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雷公藤中雷公藤甲素、雷公藤吉碱和次碱的高效

液相色谱-电喷雾串联质谱分析方法

张    璟1,2,    陈蒙蒙1,    蒲    时1,    祝传书1,2,    张    兴*,1,2

(1. 西北农林科技大学 无公害农药研究服务中心，陕西 杨凌 712100；
2. 陕西省生物农药工程技术研究中心，陕西 杨凌 712100)

摘   要：建立了一种高效液相色谱-电喷雾串联质谱法 (HPLC-ESI-MS/MS) 测定雷公藤提取物中

雷公藤甲素 (triptolide)、雷公藤吉碱 (wilforgine) 和雷公藤次碱 (wilforine) 3 种活性物质的分析

方法，比较了雷公藤不同植株部位和不同组织培养产物中 3 种活性物质的含量差异。分别采用

回流和超声两种方法提取。回流提取中，样品经 V (甲醇) : V (乙腈) = 1:1 溶液回流，采用

Supelclean LC-Si 固相萃取小柱净化；超声提取中，样品经乙醇超声，用 OASIS HLB 固相萃取

柱净化。采用 C18 色谱柱分离，乙腈和水作为流动相进行梯度洗脱，采用 HPLC-ESI-MS/MS 测

定。结果显示：在雷公藤植株中，雷公藤甲素含量最高的是不定根，发状根、根皮中含量次

之，茎、叶中含量很少；雷公藤次碱含量最高的是发状根，其次是根皮，叶中未检测出；发状

根和根皮中雷公藤吉碱的含量相当。在 0.01~2 mg/kg 添加水平下，3 种活性物质的回收率在

81%~109% 之间，相对标准偏差 (RSD) 为 0.4%~1.8% (n = 5)。检出限在 0.08~0.12 μg/mL 之

间。该方法可以准确、快速地对雷公藤提取物及其产品进行质量监控。
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Determination of triptolide, wilforgine and wilforine in Tripterygium
wilfordii by high performance liquid chromatography-electrospray

ionization tandem mass spectrometry
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Abstract: A rapid analytical method for the simultaneous determination of triptolide, wilforgine and
wilforine was developed using high performance liquid chromatography-electrospray ionization tandem
mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS). The contents of those three active substances in different
tissues and plant tissue culture of Tripterygium wilfordii were compared. The ultrasonic extraction and
reflux extraction technologies were used for extraction of those three active substances in T. wilfordii. In
the reflux extraction process, the analytes were extracted by V (methanol) : V (acetonitrile) = 1:1
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solution, and cleaned up by Supelclean LC-Si solid phase extraction cartridges. During the ultrasonic
extraction, the analytes were extracted by ethanol, purified by OASIS HLB SPE column, and separated
on a reversed phase C18 column with gradient elution with acetonitrile and water as the mobile phase.
The extract was then determined with HPLC-ESI-MS/MS. The results showed that the highest contents
of triptolide is detected in adventitious roots, followed by hairy root and root bark, while very low
content was detected in stems and leaves. The highest contents of wilforgine content is observed in
hairy root, followed by the root bark, and it was not detected in leaves. Wilforine contents determined in
hairy root and root bark are similar. When the addition level ranged from 0.01 mg/kg to 2 mg/kg, the
recoveries of three active substances of T. wilfordii was 81%-109%, and with RSD ranged from 0.4% to
1.8% (n = 5). The detection limits of the three active substances ranged from 0.08 μg/mL to 0.12 μg/mL.
Results indicated that this method is highly efficient, with good sensitivity and accuracy, which can
quickly monitor the quality of T. wilfordii extract and its products.

