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摘要　目的 :通过高分离度快速液相 2飞行时间质谱 (RRLC2TOF /MS)联用技术定性分析中药复方四逆汤中的

主要化学成分。方法 :色谱分离采用资生堂 CAPCELL PAK C18反相柱 (50 mm ×2. 0 mm, 2μm) ,流动相组成分

别为 0. 1%甲酸水溶液和乙腈 ,梯度洗脱 ,流速为 0. 25 mL /m in;质谱定性采用飞行时间质谱 ,正离子模式扫描。

结果 :在优化的液质联用条件下 ,通过飞行时间质谱鉴定出四逆汤中 34个成分 ,并对其药材来源进行了归属。

结论 :通过 RRLC2TOF /MS联用技术 ,为鉴定四逆汤中的化学成分建立起了一种快速、高效的分析方法。
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ABSTRACT　O bjective: To analyze chem ical constituents of Sini decoction by rap id2resolution liquid chromatography2time of flight

mass spectrometry (RRLC2TOF /MS). M ethods: IThe separation was performed on a SH ISE IDO CAPCELL PAK C18 reverse phase

column (50 mm ×2. 0 mm, 2μm). The mobile phase consisted of water containing 0. 1% form ic acid and acetonitrile was used as gra2
dient elute. The flow rate was 0. 25 mL /m in. Time2of2flightmass spectrometer( TOF /MS) was app lied for qualitative analysis under pos2
itive ion mode. Results:Under op tim ized LC /MS condition, thirty2four of the major chem ical constituents of Sini decoction were identi2
fied by RRLC2TOF /MS. A ll of the constituents were surveyed and classified according to their medicinal materials derivation. Conclu2
sion:A rap id and efficient method for studying the chem ical constituents of Sini decoction by RRLC2TOF /MS was established.
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　　中药复方中多成分的鉴定分析是中药现代化研

究的重要组成部分之一。传统方法主要采用色谱分

离技术从中分离提取出单一化学成分 ,然后通过核

磁共振 (NMR )、质谱 (MS)等其它分析技术进行鉴

定。这种方法通常需要经过复杂的分离、提取过程 ,

比较费时 ,并且是针对某一类化合物的鉴定 ,难以完

整、系统地体现中药复方中多类成分的复杂性 [ 1 ]。

近年来 ,液质联用技术为中药化学成分的分析鉴别

提供了简便准确可靠的方法。高分辨飞行时间质谱

是一种新兴且发展迅速的质谱技术 ,其具有检测灵

敏度高 ,测定化合物质荷比精确 ,离子扫描范围宽等

优点 ,现已越来越多的用于中药分析中 [ 2, 3 ]。

四逆汤是东汉张仲景所创名方 ,始载于《伤寒

论》,由附子、干姜、炙甘草组成 ,具有保护心肌、改

善心功能、防止缺血 2再灌注的损伤等功效 ,是治疗

冠心病心绞痛的常用药 [ 4 ]。研究显示 ,附子的活性

成分主要包含乌头碱和次乌头碱等乌头碱类化合

物 ,干姜的活性成分主要是 62姜酚等姜辣素类成
分 ,炙甘草的活性成分主要包含甘草酸等三萜皂苷

类和甘草黄酮类成分 [ 5～7 ]。

目前对四逆汤中化学成分分析已有少量文献报

道 ,均采用传统的植物化学的方法进行分离提

取 [ 8～10 ]。另外 ,采用串联质谱技术不经过色谱柱直

接对四逆汤氯仿部位中的乌头碱进行分析 ,检测到

苯甲酰单酯型、双酯型和脂类生物碱等二萜生物

碱 [ 11 ]。显然 ,这些方法难以系统地体现中药复方中

多类成分的复杂性。本研究采用 RRLC2TOF /MS技

术对四逆汤中多成分进行了鉴别 ,该法操作简便、快

速、准确 ,对阐明四逆汤药效物质基础、质量控制、开

发现代中药新药等具有重要意义。
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1　仪器和试药

安捷伦 1200型液相色谱仪 ,包括在线脱气机 ,

二元泵 ,高性能自动进样器 ;安捷伦 G6220A飞行时

间质谱仪 ,配有标准电喷雾离子源 ( ESI) ,MassHunt2
er色谱工作站和 Qualitative Analysis质谱分析软件 ;

