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摘 要:建立了超高效液相色谱-串联质谱检测枳实药材中辛弗林、N-甲基酪胺的方法。
以甲醇为提取溶剂,经QuECHERS分散净化,采用资生堂CAPCELLPAKCR色谱柱

(150mm×2.0mm,5μm;C18和SCX比例为1∶4)分离,质谱以正离子扫描,反应监测模式

测定。辛弗林和N-甲基酪胺在10~2000ng/mL范围内线性关系良好(R2>0.997),检
出限和定量限分别为0.3ng/mL和1.0ng/mL,回收率范围为94.3%~105.7%,相对

标准偏差(RSD)均小于3%。该方法避免了使用磷酸盐和离子对试剂,仅在流动相中

添加甲酸和甲酸铵,分析物就能有较好的保留,具有极高的质谱响应。相较于传统方

法,该方法分析时间短、操作简单、专属性强,在强极性生物碱分离检测方面具有较好的

应用价值。
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枳实为芸香科植物酸橙(Citrusaurantium L.)及其栽培变种或甜橙(CitrussinensisOsbeck)的干燥

幼果,该药材具有破气消积,化痰散痞之功效[1,2]。其主要化学成分有以辛弗林和N-甲基酪胺为代表的生

物碱,以及黄酮、挥发油类等成分[3,4]。辛弗林和N-甲基酪胺均能兴奋心脏、收缩血管、扩张气管、升高动

脉血压、促进胃肠动力等作用[5-9]。辛弗林和N-甲基酪胺既与枳实的疗效密切相关,又对人体血压、心脏

等有显著影响,可能造成药物不良反应。

图1 辛弗林和N-甲基酪胺化学结构式

Fig.1 ChemicalstructuralformulaofsynephrineandN-
methyltyramine

常见的辛弗林和N-甲基酪胺检测方法主要有高

效液相色谱法(HPLC)和薄层扫描法(TLCS)[10-14]。

TLCS法操作繁琐,重现性较差,在中药分析领域已

逐步淘汰。因辛弗林和 N-甲基酪胺为小分子强极

性生物碱(结构见图1),现有报道多用甲醇提取,上
聚酰胺柱净化除去黄酮类化合物,液相分离均采用

C18色谱柱,需在流动相中添加离子对试剂(十二烷

基磺酸钠)以及磷酸盐等,才能获得相对较好的保

留[15]。但上述流动相不适合在质谱检测器上运用,
方法存在样品前处理复杂,分析时间长(长达60min),专属性不强等诸多不足。本文基于QuEChERS预
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处理技术,有效地去除了样品中弱极性干扰物,再以C18和SCX混合(比例1∶4)填料色谱柱,在流动相

不用离子对试剂的情况下,仅在流动相中添加甲酸和甲酸铵,分析物就能有较好的保留,且有极高的质

谱响应,联合UHPLC-MS/MS技术,建立了快速、专属、准确的测定枳实中辛弗林和 N-甲基酪胺的检

测方法。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

Agilent1290液相色谱仪(美国安捷伦公司);API4000质谱仪(美国ABSCIEX公司);SartoriusSecu-
ra125-1CN电子天平(赛多利斯科学仪器(北京)有限公司);MettlerToledoML204电子天平(梅特勒-托
利多仪器(上海)有限公司);VELPWX涡旋混合器(意大利VELP公司)。

辛弗林对照品(中国食品药品检定研究院,批号:110727-201608,含量:99.9%),N-甲基酪胺对照品

(四川 省 维 克 奇 生 物 科 技 有 限 公 司,批 号:wkq21110508,含 量≥98%,);WatersDisQuETM 15 mL
QuECHERS预处理管(美国 Waters公司,含900mgMgSO4/150mgPSA/150mgC18);乙腈(色谱纯,美
国Sigma-Aldrich公司),其余试剂均为分析纯。水为 Milli-Q纯水仪制备的超纯水。