Keywords:  Tripterygium  wilfordii;  triptolide;  wilforgine;  wilforine;  high  performance  liquid
chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS)

雷公藤 Tripterygium wilfordii Hook.f.是卫矛科

(Celastraceae) 雷公藤属木质藤本植物，是中国传

统中药材，其提取物中二萜、三萜和生物碱类物

质具有一定的医药活性[1-4]。目前已报道的雷公藤

的主要活性成分为雷公藤甲素 (triptolide)、雷公藤

吉碱 (wilforgine) 和雷公藤次碱 (wilforine)[5]，其结

构式见图式 1。雷公藤甲素，又名雷公藤内酯醇，属于

环氧二萜类化合物，对东方粘虫幼虫Mythimna separate
有很好的杀虫活性[6]。雷公藤吉碱和次碱均为倍半

萜吡啶类生物碱，吉碱对欧洲玉米螟 Ostrinia nubilalis
初孵幼虫有杀虫活性[7]，次碱对菜青虫 Pieris rapae
和东亚飞蝗 Locusta migratoria 有拒食活性[8]。目

前，已发表的雷公藤主要活性物质分析方法有薄

层色谱法  (TLC) [ 9 ]、毛细管色谱法  (capi l lary
chromatography)[10]、紫外分光光度法[11]、气相色谱

法 (GC)[12]及高效液相色谱法 (HPLC)[13-14]等，其

中，薄层色谱法需要使用 Kedde 试剂进行显色反

应，因试剂显色不稳定，导致试验结果重现性较

差；气相色谱法检测雷公藤甲素时，需要对其进

行衍生化后才能检测；液相色谱-紫外检测法检测

时容易受到其他杂质干扰，影响测定结果。

高效液相色谱-电喷雾串联质谱法 (HPLC-ESI-
MS/MS) 是天然产物分析中最有效的分析技术之

一[15]。通过质谱及质谱联用对目标化合物进行不

同的碎片扫描，可有效识别混合物中的目标化合

物，显著提高信噪比[16]。鉴于此，本研究建立了

高效液相色谱-电喷雾串联质谱法检测雷公藤甲

素、雷公藤吉碱和次碱 3 种主要活性物质的检测

方法，并比较了雷公藤根皮粉、茎粉、叶粉及不定

根、发状根组织培养产物中 3 种物质的含量差异。
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图式 1    雷公藤甲素 (a)、雷公藤吉碱 (b) 和雷公藤次碱 (c) 的结构式

Scheme 1    Structural formula of triptolide (a), wilforgine (b) and wilforine (c)
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1    材料与方法

1.1    仪器、药剂及供试菌株

LTQ XL 液相色谱 -质谱联用仪  (The rmo
Scientific, Waltham, MA, USA)，配备自动进样

器、四元梯度质谱泵，LTQ 离子阱质谱带电喷雾

电离源，Xcalibur 2.1 系统控制软件；KQ-2200 型

超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司)；Milli-
Q 纯水系统 (法国 Millipore 公司)；OASIS HLB
(60 mg/3  mL)  固相萃取小柱  (Waters 公司 )；
Supelclean LC-Si (500 mg/3 mL) 固相萃取小柱 (北
京康林公司)。

