
ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法测定僵蚕及其制剂中白僵菌素

夏　 倩１， 　 尚　 强２， 　 张润容２， 　 胡　 坪１， 　 欧阳　 胜３∗， 　 章弘扬１∗

（１． 华东理工大学化学与分子工程学院， 上海 ２００２３７； ２． 丽珠医药集团股份有限公司， 国家中药现代化

工程技术研究中心， 广东 珠海 ５１９０９０； ３． 江西中医药大学药学院， 江西 南昌 ３３０００４）

收稿日期： ２０１９⁃１０⁃１９
基金项目： 国家自然科学面上基金 （８１９７３２８５）
作者简介： 夏　 倩 （１９９５—）， 女， 硕士生， 从事天然产物 ＬＣ⁃ＭＳ 分析及指纹图谱研究。 Ｔｅｌ： （０２１） ６４２５２８４４， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉａｑｉａｎｅｃｕｓｔ＠ １６３ ｃｏｍ
∗通信作者： 欧阳　 胜 （１９６８—）， 女， 博士， 教授， 从事天然产物活性成分筛选研究。 Ｔｅｌ： （０７９１） ８７１１８９９３， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ７５１７９６７５２＠ ｑｑ ｃｏｍ

章弘扬 （１９８１—）， 男， 博士， 副教授， 从事天然产物分析及代谢组学研究。 Ｔｅｌ： （０２１） ６４２５２８４４， Ｅ⁃ｍａｉｌ： Ｈｏｎｇｙａｎｇ＿
ｚｈａｎｇ＠ ｅｃｕｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ

摘要： 目的　 建立 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法测定僵蚕及其制剂中白僵菌素的含有量。 方法　 僵蚕 ８０％ 甲醇提取物的分析

采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ＵＨＰＬＣ 色谱柱 （２ １ ｍｍ× １００ ｍｍ， １ ８ μｍ）； 流动相乙腈⁃水 （ ７０ ∶ ３０）； 体积流量

０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４５ ℃； 检测波长 ２１５ ｎｍ。 结果 　 白僵菌素在 ０ ０９５ ２ ～ ４７ ６ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好 （Ｒ２ ＝
０ ９９９ ２）， 平均加样回收率为 ９８ ７％ ， ＲＳＤ 为 ３ ２％ 。 １３ 批药材中白僵菌素质量分数为 ０ ０４５～ ０ ７２３ ｍｇ ／ ｇ， ３ 种制剂

中为 ０ ０１５～０ ０２６ ｍｇ ／ ｇ， 炮制品中其含有量低于生品中。 结论　 该方法灵敏度高， 选择性好， 可用于僵蚕药材及其

制剂的质量控制。
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　 　 僵蚕是蚕蛾科昆虫家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌｉｎｎａｅｕｓ
４～５龄的幼虫感染 （或人工接种） 白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａ
ｂａｓｓｉａｎａ （Ｂａｌｓ．） Ｖｕｉｌｋｎｔ 而致死的干燥体［１］， 具有

祛风定惊、 化痰散结、 美容养颜的功效。 僵蚕虽然

被收录于 ２０１５ 年版 《中国药典》， 同时该药材及

其制剂在临床上已被广泛应用［２⁃４］， 但其化学、 药

效成分并不明确， 因此建立可靠的质量评价手段具

有重要意义。
白僵菌素是家蚕感染白僵菌过程中产生的代谢

产物［５］， 是家蚕感染白僵菌的特有成分及重要判

断依据， 具有抗菌［６⁃７］、 抗癌［８⁃９］ 作用， 因此可作

为僵蚕的质量评价指标， 具有较强的专属性。 它是

环状三羧酸肽、 弱极性化合物， 分子式为 Ｃ４５ Ｈ５７

Ｎ３Ｏ９， 目前常用液相色谱⁃紫外检测法 （ ＬＣ⁃ＵＶ）
测定其含有量［１０⁃１１］， 但存在灵敏度低、 选择性差

等不 足。 近 年 来， 液 相 色 谱 与 质 谱 联 用 技 术

（ＬＣ⁃ＭＳ） 凭借其高灵敏度、 高选择性等优势， 在

中药成分含有量测定中被广泛应用［１２⁃１３］， 本研究

基于超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱 （ＵＨ⁃
ＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ） 技术建立僵蚕及其制剂中白僵菌

