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钩藤代煎液中 6 种生物碱的稳定性研究 
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摘要：目的  建立超高效液相色谱串联质谱法(UHPLC-MS/MS)测定钩藤代煎液中钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去

氢钩藤碱、毛钩藤碱和去氢毛钩藤碱的含量，考察不同储存条件对有效成分的放置稳定性的影响。方法  采用 UHPLC-MS/ 
MS，流动相为乙腈-0.1%甲酸水溶液，线性梯度洗脱，流速为 0.4 mL·min–1，柱温为 30 ℃；进样量为 2 μL，质谱检测采

用动态多反应离子检测模式；考察不同储存温度和储存时间对钩藤代煎液中 6 种有效成分稳定性的影响。结果  钩藤碱、

异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱和去氢毛钩藤碱运用本法被成功分离，且在相应浓度范围内线性关系

良好，其精密度、重复性、稳定性和加样回收率均良好；低温储存的药液 14 d 内 6 种生物碱基本稳定，常温储存 3 d 内

基本稳定，高温储存较不稳定。结论  所建立的 UHPLC-MS/MS 稳定、快速、重复性好，可用于测定钩藤代煎液中 6 种

有效成分的含量；冷藏有利于钩藤代煎液的稳定性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop an ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
(UHPLC-MS/ MS) method for determination of hynchophylline, isorhynchophylline, isocorynoxeine, corynoxeine, hirsutine and 
hirsuteine in Uncaria decoction, and investigate the effect of different storage conditions on the stability of active ingredients. 
METHODS  An UHPLC-MS/MS method was established to investigate the effects of different storage temperature and time on 
the stability of six active components in Uncaria decoction. Separation was performed with a gradient mobile phase system of 
acetonitrile-0.1% formic water solution, the flow rate was 0.4 mL·min–1, the temperature of column was 30 ℃, the injection 
volume was 2 μL, the MS detection was dynamic multiple reaction monitoring mode. The effects of different storage temperature 
and time on the stability of six active components in Uncaria decoction was investigated. RESULTS  Rhynchophylline, 
isorhynchophylline, corynoxeine, isocorynoxeine, hirsutine and hirsuteine were successfully separated using this method, with 
good linear relationship in the corresponding concentration range. The precision, repeatability, stability and recovery rate were 
good. The six alkaloids were basically stable within 14 d under low temperature storage, basically stable within 3 d under normal 
temperature storage, and not stable under high temperature storage. CONCLUSION  The UHPLC-MS/MS method is stable, 
rapid and reproducible. It can be used to determine the contents of six effective components in Uncaria decoction. Cold storage is 
beneficial to the stability of Uncaria decoction. 
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钩藤为茜草科钩藤 Uncaria rhyunchophylla 
(Miq.) Miq.ex Havil.、钩藤 Uncaria macrophylla 
Wall.、毛钩藤 Uncaria hirsuta Havil.、华钩藤 
Uncaria sinensis (Oliv.) Havil.或无柄果钩藤

Uncaria sessilifructus Roxb.的干燥带茎枝，功能与

主治主要为息风定惊，清热平肝。用于肝风内动，

惊痫抽搐，高热惊厥，感冒夹惊，小儿惊啼，妊

娠子痫，头痛眩晕等症的治疗[1]。钩藤中有效成分

为钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤

碱、毛钩藤碱和去氢毛钩藤碱等生物碱成分，具

有抗高血压、抗炎、神经保护等药理作用[1-2]。临

床上常使用自动煎药机代替人工煎煮中药，而中
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药处方中经常有“先煎”“后下”的药材，一般先

