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血浆中 85 种有毒生物碱快速筛查方法的建立及其应用
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摘 要：目的　利用超高效液相色谱-四级杆/静电场轨道阱高分辨质谱建立血浆中 85 种有毒生物碱快速筛查方

法。方法　构建 85 种生物碱高分辨数据库；血浆经乙腈沉淀蛋白进行预处理，采用 Acquity Waters BEH C18 色谱柱

（100 mm×2. 1 mm，1. 7 μm），以 5 mmol/L 甲酸铵（含 0. 1% 甲酸）和乙腈为流动相进行梯度洗脱，对比了 3 种数据采

集方式下（Full mass/dd-MS2、Full mass/AIF、Full mass/DIA）加标血浆中 85 种有毒生物碱筛查情况。结果　血浆在

5、50 和 250 ng/mL 3 个浓度添加水平下，Full mass/DIA 模式下的筛选准确率均为最高。利用生物碱数据库，选择

Full mass/DIA 模式采集样品数据信息，建立了血浆中 85 种有毒生物碱快速筛查方法。80% 以上生物碱在血浆中

的检出限低于 10 ng/mL。利用该方法成功在滇乌头碱毒物代谢动力学实验获得的 3 份 Wistar 大鼠血浆中筛选到

了目标物滇乌头碱及其可能的代谢产物脱氧乌头碱及印乌头碱。结论　该方法快速、高效，可以在无标准品情况

下实现突发性有毒生物碱中毒血浆的快速筛查。
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Abstract： Objective　To establish a rapid screening method for 85 toxic alkaloids in plasma samples using ultra-high 
performance liquid chromatography coupled with quadrupole/exactive high resolution mass spectrometry （UHPLC-Q/
Exactive）. Methods　A high resolution mass spectrometry compound database （CDB） of 85 alkaloids was established by 
UHPLC-Q/Exactive.  Acetonitrile was used for protein precipitation as pretreatment in plasma samples.  An Acquity Waters 
BEH C18 column （100 mm×2. 1 mm， 1. 7 μm） was applied for gradient elution with 5 mmol/L ammonium formate 
（containing 0. 1% formic acid） and acetonitrile as mobile phases.  The screening accuracy of 85 toxic alkaloids in spiked 
plasma samples was compared in three data collection modes （Full mass/dd-MS2， Full mass/AIF and Full mass/DIA）.
Results　 The screening accuracy of Full mass/DIA was the highest when plasma samples were added at three 
concentration levels of 5， 50 and 250 ng/mL.  Combined with the CDB， a rapid screening method for 85 toxic alkaloids in 
plasma samples was established under the Full mass/DIA data acquisition mode.  The limits of detection of more than 80% 
of the alkaloids in plasma samples were lower than 10 ng/mL.  With this method， the target substance-yunaconitine and its 
possible metabolites， 3-deoxyaconitine and indaconitine were successfully screened in the 3 Wistar rat plasma samples 
obtained from the yunaconitine toxicokinetics experiment. Conclusion　The method is fast， efficient， and suitable for the 
rapid screening of 85 toxic alkaloids in acute toxic alkaloid poisoned plasma samples with the absence of standard 
substances.
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生物碱是一类含氮原子的有机碱性化合物，主

要分布在植物界。大部分生物碱具有高效的药理

作用和毒性作用，有抗癌、镇痛、降血压、抗菌和消

炎等功效，是中草药中重要的有效成分之一［1-2］。但

是由于治疗剂量与中毒剂量接近，如果不正确使用

这些植物药材，会导致毒性反应，甚至致人死亡［3］。

在我国，因食用有毒植物导致的生物碱中毒时有发

生，尤其是南方地区使用乌头、钩吻等中药自制药

酒，食用自采的野生蜂蜜、蜂蛹所致中毒最为常

见［4］。从湖北省食源性疾病暴发监测网站数据得

知，每年湖北省均发生几十起因有毒动植物导致中

毒甚至死亡案例，仅 2021 年，湖北省就接报有毒植

物及其毒素、毒蘑菇引起的食源性疾病暴发事件 35 起，

发病 108 人，死亡 4 人。尤其是在 2015 年湖北恩

施鹤峰县五里乡出现因食用野生蜂蜜导致的中毒

事件，最终 4 人中毒死亡，多人入院治疗，由于缺乏

有毒物质快速筛查技术，当地实验室历时 2 个月最

终在蜂蜜中检出了有毒蜜源物质为雷公藤甲素［5］，

事件调查才告一段落。由此可以看出有毒生物碱

快速筛查技术的缺乏直接影响了中毒事件原因的

快速确证，因此急需建立有毒生物碱的快速筛查方

法，为突发公共卫生中毒事件提供技术支撑。

目前，关于生物碱的检测方法有高效液相色谱

法（High performance liquid chromatography，HPLC）［6］、

气 相 色 谱 - 质 谱 联 用 法（Gas chromatography-mass 
spectrometer，GC-MS）［7］、液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法

