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摘要
吡咯里西啶生物碱 (PA) 及其 N-氧化物 (PANO) 对于人类和动物均有严重的肝
毒性作用，需要一种稳定的分析方法对它们进行检测、表征和定量分析。尽
管三重四极杆液质联用系统非常适合用于靶向检测，但是靶向分析需要的标
准品不一定能够轻松获得。仅有一部分天然存在的已知 PA 具有标准品。三
重四极杆分析也不适用于筛查未知物。可提供精确质量数据的高分辨率质谱
仪能够表征未知的 PA/PANO，且不需要特定的标准品。
本应用简报介绍的工作流程使用精确质量数 Q-TOF LC/MS与全离子MS/MS

和数据库/质谱库搜索相结合，对植物性药物和膳食补充剂中的 PA 和 PANO

进行灵敏的选择性表征、筛查、初步鉴定和定量分析。使用高分辨率精确质
量数 MS/MS 谱图对 25 种 PA/PANO 标准品进行了表征。利用这些数据创建
个人化合物数据库与谱库 (PCDL)，然后利用 PCDL 筛查 44 个植物性药物和
膳食补充剂样品中的 PA/PANO。使用 Q-TOF LC/MS 响应进行定量分析。使用
特征碎片离子和碎裂图谱初步鉴定了非特异性靶向的 PA/PANO。表征的
PA/PANO可能有助于在其他植物性药物和膳食补充剂样品中发现更多独特
的 PA。
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前言
吡咯里西啶生物碱 (PA) 是植物因防御昆虫取食所产生的
天然次级代谢物。它们通常存在于紫草科（勿忘草和聚
合草）、菊科（向日葵）和豆科（豌豆）植物中。PA及
其 N-氧化物 (PANO) 以杂环有机化合物吡咯里西啶为基
础形成中心化学结构（图 1）。

多样性为痕量分析和定量分析提出了挑战，但已有多种
分析方法的相关报道 [11]。经典方法包括比色筛检、薄
层色谱 (TLC)、核磁共振 (NMR)、气相色谱 (GC)、液相色
谱 (LC) 和液质联用法 (LC/MS)。利用 GC 分析 PANO 时需
要进行衍生化处理。LC 需要的样品前处理步骤较少，并
能同时测量 PA 和 PANO。采用电喷雾电离 (ESI) 的 LC/MS

为首选方法，因为 PA（特别是 PANO）具有极性。三重
四极杆液质联用仪用于靶向检测。这是一种严格的化合
物鉴定和定量分析方法。然而，靶向分析需要的标准品
可能不容易获得。仅有一部分天然存在的已知 PA 具有
市售标准品。因此，虽然基于三重四极杆的分析非常适
合进行靶向定量分析，但其不适用于筛查未知物。在缺
少特定的标准品时，可提供精确质量数据的高分辨率质
谱仪是一种检测和表征未知 PA及其衍生物的解决方案。
母离子和碎片离子的精确质量数可用于鉴定（但并非确
证），也可在使用谱图数据库搜索精确质量谱图时快速
筛查大量化合物。全扫描质谱图支持对未包含于数据库
中的化合物进行鉴定并对数据进行回顾性分析。本应用
简报介绍的工作流程使用精确质量数 Q-TOF LC/MS与全
离子 MS/MS数据采集和处理以及质谱库数据库搜索相
结合，对植物性药物和膳食补充剂中的 PA 和 PANO 进行
灵敏的选择性表征、筛查、初步鉴定和定量分析。使用
高分辨率精确质量数MS/MS 谱图对 25 种 PA/PANO 标准
品进行了表征。利用这些数据创建个人化合物数据库与
谱库 (PCDL)，然后利用 PCDL 筛查 44 个实际植物性药物
和膳食补充剂样品中的 PA/PANO。使用 Q-TOF LC/MS 响
应进行定量分析。使用特征碎片离子和碎裂图谱初步鉴
定了非特异性靶向的 PA/PANO。表征的 PA/PANO有助
于在其他植物性药物和膳食补充剂样品中发现更多独特
的 PA/PANO。补充性研究“Characterization and screening

of pyrrolizidine alkaloids and N-oxides from botanicals and

dietary supplements using UHPLC-high resolution mass spec-

trometry”（使用 UHPLC-高分辨率质谱表征和筛查植物性药
物和膳食补充剂中的吡咯里西啶生物碱及其 N-氧化物）
中详细介绍了分析方法和结果 [12]。

