HPLC-MS/MS法分析桑叶总生物碱成分及总生物碱含量
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[摘要] 目的:利用HPLC-MS/MS法，对桑叶总生物碱部位中的各生物碱成分进行分析和鉴别，并采用柱前衍生化HPLC-UV法测定生物碱部位中总生物碱的含量。方法:采用HiQSiL C18色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)，以9-氯甲酸芴甲酯（FMOC-Cl)为柱前衍生化试剂，流动相为乙腈-0.1%醋酸（50:50），流速0.8 mL·min-1，检测波长为254 nm；电喷雾离子源(ESI)；正离子检测模式；以1-脱氧野尻霉素（DNJ）为对照，外标法计算桑叶总生物碱含量。结果:鉴定了6个生物碱类成分分别为DNJ，fagomine，3-epi-fagomine，DAB，Calystegine B2和2-O-β-Glc-DAB；测定3批供试品中总生物碱含量均达到75%以上。结论:本法简便、准确、灵敏，可用于桑叶总生物碱及其制剂的定性定量分析。
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[ABSTRACT] Objective: To use liquid chromatography-mass spectrometry techniques for qualitative analysis of alkaloids of Morus alba L. leaves and determine the content of total alkaloids in alkaloids in Morus alba L. leaves by HPLC-UV with pre-column derivatization. Method: The chromatographic separation was performed on a HiQSiL C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) using acetonitrile and 0.1% acetic acid aqueous solution under isocratic elution（50:50） at a flow rate of 0.8 mL·min-1. Morus alba L. leaves alkaloids was analyzed with 9-fluorenylmethyl chlorformate(FMOC-Cl) as the pre-column derivative agent. Detection wavelength was set at 254 nm with electrospray ionization source（ESI） and positive ion mode. And 1-deoxynojirimycin as the external standard to calculate mulberry leaf total alkaloid content. Result: Six alkaloid compounds were identified as DNJ，fagomine，3-epi-fagomine，DAB，Calystegine B2 and 2-O-β-Glc-DAB.The content of 3 batches test samples were more than 75%. Conclusion: The method is sensitive, accurate, simple, and reliable. It can be used for quantitative analysis of Morus alba L. leaves alkaloids and preparation.
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桑叶为桑科植物桑Morus alba L. 的干燥叶，甘、苦，寒。归肺、肝经。具有疏散风热、清肺润燥、清肝明目的功效[1]。在历代中医药典籍和国内外民间验方、秘方中记载有利用桑叶治疗“消渴症”，即现在的糖尿病。现代药理学研究也表明，桑叶可抑制血糖升高，具有预防和治疗糖尿病的作用，其桑叶中降血糖的主要活性成分是以1-脱氧野尻霉素(1-deoxynojirimycin，DNJ)为主的多羟基生物碱类成分[2-3]。DNJ及其多羟基生物碱类成分属于强效α-糖苷酶抑制剂，具有很好的抑制血糖作用。本课题组前期已建立桑叶中DNJ的含量测定方法[4]并也有相关文献报道[5-9]，但目前对桑叶多羟基总生物碱类成分的含量分析报道较少，目前主要为雷氏盐比色法[10]等。但此方法灵敏度差，干扰因素较多，且专属性较差。因此建立一种可靠的桑叶总生物碱的含量测定方法，对桑叶总生物碱的质量控制以及合理开发具有重要的指导意义。本实验通过HPLC-MS/MS法，对桑叶总生物碱部位中的各生物碱成分进行定性分析，并参照文献[11]以DNJ为对照，采用柱前衍生化HPLC-UV法测定桑叶总生物碱含量，为桑叶总生物碱及其制剂的质量控制提供依据。
1 材料
1.1 仪器 JASCO LC1500型高效液相色谱系统（紫外检测器，N2000色谱工作站）；LXQ线性离子阱质谱（LXQ Ion Trap LC/MS），赛默飞世尔科技公司(Thermo Fisher Scientific)。
1.2 试药 1-脱氧野尻霉素对照品（批号20110405），上海源叶生物科技有限公司，纯度>98%；桑叶总生物碱供试品（自制，批号110910，111008，111020）；9-氯甲酸芴甲酯（FMOC-Cl），Sigma公司；甘氨酸，华美生物工程公司，纯度>98%；娃哈哈纯净水，杭州娃哈哈集团；甲醇、乙腈为色谱纯，其它试剂均为分析纯。
2 方法与结果
2.1 桑叶生物碱部位成分的液质联用（HPLC-MS/MS）分析
2.1.1 供试品溶液的制备 精密称取桑叶生物碱部位干燥粉末100 mg，加蒸馏水超声1 min溶解并定容至50 mL，摇匀。精密量取上述溶液1 mL至10 mL量瓶中，加水定容，摇匀即得。
2.1.2 衍生化过程 精密量取供试液100 μL置1.5 mL离心管中，精密加入硼酸钾缓冲溶液（pH 8.5）100 μL，再精密加入5 mmol·L-1 FMOC-Cl乙腈溶液200 μL，摇匀，20 ℃水浴反应20 min后，精密加入0.1 mol·L-1甘氨酸100 μL，最后加入500 μL 0.1%的冰醋酸溶液，摇匀，过0.45 μm滤膜，即得。
2.1.3 色谱及质谱条件 色谱柱：HiQSiL C18柱（4.6 mm×250 mm, 5 μm）；流动相为乙腈-0.1%醋酸（50:50）；流速0.8 mL·min-1；柱温25 ℃；紫外检测器检测波长为254 nm；进样量10 μL。电喷雾离子源（ESI），正离子模式，鞘气35 arb，辅助气10 arb，喷雾电压4.2 kV，毛细管温度300.00 ℃，毛细管电压30.00 V，透镜电压120.00 V，扫描范围100.00～1500.00 m/z。
2.1.4 质谱分析结果
按2.1.1项下方法制备供试品溶液，按2.1.2项下方法衍生化后进样10 μL分析，得到桑叶生物碱部位衍生化后的衍生物HPLC图和HPLC-MS总离子流图（图1）。根据质谱提供的一级、二级离子碎片数据并参照相关文献[5,11-16]，对桑叶总生物碱中的各生物碱成分进行定性分析，初步鉴定出6个生物碱类成分，分别为1-脱氧野尻霉素(1-deoxynojirimycin，DNJ)，荞麦碱(fagomine)，3-表荞麦碱(3-epi-fagomine)，1,4-双脱氧-1,4-亚氨基-D-阿拉伯糖醇(1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol，DAB)，打碗花精B2(Calystegine B2)和1,4-双脱氧-1,4-亚氨基-(2-氧-β-D-吡喃葡糖基)-D-阿拉伯糖醇(1,4-dideoxy-1,4-imino-(2-O-β-D-glucopyranosyl)-D-arabinitol，2-O-β-Glc-DAB)。桑叶总生物碱部位的液相色谱图和质谱总离子流图见图1，6个化合物的质谱数据见表1。
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1. 2-O-β-Glc-DAB-FMOC; 2. DNJ-FMOC; 3. 3-epi-fagomine-FMOC; 4. Fagomine-FMOC plus DAB-FMOC ; 5. Calystegine B2-FMOC; 6. Glycien-FMOC; 7. FMOC-OH
图1桑叶总生物碱部位的HPLC图（A）及总离子流图（B）

