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[摘要] 目的 采用高效液相色谱-飞行时间质谱（HPLC-TOF/MS）分析技术对中药材相思藤的化学成分进行

快速鉴别分析。方法　采用安捷伦“Formula-Database Generator”软件自建包括 28 个化合物的相思藤化学成分数据

库，运用 HPLC-TOF/MS 技术采集相思藤提取物的总离子流色谱图，根据各化学成分的精确质荷比（m/z），通过自

动比对的方法进行鉴别分析。色谱柱为安捷伦 Zorbax Eclipse SB-C18（3.0 mm×100 mm，3.5 μm）液相色谱柱，流动

相为 0.1% 甲酸水溶液-乙腈，采用梯度洗脱，流速为 0.4 mL/min，柱温 25 ℃，紫外检测波长 254 nm，进样量 10 μL；质

谱采用电喷雾离子（ESI）源，正离子模式和负离子模式监测，质量数扫描范围为 m/z 100～1 200。结果　共鉴别出

相思藤中 15 种化学成分，其中正离子模式下 10 种、负离子模式下 11 种，正、负离子模式下均有响应 6 种。

结论　 建立了基于 HPLC-TOF/MS 的分析方法，可快速鉴别中药材相思藤中的化学成分，阐明了相思藤的化学物质

基础，为相思藤的质量控制及药理机制研究奠定了基础。
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[Abstract]　Objective　To rapidly identify the chemical constituents in a traditional Chinese medicine Yine Abrus 

(Xiangsiteng) by high-performance liquid chromatography-time of flight mass spectrometry (HPLC-TOF/MS) analysis 
technique. Methods　A formula database including 28 compounds of Xiangsiteng was developed by Agilent software 
“Formula-Database Generator”. The total ion chromatograms of the Xiangsiteng extracts were obtained by HPLC-TOF/MS, 
and the chemical components were identified by automatic matching method according to the exact mass-to-charge ratio of 
each chemical component. The separation was performed on a Agilent Zorbax Eclipse SB-C18 column (3.0 mm×100 mm, 3.5 
μm). The mobile phase composing of acetonitrile and 0.1% formic acid aqueous solution was used for gradient eluting. The 
flowing rate was 0.4 mL/min; the temperature of column was 25 ℃; the UV detection wavelength was 254 nm; and the sample 
selection was 10 μL. The electrospray ionization (ESI) source was applied for MS analysis under positive ion and negative ion 
modes, with the mass scan range being m/z 100-1 200. Results　HPLC-TOF/MS identified a total of 15 chemical components 
from Xiangsiteng extracts, including 10 in positive ion mode and 11 in negative ion mode, and 6 both in both positive and 
negative ion modes. Conclusion　A rapid and efficient method for identifying the chemical components of traditional 
Chinese medicine Xiangsiteng by HPLC-TOF/MS has been established, and the chemical components of Xiangsiteng has been 
clarified, which lays a foundation for the quality control and further pharmacological study of Xiangsiteng.
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相思藤又被称为土甘草、山甘草、小人草等，

是豆科相思子属植物相思子的干燥叶和茎[1]，产于

广东、广西、福建、台湾等地，为民间常用草药。

其味甘甜，性凉，入肝、肾、肺三经，具有益气化

滞、生津利尿、润肺护肝、去湿消炎、清热解毒等

药效作用，用于治疗咽痛、肺热、疮疖、咳嗽、肝

炎等，具有很高的经济和药用价值，并受到国内外

学者的广泛关注，这可能与其具有多种有效成分

有关[2-8]。

高效液相色谱（high-per formance  l iquid 
chromatography，HPLC）与飞行时间质谱（time of 
flight mass spectrometry，TOF/MS）串联技术能快