R201型旋转蒸发器 (上海申胜生物技术有限公

司 )。

HPLC级乙腈 (Merck, Germany) ; HPLC级甲酸

( Tedia, USA ) ;无水乙醇为分析醇 (中国医药集团上

海化学试剂公司 ) ;水为娃哈哈纯净水。次乌头碱、

异甘草素、62姜酚、甘草酸标准品均购自中国生物制
品检定所。附子、干姜、炙甘草药材购自上海德康大

药房 ,经第二军医大学药学院生药教研室孙莲娜副

教授鉴定。

2　试验

2. 1　色谱及质谱条件

2. 1. 1　色谱条件　色谱柱 :资生堂 CAPCELL PAK

C18 (50 mm ×2. 0 mm , 2μm ) ,流动相 : A0. 1%甲酸

水溶液 , B乙腈 ;梯度洗脱 : 0～5 m in ( 5% B～15%

B) , 5～10 m in (15%B～22%B) , 10～22 m in (22%B

～30% B ) , 22～35 m in ( 30% B～40% B ) , 35～40

m in ( 40% B～60% B ) , 40～43 m in ( 60% B～65%

B) , 43～45 m in ( 65% B ) ;柱温 25 ℃,进样体积 1

μL,流速 0. 25 mL /m in。

2. 1. 2　质谱条件　电喷雾正离子模式 ;质量扫描范

围 m /z 100～1 200;毛细管电压 4 000 V; 雾化气压

力 30 p si;干燥气流速 8 L /m in;干燥气温度 350 ℃;

碎片电压 220 V。选择参比校准液做实时质量数校

正。实验数据采用 Qualitative Analysis软件处理。

测定样品之前 ,使用调谐液校准质量轴 ,以保证质量

精度误差小于 2 ppm。

2. 2　供试品溶液制备 　按四逆汤处方比例称取附

子粉末 0. 3 g、干姜粉末 0. 2 g、炙甘草粉末 0. 3 g,加

水 80 mL煮沸 90 m in,四层纱布滤去药渣 ,滤液旋转

蒸发浓缩至 4 mL,取 0. 5 mL浓缩液加 1 mL无水乙

醇沉淀多糖 , 10 800 r/m in离心 5 m in,上清 80 ℃水

浴下氮气吹干 ,残渣用 0. 5 mL甲醇复溶 ,经 0. 22

μm微孔滤膜过滤 ,滤液在“2. 1”项下色谱条件下进

样分析。

2. 3　四逆汤中化学成分数据库的建立　根据四逆

汤各组方药材的化学成分研究报道 ,收集了乌头碱

类、二苯基庚烷类、姜辣素类、三萜皂苷类、黄酮类化

学成分共 313个 ,并通过安捷伦“formula2database2
generator”软件建立四逆汤各组方药材中已知化学

成分的数据库。

3　结果与讨论

3. 1　实验条件优化 　首先考察了甲醇 2水和乙腈 2
水两种体系 ,结果显示乙腈的洗脱效果要优于甲醇 ,

故选择乙腈作为有机相。在流动相体系中加入甲酸

可有效抑制皂苷类和黄酮类等酸性化合物的拖尾 ,

并增加乌头碱类成分的质谱响应 ,实验考察了甲酸

的添加量对分离的影响 ,结果发现甲酸浓度在

011%时已经足够抑制酸类物质的拖尾情况 ,并且大

多数成分有不错的质谱响应。因此 ,最终采用

011%甲酸水溶液作为水相。

质谱检测分别比较了正、负离子两种扫描模式 ,

结果发现正模式下峰容量更大、质谱响应更强 ,故实

验最终选择在正模式下进行。四逆汤提取液 RRLC2
TOF /MS总离子流图见图 1。

图 1　四逆汤质谱总离子流图

3. 2　飞行时间质谱成分筛查 　应用 Qualitative A2
nalysis质谱分析软件计算可能的分子组成 (误差 < 3

ppm ) ,结合四逆汤化学成分数据库 ,对四逆汤样品

溶液所得色谱图上色谱峰进行分析 ,初步推测了 34

个成分的分子组成。其中峰 20、22、27和 28通过标

准品无偏差的确认为异甘草素、次乌头碱、甘草酸和
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62姜酚。结果如表 1所示。

