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采用ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ对中药复方小柴胡汤中化学成分的快速分析鉴别
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［摘要］　目的：采用高效液相色谱高分辨飞行时间质谱（ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ）对中药复方小柴胡汤中的化学成分进行快速鉴别。

方法：色谱柱ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８（１００ｍｍ×３．０ｍｍ，３．５μｍ），甲醇与０．１％的甲酸水溶液梯度洗脱，柱温为２５℃，进样

体积４μｌ，流速０．６ｍｌ／ｍｉｎ，检测器为飞行时间质谱，ＥＳＩ离子源，质量数扫描范围ｍ／ｚ２００～１５００。结果：一次性鉴别出小柴

胡汤中３８个化学成分。结论：采用 ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ对小柴胡汤中的化学成分进行了色谱表征，一次性在一张图谱上共表征

出３８个化学成分，这可为中药复方小柴胡汤中化学成分的体内代谢及作用机制的深入研究奠定基础。
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　　小柴胡汤出自东汉张仲景的《伤寒论》，是中医
和解少阳的经典方剂，由柴胡、黄芩、人参、半夏、甘
草、生姜和大枣七味药组成。现代药理研究表明，小
柴胡汤具有抗癌［１４］、抗炎［５］、防护肝纤维化患者向
肝癌恶化［６８］等具有药理作用。小柴胡汤中七味中
药所含化学成分不同，其中柴胡、人参、甘草主要成
分为皂苷类化合物，黄芩、甘草中主要成分为黄酮类

化合物，半夏中的化学成分包括生物碱、有机酸等。
现代研究证明，药材中所含化学成分具有不同的药
理作用，如柴胡中皂苷类成分具有抗病毒、抗肿瘤、
抗炎等作用［９］，人参中皂苷类成分对神经系统、信号
转导、免疫系统等具有药理作用［１０］，黄芩中黄酮类成
分具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等作用［１１１２］。因此，对
药材中化学成分进行快速分析鉴别与色谱表征，对
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于进一步的中药化学成分代谢与作用机制研究具有

重要意义。

　　现代分析技术的发展，特别是液质联用分析技
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比
较迅速的质谱技术，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、扩大扫描范围不损
失检测灵敏度的优点，现已广泛用于中药及生物样
品的分离分析。因此，采用高效液相色谱高分辨飞
行时间质谱（ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ）方法可以在线获取分
析样品中各化合物离子的精确质荷比，对比自建化
学成分数据库，可迅速对中药复方中化学成分进行
快速分析鉴别。目前对小柴胡汤中化学成分鉴别与
含量测定方面的研究多有报道［１３２０］，但多以其中单
味药材中个别成分为指标进行含量测定，这显然不
能满足中药 多 成 分 分 析 的 要 求。本 研 究 采 用

ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ技术对小柴胡汤中的化学成分进
行了快速分析鉴别，借助数据库自动匹配，一次性鉴
别出小柴胡汤中３８个化学成分。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型液相色谱仪，包
括在线脱气机、四元泵、高性能自动进样器；Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｇ１９６９Ａ飞行时间质谱仪，配有标准电喷雾离子源
（ＥＳＩ）、ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ色谱工作站和 ＱｕａｌｉｔａｔｉｖｅＡ
ｎａｌｙｓｉｓ质谱分析软件。甘草苷、黄芩苷、汉黄芩苷、
人参皂苷Ｒｇ１、甘草酸单铵盐对照品购自中国药品
生物制品检定所，纯度＞９９．０％。甲醇、甲酸均为色
谱纯。甲醇购自美国Ｆｉｓｈｅｒ公司，水为娃哈哈纯净
水。

　　药材及饮片均经第二军医大学药学院生药学教
研室孙莲娜副教授鉴定，柴胡（Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍｓｃｏｒ
ｚｏｎｅｒｉｆｏｌｉｕｍ Ｗｉｌｌｄ．的干燥根，批号：ＰＤ０６０７０７，产
地：内蒙古），黄芩（ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ．
的干燥根加工品，批号：ＨＹ２００６０３０２０４，产地：河
北），炙甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ．的干燥根
及根茎加工品，批号：ＸＤ０６０８２６，产地：新疆），人参
（ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣ．Ａ．Ｍｅｙ．的干燥根及根茎，批号：