图 1. PA和 PANO的关键骨架结构

由于 PA/PANO 对于人类和动物均存在肝毒性作用，因此
它们的检测、表征和定量分析受到了高度关注。在鉴定
出的 350 多种 PA 中，约一半的化合物有毒 [1]。毒性作
用主要表现在静脉闭塞症 (VOD)，这是一种因肝脏小静
脉阻塞而造成的疾病。从饮食中去除 PA 后，这些毒性
作用中的多数是可逆的，但如果发生肝硬化，则成为了
不可逆作用。低浓度长期暴露可能致癌。德国委员会 E

建议草药中 PA 或其 PANO 的限制摄入量为 1.0 µg/天（最
长 6 周）或 0.1 µg/天（无时间限制）[2]。
PA/PANO 通常聚集在植物的种子或开花部分中 [3]，并且
可通过牛奶、内脏、鸡蛋和肉类产品转移到人体内。千
里光是 PA 的一种来源，动物吃草时会将其摄入。红花
琉璃草并不是牲畜喜爱的牧草；而在混入颗粒草料或储
存草料后则会被牲畜食用 [4]。以植物为食的昆虫体内也
可积累 PA [5]，从而会使蜂蜜中含有 PA [6,7]。需要关注
的另一个问题是因食用含 PA 的草药引起的健康风险，
如琉璃苣叶、聚合草（用作花草茶）、线叶千里光和款
冬。具体案例之前已有报道 [8,9,10]。
PA/PANO的毒性和暴露的可能性会造成严重的健康威胁，
因此需要改进其检测方法。尽管天然存在的 PA的结构
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实验部分
关于化学品、溶剂来源以及实验步骤的详细说明可参见
刊登在“Food Chemistry”（《食品化学》）杂志上的补充
性研究论文 [12]。
标准品、样品和样品前处理
表 4 中列出的 25 种参比标样来自 Cerilliant 公司 (Round

rock, Texas, USA)，并用甲醇配制成浓度 1.0 mg/mL 的溶液。
它们的化学结构列于补充性研究论文 [12] 中。注意，
表 1 中带星号的瑞氏千里光碱和倒千里光碱为毒性最高
的 PA，其剂量减少至 1/10。
表 1. PA/PANO参比标样
野百合碱
中介素
N-氧化野百合碱
大尾摇碱
石松胺
欧天芥菜碱
N-氧化欧天芥菜碱
N-氧化大尾摇碱
瑞氏千里光碱*

菽麻碱
N-氧化瑞氏千里光碱
毛束草碱
倒千里光碱* 

N-氧化倒千里光碱
天芥菜碱
千里光菲灵碱
N-氧化天芥菜碱
N-氧化千里光菲灵碱
全缘千里光碱
千里光宁
N-氧化千里光宁
克氏千里光宁碱
Schimidine 

毛果天芥菜碱
N-氧化毛果天芥菜碱

检测了 44 个植物性药物和膳食补充剂样品，样品来源列
于补充性研究论文 [12] 中。植物性药物包括：14 个千里
光种样品、5 个泽兰种样品、1 个藿香蓟样品、1 个款冬
样品、2 个蜂斗菜种样品、1 个大尾摇样品、11 个聚合草
种样品、1 个琉璃苣样品和 1 个菽麻样品。还分析了七种
含蜂斗菜标记的膳食补充剂。
由于样品提取程序会影响 PA 稳定性、PANO 与 PA 的比
率以及收率，因此对五种样品前处理方法进行了检验：
1. 用甲醇进行超声处理
2. 用甲醇进行超声处理和复溶
3. 用MeOH:H2O 和酸进行超声处理
4. 生物碱提取
5. 微波提取