表 1　四逆汤化学成分鉴别分析结果

No. tR (m in) Identification Formula
Experimental

m /z
M + X

Theoretical
m /z

Error

mDA ppm

1 a 2. 83 chuanfum ine C22 H35NO5 394. 258 4 M + H 394. 259 3 20. 95 22. 41

2 a 5. 18 senbusine A C23 H37NO6 424. 269 8 M + H 424. 269 9 20. 11 20. 27

3 a 5. 64 mesaconine C24 H39NO9 486. 269 4 M + H 486. 270 3 20. 91 21. 86

4 a 6. 01 senbusine B C23 H37NO6 424. 269 6 M + H 424. 269 9 20. 31 20. 74

5 a 6. 31 isotalatizidine C23 H37NO5 408. 273 9 M + H 408. 275 0 21. 10 22. 69

6 a 6. 83 songorine C22 H31NO3 358. 237 3 M + H 358. 238 2 20. 92 22. 57

7 a 7. 82 fuziline C24 H39NO7 454. 280 4 M + H 454. 280 5 20. 08 20. 17

8 a 8. 22 102hydroxytalatizam ine C24 H39NO6 438. 286 1 M + H 438. 285 6 0. 54 1. 23

9 a 8. 68 152ep ifuziline C24 H39NO7 454. 279 7 M + H 454. 280 5 20. 78 21. 71

10 b 9. 16 liquiritigenin272O2glucoside2 C20 H22O5 735. 210 7 M +Na 735. 211 2 20. 53 20. 73

4’2O2ap iosyl2O2glucoside 751. 186 6 M + K 751. 185 2 1. 43 1. 90

11 a 9. 41 talatizam ine C 2 4H39NO5 422. 290 6 M + H 422. 290 6 20. 05 20. 11

12 b 11. 33 schaftoside C26 H28 H14 565. 154 7 M + H 565. 155 7 21. 03 21. 82

587. 137 8 M +Na 587. 137 7 0. 12 0. 21

13 a 12. 22 142acetyltalatizam ine C26 H41NO6 464. 300 8 M + H 464. 301 2 20. 41 20. 89

14 b 13. 03 liquiritin ap ioside C26 H30 H13 573. 156 9 M +Na 573. 158 4 21. 51 22. 64

589. 132 9 M + K 589. 132 4 0. 55 0. 93

15 b 13. 43 lliquiritigenin24’2 C26 H30 H13 573. 157 3 M +Na 573. 158 4 21. 11 21. 94

ap iosyl (122) 2glucoside 589. 131 2 M + K 589. 132 4 21. 15 21. 95

16 a 15. 32 benzoylmesaconitine C31 H43NO10 590. 296 6 M + H 590. 296 5 0. 08 0. 13

17 a 16. 85 benzoylaconitne C32 H45NO10 604. 311 4 M + H 604. 312 2 20. 77 21. 28

18 b 17. 71 ononin C22 H22O9 431. 133 2 M + H 431. 134 2 21. 01 22. 34

453. 115 1 M +Na 453. 116 2 21. 05 22. 32

19 a 18. 19 benzoylhypaconitine C31 H43NO9 574. 301 2 M + H 574. 301 6 20. 41 20. 71

20 b 20. 57 isoliquiritigenin C15 H12O4 257. 081 1 M + H 257. 081 4 20. 28 21. 10

