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超高效液相色谱串联质谱法测定自制泡酒中的 
3种乌头碱 

赵  丽, 李文廷, 张瑞雨, 梁志坚, 师  真* 
(昆明市疾病预防控制中心, 昆明  650228) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)测定自制泡酒中的乌头碱、次乌头碱和新乌头碱的分析方法。方法  自制泡酒样

品经 0.22 μm 滤膜过滤 , 稀释或直接进样检测分析 , 色谱柱为 C18(50 mm×2.1 mm, 1.8 μm), 流动相为       

20 mmol/L 乙酸铵(0.1%甲酸)-乙腈, 10 min 等阶采样, 质谱进行检测。结果  3 种乌头碱的线性范围均为 0.2～

600 μg/L, 相关系数大于 0.998, 3 种乌头碱的检出限分别为 0.10、0.20、0.20 μg/L, 3 种乌头碱的加标回收率为

66.0%～95.0%, 相对标准偏差为 1.0%～5.0%。结论  方法准确、灵敏、选择性强, 适用于泡酒中乌头碱的检

测及由乌头碱引起的食物中毒事件的诊断分析。 
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Determination of three kinds of aconitum alkaloids in self-made sparkling 
wine by high performance liquid chromatography-mass spectrometry 

ZHAO Li, LI Wen-Ting, ZHANG Rui-Yu, LIANG Zhi-Jian, SHI Zhen* 
(Kunming Center for Disease Control and Prevention, Kunming 650228, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of aconitine, hypaconitine and neoaconitine 

in self-made sparkling wine by ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS/MS). 

Methods  The self-made sparkling wine samples were filtered by a 0.22 μm filter membrane, diluted or directly 

injected for detection and analysis. The chromatographic column was C18 (50 mm×2.1 mm, 1.8 μm), the mobile phase 

was 20 mmol/L ammonium acetate-0.1% formic acid aqueous solution, and the samples were sampled for 10 min and 

analyzed by mass spectrometry. Results  The linear range of the three kinds of aconitine was 0.2-600 μg/L, and the 

correlation coefficient was greater than 0.998. The detection limits of the three kinds of aconitine were 0.10, 0.20 and 

0.20 μg/L, respectively. The recovery of the three kinds of aconitine were in the range of 66.0%-95.0%, and the 

relative standard deviations were in the range of 1.0%-5.0%. Conclusion  The method is accurate, sensitive and 

selective. It is suitable for the determination of aconitum alkaloids and the diagnosis and analysis of food poisoning 

caused by aconitum alkaloids. 
KEY WORDS: aconitum alkaloids; self-made sparkling wine; high performance liquid chromatography-mass 

spectrometry 
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1  引  言 

乌头碱属毛莨科(Ranunculaceae)乌头属(Aconitum)植
物, 在我国约 200 种, 广泛分布于西南横断山区, 它是一

类重要的药用植物, 据记载有 76 种可供药用[1], 常以地下

块根入药, 多具有袪风除湿、通经活络的功效[2,3]。所以, 在
云南常有食用草乌或制作泡酒食用的习惯。 

由于乌头类生物碱化学成分复杂, 目前多集中研究

乌头碱、次乌头碱、新乌头碱这 3 种。近年来, 随着色谱

串联质谱技术的快速发展, 其高效、高选择性、高分辨率

的特点, 在植物药用研究中得到广泛应用[3-5]。目前生物碱

的常用检测方法有紫外-可见分光光度法[6]、高效液相色谱

法(High-performance liquid chromatography, HPLC)[7]、超高

效液相色谱-串联质谱(LC-MS/MS)[8-14]、和超高效液相色谱

-飞行时间质谱[15]法等。本研究在参考以上文献方法的基础

上 进 一 步 开 发 了 超 高 效 液 相 色 谱 串 联 质 谱 法 (ultra 
performance liquid chromatography-mass spectrometer, 
UPLC-MS/MS)技术对泡酒中的 3 种乌头生物碱进行定性