速鉴别分析中药材成分，具有检测灵敏度高、离子

扫描范围广、测定化合物质荷比（m/z）精确等优

点，为中药材化学成分的鉴别提供了快捷、准确、

可靠的方法[9-10]，现已广泛用于中药材复杂体系的

鉴别分析。高分辨 TOF/MS 近年来发展迅速，其

通过在线获取样品中各成分离子的精确质荷比和分

子式，再比对自建化学成分数据库，快速对中药多

种化学成分进行鉴别分析[11-13]。目前对于相思藤中

化学成分的鉴别多采用传统的植物化学提取分离方

法[14-15]。本研究首次利用 HPLC-TOF/MS 串联技术

对相思藤中的化学成分进行快速鉴别分析，进一步

阐述了相思藤的化学物质基础，为相思藤药材的质

量控制及临床合理应用提供依据。

1  　仪器和试药

1.1　仪器　Agilent 1100 系列高效液相色谱仪

（美国安捷伦公司），配有在线脱气机、四元

泵、自动进样器、柱温箱；G1969A 飞行时间

质谱联用仪（美国安捷伦公司），配有电喷雾

离子（electrospray ionization，ESI）源，分析

软件为 MassHunter Data Acquisition 在线工作站

和 Qualiative Analysis 离线分析软件；KUDOS 
SK2200H 型超声器（上海科导超声仪器公司）；

METYLER AE240 型十万分之一电子天平（瑞士梅

特勒-托利多公司）。

1.2　药品与试剂　相思藤采自广西灵山县，由广

西中医药研究院黄一峰副研究员鉴定为豆科植物相

思子（Abrus precatorius L.）的干燥茎叶。乙腈和

甲酸为色谱纯，购自美国 Honeywell 公司；乙醇为

分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司；水为超

纯水。

2　方法和结果

2.1　样品溶液的提取　取相思藤药材 1 g，置于 10 
mL 容量瓶中，加入 70％ 乙醇 10 mL，超声 30 min 
后取出，摇匀静置，冷却至室温，取上清液经 0.45 
μm 微孔滤膜过滤，取续滤液得样品溶液。

2.2　色谱条件　色谱柱：Zorbax Eclipse SB-C18

（3.0 mm×100 mm, 3.5 μm）液相色谱柱，柱

温 25 ℃，流动相为 0.1% 甲酸水溶液（A）-乙腈

（B）。采用梯度洗脱，洗脱程序如下：0～10 
min，15%～25% B；10～20 min，25%～55% B；

20～25 min，55%～85% B；25～30 min，85% B。

流速 0.4 mL/min；紫外检测波长为 254 nm，进样

体积 10 μL。
2.3　质谱条件　采用 ESI 源，正离子模式下检测

参数：毛细管电压 4 000 V，雾化气压力 40 psi
（1 psi＝6 894.8 Pa）, 干燥气流速 9 L/min，干燥

气温度 350 ℃，碎片电压 160 V，参比离子 m/z 
121.050 873 和 922.009 798；负离子模式下检测参

数：毛细管电压 3 500 V，雾化器压力 40 psi，干

燥气流速 9 L/min，干燥气温度 350 ℃，碎片电压 
160 V，参比离子 m/z 119.036 320 和 966.000 725；
质量数采集范围均为 m/z 100～1 200。
2.4　方法学考察　

2.4.1　精密度考察　按 2.1 项下方法提取得到相思

藤样品溶液，按 2.2 项下色谱条件进样分析，以色

谱峰的保留时间和峰面积为考察值，平行操作 5 
份，测定日内精密度，结果显示各色谱峰保留时间

及峰面积的相对标准偏差（RSD）均小于 5%。按

上述方法连续 5 d 每天各提取样品溶液 1 份并进样

分析，考察日间精密度，结果显示各色谱峰保留时

间和峰面积的 RSD 均小于 5%。结果符合鉴定分析

要求。

2.4.2　稳定性考察　按 2.1 项下方法提取得相思藤

样品溶液，按 2.2 项下色谱条件分别于 0、1、4、
8、24 h 时进样分析，检测样品室温放置的稳定

性，结果显示各色谱峰峰面积的 RSD 均小于 5%。

结果符合鉴定分析要求。

2.5　相思藤化学成分数据库的建立　根据 PubMed 
数据库、ChemSpider 数据库、中国科学院化学数

据库及相关研究文献[16-20]，共获得相思藤各化学
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成分名称及分子式 28 个。利用安捷伦“Formula-
Database Generator”软件（含有各元素的精确质量

