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半枝莲中肝毒性成分吡咯里西啶生物碱含量分析及初步风险评估
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摘 要：目的 建立了UPLC-MS/MS法测定半枝莲中印美定、石松胺、印美定氮氧化物和石松胺氮氧化物等 4个吡咯里西啶

生物碱的含量，并根据测定结果进行初步的风险评估。方法 采用 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm，

1.8 μm），以含 0.05%甲酸和 2.5 mmol/L甲酸铵的水溶液（A）及含 0.05%甲酸和 2.5 mmol/L甲酸铵的乙腈溶液（B）为流动

相，梯度洗脱；电喷雾离子源，正离子多反应模式监测，外标法测定。采用暴露限值（MOE）法进行风险评估。结果 印

美定、石松胺、印美定氮氧化物和石松胺氮氧化物质量浓度在 0.974～97.400、0.992～99.200、1.024～102.400 和 1.012～

101.200 ng/mL与峰面积呈现良好的线性关系（r＞0.999）；平均加样回收率分别为 88.7%、93.2%、94.8%、85.4%，RSD分

别为 4.1%、3.6%、4.4%、3.9%。6批半枝莲样品中印美定、石松胺、印美定氮氧化物和石松胺氮氧化物的含量范围分别为

0.18～0.66、0.11～0.42、0.78～2.21、0.19～0.97 μg/g，MOE值为 3 134～6 461。结论 所建立的方法可同时测定半枝莲中 4

个主要吡咯里西啶生物碱含量；初步风险评估显示，该药材存在一定的用药安全风险。
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Abstract: Objective To establish a method for the simultaneous determination of four pyrrolizidine alkaloids (imtermedine,

lycopsamine , imtermedine N-oxide, and lycopsamine N-oxide) in Scutellariae Barbatae Herba by UPLC-MS/MS. And to carry out

preliminary risk assessment according to the research results. Methods The assay was performed on a ACQUITY UPLC HSS T3

column (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm) and the sample was eluted with a gradient mobile phase consisted of 0.05% formic acid and

2.5 mmol/L ammonium formate in water (A)-0.05% formic acid and 2.5 mmol/L ammonium formate in acetonitrile (B). The MS

system was operated by using electrospray ionization (ESI) in the positive ion mode, and the scan mode was in multiple reactions

monitoring(MRM) mode. External standard method was used in the experiment. The risk assessment was carried out by margin of

exposure (MOE) method. Results The linear ranges of imtermedine, lycopsamine , imtermedine N-oxide, and lycopsamine N-oxide

were 0.974—97.4, 0.992—99.2, 1.024—102.4 and 1.012—101.2 ng/mL, respectively (r > 0.999). The average recoveries were

88.7%, 93.2%, 94.8% and 85.4%with RSD of 4.1%, 3.6%, 4.4% and 3.9%, respectively. The content ranges of imtermedine,

lycopsamine, imtermedine N-oxide, and lycopsamine N-oxide in the six batches of Scutellariae Barbatae Herba were 0.18—0.66,

0.11—0.42, 0.78—2.21 and 0.19—0.97 μg/g, respectively. The MOE values ranged from 3 134 to 6 461. Conclusion The method
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can be used for the determination of four pyrrolizidine alkaloids in Scutellariae Barbatae Herba, providing a scientific basis for the

quality evaluation and safe medication of this herb. Preliminary risk assessment showed that long-term use of the drug has certain

drug safety risks.

Key words: Scutellariae Barbatae Herba; hepatotoxic component; pyrrolizidine alkaloids; imtermedine; lycopsamine; imtermedine

N-oxide; lycopsamine N-oxide; ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; risk assessment