０７１２２４，产 地：辽 宁），制 半 夏 ［Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔｅ
（Ｔｈｕｎｂ．）Ｂｒｅｉｔ．的干燥块茎加工品，批号：０６０９１４，
产地：四川］，生姜（ＺｉｎｇｉｂｅｒｏｆｆｉｃｉｎａｌｅＲｏｓｃ．的新
鲜根茎，产地：上海），大枣（ＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．的
干燥成熟果实，批号：ＨＰ２００６０７０５０１，产地：山东）。

１．２　样品制备

１．２．１　供试品溶液的制备　分别取饮片柴胡１２５

ｇ、黄芩４６．９ｇ、炙甘草４６．９ｇ、人参４６．９ｇ、制半夏

５０ｇ、生姜４６．９ｇ、大枣１２枚，加水２４００ｍｌ，文火煮
沸至１２００ｍｌ。四层纱布滤去药渣，滤液浓缩至６００
ｍｌ。生药／水约为０．６ｇ／ｍｌ，１ｍｌ药液用５ｍｌ纯净
水稀释。进样前，样品经过０．２２μｍ微孔滤膜过滤。

１．２．２　对照品溶液的制备　分别精密称取５个成
分的对照品：甘草苷８．０ｍｇ、黄芩苷８．５ｍｇ、汉黄芩
苷１５．４ｍｇ、人参皂苷Ｒｇ１１３．８ｍｇ、甘草酸单铵盐

８．０ｍｇ分别置于１００ｍｌ量瓶中，用甲醇溶解并定
容，配成浓度（μｇ／ｍｌ）分别为甘草苷８０、黄芩苷８５、
汉黄芩苷１５４、人参皂苷 Ｒｇ１１３８、甘草酸单铵盐８０
的对照品储备液。精密量取上述配制好的对照品储
备液甘草苷１ｍｌ、黄芩苷１ｍｌ、汉黄芩苷０．５ｍｌ、人
参皂苷Ｒｇ１０．５ｍｌ、甘草酸单铵盐１ｍｌ置于５ｍｌ量
瓶中，加甲醇定容至刻度，即得对照品混合溶液。

１．３　ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ色谱条件　色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ
ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８（１００ｍｍ×３．０ｍｍ，３．５μｍ），柱温
为２５℃，进样体积４μｌ，流速０．６ｍｌ／ｍｉｎ，柱后分流
比为１１。Ａ相为０．１％甲酸水，Ｂ相为甲醇。梯度
洗脱程序如下：０～１０ｍｉｎ３０％～４５％ Ｂ；１０～１５
ｍｉｎ４５％～５０％Ｂ；１５～２０ｍｉｎ５０％～６０％Ｂ；２０～
３５ｍｉｎ６０％～７０％ Ｂ；３５～４０ｍｉｎ７０％～９０％ Ｂ；

４０～４２ｍｉｎ９０％～９５％Ｂ。

１．４　ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ质谱条件　采用ＥＳＩ源，正
离子模式下：毛细管电压４０００Ｖ，雾化器压力３０ｐｓｉ
（１ｐｓｉ＝６８９４．８Ｐａ），干燥气流速８Ｌ／ｍｉｎ，干燥气
温度３５０℃，碎片电压１６０Ｖ；负离子模式下：毛细管
电压３５００Ｖ，雾化器压力３０ｐｓｉ，干燥气流速８Ｌ／

ｍｉｎ，干燥气温度３５０℃，碎片电压１６０Ｖ。质量数扫
描范围ｍ／ｚ２００～１５００。

１．５　小柴胡汤中化学成分数据库的建立　根据小
柴胡汤各组方药材的化学成分研究文献，收集了皂
苷类、黄酮类、二苯基庚烷类、姜辣素类成分及部分
生物碱和有机酸类化学成分共４１５个，建立相应的
化学成分分子式数据库。

２　结果和讨论

２．１　色谱质谱条件的优化　由于中药复方化学成
分复杂，因此采用梯度洗脱分离被测化合物。实验
中考察了乙腈水、甲醇水系统，发现甲醇水可使小
柴胡汤中各色谱峰得到较好分离，加入甲酸可以优
化峰形；质谱的检测灵敏度取决于被测化合物的离
子化程度，而在流动相中加入甲酸有助于化合物的
离子化，提高质谱响应，有助于小柴胡汤中含量极少
化合物的检测。通过自建化合物数据库可知目标化
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合物的相对分子质量范围，在既定的分子量范围进
行质谱扫描，减少噪音，降低本底，增加色谱峰的分