按要求煎煮制备成小包装中药代煎液，用时加到

复方中混合。代煎液的储藏温度和时间都会影响

药效成分的稳定性从而降低复方汤剂的药效。钩

藤作为“后下”中药材，目前并没有代煎液质量

控制过程研究报道，缺少有效的质量监管措施，

难以保证其临床疗有效性。 
目 前 钩 藤 中 生 物 碱 含 量 测 定 方 法 主 要 有

HPLC[3]、液质联用法等[4]，上述已报道的方法存

在分析时间较长、检测限不足等诸多局限。本研

究所建立的 UHPLC-MS/MS 具有灵敏度高、准确

度好、快速等优点，该方法采用了更小的粒径色

谱柱，提高色谱分离度、灵敏分析准确度、可获

得良好的重现性，更适合有效成分的定量分析和

稳定性等研究[5-6]。本研究将以中国药典 2020 年版

中 分 析 方 法 验 证 指 导 原 则 为 依 据 ， 建 立

UHPLC-MS/MS 定量法，测定钩藤代煎液中 6 种

有效成分(钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去

氢钩藤碱、毛钩藤碱和去氢毛钩藤碱)的含量，考

察代煎液在不同温度长期储存条件下有效成分含

量的变化，为保障钩藤代煎液的质量控制和临床

疗效提供依据。 
1  仪器与试剂 

Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS
超高效液相色谱仪(Agilent 科技有限公司)；十万分

之一电子天平(梅特勒-托利多公司)；SK7200H 超

声波清洗器(上海科导超声仪器有限公司)；DK-320
电热恒温水槽(上海精宏实验设备有限公司)；高速

离心机(赛默飞世尔科技有限公司)。 
对照品钩藤碱(批号：4894；纯度：99.0%)、

异钩藤碱(批号：6899；纯度：99.3%)、去氢钩藤

碱(批号：4075；纯度：98.9%)、异去氢钩藤碱(批
号：4175；纯度：99.7%)、毛钩藤碱(批号：6068；

纯度：98.5%)、去氢毛钩藤碱(批号：6070；纯度：

98.5%)均购自上海诗丹德标准技术服务有限公司；

钩藤代煎液(批号：210201，230327，230329，230403)
购自上海市宝山区罗店医院中药房；卡马西平(内
标，德国 Dr.Ehrenstorfer，批号：G171923；纯度：

99.5%)。甲醇、乙腈和甲酸均为色谱纯，购自霍尼

韦尔公司，水为双蒸纯水。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色 谱 柱 为 Agilent Poroshell 120 EC-C18 

(2.1 mm×150 mm，2.7 μm)，流动相：0.1%甲酸水

溶液(A)-乙腈(B)；线性梯度洗脱，洗脱程序如下：

0~2.5 min ， 20%B ； 2.5~3 min ， 20%→65%B ；

3~5 min，65%→80%B；流速：0.4 mL·min–1，平

衡时间：3 min，柱温：30 ℃；进样量：2 μL。 
2.2  质谱条件 

采 用 AJS ESI 动 态 多 反 应 离 子 监 测 模 式

(DMRM)进行二级扫描；离子源参数设置：干燥气

温度 300 ℃；干燥气流速 7 L·min–1；雾化器压力

40 psi(1 psi=6 894.7 Pa)；鞘气温度 350 ℃；鞘气流

速 11 L·min–1；毛细管电压 4 000 V；6 种成分及内

标的质谱参数及保留时间见表 1，化学结构式见图

1，典型 MRM 色谱图见图 2。 
 

表 1  6 种钩藤类生物碱及内标的质谱参数 
Tab. 1  Mass spectrometric parameters of six rhynchophylline 
alkaloids and internal standard 

成分 母离子 子离子 电压/V 碰撞电压/eV 保留时间/min

钩藤碱 385.2 160.0 180 37 4.3 

异钩藤碱 385.2 241.1 190 33 3.3 

去氢钩藤碱 383.2 160.0 170 37 3.5 

异去氢钩藤碱 383.2 160.0 170 37 2.7 

毛钩藤碱 369.2 144.0 180 35 4.5 

去氢毛钩藤碱 367.2 144.0 170 37 4.5 

卡马西平* 237.1 194.1 150 17 4.6 

注：*为内标。 
Note: *as the internal standard. 

