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苦皮藤素在水体中的稳定性及水解产物结构研究
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摘 　要 :采用高效液相色谱及高效液相色谱 2电喷雾多级质谱技术 ( H PL C 2ES I2M S /M S ) ,研究了植

物源杀虫活性成分苦皮藤素 V、苦皮藤素 I、NW 28及 NW 53在不同水体中的稳定性及苦皮藤素 Ⅴ

在碱性水体中的水解产物。54℃±1℃贮存 24 h,在 pH值为 4的水体中 ,苦皮藤素 V、苦皮藤素 I

及 NW 53比较稳定 ,而 NW 28稳定性较差 ,其水解率依次为 5. 03%、4. 15%、6. 60%及 19. 75% ;在

pH为 7的水体中 ,苦皮藤素 V 比较稳定 ,水解率为 6. 43% ,苦皮藤素 I、NW 28及 NW 53稳定性较

差 ,水解率分别为 12. 5%、12. 3%及 50. 55% ;在 pH为 10的水体中 ,苦皮藤素 V、苦皮藤素 I、NW 28

及 NW 53极易水解 ,水解率依次为 71. 53%、84. 55%、77. 68%及 99. 30%。苦皮藤素 V 在碱性水体

中的主要水解产物为一系列在其 C 21、C 22 C 28及 C 29位发生酯键水解而形成的 32羟基、42羟基或

52羟基的二氢沉香呋喃多元酯。
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L IU W ei
1, 2

, 　J I Zh i2q in
1
, 　W EI Shao2peng

1
, 　W U W en2jun

3 1

(1. Ins titu te of Pestic ide Science, N orthw est A & F U nivers ity, Yangling 712100, Shaanxi P rovince, China;

2. Ins titu te fo r the Contro l of Agrochem ica ls, Xi′an 710003, China )

Abstract: The stab ility of the bo tan ica l insec tic ida l com ponen ts Ce langu lin V , C elangu lin I, NW 28 and

NW 53 in th ree buffe r so lu tions w ith d iffe ren t pH va lues a t 54℃ ±1℃ fo r 24h w as stud ied by h igh

pe rfo rm ance liqu id chrom atography. C elangu lin V , C e langu lin I and NW 53 w ere m ore stab le in pH 4
buffer so lu tion, w hile NW 28 w as less stab le, the hydro lysis ra tes of them w ere 5. 03% , 4. 15% , 6. 60%

and 19. 75% , respec tive ly. The stab ility of fou r tes ted com p ounds in pH 7 buffe r so lu tion exh ib ited

sim ilar trend w ith tha t of above m etioned, and the ir hydro lysis ra tes w ere 6. 43% , 12. 50% , 12. 03%

and 50. 55% , respec tive ly. W hereas in pH 10 buffe r so lu tion, a ll tested com ponen ts w ere hyd ro lyzed

easily, and the ir hyd ro lysis ra tes w ere 71. 53% , 84. 55% , 77. 68% and 99. 30% , respec tive ly. The

hydro lysa tes of C elan lu lin V w ere a lso investiga ted by m eans of H PL C 2ES I2M S /M S. The resu lts

show ed tha t the m ain hydro lysa tes w ere p roduced from the break of varies este r bonds substitu ted a t

C 21, C 22, C 28 and C 29 of theβ2d ihydroagrofu ran sesqu ite rpene skele ton, in w hich the struc tu res of f ive

com pounds w ere deduced by the ir M S /M S sp ec tra.
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　　苦皮藤 C elas trus angu la tus是我国著名的杀虫