（Liquid chromatography-tandem mass spectrometer，
LC-MS/MS）［8］。由于 HPLC 灵敏度较低且仅以保留

时间进行定性，易造成假阳性结果；GC-MS 分析生物

碱类高沸点化合物时需要衍生化后进样，操作繁琐。

HPLC-MS/MS［9］是近年来在生物样本中有毒生物碱

痕量分析应用最为广泛的技术。但是 HPLC-MS/MS
需要在有标准品的前提下才能实现有毒生物碱的分

析，无法满足中毒事件快速应急处置的需求。近几

年来，高分辨质谱如超高效液相色谱-四级杆/静电场

轨 道 阱 高 分 辨 质 谱（Ultra-high performance liquid 
chromatography coupled with quadrupole/exactive 
high resolution mass spectrometry， UHPLC-Q/

Exactive）和超高效液相色谱 -飞行时间质谱（Ultra 
performance liquid chromatography-flight mass 
spectrometry，UPLC-TOF-MS）等在食物中毒应急处置

中应用越来越广泛［10-13］。UHPLC-Q/Exactive 因具有

超高分辨率，因此能获得物质的精确分子量信息，这

就使得能够在没有标准品的情况下，根据全扫描模

式下获得的精确质量数来对高通量的目标物或非目

标物进行筛选，结合在二级质谱模式下，样品与标准

品之间碎片离子精确分子量的比对更进一步确证筛

选的准确性。

湖北省恩施地区常发生野生蜂蜜中毒事件，经

查可能与蜜蜂采集有毒蜜源植物，如雷公藤类、昆

明山海棠、马桑、博落回类植物的花粉有关；乌头类

常被用于泡制药酒治疗风湿，也易产生中毒事件，

还有一些因误食野菜（颠茄类）导致的中毒事件。

根据湖北省植被调查情况和文献调研结果，本研究

利用 UHPLC-Q/Exactive 建立了一个包括有雷公藤

类、乌头类、钩吻类、曼陀罗类、博落回类等、颠茄类

等共计 85 种有毒生物碱的质谱数据库，并建立了

血浆中 85 种有毒生物碱的快速筛查方法。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

Thermo Scientific Q/Exactive 四极杆-静电场轨道

阱高分辨质谱系统、Vanquish 高效液相色谱（赛默飞公

司，美国）；Milli-Q 超纯水系统（Millipore 公司，美国）；

涡旋混匀器（VXMNDG，常州奥豪斯仪器有限公司）；

ML104 电子天平（万分之一，梅特勒，瑞士）；H1750R
离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）。

85 种生物碱标准品（纯度>98%，成都普菲德生

物技术有限公司）；色谱纯甲醇（Fisier Chemical，美
国）；色谱纯乙醇（Fisier Chemical，美国）；色谱纯乙腈

（Fishier Chemical，美国）；色谱纯甲酸（Merck，德国）；

色谱纯甲酸铵（Sigma，美国）；试验用水为超纯水。

滇乌头碱毒物代谢动力学实验获得的 1 份空

白 Wistar 大鼠血浆和 3 份不同灌胃剂量的 Wistar
大鼠血浆由中国疾病预防控制中心职业卫生与中

毒控制所提供。

1. 2　标准溶液的配制

生物碱标准品除乙酰乌头碱、滇乌头碱、脱氧

乌头碱、乌头原碱、次乌头原碱、附子灵、钩吻素子、

雷公藤甲素用乙醇溶解外，其余标准品均以甲醇超

声溶解后，配制成浓度为 10 μg/mL 的单标储备溶

液。在建立数据库时，将上述单标储备液以甲醇逐

级稀释至 50 ng/mL 以备用。在进行样本筛查时，

将上述标准储备液配制成 1 μg/mL 的生物碱混合

标准工作液以备用。

1. 3　数据库的建立

参考文献调研结果［14-16］，对于 Q/Exactive 靶向

数据库的建立，Full mass/dd-MS2 是最常见和有效的
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方式。由于文中所研究的大部分生物碱是在环上

含氮原子的结构，在 ESI 模式下易得到一个 H+形成

准分子离子峰［M+H］+，因此采用 5 mmoL/L 甲酸铵

（含 0. 1% 甲酸）和乙腈作为流动相。将 85 种生物

碱标准品单标（50 ng/mL）在 ESI+模式下采用 Full 
mass/dd-MS2 结合目标离子列表数据采集方法依次

进样分析。在各生物碱精确分子量±5 ppm 范围内

手动提取其［M+H］+准分子流图，获得目标化合物的

一级母离子精确质量数及保留时间。依据其保留

时间提取二级质谱图即可获得目标化合物的二级

碎片信息，选择响应最高的 2~4 个碎片离子录入数

据库，若有特征碎片离子，优先选择其特征碎片。

最终建立的数据库详见表 1。
1. 4　样品前处理

取血浆 0. 5 mL 于 15 mL 具盖离心管中，加入

1. 5 mL 乙腈，振荡器振荡 1 min，离心机 9 500 r/min 
离心 6 min，取上清液，经微孔滤膜过滤，供仪器检测。

1. 5　仪器条件

液相条件：Acquity Waters BEH C18色谱柱（100 mm×
2. 1 mm，1. 7 μm）；流速 0. 2 mL/min；柱温 40 ℃；进

样量 2 μL；流动相 A 为 5 mmoL/L 甲酸铵（含 0. 1%
甲酸）溶液，B 为乙腈。梯度洗脱：0～1 min，10%B；

1～5 min，10%～30% B；5～8 min，30%～50%B；8～
12 min，50%～90% B；12～15 min，90% B；15～15. 5 min，
90%～10% B；15. 5～18 min，10% B。