定量检测, 有助于进一步对由生物碱引起的食物中毒患者

进行进一步确诊。云南作为食用草乌较多的地区, 该方法

的建立对本实验室处理突发性食物中毒有极大的帮助, 并
大大提高了乌头碱检测的能力。  

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

AB SCIEX API4000 超高效液相色谱串联质谱(配电

喷雾离子源)、色谱柱: Thermo syncronis C18(50 mm×2.1 mm, 
1.7 μm)(美国 AB 公司)。 

标准品乌头碱(98.86%)、新乌头碱(99.55%)、次乌头

碱 (98 .69%)(北京普天同创生物科技有限公司 ) ,  用甲 

醇溶解配制成标准贮备溶液(600 μg/mL), -20 ℃保存。 
甲醇(色谱纯, 德国 Merck 公司)；甲酸、乙酸铵(色谱

纯, 美国 Tedia 公司)。 

2.2  液相色谱条件 

流动相 A 为乙腈, 流动相 B 为 0.1%甲酸-20 mmol/L
乙酸胺水溶液, A:B=40:60(V:V), 流速为 0.3 mL/min, 柱温

箱温度为 40 ℃, 10 min 等阶采样。 

2.3  质谱条件 

扫描方式 : 正离子扫描；检测方式 : 多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM)；电喷雾电压: 5500 V；

喷雾器压力: 55 psi；气帘气压力: 25 psi；离子源温度: 
600 ℃。 

2.4  样品前处理方法 

准确量取 1.0 mL 自制泡酒样品于 10.0 mL 容量瓶中, 
用 40%乙醇水溶液定容, 定容后的样品经 0.22 μm 滤膜过

滤后待超高效液相色谱-质谱仪检测。 

2.5  样品测定 

分别取 3 种乌头碱标准溶液配制为 0.2、0.5、1.0、2.0、
5.0、10.0、20.0、50.0、100.0、200.0、400.0、600.0 μg/L
标准浓度系列, 吸取 10.0 μL 标准溶液或样品溶液进入超

高效液相色谱, 以色谱峰保留时间进行定性, 峰面积进行

定量。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件的优化 

为了使 3 种乌头碱完全分离, 峰形较好, 基质成分无

干扰, 改变乙腈相和水相的比例, 在 C18(50 mm×2.1mm, 
1.8 μm)色谱柱上进行优化, 具体质谱条件见表 1, 3 种乌头

碱标准色谱图分别见图 1。 

 
 

 
 
 

注: 1、乌头碱；2、次乌头碱；3、新乌头碱。 
图 1  3 种乌头碱标准 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM chromatogram or three kinds of aconitum alkaloids standard solution 
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表 1  目标物质质谱参数 
Table 1  Target material parameters of mass spectrometry 

化合物 前级离子(m/z) 产物离子质量(m/z) 碰撞电压/V 去簇电压/V 

新乌头碱 632.4 
572＊ 48 130.0 

512.1 57 130.0 

乌头碱 646.8 
368＊ 60 130.0 

105.1 63 130.0 

次乌头碱 616.8 
556.0＊ 45 120.0 

338.2 55 120.0 

注: 加“＊”为定量离子对。 
 
 

3.2  流动相的选择 

为了使目标化合物得到较好的分离, 通过改变流动

相的比例来考察流动相对目标化合物出峰的情况的影响, 
其流动相组成情况见表 2, 3 种流动相条件下所得标准色谱

图见图 2~4。经比较, 采用方法 3 的流动相比例, 目标物质

的灵敏度更高, 分离效果更理想。 

 
 

表 2  流动相组成表 
Table 2  Composition of mobile phase gradient elution 

流动相比例 
方法 

1 2 3 

流动相 A(乙腈) 70 55 40

流动相 B(0.1%甲酸, 20 mmol/L 乙酸胺) 30 45 60

 

3.3  样品的测定和加标回收实验 

(1)经 2.4 处理过的样品, 经测定得到样品中乌头碱、

次乌头碱、新乌头碱的浓度分别为 15.00、 260.62、     
47.80 μg/L, 经换算得到自制泡酒中乌头碱、次乌头碱、新

乌头碱浓度分别为 150.0、2600.6、478.0 μg/L。 
(2)在已测定的样品浓度基础上, 对稀释 10 倍后的样

品进行加标试验 , 加标浓度为 3 种乌头碱检出浓度的

0.5~2.0 倍。经测定, 加标回收率、精密度良好, 加标回收

和精密度结果见表 3。 

3.4  线性范围和检出限 
在本实验条件下, 3 种乌头碱在 0.2~600 μg/L 浓度范

围内线性良好, 相关系数均大于 0.998, 乌头碱、次乌头

碱、新乌头碱的方法检出限依次为 0.1、0.2、0.2 μg/L, 能
够满足自制泡酒中毒样本中 3 种乌头碱分析的要求, 结
果见表 4。 

 
 
