试药
仪器

:

Th
e

rm
o Se ie n tifi e T SQ 三重四极杆质谱仪

。

试药
:

乌头碱 (自制
,

纯度>9 8% )
,

乙睛 (色谱纯
,

美国 Fi she r 公司 )
,

甲醇 (色谱纯
,

美国 Fishe : 公

司 )
,

纯净水 (杭州娃哈哈集团有限公司 )
。

2 方法和结果
2

.

1 质谱条件

色谱柱为 A g ile n t z o RB A x E x te n t
一

C 1 8 (4
.

6 X 2 5 0
nun

,

5林 m ); 流动相
: 9 0% 乙睛等度洗脱

,

柱温 2 5 ℃
;

流速 I nil
·

m in
一

’,

检测波长 2 30 lun
; 进样量 1 p L

E SI 离子源
,

离子源温度 350 ℃
,

毛细管电压 32 O0e v
,

正离子检出模式
,

雾化压力 3 0Ps i
,

干燥氮气流

速 loL
·

而
n

一

, ,

扫描范围
: 2 0 0 一soou 。

2
.

2 供试品的制备

精密称取乌头碱标准品 3
.

40 m g
,

置于 50 ml 平底烧瓶中
,

精密加入水 20 ml
,

电热套加热至沸腾
,

回流
,

分别采集沸腾 10m in
、

20 m in
、

3 0
~

、

4 0 m in
、

5 0 m in
、

6 0m in 和 9 0m in 时l司下样品进行质谱检测
。

3 结果
乌头碱型生物碱在电喷雾正离子模式下形成质子化分子 [M十H]

+ ,

通过质荷比和相关文献 13
一

6〕数据可初步确

定各离子峰的归属
。

质谱分析得到乌头碱在水中加热不同时间的反应产物的总离子流图
,

反应产物分别产

生了准分子离子 4 8 2
、

5 0 0
、

58 6
、

6 04
、

64 6
。

加热 10 m in 和 9 0 m in 样品的总离子流图分别见图 l
、

2
。
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图 1 乌头碱在水中加热 IOmi n 样品质谱图 图2 乌头碱在水中加热90 耐
n
样品质谱图

为确定产物结构
,

将加热 60 m in 样品准分子离子 4 8 2
、

500
、

58 6
、

6 04
、

64 6 的产物进行轰击
,

得到二

级质谱
,

分析二级质谱碎片
,

确定产物结构
。

各反应产物的二级质谱数据见表 l
。

准分子离子 耐
2 64 6

,

以子离子 耐
2 5 86 为基峰

,

失去碎片为 CH 3 CO O H (60)
,

为乌头碱
。

准分子离

子 耐
2 6 0 4

,

与乌头碱 In/
z 6 4 6 离子相差 4 2 D a ,

以子离子 In/
z 5 54 为基峰

,

失去碎片 H Zo + e H 3o H ( 18+ 3 2 )
,

同时有子离子而
2 572

,

为失去碎片为 cH3 0 H (32 )
,

结合乌头碱的结构和参考文献l5]
,

认为 耐
2 6 04 离子

为乌头次碱
,

是乌头碱 C S 位酷键水解的产物
。

准分子离子 而
2 5 86

,

与乌头碱 而
2 64 6 离子相差 60 D a ,

以子离子 而
2 4“ 为基峰

,

子离子 耐
2 5 68

为失去碎片 H ZO (18 )
,

子离子 m/
z 5 5 4 为失去碎片 C H 3O H (3 2 )

,

同时有子离子 In/
z 5 3 6

,

失去碎片为 H ZO

+ c H 30 H (1 8+ 犯 )
。

结合二级质谱信息和文献l5]
,

而
2 58 6 离子为 c s 位的乙酞基以乙酸 (60 ) 的形式失去

,

因此认为准分子离子 耐
2 5 86 的化合物为焦乌头碱

,

是乌头碱脱乙酸的热解产物
。

准分子离子 而
2 5 00

,

与乌头碱 而
2 64 6 离子相差 146 D a ,

与乌头次碱 耐
2 6 04 相差 104 D a ,

以子离子

为而
2 4 5 0 为基峰

,

失去碎片 H Zo + e H 3o H (一8+ 3 2 )
,

结合二级质谱信息和参考文献 15 ]
,

认为 而
2 50 0 离子

为乌头原碱
,

是乌头次碱 C 14 位苯甲酞基水解的产物
。

准分子离子 耐
2 4 82

,

与乌头碱耐
2 6 46 离子相差 1 64 D a ,

与焦乌头碱 而
2 5 86 离子相差 104 D a ,

以子

离子为 耐
2 4 32 为基峰

,

失去碎片 H Z o + c H 3o H ( 18 + 32 )
,

结合乌头碱的结构和参考文献l0]
,

认为耐
2 4 82

离子脱水乌头原碱
,

是焦乌头碱 C 14 位苯甲酚基水解的产物
。

表1 乌头碱反应产物的质谱数据

化合物名称

鸟头碱

乌头次碱

炸
一

乌头碱

乌头原碱

月兑水乌头原碱

5 8 6 (CH
3
C00H )