半 枝 莲 为 唇 形 科 植 物 半 枝 莲 Scutellaria

barbata D. Don的干燥全草，具有清热解毒、化瘀利

尿的功效，用于疔疮肿毒、咽喉肿痛、跌扑伤痛、水

肿、黄疸和蛇虫咬伤等疾病的治疗，分布于我国华

北、华东、东南、华南和西南等地区。现有金蒲胶

囊、抗骨髓炎片等中成药等使用半枝莲作为组方药

材［1-2］。半枝莲主要含有黄酮、二萜、多糖等多类化

合物［3-5］。Wang 等［6］建立超高效液相色谱-串联质

谱（UPLC-MS/MS）法从半枝莲中鉴定出石松胺及

其氮氧化物和印美定氮氧化物等肝毒性吡咯里西

啶生物碱（pyrrolizidine alkaloids，PAs）成分并测定

了含量。PAs广泛存在于菊科、紫草科、豆科、唇形

科等植物中，吡咯啶环的 1，2位为双键的PAs成分，

具有较强肝毒性，过量或长期摄入可引起不可逆的

肝损伤，严重的可造成肝硬化和肝纤维化等不良后

果［7-11］。PAs成分在半枝莲中属于痕量水平，供试品

采用固相萃取（solid phase extraction，SPE）富集净

化处理后，采用灵敏度高的 UPLC-MS/MS 法进

行测定是较为常见的选择［ 12-14］。印美定、石松

胺、印美定氮氧化物和石松胺氮氧化物均为 1，

2 位不饱和的 PAs，结构式见图 1，该类生物碱具

有较强的肝毒性，是半枝莲中主要的 PAs 类成

分。本研究建立 UPLC-MS/MS 法测定半枝莲中

印美定、石松胺、印美定氮氧化物和石松胺氮

氧化物 4 个 PAs 含量，并根据测定结果进行初

步的风险评估。

1 材料

Waters Acquity™ UPLC 色谱仪（Waters 公司）；

Waters Xevo TQ-Smicro 三重四极杆串联质谱检测

器（Waters公司）；KQ-500DE型超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司）；XS105DU十万分之一电子

分析天平（METTLER TOLEDO公司）；Milli-Q超纯

水系统（Millipore公司）。

对 照 品 ：印 美 定（ 批 号 13420，质 量 分 数

99.08%）、石松胺（批号 12183，质量分数 99.11%）、印

美定氮氧化物（批号 13418，质量分数 100.0%）和石

松胺氮氧化物（批号 13484，质量分数 96.89%）购于

PhytoLab GmbH 公司。乙腈、甲醇、甲酸和甲酸铵

均为质谱级（Fisher公司），水为超纯水。

半枝莲样品共 6 批，分别编号为 S1～S6，分别

采自广西、湖南等地，经中国食品药品检定研究院

中药民族药检定所昝珂副研究员鉴定为唇形科

植 物 半 枝 莲 Scutellaria barbata D. Don 的 干 燥

全草。

2 方法与结果

2.1 溶液的制备

2.1.1 混合对照品溶液 精密称取印美定、石松

胺、印美定氮氧化物和石松胺氮氧化物的对照品适

量，分别以 10%乙腈水配成质量浓度分别为 0.974、

0.992、1.024、1.012 μg/mL的对照品储备液。分别精

密称取各对照品储备液适量，用 10%乙腈水配成质

量浓度分别为 9.74、9.92、10.24、10.12 ng/mL的混合

溶液，即得。

2.1.2 供试品溶液 取半枝莲粉末 1.0 g，精密称

定，置 50 mL离心管中，精密加入 0.05 mol/L硫酸溶

液 20 mL，超声提取（300 W、40 kHz）30 min，滤过，

取滤液10 mL进行固相萃取。具体流程为甲醇5 mL活

化PCX固相萃取小柱，0.05 mol/L硫酸溶液 5 mL平

衡小柱，将硫酸溶液样品 10 mL上柱，甲醇 10 mL淋

洗除杂，8%氨水-甲醇溶液 10 mL洗脱，收集洗脱液

并浓缩至 1 mL 左右，用 10% 乙腈水稀释定容至

50 mL 量瓶中，过 0.22 μm 微孔滤膜，取续滤液，即
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图1 印美定（A）、石松胺（B）、印美定氮氧化物（C）和石松