数），根据每种成分中碳、氢、氧的个数计算出精

确的相对分子质量，建立包括化合物名称、相对分

子质量、分子式、[M＋H]＋ 及 [M－H]－ 准分子离

2.7　利用精确质量数和核素分布鉴别化合物　以 4 
号峰异柚葡糖苷为例说明相思藤中各色谱峰的鉴别

分析过程。4 号峰保留时间为 7.5 min，色谱图中准

分子离子的正离子质量数为 435.129 0，负离子质

量数为 433.114 2。利用 Qualiative Analysis 数据分

析软件的计算工具（calculator）计算出精确质量数

物质的可能元素组成（误差＜5×10－6），并与所

建数据库中已知化合物的 m/z 进行比对，确定元

素组成为 C21H22O10，并计算出 C21H22O10 的核素分

布情况，与实际情况进行比对，核素分布的理论值

与实际值吻合很好，最终确定此峰为异柚葡糖苷。

见图 2。
2.8　相思藤中化学成分的鉴别结果　通过高分辨 
TOF/MS 测得各峰精确的相对分子质量，并比对自

建数据库，应用 Qualiative Analysis 质谱分析软件

计算出各分子组成，将理论值与实际值进行比对，

结合上述化合物的鉴别过程和相关文献报道，对相

思藤药材在正离子模式和负离子模式下所得色谱图

子峰相对分子质量的相应化学成分数据库。

2.6　相思藤总离子流图　按 2.1 项下方法提取得相

思藤样品溶液，按 2.2 项下及 2.3 项下方法进样分

析，得相思藤样品溶液的总离子流图，见图 1。

图 1　相思藤药材提取物的总离子流图

A: 正离子模式; B: 负离子模式. 1: 葫芦巴碱; 2: 相思豆碱; 3: 刺桐碱; 4: 异柚葡糖苷; 5: 牡荆碱; 6: 相思藤三萜苷; 7: 半齿泽兰

素; 8: 相思子素; 9: 夏佛塔苷; 10: 粗毛豚草素; 11: 芒柄花黄素; 12: 蓟黄素; 13: 甘草酸; 14: 泽兰黄素; 15: 三羟黄烷苷

的色谱峰进行分析。初步鉴别出 15 种化学成分，

其中正离子模式下 10 种、负离子模式下 11 种，

正、负离子模式下均有响应的 6 种。见表 1。

图 2　 4 号峰异柚葡糖苷的准确质量数和核素分布图

A: 正离子模式; B: 负离子模式
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表 1　相思藤提取物中化学成分的定性分析结果

序号   化合物   分子式 保留时间
t/min 准分子离子 质荷比的实际值

m/z
质荷比的理论值

m/z
误差

(×10－6)
1 葫芦巴碱 C7H7NO2   1.3 [M＋H]＋ 138.054 5 138.054 3    1.45
2 相思豆碱 C12H14N2O2   2.8 [M＋H]＋ 219.113 5 219.112 5   4.56

[M－H]－ 217.098 1 217.097 9   0.92
3 刺桐碱 C14H18N2O2   3.5 [M＋H]＋ 247.144 6 247.144 7 －0.40
4 异柚葡糖苷 C21H22O10   7.5 [M＋H]＋ 435.129 0 435.128 6     0.92

[M－H]－ 433.114 2 433.114 0    0.46
5 牡荆碱 C21H20O10   9.2 [M＋H]＋ 433.112 2 433.112 9 －1.62

[M－H]－ 431.097 6 431.098 4 －1.86
6 相思藤三萜苷 C42H64O15 10.1 [M－H]－ 807.425 7 807.428 4  －3.34
7 半齿泽兰素 C18H16O7 12.6 [M＋H]＋ 345.098 1 345.096 9 3.48