5 7 2 (CH
3

0H ) 5 5 4 (H
2
0 )

5 68 (H
Z
O) 5 36 (H

z

O+ CH
,
OH )

4 5 0 (H
Z

O+ CH
3

0 H)

4 3 2 (CH
3
OH+ H

Z

O)

一匕d
二�匕�Ug�d通�日O曰0�N��匕�匕尸匀S

J
,l

在根据二级质谱裂解规律鉴定成分结构的基础上
,

因乌头碱型生物碱基本母核一致
,

结构相近
,

在质

谱检测中存在相似的裂解规律
,

可以用不同加热时间的各成分的离子强度来分析成分的变化规律
,

加热不

同时间的各成分的离子强度结果见表 2
。

表2 各反应产物不 同时间离子强度对比

m / z
产物名称 10 m i n 2 0 m i n 3 0 m i n 4 0 m i n 5 0 m i n 6 0 m i n 9 0 m i n

乌头碱

乌头次碱

焦乌头碱

乌头原碱

脱水乌头原碱

6
.

5 4 E4

7
.

18E 6

2
.

0 7 E 7

2
.

9 5 E 6

2
.

6 lE 6

1
.

14 E S

1
.

3 6E 7

2
.

0 3E 7

7
.

10E6

2
.

5 5E6

2
.

2 7 E5

1
.

79 E7

1
.

9 5 E7

9
.

35 E6

1
.

8 3 E6

2
.

3 2 E 5

2
.

4 8E 7

1
.

9 6 E 7

1
.

3 7 E 7

1
.

7 7 E6

1
.

0 3 E 6

6
.

4 7 E 7

4
.

12 E 7

3
.

0吸E 7

2
.

8 2E6

8
.

8 5E 5

3
.

7 6 E 7

2
.

1 2 E 7

1
.

65 E7

1
.

3 5 E6

9
.

4 7 E5

6
.

0 1E7

1
.

s lE7

2
.

2 5 E7

1
.

4 4 E6
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从表 2 数据可看出
,

乌头碱在水中加热的前 40 而
n ,

头原碱
: 乌头碱在水中加热 4腼in 后

,
主要反应产物是焦乌头碱

,

其次是乌头次碱和乌

时各水解产物均明显增加
,

乌头次碱再水解为乌头原碱
4 讨论

主要的反应产物是次乌头碱和乌头原碱
,

;

帅in 石
,

土安四汉坦户卿是次马头碱和乌头原碱
,

焦乌头碱的含量减少
,

50 m in

说明乌头碱在有水和长时间加热的条件下水解较充分
,

且易水解为乌头次碱
,

乌头碱是乌头属中药中的主要毒性和药效成分
,

可产生多种反应产物
,

应过程如图 2 所示
。

模拟饮片的蒸煮炮制的过程
,

产物的含量也随时间有不同的变化趋势
。

在水中加热不同时间后
,

根据质谱数据确定的反应产物
,

推测其反

乌头碱属于双醋型生物碱
,

两个酷键不稳定
,

在水中加热可发生水解
、

分解等多种反应
,

生成乌头次碱
、

乌头原碱两种水解产物
,

及焦乌头碱一种分解产物
。

乌头碱类生物碱的酷键与毒性药效关系密切
,

通过对

新发现的成分的毒性药效研究及炮制过程中的含量变化规律分析
,

可为阐明此类中药的炮制原理提供依

据
,

为控制炮制工艺
,

提高质量标准提供参考指标
,

保证床用药的安全和有效
。
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图3 乌头碱在水中加热的可能反应途径
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〔5] 刘永刚
,

刘倩
,

张宏桂
,

乔延江
.

高效液相色谱
一
质谱联用法研究乌头碱的水解产物〔J]

.

中国新药杂

志
,

2 00 7
,

(4 ) : 3 0 3一3 0 5
.

「6〕谭鹏
,

刘永刚
,

关君
,

李飞
,

董玲
,

乔延江
.

高效液相色谱
一
质谱联用结合量子化学计算发现乌头碱一新水解产物〔J]

.

中国中

药杂志
,

2 0 1 1
,

36 (1 5) : 2099一 2 1 0 1
.