 

2.3  溶液的制备 
2.3.1  对照品储备液  精密称取钩藤碱、异钩藤

碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱、去氢

毛钩藤碱、卡马西平对照品 10.0 mg，置于 10 mL
量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，分别得

到质量浓度为 1.00 mg·mL–1 的 7 种对照品储备液。

精密移取对照品储备液适当体积于 10 mL 量瓶中，

用甲醇进行逐级梯度稀释，配成混合对照品系列溶

液，质量浓度分别为钩藤碱 2.5~100 ng·mL–1，异钩

藤碱 2.5~20 ng·mL–1，去氢钩藤碱 2.5~100 ng·mL–1，

异 去 氢 钩 藤 碱 1~40 mg·mL–1 ， 毛 钩 藤 碱 7.5~ 
300 ng·mL–1，去氢毛钩藤碱 15~600 ng·mL–1，卡马

西平对照品溶液单独配置质量浓度为 100 ng·mL–1，

上述溶液保存于 4 ℃冰箱待用。 
2.3.2  供试品溶液的制备及前处理  取适量钩藤

代煎液稀释 200 倍，经 12 000×g 高速离心 5 min，

取上清液即得钩藤代煎液供试品溶液；取供试品溶

液 900 μL，加入内标溶液 100 μL，混匀，待分析。 
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图 1  6 种钩藤碱类生物碱及内标化学结构式 
A−钩藤碱；B−异钩藤碱；C−去氢钩藤碱；D−异去氢钩藤碱；E−毛钩藤碱；F−去氢毛钩藤碱；G−卡马西平。 
Fig. 1  Chemical structural formulas of six rhynchophylline alkaloids and internal standard  
A−rhynchophylline; B−isorhynchophylline; C−corynoxeine; D−isocorynoxeine; E−hirsutine; F−hirsuteine; G−carbamazepine. 
 

 
 

图 2  6 种指标性成分及内标的典型色谱图 
1−钩藤碱；2−异钩藤碱；3−异去氢钩藤碱；4−去氢钩藤碱；5−毛钩藤碱；6−去氢毛钩藤碱；7−卡马西平。 
Fig. 2  Typical chromatograms of 6 index components and internal standard 
1−rhynchophylline; 2−isorhynchophylline; 3−isocorynoxeine; 4−corynoxeine; 5−hirsutine; 6−hirsuteine; 7−carbamazepine. 
 
2.4  标准曲线及线性关系考察 

分别精密移取“2.3.1”项中配置好的混合对

照品系列溶液 900 μL，加入内标溶液 100 μL，混

匀，按“2.1”和“2.2”项下 UHPLC-MS/MS 条件

进样分析，记录色谱图，计算各成分与内标峰面

积的比值。以添加浓度为横坐标(X)，各成分与内

标峰面积的比值为纵坐标(Y)，进行线性回归。以

信噪比(S/N)>10 作为定量下限，S/N>3 作为检测下

限。检测限、定量限、回归方程、线性范围及相

关系数见表 2，结果表明 6 种成分在相应的线性范

围内呈良好的线性关系。 
2.5  仪器精密度试验 

取混合对照品低(钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩 
藤碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱、去氢毛钩藤碱

的质量浓度分别为 10，2，10，4，30，60 ng·mL–1)、
中(质量浓度分别为 25，5，25，10，75，150 ng·mL–1)、
高 (质量浓度分别为 50，10，50，20，150，

300 ng·mL–1)3 个浓度，按“2.3.2”项下方法处理 
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表 2  钩藤代煎液中 6 种指标性成分的标准曲线(n=5) 
Tab. 2  Standard curve of six index components in Uncaria Decoction(n=5) 

化合物 回归方程 r2 线性范围/ng·mL–1 检测限/ng·mL–1 定量限/ng·mL–1 

钩藤碱 Y=6.656×10–3X – 1.051×10–3 0.999 7 2.5~100 0.1 1 
异钩藤碱 Y=4.280×10–3X – 2.19×10–4 0.999 6 0.5~20 0.2 0.5 
去氢钩藤碱 Y=7.338×10–3X – 7.01×10–4 0.999 6 2.5~100 0.1 1 
异去氢钩藤碱 Y=3.220×10–3X + 3.553×10–3 0.999 6 1~40 0.1 1 
毛钩藤碱 Y=5.868×10–3X + 1.408 6×10–2 0.995 8 7.5~300 0.15 0.3 
去氢毛钩藤碱 Y=5.553×10–3X + 1.566 8×10–2 0.989 7 15~600 0.15 0.3 