胺氮氧化物（D）的结构式

Fig. 1 Chemical structures of intermedine（A），lyco‐

psamine（B），intermedineN-oxide（C）and lycopsamine

N-oxide（D）
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为供试品溶液。

2.2 色谱-质谱条件

WatersACQUITYUPLCHSST3色谱柱（100mm×

2.1 mm，1.8 μm）；柱温 40 ℃；流动相为 0.05% 甲

酸 和 2.5 mmol/L 甲 酸 铵 的 水 溶 液（A）及 含

0.05% 甲酸和 2.5 mmol/L甲酸铵的乙腈（B），梯度

洗脱（0～8 min，4%→10%B；8～20 min，10%B）；体

积流量 0.3 mL/min；进样量 1 μL；质谱离子源为

电喷雾离子化源（ESI），正离子，多反应监测模

式（MRM），毛 细 管 电 压 3.0 kV，离 子 源 温 度

150 ℃，去溶剂温度 500 ℃。 4 个 PAs 的质谱条

件见表 1，对照品及样品的色谱图见图 2。

2.3 方法学考察

2.3.1 线性关系、检测下限、定量下限和灵敏度考

察 精密吸取各对照品储备液 0.01、0.05、0.10、

0.20、0.50、1.00 mL，分别置于 6个 10 mL量瓶中，加

10% 乙腈水定容至刻度，摇匀，即得各系列浓度的

混合对照品溶液，用 0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤

液，按照“2.2”项条件进样测定。以对照品的峰面积

为纵坐标，对应的质量浓度为横坐标，进行线性回

归。以定量离子的色谱峰信噪比 S/N≥3对应的最

低质量浓度为检测下限（LLOD），以定量离子色谱

峰信噪比≥10 对应的最低质量浓度为定量下

限（LLOQ），结果见表2。

2.3.2 精密度试验 精密吸取“2.1.1”项的混合对

照品溶液 1 μL，同一天内连续进样 6 次，记录峰面

积，计算日内精密度。该对照品溶液，于−20 ℃保

存，每天进样 2次，连续测定 3 d，计算日间精密度。

印美定、石松胺、印美定氮氧化物和石松胺氮氧化

物的日内精密度（n＝6）的RSD分别为 2.8%、2.9%、
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图2 混合对照品（A）和S1号样品（B）的MRM色谱图

Fig. 2 MRM chromatograms of mixed standard substances（A）and sample S1（B）

表1 目标成分的MS参数

Table 1 MS parameters of target analytes

成分

印美定

石松胺

印美定氮氧化物

石松胺氮氧化物

tR/min

7.40

7.79

9.22

9.69

母离子m/z

300.2

300.3

316.2

316.3

子离子m/z

定量离子

94.1

94.1

94.1

172.1

定性离子

138.1

138.1

172.1

94.1

锥孔电压/V

22

26

30

36

碰撞能量/eV

28

30

36

44
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2.8%、2.6%；日间精密度（n＝6）的 RSD 分别为