用甲醇进行超声时，将 50 mg 干植物样品置于 2.5 mL 甲
醇中超声处理 30 分钟，然后在 959 g 条件下离心 15 分钟，
该方法被确定为最佳方法。收集透明上清液，将提取程
序再重复四次，并将上清液置于 10 mL容量瓶中混合。
在进样至 Q-TOF 液质联用系统之前，将约 2 mL 提取物通
过 0.45 µm PTFE膜过滤器进行过滤。将高浓度提取物稀
释 10 倍。
Q-TOF LC/MS 分析
采用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统与配备安捷伦双喷
射流电喷雾离子源 (ESI) 的 Agilent 6530 精确质量四极杆
飞行时间 (Q-TOF) 液质联用系统相结合，对标准品和样品
提取物进行 LC/MS分析。HPLC系统包括二元泵、真空
溶剂脱气机、带有 108瓶孔板样品盘的自动进样器和恒
温柱温箱。HPLC 和 Q-TOF LC/MS 参数列于表 2 和表 3 中。
表 2. HPLC参数

表 3. Q-TOF LC/MS参数

仪器 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统
色谱柱 Agilent Poroshell 120 EC-C18, 

2.1 × 150 mm, 2.7 µm（部件号 693775-902）
流动相 A) 0.1% 甲酸的水溶液

B) 0.1% 甲酸的乙腈溶液
梯度 0-23 min，B 从 3% 升至 4%；

23-45 min，B 从 4% 升至 15%；
45-55 min，B 从 15% 升至 25%；之后 B 在 2 min 内升至 100%

流速 0.27 mL/min

后运行色谱柱平衡时间 3% B 保持 5 min

柱温 40 °C

进样量 2 µL

仪器 Agilent 6530 精确质量数 Q-TOF LC/MS 系统
离子化模式 采用安捷伦喷射流技术的正离子电喷雾
质量范围 50–950 m/z

干燥气 N2 300 °C，11 L/min

鞘气 325 °C，10 L/min

雾化气压力 35 psi

碎裂电压 125 V

毛细管电压 3500 V

锥孔电压 65 V

八极杆 RF 750 V
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为了生成用于填充数据库和 MS/MS 谱库的数据，在靶
向 MS/MS 模式下使用表 4 所列的参数对 PA/PANO 参比
标样进行分析。由于全部 25种化合物的预期碎裂行为
存在差异，因此有必要采用多个碰撞能量。

表 4. 靶向MS/MS参数
四极杆分离宽度                        1.3 amu

碰撞能量                                      10、20、30 和 40 eV

图 2. A和 B显示了在 0 eV碰撞能量下获得的 M+H+ 离子，并通过 Agilent MassHunter

定性分析软件按分子式查找算法进行鉴定。A为扣除背景的棒状质谱图，B为原
始轮廓质谱图。红色框指示同位素的理论位置和丰度。C和 D显示了在 30 eV碰
撞能量下获得的谱图。C为匹配MS/MS谱库谱图离子的棒状质谱图。D为原始
轮廓质谱图，其中包含可由其他母离子形成的离子

在全离子 MS/MS 模式下对植物性药物和膳食补充剂样
品进行分析，其中四极杆被设置为使所有离子通过而不
分离。实验 1 和实验 2 中分别采用 0 和 30 eV 的碰撞能量。
全离子MS/MS 是安捷伦 TOF 和 Q-TOF 液质联用系统的采
集模式和数据处理工具，能够使母离子发生碎裂而不分
离。全离子 MS/MS 数据采集模式在高能量与低能量扫
描之间交替（图 2）。首先对引入质谱仪的所有离子进行
完整分析（实验 1），然后将其碎裂（实验 2）以产生碎
片离子，这些碎片离子随后可用于化合物鉴定和确证。
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在正离子 ESI 模式下，使用参比质量数 m/z 121.0509（质
子化嘌呤）和 922.0098（质子化的六(1H, 1H, 3H-四氟丙氧
基)膦嗪或 HP-921）通过参比离子校正获得精确质量数测
量结果。使用 Agilent 1200 系列等度泵在 100:1 的分流比
和 20 µL/min 的流速下，通过 T 形连接头将参比溶液输送
至 ESI 离子源。
数据分析
利用 Agilent MassHunter 工作站软件采集和处理数据（采
集软件版本 A.05.01，定性数据分析软件版本 B.06.00）。
采用 MassHunter PCDL Manager（版本 B.04.00）创建
PA/PANO 数据库和谱库。找到色谱峰后，对峰求均值以
生成谱图，然后将谱图导入MassHunter PCDL Manager。