Murashige and Skoog (MS) 培养基、2,4-二氯

苯氧乙酸  ( 2 , 4 - D )、激动素  ( K T )  和萘乙酸

(NAA)，均购自 Solarbio 公司。流动相甲醇、乙腈

均为色谱纯，其他有机溶剂均为分析纯。试验用

水均来自 Milli-Q 纯水系统。雷公藤甲素、吉碱和

次碱标准品，纯度均为 98%，均购自中国药品生

物制品检定所。

供试菌株发根农杆菌 A4 由西北农林科技大学

无公害农药研究服务中心提供；ATCC15834 购自

American Type Culture Collection。
1.2    供试雷公藤采样及处理

雷公藤根皮、茎和叶：雷公藤采自福建省泰

宁地区，扦插至陕西省咸阳市杨凌区无公害农药

研究服务中心教学实习基地院内。整株植物分成

根皮、茎及叶共 3 部分，经 60 ℃ 烘干，粉碎，过

孔径 0.30 mm 筛，用聚乙烯膜袋分装，置于 4 ℃
冰箱中保存，备用。

不定根培养：取雷公藤基地扦插的雷公藤幼

根作为外植体，参照文献[17-18]方法进行愈伤组

织诱导，以 MS 为基本培养基，其中添加 1.0 mg/L
的 2,4-D 和 0.5 mg/L 激动素 (KT)，将雷公藤幼根

在 25 ℃ ± 1 ℃ 下培养 (16 h 光照/8 h 黑暗)，每隔

30 d 继代培养一次，连续转接 3 次后形成愈伤组

织。转移愈伤组织至 MS 培养基，其中添加 4.0 mg/L
NAA 和 0.5 mg/L KT，于 25 ℃ ± 1 ℃ 下黑暗培

养，每 30 d 继代培养一次。继代 5~6 代后，收集

不定根作为供试材料。

发状根培养：经发根农杆菌 A4 和 ATCC15834
在 MS 和 1/2 MS 培养基上对雷公藤愈伤组织侵染

得到发状根[19]。

1.3    试验方法

1.3.1    标准溶液的配制及标准曲线绘制　分别准

确称取雷公藤甲素、吉碱和次碱标准品适量，用

甲醇溶解并定容至 5 mL，分别得到 100 mg/L 标

准品母液。根据试验需要，再用甲醇将其稀释成

1、10、30、50、75 和100 mg/L 的系列标准溶

液，备用。分别以各标准溶液进样质量浓度为横

坐标、峰面积为纵坐标绘制标准曲线。

1.3.2    提取方法　

1.3.2.1    回流提取　参考文献[20]方法进行。称取

粉碎后的雷公藤植株样品各 1 g，加入 20 mL V
(甲醇) : V (乙腈) = 1:1 混合溶液中，加热回流 2 h
后冷却，称其质量后用上述混合溶液补足减失的

质量；过滤，将滤液旋转蒸发至近干。加入 3 mL
水使其溶解，上样至 Supelclean LC-Si (500 mg/3 mL)
固相萃取小柱，用 10 mL V (二氯甲烷) : V (甲醇)
= 10:1 溶液洗脱，洗脱液经氮气吹干后用甲醇定

容至 5 mL，过 0.22 μm 滤膜，待分析。

1.3.2.2    超声提取　在 Brinker 等[13]的方法基础上

进行一定修改。称取粉碎的雷公藤植株样品 1 g，
用 9 mL 乙醇超声提取 3 次。合并提取液，旋转蒸

发至近干。加入 3 mL V (二氯甲烷) : V (甲醇) =
49:1 溶液超声提取 10 min，过分别用 3 mL 甲醇

及 3 mL 水预洗的 OASIS HLB (60 mg/3 mL) 固相

萃取柱，用 10 mL V  (二氯甲烷 )  :  V  (甲醇 )  =
49:1 溶液洗脱，洗脱液经氮气吹干后用甲醇定容

至 1 mL，过 0.22 μm 滤膜，待分析。

1.3.3    检测方法　色谱条件：  Hypersil  Gold
C18 色谱柱 (100 mm × 2.1 mm，5 μm)； ZORBAX
SB-C18 色谱柱 (250 mm × 4.6 mm，5 μm)。流动

相 A 为水，流动相 B 为乙腈；梯度洗脱程序为：

0~20 min，5%~75% (B)；20~30 min，75%~75%
(B)；30~35 min，75%~5% (B)；35~45 min，5%~
5% (B)。柱温 25 ℃，流速 1 mL/min，上样体积 20 μL。

质谱条件：电离方式为 ESI+；干燥气 (N2) 流
速 25 L/min；辅助气 (N2) 流速 0.75 L/min；离子

传输管温度 300 ℃；离子传输管电压 7 V；电离电

压 4.5 kV；扫描范围，m/z 100~1 000；扫描方式

为一级质谱全扫描加数据依赖的二级质谱扫描。

雷公藤甲素、吉碱和次碱的质谱测定参数见表 1。
1.4    添加回收试验

在雷公藤植株样品中添加雷公藤甲素、雷公

藤吉碱和次碱混合标准溶液，进行添加回收试

验。添加水平分别为 0.01、0.5 和 2 mg/kg，每个

水平重复 5 次。计算添加回收率和相对标准偏差。
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2    结果与分析