色谱峰1一级质谱中出现碎片m/z518.05[M+H]+，二级质谱中给出产物离子峰m/z322.81[M+H-196]+，m/z356.12[M+H-162]+。根据桑叶生物碱类化合物的裂解规律可推知m/z322.81[M+H-C14H12O]+，m/z356.12[M+H-C6H10O5]+，符合2-O-β-Glc-DAB-FMOC的裂解规律，并和文献[5]报道基本一致。由以上信息推测m/z518.05[M+H]+为2-O-β-Glc-DAB-FMOC的准分子离子峰。
色谱峰2一级质谱中出现碎片m/z386.08[M+H]+，m/z368.08[M+H-H2O]+；二级质谱中给出产物离子峰m/z190.08[M+H-196]+。根据桑叶生物碱类化合物的裂解规律可推知m/z190.08[M+H-C14H12O]+，符合DNJ-FMOC的裂解规律，并和文献[5,12-14]报道基本一致。由以上信息推测m/z386.08[M+H]+为DNJ-FMOC的准分子离子峰。
色谱峰3一级质谱中出现碎片m/z370.13[M+H]+，m/z174.26[M+H-196]+，二级质谱中给出产物离子峰m/z174.10[M+H-196]+。根据桑叶生物碱类化合物的裂解规律可推知m/z174.26[M+H-C14H12O]+，m/z174.10[M+H-C14H12O]+，符合3-Fagomine-FMOC的裂解规律，并和文献[5,15-16]报道基本一致。由以上信息推测m/z370.13[M+H]+为3-Fagomine-FMOC的准分子离子峰。
色谱峰4一级质谱中出现碎片m/z370.14[M+H]+、m/z356.14[M+H]+，二级质谱中给出产物离子峰m/z174.07[M+H-196]+，m/z160.02[M+H-196]+。根据桑叶生物碱类化合物的裂解规律可推知m/z174.07[M+H-C14H12O]+，m/z160.02[M+H- C14H12O]+，符合Fagomine-FMOC和DAB-FMOC的裂解规律，并和文献[5,15-16]报道基本一致。由以上信息推测m/z370.14 [M+H]+为Fagomine-FMOC的准分子离子峰，m/z356.14[M+H]+为DAB-FMOC的准分子离子峰。
色谱峰5一级质谱中出现碎片m/z398.12[M+H]+，二级质谱中给出产物离子峰m/z202.08[M+H-196]+。根据桑叶生物碱类化合物的裂解规律可推知m/z202.08 [M+H-C14H12O]+，符合Calystegine B2-FMOC的裂解规律，并和文献[5,15-17]报道基本一致。由以上信息推测m/z398.12[M+H]+为Calystegine B2-FMOC的准分子离子峰。