植物 [ 1 ]
,其杀虫有效成分苦皮藤素为一系列二氢

沉香呋喃多元醇 (酯 )类化合物 [ 2～5 ] 。笔者等以苦

皮藤提取物为原料 ,已研制成功 0. 2%苦皮藤素乳

油 ,并于 2000年获农药临时登记 ,投入批量生产 ,

产生了一定的经济效益和环境生态效益。虽然苦

皮藤素本身对非靶标生物及环境相当安全 [ 6, 7 ]
,但

由于其乳油中含有占制剂质量分数约 70%的甲

苯 ,对环境不安全 ,因此最好是将苦皮藤提取物加

工成微乳剂或水乳剂。水基化制剂的一个重要问

题是有效成分在水体中的稳定性 [ 8 ] 。鉴于苦皮藤

素在含水介质中的稳定性尚未见文献报道 ,笔者

选择苦皮藤素 Ⅴ及其他 3个具有不同结构特点的

活性成分 , 研究了其在不同 pH 水体中的水解速

率 ,并采用高效液相色谱 2电喷雾多级质谱 ( H PL C 2
ES I2M S /M S )技术对苦皮藤素 V 的碱性水解产物

结构进行了初步研究 ,以期为苦皮藤素水基化制

剂的剂型加工及质量指标制定提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

1. 1. 1 　化合物 　苦皮藤素 V、苦皮藤素 I、NW

28、NW 53,其结构式如下所示 ,化合物纯度均在

98%以上 ,由西北农林科技大学农药研究所自苦

皮藤根皮中分离得到。

1. 1. 2 　缓 冲 液 　 pH 为 4 的 乙 酸 2乙 酸 钠

( 0. 2 m o l /L ) , pH为 7的磷酸氢二钠 2磷酸二氢钠

( 0. 2 m o l /L ) , pH 为 10 的 甘 氨 酸 2氢 氧 化 钠

( 0. 2 m o l /L ) 。配制方法参见文献 [ 9 ]。

1. 1. 3 　仪器和试剂 　 Finn igan L CQ A dvan tage

M A X液 2质联用仪 ,具二极管阵列检测器 ,电喷雾

离子源和离子阱质量分析器 ; H yp e rsil GOLD C18

反相色谱柱 ;甲醇、乙腈为色谱纯 ,美国 Ted ia公司

产品。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　供试化合物在不同 pH 水体中的水解速率

测定 　称取苦皮藤素 Ⅴ、苦皮藤素 Ⅰ、NW 28 及

NW 53各 10. 0 m g, 用甲醇溶解并定容至 25 mL

(各组份的质量浓度均为 400μg /mL ) ,即为苦皮

藤素混合标准溶液。取该混合标准溶液 40μL 置

于 4 mL 具塞离心管中 ,分别加入 3. 96 mL pH 值

为 4、7、10的缓冲液 ,密封后浸入 54℃ ±1℃水浴

中 ,热贮一定时间后采用高效液相色谱 2紫外光谱

法对各化合物进行定性、定量分析 ,计算各化合物

的水解率。

液相色谱条件 : H yp ers il GOLD C18反相色谱

柱 ( 2. 1 mm ×150 mm , 5μm ) ,流动相 :乙腈 2水 =

62∶38 (体积比 ) , 流速 0. 2 mL /m in, 检测波长

230 nm , 进样量 10μL。

1. 2. 2　苦皮藤素Ⅴ的水解产物研究 　取 400μg /mL

的苦皮藤素 Ⅴ甲醇溶液 40 μL 置于具塞离心管

中 ,加入 3. 96 mL pH为 10的缓冲液 ,密封后浸入

54℃ ±1℃水浴中热贮 24 h, 对其水解产物进行

H PL C 2ES I2M S /M S定性分析。色谱条件同 1. 2. 1

节。

质谱分析条件 :离子化方式 ( ES I, 正离子模

式 ) ;二级质谱数据采集采用 da ta2dep enden t模式 ,

源内诱导碰撞能量 35% ,离子宽度 2. 0;电离电压

4. 5 kV;鞘气流速 45 a rb,辅助气流速 10 a rb;离子
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传输管温度 350℃。

2　结果与分析

2. 1　分析方法的建立

2. 1. 1　线性关系 　准确配制浓度为 20、10、5、

2. 5、1. 25及 0. 625μg /mL的苦皮藤素 Ⅴ、苦皮藤

素 Ⅰ、NW 28及 NW 53混合标准溶液 ,按前述色谱

条件进行测定 ,考察峰面积与进样量之间的线性

关系。混合标样溶液浓度为 1. 25μg /mL 时的典

型色谱图见图 1。4个化合物在该浓度范围内均

有良好的线性关系 , 其线性方程依次为 Y =

26 715x + 870. 73, r = 0. 998 7; Y = 19 493x +

2 471. 2, r = 0. 999 3; Y = 6 023. 7x + 992. 16, r =

0. 998 0; Y = 18 790x + 1 629. 5, r = 0. 997 4。

图 1　混合标样的色谱图

Fig. 1　C h rom atog ram of the m ixed s tanda rds

苦皮藤素 I celangu lin I ( RT = 5. 56 m in) , NW 53 ( RT = 7. 42 m in) ,

NW 28 ( RT = 8. 95 m in) ,苦皮藤素 V celangu lin V ( RT = 11. 03 m in)