2.1    固相萃取小柱及洗脱液的选择

雷公藤化学成分复杂，且活性物质含量很低，

因此，提取时需要进行富集。文献报道采用中

性氧化铝柱、硅胶柱、佛罗里硅土柱、硅藻土吸附

柱及固相萃取小柱等[21-23]。本研究比较了 OASIS HLB
固相萃取小柱和 Supelclean LC-Si 固相萃取小柱的

富集和净化效果，结果发现：OASIS HLB 固相萃

取小柱有较好的富集和分离纯化效果。通过对洗

脱方法进行优化，发现用 10 mL V (二氯甲烷) : V
(甲醇) = 49:1 溶液可将目标化合物完全洗脱。

2.2    色谱柱的选择

本研究选用了两种色谱柱进行色谱峰分离效

果比较。结果表明：Hypersil Gold C18 柱的分离效

果不理想，待测物 2 和 3 没有得到有效分离 (图 1-a)；
而采用 ZORBAX SB-C18 柱，3 种待测物均得到较

好的分离 (图 1-b)。

2.3    质谱定性检测条件的选择

由图 2 可知，雷公藤甲素、吉碱和次碱的定

性离子[M+H]+分别为 361，858 和 868。经过调整

以及对喷雾电压、气体流速、碰撞能量等参数进

行优化后，在阳离子模式下，3 种待测物均有良好

的灵敏度及稳定的二级质谱裂解行为，其质谱断

裂方式也存在共性，二级质谱碎片中易产生脱

CH3COOH (m/z 60)、CO2 (m/z 44)、CO (m/z 28)、
HCOOH (m/z 46) 和 H2O (m/z 18) 等中性碎片离

子；在雷公藤甲素的二级质谱中，能检测到由母

离子 (m/z 361) 脱去 1 分子 H2O 后形成的碎片离子

[M+H–H2O]+ (m/z 343)，碎片离子会继续丢失 1 分

子 H2O 后形成碎片离子[M+H–2H2O]+ (m/z 325)；
母离子 (m/z 361) 脱去 1 分子 H2O 及 2 分子 CO 后

形成碎片离子[M+H–H2O–2CO]+ (m/z 287)，m/z
287 继续失去 H2O、CH2CHCH3 及 HCHO，形成

碎片离子[M+H–2H2O–2CO–CH2CHCH3–HCHO]+

(m/z 197)(见图 2-Ib)；在雷公藤吉碱的二级质谱

中，能检测到由母离子 (m/z 858) 脱去 1 分子呋喃

甲酸 (FuOH) 后形成的碎片离子[M+H–FuOH]+

(m/z 746)，碎片离子会继续丢失 1 分子或多分子

CH3COOH 而形成碎片离子 m/z 686, 626 和 566
(见图 2-IIb)；在雷公藤次碱的二级质谱中，能检

测到由母离子 (m/z 868) 脱去 1 分子苯甲酸 (BzOH)
所形成的碎片离子[M+H–BzOH]+ (m/z 746 ) (见
图 2-IIIb)。
2.4    方法学验证

2.4.1    标准曲线的绘制与检出限　结果 (表 2) 表
明：在 1~100 mg/L 范围内，雷公藤甲素、雷公藤

吉碱和次碱的响应值与其质量浓度间线性关系良

好，相关系数均大于 0.995 6。以信噪比 S/N ≥ 3
计算各化合物的检出限 (LOD) 为 0.08~0.12 mg/L。

表 1    雷公藤甲素、雷公藤吉碱和次碱的质谱测定参数

Table 1    MS parameters for the analysis of triptolide,
wilforgine and wilforine

分析物
Analyte

定量离子
Quantitative ion, m/z

定性离子
Qualitative ion, m/z

碰撞能量
Collisionenergy/eV

雷公藤甲素
Triptolide 325.83 325.83，343.88 30

雷公藤吉碱
Wilforgine 840.27 206.29，840.27 30

雷公藤次碱
Wilforine 850.35 808.34，850.35 30
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1.雷公藤甲素 (triptolide)；2. 雷公藤吉碱 (wilforgine)；3. 雷公藤次碱 (wilforine)
a. Hypersil Gold C18 色谱柱 (100 μg/mL); b. ZORBAX SB-C18 色谱柱 (100 μg/mL)
a. Hypersil Gold C18 column (100 μg/mL); b. ZORBAX SB-C18 column (100 μg/mL)

