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高效液相色谱-四极杆飞行时间质谱联用仪测定 

小鼠钩吻素子中毒模型的研究 

罗达龙, 钟家良*, 姚泳成 

(梧州市食品药品检验所, 梧州  543002) 

摘  要: 目的  通过动物急性钩吻素子染毒实验, 建立一种测定小鼠钩吻素子的高效液相色谱-四极杆飞行时

间质谱联用方法。方法  小鼠经钩吻浸泡药酒染毒后取材, 其血液、胃液、尿液通过 1%甲酸乙腈沉淀蛋白后, 

进行上机分析。采用 5 mmol/L 乙酸铵-0.1%甲酸(A)和乙腈(B)作为流动相进行梯度洗脱, 质谱正离子化信号采

用母离子模式和子离子模式对钩吻素子进行监测。结果  该实验结果显示 1 h 取材的动物样本, 经过分析, 胃

液与尿液的差异性更大, 且胃内容物钩吻素子含量较高。结论  应急采样中, 优先提供胃液物进行检验, 其次

到尿液。 
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Determination of koumine poisoning model in mice by high performance 
liquid chromatography-quadrupole time of flight mass spectrometer 

LUO Da-Long, ZHONG Jia-Liang*, YAO Yong-Cheng 

(Wuzhou Institutes for Food and Drug Control, Wuzhou 543002, China) 

ABSTRACT: Objective  Through the animal acute leucin poisoning experiment, to establish a method for the 

detection of koumine in animals by high performance liquid chromatography-quadrupole time of flight mass 

spectrometer (HPLC-QTOF-MS). Methods  After mice were poisoned with medicinal liquor, the protein in blood, 

gastric juice and urine of the mice were precipitated through 1% acetonitrile, and then analyzed by HPLC-QTOF-MS. 

Ammonium acetate-0.1% formic acid (A) and acetonitrile (B) were used as mobile phases for gradient elution. 

Koumine were monitored by mass spectrometry electrospray ionization (positive) using the mother ion model and 

daughter ion model. Results  The results showed that the difference between gastric juice and urine was greater, and 

the koumine content of gastric contents was higher. Conclusion  In emergency sampling, the first priority is to 

provide gastric juice for testing, followed by urine. 

KEY WORDS: koumine; emergency test; mice; high performance liquid chromatography-quadrupole time of flight 

mass spectrometer 
 
 

1  引  言 

钩吻(Gelsemium elegans (Gardn. & Champ. ) Benth.)为

马钱科葫蔓藤属植物, 又名断肠草、猪人参等。钩吻可入

药, 具有抗肿瘤、免疫调节、抗炎镇痛等药理作用, 但同

时钩吻亦具有剧毒的性质, 过量摄入钩吻素子会导致呼吸
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中枢受到抑制而呼吸衰竭, 严重者导致死亡[1,2]。钩吻常见

于广东、广西、贵州等地区, 中毒患者多见为饮用含钩吻

中药材的自酿中药药酒而导致中毒[3], 钩吻中毒的半数致

死量极小中毒, 中毒症状明显, 根据中毒患者摄入剂量的

不同, 致死时间看见 1~7 h[4], 据文献记载监测钩吻生物碱

常见的主要方法有薄层色谱法[5]、气相色谱法[6]、液相色

谱法[7]、气相色谱-质谱联用[8]、气相色谱-二级质谱联用[9], 

当生物样品中含有蛋白质、油脂等杂质较多的时候, 上述

方法的灵敏度会相对高分辨质谱低, 且高分辨质谱拥有相

对定性更精确及更高的抗干扰能力, 在制作色谱图时不会

出现干扰信号。因此本研究通过建立小鼠对钩吻急性毒性

中毒模型, 探讨最佳的钩吻中毒筛查与检测方法, 以期给

与为临床应用相关提供指导性意见参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

HPLC-QTOF 高效液相色谱-四极杆飞行时间质谱联

用仪(美国安捷伦公司); 台式冷冻离心机(德国 Sigma公司); 

XPE 电子分析天平(0.01 mg, 梅特勒-托利多仪器上海有限

公司); AutoEVA-60 全自动平行浓缩仪(睿科仪器有限公司); 

动物代谢笼(北京佳源兴业科技有限公司)。 

钩吻素子对照品(koumine, 纯度≥98.0%, 成都曼思

特生物科技有限公司)。 

乙腈、甲醇、甲酸(色谱纯, 美国欧姆尼公司); SPE 固

相萃取柱(型号 Creole PXC 60 mg/3 mL)、0.22 μm 有机滤

膜(美国欧姆尼公司)。 

KM 小鼠(雌性; 级别: SPF 级; 来源: 梧州制药集团; 

