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高效液相色谱Π质谱联用法测定保健食品中荷叶碱的含量
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摘　要 :为建立高效液相色谱 - 紫外 - 电喷雾质谱 (HPLC - UV - ESIΠMS)联用测定保健食品中荷叶

碱的方法 ,以乙腈和 011 %三乙胺水溶液作流动相 ,在反相 C18柱上梯度淋洗 ,以质谱定性 ,紫外定

量进行检测。结果在 012～20μgΠml 范围内峰面积和浓度呈良好的线性关系 ,样品平均回收率为

9713 %。该方法抗干扰能力强 ,可以快速、准确地测定保健食品中的荷叶碱。
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Determination of nuciferine in health foods by high

performance liquid chromatographyΠelectrospray mass spectrometry
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Abstract : A method for determining nuciferine in functional foods by on line HPLC - UV - ESIΠMS was

established. The separation was operated on an analytical Spherigel C18 column (5μm , 250 mm×416 mm)

with acetonitrile : water (containing 011 % triethylamine) as mobile phase. The detection wavelength was 280

nm. Good linearity between peak areas and concentrations was obtained within the range of 012μgΠml～20

μgΠml. The method is simple and can determine nuciferine in functional foods accurately.
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　　荷叶为睡莲科植物莲 ( Nelumbo nucifera Gaertn. )

的干燥叶 ,具有清热解暑、升发清阳、散瘀止血的功

效[1 ]。现代临床表明荷叶具有较好的减肥降脂之功
效[2 ]

,其主要活性成分为荷叶碱、莲碱、原荷叶碱、前

荷叶碱等生物碱[3 ]。国外尤其是日本关于荷叶化学
成分报道较多 ,但是主要是测定其生物总碱 ,分析方
法主要为 TLC法[4 ]和紫外分光光度法[5 ]。本文建立

了测定荷叶碱含量的高效液相色谱Π质谱联用法。

1　材料与方法
111　仪器与试剂 　Waters 2695 分离单元、Waters

2487 双波长检测器、Waters ZQ 2000 质谱检测器
(Waters ,美国) ;色谱纯乙腈 (湖南化工研究院精细
化工研究所) 、三乙胺 (上海三浦化工有限公司) 、纯
净水 (杭州哇哈哈公司) ;降脂胶囊、荷叶减肥茶和降

脂减肥茶 (市场购得) 、含量大于 99 %(HPLC)荷叶碱
标准品 (本实验室自制 ,经 NMR、IR结构确证) 。

112　液相色谱 - 质谱条件　色谱柱 :Spherigel C18 (5

μm ,250 mm×416 mm) (大连江申分离科学科技公
司) ,流动相 :A :011 %三乙胺水溶液 ;B :乙腈 ,进行梯

度洗脱 ,梯度条件为在前 15 min内 A由 60 %呈线性
变到 20 % ,后 5 min内A由 20 %呈线性变到 10 %。进

样前 ,柱子用初始流动相平衡 10 min。分析完 1个试
样以后 ,用 100 %甲醇冲洗色谱柱 ,流速 : 1 mlΠmin。检

测波长 :280 nm;柱温 :30 ℃;进样体积为 20μl。
质谱条件 　用电喷雾离子化正离子采集模式

( ESI + ) , mΠz 范围 :180～600 amu ,毛细管电压 : 315

kV ,锥孔电压 : 20 V ,萃取电压 510 V ,源温度 : 105

℃,脱溶剂温度 : 250 ℃,脱溶剂气 : 300 LΠh ,锥孔反

吹气 : 50 LΠh。
113　校正曲线的绘制 　取 20 mg 标准品于 100 ml

容量瓶 ,加甲醇溶解 ,得 01200 mgΠml标准储备液 ,取
该溶液逐渐稀释得到最终浓度分别为 012、014、215、
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5、10、20μgΠml标准系列溶液。每个浓度的试样分析
3次 ,所得峰面积的平均值对浓度做曲线 ,得到荷叶

碱的校正曲线。
114　样品处理 　取降脂胶囊 10颗 ,去壳、碾碎、混

匀 ,称取 1 g ,或者减肥茶准确称取 1 g ,用 20 ml甲醇
超声提取 5 min ,离心后取出上清液 ,残渣再用 20 ml

甲醇提取 1次 ,合并提取液 ,再用甲醇将提取液定容
于 50 ml容量瓶 ,取 1 ml 提取液过 0145μm膜 ,滤液
直接进色谱系统分析 ,进样量为 20μl。

2　结果与讨论
211　流动相的选择 　用水和乙腈、011 %的甲酸水
溶液和乙腈、011 %的氨水溶液和乙腈 3种流动相对

荷叶碱进行淋洗 ,荷叶碱不保留或者峰形很不对称 ,

而且严重展宽。采用 011 %的三乙胺和乙腈作流动

相时 ,荷叶碱的峰形对称 ,且保留时间较短。所以本
实验选择 011 %的三乙胺和乙腈作流动相。

212　检测波长的选择 　考察了以 212、254、280 nm

作检测波长时荷叶碱的响应情况 ,发现波长为 280

nm时响应明显优于其它 2个波长 ,所以选择 280 nm

作为检测波长。

213　标准品的 HPLC - UV - ESIΠMS分析 　荷叶碱
的分子式为 C19 H21 NO2 ,分子量为 295。以流动注射

的方式考察了荷叶碱最优的电离条件 ,在实验部分

所述的条件下 ,得到了标准品的色谱图 (图 1)和质
谱图 (图 2) 。荷叶碱的保留时间为 15 min左右 ;图 2

中 mΠz 29614是荷叶碱分子加氢后形成的准分子离
子[M + H]

+
, mΠz 26514为断裂碳氧键形成的碎片

离子。随着锥孔电压升高 ,总离子流响应增强 ,分子
离子峰的强度降低 ,当电压达到 20 V时 ,准分子离
子峰强度最强。所以在选择离子模式中 ,锥孔电压

设为 20 V。

(A)用选择离子 (SIR) 26914记录的荷叶碱的色谱图

(B) 用以 280 nm为检测波长记录的荷叶碱色普图。

图 1　标准品的色谱图

214　线性关系　按照“113”部分所述制作荷叶碱的

校正曲线 ,得到线性方程为 : y = 17513 x + 318 ,

r = 01999 5 ,将标准溶液逐渐稀释 ,以信噪比 ( SΠN)为 3

图 2　荷叶碱的不同锥孔电压的质谱图和结构式

图 3　选择离子 (SIR) 26914记录的荷叶碱的色谱图 (A)

和以 280 nm为检测波长记录的降脂胶囊的色谱 (B)

　　　

时的进样量作为检出限 ,得紫外检测限 0180 ng。

215　回收率的考察　用已知含量的胶囊作标准品 ,

取 0102、0120、1100 mgΠg的含量作为加入量进行回

收实验。每个试样平行处理 5份 ,按照试样测定的
方法进行分析 ,求算平均回收率 ,求得荷叶碱平均回

收率分别为 9813、9911、9713 %。
216　试样的测定 　按照“112”所述条件 ,测定某降
脂胶囊中荷叶碱的含量 ,测定的结果为 0123 mgΠg

( RSD = 115 % , n = 5) ,所得的试样谱图见图 3。某
荷叶减肥茶中荷叶碱的含量为 0159 mgΠg ( RSD =

211 % ,n = 5) 。某降脂减肥茶中荷叶碱的含量为
0178 mgΠg( RSD = 119 % , n = 5) 。
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