表1 桑叶生物碱部位生物碱成分衍生物的HPLC-DAD-ESI-MS/MS定性分析结果
	峰号
	保留时间/min
	准分子量/M+1
	裂解碎片
	化合物归属

	1
	3.79
	518.11
	322.81, 356.12
	2-O-β-Glc-DAB-FMOC

	2
	5.17
	386.08
	190.08, 368.08
	DNJ-FMOC

	3
	5.93
	370.13
	174.26, 174.10
	3-epi-fagomine-FMOC

	4
	6.24
	370.14

356.14
	174.07

160.12
	Fagomine-FMOC
DAB-FMOC

	5
	7.98
	398.12
	202.08
	Calystegine B2-FMOC


2.2 柱前衍生化HPLC-UV法测定总生物碱含量
2.2.1对照品溶液的制备 精密称取DNJ对照品置25 mL量瓶中，以蒸馏水溶解并定容，制成508 mg·L-1的对照品储备液。
2.2.2色谱条件 色谱条件同2.1.3项。在选定的色谱条件下，测得的对照品色谱图和样品色谱图见图2所示。
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A.对照品；B.供试品；1. 2-O-β-Glc-DAB;2. DNJ;3. 3-epi-fagomine ;4. fagomine plus DAB ;5. Calystegine B2;6. Glycien-FMOC; 7. FMOC-OH
图2 桑叶总生物碱样品HPLC

