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超高效液相色谱法测定牧草中 

马来酸麦角新碱含量 
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(1. 上海市兽药饲料检测所, 上海  201103; 2. 中国农业科学院饲料研究所, 北京  100081) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱法(ultra performance liquid chromatography, UPLC)测定牧草中马来酸麦

角新碱含量的分析方法。方法  样品经纯甲醇提取后, 过混合阳离子(MCX)固相萃取柱净化。采用 5 mmol/L

乙酸铵溶液(含 0.1%甲酸)(A)和乙腈(B)作为流动相进行梯度洗脱, 超高效液相色谱采用二极管阵列紫外检测

器进行定量。结果  本方法的检测限为 0.5 mg/kg, 定量限为 2 mg/kg, 方法在 0.05~5 μg/mL 范围内线性良好

(r=1), 在 2、10 和 20 mg/kg 添加水平的回收率为 83.80%~94.49%, 相对标准偏差≤3.5% (n=5), 实际样品测定

结果为 6.3~194.8 mg/kg。结论  本方法具有良好的正确度和精密度, 能有效测定牧草中马来酸麦角新碱含量, 

为将来马来酸麦角新碱应用到畜牧业打下了基础。 
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Determination of ergometrine maleate in herbage by ultra performance 
liquid chromatography 

WANG Bo1, SHANG Fang-Fang2, TAO Yu-Jie1, XU Ting1, ZHANG Jing1, WU Jian-Ping1,  
LI Jun2, GU Xu2, YAN Feng1* 

(1. Shanghai Municipal Supervisory Institute Veterinary Drugs and Feedstaff, Shanghai 201103, China;  
2. Feed Research Institute of Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for determining ergometrine maleate content in herbage 

by ultra performance liquid chromatography (UPLC). Methods  The samples were extracted with pure methanol, 

and purified using a mixed cation (MCX) solid-phase extraction column. Gradient elution was performed using     

5 mmol/L ammonium acetate solution containing 0.1% formic acid (A) and acetonitrile (B) as the mobile phases, and 

quantitation was performed on UPLC using a diode array UV detector. Results  The detection limit and quantitation 

limit of the method were 0.5 mg/kg and 2 mg/kg, respectively. The linearity was good within the range of 0.05‒     

5 μg/mL (r=1). The recoveries were 83.80%‒94.49% at the 2, 10, and 20 mg/kg levels. The relative standard 

deviation was less than 3.5% (n=5). The actual sample determination results were 6.3‒194.8 mg/kg. Conclusion This 

method has good accuracy and precision, and can effectively determine the ergometrine maleate content in forage, 

which lays a foundation for the application of ergometrine maleate to animal husbandry in the future. 
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0  引  言 

