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摘要：该研究建立了超高效液相色谱-串联三重四极杆串联质谱法（UPLC-QQQ-MS/MS）同时测定细辛中 4 种马兜铃酸的分析

方法。样品用 70%甲醇溶解，通过超声提取，采用 Waters ACQUITY UPLC HSS T3（2.1 mm×100 mm×1.8 μm）色谱柱，以 0.1%甲酸

水溶液-甲醇为流动相梯度洗脱分离，流速 0.3 mL/min，柱温 40 ℃，采用电喷雾离子源（ESI），正离子模式扫描，多反应监测模式

（MRM），对马兜铃酸 A，马兜铃酸 B，马兜铃酸 C，马兜铃酸 D 进行检测。结果表明马兜铃酸 A，马兜铃酸 B，马兜铃酸 C，马兜

铃酸 D 在 4~100 μg/L 浓度范围内线性关系均良好（r≥0.995），检出限分别为 3.00 μg/kg、5.00 μg/kg、25.00 μg/kg、20.00 μg/kg，加标

回收率在 91.97%~106.40%之间，RSD≤4.24%（n=9）。该方法专属性强，准确度和精密度高，线性范围广，适用于细辛中马兜铃酸 A，

马兜铃酸 B，马兜铃酸 C，马兜铃酸 D 四种物质的同时检测，检测结果表明，细辛及含细辛的中成药中含有一定量的马兜铃酸 A 和

马兜铃酸 D，均不含有马兜铃酸 B 和马兜铃酸 C，该数据对细辛日常食用及药用安全、以及细辛类中成药的质量控制提供科学依据。 
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Abstract: In this study, an analytical method for the simultaneous determination of four aristolochic acids in asarum by ultra-high 

performance liquid chromatography-tandem triple quadrupole mass spectrometry (UPLC-QQQ-MS/MS) was established. The samples were 

dissolved with 70% methanol, extracted ultrasonically, and separated on a Waters ACQUITY UPLC HSST3 chromatographic column (2.1 

mm×100 mm×1.8 μm) using 0.1% formic acid in water -methanol as the mobile phase in gradient elution. The flow rate was 0.3 mL/min, and 

the column temperature was 40 ℃. Aristolochic acid A, aristolochic acid B, aristolochic acid C and aristolochic acid D were analyzed using 

electrospray ionization (ESI), positive ion mode scanning and multiple reaction monitoring mode (MRM). Results showed that aristolochic acid  
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A, aristolochic acid B, aristolochic acid C and aristolochic acid D showed good linear relationships within the concentration range of 4~100 μg/L 

(r≥0.995). The detection limits were 3.00 μg/kg, 5.00 μg/kg, 25.00 μg/kg and 20.00 μg/kg, respectively, with the spiked recoveries ranging from 

91.97% to 106.40% and RSD≤4.24% (n=9). The method had high specificity, accuracy, precision and wide linear range, and is suitable for 

simultaneous determination of aristolochic acids A, aristolochic acid B, aristolochic acids C, aristolochic acids D in asarum. The test results 

show that asarum and asarum-containing Chinese traditional medicine had certain amounts of aristolochic acid A and aristolochic acid D, but 

did not contain aristolochic acid B and aristolochic acid C. The data provide a scientific basis for safe daily consumption and medicinal use of 

asarum, and the quality control of asarum-containing Chinese traditional medicines. 

Key words: aristolic acids; ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; asarum 