2.2.3 线性关系考察 分别精密量取对照品储备液以蒸馏水稀释成508，254，127，63.5，31.75 mg·L-1的5个浓度的对照品溶液。分别精密吸取上述5个对照品溶液及对照品储备液各100 μL，按2.1.2项下方法进行衍生化，过滤，按2.1.3项下色谱条件进样10 μL测定，以进样浓度为X横坐标，峰面积Y为纵坐标进行回归。回归方程为Y=13 458X-4 708.1，（r=0.999 9）。结果表明，DNJ在31.75～508 mg·L-1线性关系良好。根据信噪比S/N=3计算，DNJ的最低检出限为3.3 ng。
2.2.4 精密度试验 精密吸取508 mg·L-1的对照品溶液，按2.1.2项下方法进行衍生化，过滤，进样10 μL测定，连续进样6次，测定峰面积，计算DNJ的RSD为1.39%。表明精密度良好。
2.2.5 重复性试验 按2.1.1项下方法制备供试品溶液6份，按2.1.2项下方法进行衍生化，过滤，进样10 μL测定，测得6份供试品溶液中DNJ和总生物碱的含量RSD分别为1.78%和1.77%。表明重复性良好。
2.2.6 稳定性试验 将衍生后的供试品溶液置冰箱4 ℃保存，分别于0，2，6，8，12，16，24h后，进样10 μL测定，记录DNJ的峰面积RSD为1.49%。结果表明，与0 h相比，24 h内峰面积基本不变。即衍生物在4 ℃冰箱中保存，至少24h内稳定不变。
2.2.7 加样回收率试验 精密称取已知DNJ含量的样品粉末50 mg共6份，至50 mL量瓶中，加水溶解并定容，摇匀。分别精密量取1 mL，置10 mL量瓶中，加入DNJ的对照品储备液1 mL，加水稀释至刻度，摇匀后精密吸取100 μL，按2.1.2项下方法进行衍生化，过滤，进样10 μL测定，计算DNJ的平均回收率为98.68%，RSD为1.21%。
2.2.8 总生物碱含量测定 精密称取桑叶总生物碱样品粉末，按2.1.1项下方法制备样品溶液，按2.1.2项下方法进行衍生化，过滤，进样10 μL测定。记录与对照品主峰保留时间一致的色谱峰，峰面积按外标法计算DNJ的含量，并同时记录与对照品主峰相对保留时间为1.17~1.58之间的色谱峰，相对保留时间见表2。根据各生物碱成分色谱峰的峰面积之和按外标法计算样品中总生物碱的含量（以DNJ计）。3批中试放大的桑叶总生物碱中DNJ含量分别为51.03%，50.88%，57.11%，总生物碱含量分别为75.37%，77.21%，79.84%。
 表2 桑叶总生物碱部位中生物碱类成分的相对保留时间
	批号
	相对保留时间

	
	峰1
	峰2
	峰3
	峰4
	峰5

	110910
	1.31
	1.00
	1.17
	1.21
	1.56

	111008
	1.32
	1.00
	1.17
	1.20
	1.55

	111020
	1.31
	1.00
	1.19
	1.22
	1.58


3讨论
桑叶生物碱类化合物因其分子结构中缺少发色团，无紫外吸收，而且水溶性较大，在C18柱上保留较弱，出峰时间过早，不能够完全分离。因此，利用柱前衍生化后HPLC-MS/MS法进行分离鉴定，确定了主要生物碱成分为5个多羟基生物碱和1个多羟基生物碱糖苷，分别为1-脱氧野尻霉素(1-deoxynojirimycin，DNJ)，荞麦碱（fagomine），3-表荞麦碱(3-epi-fagomine)，1,4-双脱氧-1,4-亚氨基-D-阿拉伯糖醇(1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol，DAB)，打碗花精B2(Calystegine B2)和1,4-双脱氧-1,4-亚氨基-(2-氧-β-D-吡喃葡糖基)-D-阿拉伯糖醇(1,4-dideoxy-1,4-imino-(2-O-β-D-glucopyranosyl)-D-arabinitol，2-O-β-Glc-DAB)。其中fagomine与DAB的衍生物的色谱峰重叠，原因可能是由于两者属于同系物，极性非常相似，但是并不影响两者在质谱中的定性鉴别。
本研究通过采用柱前衍生化HPLC-MS/MS法对桑叶生物碱部位中的生物碱成分进行定性分析，同时以DNJ为对照，外标法计算总生物碱含量。该方法可用于桑叶总生物碱及其制剂的定性定量分析。
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