牧草产业是我国农业发展的重点项目之一, 2015 年中

央一号文提出要加快发展草牧业[1]。牧草广泛应用于畜牧

业, 但被关注的重点一直是其饲用价值[2‒4], 而牧草中营养

成分丰富 [5‒6], 其价值不应仅仅局限在其饲用价值上 [7‒8], 

更具有提高繁殖性能和提高屠宰性能等价值[9‒10]。有文献

表明农作物能检测出生物碱, 例如夏天时麦草中的麦角

新碱浓度达到最高[11], 在畜牧业减抗、禁抗的大背景下, 

马来酸麦角新碱作为一种生物碱或将在养殖业中发挥重

要作用。 

马来酸麦角新碱(ergonovine maleate, EM)为 9,10-二

脱氢-N-[(S)-2-羟基-1-甲基乙基]-6-甲基麦角灵-8β-甲酰胺

马来酸盐, 是一种半合成的麦角生物碱, 对子宫平滑肌有

高度选择性, 直接作用于子宫平滑肌, 作用强而持久, 其

主要应用于治疗产后子宫出血、产后子宫复旧不全(加速子

宫复原)等[12‒14], 但是麦角新碱也会引起过敏反应, 主要

表现为头晕、恶心、呕吐、呼吸困难等[15]。且新生儿误注

后会引起中枢神经系统抑制和心脑肺肾肠及周围血管收缩, 

表现为神志障碍、尿少、心率快、呼吸急促、恶心呕吐及

末梢循环障碍等[16]。 

美国药典(united states pharmacopeia, USP)对 EM 注射液

及片剂规定中, 选用薄层色谱法对其含量进行测定[17], 中国

药典对 EM 原料及注射液规定中, 选用滴定法及紫外-可见分

光光度法对其含量进行测定[18]。国内外对牧草中马来酸麦角

新碱检测及含量等尚未有相关标准及规定, 且尚未有相关文

献对牧草中马来酸麦角新碱进行介绍, 本研究建立了一种超

高效液相色谱法对牧草中马来酸麦角新碱含量进行测定, 为

牧草中马来酸麦角新碱应用到畜牧业打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Waters Acquity UPLC 超高效液相色谱仪(上海沃特世

科技有限公司 ); Allegra X-22R 高速冷冻离心机 (德国

BECKMAN公司); VX-Ⅲ多管漩涡振荡器(北京 TARGIN公

司); AL204 电子天平(0.0000~210.0000 g, 瑞士梅特勒-托

利多仪器有限公司); Milli-Q 超纯水系统(美国 Millipore 公

司); N-EVAP 水浴控温氮吹仪(上海安谱公司)。 

甲酸、甲醇、乙腈(色谱纯, 德国默克公司); 马来酸

麦角新碱标准品(100 μg/mL, 美国 A ChemtekInc 公司); 乙

酸铵、氨水(分析纯, 上海凌峰化学试剂有限公司)。马来酸

麦角新碱标准品化学结构式见图 1。 

空白和实际牧草样品均为醉马草, 均由中国农业科学院

饲料研究所寄送, 样品是风干后的干样, 将干样样品用粉碎

机粉碎, 全部通过 0.42 mm 孔径筛, 混匀后常温避光保存。 

 
 

图 1  马来酸麦角新碱结构式 

Fig.1  Structure of ergometrine maleate 
 

1.2  实验方法 

1.2.1  色谱条件 

流动相: A: 5 mmol/L乙酸铵溶液(含 0.1%甲酸); B: 乙

腈; 色谱柱: Waters T3 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm); 洗脱方

式 : 梯度洗脱 , 洗脱方式见表 1; 柱温 : 35 ℃; 流速 :    

0.3 mL/min; 进样量: 10 μL。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table1  Procedure of gradient elution 

时间/min A/% B/% 

0 85 15 

2.7 85 15 

2.8 0 100 

4.2 0 100 

4.3 85 15 

 

1.2.2  标准品准备与处理 

将标准品置于-20 ℃冰柜避光保存, 保存期限为 1 年。 

1.2.3  样品准备与处理 

称取粉碎混匀后的样品 1 g 至 50 mL 离心管中, 精密

加入 10 mL 甲醇, 涡匀后继续振荡 10 min, 9000 r/min 离心

5 min, 精密取 1 mL 置于 50 mL 离心管中, 加入 4 mL 0.1%

甲酸溶液, 混匀备用。 

将 MCX 固相萃取小柱(60 mg/3 mL)用 3 mL 甲醇和  

3 mL 水活化后, 取备用液全部过柱, 再用 3 mL 水和 3 mL

甲醇淋洗后, 用 3 mL 5%氨水甲醇洗脱, 将洗脱液置于

50 ℃水浴氮气吹干后用 1 mL 15%乙腈复溶, 过 0.22 μm 滤

膜后, 待测。 

2  结果与分析 

2.1  仪器条件优化 

根据前期文献查询[19‒20], 实验对色谱柱和流动相进

行考察, 比较了 Agilent C18 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)、
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Waters C18 (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) 和 Waters T3     

(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)3 根色谱柱, 并在此基础上比较

了 5 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%):乙腈(80:20, V:V)、5 mmol/L