质谱条件：电喷雾电离源正离子模式 HESI+；喷

雾电压：3. 2 kV；毛细管温度：320 ℃；雾化蒸发温

度：350 ℃；鞘气流速：40 arb，辅助气流速：10 arb；S-

lens RF 电压 55 V。

构 建 生 物 碱 数 据 库 采 用 Full mass/dd-MS2

（Top10）模式。其中 Full mass 扫描范围：150～950；
分辨率：70 000；自动增益：3e6；最大离子注入时间：

100 ms；ddMS2 分辨率：17 500；自动增益：1e5；最大

离子注入时间：50 ms；循环次数：10；隔离窗口：

1. 5 m/z；归一化碰撞能量：20、40、70；响应阈值：

1. 6e5；顶点激发：3～6 s；动态排除：3. 0 s。
血浆中有毒生物碱的筛查采用 3 种模式。

Full mass/AIF 模式：Full mass：扫描范围：150~
950；分辨率：70 000；自动增益：3e6；最大离子注入

时间：200 ms；AIF：分辨率：17 500；自动增益：2e5，最

大离子注入时间：50 ms；归一化碰撞能量：20、40 和

70；扫描范围：150～950。
Full mass/ dd-MS2 模式（Top10）参数同上。

Full mass/DIA 模式：Full mass：扫描范围：150~
950；分辨率：70 000；自动增益：3e6；最大离子注入

时间：200 ms；DIA：扫描范围：100~900；分辨率：

17 500；自动增益：2e5，最大离子注入时间：auto；循
环次数：8；MSX count：1；隔离窗口：m/z 101. 0；将一

级的扫描质量范围分为 8 段：150~250，250~350，
350~450，450~550，550~650，650~750，750~850，
850~950；归一化碰撞能量：20、40 和 70。
1. 6　数据处理

利用 Trace Finder 4. 1 软件进行数据处理分析。

根据欧盟（EU） 2018/555 of 9 April 2018 的要求［17］，

残留分析结果的高分辨质谱确证要求质量数相对

偏差的绝对值不超过 5×10-6，即 5 ppm。参考美国

FDA 设置的化学污染物残留量鉴定确证要求［18］，文

中设置以下筛查条件，一级母离子质量准确度：±5 ppm，

保留时间偏差：±0. 5 min，二级碎片的质量准确度：

±10 ppm。

2　结果

2. 1　数据采集方式的比较

由于中毒血浆基质复杂，而且需要一次性筛查

样品中 85 种目标化合物，选择何种扫描方式既能

排除基质干扰不遗漏样本中目标物信息，又能保证

目标物获得足够的响应。本文对比了 3 种数据扫

描模式 Full mass/dd-MS2（Top10）、Full mass/AIF 与

Full mass/DIA 下加标血浆的筛查情况。在空白血

浆中添加生物碱混合标准工作液，使目标物在血浆

中质量浓度分别为 5、50 和 250 ng/mL，按 1. 4 进行

样品前处理，每个添加浓度做 2 个平行样，验证试

验重复 3 d。不同添加浓度血浆均在 3 种模式下采

集数据然后利用数据库进行筛查。其中 AIF 是全

离子裂解模式，在该模式下所有质量范围内目标物

均会产生二级碎片从而不会造成信息丢失。DIA 被

称为数据非依赖采集，它是将扫描范围等分为多个

质量段，分别对每一段进行 AIF 扫描［19］。

2. 1. 1　数据筛查数量

图 1 是 3 种数据采集方式下，在 5、50 和 250 ng/mL 
3 个添加水平下的筛查情况柱状图。在不同加标浓

度下，3 种数据采集方式在 3 d 内（D1、D2、D3）的筛

查数量基本保持一致，这证明了仪器及方法的稳定

性。随着加标浓度的增加，3 种模式下筛查到的目

标生物碱数量也逐渐增加，这是因为一些灵敏度较

差的生物碱，随着添加浓度的升高，其峰面积响应

也逐渐增加超过了数据库设置的阈值从而被成功

筛选。

2. 1. 2　数据筛查准确率

参考欧盟强制执行法案 Directive 2002/657/EC
打分系统的规定［20］，对于高分辨质谱，当色谱峰的保

留时间在一定置信区间内，若前级离子匹配得 2 分，碎
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Hy

