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采用HPLC-MS-AIS法测定钩藤中
四种生物碱含量
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【摘要】 目的 采用高效液相-质谱联用-自体内标法（HPLC-MS-AIS）测定钩藤中四种主要的吲哚类生物碱（钩藤碱、异

钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱）含量。方法 采用C18色谱柱（3. 0 mm×50 mm，3. 3 μm）；0. 1%甲酸水溶液∶乙腈=82∶18
为流动相；流速 0. 5 mL/min；柱温 30℃。质谱条件：电喷雾离子源；正离子多反应监测模式；毛细管电压为 4 000 v；选择质子

数/电荷数（m/z）：385. 25/160. 10（钩藤碱）、385. 30/160. 10（异钩藤碱）、383. 25/160. 15（去氢钩藤碱）、383. 25/160. 15（异去氢钩

藤碱）作为检测离子对；进样量2 μL。结果 钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱线性范围分别为2. 30~600. 00 ng/mL
（r=0. 999 3）、2. 30~600. 00 ng/mL（r=0. 999 2）、2. 47~650. 00 ng/mL（r=0. 999 4）、2. 47~650. 00 ng/mL（r=0. 999 2），精密度和稳定性

的相对标准偏差（RSD）均<5. 00%，准确度为 92. 40%~104. 10%，加样回收率为 95. 90%~104. 60%。结论 采用HPLC-MS-AIS
法测定钩藤中四种生物碱含量简便准确，可作为钩藤药材质量控制的新方法。
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【Abstract】 Objective To determine the contents of four kinds of indole alkaloids（rhynchophylline，isorhynchophylline，

corynoxeine，isocorynoxeine）in Uncaria by high-performance liquid chromatography-mass spectrometry-automatic internal standard
（HPLC-MS-AIS）. Methods Chromatographic separation was performed using C18 column（3. 0 mm×50 mm，3. 3 μm），and the
mobile phase，comprising 0. 1% formic acid aqueous solution-acetonitrile（82∶18，V/V），was eluted at a flow rate of 0. 5 mL/min and
column temperature of 30℃ . Mass spectrometric detection was performed using an electrospray ionization source and positive
multiple-reaction monitoring mode at a voltage capillary of 4 000 V. The mass-to-charge ratio（m/z）transition was 385. 25/160. 10
for rhynchophylline，385. 30/160. 10 for isorhynchophylline，383. 25/160. 15 for corynoxeine and 383. 25/160. 15 for isocorynoxeine，
respectively. The injection volume was kept constant at 2 μL. Results The linear concentration ranges of rhynchophylline，
isorhynchophylline，corynoxeine and isocorynoxeine were 2. 30~600. 00 ng/mL（r=0. 999 3），2. 30~600. 00 ng/mL（r=0. 999 2），

2. 47~650. 00 ng/mL（r=0. 999 4）and 2. 47~650. 00 ng/mL（r=0. 999 2），respectively. The relative standard deviation（RSD）of
precision and stability were all lower than 5. 00%，the accuracy ranged from 92. 40% to 104. 10%，and the average recovery was
95. 90%~104. 60%. Conclusion HPLC-MS-AIS method is simple and accurate for the determination of four kinds of alkaloids in
Uncaria，and can be used as a new method for quality control of Uncaria.

【Keywords】 HPLC-MS-AIS method；Uncaria；Rhynchophylline；Isorhynchophylline；Corynoxeine；Isocorynoxeine；
Content determination

钩藤为茜草科植物钩藤、大叶钩藤、毛钩藤、华 钩藤或无柄果钩藤的干燥带钩茎枝［1］，始载于《名医

别录》，可用于治疗偏头痛［2］、焦虑［3］、老年痴呆［4］等。

钩藤植物中生物碱约七十余种［5-6］。神经精神系统

药效学研究显示，钩藤总碱可以恢复模型大鼠的学
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习记忆能力［7］；钩藤碱对癫痫有明显的抑制作用［8］；