乙酸铵(含 0.1%):乙腈(90:10, V:V)、5 mmol/L 乙酸铵(含

0.1%甲酸):乙腈(85:15, V:V)、0.1%甲酸溶液:乙腈(85:15, 

V:V)和 0.1%甲酸溶液:乙腈(90:10, V:V)5 种流动相, 结果

发现, 当色谱柱为 Waters T3 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)时, 

目标峰峰型对称 , 色谱峰尖锐且响应高 , 当流动相为   

5 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸):乙腈(85:15, V:V)时, 目标

峰出峰时间较早, 峰形尖锐且对称, 响应高。因此本研究

选择 Waters T3 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)作为本研究的色

谱柱, 5 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸):乙腈(85:15, V:V)作

为流动相。条件优化后的目标物色谱图如图 2 所示, 紫外

吸收图谱如图 3 所示。 

 
 

 
 
 

图 2  浓度为 1 μg/mL 的标准品色谱图 

Fig.2  Chromatogram of standard at 1 μg/mL 
 
 

 
 
 

图 3  浓度为 1 μg/mL 的标准品紫外吸收光谱图 

Fig.3  UV absorption spectrum of standard at 1 μg/mL 

2.2  前处理条件优化 

2.2.1  净化条件优化 

实验通过向空白牧草中添加 20 mg/kg 浓度的马来酸

麦角新碱, 然后用甲醇进行提取 , 比较了 HLB (60 mg/   

3 mL)、PRIME HLB (60 mg/3 mL)和 MCX (60 mg/3 mL)3

种固相萃取小柱。结果如图 4 所示, 回收率分别为 6.17%、

19.11% 和 83.85%, 相 对 标 准 偏 差 (relative standard 

deviation, RSD)分别为 3.38%、0.66%和 1.18%, 当选择 HLB 

(60 mg/3 mL)、PRIME HLB (60 mg/3 mL)时, 提取效率变

低, 而当 MCX (60 mg/3 mL)作为净化用的固相萃取小柱

时, 提取效率最高, 且能有效去除样品中带来的杂质干扰, 

这有可能是因为 MCX (60 mg/3 mL)对碱性化合物有良好

的保留能力, 而基质中的大部分杂质并非碱性, 在淋洗过

程中大部分都被洗掉, 因此, 本研究选择 MCX (60 mg/   

3 mL)作为净化用的固相萃取小柱。 

 

 
 

图 4  不同净化条件比较(n=3) 

Fig.4  Comparison of different purification conditions (n=3) 

 
2.2.2  提取剂条件优化 

农业行业标准 NY/T 2769—2015《牧草中 15 种生物

碱的测定 液相色谱-串联质谱法》对牧草中 15 种生物碱进

行提取测定, 标准中规定使用碱性乙腈作为提取溶剂, 但

是并未对马来酸麦角新碱提取作出规定, 因此本研究选择

甲醇、乙腈和乙酸乙酯作为提取溶剂来考察。实验通过向

空白牧草中添加 20 mg/kg 浓度的马来酸麦角新碱, 比较了

甲醇、乙腈和乙酸乙酯的提取效率, 结果如图 5 所示, 回

收率分别为 84.04%、76.76%和 76.58%, RSD 分别为 0.24%、

0.49%和 1.91%, 当提取剂为甲醇时, 提取效率最高, 因此, 

本研究选择甲醇作为提取溶剂。 

2.3  绘制标准曲线 

取适量标准品溶液, 用 15%乙腈稀释成马来酸麦角新

碱质量浓度为 0.05、0.1、0.5、1 和 5 µg/mL 的标准曲线系

列工作溶液, 在优化的仪器条件下上机测定, 以各浓度的

响应值为 Y 轴, 浓度为 X 轴绘制标准曲线, 计算线性方程、

线性范围和相关系数, 具体结果见表 2。结果表明, 目标物

在 0.05~5 μg/mL 范围内, 线性良好。 
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图 5  不同提取剂提取效率比较(n=3) 

Fig.5  Comparison of extraction efficiency with different extractants 
(n=3) 

 
表 2  马来酸麦角新碱的线性方程、线性范围和相关系数 

Table 2  Linear equation, linear range and correlation 
coefficient of ergometrine maleate 