枳实药材6批,编号S1-S6,其中S1-S5为酸橙,S6为甜橙;S1~S3采自江西樟树,S4~S5采自江西新

干,S6采自湖南怀化。

1.2 溶液配制

精密称取辛弗林对照品25.67mg、N-甲基酪胺对照品25.36mg,分别置25mL棕色量瓶中,加甲醇

溶解并稀释至刻度,摇匀,作为对照品储备液,置4℃低温保存。分别精密吸取上述储备液体适量,加甲醇

稀释成含辛弗林和N-甲基酪胺各500μg/mL混合对照品溶液,作为中间工作液。

1.3 样品前处理

取枳实药材,粉碎后,过4号筛,精密称取1g置具塞锥形瓶中,精密加入甲醇50mL,称定重量;超声

处理(功率250W,频率25kHz)30min,冷却后再称定重量,用甲醇补足减失的重量,摇匀后,滤过。取滤

液10mL,置QuECHERS预处理管中涡旋1min,静置;取上清液1mL于100mL量瓶中,稀释至刻度,
摇匀,过0.22μm微孔滤膜后进样分析。

1.4 UPLC-MS/MS条件

1.4.1 色谱条件 资生堂CAPCELLPAKCR色谱柱(150mm×2.0mm,5μm;C18和SCX比例为

1∶4);流动相:乙腈-含10mmol甲酸铵的0.1%甲酸溶液(体积比70∶30);流速:0.3mL/min;进样量:

1μL;柱温:40℃。

1.4.2 质谱条件 电喷雾离子源ESI+模式;多反应离子监测(MRM);喷雾电压:1.5kV;气帘气压力:

25psi;喷雾气压力:60psi;干燥气压力55psi;碰撞气:6psi;离子源温度:550℃,定性离子(Q1)、定量离

子(Q3)、解簇电压(DP)及碰撞能量(CE)见表1。

表1 辛弗林、N-甲基酪胺的质谱信息

Table1 MassspectruminformationofsynephrineandN-methyltyramine

Compound Retentiontime
(min) Q1 Mass Q3 Mass DP/V CE/V

Synephrine 6.81 152.0 121.1 35 16
N-Methyltyramine 7.65 168.1 150.2 30 12

  Q1:quantitativeion,Q2:qualitativeion.

2 结果与讨论

2.1 色谱柱的选择

比较了PhenomenexLunaC18、资生堂CAPCELLPAKCR色谱柱对辛弗林和N-甲基酪胺的分离效

果。当采用C18色谱柱时,以乙腈-0.1%甲酸溶液为流动相,即使乙腈比例降到2%,辛弗林和N-甲基酪胺

在PhenomenexLunaC18仍然几乎没有保留,保留时间小于1min,而且峰型分叉。而资生堂CAPCELL
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PAKCR色谱柱,对强极性小分子生物碱具有良好的保留效果,分析结果发现,辛弗林和N-甲基酪胺在资

生堂CAPCELLPAKCR色谱柱分离较好,峰形对称,适用于目标化合物的定性定量分析。提取离子色

谱图见图2。

图2 对照品溶液(A1、B1)和样品溶液(A2、B2)的提取离子色谱图

Fig.2 Theextractedionchromatogramsof(A1,B1)standardand(A2,B2)samplesolution
A.Synephrine,B.N-Methyltyramine.