批号: 20180504; 生产许可证号: SCXK 桂 2018-0002)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  对照溶液的配制 

精密称取钩吻素子 1.00 mg, 置于 10 mL 容量瓶中, 

加入 1%甲酸水支刻度, 使成 100 μg/mL 对照储备液。精密

量取 1 mL 对照储备液至 100 mL 容量瓶中, 加 1%甲酸水

溶液稀释到刻度, 使成 1 μg/mL 对照品原液。使用对照品

原液梯度稀释 , 得到浓度分别为 S1=10 ng/mL、S2=     

20 ng/mL、S3=40 ng/mL、S4=100 ng/mL、S5=200 ng/mL

的标准品溶液制作工作曲线系列。 

2.2.2  钩吻药酒的配制 

钩吻药酒配制: 称取 100 g 钩吻, 放到酒瓶中, 加 20°

米酒 1000 mL, 密封泡制 1 个月, 制成钩吻药酒。 

2.2.3  钩吻药酒的提取与净化 

量取 2.5 mL 钩吻药酒于离心管中, 加入 47.5 mL 1%

甲酸水稀释, 超声提取 30 min, 4000 r/min 离心 15 min, 取

20 mL 上清液于 50 mL 离心管中, 振荡 3 min, 4000 r/min

离心 15 min, 取上清液 2.00 mL 直接上 PXC 柱(柱子先用甲

醇 3 mL 和水 3 mL 活化柱子), 再用水 3 mL 和甲醇 3 mL

淋洗固相萃取柱, 抽干, 用 5%氨化甲醇 5 mL 洗脱, 收集

洗脱液, 并于 40 ℃氮吹至干, 用 0.1%甲酸乙腈 1.00 mL 定

容, 过 0.22 μm 有机滤膜, 上 HPLC-QTOF 分析。 

2.2.4  实验动物检材的制备 

取 13 只 SPF 级 km 小鼠(雌性)分组, 灌胃实验前禁食

不禁水 1 d, 10 只(编号 1~10)灌以上述提取后经稀释 10 倍

的钩吻药酒(1 mL/10 g), 3 只(编号 11~13)对照组灌以经稀

释 10 倍的 20°米酒(1 mL/10 g), 灌胃后放入代谢笼观察记

录动物行为, 1 h 后分别收集尿液、血液与胃内容物。 

2.2.5  实验动物检材的提取与净化 

(1) 尿液 

收集代谢笼所得小鼠尿液, 取适量加入 1%甲酸乙腈

混匀(体液与 1%甲酸乙腈比例为 2:5), 离心，取上清液上

机分析。 

(2) 血液 

眼眶取血, 血液置于肝素钠润洗过的离心管中混匀, 

离心取血液适量加入 1%甲酸乙腈混匀(体液与 1%甲酸乙

腈比例为 2:5), 离心，取上清液上机分析。 

(3) 胃内容物提取液 

取血完成后取下小鼠胃于 1%甲酸水溶液 2 mL 中剪

碎常温浸泡 30 min, 离心取上清液 0.4 mL, 加入 1%甲酸乙

腈 1.0 mL 混匀(体液与 1%甲酸乙腈比例为 2:5), 离心, 取

上清液上机分析。 

2.2.6  实验动物检材的回收率 

分别取空白组小鼠的尿液、胃液、血液各 0.4 mL 加

S2 标准品溶液 0.6 mL 配制成 1 mL 的基质加标准品溶液, 

按 2.2.5 同步处理, 并分别测定其回收率。 

2.2.7  仪器条件 

(1) 液相色谱条件 

Agilent HPH-C18 色谱柱(3 mm×100 mm, 1.9 μm), 流

动相 : 5 mmol/L 乙酸铵 -0.1%甲酸 (A)-乙腈 (B), 流速 :    

0.4 mL/min, 进样体积: 1 μL, 柱温: 35 ℃。液相色谱梯度洗

脱程序: 0~2.0 min, 10%B~90%B; 2.0~5.0 min, 90%B。 

(2) 质谱条件 

干燥气温度: 150 ℃; 干燥气流量: 15 L/min; 鞘气温

度: 350 ℃; 鞘气流量: 12 L/min;  

喷雾器压力: 25 psi; 毛细管电压: 3500 V, 钩吻素子: 

母离子 (m/z)307.1805, 子离子 (m/z)220.0995, 碎裂电压 : 

380 V, 碰撞能量: 40 V, 进样体积 1 μL。 

3  结果与分析 

3.1  钩吻素子理化数据分析 

钩吻素子保留时间为 1.810 min, 见图 1; 根据 2.2.1

标 准 曲 线 方 法 中 得 到 钩 吻 素 子 标 准 工 作 曲 线

Y=1085.455X+4154.099, r2=0.998。检出限(limit of detection, 
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LOD)为 0.3 ng/mL, 定量限(limit of quantitation, LOQ)为