 

样品，并按“2.1”和“2.2”项下 UHPLC-MS/MS
条件进样分析，连续 3 d 测定，记录各成分色谱峰

面积，计算浓度，考察日内和日间精密度，结果

钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、

毛钩藤碱、去氢毛钩藤碱在低浓度下的日内精密

度 RSD 值分别为 1.0%，0.99%，0.54%，5.7%，

0.77%，0.92%(n=3)，日间精密度 RSD 值分别为

3.7%，1.1%，2.0%，3.9%，2.2%，2.5%；中浓度

下的日内精密度 RSD 值分别为 1.2%，0.92%，

0.75%，0.70%，1.3%，1.2%(n=3)，日间精密度

RSD 值分别为 3.4%，1.4%，0.84%，2.6%，1.5%，

1.6%；高浓度下的日内精密度 RSD 值分别为

0.65%，0.72%，0.94%，1.3%， 0.53%，0.69%(n=3)，
日间精密度 RSD 值分别为 1.7%，0.99%，0.75%，

1.2%，0.75%，0.90%；结果显示该方法精密度符

合方法学要求，仪器精密度良好。 
2.6  重复性试验 

精密取同一批钩藤代煎液，共 6 份，按“2.3.2”

项下方法操作制备供试品溶液，按“2.1”和“2.2”

项下 UHPLC-MS/MS 条件进样分析，记录各成分

色谱峰面积，计算浓度，钩藤碱、异钩藤碱、去

氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱、去氢毛钩

藤碱的质量浓度分别为 28.49，6.12，28.17，8.24，

75.26，146.90 ng·mL–1，RSD 分别为 1.4%，2.3%，

1.2%，1.1%，0.55%，0.51%，结果表明该方法的

重复性良好。 
2.7  稳定性试验 

精密移取“2.6”项下供试品溶液，分别在 0，

4，8，12，24 h 测定供试品溶液中钩藤碱、异钩

藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱、

去氢毛钩藤碱的含量，考察供试品常温放置稳定

性，钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩

藤碱、毛钩藤碱、去氢毛钩藤碱的 RSD 分别为

2.0%，1.3%，0.81%，5.0%，0.21%，0.41%，结

果表明样品溶液在 24 h 内稳定性良好。 
2.8  加样回收率试验 

精密量取钩藤代煎液供试品溶液，加入适量

对照品溶液，平行操作 6 份，按“2.3.2”项下方

法制备溶液，测定钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤

碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱、去氢毛钩藤碱的

含量，计算加样回收率，结果见表 3，结果表明该

方法回收率良好。 
 

表 3  加样回收试验结果 
Tab. 3  Experimental results of sample addition and 
recovery 

成分
取样量/ 

μL 
样品量/ 

ng 
加入

量/ng
测得量/ 

mg 
回收率/ 

% 
平均回

收率/%
RSD/

%

钩藤碱

1 000 28.49 25 53.24 99.0 

105.5 2.9 

1 000 28.49 25 54.42 103.7 
1 000 28.49 25 54.52 104.1 
1 000 28.49 25 55.00 106.0 
1 000 28.49 25 55.25 107.0 
1 000 28.49 25 55.24 107.0 

异钩藤碱

1 000 6.12 5 11.34 104.4 

103.1 4.0 

1 000 6.12 5 10.97 97.0 
1 000 6.12 5 11.08 99.2 
1 000 6.12 5 11.30 103.6 
1 000 6.12 5 11.45 106.6 
1 000 6.12 5 11.50 107.6 

去 氢 钩

藤碱

1 000 28.17 25 54.65 105.9 

103.7 4.6 

1 000 28.17 25 54.41 105.0 
1 000 28.17 25 52.29 96.5 
1 000 28.17 25 52.95 99.1 
1 000 28.17 25 54.84 106.7 
1 000 28.17 25 55.37 108.8 

