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　　［摘要］　目的　采用 ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ对白花蛇舌草药材及其注射剂中化学成分进行快速分离鉴别。方法　色谱柱
ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），以０．３％醋酸（Ａ）甲醇（Ｂ）为流动相，梯度洗脱，０～３０ｍｉｎ，体积分数３０％

～９０％Ｂ，进样量１０μｌ，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，飞行时间质谱配有ＥＳＩ离子源，质量数扫描范围ｍ／ｚ１００～１０００。结

果　采用 ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ方法对白花蛇舌草药材及其注射液制剂进行了在线化学成分分离与质谱表征，一次性在一张图谱
上共鉴别出白花蛇舌草中１１个化学成分，市售注射剂中６个成分，自制注射剂中２个成分。结论　这可为中药白花蛇舌草
及其注射剂的药效物质基础和质量控制研究奠定基础。
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Ｒｏｘｂ．系茜草科耳草属植物，广泛分布于亚热带地
区，在我国广东、福建、江西、江苏、安徽等地均有栽
培。本品性味微苦、甘寒，具有清热解毒、利尿消肿、
活血止痛等功效。用于肠痈（阑尾炎）、疮疖肿毒、湿
热黄疸、小便不利等症；外用治疮疖痈肿、毒蛇咬伤。

白花蛇舌草中所含的化学成分复杂，目前发现的主
要有蒽醌类、苷类、有机酸类、黄酮类等［１］，具有抗肝
炎、抗肿瘤、抗病毒、抗炎抑菌、降血脂及降血糖等多
种药理活性。

　　国内外对白花蛇舌草中化学成分研究的报道较
多，主要包括采用聚酰胺、ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ２０、硅胶和
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ＬＣＭＳ指纹图谱或 ＨＰＬＣ等多种色谱方法进行化
学成分的提取、分离及鉴定［３１２］。

　　中药化学成分的多样性与复杂性不仅是发挥其
疗效的物质基础，同时也是质量评价的重点与难点。
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（ＴＯＦＭＳ）是一种新兴
且发展比较迅速的质谱技术，具有检测灵敏度高、测
定化合物离子范围宽的优点，通过对化合物的分析
检测，能够获得化合物离子的精确质荷比，且增大扫
描范围不损失检测灵敏度，现已广泛用于中药及生
物样品的分离分析。

　　本研究采用 ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ联用技术，对白花
蛇舌草中各化学成分进行了快速分析鉴别，共鉴别
出白花蛇舌草药材中１１个化学成分，为进一步进行
化学成分的代谢和作用机制研究奠定基础。

１　仪器和试药

　　安捷伦１２００系列高效液相色谱仪，美国安捷伦

公司，包括在线脱气机、二元泵、高性能自动进样器

和二极管阵列检测器；安捷伦６２２０高分辨飞行时间

质谱仪，美国安捷伦公司，配有标准电喷雾离子源

（ＥＳＩ）、Ｍａｓｓｈｕｎｔｅｒ工作站及ＡｇｉｌｅｎｔＱｕａｌｉｔａｔｉｖｅａ

ｎａｌｙｓｉｓ质谱分析软件；ＤＬ７００超高压等静压机（上海

大隆机器厂）；ＫＵＤＯＳＳＫ２２００Ｈ型超声器，上海科

导超声仪器公司；ＭＥＴＹＬＥＲＡＥ２４０型电子天平，

瑞士梅特勒托利多公司。

　　白花蛇舌草药材（购于吉林）。由第二军医大学
药学院生药学教研室孙连娜副教授鉴定为茜草科耳

草属植物Ｈｅｄｙｏｔｉｄｉｆｆｕｓａｅ。市售白花蛇舌草注射
液（吉林龙泰制药股份有限公司，批号：０８０６０６）。甲
醇（美国Ｆｉｓｈｅｒ公司）和醋酸（美国Ｔｅｄｉａ公司）均为
色谱纯，实验用水为娃哈哈纯净水。甲酸为分析纯，
购自国药集团化学试剂有限公司。其他的试剂均为
分析纯。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱为ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８柱（４．６
ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）。以０．３％醋酸（Ａ）甲醇（Ｂ）
为流动相，梯度洗脱，０～３０ｍｉｎ，体积分数３０％～
９０％Ｂ，柱平衡时间：１５ｍｉｎ；进样量：１０μｌ；流速１．０
ｍｌ／ｍｉｎ；柱温３０℃。