 
马兜铃酸是一类硝基菲羧酸，主要存在于马兜铃

科的马兜铃属和细辛属植物中[1-4]。在我国马兜铃科植

物经过炮制解毒入药已有几千年历史，在南朝时期唐

甑所著的《药性论》中，就有马兜铃的入药记载，如

马兜铃性平，能主肺气上急，坐息不得，主咳逆连连

不可止[5,6]。1964 年，吴松寒[7]对 2 例急性肾衰竭的患

者进行诊断发现，均是因为大剂量服用关木通所导致。

1992 年，比利时病理医师对两位肾功能不全者的患者

研究发现，他们均在同一家减肥诊所接受减肥治疗，

随后研究人员对他们服用的减肥胶囊进行成分检查

测，被证实减肥胶囊种含有马兜铃科植物广防己。同

时也从受害者的肾组织种分离出马兜铃-DNA 加合

物，该事件被国际医学界关注，继而对马兜铃酸展开

全面研究，并被称为“马兜铃酸肾病”[8-10]。2012 年国

际癌症研究组织将马兜铃酸及含有马兜铃酸的植物被

列为一类致癌物[11,12]。近年，对多瑙河地区性家族性

肾病研究发现，马兜铃酸随着植物腐烂进入土壤后能

够抵制植株中酶体系及土壤微生物对其的分解作用，

被土壤种植的植物吸收而产生富集[13,14]，因此马兜铃

酸不单是一种药源性疾病，同时还是环境污染所致的

食源性疾病。2020 年版《中国药典》收录的细辛，不

单作为中药材用于中医，并且在民间作为一种煲汤食

材用于温肺止咳化痰、益气祛风、散寒止痛的食疗方

法。 
目前马兜铃酸的检测方法主要是色谱，包括薄层

色谱、高相液相色谱、液质联用等，其中薄层色谱主

要用于定性[15,16]；高相液相色谱可以用于定性和定量
[17-20]，但是由于中药材成分的复杂性，在分离过程中

很难排除其他成分的干扰，存在一定的局限性；液质

可以准确地用于定性和定量，但是目前关于液质检测

马兜铃酸的含量，主要集中在含量较高毒性最强的马

兜铃酸 A 上[21-26]。随着对马兜铃酸结构进一步研究后

发现，马兜铃酸主要结构除了马兜铃酸 A 以外，还有

马兜铃酸 B、马兜铃酸 C、马兜铃酸 D，其结构差异

主要是甲氧基或者羟基的位置不同[27]。马兜铃酸的毒

性与其结构有关，硝基是马兜铃酸类衍生物中最主要

的毒性基团，此外羟基的存在可以使马兜铃酸的毒性

进一步加强，其中马兜铃酸 A 的毒性最强，马兜铃酸

B 也具有一定毒性，而其他成分的肾毒性和致癌性差

异尚不明确[28]。因此建立同时测定马兜铃酸 A、马兜

铃酸 B、马兜铃酸 C、马兜铃酸 D 的液质方法，并对

目前市售细辛及含有细辛的 8 种中成药中四种马兜铃

酸含量进行分析，对细辛的食用及药用安全，以及及

含细辛中成药的质量控制具有重要意义。 
超高相液相色谱（UPLC）相对于高效液相色谱，

其可以在工作压力超过 6000 psi 或工作温度超过环境

温度的下应用，可以使用填充颗粒更小的色谱柱，不

仅可以实现更高的分辨率，同时还能缩短整体的分析

时间。质谱分析具有灵敏度高，准确性好，定性和定

量能同时准确检测等优点。三重四级杆质谱仪利用母

离子和子离子的共同特征，定量选择性高。因此，本

文建立了同时快速测定中药材中马兜铃酸 A、B、C、
D 四种物质的超高相液相色谱串联三重四级杆质谱法

（UPLC-QQQ-MS/MS），并对 9 个样品中四种物质的

含量进行测定。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

甲醇、甲酸，均为色谱纯，德国 Merck 公司；马

兜铃酸 A（CAS：313-67-7），罗恩试剂；马兜铃酸 B
（CAS：475-80-9）、马兜铃酸 C（CAS：4849-90-5）、
马兜铃酸 D（CAS：17413-38-6）标准品均购于中国

广州测试中心；9 种试验用药，市售。 
岛津 LC-30A 超高效液相色谱仪，日本岛津；高

效液相色谱-串联质谱仪，美国 AB Sciex 公司；AB 
Sciex 5500 三重四级杆质谱仪，（配备电喷雾离子源

（ESI），software version: Analyst.7.1），美国 AB SCIEX
公司；十万分之一电子天平，美国梅特勒公司；高速

台式冷冻离心机，湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；

涡漩振荡仪，德国 IKA 公司；超声波清洗器，昆山市

超声仪器有限公司。 
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1.2  实验方法 

1.2.1  液相色谱条件 
表1 流动相梯度洗脱程序表 

Table 1 Mobile phase gradient elution program 

时间/min 甲醇/% 0.1%甲酸水/% 

1.0 45.0 55.0 

3.0 75.0 25.0 

5.0 75.0 25.0 

6.0 45.0 55.0 

7.0 45.0 55.0 

色谱柱：Waters ACQUITY UPLC HSS T3（2.1 

mm×100 mm×1.8 μm）；流动相：甲醇，含 0.1%甲酸

水溶液，梯度洗脱。梯度洗脱参数见表 1；流速：0.3 
mL/min；柱温：40 ℃；进样体积：5 μL。 
1.2.2  质谱条件 

离子源：电喷雾离子源（ESI+源）；检测方式：

多反应监测（MRM）；扫描方式：正离子模式扫描[29]；

气帘气（CUR）：30 μL/min；离子化电压（IS）：5500 
V；离子源温度（TEM）：550 ℃；喷雾器（GS1）：50 
psi；辅助加热器（GS2）：50 psi；喷撞气（CAD）：9 psi；
碰撞电池入口电压（EP）：10 V；碰撞电池出口电压