 

 
 
 

注: 1、乌头碱；2、次乌头碱；3、新乌头碱。 
图 2  方法 1 所得色谱图 

Fig.2  Spectrum of method 1 
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注: 1、乌头碱；2、次乌头碱；3、新乌头碱。 
图 3  方法 2 所得色谱图 

Fig.3  Spectrum of method 2 
 
 

 
 

注: 1、乌头碱；2、次乌头碱；3、新乌头碱。 
图 4  方法 3 所得色谱图 

Fig.4  Spectrum of method 3 
 
 
 

表 3  样品加标回收率(n=6) 
Table 3  Recovery rate of sample spiked (n=6) 

化合物 
加标浓度/(μg/L) 

乌头碱 次乌头碱 新乌头碱 

检测浓度 
/(μg/L) 

回收率
/% 

RSD 
/% 

检测浓度
/(μg/L) 

回收率
/% 

RSD 
/% 

检测浓度 
/(μg/L) 

回收率
/% 

RSD 
/% 

10 21.56 66.0 5.0 ------ ------ ------ ------ ------ ------ 

20 29.72 74.0 4.0 ------ ------ ------ 65.29 87.0 1.0 

40 44.14 73.0 3.0 ------ ------ ------ 84.51 92.0 2.0 

100 ------ ------ ------ ------ ------ ------ 142.97 95.0 2.0 

150 ------ ----- ---- 375.85 77.0 1.0 ------ ----- ----- 

300 ----- ----- ----- 489.38 76.0 1.0 ------ ------ ------ 

450 ----- ----- ----- 594.62 74.0 1.0 ------ ----- ----- 

注: 表格里横线表示未做对应浓度的加标回收率。 
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表 4  方法线性和检出限 
Table 4  Linear equation and detection limits 

化合物 保留时间/min 线性方程 相关系数 r 检出限/(μg/L) 定量限/(μg/L) 

乌头碱 1.90 Y=684.043X+406.40 0.9987 0.1 0.3 

次乌头碱 1.91 Y=412.403X+137.51 0.9993 0.2 0.6 

新乌头碱 1.41 Y=33804X+44298 0.9991 0.2 0.6 

 
 

4  结  论 

通过流动相的优化和质谱(GC-MS)条件的调试, 建立

了同时检测自制泡酒中 3 种乌头碱的 UHPLC-MS/MS 检测

方法, 并获得了良好的线性和加标回收率, 因此该方法能

有效用于泡酒中毒事件中乌头碱的检测, 一方面, 大大提

高本单位在乌头碱中毒检测方面的能力, 从而提高本单位

处理突发性食物中毒的能力。另一方面, 能对本辖区疾控

中心处理乌头碱中毒事件起到指导和借鉴的作用。 
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“食品保鲜与贮藏”专题征稿函 
 
 

食品保鲜与贮藏对保障食品的品质具有重要意义, 越来越得到国内外学者的广泛关注。 

鉴于此, 近期本刊特别策划了“食品保鲜与贮藏”专题, 主要围绕(1)果蔬、粮食、水产品、禽肉制品等食

品保鲜方法、技术; (2)食品在储藏中的生理、生化变化; (3)食品腐败以及控制方法等或您认为有意义的领域

展开讨论, 计划在 2020 年 7~8 月出版。 

我们去年也组织过此专题, 由上海海洋大学的谢晶教授担任专题主编, 于 5 月见刊, 专题共收录文章 17

篇, 各方面反响都很不错。 

鉴于您在该领域的成就, 学报主编国家食品安全风险评估中心吴永宁研究员及编辑部全体成员特别邀请

有关食品领域研究人员为本专题撰写稿件, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。综述及研究论文均

可, 请在 2020 年 5 月 10 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。 

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。再次感

谢您的关怀与支持！ 

投稿方式(注明专题食品保鲜与贮藏):  

网站: www.chinafoodj.com(备注: 投稿请登录食品安全质量检测学报主页-作者登录-注册投稿-投稿选择

“专题: 食品保鲜与贮藏”) 

邮箱投稿: E-mail: jfoodsq@126.com(备注: 食品保鲜与贮藏专题投稿) 

《食品安全质量检测学报》编辑部 
 