MassHunter 定性分析软件使用按分子式查找算法从全离
子MS/MS 数据中提取子离子，并应用安捷伦 PCDL 中的
精确质量数据库。图 3 示出大尾摇碱的共流出曲线。全
离子 MS/MS软件自动将提取的色谱峰与精确质量数
MS/MS 谱库中存储的碎片离子进行关联。绘制母离子
及相应的碎片离子峰，以评估其共流出特性并分配共流
出得分。共流出得分和共流出曲线表明每种化合物的母
离子和碎片离子之间相关性的质量。

图 3. 大尾摇碱与鼠尾草的共流出曲线。A) 将母离子和子离子提取并叠加到离子色谱图中。B) 绘制计算得到的共流出得分
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结果与讨论
色谱结果
如补充性研究论文中所述，混标及所分析各个属的植物
性药物的MS1 级基峰色谱图表明所有标准品均得到分离，
m/z 299.2 处的大尾摇碱和 m/z 329.2 处的欧天芥菜碱除
外 [12]。使用精确质量数 MS 和 MS/MS 数据可轻松区分
这些化合物。获得的质量准确度优于 2 ppm。

标准品的碎裂
对参比标样进行 MS/MS 碎裂实验得到的特征 CID 碎片
离子有助于鉴定样品提取物中的特定 PA/PANO。在 m/z

94、120、138、168、172 和 254 处观察到了丰度最高的
碎片离子。例如，图 4A 和图 4B 所示的谱图中观察到了
m/z 94.06、120.08、138.09 和 254.14 处的离子。在 PA 中
观察到的许多特征碎片离子也存在于其相应的 N-氧化物
谱图中。瑞氏千里光碱和 N-氧化瑞氏千里光碱的碎裂途
径在补充性研究论文 [12] 中有所介绍。

图 4. 在 40 eV 碰撞能量下采集的 (A) 野百合碱和 (B) 欧天芥菜碱的 MS（无
分离或无碰撞能量）和MS/MS谱库谱图，显示了 m/z 96.08、120.08、
138.09 和 254.14 处的特征离子
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化合物数据库与谱库
使用分析 25 个参比标样所获得的数据创建 MS/MS 谱库。
只选择带有单个正电荷的伪分子离子 ([M+H]+)生成
MS/MS 谱图。找到色谱峰后，对所有峰求均值以生成谱
图，然后将谱图导入MassHunter PCDL Manager（图 5）。
测试谱库对植物性药物和膳食补充剂样品提取物的有用
性。通过在谱库和未知谱图中搜索相应的峰来实现谱图
匹配。当谱库谱图中的所有碎片也存在于样品中，处于

指定的精确质量数容差以内且实现完美的色谱共流出时，
将得到 100 的匹配得分。
通常只需要一个母离子和具有正确保留时间的一个碎片
离子即可使复杂样品获得真正阳性的检测结果。在复杂
样品的分析中，全离子 MS/MS可显著减少数据依赖型
MS/MS 实验中获得的假阴性结果（由于未选择 PA 的母
离子而引起）的数量。当过多的化合物共流出时，这种
假阴性可能存在于数据依赖型分析（自动 MS/MS）中。

图 5. 使用分析 25 个参比标样所获得的数据和MassHunter PCDL Manager创建的 PA/PANO特异性MS/MS谱库
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植物性药物和膳食补充剂中 PA 的检测
将液相色谱保留时间和 ESI 质谱图与 PDCL 中参比标样采
集到的相应数据进行比较，可在植物性药物和膳食补充
剂样品提取物中检出大量 PA/PANO。包括检出特定化合
物和含量结果的完整列表列于补充性研究论文 [12] 中。
PA/PANO 的鉴定以质子化分子和特征碎片离子的精确质
量数为基础。即使不含特定的参比标样，精确质量数和
特征 MS/MS 碎片仍能表明存在其他的 PA/PANO。因此，
该方法可用于筛查 PA 类目标碎片的存在，且无需使用
标准品。