异去氢钩

藤碱

1 000 8.24 10 18.11 98.7 

101.5 3.1 

1 000 8.24 10 18.04 98.0 
1 000 8.24 10 18.31 100.7 
1 000 8.24 10 18.35 101.1 
1 000 8.24 10 18.62 103.8 
1 000 8.24 10 18.88 106.4 

毛钩藤碱

1 000 75.26 75 148.84 98.1 

99.8 2.5 

1 000 75.26 75 149.92 99.5 
1 000 75.26 75 150.62 100.5 
1 000 75.26 75 147.57 96.4 
1 000 75.26 75 150.46 100.3 
1 000 75.26 75 153.06 103.7 

去氢毛钩

藤碱

1 000 146.90 150 298.82 101.3 

103.3 4.1 

1 000 146.90 150 300.16 102.2 
1 000 146.90 150 291.86 96.6 

1 000 146.90 150 304.57 105.1 

1 000 146.90 150 306.05 106.1 

1 000 146.90 150 309.94 108.7 
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2.9  钩藤代煎液 6 种生物碱含量测定 
取 3 批次钩藤代煎液于当日测定 6 种指标性

成分的含量，按“2.3.2”项下方法操作制备溶液，

按“2.1”和“2.2”项下 UHPLC-MS/MS 条件进样

分析，计算指标性成分的含量，结果见表 4，3 批

次钩藤代煎液质量稳定。 
2.10  钩藤代煎液长期稳定性试验 

取 3 袋钩藤代煎液于当日(第 0 天)测定 6 种指

标性成分的含量，按“2.3.2”项下方法操作制备

溶液，按“2.1”和“2.2”项下 UHPLC-MS/MS 条

件进样分析，计算指标性成分的含量。剩余袋装

药液分组保存在 4 ℃(冷藏组)，20 ℃(常温组)，
35 ℃(高温组)恒温条件下，1，3，7，14，21，28 d

后重复上述步骤，检测指标性成分的含量，考察

环境温度和放置时间对指标性成分稳定性的影

响。应用 SPSS 19.0 软件进行统计分析，数据以 
sx ± 表示，多组间差异比较采用单因素方差分析，

两组间差异比较采用 LSD 法，检验水准(α)为 0.05。

结果见表 5，与储存第 0 天相比，低温存储 21，

28 d，常温储存 7，14，21，28 d 及高温储存 1，3，

7，14，21，28 d 后部分钩藤生物碱的含量显著性

降低(P<0.05)。 
3  讨论 
3.1  被测成分的选择 

本研究所选取钩藤中 6 种单萜吲哚生物碱成分

具有多种药理活性作用，可以作为指标性成分考察 
 
表 4  钩藤代煎液 6 种指标性成分的含量测定结果 
Tab. 4  Contents determination result of six index components in Uncaria decoction ng·mL–1 

批号 钩藤碱 异钩藤碱 去氢钩藤碱 异去氢钩藤碱 毛钩藤碱 去氢毛钩藤碱 总钩藤类生物碱 

230327 31.25 7.56 27.56 8.54 66.87 148.57 290.35 

230329 28.98 6.55 26.54 7.67 61.47 139.77 270.98 

230403 28.61 7.10 25.68 7.87 59.78 135.57 264.61 
 

表 5  不同条件下钩藤代煎液中 6 种指标性成分的含量( sx ± ，n＝3) 
Tab. 5  Contents of six index components in Uncaria decoction under different conditions( sx ± , n＝3)        ng·mL–1 

组别 成分 0 d 1 d 3 d 7 d 14 d 21 d 28 d 

冷藏组 

钩藤碱 29.86±0.34 29.47±0.87 29.22±1.05 28.43±1.26 29.05±0.41 27.21±1.95 26.52±3.581) 

异钩藤碱 6.33±0.06 6.28±0.10 6.23±0.27 6.22±0.07 6.23±0.29 5.56±0.681) 5.40±0.741) 

去氢钩藤碱 29.54±0.14 29.01±0.67 29.29±1.17 28.23±0.99 28.88±0.60 27.38±1.18 27.57±3.10 