图 1    雷公藤中 3 种活性物质在两种不同色谱柱下的分离效果比较

Fig. 1    Comparison of the separation effect of three active substances in Tripterygium wilfordii using two different columns
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2.4.2    精密度　在所确定的色谱条件下，分别将

10 mg/L 的雷公藤甲素、雷公藤吉碱和次碱标准溶

液连续进样检测 3 次，计算相对标准偏差 (RSD)
分别为 0.103 2%、0.095 8% 和 0.107 5%，表明试

验方法精密度高。

2.4.3    添加回收试验结果　结果 (表 3) 表明：在

0.01、0.5 和 2 mg/kg 3 个添加水平下，雷公藤甲

素、雷公藤吉碱和次碱的添加回收率在 81%~

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

相
对
丰
度

 R
el

at
iv

e 
ab

u
n
d
an

ce
相
对
丰
度

 R
el

at
iv

e 
ab

u
n
d
an

ce
相
对
丰
度

 R
el

at
iv

e 
ab

u
n
d
an

ce
相
对
丰
度

 R
el

at
iv

e 
ab

u
n
d
an

ce

相
对
丰
度

 R
el

at
iv

e 
ab

u
n
d
an

ce
相
对
丰
度

 R
el

at
iv

e 
ab

u
n
d
an

ce

150 200 250 300 350 400 450 500

m/z

Ⅰa
361.15

triptolide

[M+H]+

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

140100 120 160 180 200 220 240 260 300 320280 340 380360

126.90 144.93
213.05

239.73

258.44

276.77

287.73

305.84

162.80

169.87

184.91

197.08

m/z

Ⅰb

325.83

343.88

[M+H−2H2O−2CO−CH2CHCH3−HCHO]+

[M+H−2H2O]+

[M+H−H2O]+

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
206.16

wilforgine

[M+H]+

Ⅱa Ⅲ a
858.32

200 400 600 800 1 000

m/z

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

178.60

206.29

626.40

746.42

798.42

686.35

[M+H−H2O]+

840.27

[M+H−CH3COOH]+

[M+H−2CH3COOH]+

[M+H−FuOH]+

Ⅱb

200 400 600 800 1 000

m/z

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

206.27

868.28

wilforgine

[M+H]+

200 400 600 800 1 000

m/z

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

160.81

206.29

668.10

746.34

808.34

850.35

686.34

[M+H−H2O]+

[M+H−BzOH−CH3COOH]+

[M+H−BzOH]+

Ⅲ b

200 400 600 800 1 000

m/z

a. 一级质谱图 (MS spectrum)；b. 二级质谱图 (MS/MS spectrum)
I. 雷公藤甲素 (triptolide)；II. 雷公藤吉碱 (wilforgine)；III. 雷公藤次碱 (wilforine)

图 2    雷公藤甲素、雷公藤吉碱和次碱的一级、二级质谱图

Fig. 2    MS and MS/MS spectra of triptolide, wilforgine and wilforine
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109% 之间，RSD 在 0.4%~1.8% 之间，表明本方