pac
oni

tine
Me

sac
oni

tine
Ben

zoy
lme

sac
oni

ne
Ben

zoy
lhy

pac
oiti

ne
Ben

zoy
lac

oni
tine

Ac
ety

lac
oni

tine
Yu

nac
oni

tine
 Gu

aye
wu

ani
neB

3-D
eox

yac
oni

tine
Cra

ssic
aul

ine
 A

8-D
eac

ety
lyu

nac
oni

tine
6-B

enz
oyl

het
era

tisi
ne

Lap
pac

oni
ne

12-
Ep

ina
pel

line
Ac

oni
ne

Hy
pac

oni
ne

De
me

thy
lco

cla
uri

ne
Fuz

ilin
e

Ne
olin

e
Tal

atis
am

ine
Son

gor
ine

Ko
um

ine
Ge

lse
min

e
Hu

ma
nte

nm
ine

Sco
pol

am
ine

  H
ydr

obr
om

ide
Ac

eto
van

illo
ne

Tri
pto

lide
Wi

lfor
ine

Wi
lfor

gin
e

Tri
pte

rifo
rdi

n
Tri

pto
phe

nol
ide

All
ocr

ypt
opi

ne
Ch

ele
ryth

rin
e c

hlo
rid

e
Col

um
bam

ine
San

gui
nar

ine
 Ch

lori
de

Dih
ydr

och
ele

ryth
rin

e
No

rch
ele

ryth
rin

e
16-

epi
-Vo

aca
rpi

ne
(19

Z)-
Ak

uam
mid

ine
Str

ych
nin

e
Bru

cin
e

L-H
yos

cya
min

e

CA
S号

302
-27

-2
690

0-8
7-4

275
2-6

4-9
632

38-
67-

5
632

38-
66-

4
466

-24
-0

771
81-

26-
1

705
78-

24-
4

317
5-9

5-9
795

92-
91-

9
934

60-
55-

0
997

59-
48-

5
328

54-
75-

4
110

064
-71

-6
509

-20
-6

632
38-

68-
6

110
41-

94-
4

806
65-

72-
1

466
-26

-2
205

01-
56-

8
509

-24
-0

135
8-7

6-5
509

-15
-9

823
54-

38-
9

114
-49

-8
498

-02
-2

387
48-

32-
2

110
88-

09-
8

372
39-

47-
7

139
122

-81
-9

742
85-

86-
2

485
-91

-6
389

5-9
2-9

362
1-3

6-1
557

8-7
3-4

688
0-9

1-7
690

0-9
9-8

114
027

-38
-2

113
973

-31
-2

57-
24-

9
357

-57
-3

101
-31

-5

分
子

式

C 34H
47N

O 11
C 33H

45N
O 10

C 33H
45N

O 11
C 31H

43N
O 10

C 31H
43N

O 9
C 32H

45N
O 10

C 36H
49N

O 12
C 35H

49N
O 11

C 34H
47N

O 10
C 35H

49N
O 10

C 33H
47N

O 10
C 29H

37N
O 6

C 32H
44N

2O 8
C 22H

33N
O 3

C 25H
41N

O 9
C 24H

39N
O 8

C 16H
17N

O 3
C 24H

39N
O 7

C 24H
39N

O 6
C 24H

39N
O 5

C 22H
31N

O 3
C 20H

22N
2O

C 20H
22N

2O 2
C 19H

22N
2O 3

C 17H
22B

rNO
4

C 9H 10O
3

C 20H
24O

6
C 43H

49N
O 18

C 41H
47N

O 19
C 20H

30O
3

C 20H
24O

3
C 21H

23N
O 5

C 21H
18C

lNO
4

C 20H
20N

O 4
C 20H

14C
lNO

4
C 21H

19N
O 4

C 20H
15N

O 4
C 21H

24N
2O 4

C 21H
24N

2O 3
C 21H

22N
2O 2

C 23H
26N

2O 4
C 17H

23N
O 3

理
论

分
子

量
[M+

H]+

646
.32

3 3
616

.31
3 5

632
.30

8 2
590

.29
8 4

574
.30

0 5
604

.31
2 7

688
.33

3 5
660

.33
9 2

630
.32

9 1
644

.34
4 9

618
.32

9 8
496

.26
8 4

585
.31

8 7
360

.25
4 5

500
.28

7 4
470

.27
6 6

272
.12

9 1
454

.28
1 6

438
.28

6 7
422

.29
1 4

358
.23

8 7
307

.18
1 1

323
.17

5 4
327

.17
1 1

304
.15

4 6
167

.07
0 1

361
.16

4
868

.30
2 2

858
.28

3 2
319

.22
7 8

313
.18

0 2
370

.16
6

348
.12

4 2
338

.13
9 7

332
.09

2 5
350

.13
9 3

334
.10

7 9
369

.18
0 2

353
.18

6 8
335

.17
6

395
.19

7 4
290

.17
5 7

实
测

分
子

量
[M+

H]+

646
.32

3 1
616

.31
3 5

632
.30

7 7
590

.29
6 9

574
.30

2 7
604

.31
3 1

688
.33

5 0
660

.33
8 4

630
.32

8 2
644

.34
4 1

618
.32

9 2
496

.27
0 8

585
.31

8 4
360

.25
2 8

500
.28

6 9
470

.27
5 8

272
.12

8 9
454

.28
1 0

438
.28

5 8
422

.29
0 9

358
.23

8 8
307

.18
0 4

323
.17

5 5
327

.17
0 9

304
.15

4 5
167

.07
0 9

361
.16

5 5
868

.30
3 5

858
.28

3 5
319

.22
7 4

313
.18

0 2
370

.16
5 1

348
.12

3 8
338

.13
9 2

332
.09

2 5
350

.13
9 1

334
.10

7 3
369

.18
2 0

353
.18

6 3
335

.17
5 0

395
.19

7 0
290

.17
4 9

保
留

时
间

/mi
n

10.
29

10.
31 9.6

2
7.8

2
8.6

6
8.2

7
10.

94
10.

23
10.

21
10.

75 8.8
9

8.5
6

7.6
9

4.1
6

3.8
6

4.6
9

3.0
4

4.7
4

5.0
4

5.5
9

4.1
4

5.6
1

4.6
7

6.4
7

4.5
0

6.0
8

8.4
2

11.
96

11.
52

10.
78

11.
75 7.8

1
9.2

4
7.6

1
8.2

4
13.