板蓝根及清开灵注射剂中尿昔
、

腺昔
、

田璐
,

孙毅坤

(北京中医药大学 中药学院 北京

告依春的含量研究

10 0 10 2 )

l摘要l 目的
:
建立高效液相色谱法测定板蓝根及清开灵注射剂中尿营

、

腺普
、

告依春的含量
。

方法
:

采用 Di a m os il

e is(2 )(4
.

6 m m X i so m m
,

5 p m )
,

柱温为柱温为 2 5 ,C :
流动相为甲醇

:

水 (梯度洗脱 );
流速为 i m ,/ m sn ;

检测波长为 Zs4 n m ;

进样量为 1 0 。一
。

结果
:
尿昔

、

腺昔
、

告依春浓度分别在 0
.

0 5 0 一 0
.

3 0 0 0 9
·

m L
一

‘
、

0
.

0 5 0 一 0 3 0 0 0 9
·

m L
一

, 、 0
.

0 5 2一 0 3 1 2 0 9
·

m L
‘

,

范围内与其峰面积线性关系良好
,

R Z
分别为 0. 9 998

、

0 .9 999
、

0 .9 998
。

结论
:

该方法快速
、

准确
、

重现性好
,

适用于该注射

齐哆的质量控制
。

【关键词】 高效液相色谱法
;
板蓝根

:

清开灵
;
尿昔

;

腺昔
:
告依春

清开灵注射液具有清热解毒
,

化痰通络
,

醒神开窍的疗效
。

用于热病
,

神昏
, ,

中风偏瘫
,

神志不清
。

其处方由牛胆酸
、

猪胆酸
、

板蓝根
、

桅子
、

金银花和黄等等 8 味药组成
。

但是清开灵注射剂存在以各种类

型的过敏反应为主的不良反应
,

为了探讨其引起不良反应的原因
,

并实现清开灵注射液的在线质量控制
,

保证成品的稳定
,

均一
,

需对生产过程每个关键环节的每一种药材提取物进行快速质量检测
,

为此现对清

开灵注射剂中板蓝根药材进行质量控制
,

而 目前对板蓝根的质量控制主要集中在核普类成分的含量测定
,

因为核营类成分在一定程度上能保证板蓝根的抗病毒功效
,

且板蓝根中的尿普
、

腺昔
、

告依春的含量较高
,

所以木实验选择对清开灵中尿昔
、

腺昔
、

告依春进行质量控制
1 仪器与试药
1

.

1 仪器
A gi fe nt 1 10 0 高效液相色谱仪

,

Bsa 12 4 s
一

电子分析天平
:

赛多科斯科学仪器 北京有限公司
,

K G 3 2 0o
-

超声仪
:

昆山市超声仪器有限公司
。

L Z 试药

尿普对照品 (批号
: 8 87

一

2 0 0 2 0 2 )
、

(R
,

S )
一

告依春对照品 (批号
: 1 117 5 3

一

2 0 1 10 3 )
:

由中国食品药品鉴

定研究院提供
。

尿昔对照品 (编号
:

9 7 9 6 8 8)
、

腺营对照品 (产品编号
:

13 2 2 83 )
:

由 J& K sc ien tifi 。 公司

提供
。

清开灵注射液 (批号
: o ll70 lA )

、

3 批板蓝根药材 (批号
: JA I

一

11
一

0 4
一

0 1
,

A I
一

1 1
一

10
一

0 7
,

A I
一

1 1
一

10刁6 )
:

由亚宝北中大 (北京 ) 制药有限公司提供
。

色谱纯甲醇
:

由 Fi she r 公司提供
,

水为超纯水
,

其他试剂为分

析纯
。

2 方法与结果
2

.

1 色谱条件

色谱柱
: n iam o sil C 18(2 )(4

.

6 m m X 15 om m
,

5 p m )
:

流动相
: A (甲醇 )

一

B (水 )
,

梯度洗脱
: 0一sm in (A : 3%

一 3 o’o )
,

5一Zom 示(A :3%一2 7 0;0 ); 流速 一m L
·

m in
一

’; 检测波长
: 2 54tun

; 柱温
: 2 5 oc ; 进样量

: 10 o L
。

见

图 l
。

2. 2 对照品溶液制备

四混标的制备
:

精密称取尿普
、

鸟营
、

腺昔
、

(R, S )
一

告依春对照品适量
,

于 25 m L 容量瓶中
,

加 2 0%

甲醇制成每 lm L 含尿昔 9 2 0 9
,

鸟普 100 0 9
,

腺昔 10 8 0 9
,

(R
,

S )
一

告依春 8 8 杜 g 的混合对照品溶液
。

8 8