离度。小柴胡汤的总离子流图见图１。

图１　小柴胡汤质谱总离子流图

Ｆｉｇ１　ＴｏｔａｌｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＸｉａｏｃｈａｉｈｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ．１３８ｗｅｒｅｐｅａｋｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

２．２　利用对照品区分５组同分异构体　实验中采
用甘草苷、黄芩苷、汉黄芩苷、人参皂苷Ｒｇ１、甘草酸
等对照品区分了５组同分异构体，混合对照品的总
离子流图见图２。

图２　小柴胡汤对照品混合溶液的总离子流图
Ｆｉｇ２　Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ａ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ；Ｂ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ．１：Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ；２：Ｂａｉｃａｌｉｎ；

３：Ｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅ；４：ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１；５：Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎ

２．３　利用精确质量数及核素分布鉴别化合物　以
人参皂苷Ｒｅ为例说明小柴胡汤中色谱峰的鉴别过
程。保留时间为１８．４９ｍｉｎ色谱图中的准分子离子
包括９６９．５３９００、９８５．５１７３８。计算精确质量数的
可能元素组成，并根据准分子离子之间的相互联系，
确定元素组成分别为Ｃ４８Ｈ８２ＮａＯ１８、Ｃ４８Ｈ８２ＫＯ１８。计
算Ｃ４８Ｈ８２Ｏ１８的核素分布情况，与实际情况进行比
对，从图３可以看出核素分布的理论值与实际值基
本符合，确定此峰为人参皂苷Ｒｅ。

图３　人参皂苷Ｒｅ的准确质量及核素分布图

Ｆｉｇ３　Ａｃｃｕｒａｔｅｍａｓｓａｎｄｉｓｏｔｏｐｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｏｆＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｅ
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２．４　利用油水分配系数区分同分异构体　小柴胡
汤各组方药材中同分异构体较多，除用少量对照品
区分同分异构体外，实验中采用 ＡＣＤ／ＣｈｅｍＳｋｅｔｃｈ
软件计算化合物的ｌｏｇＰ值判断保留时间。如ｎｅ
ｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、ｎｅｏｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ为
同分异构体，在 ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ总离子流图中，提
取ｍ／ｚ为４１９．１３的离子，结果见图４。

图４　Ｎｅｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、

ｎｅｏｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ的提取离子色谱图

Ｆｉｇ４　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｎｅｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ，

ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ，ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ，ａｎｄｎｅｏｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ

　　采用 ＡＣＤ／ＣｈｅｍＳｋｅｔｃｈ软件计算ｎｅｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、

ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ、ｎｅｏｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ的ｌｏｇＰ值分别为

０．２２、０．６１、０．７６、１．０，表明４个化合物的疏水强弱顺序
为ｎｅｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ＞ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ＞ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｎ＞ｎｅｏｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉ
ｔｉｎ，根据其保留时间先后顺序，结合各化合物的ｌｏｇＰ
值，可对４个化合物进行初步推断。

　　从小柴胡汤总离子流图可以看出，有一些响应较
好的色谱峰，其质量数未能在已有数据库中找到。表
明小柴胡汤中还有大量的未知成分，有待于进一步研
究。由于高分辨飞行时间质谱的高灵敏度和中药复
方成分的复杂性，难以检测中药复方中含量极低的化
合物，这些化合物可浓缩纯化后再进行分析鉴别。

　　根据飞行时间质谱测得的精确相对分子质量，
应用ＱｕａｌｉｔａｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ质谱分析软件计算可能的
分子组成（误差＜３×１０－６），并结合小柴胡汤中各味
药材已知化合物的文献综述，将理论值与实测值进
行比对，对小柴胡汤样品所得色谱图上色谱峰进行
分析，初步推测了３８个成分的分子组成（表１）。

表１　小柴胡汤化学成分鉴别分析结果

Ｔａｂ１　ＱｕａｌｉａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｉｎＸｉａｏｃｈａｉｈｕｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
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