２．２　ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ质谱条件　采用ＥＳＩ源，正离
子模式下：毛细管电压４０００Ｖ，雾化气压力５０ｐｓｉ
（１ｐｓｉ＝６．８９ｋＰａ），干燥气流速１０Ｌ／ｍｉｎ，干燥气

温度 ３５０℃，碎 片 电 压 １８０ Ｖ；参 比 离 子 ｍ／ｚ
１２１．０５０８７３和９２２．００９７９８。质量数扫描范围ｍ／ｚ
１００～１０００，分流比２１。

２．３　样品溶液的制备　白花蛇舌草药材样品溶液
的制备：取白花蛇舌草药材粉末２ｇ，精密称定，加２５
ｍｌ７５％甲醇至５０ｍｌ锥形瓶中，超声２０ｍｉｎ，经

０．４５μｍ微孔滤膜过滤后取续滤液即得。

　　市售白花蛇舌草注射液样品溶液的制备：取市
售注射液１ｍｌ加７５％甲醇定容至１０ｍｌ，摇匀即得。

　　自制白花蛇舌草注射液样品溶液的制备：取白
花蛇舌草药材，在常温下按照固（ｇ）液（ｍｌ）比１∶
１００加入５０％乙醇水溶液，密封混匀，浸泡一定时
间，置于超高压容器内，升压至２００ＭＰａ。在超高压
下，溶剂的渗透、有效成分的溶解平衡和扩散在短时
间内即可完成，因此实验选择保压时间５ｍｉｎ，迅速
卸压，料液过滤，离心取上清液为待测样。

２．４　白花蛇舌草药材化学成分数据库的建立　根
据白花蛇舌草药材的已有化学成分研究文献，收集
了白花蛇舌草化学成分信息，建立相应的化学成分
数据库。分别是以Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ为母核的有机酸类、蒽
醌类、黄酮类、苷类（图１），和一些其他物质（见表

１～４及图２）。

２．５　白花蛇舌草中化学成分的 ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ分
析　将白花蛇舌草样品进样，采集 ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ
总离子流图如图３所示。在白花蛇舌草的ＴＯＦＭＳ
图谱上可看出至少有１１个色谱峰被检测出来，其中
有１１个色谱峰通过对比分子式与精确相对分子质
量数据库鉴定出来。所有目标化合物分子离子的精
确质量数误差都在５ｐｐｍ以内。白花蛇舌草中化学
成分的精确相对分子质量计算结果如表５所示。

图１　化学结构母核

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ
Ａ：Ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓ；Ｂ：Ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ；Ｃ：Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ；Ｄ：Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ
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表１　以Ａ为母核的化学成分

Ｔａｂ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂａｓｅｄｏｎＡｎｕｃｌｅｕｓ

表２　以Ｂ为母核的化学成分

Ｔａｂ２　ＣｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂａｓｅｄｏｎＢｎｕｃｌｅｕｓ

表３　以Ｃ为母核的化学成分

Ｔａｂ３　ＣｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂａｓｅｄｏｎＣｎｕｃｌｅｕｓ

表４　以Ｄ为母核的化学成分

Ｔａｂ４　ＣｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｂａｓｅｄｏｎＤｎｕｃｌｅｕｓ
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图２　其他化学成分的结构式

Ｆｉｇ２　Ｏｔｈｅｒｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
１：Ｓｕｃｃｉｎｉｃａｃｉｄ；２：Ｓｃｏｐｏｌｅｔｉｎ；３：Ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ；４．βｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ；５：Ｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ；６：Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ；７：Ａｃｅｔｙｌｌｕｐｅｏｌａｃｅｔａｔｅ；８：Ｄａｕｃｏｓｔｅｒｏｌ

图３　白花蛇舌草中成分（１～１１）的

ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ总离子流图谱

Ｆｉｇ３　ＴＩＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ（１１１）ｉｎ
ＯｌｄｅｎｌａｎｄｉａｄｉｆｆｕｓａｂｙＨＰＬＣＴＯＦＭＳ