（CXP）：13 V；倍增光电压（CEM）：2100 V；采用

多反应监测（MRM）模式采集数据，质谱参数见表 2。 
表2 马兜铃酸A、B、C、D质谱分析参数 

Table 2 The MS condition for determination of four aristolochic acids 

化合物 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压/V 碰撞能量/V 

马兜铃酸 A 4.26 359.100 
[M+H]+ 

298.100* 65 16 

324.100 65 20 

马兜铃酸 B 4.06 329.000 
[M+H]+ 

294.100* 65 20 

268.000 65 18 

马兜铃酸 C 2.66 345.200 
[M+H]+ 

282.000* 60 23 

310.000 60 23 

马兜铃酸 D 3.03 375.000 
[M+H]+ 

297.000* 65 43 
312.000 65 23 

注：*定量离子对。质谱条件仅供参考，当采用不同质谱仪器时，仪器参数可能存在差异，测定前应将质谱参数优化到最佳。 

1.2.3  对照品溶液的制备 
（1）标准储备液：精密称取马兜铃酸 A、马兜铃

酸 B、马兜铃酸 C、马兜铃酸 D 各 0.0050 g（精确至

0.00001 g），置于 100.00 mL 容量瓶中，用甲醇溶解并

稀释至刻度，摇匀，配制成浓度为 50.00 mg/L 标准储

备液，4 ℃保存。 
（2）混合标准中间液：分别准确量取 0.20 mL 马

兜铃酸 A、马兜铃酸 B、马兜铃酸 C、马兜铃酸 D 上

述标准储备液，置于 10.00 mL 容量瓶中，用甲醇稀释

至刻度，摇匀，制成马兜铃酸 A、马兜铃酸 B、马兜

铃酸 C、马兜铃酸 D 浓度为 1.00 µg/mL 的混合标准中

间液，4 ℃保存。 
（3）混合标准工作液：准确吸取 4 种马兜铃酸标

准中间溶液 4.00、20.00、40.00、60.00、80.00、100.00 
μL，分别用70%甲醇水定容至1.00 mL，配制得到4.00、
20.00、40.00、60.00、80.00、100.00 μg/L 系列浓度标

准工作曲线。临用前配制。 
1.2.4  样品溶液的制备 

（1）液体试样：选取 10 支混合均匀，精密量取

1.00 mL 液，置于 50.00 mL 容量瓶中，用 70%甲醇稀

释至刻度，摇匀，超声 30 min，放冷，用 70%甲醇定

容至刻度，用 0.22 μm 有机系滤膜过滤，作为供试品

溶液。 
（2）固体试样：取 10 片或者适量研磨成粉状后，

精密称取1.00 g试样，置于50 mL容量瓶中，加入40 mL 
70%甲醇，超声 30 min，放冷，用 70%甲醇定容至刻

度，用 0.22 μm 有机系滤膜过滤，作为供试品溶液。 

2  结果与讨论 

2.1  流动相系统的选择 

马兜铃酸 A、B、C、D 是一类硝基菲羧酸，结构

类似，为了获得四种目标物最好的分离分析效果，考

察了甲醇-0.1 甲酸水溶液、乙腈-0.1 甲酸水溶液以及

二氯甲烷-0.1 甲酸水溶液作为流动相进行分析。结果

显示，甲醇和乙腈由于极性大，具有较好分离效果；

而二氯甲烷极性较小，无法有效洗脱吸附在色谱柱上

的待测物。但是，考虑到环境污染，人员健康问题，

最后选用了甲醇作为流动相，对马兜铃酸类物质进行

检测。 

2.2  色谱柱的选择 
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图1 不同色谱柱的总离子流（TIC）色谱图 

Fig.1 Total ion current chromatogram of different 

chromatographic column 

选用了Welch AQ-C18（4.6 mm×100 mm，5 μm）、

Phenomenex Luna NH2（4.6 mm×100 mm，3 μm）、

Phenomenex KinetexC18（4.6 mm×100 mm，2.6 μm）、

Waters ACQUITY UPLC HSS T3（2.1 mm×100 mm×1.8 
μm）等常用的 4 种液相色谱柱。通过对四种物质的混合

标准溶液进行进样分析发现，NH2 柱（图 1a）对马兜铃

酸类物质的保留较强，无法达到预期实验效果；AQ-C18
（图 1b）柱及C18（图 1c）对马兜铃酸类物质的分离能

力较差；T3（图 1d）对 4 马兜铃酸类物质的分离效果较

理想，故选用 Waters ACQUITY UPLC HSS T3（2.1 
mm×100 mm×1.8 μm）作为四种物质的分离色谱柱。 

2.3  线性关系 

 
图2 多反应监测总离子流图 

Fig.2 Dynamic MRM chromatogram 
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图3 各组分的MRM色谱图 