素含有量的测定方法， 并对不同批样品进行质量

评价。
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１　 材料

１ １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ 超高效液相色谱⁃６５３０ 四

极杆⁃飞行时间质谱仪， 配置二元高压梯度泵、 可

控温自动进样器、 可控温柱温箱、 二极管阵列检测

器和电喷雾离子源 （美国安捷伦公司）； 电子天平

（万分之一， 瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ＫＱ⁃５００ＤＥ
型数控超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限

公司）。
１ ２　 试剂与药物 　 乙腈 （色谱纯， 德国默克公

司）； 甲醇 （分析纯， 上海泰坦科技股份有限公

司）； 屈臣氏蒸馏水 （北京屈臣氏蒸馏水有限公

司）。 白僵菌素对照品 （批号 ４１９４６９， 纯度 ９９％ ，
北京百灵威科技有限公司）。 １３ 批僵蚕 （Ｓ１～ Ｓ１３）
由丽珠医药集团研究院中药研究所收集提供， 经国

家中药现代氏工程技术研究中心张润容博士鉴定为

家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｌｉｎｎａｅｕｓ ４ ～ ５ 龄的幼虫感染白僵

菌而致死的干燥体。 天蚕片 （Ｓ１４， 山西仁源堂药

业有限公司）； 小儿七珍丸 （ Ｓ１５， 朗致集团双人

药业有限公司）； 小儿葫芦散 （ Ｓ１６， 太原大宁堂

药业有限公司）。
２　 方法

２ １　 精密对照品溶液制备　 称取白僵菌素对照品

适量， ８０％ 甲醇溶解并定容至１０ ｍＬ， 得到贮备液，
取适量用 ８０％ 甲醇稀释成不同质量浓度 （４７ ６、
２３ ８、 １１ ９、 ２ ４、 ０ ４８、 ０ １ μｇ ／ ｍＬ） 溶液， 即

得， 均置于 ４ ℃下冷藏备用。
２ ２　 供试品溶液制备 　 将药材及制剂粉碎， 过

４０ 目筛， 称取粉末约 ０ ５ ｇ， 置具塞锥形瓶中， 精

密加入 ８０％ 甲醇 １０ ｍＬ， 密塞， 称定质量， 超声

（４０ ｋＨｚ、 ５００ Ｗ） 提取 ３０ ｍｉｎ， 放冷， ８０％ 甲醇

补足减失的质量， 摇匀， 过 ０ １ μｍ 微孔滤膜， 取

续滤液， 即得。
２ ３　 色谱条件　 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ＵＨＰＬＣ 色

谱柱 （２ １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １ ８ μｍ）； 流动相乙腈⁃水
（７０ ∶ ３０）； 体积流量 ０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４５ ℃； 检

测波长 ２１５ ｎｍ； 进样量 ０ ２ μＬ。
２ ４　 质谱条件　 采用电喷雾离子源， 在 ＴＯＦ 模式

下分别进行正离子全扫描， 采集一级质谱数据； 雾

化气温 ３５０ ℃； 雾化器体积流量 １０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 雾化气

压 ３０ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝ ６ ８９５ ｋＰａ）； 毛细管电压３ ５００ Ｖ；
撇除器电压 ６５ Ｖ； 八极杆射频电压７５０ Ｖ； 毛细管出