2. 1. 2　方法的准确性、精密度和灵敏度 　在添加

水平分别为 0. 4和 4. 0μg /mL 时 ,苦皮藤素 V、苦

皮藤素 I、NW 28及 NW 53在不同 pH 体系中的平

均回收率分别为 98. 5% ～ 103. 0%、99. 8% ～

102. 0%、99. 3% ～102. 5%和 99. 0% ～101. 2% ,

相对标准偏差 ( RSD , n = 5 )分别为 2. 8% ～5. 6%、

2. 9% ～4. 6%、1. 8% ～3. 4%和 2. 6% ～5. 2%。

以添加回收中各化合物的峰面积信噪比 ≥3为检

测限 ,则各化合物的检测限均为 0. 04μg /mL。表

明所建立的 H PL C方法可满足不同水体中 4个苦

皮藤素化合物含量分析的要求。

2. 2　苦皮藤素化合物在不同 pH值水体中的稳定

性

在 pH为 4的酸性水体中 ,于 54℃ ±1℃贮存

24 h,苦皮藤素 V、苦皮藤素 I及 NW 53均比较稳

定 ,其水解率依次为 5. 03%、4. 15%和 6. 60% ,而

NW 28的稳定性较差 ,水解率为 19. 25%。

在 pH 为 7的中性水体中 ,于 54℃ ±1℃贮存

24 h,苦皮藤素 V 的水解率为 6. 43% ,苦皮藤素 I

及 NW 28的水解率分别为 12. 50%和 12. 03% ,而

NW 53稳定性很差 ,水解率高达 50. 55%。

在 pH为 10的碱性水体中 ,于 54℃ ±1℃贮存

24 h, 4个化合物均发生了很大程度的水解 ,其水

解动态曲线见图 2。其中 NW 53稳定性最差 , 2 h

的水解率即达到 96. 43% ,苦皮藤素 Ⅴ最为稳定 ,

但 24 h的水解率也达 65. 05%。

图 2　四个苦皮藤素类化合物在 pH为 10的

水体中的水解动态曲线

Fig. 2　H yd ro lysis dynam ics of fou r ce langu lins

in pH 10 buffe r so lu tion

2. 3　HPLC2ES I2M S /M S方法研究苦皮藤素 V的

水解产物 　苦皮藤的主要有效成分为苦皮藤素类

化合物 ,而其中又以苦皮藤素 Ⅴ含量较高 ,活性最

好 ,为此笔者选择苦皮藤素 Ⅴ为代表来研究苦皮

藤素类化合物在水体中的水解产物分布及其结

构。鉴于苦皮藤素 Ⅴ在 pH 4和 pH 7条件下水解

率较低 ,而在 pH 10条件下水解率较高 ,因此重点

研究了碱性条件下苦皮藤素 Ⅴ的水解产物。苦皮

藤素 V 在 pH 为 10的缓冲溶液中水解 24 h后进

行液 2质联用分析 ,其紫外光谱色谱图 ( a )和质谱

总离子流图 ( b )见图 3。紫外光谱色谱图中保留

时间 ( R T)为 11. 05 m in的色谱峰为苦皮藤素 V ,

R T在 2. 00～7. 00 m in之间的色谱峰为水解产物 ,

由于酯键水解后导致极性增大 ,因此保留时间均

明显小于苦皮藤素 V。通过对 M S 以及 M S /M S

的数据进行分析 ,可以对各产物的结构进行初步

推测。
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图 3　苦皮藤素 V在碱性条件下水解的液 2质联用分析谱图

Fig. 3　C h rom atog ram s ana lyzed by H PL C 2UV 2ES I2M S /M S of ce langu lin V in pH 10 buffe r so lu tion