异去氢钩藤碱 8.65±0.32 8.11±0.19 8.23±0.22 8.21±0.13 8.52±0.24 7.55±0.941) 7.57±0.421) 

毛钩藤碱 60.09±0.23 60.41±2.75 58.97±4.37 60.52±2.20 59.04±1.35 56.92±3.24 56.62±2.79 

去氢毛钩藤碱 147.52±0.88 146.92±4.86 142.49±6.24 140.51±4.53 141.50±1.84 138.27±5.35 132.72±19.87 

总钩藤类生物碱 281.98±1.22 280.20±7.16 274.44±11.62 272.11±8.8 273.23±4.61 262.89±4.53 256.40±24.271)

常温组 

钩藤碱 29.86±0.34 29.65±1.10 28.28±0.19 25.21±1.111) 26.09±0.361) 24.81±1.341) 23.70±1.721) 

异钩藤碱 6.33±0.06 6.31±0.13 6.14±0.35 5.29±0.231) 5.46±0.081) 4.90±0.251) 4.73±0.351) 

去氢钩藤碱 29.54±0.14 28.71±0.13 27.82±1.35 26.14±0.831) 26.91±1.911) 26.98±0.991) 26.65±1.541) 

异去氢钩藤碱 8.65±0.32 8.27±0.39 8.16±0.19 7.30±0.471) 7.21±0.461) 6.00±1.021) 6.26±0.331) 

毛钩藤碱 60.09±0.23 58.49±1.36 57.15±2.37 59.42±1.83 57.33±2.201) 51.99±3.111) 50.73±4.051) 

去氢毛钩藤碱 147.52±0.88 142.70±2.77 139.05±7.84 124.85±9.061) 122.74±4.681) 116.69±9.391) 111.77±13.51) 

总钩藤类生物碱 281.98±1.22 274.14±2.86 266.61±4.52 248.2±11.081) 245.74±7.031) 231.35±9.521) 223.84±20.911)

高温组 

钩藤碱 29.86±0.34 29.81±0.47 29.05±0.25 24.33±1.231) 24.84±1.501) 24.23±2.41) 22.92±1.221) 

异钩藤碱 6.33±0.06 6.18±0.14 5.82±0.061) 5.01±0.071) 5.07±0.051) 4.93±0.221) 4.56±0.261) 

去氢钩藤碱 29.54±0.14 29.24±0.71 28.44±1.80 25.81±1.021) 25.18±2.041) 24.34±1.651) 23.62±0.911) 

异去氢钩藤碱 8.65±0.32 8.13±0.31 8.10±0.13 7.21±0.811) 5.50±0.231) 4.79±0.201) 4.66±0.531) 

毛钩藤碱 60.09±0.23 60.58±1.23 56.43±0.38 56.21±2.29 50.94±1.811) 50.06±4.171) 48.95±4.111) 

去氢毛钩藤碱 147.52±0.88 143.07±2.74 137.50±5.381) 118.69±2.171) 117.30±5.431) 115.77±5.781) 109.8±5.991) 

总钩藤类生物碱 281.98±1.22 277.02±2.911) 265.34±5.611) 237.27±2.431) 228.83±4.511) 224.13±2.001) 214.52±11.111)

注：与第 0 天比较，1)P<0.05。 
Note: Compared with the 0 day, 1)P<0.05. 
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钩藤代煎药液的稳定性。其中钩藤碱的药理作用研

