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超高压液相色谱-串联质谱法快速测定人尿液和 
全血中 3种乌头生物碱 

张秀尧 1*, 蔡欣欣 1, 林学尧 2, 陈端秀 2 
(1. 温州市疾病预防控制中心, 温州  325001; 2. 瑞安市疾病预防控制中心, 瑞安  325200) 

摘  要: 目的  建立快速检测人尿液和全血中乌头碱、新乌头碱和次乌头碱的超高压液相色谱-串联质谱分析

方法。方法  尿液样品直接进样, 全血样品经乙腈-甲醇(9:1, v/v)沉淀蛋白, 以甲醇和 5.0 mmol/L碳酸氢铵水溶

液作为流动相进行梯度洗脱, 在 BEH C18色谱柱上实现分离, 电喷雾正离子多反应监测方式检测, 以那可丁作

为内标的基质标准内标法定量。结果  尿液和全血中 3种乌头生物碱的平均加标回收率分别为 93.9%~108%和

89.7%~109%, 相对标准偏差为 1.3%~11%和 1.1%∼18% (n=6), 定量限(S/N =10)分别为 0.05 μg/L 和 0.1 μg/L。

结论  此方法灵敏、准确, 已成功应用于一起中毒事件的检测。 
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Determination of 3 kinds of Aconitum alkaloids in human urine and whole 
blood using ultra-pressure liquid chromatography-mass spectrometry 

ZHANG Xiu-Yao1*, CAI Xin-Xin1, LIN Xue-Yao2, CHEN Duan-Xiu2 
(1. Wenzhou Center for Disease Control and Prevention, Wenzhou 325001, China; 2. Ruian Center for Disease Control and 

Prevention, Ruian 325200, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid ultra-pressure liquid chromatography-tandem mass spectrome-
try (UPLC-MS/MS) method for detection of aconitine, mesaconitine and hypaconitine in human urine and 
whole blood. Methods  Urine sample was directly injected into the separation system and plasma sample was 
initially prepared by precipitation of proteins with acetonitrile–methanol (9:1, v/v). The analysis of the alkaloids 
was performed on an ACQUITY UPLC BEH C18 column using gradient elution with methanol and 5.0 mmol/L 
ammonium bicarbonate in water, and then detected by the positive electrospray ionization-MS/MS 
(ESI-MS/MS) method under MRM mode, and quantified by matrix internal standard method using noscapine as 
internal standard. Results  The average recoveries were 93.9%~108% and 89.7%~109% for the three alkaloids 
in urine and whole blood, with relative standard deviation (RSD) of 1.3%~11% and 1.1%~18% (n=6), respec-
tively. The quantitative limits (S/N=10) of the alkaloids in both of urine and whole blood were 0.05 μg/L and 
0.1 μg/L. Conclusion  This method is sensitive and accurate, and has been successfully applied to determine 
the 3 alkaloids in one case of food poisoning. 
KEY WORDS: ultra-pressure liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS); aconitine; 
mesaconitine; hypaconitine; urine; whole blood 
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1  引  言 

乌头生物碱属于化学结构复杂的二萜类生物碱。

一些常用的药材, 如川乌、草乌、附子等均含有乌头
生物碱, 其主要成分有乌头碱、新乌头碱和次乌头碱
等(化学结构见图 1), 具有镇痛、麻醉、消炎等功效, 
常用于治疗风湿、跌打损伤等疾病[1]。由于毒性较强, 
人口服乌头碱 0.2 mg就会引起中毒, 1~2 mg即可致
人死亡[2]; 治疗量与中毒量或致死量接近[3], 临床上
使用不当、误用都会引起中毒, 严重者则危及生命[4]。

由于乌头类生物碱在体内代谢迅速, 因此测定时需
要极高的灵敏度。 

 

图 1  3种乌头生物碱的化学结构 
Fig. 1  Structures of three kinds of Aconitum alkaloids 

 
关于生物样本中乌头类生物碱的测定已有多篇

文献报道，有液相色谱法(HPLC)[5]、衍生化气相色谱

质谱联用法(GC/MS)[6]、液质联用法[7-12]等。HPLC的
样品前处理较为繁琐, 灵敏度低; GC/MS联用法样品
处理后需用三甲基氯硅烷-双(三甲基硅烷基)三氟乙
酰胺 (TMCS-BSTFA)衍生过夜, 反应时间长, 不适
合于应急检测。液质联用法大多采用液液萃取法, 操
作较为烦琐。 