25
13.

19 6.3
8

6.5
0

5.3
0

5.2
4

5.6
7

碎
片

1
368

.18
4 1

524
.26

3 3
105

.03
3 6

95.
049

 7
95.

049
 3

105
.03

3 7
596

.28
6 9

550
.27

8 3
520

.26
8 8

552
.29

4 3
439

.08
4 1

342
.20

5 6
356

.22
0 5

58.
065

 2
482

.26
9 0

406
.22

0 7
255

.10
0 8

404
.24

1 3
420

.27
3 8

390
.26

3 0
98.

096
 5

70.
065

 6
70.

065
 6

265
.13

2 8
156

.10
1 8

125
.05

9 7
91.

053
 8

105
.03

3 6
132

.08
0 6

131
.08

5 4
183

.07
8 8

206
.08

0 9
290

.08
0 5

394
.11

1 5
317

.06
8 7

290
.08

0 6
261

.07
7 9

184
.07

5 7
323

.17
4 9

264
.10

1 2
213

.07
8 0

67.
054

 8

碎
片

2
586

.30
0 0

105
.03

3 6
95.

049
 3

540
.25

7 3
58.

065
 3

554
.27

3 9
105

.03
3 6

568
.28

8 8
630

.32
9 1

135
.04

3 9
568

.28
9 7

58.
065

 2
162

.05
4 6

79.
054

 7
450

.24
8 0

94.
065

 4
161

.05
9 8

108
.08

0 9
388

.24
8 7

58.
065

 3
56.

049
 6

130
.06

5 1
195

.06
7 6

108
.08

0 9
138

.09
1 3

110
.03

6 4
105

.06
9 9

132
.08

0 6
95.

012
 9

227
.17

8 7
133

.06
4 9

149
.05

9 5
304

.09
6 3

279
.08

8 3
246

.09
1 4

335
.11

4 6
319

.08
3 3

166
.08

6 1
166

.08
6 1

184
.07

5 5
324

.12
2 4

91.
054

 5

碎
片

3
95.

049
 4

338
.17

4 3
56.

658
 1

558
.26

9 9
105

.03
3 7

58.
065

 8
536

.26
2 7

600
.31

5 2
570

.30
5 1

125
.05

9 6
125

.05
9 9

105
.03

3 6
120

.04
4 2

145
.10

1 2
58.

065
 3

269
.97

5 7
210

.91
9 7

58.
065

 3
72.

080
 7

98.
096

 7
105

.07
0 0

180
.08

0 3
91.

054
 5

71.
073

 5
103

.05
4 5

84.
960

 2
79.

054
 1

178
.08

5 9
178

.08
5 9

225
.21

0 5
271

.13
1 4

188
.07

0 3
332

.09
1 1

265
.07

2 7
274

.08
6 5

334
.10

6 8
318

.07
5 7

—
158

.09
6 3

156
.08

0 5
367

.16
4 7

124
.11

2 0

碎
片

4
—

556
.28

9 9
— 58.
065

 4
542

.27
4 2

95.
049

 3
568

.28
8 8

135
.04

3 8
538

.27
9 1

520
.26

8 7
—

124
.11

2 1
324

.19
4 7

342
.23

0 4
468

.25
9 4

378
.18

7 7
107

.04
9 3

436
.26

8 6
108

.08
0 8

129
.06

9 8
340

.22
6 4

220
.11

1 9
236

.10
6 5

296
.15

1 3
121

.06
4 9

— —
206

.08
0 8

206
.08

0 8
301

.21
5 9

225
.12

7 1
189

.07
8 2

318
.07

5 5
323

.11
4 5

304
.09

7 4
318

.07
4 8

304
.09

8 8
— — —

244
.09

6 4
93.

070
 2

检
出

限
/

（
ng/

mL
） 2 2 5 2 25 2 10 2 2 2 5 10 2 2 2 2 100 2 2 2 5 2 2 2 2 5 50 2 2 5 10 2 10 2 5 5 50 2 5 50 5 2