279. 062 8 M +Na 279. 063 3 20. 53 21. 90

21 b 21. 70 gancaonin K C16 H12O5 285. 075 8 M + H 285. 076 3 20. 50 21. 75

307. 058 3 M +Na 307. 058 2 0. 06 0. 18

22 a 26. 62 hypaconitine C33 H45NO10 616. 310 9 M + H 616. 312 2 21. 27 22. 06

23 b 27. 78 licoricesaponin A3 C48 H72O21 985. 464 8 M + H 985. 464 4 0. 37 0. 37

1007. 445 9 M +Na 1007. 446 4 20. 48 20. 48

24 b 29. 65 yunganoside K2 / C42 H62O17 839. 404 7 M + H 839. 406 5 21. 83 22. 17

licoricesaponine G2 861. 387 6 M +Na 861. 388 5 20. 87 21. 01

25 b 32. 35 licoricesaponine J2 C42 H64O16 825. 427 5 M + H 825. 427 3 0. 24 0. 29

847. 408 5 M +Na 847. 409 2 20. 71 20. 83

26 b 32. 91 licoricesaponine G2 C42 H62O 17 839. 406 1 M + H 839. 406 5 20. 43 20. 51

/yunganoside K2 861. 388 3 M +Na 861. 388 5 20. 17 20. 20

27 b 35. 49 glycyrrhizic acid C43 H64O16 823. 411 9 M + H 823. 411 6 0. 29 0. 35

845. 395 0 M +Na 845. 393 6 1. 44 1. 71

28 c 36. 10 [ 6 ] 2gingerol C17 H26O4 317. 172 0 M +Na 317. 172 9 20. 88 22. 77

333. 146 4 M + K 333. 146 8 20. 42 21. 26

29 b 36. 93 licoricesaponine B2 C42 H64O15 809. 430 9 M + H 809. 432 3 21. 45 21. 79

831. 413 7 M +Na 831. 414 3 20. 59 20. 71

30 b 37. 80 licoricesaponine H2 /K2 C43 H64O16 823. 410 7 M + H 823. 411 6 20. 91 21. 11

845. 394 3 M +Na 845. 393 6 0. 74 0. 88

31 b 39. 24 licoricesaponine K2 /H2 C43 H64O16 823. 412 1 M + H 823. 411 6 0. 49 0. 59

845. 393 2 M +Na 845. 393 6 20. 36 20. 42

32 b 40. 66 licoricesaponine C2 C42 H62O15 807. 414 6 M + H 807. 416 7 22. 10 22. 60

829. 397 7 M +Na 829. 398 6 20. 94 21. 13

33 c 43. 28 [ 8 ] 2gingerol C19 H30O4 345. 204 2 M +Na 345. 204 2 0. 02 0. 06

361. 178 3 M + K 361. 178 1 0. 18 0. 50

34 c 44. 00 [ 6 ] 2shogaol C17 H24O3 299. 161 8 M +Na 299. 162 3 20. 51 21. 72

315. 136 7 M + K 315. 136 3 0. 45 1. 41

a2附子中的成分 , b2炙甘草中的成分 , c2干姜中的成分
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　　从表 1中 TOF /MS所测得的精确分子量和计算

所得的理论值比较结果可知 ,实验测得的分子量准

确可信 (误差均小于 3ppm )。在数据匹配的基础

上 ,还利用了峰物质特征的同位素分布进行验证。

以 16号峰 Benzoylmesaconitine和 27号峰 Glycyrrhiz2
ic acid为例 ,我们采用 Qualitative Analysis软件的