1.0 ng/mL; 检材的回收率见表 1, 钩吻素子部分理化性质

见表 2, 钩吻素子质谱谱图见图 2。 

3.2  药酒中钩吻素子提取结果 

按 2.2.3 方 法 提 取 钩 吻 中 的 钩 吻 素 子 , 利 用

HPLC-QTOF 进行全扫描采集, 所得结果为提取液中钩吻

素子浓度为 1.46 μg/mL。 

3.3  动物实验结果分析 

动物实验染毒过程中的表现与实验结果详见表 3~4。 

3.4  HPLC-QTOF 数据的主成分分析 

主成分分析是一种无监督的模式识别方法 , 对数

据降维处理之后, 能清晰直观的观察出样品各组分的差

异 [10-13]。为了考察钩吻中毒后, 动物体内不同体液成分

中的钩吻素子的差异, 本研究所得钩吻素子生物碱的相

对含量进行归一化处理 , 将数据经安捷伦公司 Mass 

Profiler Professional 软件主成分分析 : 利用 t-test P＜

0.05 和强度倍数变化 FC＞2 过滤, 分别得到各个主成分

的 PCA 得分图。血液、胃液、尿液中钩吻素子主成分分

析结果如图 3。 

 

 
 
 

图 1  钩吻素子色谱图 

Fig.1 The chromatogram of koumine 

表 1  基质加标准品回收率 
Table 1  Recovery rate of matrix spiked with standard 

 
预计浓度 
/(ng/mL) 

计算浓度 
/(ng/mL) 

最终浓度
/(ng/mL) 

回收率
/% 

尿液 12.00 11.82 11.92 99.33

胃液 12.00 11.81 11.91 99.25

血液 12.00 11.78 11.84 98.67

 
表 2  钩吻素子理化性质 

Table 2  Physicochemical properties of koumine 

化合物 分子式 分子质量 CAS 

钩吻素子 C20H22N2O 307.18048 1358-76-5 

 
表 3  动物实验结果 

Table 3  Results of animal experiment 

鼠号 1 h 内动物表现 
钩吻浓度/(ng/mL) 

血液含量 尿液含量 胃液含量

1 呼吸急促, 惊厥 14.9461 608.3501 996.7688

2 
呼吸急促, 惊厥, 给药

后第 47 min 死亡 
14.6458 654.8858 1051.54

3 呼吸急促, 惊厥 15.7133 626.7902 1219.3363

4 呼吸急促 15.1568 527.9067 1287.9475

5 呼吸急促 14.9317 569.01 1253.1443

6 呼吸急促 15.0966 501.5356 1233.3084

7 呼吸急促 15.6741 580.8462 1022.401

8 呼吸急促 19.4173 556.6157 1118.9404

9 
呼吸急促, 惊厥, 给药

后第 43 min 死亡 
17.5529 571.6236 1214.7545

10 呼吸急促 15.0966 571.11 1194.2351

11 正常 未检出 未检出 未检出

12 正常 未检出 未检出 未检出

13 正常 未检出 未检出 未检出

 
 

 
 
 

图 2  钩吻碱子的质谱谱图 

Fig.2  The mass spectrogram of koumine 
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图 3 血液、胃液和尿液中钩吻素子的主成分分析 

Fig.3 Principal component analysis of tetrodotoxin in blood, gastric juice and urine 
 
 

表 4  动物实验结果统计学分析 
Table 4  Statistical analysis of animal experimental results 

 样本数(N) 各组分含量(x±s) 相对标准偏差/%

血液含量 10 15.82±1.51 9.51% 

尿液含量 10 576.87±44.96 7.79% 

胃液含量 10 1159.24±103.89 8.96% 

 
 

4  结论与讨论 

断肠草中毒起病快, 按中毒量的多少临床表现, 所以

以临床症状、表现判断是否钩吻中毒有一定的难度[14-16], 

且对于中毒的剂量分析、分析速度和准确性都极为重要。

经本研究发现, 通过采集中毒模型动物体内的血液、胃液、

尿液 3 种体液测定模型动物体内的钩吻素子数据的主成分

分析, 空白试剂、基质空白、基质加钩吻素子对照液以及

钩吻素子能明显分散, 所用提取方法、分析方法在对于基

质(血液、胃液及尿液)中的钩吻素子应用有效, 其中胃液、

尿液的差异性更大, 但比较由于中毒 1 h 时胃液中的钩吻

素子浓度较大, 且更易获得, 所以应急采样中, 建议优先

提供胃液进行检验, 其次可提供尿液做参考。 
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