——1205
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化
合

物

秋
水

仙
碱

硫
秋

水
仙

苷
草

乌
甲

素
多

根
乌

头
碱

新
乌

头
原

碱
硬

飞
燕

草
碱

印
乌

头
碱

光
翠

雀
碱

德
尔

塔
林

查
斯

曼
林

川
翠

定
甲

去
乙

酰
粗

茎
乌

头
碱

甲
冉

乌
头

碱
10-

羟
基

喜
树

碱
7-乙

基
-10

-羟
基

喜
树

碱
9-甲

氧
基

喜
树

碱
N-甲

基
野

靛
碱

茶
碱

金
雀

花
碱

罗
通

定
骆

驼
蓬

碱
去

氢
骆

驼
蓬

碱
吴

茱
萸

碱
喜

树
碱

延
胡

索
乙

素
氧

化
苦

参
碱

右
旋

四
氢

巴
马

汀
槐

果
碱

苦
参

碱
青

藤
碱

粉
防

己
碱

可
可

碱
药

根
碱

防
己

诺
林

碱
胡

椒
碱

原
阿

片
碱

延
胡

索
甲

素
槟

榔
碱

小
檗

胺
氧

化
槐

果
碱

小
檗

碱
千

里
光

宁
千

里
光

非
灵

英
文

名
称

Col
chi

cin
e

Thi
oco

lch
ico

sid
e

Bu
lley

aco
niti

ne 
A

Ka
rac

olin
e

Me
sac

oni
ne

De
lso

line
Ind

aco
niti

ne
De

nud
atin

e
De

ltal
ine

Ch
asm

ani
ne

Bon
val

otid
ine

 A
De

ace
tyl 

cra
ssic

aul
ine

 A
Ra

nac
oni

tine
10-

Hy
dro

xyc
am

pto
the

cin
7-E

thy
l-1

0-H
ydr

oxy
cam

pto
the

cin
9-A

min
oca

mp
toth

eci
n

N-M
eth

ylc
ytis

ine
The

oph
ylli

ne
Cyt

isin
e

Ro
tun

din
e

Ha
rma

line
Ha

rmi
ne

Evo
dia

min
e

Cam
pto

the
cin

e
Tet

rah
ydr

opa
lma

tine
Ox

ym
atri

ne
D-T

etra
hyd

rop
alm

atin
e

Sop
hoc

arp
ine

Ma
trin

e
Sin

om
eni

ne
Tet

ran
dri

ne
The

obr
om

ine
Jat

ror
rhi

zin
e

Fan
gch

ino
line

Pip
erin

e
Pro

top
ine

Cor
yda

line
Are

col
ine

Ber
bam

ine
Ox

yso
pho

car
pin

e
Ber

ber
ine

Sen
eci

oni
ne

Sen
eci

phy
llin

e

CA
S号

64-
86-

8
602

-41
-5

107
668

-79
-1

390
89-

30-
0

679
2-0

9-2
509

-18
-2

449
1-1

9-4
261

66-
37-

0
683

6-1
1-9

506
6-7

8-4
929

019
-25

-0
CB

246
725

53
136

0-7
6-5

196
85-

09-
7

130
194

-92
-2

196
85-

10-
0

486
-86

-2
58-

55-
9

485
-35

-8
100

97-
84-

4
304

-21
-2

442
-51

-3
518

-17
-2

768
9-3

-4
293

4-9
7-6

168
37-

52-
8

352
0-1

4-7
145

572
-44

-7
519

-02
-8

115
-53

-7
518

-34
-3

83-
67-

0
362

1-3
8-3

436
-77

-1
778

0-2
0-3

130
-86

-9
518

-69
-4

185
13-

76-
3

478
-61

-5
269

04-
64-

3
208

6-8
3-1

130
-01

-8
480

-81
-9

分
子

式

C 22H
25N

O 6
C 27H

33N
O 10S

C 35H
49N

O 9
C 22H

35N
O 4

C 24H
39N

O 9
C 25H

41N
O 7

C 34H
47N

O 10
C 22H

33N
O 2

C 27H
41N

O 8
C 25H

41N
O 6

C 27H
41N

O 8
C 33H

47N
O 9

C 32H
44N

2O 9
C 20H

16N
2O 5

C 20H
16N

2O 5
C 21H

18N
2O 5

C 12H
16N

2O
C 7H 8N 4O 2
C 11H

14N
2O

C 21H
25N

O 4
C 13H

14N
2O

C 13H
12N

2O
C 19H

17N
3O

C 20H
16N

2O 4
C 21H

25N
O 4

C 15H
24N

2O 2
C 21H

25N
O 4

C 15H
22N

2O
C 15H

24N
2O

C 19H
23N

O 4
C 38H

42N
2O 6

C 7H 8N 4O 2
C 20H

20N
O 4

C 37H
40N

2O 6
C 17H

19N
O 3

C 20H
19N

O 5
C 22H

27N
O 4

C 8H 13N
O 2

C 37H
40N

2O 6
C 15H

22N
2O 2

C 20H
18N

O 4
C 18H

25N
O 5

C 18H
23N

O 5

理
论

分
子

量
[M+

H]+

400
.17

6 6
564

.19
1 8

628
.34

7 6
378

.26
3

486
.26

9 1
468

.29
4 8

630
.32

8 6
344

.25
9 3

508
.29

2 1
452

.3
508

.29
602

.33
3 7

601
.31

3 9
365

.11
3 2

365
.11

2 5
379

.12
8 8

205
.13

3 7
181

.07
2 5

191
.11

8 4
356

.18
5

215
.11

7 7
213

.10
2 8

304
.14

4 3
349

.11
9 3

356
.18

6 5
265

.19
1 7

356
.18

4 8
247

.18
1 2

249
.19

6 8
330

.17
0 9

623
.31

3 6
181

.07
2 6

338
.13

9 7
609

.29
8 4

286
.14

3 8
354

.13
4 4

370
.20

2 2
156

.10
2 4

609
.29

7 4
263

.17
6 3

336
.12

2 3
336

.18
1 4

334
.16

5 7

实
测

分
子

量
[M+

H]+

400
.17

6 1
564

.19
1 7

628
.35

0 1
378

.26
4 7

486
.27

0 9
468

.29
6 9

630
.32

8 2
344

.25
9 3

508
.29

1 7
452

.30
2 1

508
.29

1 7
602

.33
3 6

601
.31

3 0
365

.11
4 0

365
.11

4 0
379

.12
9 6

205
.13

3 7
181

.07
2 9

191
.11

8 4
356

.18
6 3

215
.11

7 9
213

.10
2 8

304
.14

4 5
349

.11
9 8

356
.18

6 3
265

.19
1 5

356
.18

6 3
247

.18
1 3

249
.19

6 4
330

.17
1 1

623
.31

2 6
181

.07
2 6

338
.13

9 2
609

.29
7 2

286
.14

4 2
354

.13
4 6

370
.20

2 1
156

.10
2 3

609
.29

7 2
263

.17
6 2

336
.12

3 7
336

.18
1 2

334
.16

6 0

保
留

时
间

/mi
n

7.6
6

5.7
8

11.
35 3.5

5
2.4

9
5.8

8
10.