异钩藤碱具有镇静、促进睡眠［9］及改善帕金森症状

的作用［10］；去氢钩藤碱及其异构体可以改善谷氨酸

功能缺陷小鼠的探究行为［11］。作用强度与钩藤生

物碱含量相关，故对其生物碱的准确测定尤为

重要。

钩藤中有效生物碱成分主要为钩藤碱及其同

分异构体、异钩藤碱及其同分异构体，上述四种物

质可作为钩藤药材生物碱的质量标志物。目前，已

报道的关于钩藤生物碱分析方法有高效液相色谱

法（HPLC）［12-13］、液质联用法（HPLC-MS）［14-15］、毛细

管 电 泳 法（HPCE）［16-18］以 及 超 高 效 液 相 色 谱 法

（UPLC-MS）［19］等。上述方法存在诸多局限性，例

如，HPLC分析时间较长，HPLC-MS采用外标法或

是多组分定量使用同一个内标，均不利于样本的快

速准确定量。高效液相-质谱联用-自体内标法

（HPLC-MS-AIS）采用自体内标法（Autogenous Internal
Standard，AIS），避 免 了 HPLC 分 析 时 间 过 长 、

HPLC-MS外标法与被分析物质碰撞能量不同，因

而在定量分析方法中具有独特优势。AIS是通过

时间程序设定，使待测物与内标物质先后进入分离

系统，实现利用化合物本身作为内标的新技术。本

研究主要采用 HPLC-MS-AIS技术测定钩藤中四

种生物碱的含量，为钩藤药材的质量控制提供新

方法。

1 材料与方法

1. 1 仪器

液相色谱仪 30AT、三重四极杆质谱仪 8050CL、
色谱工作站 Version 5. 81（日本岛津公司）；全自动

液相色谱串联质谱耦合仪 9500Ms-Mate（湖南德米

特公司）；XW涡旋混合器（上海琪特分析仪器有限

公司）；吉尔森移液枪（吉尔森科技有限公司）；高速

冷冻离心机HC-3616R（安徽中科中佳科学仪器有

限公司）；万分之一分析天平（上海民桥精密科学仪

器有限公司）；Milli-Q Academic超纯水仪（美国

Millipore公司）；电热套、循环水泵（上海晖创化学

仪器有限公司）。

1. 2 试药与试剂

甲酸（天津市天力化学试剂有限公司）；分析级

甲醇、分析级乙腈（美国安可化学公司）；钩藤碱对

照品（LOT：C22M11S113789）、异钩藤碱对照品

（LOT：P08A10S85061）、去氢钩藤碱对照品（LOT：

MUST-12101703）、异去氢钩藤碱对照品（LOT：
MUST-17092903）均购自成都曼思特生物科技有限

公司；钩藤药材（四川成都荷花池中药材专业

市场）。

1. 3 色谱与质谱条件

色谱条件：C18色谱柱（3. 0 mm×50 mm，3. 3 μm）；
流动相A为 0. 1%甲酸（pH=4. 2），流动相B为乙腈，

A∶B=82∶18（v/v）；柱温 30℃；流速 0. 5 mL/min；进样

量2 μL。
质谱条件：电喷雾离子源；正离子检测方式；多

反应监测模式；干燥气流速 10 L/min；雾器流速为

3. 0 L/min；接口温度300℃；毛细管电压为4 000 v；选
择质子数/电荷数（m/z）：385. 25/160. 10（钩藤碱）、

385. 30/160. 10（异钩藤碱）、383. 25/160. 15（去氢钩

藤碱）、383. 25/160. 15（异去氢钩藤碱）作为检测离

子对。

1. 4 溶液配制

1. 4. 1 储备液配制

精确称取钩藤碱2. 40 mg、异钩藤碱2. 40 mg、去
氢钩藤碱 2. 60 mg、异去氢钩藤碱 2. 60 mg于 10 mL
容量瓶，以甲醇定容至 10 mL。将溶液进行 4倍稀

释，获得钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤

碱混合对照品溶液，浓度分别为 60. 0、60. 0、65. 0、
65. 0 μg/mL，置于-20℃冰箱备用。

1. 4. 2 AIS溶液配制

精确吸取“1. 4. 1”项下配制的混合对照品溶

液，流动相溶液作为稀释剂，配得内标溶液中钩藤

碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱浓度分别

为 0. 40、0. 40、0. 45、0. 45 ng/mL，在分析样本时，进

样后2. 0 min，切入分析系统，进样量50 μL。
1. 4. 3 对照品溶液及质控溶液制备

将“1. 4. 1”项中的混合对照品溶液吸取适量，

用流动相逐级稀释得到不同浓度对照品溶液及质

控溶液，钩藤碱和异钩藤碱系列浓度为 2. 30、
23. 04、115. 20、288. 00、480. 00、600. 00 ng/mL，高、

中、低质控溶液标示浓度分别为 5. 40、270. 00、
540. 00 ng/mL；去氢钩藤碱和异去氢钩藤碱系列浓度

为2. 47、24. 70、124. 80、312. 00、520. 00、650. 00 ng/mL，
高、中、低质控溶液标示浓度分别为 5. 85、292. 50、
585. 00 ng/mL。
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1. 4. 4 药材供试品溶液制备