2.2 流动相中甲酸铵浓度的选择

以乙腈为有机相,实验比较了含5mmol甲酸铵的0.1%甲酸溶液、10mmol甲酸铵的0.1%甲酸溶

液、20mmol甲酸铵的0.1%甲酸溶液为水相,对辛弗林和N-甲基酪胺的分离效果。结果表明:3个浓度

的甲酸铵均能产生较好的保留作用,随着甲酸铵浓度的增加,保留时间缩小,以10mmol甲酸铵的0.1%
甲酸溶液保留时间适中,峰型尖锐,且质谱响应受样品溶液中其他组分干扰较小。

2.3 提取方法的比较

比较了用甲醇直接提取样品后稀释进样和甲醇提取液用QuECHERS预处理管净化后稀释进样。结

果发现,采用甲醇提取液再用QuECHERS预处理管净化后稀释进样的峰面积,比甲醇直接提取后稀释进

样的峰面积大15%。推测为采用QuECHERS预处理管净化后除去了枳实提取物中部分挥发油、黄酮类

等化合物,减少了样品中其他组分对待测组分电离的影响。

2.4 质谱条件的优化

质谱条件优化过程中发现,喷雾电压对辛弗林和N-甲基酪胺影响比较大。API4000质谱仪喷雾电压通

常设置在4~5kV之间,化合物离子化效率比较高;但是,优化过程中发现,喷雾电压如设置在4~5kV辛

弗林和N-甲基酪胺质谱响应比1.5kV响应值低30%左右,考虑生物碱类成分本身就比较容易离子化,
辛弗林和N-甲基酪胺分子结构侧链较长,如果喷雾电压过高,可能部分分子在离子源就已经碎片化,导致

响应降低。因此,经过优化喷雾电压最终设置为1.5kV。

2.5 方法学研究

2.5.1 线性关系考察 精密吸取“1.2”节中间工作液,加甲醇稀释成含辛弗林和N-甲基酪胺10、25、50、

100、250、500、1000、2000ng/mL的系列标准曲线工作溶液,按“1.4”节条件分别进样1μL测试。以辛

弗林和N-甲基酪胺的峰面积为纵坐标(y),以相应浓度(x)为横坐标拟合线性回归方程,辛弗林和N-甲基

酪胺线性回归方程分别为:y=2.562×104x+1.760×106(相关系数R2=0.9981)和y=4.182×104x+
2.412×106(R2=0.9979)。结果表明,辛弗林和N-甲基酪胺质量浓度在10~2000ng/mL之间与相应峰

面积呈良好线性关系。

2.5.2 定量限与检出限 取“1.2”节中间工作液适量用甲醇稀释成辛弗林和N-甲基酪胺浓度约0.3和

1ng/mL的溶液,按“1.4”节条件进行测定,结果辛弗林和N-甲基酪胺浓度为0.3ng/mL时两峰信噪比

均大于3∶1,1.0ng/mL时两峰信噪比均大于10∶1。因此,辛弗林和N-甲基酪胺的检出限和定量限分别

为0.3ng/mL和1.0ng/mL。

2.5.3 精密度试验 取混合对照品溶液(含辛弗林和N-甲基酪胺各约500ng/mL),按“1.4”节色谱条件

连续进样6次进行分析。分别计算辛弗林和 N-甲基酪胺峰面积的相对标准偏差(RSD),结果均小于

0.5%,说明仪器精密度符合要求。

2.5.4 稳定性试验 处理好的样品溶液放置于室温,分别在0、1、3、5、10、24h进样分析,分别计算辛弗

林和N-甲基酪胺峰面积RSD,结果RSD均小于2%,说明样品溶液24h内方法稳定性良好。
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2.5.5 重复性试验 枳实药材粉末(编号:S1)按“1.3”节方法处理6份后测定RSD,结果显示,辛弗林

和N-甲基酪胺含量平均值分别为6.46mg/g和1.21mg/g,RSD分别为1.6%和2.3%,方法重复性符

合要求。

2.5.6 回收率实验 取枳实药材粉末(编号:S1)0.5g,共9份,每3份为1个水平,按低、中、高3个浓度

水平(样品中辛弗林和N-甲基酪胺含量的80%,100%,120%)分别精密加入辛弗林和N-甲基酪胺混合对

照溶液50mL后按“1.3”节方法处理后测定,结果见表2。

表2 回收率试验结果

Table2 Theresultsofrecovery
Compound Spiked(mg) Recovery(%) RSD(%)