17 4.0
2

6.6
6

6.1
6

6.5
6

9.5
9

7.7
2

6.7
6

6.7
0

8.5
7

1.2
7

2.2
8

1.3
9

7.7
0

6.6
4

6.6
7

11.
06 8.1

4
7.8

0
1.4

5
7.8

0
1.4

5
1.4

4
4.1

9
7.3

0
1.8

8
7.8

0
6.8

1
11.

15 7.4
2

8.3
8

1.4
5

6.7
0

1.4
5

8.6
3

6.0
1

5.2
6

碎
片

1
267

.10
1 6

296
.10

2 2
135

.04
4 1

124
.11

1 1
436

.23
2 0

108
.08

0 9
570

.30
5 4

167
.20

5 5
110

.09
6 5

356
.22

1 0
110

.09
6 4

58.
065

 7
162

.05
4 7

321
.12

2 8
321

.12
2 9

249
.10

1 4
108
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片离子匹配得 2. 5 分，总分高于 4 分即可认为结果

可信。按照文中设置的筛查条件，本方法筛查到的

目标物打分结果均高于 4 分，以此来确保鉴定结果

的准确性。文中对比了不同数据采集方式在 3 个添

加水平下的平均筛查准确率（筛查准确率=筛查到的

生物碱数量/添加的生物碱数量），如图 2 所示。

5 ng/mL 时 Full mass/AIF 模 式 与 Full mass/
DIA 模 式 筛 查 准 确 率 分 别 为 76. 5%（65/85）和

77. 6%（66/85），均明显高于 Full mass/dd-MS2 模式

下 50. 6%（43/85）的筛查准确率。而当浓度上升至

50 ng/mL 时，Full mass/ AIF 模式与 Full mass/DIA
模式筛查准确率迅速升至 90% 以上，而 Full mass/
dd-MS2 模式筛查准确率仍然较低，仅为 77. 6%（66/
85）。在 250 ng/mL 时 3 种模式的筛查准确率均能

达到 90% 以上，尤其是 Full mass/DIA 模式筛查准

确率为 97. 6%（83/85），仅遗漏了 2 种目标生物碱。

在 50 和 250 ng/mL 加标水平下，AIF 筛查准确率与

DIA 相接近，但是 AIF 选择性较差，无法将碎片和

母离子一一对应，在实际中毒样品筛查中易造成假

阳性结果［21］。

2. 1. 3　数据筛查谱图

图 3 是 5 ng/mL 添加水平下二氢白屈菜红碱

在 3 种数据采集模式下的筛查结果谱图，虽然 3 种

模式下均筛查到了二氢白屈菜红碱的母离子，但是

仅 Full mass/DIA 模式筛查到了二氢白屈菜红碱 3
个二级碎片信息，匹配成功。Full mass/dd-MS2 模式

下，由于一次循环仅扫描前 10 强的母离子打碎做

二级，二氢白屈菜红碱在该模式下母离子响应较

低，未能进入碰撞池产生二级碎片而被遗漏。Full 
mass/AIF 模式下二氢白屈菜红碱虽然产生了碎片，

但二级碎片质量数偏差均未大于 10 ppm 而未能被

成功筛查。

DIA 在数据采集时不依赖于检测到的代谢物的

丰度，而是对所有检测到的代谢物在一定的质荷比

的窗口下进行碎裂并检测其二级谱图，从而可以无

遗漏、无差异地获得样本中所有离子的全部碎片信

息［22］。在 3 个加标水平下，Full mass/DIA 模式的筛

查准确性均为最高。因此在建立血浆中高通量有

毒生物碱筛查方法时，选择 Full mass/DIA 模式采

集数据信息。

2. 2　检出限

本研究以空白血浆添加不同浓度生物碱，使目标

物浓度分别为 2、5、10、25、50、100、200、250、400 和

500 ng/mL，按照 1. 4 处理样品后，在每个水平随机检

测 10 次，记录检出结果。对于每一种生物碱，以 10
次检测中方法均能检出的最低质量浓度作为检出限。

实验结果表明，大于 85% 的生物碱在血浆中的检出

限均小于 10 ng/mL，能满足中毒样品低浓度快速筛查

的需求，85 种生物碱的检出限详见表 1。
2. 3　基质效应

采用基质标准曲线拟合的线性方程斜率与溶

剂标准曲线线性方程斜率比（Slope ratio，SR）来评

价基质效应，若 SR＝100％，说明无基质效应；若

SR<100％，呈基质抑制效应；若 SR>100％，呈基质

增强效应。当 SR 为 80％～120％时，存在基质效

应，但影响不大；当 50％ ≤SR≤80％或 120％ <SR<
150％时，表现为中等程度的基质效应，当 SR≤50％
或 SR≥150％，表示基质效应强烈［23-24］。其中基质

