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摘要

致幻蘑菇近来因其在疾病治疗中的应⽤⽽受到关注。研究⼈员在这些蘑菇中发现了两类活性化合物：⾊胺（包括

裸盖菇素）和β-咔啉（⼀类已知的抗抑郁药）。本研究的⽬的是使⽤⼀种⾊谱⽅法分离⼀组六种⾊胺和四种β-咔

啉类化合物。这些化合物充当路易斯碱，已知会与标准不锈钢HPLC系统中的⾦属氧化物层发⽣相互作⽤。

MaxPeak⾼性能表⾯(HPS)技术已被证明可以解决分析物与⾦属氧化物相互作⽤的相关问题1。 从⾊谱结果中可以

看出，峰⾯积和峰⾼分别增加了⾼达426%和882%。本⽂介绍了⼀种使⽤Arc™ Premier系统结合Empower™样品

组⽣成器(SSG)和XSelect™ Premier HSS T3⾊谱柱分离⼀组10种⾊胺和β-咔啉类化合物的⽅法。  

优势

与标准不锈钢HPLC系统相⽐，使⽤MaxPeak HPS技术可显著改善⾊谱性能■

⼀种更加绿⾊环保的⽅法，使⽤更环保的甲醇作为强溶剂开发■

⼀种仅需15 min即可使⼀组⾊胺和β-咔啉类化合物实现基线分离的⽅法■

使⽤Empower样品组⽣成器快速创建仪器⽅法和样品组■
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简介

近年来，对致幻蘑菇中所含化合物的研究重新成为焦点。⼤多数研究都集中在⾊胺裸盖菇素的药⽤价值上，特别

是它在治疗峰簇性头疼、焦虑、抑郁、强迫症、创伤后应激障碍和药物滥⽤等疾病⽅⾯的应⽤2。 这些蘑菇除具有

药⽤价值外，它们在某些地区的娱乐⽤途的合法化也呈上升趋势3。

在⻝⽤⽣蘑菇时，实现正确的剂量控制相当困难，因为不同属、种、变种以及⽣⻓条件下的蘑菇中，活性化合物

的含量差异很⼤4。 此外，有零星报道称，⻝⽤致幻蘑菇后会出现肌⽆⼒等不良反应，这种效应据推测是由裸盖菇

素的相关⾊胺之⼀“铜绿菌素”引起的5。 这些蘑菇中所含的β-咔啉类化合物是⼀种单胺氧化酶抑制剂(MAOI)。

MAOI通常⽤作抗抑郁处⽅药，但它也会影响⾊胺的代谢6。 这种化合物混合物可能产⽣的协同效应（有利和有害

）尚未经过充分研究。为了促进临床研究的开展，以及确保⽤药的安全性和准确性，需要⼀种简单快速的⽅法来

分离这些化合物。

本⽂所述研究开发了⼀种⽤于分离10种⾊胺和β-咔啉类化合物的HPLC⽅法。这些化合物的化学结构如图1所⽰。

在⽅法开发过程的优化步骤中，使⽤Empower SSG⾃动创建仪器⽅法。⾄关重要的是，利⽤Waters™ MaxPeak 

HPS技术可⼤幅降低分析物与⾦属氧化物发⽣相互作⽤的相关⻛险。 

图1.本研究中使⽤的所有10种化合物的化学结构和相应的m/z。

实验
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样品描述

裸盖菇素和脱磷酸裸盖菇素购⾃Sigma Aldrich（德国达姆施塔特），分别溶于1:1⼄腈:⽔中。4-磷酰氧基-N-甲基

⾊胺、铜绿菌素、4-磷酰氧基⾊胺、去甲脱磷酸裸盖菇素、哈尔满、哈尔明、去甲哈尔满、去甲骆驼蓬碱均购⾃

Caymen Chemicals（美国密歇根州） 

使⽤标准品制备⼀组⾊胺和β-咔啉类化合物，模拟致幻蘑菇中的活性化合物。这些化合物通常使⽤甲醇提取7。 为

反映这⼀点，使⽤5%⽔、5%⼄腈和90%甲醇制备⼀组包含所有10种化合物的样品，裸盖菇素、脱磷酸裸盖菇素

、4-磷酰氧基-N-甲基⾊胺、铜绿菌素、4-磷酰氧基⾊胺、去甲脱磷酸裸盖菇素和去甲骆驼蓬碱的浓度为0.05 

mg/mL，哈尔满、哈尔明、去甲哈尔满的浓度为0.025 mg/mL。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Arc Premier QSM-r

检测： PDA 2998，254 nm

样品瓶： 1 mL全回收样品瓶，P/N：186000385DV

⾊谱柱： XSelect Premier HSS T3⾊谱柱, 100 Å, 2.5 µm, 

4.6 x 100 mm，P/N：186009859

柱温： 25 °C

样品温度： 15 °C

进样体积： 1 µL

流速： 0.75 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的去离⼦⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的甲醇溶液
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梯度表