图 6 示出含蜂斗叶（蜂斗菜属，俗称甜款冬）的膳食补
充剂样品提取物的全离子 MS/MS提取离子色谱图。其
显示了如何使用 m/z 138、136 和 120 处的特征离子找到
非靶向 PA/PANO。图 7 显示了在 0 和 30 eV 碰撞能量下采
集的 23 min 保留时间处峰的全离子 MS/MS 谱图。采用
0 eV 时产生了伪分子离子，而在 30 eV 下则产生了大量
碎片图谱。值得注意的是，显示的碎片可能是多个伪分
子离子的产物。结果表明存在 PA的代表性碎片；通过
解析未包含在数据库中色谱峰的其他碎片来测定分子式
有助于鉴定未知的 PA/PANO 化合物。

图 6. 含蜂斗叶（蜂斗菜属，俗称甜款冬）的膳食补充剂样品提取物的全离子MS/MS提取离子
色谱图。使用 m/z 138、136 和 120 处的特征离子找到了非靶向 PA
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PA 的定量分析
在参比标样分析中，绘制 0.5-500 ng/mL 范围内低浓度化
合物的校准曲线，并绘制 500-5000 ng/mL 范围内其他化
合物的校准曲线，得到的 R2 > 0.99，N-氧化瑞氏千里光
碱、毛束草碱和倒千里光碱则除外。这三种化合物的
校准浓度范围分别为 5-2500 ng/mL、20-2500 ng/mL和
1-2500 ng/mL。上述三种化合物的检测限 (LOD)分别为
1 ng/mL、5 ng/mL 和 0.4 ng/mL，其余化合物的 LOD 介于
0.05 ng/mL 和 0.1 ng/mL 之间。
使用 Q-TOF LC/MS 在单MS 模式下对样品提取物进行定量
分析。对于特定的 PA/PANO，生成伪分子离子 ([M+H]+)

的提取离子色谱图 (EIC)，并通过积分来确定峰面积。
通过 Q-TOF液质联用系统的精确质量数和高分辨率功能
提供选择性。所选植物性药物和补充剂的定量分析结果
可参见补充性研究论文 [12]。特定植物性药物中存在的

PA/PANO 得到充分表征后，即可使用基于靶向三重四极
杆的方法开展定量分析。然而，如果植物性药物的特性
未知，则可选择 Q-TOF LC/MS 方法。由于膳食补充剂可
包含任意数量的意外污染物，因此首选 Q-TOF LC/MS 方
法以减少假阴性结果。
结论
已知对人类和动物存在肝毒性作用的 PA 和 PANO 通常存
在于许多植物（包括紫草科、菊科和豆科植物）中。需
要关注的另一个问题是因食用含 PA/PANO 的草药和补
充剂引起的健康风险。因此，PA/PANO 的检测、表征和
定量分析均非常重要。
尽管三重四极杆液质联用系统非常适合用于靶向检测，
但是靶向分析需要的标准品不一定能够轻松获得。此外，
三重四极杆分析不适用于筛查未知物。具有全离子
MS/MS 功能的 Agilent 6530 精确质量数 Q-TOF 液质联用

图 7. 在图 5 所示的是分析膳食补充剂提取物在保留时间 23 分钟处采集的全离子MS/MS谱图。在施
加 0 eV的碰撞能量时，获得了 m/z 256.1538 处的伪分子离子。在 30 eV的碰撞能量下，观察到
包括特征 PA碎片的大量碎片图谱
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系统为筛查 PA/PANO 指示性碎片的存在情况提供了一
种解决方案，方案中无需使用特定的参比标样。使用高
分辨率精确质量数 MS/MS 谱图对 25 种 PA/PANO 参比
标样进行了表征。利用这些数据创建 PCDL，该 PCDL 能
够帮助作者筛查植物性药物和膳食补充剂样品中的
PA/PANO 型化合物。使用特征碎片离子和碎裂图谱初
步鉴定了非特异性靶向的 PA。结果表明，该方法是一
种高度灵敏、高选择性且高效的方法，能够通过一次色
谱运行对植物性药物和膳食补充剂中的已知及未知
PA/PANO 进行表征。表征的 PA 可能有助于在其他样品
中发现更多独特的 PA。
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