Synephrine 2.5792,3.2240,3.8688 99.6-105.3,95.3-99.2,94.3-99.4 2.8,2.0,2.7
N-Methyltyramine 0.4840,0.6050,0.7260 103.6-105.6,100.1-103.6,102.3-105.7 1.0,2.3,1.6

2.7 多批样品分析

选取枳实样品6批,按“1.3”节方法处理6份进行UHPLC-MS/MS检测,结果见表3。由表3可知,6
批枳实辛弗林含量在3.23~6.46mg/g之间,N-甲基酪胺含量在0.51~2.13mg/g之间。

表3 样品测定结果(mg/g)
Table3 Thedeterminationresultsofrealsamples(mg/g)

Sample
Compound

synephrine N-methyltyramine
Sample

Compound
synephrine N-methyltyramine

S1 6.46 1.21 S4 5.28 1.11
S2 5.32 2.13 S5 5.43 1.30
S3 4.91 1.57 S6 3.23 0.51

3 结论

采用QuEChERS联合超高效液相色谱-串联质谱法,使用C18和SCX混合填料柱建立了测定辛弗林

和N-甲基酪胺的方法。QuEChERS预处理,相对于传统上聚酰胺柱净化枳实样品,前处理方式得到了进

一步简化;采用C18和SCX混合填料色谱柱,在不使用磷酸盐及离子对试剂的情况下,辛弗林和N-甲基酪

胺在色谱柱上有较好的保留,且峰形良好,同时采用质谱仪检测,大大节约了分析时间。该方法简便、快
速、灵敏,可为大批量枳实样品测定提供快速、可靠的检测方法,并能为开发同类小分子生物碱质谱检测方

法提供借鉴。
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DeterminationofSynephrineandN-MethylTyramine
inFrutusAurantiiImmaturusbyQuECHERSwith
UltraPerformanceLiquidChromatography-Tandem

MassSpectrometry

CHENWeikang1,ZHUYanyan1,2,LIUDehong1,YANGYisheng*1
(1.JiangxiInstituteforDrugControl,NMPAKeyLaboratoryofQualityEvaluationof

TraditionalChinesePatentMedicine,JiangxiProvinceEngineeringResearchCenterofDrug
andMedicalDeviceQuality,Nanchang330029;

2.JiangxiUniversityofChineseMedicine,Nanchang330004)

Abstract:Anultraperformanceliquidchromatography-triplequadrupolemassspectrometry(UPLC-MS/

MS)methodforthedeterminationofsynephrineandn-methyltyramineinFrutusAurantiiImmaturus
wasestablished.Thesampleswereextractedwithmethanol,andpurifiedbyQuECHERS.Theseparation
wasperformedonShiseidoCAPCELLPAKCRcolumn(2.0mm ×150mm,5μm;C18toSCXratioof
1:4),andthesamplesweredeterminedbypositiveionscanningwithmulti-reactionmonitoringmode.
Thelinearrelationshipofsynephrineandn-methyltyraminewasgoodintherangeof10-2000ng/mL
(R2>0.997).Thelimitofdetection(LOD)andlimitofquantification(LOQ)ofsynephrineandn-methyl
tyraminewere0.3ng/mLand1ng/mL,respectively.Therecoveryrangewas94.3%-105.7%,and
relativestandarddeviations(RSDs)werealllessthan3%.Thismethodavoidsusingphosphateandion
pairreagents,andonlyaddingformicacidandammoniumformateinthemobilephase.Theanalyteshave
goodretentionandveryhigh massspectralresponse.Compared withthetraditionalmethod,this
analyticalmethodisfast,simple,specific,andithasagoodapplicationvalueintheseparationand
detectionoflargepolaralkaloids.
Keywords:UPLC-MS/MS;Ionexchangeand C18hybridcolumn;Synephrine;N-Methyltyramine;

QuECHERS
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