本实验采用碱性流动相在 BEH C18柱上将乌头

碱、新乌头碱和次乌头碱完全分离, 采用流路切换技
术实现了尿液样品直接进样检测, 全血样品通过蛋
白沉淀管快速处理, 最终达到应急检测快速、准确的
要求, 应用于实际中毒样品的检测达到满意结果。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

ACQUITY UPLC-Quattro Premier XE超高压液
相色谱-串联质谱仪(配有电喷雾源、Masslynx 4.1工
作站, 美国 Waters公司); MR32i大容量高速冷冻离
心机(法国 Jouan 公司); MS3 旋涡混旋器(德国 IKA
公司); N-EVAP氮吹仪(24孔, 美国 Organomation公
司); Gradient A10 Milli-Q 超纯水器(法国 Millipore
公司)。 

乙腈和甲醇(HPLC 级, 德国 Merck 公司); 乙酸
铵和甲酸 (HPLC 级, 美国 Tedia 公司); 蛋白沉淀管
(1 mL, 天津博纳艾杰尔科技公司); Eppendorf离心管
(1.5mL, 美国 Eppendorf公司)。乌头碱、新乌头碱、
次乌头碱和那可丁为化学对照品(中国药品生物制品
检定所), 溶于乙腈配成 1000 µg/mL 标准储备溶液, 
保存于−35 ℃冰箱中, 用水稀释成合适浓度的标准使
用液。空白尿液和全血采自健康自愿者(性别男、年
龄 52岁、体重 70 kg)。 

2.2  样品前处理方法 

2.2.1  尿液样品前处理 
取 1.0 mL 尿液置于 Eppendorf 离心管中, 加入

40 μL 那可丁(内标, 100 μg/L), 16000 r/min离心 10 
min, 取上清液待测。 

在 6支 Eppendorf离心管中分别加入适量标准混
合溶液, 加入空白尿液至 1.0 mL, 使尿液中 3种乌头
生物碱的浓度分别为 0.1、0.2、0.5、1.0、10 μg/L和
50 μg/L, 加入 40 μL 那可丁(100 μg/L), 与样品一起
处理, 制成标准工作曲线。 
2.2.2 全血样品前处理 

将蛋白沉淀管架于 5 mL试管中, 取 100 μL全血
置于蛋白沉淀管中, 快速加入 700 μL 乙腈-甲醇(9: 1, 
v/v), 静置 3 min, 1000 r/min离心 3 min, 试管中离心
液于 50 ℃水浴中氮气吹干, 加入 200 μL 10%甲醇水
溶液溶解残渣, 并转移至 Eppendorf离心管中, 16000 
r/min离心 10 min, 取上清液待测。 

取 6 支蛋白沉淀管分别加入适量标准混合溶液
和内标物, 再加入 100 μL空白全血, 使全血中 3种乌
头生物碱的浓度分别为 0.1、0.2、0.5、1.0、10 μg/L
和 50 μg/L, 内标物含量为 4 μg/L, 旋涡混匀, 与样品
一起处理, 制成标准工作曲线。 
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2.3  色谱与质谱条件 

2.3.1  色谱条件 
色谱柱 : ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱(50 

mm×2.1 mm, 1.7 µm, 美国Waters公司), 配有在线过
滤器; 流动相 A为甲醇, 流动相 B为 5.0 mmol/L 碳
酸氢钠水溶液; 梯度洗脱程序: 在3.5 min内由45%A
线性梯度至 65%A, 再在 0.1 min内线性梯度至 95%A, 
保持 1.9 min后, 流动相在 0.1 min内回到 45%A, 并
平衡 1.4 min; 流速: 0.300 mL/min; 柱温: 50 ; ℃ 进