法具有良好的准确率。

2.5    样品测定

采用两种不同的提取方法测定了雷公藤不同

药用部位 (根、茎和叶) 以及雷公藤根不同培养方

式的组培产物 (不定根和发状根) 中雷公藤甲素、

雷公藤吉碱和次碱的含量。结果 (表 4) 表明，不

同药用部位以及不同组培产物中所含成分存在显

著差异。其中，雷公藤甲素含量最高的是不定

根，为 43.05 μg/g，发状根中含 35.97 μg/g，
根皮中含量 10.17 μg/g，叶中含量很少；发状根

和根皮中的雷公藤吉碱含量分别为 1 054.03 和
1 027.46 μg/g；雷公藤次碱含量最高的是发状根，

为 221.79 μg/g，根皮中含 204.81 μg/g，叶中未检

测出。

3    讨论

张洁等[11]建立了雷公藤多苷片和不同产地药

材中总生物碱含量的检测方法，但提取时间长，

步骤较为繁琐，其中使用的氧化铝柱层析虽然可

以减少杂质对总生物碱含量测定的干扰，但分离

效率及重现性较差；Brinker 等[13]建立了雷公藤根

茎中雷公藤甲素的高效液相色谱-紫外检测器分析

方法，但易受到雷公藤提取物中其他杂质的干

扰，影响结果的准确性。

本研究建立的 HPLC-ESI-MS/MS 可准确地对

雷公藤主成分进行定性、定量分析，提取步骤简

单，且质谱仪有较高的灵敏度，其具有离子提取

功能，可以通过选择性离子扫描，对含有多种成

分的复杂样品的母离子及相应的子离子同时进行

检测，从而实现对每一种成分准确定性及定量。

该方法具有通用性良好、灵敏度高、准确性好等

特点，可以准确、快速地对雷公藤提取物及其产

品进行质量监控。

表 2    雷公藤甲素、雷公藤吉碱和次碱的标准曲线及检出限

Table 2    Regression equation and LOD of triptolide,
wilforgine and wilforine

分析物
Analyte

回归方程
Regression equation

相关系数
r LOD/(mg/L)

雷公藤甲素
Triptolide y = 5 316.2x + 7.162 0.995 6 0.08

雷公藤次碱
Wilforine y = 3 279.6x – 13.021 0.998 3 0.12

雷公藤吉碱
Wilforgine y = 8 764.1x + 3.119 0.999 2 0.10

表 3    3 种待测物在雷公藤植株中的添加回收率及相对标准偏差 (n = 5)

Table 3    Recoveries and relative standard deviation (RSDS) of three analytes in T. wilfordii plant (n = 5)

添加水平
Spiked level/(mg/kg)

雷公藤甲素
triptolide

雷公藤吉碱
wilforgine

雷公藤次碱
wilforine

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

回收率
Recovery/%

相对标准偏差
RSD/%

0.01 82 0.4 81 1.5 85 0.4

0.5 89 1.7 93 1.1 92 1.8

2 96 1.3 96 1.2 109 1.2

表 4    采用不同提取方法测定的雷公藤甲素、雷公藤吉碱和次碱在不同样品中的含量

Table 4    The determined contents of triptolide, wilforgine and wilforine in different samples using different extraction method

提取方法
Extraction method

测试样品
Test sample

雷公藤甲素
Triptolide/(μg/g)

雷公藤吉碱
Wilforgine/(μg/g)

雷公藤次碱
Wilforine/(μg/g)

回流提取 Reflux extraction 根皮 Root bark 8.36 1 011.79 192.45

茎 Stem 7.16 1.82 0.22

叶 Leaf 1.45 _ _

不定根 Adventitious root 40.26 393.88 35.82

发状根 Hairy root 32.25 1 016.75 210.98

超声提取 Ultrasonic extraction 根皮 Root bark 10.17 1 027.46 204.81

茎 Stem 7.31 2.63 0.57

叶 Leaf 4.58 _ _

不定根 Adventitious root 43.05 398.52 38.74

发状根 Hairy root 35.97 1 054.03 221.79
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雷公藤植株不同组织部位及不同组织培养体

系中目标成分主要活性成分含量差异较大。本研

究分析比较了雷公藤植株不同组织部位及不同组

织培养中雷公藤甲素、吉碱和次碱的含量差异。

结果显示：雷公藤甲素含量最高的是不定根，发

状根和根皮次之，茎、叶中含量很少；雷公藤次

碱含量最高的是发状根，其次是根皮，叶中未检

测出；发状根和根皮中的雷公藤吉碱含量相当。

这些研究结果对选用雷公藤各组织部位作为植物

源农药原料及具体提取工艺有一定的指导意义。
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