　　苦皮藤素 V 为二氢沉香呋喃骨架的多元酯类

化合物 , C1和 C2的羟基质子被乙酰基取代 , C8

和 C13的羟基质子被异丁酰基取代 , C9的羟基质

子被苯甲酰基取代 ,在一级质谱图中可观察到的

准分子离子峰主要为 [M + N a ]
+

, m / z 685。质谱

总离子流图中 ,从 R T为 2. 00～3. 42 m in的馏分

质谱图中可以观察到的准分子离子峰有 m / z 539

( A ) 、531 ( B ) 以及 497 ( C ) ; 从 R T 为 4. 40 ～

5. 40 m in的馏分质谱图中可以观察到的准分子离

子峰为 m / z 601 (D ) ; R T为 6. 37和 6. 68的馏分

质谱图中可以观察到的准分子离子峰为 m / z 643

( E) 。

水解产物 C 的准分子离子峰 [ M + N a ]
+ 为

m / z 497, 比苦皮藤素 V 的准分子离子峰 [ M +

N a ]
+

m / z 685小 188 D a,推测其可能是该分子脱

去一分子苯甲酰基 ( - 104D a )和两分子乙酰基

( - 42D a ×2 )后的水解产物。以水解产物 C的加

钠准分子离子峰 (m / z 497 )为母离子进行 M S /M S

分析 ,在 35%能量的轰击下所产生的 C ID 谱图见

图 4。从中可以看出 ,其产生的子离子主要有 : m / z

449、413和 409。m / z 409比母离子小 88 D a,对应

于分子中脱去一分子异丁酰基 ( - 70 D a)和一分

子水 ( - 18 D a) 。m / z 449离子的形成机理比较复

杂 ,推测其可能经历了如图 5所示的一个重排过

程 , 4位叔羟基质子化后脱去一分子水 ( - 18 D a)。

C12C2键断裂形成两个醛基 , C2位再发生中性丢

失脱去一分子甲醛 ,形成了图 5所示的 m / z 449离

子 ,该片段中再脱去两分子的水 ,又产生 m / z 413

离子。至此 ,该化合物二级质谱图中的主要离子

均得以合理的解释 ,从而推测水解产物 C的结构

应该是 : 8α, 132二异丁酰氧基 21β, 2β, 4α, 6α, 9β2五
羟基 2β2二氢沉香呋喃。

图 4　水解产物 C的碰撞诱导裂解质谱图

Fig. 4　C o llis ion induced d isso ica tion ( C ID )

sp ec trum of hyd ro lysa te C

　　根据同样的方法 ,初步推测水解产物 A、B、D

及 E的结构式如图 6所示。

3　讨论

　　本研究的目的是掌握杀虫植物苦皮藤主要有

效成分苦皮藤素 Ⅴ及类似化合物在水体中的水解

动态 ,为苦皮藤素水基制剂的研发及其质量标准

的制定提供依据。水基制剂中 ,有效成分的稳定

性是主要的质量指标。目前我国农药制剂热贮稳

定性是检测制剂在 54℃ ±1℃条件下贮存 14 d后
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有效成分的分解率 [ 9 ]
,因此 ,本研究中 ,其水解温

度均设为 54℃ ±1℃。

比较苦皮藤素 Ⅴ及其他 3个类似物在水体中

的稳定性 ,可以看出苦皮藤素 Ⅴ是最稳定的。这

一特性可能和苦皮藤素 Ⅴ分子中 C 26位羟基未被

酯化有关。有研究资料表明 ,由于 C 26位独特的

空间结构 ,在碱性介质中 C 26位酯键最易受攻击

而断裂 [ 10 ] 。目前已从苦皮藤根皮提取物中分离鉴

定出近 60个二氢沉香呋喃多元醇 (酯 )类化合物 ,

大多数都有一定的杀虫活性。本研究选用的 4个

化合物涵盖了苦皮藤提取物中 4种结构类型。在

以粗提物加工的制剂中 ,虽然苦皮藤素 Ⅴ是“主成

分 ”,但其他类似化合物亦有生物活性。4个化合

物在水体中的水解动态表明 ,苦皮藤素 Ⅴ和其他

3个化合物在 pH为 4和 pH为 7的水体中的稳定

性仍有较大差别。在 pH 为 4的水体中 , NW 28的

水解率为 19. 25% ;在 pH为 7的水体中 , NW 53的

24 h水解率为 50. 55%。因此 ,若要将苦皮藤提取

物加工成微乳剂或水乳剂 ,必须将其 pH值严格控

制在 5～6左右 ,以保证其主要活性成分的稳定性
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符合我国农药登记规定的质量指标。

采用 M S 及 M S /M S 对苦皮藤素 Ⅴ碱性水解

后 5个主要产物的结构进行分析 ,发现水解产物

都是由 1～3个酯键的局部水解而形成的 ,而且水

解均发生在 C 21、C 22、C 28或 C 29位 ,未发现 C 213

酯键的水解 ,也没有发现 72羟基 (全水解 )的水解

产物。笔者采用同样的方法分析了苦皮藤素 Ⅴ在

54℃ ±1℃下保温 14 d的水解产物 ,也未检测到 72
羟基水解产物 ,其原因尚待进一步研究。
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