究较多，具有保护中枢神经系统、保护心肌、抗炎、

平喘作用等[1-2,7-10]。毛钩藤碱具有保护心血管、抗

肿瘤等药理作用[11-12]。钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩

藤碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱和去氢毛钩藤碱均

具有逆转肿瘤多药耐药活性作用[2,13]。 
3.2  稀释倍数的确定 

钩藤代煎液中不同成分的含量差异较大，不

同稀释倍数处理后进样，部分成分超出标准曲线

线性范围。如毛钩藤碱和去氢钩藤碱含量较高，

高浓度样品进入质谱离子源时，自身离子抑制造

成相应饱和，扩大线性范围会导致线性方程 r 系数

不达标；而异钩藤碱含量较低，过度稀释使其浓

度不能达到定量限。因此，本实验针对稀释倍数

进行了探索，钩藤代煎液稀释 200 倍处理后，6 种

指标性成分的浓度均在线性范围内。 
3.3  色谱、质谱条件的优化 

本研究所选取的待测成分中，钩藤碱和异钩

藤碱、去氢钩藤碱和异去氢钩藤碱为同分异构体。

由于同分异构体之间极性差异较小，在色谱柱中

较难分离，这给含量测定带来难度。为解决这一

难题，本研究从各方面进行条件优化。在质谱离

子对选择上，钩藤碱和异钩藤碱、去氢钩藤碱和

异去氢钩藤碱的二级碎片离子中未存在特异性离

子，无法通过选择特异性离子对图谱进行分析，

通过尝试 Agilent Zorbax C18、Agilent TC-C18、

CAPCELL PAK C18 MGS3 等不同色谱柱，甲酸水、

水、乙腈甲醇不同流动相体系，以及调节水相

10%~90%梯度比例，使得同分异构体成分在色谱

柱中达到基线分离，互不干扰。最终该实验条件

下的含量测定方法成功应用于钩藤代煎液中 6 种

钩藤类生物碱的含量测定。 
3.4  钩藤代煎液储存稳定性 

低温储存的药液 14 d 内稳定，储存 28 d 后，

总钩藤类生物碱浓度发生显著性降低，降低至最

初浓度的 90.92%，其中显著性下降的成分钩藤碱、

异钩藤碱、异去氢钩藤碱储存 28 d 后浓度分别降

低至最初浓度的 88.88%，85.30%，87.51%。常温

储存的药液 3 d 内稳定，储存 7 d 后总钩藤类生物

碱浓度开始发生显著性降低，储存 28 d 后降低至

最初浓度的 79.38%，其中钩藤碱、异钩藤碱、去

氢钩藤碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱、去氢毛钩

藤碱分别降低至最初浓度的 79.37%，74.72%，

90.22%，72.37%，84.42%，75.67%。高温储存的

药液较为不稳定，储存 1 d 后总钩藤类生物碱浓度

开始发生显著性降低，储存 28 d 后降低至最初浓

度的 76.08%。其中钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤

碱、异去氢钩藤碱、毛钩藤碱、去氢毛钩藤碱分

别降低至最初浓度的 76.75%，72.04%，79.96%，

53.87%，81.46%，74.43%。低温组钩藤生物碱浓

度虽有下降，但总体上 28 d 内仍保持较高浓度，6
种成分含量均在初始浓度的 85%以上，药理活性

影响较小，能保持其心血管保护、抗肿瘤活性作

用。常、高温组储存 28 d 后，总钩藤生物碱丢失> 
20%，尤其是异去氢钩藤碱，其含量最低至初始的

53.87%，逆转肿瘤多药耐药活性受较大影响。 
由此可见，低温保存的钩藤预煎药液较稳定，

冷藏有利于钩藤代煎液的稳定性，较高的温度不

利于药液的保存。在笔者所在医院对代煎企业的

日常质控中发现代煎中药成品通常室温储存，且

部分成品储存时间超过本研究药液成分稳定的期

限，不当的储存环境和超期限的储存可能影响其

临床疗效，这为医疗机构对代煎企业的监管起警

示作用。 
总之，中药饮片被煎煮加工成为液体形态，

往往比固体形态更加不稳定，其活性成分的稳定

性决定中药代煎液的储存环境和保质期限，为了

使医疗机构对代煎企业开展更好的质量监控，本

研究以钩藤代煎液为例，建立了 6 种钩藤类生物

碱活性成分的 UHPLC-MS/MS 含量测定方法，该

方法能够快速、准确地对代煎液进行含量测定，

可以应用于钩藤代煎液中钩藤生物碱的稳定性研

究。该研究有助提高医疗机构对企业的代煎业务

监管能力，并从有效成分含量的角度为代煎液质

量控制体系的制定提供数据支持。 
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