称取药材约 30 g于圆底烧瓶中，加入 300 mL
水，接入回流装置，煮沸 1 h。冷却至室温后，取适量

提取液，经 4℃、17 757×g离心 10 min，精确吸取上清

液 1 mL至棕色瓶中，用流动相进行 11倍稀释，密封

保存。

1. 5 分析性能评价

1. 5. 1 专属性

按照分析条件，将制备的供试品溶液进样，得到

目标物色谱保留时间。各峰间无干扰则专属性良好。

1. 5. 2 线性范围

分别取系列对照品溶液 100 μL，在色谱和质谱

条件下依次进样。计算被测物质在不同浓度下峰

面积与内标物峰面积的比值，然后将比值与浓度进

行线性回归，绘制标准曲线，得到回归方程及相关

系数，并以信噪比（S/N）=10为定量下限。

1. 5. 3 精密度

取 1份对照品溶液，在分析条件下测定，连续进

样 6次。计算各对照品与 AIS的峰面积比值的精

密度。

1. 5. 4 准确度

取系列浓度对照品溶液及质控溶液，进样分

析。对高、中、低浓度质控溶液各测定 3次，计算各

质控溶液测定浓度均值。准确度=（测定浓度均值/
标示浓度）×100%。

1. 5. 5 稳定性

取供试品溶液，分别间隔 0、6、12、24、48和 72 h
进样分析，按照标准曲线计算各成分的浓度，得到

稳定性。

1. 5. 6 重复性

取 6份钩藤药材各 30 g，制备药材供试品溶液，

进样分析，计算四种钩藤生物碱的重复性。

1. 5. 7 加样回收率

精确吸取药材供试品溶液 6份，各 100 μL，分别

精确加入等量对照品溶液，进样分析，计算四种钩

藤生物碱的加样回收率。

1. 5. 8 含量测定

取 3份药材供试品溶液进行分析测定，并计算

折合生药量。

1. 6 统计方法

数据处理采用 Lab Solution工作站，采用 Excel
进行计算，结果以（x̄±s）表示，精密度、稳定性、重复

性采用相对标准偏差（RSD）进行评价。

2 结 果

2. 1 专属性

钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱

保留时间分别为4. 88、3. 50、2. 91、3. 73 min，见表1。
色谱峰见图1，与AIS无相互干扰。

2. 2 定量线性范围

四种钩藤生物碱回归方程相关系数均>0. 99，
其定量线性范围、检测下限、定量下限见表2。

表1 各化合物保留时间（min）
Table 1 Retention time of each compound

类 别

对照品

生物碱内标

保留时间

钩藤碱

4. 88
7. 08

异钩藤碱

3. 50
5. 69

去氢钩藤碱

2. 91
5. 14

异去氢钩藤碱

3. 73
5. 93

注：1为异钩藤碱，2为钩藤碱，3为异钩藤碱内标，4为钩藤碱内标，5为去氢钩藤碱，6为异去氢钩藤碱，7为去氢钩藤碱内标，8为异去氢钩藤碱内标

图1 各成分专属性结果色谱图

Figure 1 Chromatogram of specific results for each component
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2. 3 精密度、准确度和稳定性

钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱

精密度RSD分别为 2. 30%、1. 10%、0. 90%、1. 70%，

均<3. 00%。四种钩藤生物碱的高、中、低质控溶液

浓度测定准确度为 92. 40%~104. 10%。四种钩藤生

物碱稳定性 RSD 分别为 1. 60%、3. 50%、5. 00%、

1. 80%，均≤5. 00%。见表3。

2. 4 重复性

钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱

含量RSD分别为 2. 80%、2. 80%、4. 90%、5. 20%，均

<6. 00%。

2. 5 加样回收率

钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱

加样回收率分别为 101. 40%、104. 60%、96. 60%、

95. 90%，均在（100%±5%）范围内，RSD均<3. 00%。

见表4。

2. 6 样品测定结果

钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱

折合生药量分别为99. 54、33. 51、30. 38、139. 16 μg/g。
见表5。

3 讨 论

有研究表明［20］，钩藤生物碱水溶液在酸性环境

中更加稳定，故采用 pH=4. 2的 0. 1%甲酸水作为分

离水相，其配制的流动相作为供试品的稀释溶液，

保证了供试品溶液在酸性环境下的稳定性，并使钩

藤生物碱色谱峰获得了良好的峰型。本研究定量

分析的四种生物碱互为同分异构体［21］，化合物检测

离子对相同，不能通过质谱定性，故需要借助液相

色谱进行分离。采用甲醇和乙腈［22］作为移动相均有

报道，本研究考察了 3种流动相系统（乙腈-0. 1%甲

酸水、甲醇-0. 1%甲酸水、甲醇乙腈-0. 1%甲酸水），

结果表明乙腈-0. 1%甲酸水分离效果最佳，同分异

构体分离度良好，在 8 min内实现了钩藤中四种生

物碱的分离定量。

与池雨锋等［14］研究结果相比，本研究采用

HPLC-MS-AIS方法测定的钩藤药材生物碱含量偏

低，分析原因有两点：一是供试品制备时参照钩藤

入药的传统方法，即将 2~3 cm带钩茎枝水煎，未将

钩藤饮片粉碎处理，钩藤药材粉碎度对水提取生物

碱含量的影响较大［23］；二是不同产地的钩藤药材中

生物碱的含量也可能存在差异［24］。

样本测定时由自动进样器先行进样，2. 4 min后，

液相串联质谱藕合仪通过阀切换将AIS和分析流路

连通，内部的计量泵吸入 50 μL AIS注入色谱柱前

表2 各成分的回归方程、线性范围、检测下限、定量下限

Table 2 Regression equation，linear range，lower limit of detection and lower limit of quantification for each component
成 分

钩藤碱

异钩藤碱

去氢钩藤碱

异去氢钩藤碱

回归方程

Y=0. 049X+0. 015
Y=0. 080X+0. 006
Y=0. 061X+0. 037
Y=0. 043X+0. 028

线性范围（ng/mL）
2. 30~600. 00
2. 30~600. 00
2. 47~650. 00
2. 47~650. 00

相关系数

0. 999 3
0. 999 2
0. 999 4
0. 999 2

检测下限（ng/mL）
0. 76
0. 76
0. 83
0. 83

定量下限（ng/mL）
2. 30
2. 30
2. 47
2. 47

表3 四种钩藤生物碱的精密度、准确度、稳定性

Table 3 Precision，accuracy and stability of four kinds of
alkaloids in Uncaria

名 称

钩藤碱

异钩藤碱

去氢钩藤碱

异去氢钩藤碱

精密度

RSD
2. 30%
1. 10%
0. 90%
1. 70%

准确度

低质控

溶液

98. 00%
96. 30%
95. 20%
102. 40%

中质控

溶液

99. 60%
95. 70%
104. 10%
96. 30%

高质控

溶液

92. 40%
96. 80%
97. 70%
101. 20%

稳定性

RSD
1. 60%
3. 50%
5. 00%
1. 80%

注：RSD，相对标准偏差

表4 四种钩藤生物碱的回收率试验结果（n=6）
Table 4 Recovery results of four kinds of alkaloids in Uncaria

成 分

钩藤碱

异钩藤碱

去氢钩藤碱

异去氢钩藤碱

原含量

（ng）
79. 40
25. 70
22. 20
102. 70

添加量

（ng）
70. 00
20. 00
21. 70
91. 00

测得量（ng）
151. 50±1. 80
47. 80±1. 81
42. 30±0. 90
185. 70±2. 60

回收率

101. 40%
104. 60%
96. 60%
95. 90%

RSD
1. 20%
1. 10%
2. 10%
1. 40%

注：RSD，相对标准偏差

表5 钩藤生物碱含量测定结果

Table 5 Results of alkaloid content determination of Uncaria

样 品

1
2
3

均值

折合生药量（μg/g）
钩藤碱

97. 48
102. 75
98. 40
99. 54

异钩藤碱

32. 80
34. 58
33. 16
33. 51

去氢钩藤碱

30. 87
31. 58
28. 70
30. 38

异去氢钩藤碱

142. 61
143. 95
130. 92
139. 16
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端，由流动相带入柱内分析。切入时间决定样本和

AIS的分离程度，切入时间为 2. 4 min时，目标物与

AIS色谱峰分离度>1. 5。目前，内标法定量通常使

用同位素或物理化学性质类似的化合物，同位素具

有弱放射性、昂贵、稳定性差的特点，性质类似的其

他类型化合物与目标物分子的碎裂方式以及碰撞

能量不同，对定量准确性存在一定的干扰。本研究

中，AIS法使用目标物自身作为内标，弥补了其他类

型内标的不足，并且每种化合物均有与之对应的内

标，凸显了AIS法在多组分分析中的优势。

HPLC-MS-AIS方法将色谱对复杂样品的高分

离能力和质谱的高选择性、高灵敏度以及能够提供

相对分子质量与结构信息的优点结合起来，在测定

钩藤生物碱含量中，具有准确、可靠、重现性好的特

点，为钩藤药材质量控制提供了新方法。相较于

HPLC技术［12］，HPLC-MS技术根据化合物离子鉴

别，洗脱时间更短；但与 UPLC-MS方法［21］比较，

HPLC-MS-AIS分析速度依然不足，有待进一步

改进。
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