3.3%、3.7%、3.5%、3.2%，表明该方法的精密度良好，

仪器精密度良好。

2.3.3 稳定性试验 取同一份供试品（S1）溶液，分

别于 0、2、4、8、12、24 h进样测定。印美定、石松胺、

印美定氮氧化物和石松胺氮氧化物峰面积的

RSD（n=6）分别为 2.1%、2.3%、2.6%、2.8%，表明供

试品溶液在24 h内稳定。

2.3.4 重复性试验 按照“2.1.2”项下方法制备 S1

号样品的供试品溶液 6份，分别进样测定。印美定、

石松胺、印美定氮氧化物和石松胺氮氧化物的

平均质量分数分别为 0.41、0.19、1.05、0.48 μg/g，

RSD 分别为 3.1%、3.5%、3.2%、2.8%，表明该方

法的重复性良好。

2.3.5 加样回收试验 精密量取印美定、石松胺、

印美定氮氧化物和石松胺氮氧化物的对照品储备

液适量，分别加 10%乙腈水配制成上述 4个成分质

量浓度依次为 197.6、99.2、512.0、240.0 ng/mL 的各

对照品溶液。取已知含量的 S1号样品粉末 6份，每

份各约 0.5 g，精密称定，分别置 50 mL离心管中，精

密加入上述 4个对照品溶液各 1.0 mL、0.05 mol/L硫

酸溶液 16 mL，超声提取（300 W，40 kHz）30 min，按

照“2.1.2”项方法平行制备供试品溶液，进样分析，

计算回收率。印美定、石松胺、印美定氮氧化物和

石松胺氮氧化物平均加样回收率（n=6）分别为

88.7%、93.2%、94.8%、85.4%，RSD 分 别 为 4.1%、

3.6%、4.4%、3.9%。

2.4 含量测定

准确称取不同产地的半枝莲药材 1.0 g，分别按

照“2.1.2”项方法制备供试品溶液，在“2.2”项色谱条

件下进样测定，依据外标法计算印美定、石松胺、印

美定氮氧化物和石松胺氮氧化物的含量，结果

见表3。

2.5 风险评估

所测 6批半枝莲样品中 4个 PAs的含量总和为

1.62～3.34 μg/g。现行标准［1］规定半枝莲用量为

15～30 g，因此，每日摄入量最低为 24.3 μg，最高为

100.2 μg。欧洲药品监管局（European Medicines

Agency，EMA）在 2016年出台的关于含 PAs的草药

污染的公开声明中指出［15-16］，草药委员会推荐每日

吸收的 PAs应限制在 0.35 μg，这一水平最初是由欧

洲食品安全局根据食品中遗传毒性致癌物风险评

估的现行指南使用暴露限值（margin of exposure，

MOE）框架得出的，这也是近年来国外机构对 PAs

的最新规定。半枝莲中 PAs的含量超过 EMA的规

定；并且半枝莲还是可用于保健食品原料的中药

材，存在一定的安全风险。

半枝莲作为药品服用时，每千克体质量 PAs日

暴露量［Exp，μg/（kg·d）］按如下公式计算：

Exp＝EF×Ed×IR×C/（W×AT）
EF为半枝莲的暴露频率；Ed为人一生服用中药的年限，按

20 年计算；IR 为半枝莲的日摄入量 15～30 g，按均值

22.5 g 计算；C 为半枝莲中 PAs 的总量；W 为人体质量，

按 70 kg 计算；AT为平均寿命天数，按365 d/年×70年计算

采用 MOE法对于半枝莲中的肝毒性 PAs进行

表2 线性方程、线性范围、检测下限和定量下限

Table 2 Linear equation，linear range，LLOD and LLOQ

成分

印美定

石松胺

印美定氮氧化物

石松胺氮氧化物

线性方程

Y＝10 254 X＋1 233

Y＝15 632 X＋1 754

Y＝4 572 X－1 321

Y＝8 674 X＋1 452

r

0.999 3

0.999 2

0.999 4

0.999 1

线性范围/（ng·mL−1）

0.974～97.4

0.992～99.2

1.024～101.2

1.012～101.2

LLOD/（ng·mL−1）

0.19

0.20

0.20

0.20

LLOQ/（ng·mL−1）

0.49

0.50

0.51

0.51

表3 样品含量测定结果（（n＝2））

Table 3 Results of sample determination((n=2))

批次

S1

S2

S3

S4

S5

S6

产地

山东泰安

江苏扬州

甘肃兰州

吉林松原

内蒙古赤峰

广西柳州

印美定/（μg·g−1）

0.41

0.32

0.18

0.44

0.66

0.22

石松胺/（μg·g−1）

0.19

0.11

0.32

0.18

0.22

0.42

印美定氮氧化物/（μg·g−1）

1.05

0.85

0.78

2.21

1.02

0.98

石松胺氮氧化物/（μg·g−1）

0.48

0.34

0.97

0.51

0.26

0.19

总量/（μg·g−1）

2.13

1.62

2.25

3.34

2.16

1.81
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风险特征描述。

MOE＝BMDL/Exp

BMDL为PAs的健康指导值，为237 μg/（kg·d）［13］

若MOE＞10 000，健康风险较低；反之，风险应

予以关注，结果见表4。半枝莲的MOE为3 134～6 461，

存在一定的健康风险。

3 讨论

3.1 检测方法的选择

印美定、石松胺、印美定氮氧化物和石松胺氮

氧化物等为半枝莲中最主要的 PAs类成分，为痕量

组分，高灵敏度的UPLC-MS/MS法检测为首选方法。

本研究考察了ACQUITY UPLC HSS T3（100 mm×

2.1 mm，1.8 μm）、CORTECS UPLC C18（150 mm×

2.1 mm，1.6 μm）和Acquity UPLC BEH C18（100 mm×

2.1 mm，1.7 μm）色谱柱，3 种色谱柱均能达到测定

要求，但第一种色谱柱峰形理想、保留时间适中，所

以使用该色谱柱进行测定。由于PAs类成分为生物

碱，流动相中加入适量甲酸铵和甲酸后易于化合物

的电离，增强检测灵敏度。本研究在有机相和水

相中添加 0.05% 的甲酸和 2.5 mmol/L 甲酸铵，化

合物峰形较好。调节有机相和水相的洗脱比例，4

个化合物在 10 min内获得较好分离。通过沃特世

仪器软件的“IntelliStart”功能优化获得 MRM 的锥

孔电压和碰撞能量，应用表 1中的质谱参数检测定

量离子峰形好，其他物质无干扰，能够对待测物质

准确测定。

3.2 流动相的选择

由于所测 4 个化合物中为 2 组非对映异构

体（组 1：印美定和石松胺；组 2：印美定氮氧化物和

石松胺氮氧化物），非对映异构体的分子离子峰和

质谱裂解行为基本一致，需要通过色谱柱将其分

开，通过调节梯度比例，在 10 min内这 2组非对映异

构体均达到基线分离，最终确定流动相为含 0.05%

甲酸和 2.5 mmol/L甲酸铵的水溶液及含 0.05%甲酸

和 2.5 mmol/L 甲酸铵的乙腈，梯度洗脱；在该系统

下4个成分得到较好的保留和分离。

3.3 小结

本研究采用建立的 UPLC-MS/MS 法可同时测

定半枝莲中 4个主要PAs的含量，方法简便、准确且

重复性好。6个批次的半枝莲中 4个 PAs的含量测

定结果表明印美定、石松胺、印美定氮氧化物和石

松胺氮氧化物的质量分数范围分别为 0.18～0.66、

0.11～0.42、0.78～2.21、0.19～0.97 μg/g。风险评估

显示存在一定的用药安全风险，应进一步研究该药

材疗效风险比，重新评估半枝莲作为保健食品原料

使用的可行性。
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