样 10 μL。 
2.3.2  质谱条件 

电喷雾离子源正离子多反应监测模式; ESI毛细
管电压 1.0 kV; 离子源温度 120 ; ℃ 脱溶剂温度

400 ; ℃ 锥孔反吹气流量 50 L/hr, 脱溶剂气流量 500 
L/hr, 碰撞室氩气压力 0.368 Pa。其他参数详见表 1。 

运行开始时, 色谱柱流出液经六通切换阀切换
至废液中直到 2.2 min, 质谱开始采集数据直到 3.5 
min结束, 同时六通切换阀又将柱流出液切换至废液
中。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件的优化 

在电喷雾正离子 MRM 检测方式下对质谱测定

条件进行优化, 使目标化合物的分子离子对信号达
到最佳。遵循国际惯例, 确证分析需要 4 个识别点, 
故每个化合物选择 2对分子离子对, 同时设定合适的
峰驻留时间 (dwell time)确保色谱峰的采样点数在
15~20点, 从而得到较好的定量重复性。优化后的测

定条件见表 1。 

3.2  色谱条件的优化 

采用 ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱 (50 
mm×2.1 mm, 1.7 µm)作为分析柱, 以甲醇-0.1%甲酸
水溶液作为流动相并进行分离实验, 由于 3种乌头生
物碱结构非常相似, 无法有效分离, 乌头碱和次乌头
碱几乎完全重叠。尽管化合物间没有分离完全，液质

联用也能定量, 但更好的分离有利于改善定量的准
确度和精密度。目前已有多篇文献报道碱性流动相

RPLC-MS/MS 法分析阿片生物碱和苯甲酰爱康宁等
碱性化合物 [13-16], 碱性流动相可以改善它们的色谱
行为, 减少了色谱柱硅羟基的次级作用，使得色谱峰
窄而高、对称性好, 色谱保留能力增强, 在较高有机
相比例下洗脱, 提高了电喷雾离子化效率, 大部分
待测物的信噪比有数倍增加。由于 ACQUITY UPLC 
BEH 色谱柱可以在酸性和碱性条件下使用, 因此我
们尝试采用碱性流动相, 以 5 mmol/L碳酸氢铵水溶
液代替 0.1%甲酸水溶液 , 当流动相中甲醇含量为
45%时, 3种待测成分能够分离, 分离度 Rs约为 0.8, 
但此时次乌头碱的保留时间达 3.35 min, 若再降低
甲醇的比例或许可以达到完全分离, 但色谱峰更加
延后, 会增加分析时间, 因此选择保留能力稍弱的
同规格的 C18色谱柱, 经过条件的优化，3种生物碱
达到基线分离。当流动相 A 选用甲醇时, 实验发现
流动相B中的碳酸氢铵浓度为 2 mmol/L时质谱响应
最佳。为了确保保留时间的重现性，最终选用质谱

响应稍低的 5 mmol/L 碳酸氢铵水液，一次进样分
析仅需 7 min。 

表 1  质谱的 MRM 参数 
Table 1  MS parameters for multiple reaction monitoring 

化合物 
监测离子对 锥孔电压 碰撞能量 保留时间 

(m/z) (V) (eV) (min) 

乌头碱 646.4>586.4* 
55 

35 
3.12 

aconitine 646.4>105.1 63 

新乌头碱 632.3>572.4* 
60 

34 
2.89 

mesaconitine 632.3>354.3 42 

次乌头碱 616.3>556.4* 
52 

33 
2.58 

hypaconitine 616.3>524.4 39 

那可丁(IS) 
noscapine 

414.1>353.0* 35 20 2.65 

注: *定量离子对(quantitative ion pair) 
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3.3  样品前处理方法的优化 

目前人体液中乌头生物碱的样品前处理方法主

要有碱性条件下的液-液萃取法, 萃取剂有乙醚-二
氯甲烷(3: 2, v/v)[8]、乙醚[9]、叔丁基甲醚[10]、乙酸乙

酯[11]等。全血有时采用乙腈蛋白沉淀法[12]。 
考虑到公共卫生突发事件可能涉及到临床抢救, 

分析速度最为重要。尿液采用高速离心后直接进样, 
将 5 μg/L 3种乌头生物碱的尿液基质标准与溶剂标
准相比较, 基质抑制率为 8%~17%, 因此定量时可
以用尿液基质标准进行校正。全血样品采用蛋白沉