口电压 １２５ Ｖ。 质量扫描范围 ｍ／ ｚ ５０ ～ １ ５００。 选择

参比 溶 液 中 的 ２ 个 内 标 离 子 ｍ／ ｚ １２１ ０５０ ９、
９２２ ００９ ８， 对质量测定结果进行实时校正。

２ ５　 样品测定 　 取 １３ 批药材及 ３ 批制剂， 按

“２ ２ ” 项下方法制备供试品溶液， 在 “ ２ ３ ”
“２ ４” 条件下进样测定， 记录 ＬＣ⁃ＵＶ 和总离子流

图。 质谱数据采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ 软件处理。
３　 结果

３ １　 白僵菌素测定方法建立 　 按 “２ ２” 项下方

法下制备供试品溶液， 在 “２ ３” “２ ４” 项条件下

进样测定， 代表性药材 （ Ｓ４） 中白僵菌素 ［Ｍ＋
Ｎａ］ ＋提取离子流图 （ＥＩＣ）、 ＬＣ⁃ＵＶ 图及制剂 （小
儿七珍宝） ＬＣ⁃ＵＶ 图见图 １。 如图 １Ａ 所示， 白僵

菌素分离度良好， 峰型对称， 质谱响应高于紫外检

测， 而且杂质无干扰。

图 １　 各样品色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ

３ ２　 方法学考察

３ ２ １　 精密度试验 　 精密称取 ０ ５ ｇ 药材粉末

（Ｓ４） １ 份， 按 “２ ２” 项下方法制备供试品溶液，
在 “２ ３” “２ ４” 项条件下连续进样测定 ６ 次， 测

得白僵菌素含有量 ＲＳＤ 小于 ３ ０％ ， 表明仪器精密

度良好。
３ ２ ２　 重复性试验 　 精密称取 ０ ５ ｇ 药材粉末

（Ｓ４） ６ 份， 按 “２ ２” 项下方法制备供试品溶液，
在 “２ ３” “２ ４” 项条件下进样测定， 测得白僵菌

素含有量 ＲＳＤ 小于 ２ ９％ ， 表明该方法重复性

良好。
３ ２ ３　 稳定性试验 　 精密称取 ０ ５ ｇ 药材粉末

（Ｓ４） １ 份， 按 “２ ２” 项下方法制备供试品溶液，
３５６２
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在 “２ ３” “２ ４” 项条件下 ０、 １、 ２、 ４、 ８、 １２ ｈ
进样测定， 测得白僵菌素含有量 ＲＳＤ 小于 ３ １％ ，
表明溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好。
３ ２ ４　 线性关系考察　 取不同质量浓度对照品溶

液， 在 “２ ３” “２ ４” 项条件下进样测定。 以白僵

菌素峰面积为纵坐标 （ Ｙ）， 质量浓度为横坐标

（Ｘ） 进行回归， 得方程为 Ｙ ＝ ４ ０６ × １０５Ｘ＋ ２ ３０ ×

１０５ （Ｒ２ ＝ ０ ９９９ ２）， 在 ０ １～４７ ６ μｇ ／ ｍＬ 范围内线

性关系良好。
３ ２ ５　 加样回收率试验 　 精密称取药材粉末

（Ｓ４） ５ 份， 精密加入适量对照品溶液， 按 “２ ２”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２ ３” “２ ４” 项条

件下进样测定， 计算回收率， 结果见表 １。

表 １　 白僵菌素加样回收率试验结果 （ｎ＝５）
Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｂｅａｕｖｅｒｉｎ （ｎ＝５）

取样量 ／ ｇ 原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０ ３４２ ５ ０ ０１８ ２ ０ ０１６ ５ ０ ０３４ ８ １００ ８

０ ３４７ ６ ０ ０１８ ４ ０ ０１６ ５ ０ ０３４ ０ ９３ ９

０ ３４６ ７ ０ ０１８ ４ ０ ０１６ ５ ０ ０３４ ９ ９９ ７ ９８ ７ ３ ２

０ ３４２ １ ０ ０１８ １ ０ ０１６ ５ ０ ０３５ ０ １０１ ７

０ ３４３ ２ ０ ０１８ ２ ０ ０１６ ５ ０ ０３４ ３ ９７ ４

３ ３　 样品含有量测定 　 按 “２ ２” 项下方法制备

供试品溶液， 在 “２ ３” “２ ４” 项条件下进样测

定， 得到 ＴＩＣ 图。 通过 ＥＩＣ 提取 ［Ｍ＋Ｎａ］ ＋ （ｍ ／ ｚ
８０６ ４０２ ５）， 外标法计算含有量， 结果见表 ２。

表 ２　 白僵菌素含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ）
Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｅａｕｖｅｒｉｎ （ｍｇ ／ ｇ）