MS条件

质谱系统： ACQUITY QDa™质谱检测器

电离模式： 正离⼦

采集范围： 100‒400

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 15 V

数据管理

⾊谱软件： Empower 3.8.0

质谱软件： Empower 3.8.0

信息学软件： Empower 3.8.0
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结果与讨论

⽅法开发

在⽅法开发过程中筛选了四种选择性各不相同的⾊谱柱，分别是：XBridge™ Premier BEH C18、XSelect 

Premier CSH C18、XSelect Premier CSH苯⼰基和XSelect Premier HSS T3。所有⾊谱柱的尺⼨均为2.5 μ

m，4.6 x 100 mm。筛选过程中同时使⽤了PDA和QDa质谱检测器进⾏峰鉴定。数据表明，分析物在XSelect 

Premier HSS T3⾊谱柱上获得的⾊谱峰形和保留性均更好。由于XSelect Premier HSS T3⾊谱柱表现出优异的性

能，因此选择该⾊谱柱⽤于进⼀步的⽅法优化。 

⽅法优化步骤利⽤Empower SSG研究梯度时间、强溶剂百分⽐、温度、流速和强溶剂类型等参数。使⽤此应⽤程

序时，⽤⼾必须创建⼀个可以导⼊SSG的CSV电⼦表格。按照提⽰操作后，应⽤程序将按照设定的规格创建样品组

。这样可以降低单独创建仪器⽅法和样品组时的出错率并节省时间。 

分析优化数据时，将代表铜绿菌素和4-磷酰氧基-N-甲基⾊胺的第⼆个和第三个⾊谱峰鉴定为关键分析物对。在最

终⽅法中，这两种化合物实现了基线分离，USP分离度为1.95，如图2所⽰。该⽅法使⽤相对较低的柱温25 °C，

流速为0.75 mL/min，梯度时间更短，甲醇在9 min内从12%增加⾄55%。使⽤甲醇与使⽤⼄腈相⽐，得到了更出

⾊的保留性和⾊谱性能，此外，甲醇还是⼀种更加绿⾊环保的溶剂，因此被选择⽤于最终⽅法。
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图2. 在采⽤MaxPeak HPS技术的Arc Premier系统和⾊谱柱上运⾏最终⽅法⽣成的代表性

⾊谱图。

所有已知化合物在基线处测得的USP⾊谱分离度值均接近2。研究发现，所有峰的峰拖尾均满⾜要求，仅去甲哈尔

满化合物的拖尾因⼦⼤于1.5。表1列出了每种化合物在采⽤MaxPeak HPS技术的Arc Premier系统和⾊谱柱上得

到的分离度和拖尾因⼦。
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表1.在Arc Premier系统上运⾏最终⽅法得到的⾊谱峰分离度和

拖尾

MaxPeak HPS与标准表⾯技术

为评估MaxPeak HPS技术的影响，在配备标准⾊谱柱的标准不锈钢ACQUITY Arc系统上运⾏了相同的分析，所得

的⾊谱图⻅图3。与标准不锈钢相⽐，使⽤MaxPeak HPS技术时，此分析中化合物的⾊谱峰⾼和峰⾯积都有所增

加。值得注意的是，使⽤MaxPeak HPS技术时，去甲哈尔满的峰⾼、峰⾯积显著增加，拖尾因⼦从2.3降⾄1.6。 
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图3.在采⽤标准不锈钢硬件和⾊谱柱的ACQUITY Arc系统上运⾏最终⽅法得到的代表性

⾊谱图

我们在两种HPLC配置上使⽤该⽅法运⾏了⼗次重复进样。实验结果⻅表2和表3。计算结果表明，该技术可以降低

⾊谱峰⾯积和峰⾼的相对标准偏差，从⽽提⾼⽅法的重现性。

表2.在标准不锈钢表⾯与MaxPeak HPS表⾯上分析得到的⾊谱峰⾯积⽐较
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表3.在标准不锈钢表⾯与MaxPeak HPS表⾯上分析得到的⾊谱峰⾼⽐较 

结论

我们开发出⼀种在15分钟内快速完成基线分离的⽅法，⽤于分离致幻蘑菇中的10种化合物。这些化合物的药⽤价

值近来受到研究⼈员的⼴泛关注，包括裸盖菇素、相关⾊胺类和β-咔啉类化合物。该⽅法已在配备XSelect 

Premier HSS T3⾊谱柱的Arc Premier HPLC系统上以甲醇作为强溶剂成功运⾏。使⽤甲醇代替⼄腈提供了⼀种更

加环保的HPLC⽅法。与标准不锈钢HPLC配置相⽐，使⽤MaxPeak HPS技术时观察到⼀般⾊谱性质有显著改善。

使⽤MaxPeak HPS使⾊谱峰⾯积和峰⾼分别增加⾼达426%和882%。
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