淀管沉淀蛋白, 方法快速, 适合于高通量样品处理, 
蛋白沉淀管有疏水性筛板, 它可阻挡血浆成分的下
渗, 也能阻挡变性的血浆蛋白通过, 而乙腈等有机
试剂则易于通过。全血经蛋白沉淀后 3 种乌头生物
碱的基质抑制率为 12%~20%, 提取回收率 [17]为

53%~67%。考虑到全血中含有多种磷脂会抑制质谱
信号, 因此需对 3 种待测物的出峰时间窗口内的磷
脂水平进行考察, 将锥孔电压设为 60 V, 选用 m/z 
184>m/z 184 离子对, 碰撞池的碰撞能量设为 4 eV, 
多种磷脂经过锥孔时发生源内裂解产生 m/z 184 的
碎片离子, m/z 184碎片离子通过碰撞池时不被碰碎, 
而以 m/z 184的子离子检出, 因此 m/z184 > m/z 184
的信号就可代表磷脂的含量水平, 全血样品的处理
液通过检测, 在 3 种待测物的出峰时间窗口内信号
呈平稳基线, 基线信号只有 3×105, 说明磷脂水平较
低, 不会引起大的基质效应, 可以采用基质加标标
准曲线进行校正。 

由于尿液样品直接进样、全血样品蛋白沉淀后进

样, 样品中强极性杂质没能除去, 特别是尿样中含有
大量的无机盐、尿素、肌酐等基质成分会引起较强的

基质抑制效应, 因此采用六通切换阀流路切换技术
将待测物色谱峰前后引起基质效应的强极性和弱极

性成分切换至废液中, 质谱只对待测物色谱峰流出
部分进行检测, 可避免质谱系统受到污染[18-19]。 

3.4  内标物的选择 

液质联用法的高精度准确测定最好选择同位素

内标法, 但 3 种乌头生物碱目前还没有同位素内标, 
已报道的内标物有曲马多[8]、维拉帕米[10]、盐酸小檗

碱[11]和右美沙芬[12], 也有采用外标法[9], 经过实验发
现生物碱那可丁的保留时间在 3 种待测物的出峰时
间窗口内, 且在含有乌头生物碱的植物中不存在, 将

它选为内标物能有效地校正样品前处理的损失和基

质效应等带来的误差。 

3.5  线性范围和检出限 

用空白样品加入标准溶液制作 6 点系列标准工
作溶液, 按 2.2 处理, 在选定的色谱和质谱条件下进
行测定。采用 Masslynx 4.1中 Targetlynx组件以定量
离子对与内标物的峰面积比值对标准系列浓度进行

回归(权重取 1/x), 在 0.1~50 μg/L的浓度范围内相关
系数优于 0.999, 符合线性关系的要求。在空白样本
中加入系列低浓度的 3 种待测物, 按本法测定, 以 2
对分子离子对的信噪比均≥3 时对应的样品浓度作
为检出限(LOD), 以信噪比≥10 时的样品浓度作为
定量限(LOQ)。实验测得尿液 3种待测物的检出限均
为 0.02 μg/L, 定量限为 0.05 μg/L; 全血中 3种待测物
的检出限为 0.04 μg/L, 定量限为 0.1 μg/L。本法灵敏
度高、线性范围广, 能够满足公共卫生突发事件、法
医毒物学和临床毒物学检测的需要。如果样品浓度过

高, 则应稀释后重新进样测定。 

3.6  方法的回收率和精密度 

用空白血浆和尿液进行加标回收率和精密度实

验, 样品添加不同浓度的标准溶液后, 放置 30 min, 
使待测成分与样品基体成分相互作用达到平衡, 再
按样品前处理方法进行操作, 其回收率和精密度结
果见表 2。尿液和全血样品的加标回收率分别在
93.9%~108%和 89.7%~109%的范围内, 相对标准偏
差分别为 1.3%~11%和 1.1%~18%, 符合痕量分析的
要求。尿液加标样品的色谱图见图 2。 