编号 来源 名称 白僵菌素

Ｓ１ 广西 生僵蚕 ０ １６５

Ｓ２ 广西 生僵蚕 ０ ２４５

Ｓ３ 广西宜州 生僵蚕 ０ ３４０

Ｓ４ 广西宜宾 生僵蚕 ０ ０４５

Ｓ５ 云南昆明 生僵蚕 ０ ３７１

Ｓ６ 四川攀枝花 生僵蚕 ０ ４１７

Ｓ７ 四川绵阳 生僵蚕 ０ ７２３

Ｓ８ 浙江 炒僵蚕 ０ ５０７

Ｓ９ 浙江 炒僵蚕 ０ ３０８

Ｓ１０ 四川 炒僵蚕 ０ ４２０

Ｓ１１ 四川 生僵蚕 ０ ５６０

Ｓ１２ 四川 炒僵蚕 ０ ２７８

Ｓ１３ 四川 生僵蚕 ０ ３４８

Ｓ１４ 山西仁源堂药业有限公司 天蚕片 ０ ０２６

Ｓ１５ 朗致集团双人药业有限公司 小儿七珍丸 ０ ０１８

Ｓ１６ 太原大宁堂药业有限公司 小二葫芦散 ０ ０１５

４　 讨论

４ １　 条件优化 　 本实验分别对提取方式 （超声、
回流）、 提取溶剂 （水， ２０％ 、 ４０％ 、 ６０％ 、 ７０％ 、
８０％ 、 ９０％ 甲醇， 纯甲醇）、 提取时间 （ １０、 ２０、
３０、 ４０、 ６０ ｍｉｎ）、 溶剂体积 （ ５、 １０、 ２０、 ２５、
５０ ｍＬ） 进行考察， 发现当甲醇体积分数低于 ４０％

时， 白僵菌素未能被提取出来， 这是由于该成分具

有较强的亲脂性［１４］。 最终确定， 最佳提取方法为

０ ５ ｇ 僵蚕粉末加入 １０ ｍＬ ８０％ 甲醇， 超声提取

３０ ｍｉｎ。
４ ２　 定量方法考察　 高分辨质谱测定时发现， 白

僵菌素在正离子模式下可生成 ［Ｍ＋Ｈ］ ＋、 ［Ｍ＋
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Ｎａ］ ＋、 ［Ｍ＋ＮＨ４］
＋、 ［Ｍ＋Ｋ］ ＋ 等加合离子， 其中

［Ｍ＋Ｎａ］ ＋响应最高且信号强度稳定， 因此选择其

进行定量。 白僵菌素由于共轭基团较少， 为紫外末

端吸收， 故利用 ＬＣ⁃ＵＶ 法测定时背景干扰较大；
当其含有量较低时， 紫外响应过小， 难以准确定

量； 本研究测得检测限、 定量限分别是 ０ １、
０ ３ μｇ ／ ｍＬ， 因此 ＬＣ⁃ＭＳ 法具有更高的灵敏度。 此

外， 由于制剂样品中基质复杂， 常规 ＬＣ⁃ＵＶ 方法

难以实现白僵菌素与相邻杂质干扰物的基线分离，
见图 ２， 而 ＬＣ⁃ＭＳ 方法具有良好的选择性， 能将其

分离并准确测定。
４ ３　 定量结果分析　 １３ 批药材中白僵菌素质量分

数为 ０ ０４５ ～ ０ ７２３ ｍｇ ／ ｇ， ＲＳＤ 为 ２８ ０％ ， 即不同

产地和批次僵蚕差异较大。 其中， 四川产僵蚕中白

僵菌素含有量相对较高， 而广西产相对较低， 最低

仅为 ０ ０４５ ｍｇ ／ ｇ （广西宜宾）， 而且炮制过的更

低。 此 外， ３ 批 制 剂 中 白 僵 菌 素 含 有 量 更 低

（０ ０１５～０ ０２６ ｍｇ ／ ｇ）， 利用本研究所建立的方法

进行测定时更具优势。
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