标准曲线的溶剂以经前处理后空白血浆提取液代

替，溶剂标准曲线的溶剂使用乙腈，分别配制 85 种

生物碱浓度为 2、5、10、25、50、100、200、250 和 500 
ng/mL 的溶剂标准曲线及基质标准曲线的标准溶

液。以一级母离子色谱峰面积对浓度（ng/mL）进

行线性回归拟合由此计算基质效应。计算结果显

图  2　3种数据采集方式在不同添加浓度水平下的筛查准确率

Figure 2　The screening accuracy of three data collection meth⁃
ods at different spiked concentration levels

注：D1：第 1 天；D2：第 2 天；D3：第 3 天

图  1　3种数据采集方式在不同添加浓度水平下的筛查数量

Figure 1　Number of compounds detected at different spiked 
concentration levels under the three data collection methods
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示 85 种生物碱的 SR 值范围在 93%～107%，其中

93%≤SR<100% 的有 20 种，SR=100% 的有 11 种，

100%<SR≤107% 的有 54 种。这说明血浆对于生物

碱的检测虽存在一定程度基质效应，但影响不大。

2. 4　筛查方法的应用

2. 4. 1　模拟中毒血浆样本的靶向筛查

因生物碱中毒血浆较难获得，本文以滇乌头碱

毒物代谢动力学实验获得的 Wistar 雄性大鼠血浆

 

Full mass/dd-MS2模式  

Full mass/DIA模式  

Full mass/AIF模式  

图  3　5 ng/mL 加标血浆中二氢白屈菜红碱在 3 种数据采集方式下的筛查图谱

Figure 3　The screening spectrums of dihydrochelerythrine in spiked plasma samples at 5 ng/mL under three different data aqusition modes
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样本对建立的筛查方法进行了验证。在 3 份不同

灌胃剂量的大鼠血浆 -3#、6#和 15#样品中均检出了

滇乌头碱，其中 3#和 15#血浆样品中还检出了脱氧

乌头碱及印乌头碱，可能为滇乌头碱在大鼠体内的

代谢产物［25］，而空白大鼠血浆中均未有生物碱检

出，具体筛查结果及图谱见图 4。

2. 4. 2　加标血浆样本的靶向筛查

本文以加标血浆样本对建立的筛查方法进行

了验证。按照 85 种有毒生物碱的不同类别，随机

选择 1~2 种代表性生物碱，以不同浓度水平随机添

加到空白血浆中，按照 1. 4 进行样品前处理，筛查

结果如表 2 所示。由表 2 可知，在 5~100 ng/mL 添

加水平下，添加的生物碱全部被成功筛选，这表明

本文建立的筛查方法适用于中毒病人血浆中有毒

生物碱的快速筛查，能满足常见生物碱中毒事件如

乌头类、雷公藤类、颠茄类中毒血浆样本毒物的快

速定性检测。

2. 4. 3　未知物非靶向筛查

由于实验室能获得的生物碱标准物质十分有

限，但是自然界中存在的有毒生物碱成千上万，仅

依靠文中构建 85 种生物碱数据库进行生物碱中毒

筛查远不能满足实际需求。UHPLC-Q/Exactive 因

具有超高分辨率、高选择性并配备高能碰撞解离模

式，因此能获得未知物质的精确分子量和碎片离子

 

滇乌头碱 

印乌头碱 

脱氧乌头碱 

图  4　3#大鼠血浆样品的筛查结果及图谱

Figure 4　The screening results and spectrums of 3# rat plasma samples
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信息。这就使得在无标准品情况下，对未录入库中

的其他有毒生物碱进行非靶向筛查成为可能。针

对某一类特定的生物碱，通过结构式了解其质谱裂

解规律，参考数据库中获得的其特征碎片离子，可

以对与库中生物碱结构类似物进行化学结构的筛

查鉴定。例如，在正离子模式下，乌头类生物碱由

于母核中甲氧基和羟基较多，最常见的质谱碎裂途

径就是不断失去 CH3OH 与 H2O，会产生相应的特征

碎片［26］；吡咯里西啶类生物碱会在正离子模式下产

生 94、120、138 等特征结构碎片离子。将这些特征

离子与样品提取液中扫描所得离子进行对比，即可

筛查出乌头碱类和吡咯里西啶类生物碱及其结构

类似物［27］，这也进一步扩展了该数据库的应用。

3　结论

本文利用 UHPLC-Q/Exactive 建立了一个包含

有 85 种有毒生物碱的数据库，数据库包含生物碱

的中英文名称、分子式、CAS 号、母离子理论分子量

与实测分子量、保留时间、特征碎片分子峰。结合

数据库比较了 3 种数据采集模式 Full mass/ dd-

MS2、Full mass/AIF 以及 Full mass/DIA 的筛查准确

率，结果表明 Full mass/DIA 模式更适合血浆中有

毒生物碱的采集。利用本文建立的筛查方法可以

在无标准品的状况下实现突发性生物碱中毒事件

血浆中有毒生物碱的快速筛查。
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5
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5
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50
20
50

100
50
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是

是

是

是

是

是

是

是

是
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