[M－H]－ 343.082 1 343.082 3 －0.58
8 相思子素 C23H24O11 15.8 [M＋H]＋ 477.137 7 477.139 1 －2.93
9 夏佛塔苷 C26H28O14 17.9 [M－H]－ 563.140 6 563.140 5 0.18

10 粗毛豚草素 C16H12O6 19.2 [M＋H]＋ 301.070 5 301.070 7 －0.66
[M－H]－ 299.054 8 299.056 1 －4.35

11 芒柄花黄素 C16H12O4 20.8 [M－H]－ 267.065 1 267.065 7 －2.25
12 蓟黄素 C17H14O6 21.4 [M＋H]＋ 315.086 9 315.086 3 1.90

[M－H]－ 313.071 0 313.071 8 －2.56
13 甘草酸 C42H62O16 21.7 [M－H]－ 821.396 0 821.396 5 －0.61
14 泽兰黄素 C30H44O5 21.8 [M＋H]＋ 485.326 3 485.326 7 －0.82
15 三羟黄烷苷 C36H54O10 23.5 [M－H]－ 645.362 2 645.364 3 －3.25

3　讨　论

3.1　提取条件的优化　为快速从相思藤药材中得

到尽可能多的化学成分，本研究使用了超声提取

法，考察了不同提取溶剂（甲醇、乙醇及 70% 乙
醇）、不同提取时间（15、30、45 min）及不同溶

剂量（10 倍、20 倍、30 倍）对提取效果的影响。

综合考察后发现用 10 倍量 70％ 乙醇超声 30 min 
提取药材所得色谱峰数目最多、峰面积最大，提取

效果最好，故采用 10 倍量 70％ 乙醇超声 30 min。
3.2　色谱条件的优化　本研究考察了甲醇-水、乙

腈-水和乙腈-0.1% 甲酸水溶液作为流动相时对样

品中多种成分的洗脱能力，发现乙腈-0.1% 甲酸水

溶液系统较适合样品中成分的分离，而甲醇-水、

乙腈-水系统分析时间均较长。同时考察了以乙

腈-0.1% 甲酸水溶液作为流动相时不同梯度条件下

的色谱分离结果，最终确定梯度洗脱方案。

本研究考察了不同填料种类、不同颗粒直

径、不同长度及内径的色谱柱对样品中各化学成

分分离结果的影响，将流速及进样体积等条件经 
Agilent Method_Translator_1.0 软件转换后应用于

不同色谱柱。样品在 Zorbax Eclipse SB-C18（3.0 
mm×100 mm, 3.5 μm）液相色谱柱中能够得到较

满意的分离结果，其他色谱柱峰缺失现象较为严

重，且分离度降低、色谱峰的形态较差。

考察了柱温（15、20、25、30、35 ℃）对各

色谱峰分离度的影响，发现随着温度的升高色谱峰

分离度减小，但分析时间也相应延长，综合考虑最

后选择 25 ℃ 作为分离柱温。

在考察流动相流速（0.3、0.4、0.5 mL/min）
对各成分色谱峰分离度的影响时，发现流速为 0.5 
mL/min 时分离度减小，个别色谱峰发生合并；流

速为 0.3 mL/min 时保留时间延长，故最终选择 0.4 
mL/min 作为流动相流速。

3.3　质谱条件优化　考察了相思藤提取液在 ESI 
源正离子模式和负离子模式下的响应情况，正、负

离子采集模式下均有响应。同时考察了毛细管电

压、雾化气压力、干燥气流速及干燥气温度等参数

对质谱响应的影响。最终选择正、负离子模式下均

采集，质谱参数使用自动优化软件进行优化。这样

综合考察了化合物在正离子模式和负离子模式下的

质谱数据，提高了成分鉴别结果的可靠性。
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综上，本研究采用 HPLC-TOF/MS 技术快速鉴

别出相思藤药材中的 15 种化学成分。该方法在传

统的植物化学提取分离基础上对色谱峰进一步明确

化，为相思藤药材的质量控制提供了依据，也为相

思藤药材抗炎、抗过敏、抗肿瘤及保肝等药理作用

的研究提供了基础。
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