　　从质谱总离子流图中搜索出１１个色谱峰的相

对分子质量与已知化合物的数据库相符，大部分化

合物在正离子模式下的质谱图显示［Ｍ＋Ｈ］＋，少数

如去乙酰基车叶草苷酸甲酯在正离子模式下显示

［Ｍ＋Ｎａ］＋。

２．６　白花蛇舌草注射液中化学成分的 ＨＰＬＣ

ＴＯＦＭＳ分析　采用相同的方法将自制白花蛇舌草

注射液样品和市售注射液样品进样分析，采集

ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ总离子流图，结果共鉴别出自制白

花蛇舌草注射液中６个成分，市售白花蛇舌草注射

液中２个成分，结果如表６所示。

表５　白花蛇舌草中各化学成分的ＴＯＦＭＳ分析结果

Ｔａｂ５　ＡｎａｌｙｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＯｌｄｅｎｌａｎｄｉａｄｉｆｆｕｓａｂｙＨＰＬＣＴＯＦＭＳ
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表６　市售和自制白花蛇舌草注射液中各化学成分的ＴＯＦＭＳ分析结果

Ｔａｂ６　ＡｎａｌｙｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＯｌｄｅｎｌａｎｄｉａｄｉｆｆｕｓａｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｍａｒｋｅｔａｎｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｂｙＨＰＬＣＴＯＦＭＳ

３　讨　论

３．１　提取方法的选择　实验过程中分别选用甲醇、

７５％甲醇、５０％甲醇和水超声提取进行溶剂选择，结
果表明以７５％的甲醇提取较好；综合考察冷浸、超
声、回流等提取方法，结果发现超声２０ｍｉｎ效果最
好，且操作方便，故最终采用７５％的甲醇超声提取，
制得样品溶液。

３．２　液相条件的选择　流动相的选择：比较了甲醇
水和乙腈水系统，由于乙腈水体系中，基线不稳定，干
扰较大，故选择甲醇水体系。加入适量醋酸调节ｐＨ，
抑制组分的离解，增强保留时间。使溶剂调节到最佳
的分配系数，使白花蛇舌草各成分有效的分离。结合
各因素确定适宜的流动相组成为甲醇０．３％醋酸。

　　检测波长的选择：在１９０～４００ｎｍ波长范围内
检测供试品的出峰情况，结果在２５４ｎｍ出峰最多，
故选择２５４ｎｍ作为检测波长。温度和流速的选择：
实验中分别比较了不同温度和流速对色谱峰的影

响，结果表明，在３０℃和１ｍｌ／ｍｉｎ的条件下，各化学
成分既能保证分离度又能良好控制分析时间。

３．３　鉴别结果　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＜５ｐｐｍ），并结合自建的白
花蛇舌草化学成分数据库，将理论值与实测值进行比
对，对白花蛇舌草 ＨＰＬＣ分离的３０余个主要色谱峰
进行分析，确定了１１个成分的分子组成。同时有３
对同分异构体，如对香豆酸甲酯与阿魏酸、１，７二羟
基６甲氧基２甲基蒽醌与２，６二羟基１甲氧基３甲
基蒽醌、２羟基３甲基１甲氧基蒽醌与２羟基７甲
基３甲氧基蒽醌，在现有的质谱条件下无法区分。

　　对比白花蛇舌草药材总离子流图，对市售白花蛇
舌草注射液进行鉴别，鉴别出白花蛇舌草注射中６个
化学成分，另有很多色谱峰所代表化学成分因未在数
据库中而不能有效鉴别，还有待于进一步研究。

　　采用相同的方法对自制白花蛇舌草注射液中化

学成分进行鉴别，仅鉴别出２种化学成分，这表明虽
然超高压技术具有提取温度低、不破坏成分、提取时
间短、能耗低等优点，但目前尚并不能有效提取出白
花蛇舌草中化学成分，因而有待于进一步研究。

　　本课题采用 ＨＰＬＣＴＯＦＭＳ技术对白花蛇舌草
药材中化学成分进行了快速分离鉴别，共鉴别出白
花蛇舌草中１１个化学成分，市售白花蛇舌草注射液
中６个化学成分。通过对白花蛇舌草药材及其注射
剂中化学成分色谱峰的明确化归属，可为白花蛇舌
草药材及其注射剂中有效成分筛选与质量控制研究

奠定基础。
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