3.7  实际样品的测定 

2012年 7月 2日, 瑞安市发生一起疑似饮用杨梅
酒引起的中毒事件, 共有 6人中毒, 家中聚餐于晚 18
时开始、19 时结束, 发病 6 人均饮用了自制的“杨梅
酒”。其中 1 人于 19 时 30 分发病, 出现口舌及四肢
麻木、头晕、出汗、面色苍白、四肢厥冷、胸闷、心

前区压迫感等症状, 自述有电击样感觉。余下病例至
22 时 5 分相继出现了上述症状。心电图提示有频发
室性早博、室性心动过速症状, 其中 3名患者症状较
严重, 曾出现心跳停止, 医生给予催吐、导泻、抗心
律失常等治疗措施。对症治疗后, 病情稳定, 无死亡
病例。根据患者临床表现和现场流调初步判断为乌头

碱中毒。 
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图 2  加标尿液样品色谱图(0.1 μg/L) 
Fig. 2  UPLC-MS/MS chromatograms of a spiked urine sample (0.1 μg/L) 

表 2  加标回收率和精密度(n=6) 
Table 2  Recoveries and RSDs of the Aconitum alkaloids in urine and whole blood (n=6) 

化合物 

尿  液 血   浆 

加标浓度 加标回收率 相对标准偏差 加标浓度 加标回收率 相对标准偏差 

(μg/L) (%) (%) (μg/L) (%) (%) 

乌头碱 0.10 108 5.5 0.10 102 17 

 5.0 93.9 8.4 5.0 93.4 4.9 

 40 95.0 1.3 40 96.0 4.0 

新乌头碱 0.10 106 4.7 0.10 109 16 

 5.0 98.0 10 5.0 93.5 1.1 

 40 105 2.5 40 98.4 2.6 

次乌头碱 0.10 99.5 7.1 0.10 93.4 18 

 5.0 99.7 11 5.0 89.7 5.2 

 40 105 2.5 40 95.0 5.4 
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表 3  患者尿液、全血和洗胃液中 3 种乌头生物碱的浓度 
Table 3  Concentrations of Aconitum alkaloids in urine, blood and gastric lavage fluid in their poisoning cases 

病例 年龄 性别 
尿液(μg/L) 全血(μg/L) 洗胃液(μg/L) 

乌头碱 新乌头碱 次乌头碱 乌头碱 新乌头碱 次乌头碱 乌头碱 新乌头碱 次乌头碱

1 48 男 545 6.0 22 0.29 0.08 0.08 67 3.0 3.8 

2 50 男 350 4.5 16 0.17 0.06 0.04 56 2.2 2.2 

3 43 女 131 1.5 6.6 0.38 0.06 0.04 - - - 

4 50 男 43.0 0.5 1.8 0.08 0.05 0.04 - - - 

 
次日, 我们利用本法对 4 名病情较重患者的尿

液、全血及其中 2 位的洗胃液进行检测, 检测结果
见表 3, 并从剩余的“杨梅酒”中检出了乌头碱、新乌
头碱和次乌头碱, 其含量分别为 38.2、0.6 mg/L和
1.8 mg/L。 

从表 3可知，尿液中 3种乌头生物碱中乌头碱的
含量最高, 3 种乌头生物碱间的比值与“杨梅酒”中的
比值相一致, 而全血中 3种乌头生物碱含量相对较低, 
可能是由于全血样品是次日上午 9时多采集, 与患者
发病时间相隔 12 h 有关, 有文献报道乌头类生物碱
在体内代谢迅速, 半衰期仅有 2 min[1], 中毒 1 d后血
液中就不能检出, 而在尿液中甚至于中毒的第 7天还
能检出 [20], 提示乌头类生物碱中毒尿液是更理想的
检材。 

4  结  论 

本文采用内标法超高压液相色谱-串联质谱联用
技术测定人尿液和全血中 3 种乌头生物碱, 方法准
确、灵敏、快速、简便, 符合公共卫生突发事件应急
检测的要求, 并已成功应用于一起乌头生物碱引起
的食物中毒事件的检测，值得推广应用。 
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