化合物 线性方程 
线性范围
/(µg/mL)

相关系数 r

马来酸麦角新碱 Y=46660X‒274.31 0.05~5 1 

 

2.4  检测限与定量限 

在空白实际样品中添加质量浓度为 0.5 和 2 mg/kg 的

马来酸麦角新碱, 按照优化好的前处理方法进行处理后上

样分析, 所得色谱图如图 6~8 所示, 依据信噪比 S/N≥3 作

为检测限, 信噪比 S/N≥10 作为定量限, 结果表明本方法

的检测限为 0.5 mg/kg, 定量限为 2 mg/kg。 
 

 
 

图 6  空白牧草样品色谱图 

Fig.6  Chromatogram of blank herbage sample 
 

2.5  回收率与精密度 

选取空白牧草基质, 加入一定浓度马来酸麦角新碱

对照品, 从 2、10、20 mg/kg 3 个不同浓度水平考察回收率

及精密度, 结果见表 3。结果表明, 各浓度添加的批内回收

率在 83.80%~94.49%之间, 批内标准偏差(relative standard 

deviation, RSD) 在 0.2%~3.5% 之 间 ; 批 间 回 收 率 在

84.7%~92.3%之间, 批间 RSD 在 0.9%~3.0%之间。结果均

符合 GB/T 23182—2008《饲料中兽药及其他化学物检测试

验规程》。 

 

 
 

图 7  空白牧草样品添加 0.5 mg/kg 马来酸麦角新碱色谱图 

Fig.7  Chromatogram of blank herbage sample added 0.5 mg/kg 
ergometrine maleate 

 
 

 
 

图 8  空白牧草样品添加 2 mg/kg 马来酸麦角新碱色谱图 

Fig.8  Chromatogram of blank herbage sample added 2 mg/kg 
ergometrine maleate 

 
 

表 3  牧草中马来酸麦角新碱的添加回收率及相对标准偏差(n=5) 
Table 3  Recovery rate and relative standard deviation of 

ergometrine maleate in herbage (n=5) 

添加浓度
/(mg/kg)

批次
批内平均 

回收率/% 
批内 

RSD/% 

批间平均

回收率/%
批间

RSD/%

2 

1 89.93 1.7 

92.3 3.0 2 92.59 3.5 

3 94.49 0.7 

10 

1 85.43 0.5 

85.5 1.0 2 85.17 1.4 

3 85.91 0.8 

20 

1 85.52 0.2 

84.7 0.9 2 84.77 0.6 

3 83.80 0.2 
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2.6  实际样品测定 

按照本研究确定的方法, 对收集到的 4 批牧草样品进

行测定, 测定结果如表 4 所示。结果表明, 样品中马来酸

麦角新碱的含量为 6.3~194.8 mg/kg。其中, 实际牧草样品

1 提取色谱图见图 9。 

 
表 4  实际样品测定结果(n=3) 

Table 4  Results of actual sample (n=3) 

样品名称 测定结果/(mg/kg) RSD/% 

牧草 1 194.8 0.4 

牧草 2 96.5 0.1 

牧草 3 19.6 0.7 

牧草 4 6.3 0.1 

 
 

 
 

图 9  实际牧草样品 1 提取色谱图 

Fig.9  Chromatogram of actual herbage sample 1 extraction 

 

3  结论与讨论 

本研究建立了一种超高效液相色谱法测定醉马草中

马来酸麦角新碱含量 , 检测限为 0.5 mg/kg, 定量限为   

2 mg/kg, 含量在 0.05~5 μg/mL 范围内线性良好(r=1), 加

标回收率为 83.80%~94.49%, RSD≤3.5%。由此可知, 本

方法具有良好的正确度和精密度, 能有效测定牧草中马

来酸麦角新碱含量, 为将来马来酸麦角新碱应用到畜牧

业打下了基础, 测定的牧草实际样品中也检测出有马来

酸麦角新碱, 这也为牧草中生物碱将来被应用到畜牧业

提供了理论支撑。 
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