“同位素匹配功能”分别对这两种化合物离子的同

位素峰进行匹配 ,匹配结果见图 2。从图中可以看

出 ,这两种离子理论上计算的 (由方框表示 )同位素

峰强度比、出峰位置与实际测得的 (由框内的峰表

示 )结果吻合良好 ,更进一步说明推导结果的准确

可信。

图 2　16号 (A)和 27号 (B)化合物离子峰的理论同位素峰强度与实际同位素强度匹配结果

3. 3　同分异构体的区分 　实验中发现四逆汤中含

有多组同分异构体 ,本文用对照品鉴别区分了部分

同分异构体。其余同分异构体采用 ACD /Chem2
Sketch软件计算化合物的亲水亲油系数 logP值判

断出峰顺序。以 2号峰 Senbusine A与 4号峰 Sen2
busine B为例 ,在 RRLC2TOF /MS总离子流图中 ,提

取 m /z为 424. 23的离子 ,结果见图 3。

图 3　2号峰 ( Senbusine A)和

4号峰 ( Senbusine B)的提取离子色谱图

采用 ACD /ChemSketch软件计算 Senbusine A

和 Senbusine B的 logP值分别为 21. 46和 21. 16,表明

Senbusine B的疏水更强 ,在反相色谱柱中的保留时

间则越长 ,确定这两个化合物的出峰顺序为 Senbus2
ine A先于 Senbusine B出峰 ,从而对异构体的色谱

峰进行相应归属。

3. 4　鉴定成分归属 　本研究采用 RRLC2TOF /MS

分析方法 ,从四逆汤中鉴定出了 15个乌头碱类、3

个姜辣素类和 9个三萜皂苷类与 7个黄酮类成分 ,

分别归属于附子、干姜和炙甘草 3种药材 ,该鉴定结

果与其复方配伍基本吻合。现代药理研究表明 ,乌

头碱类成分具有强心、抗心律失常、抗炎等作用 [ 12 ] ;

姜辣素类成分具有抵制血小板聚集、清除自由基和

增强心肌收缩力等作用 [ 13 ]
;三萜皂苷类和黄酮类成

分具有抗氧化、抗病毒、抗心律失常和肾上腺皮质激

素样等作用 [ 14 ]。这些活性成分配伍之后 ,相互协

调、相互促进 ,在体内发挥着协同药效作用 ,可使复

方药物产生更为理想的疗效。

4　结论

本实验采用 RRLC2TOF /MS技术 ,实现了对四逆

汤中多成分的快速定性分析。总共鉴定出 15个乌头

碱类、3个姜辣素类、9个三萜皂苷类和 7个黄酮类成

分 (共 34个 )活性成分 ,并对其药材来源进行了归属。

该技术为中药复方多成分分析提供了一种有效、可靠

的方法 ,也同样适用于其它复杂体系的分析。
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图 3　阿德福韦酯自乳化制剂和
片剂大鼠血浆中血药浓度 2时间曲线

采用 3P87程序 ,将不同时间内血浆浓度数据对

时间进行拟合 ,并计算相关药动学参数 [ 7 ]
,见表 1。

表 1　单剂量灌胃阿德福韦酯自乳化制剂
和片剂后测得的药动学参数 ( n = 6)

参数
阿德福韦酯

片剂组 自乳化制剂组
Cmax (μg/mL) 1. 725 8 2. 509 4

AUC (μg·m in /mL) 215. 919 6 277. 291 1

MRT02∞ (m in) 138. 283 3 122. 970 2

MRT0212 (m in) 110. 164 7 102. 259 9

AUC02∞ (μg·m in /mL) 271. 710 5 339. 800 0

AUC0212 (μg·m in /mL) 247. 122 3 316. 640 1

由拟合的数据得出结论 :阿德福韦酯自乳化制

剂口服生物利用度优于阿德福韦酯片剂。

4　讨论

阿德福韦酯自乳化制剂大鼠体内药动学的实

验中采用 CC I3 COOH提取血样中的药物 ,一方面

有利于对蛋白的沉淀作用 ,另一方面 ,杂质干扰峰

少 ,且血样萃取液不产生乳化现象 ,回收率较高 ,

便于操作。本项研究采用了高效液相色谱法测定

阿德福韦血浆浓度 ,方法灵敏度高 ,日内、日间精

密度试验结果表明变异小 ,专属性强 ,重现性良

好。由拟合的数据可以得出 ,阿德福韦酯自乳化

制剂口服生物利用度优于阿德福韦酯片剂 ,表明

进行阿德福韦酯自乳化制剂大鼠体内药动学的实

验具有一定的研究意义。
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