Fig.3 MRM Chromatogram of each component 

将 1.2.3 中配制的混合标准工作液在 1.2.1 与 1.2.2
项条件下测定（图 2、图 3），出峰的先后顺序依次是

马兜铃酸C、马兜铃酸D、马兜铃酸B、马兜铃酸A，

以标准品溶液的浓度为横坐标，以色谱峰面积为纵坐

标进行线性拟合，马兜铃酸 A、B、C、D 的线性方程

分别为：y=0.2133x+0.2227（R²=0.999）；y=0.0916x+ 
0.0615（R²=0.9981）；y=0.0575x+0.0245（R²=0.999）；
y=0.0081x-0.0079（R²=0.9967）。四种物质在 4.00~100.0 
μg/L 浓度范围内线性关系良好，相关系数均在 0.995
以上。并以信噪比（S/N=3）来确定马兜铃酸A、B、C、
D 最低检出限，分别为 3.00、5.00、25.00、20.00 μg/kg。 

2.4  精密度 

将浓度为 40 μg/L 混合标准工作液重复进样 6 次

进行检测，结果如表 3。测得马兜铃酸 A、B、C、D
的峰面积 RSD 分别为 1.41%、1.54%、1.73%、1.26%，

表明该仪器精密度良好。 

2.5  稳定性 

取细辛粉末适量，按 1.2.4 固体试样制备供试品溶

液，在 0、2、4、8、12、24 h 对样品进行测定[30]，记

录色谱峰面积，并计算各组分的含量。结果如表 4，
马兜铃酸 B 和马兜铃酸 C 均未检出，马兜铃酸 A 和

马兜铃酸 D 的 RSD 值分别为 1.22%、0.67%，表明供

试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.6  重复性 

取同一批次细辛药材磨成粉末，精密称取 6 份，

按按 1.2.4 固体试样制备供试品溶液，并进行测定，记

录色谱峰面积，并计算各组分的含量。结果如表 5，
马兜铃酸 B 和马兜铃酸 C 均未检出，马兜铃酸 A 和

马兜铃酸 D 的 RSD 值分别为 1.42%、0.31%，表明该

方法重复性好。 

2.7  加样回收 

取同一批次细辛药材磨成粉末，精密称取 9 份样

品，加入一定量的混合标准中间液，配制成高、中、

低的加标溶液，按 1.2.4 制备供试品溶液，进行测定，

其中马兜铃酸D在 1.2.4的基础上再稀释 10 倍进行测

定，计算其加标回收率及 RSD，结果如表 6 所示。结

果表明，四种物质的 3 个不同浓度加标回收率均在

91.97%~106.40%之间，RSD 均小于 4.24%，可满足检

测要求。 
表3 精密度实验结果（n=6） 

Table 3 The results of precision (n=6) 

化合物 马兜铃酸 A 马兜铃酸 B 马兜铃酸 C 马兜铃酸 D 

浓度/(μg/L) 39.36 38.21 39.44 39.93 
RSD/% 1.41 1.54 1.73 1.26 

表4 稳定性实验结果（n=6） 

Table 4 The results of stability (n=6) 

化合物 
含量/(μg/kg) 

0 h 2 h 4 h 8 h 12 h 24 h RSD/% 

马兜铃酸 A 859 866 886 858 874 873 1.22 

马兜铃酸 B 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 / 

马兜铃酸 C 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 / 

马兜铃酸 D 27289 27272 27270 27254 27297 27281 0.67 

表5 重复性实验结果（n=6） 

Table 5 The results of repeatability (n=6) 

化合物 马兜铃酸 A 马兜铃酸 B 马兜铃酸 C 马兜铃酸 D 

含量/(μg/kg) 874 未检出 未检出 27264 
RSD/% 1.42 / / 0.31 
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表6 加标回收率（n=9） 

Table 6 The results of recovery (n=9) 

样品 化合物 本底值/(μg/kg) 加标量/(μg/kg) 测定值/(μg/kg) 回收率/% 平均回收率/% RSD/%

细辛 

马兜铃酸 A 879.0 

250 1118 99.03 

97.67 4.24 1000 1748 93.03 

4000 4926 100.96 

马兜铃酸 B 未检出 

250 266 106.40 

102.72 3.40 1000 1023 102.30 

4000 3978 99.45 

马兜铃酸 C 未检出 

250 248 99.20 

97.86 3.76 1000 937 93.70 

4000 4027 100.68 

马兜铃酸 D 27279 

5000 31849 98.67 

95.59 3.54 10000 35834 96.12 

20000 43483 91.97 

表7 9种中药材的检测结果 

Table 7 Test results of 9 kinds of Chinese medicinal materials samples (⎯x±s, μg/kg, n=3) 

样品 
检测物质 

马兜铃酸 A 马兜铃酸 B 马兜铃酸 C 马兜铃酸 D 

细辛 879.0±1.23 未检出 未检出 27279±3.23 

消肿止痛酊 未检出 未检出 未检出 139.8±1.34 

九味羌活丸 24.65±0.34 未检出 未检出 49.06±1.23 

追风透骨丸 161.8±2.64 未检出 未检出 778.9±4.12 

万通筋骨片 61.78±1.54 未检出 未检出 563.0±3.67 

养血清脑颗粒 796.3±3.34 未检出 未检出 275.9±1.45 

辛岑颗粒 未检出 未检出 未检出 54.17±0.67 

感特灵胶囊 52.93±1.31 未检出 未检出 587.9±2.43 

复方南星止痛膏 26.44±0.98 未检出 未检出 460.0±4.21 

2.8  样品测定 

精密称取适量样品，按 1.2.4 制备供试品溶液，用

外表法计算四种物质的含量，结果见表 7。从结果可

以看出含有细辛及细辛类中成药中除了含有马兜铃酸

A 还有一定量的马兜铃酸 D，且都不含有马兜铃酸 B
及马兜铃酸 C，细辛中成药中马兜铃酸 A 和马兜铃酸

D 两种成分的含量均低于细辛原材料。 

3  结论 

3.1  本文建立里了超高相液相色谱串联三重四级杆

质谱法，用于同时测定样品中四种马兜铃酸（马兜铃

酸 A、马兜铃酸 B、马兜铃酸 C、马兜铃酸 D）含量，

在 4~100 μg/L 浓度范围内线性关系均良好（r≥0.995），
检出限分别为 3.00 μg/kg、5.00 μg/kg、25.00 μg/kg、
20.00 μg/kg，加样回收率在 91.97%~106.40%之间，

RSD≤4.24%（n=9）。该方法专属性强，准确度和精密

度高，线性范围广，适用于样品中四种马兜铃酸的同

时检测。并用该方法对目前市售的细辛及 8 个含细辛

中成药进行了这四个成分的含量测定，细辛及 8 个含

细辛的中成药均含有不同程度的马兜铃酸A或马兜铃

酸 D，均未检出马兜铃酸 B 和马兜铃酸 C。同时细辛

中成药中马兜铃酸A和马兜铃酸D的含量均低于细辛

药材，且细辛及细辛中成药中马兜铃酸 A 的含量均低

于《中国药典》规定的每克含量不得超过 0.001%，符

合安全使用标准。2007 年，李伟等[31]对细辛及养血清

脑颗粒中马兜铃酸 A 进行测定，发现细辛中含有微量

的马兜铃酸 A，而以细辛为原料的养血清脑颗粒中却

没有检测到马兜铃酸 A，因为中成药在配伍和提取制

剂过程中具有减毒增效的作用。2017 年，李功辉等[32]

采用 UPLC-QQQ-MS 对不同药材中的马兜铃酸 A 进

行测定，其中细辛类药材中马兜铃酸 A 的含量均小于

10 μg/g。 
3.2  目前从马兜铃科植物中提取的含马兜铃酸类结
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果的化合物有 160 多个，最基本的结构有马兜铃酸 A、

马兜铃酸 B、马兜铃酸 C、马兜铃酸 D 四种，在细辛

及含细辛的中成药中除了检出马兜铃酸 A 外，还含有

一定量的马兜铃酸 D。2018 年，丁慧等 [33]采用

UPLC-MS/MS 对天仙藤、青木香、马兜铃、寻骨风、

朱砂莲五种药材中的四种马兜铃酸含量进行测定，结

果显示四种物质在五种药材中的含量有较大的差别。

这提示我们在研究细辛类中药材在食用及药用的安全

性时，不能只关注马兜铃酸 A，还应该关注马兜铃酸

D。 
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