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利用在线加压溶剂提取⁃超高效液相色谱⁃离子阱⁃
飞行时间⁃质谱法定性分析片仔癀化学成分组
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摘要：片仔癀（Ｐｉｅｎ⁃Ｔｚｅ⁃Ｈｕａｎｇ）是由三七、牛黄、蛇胆、麝香等名贵中药经加工精制而成的中药制剂。 片仔癀中的

三七皂苷、胆汁酸以及麝香酮等主要化学成分已被深入研究，然而其全方化学成分组成尚未被整体阐明。 该文建

立了在线加压溶剂提取⁃超高效液相色谱⁃离子阱⁃飞行时间质谱（ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）法，快速、直接分

析片仔癀化学成分组。 将少量片仔癀粉末（０ ３ ｍｇ）均匀地平铺于预柱芯尾端，之后用正相硅胶填充预柱芯，滤膜

密封后构成提取池。 提取池装入预柱套后置于 ７０ ℃的柱温箱内，连接于 ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析系统。 通过引入

一个二位六通电子阀，将整个分析过程自动在提取相和洗脱相间切换。 提取相用时 ３ ｍｉｎ，以 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水

为提取溶剂，流速为 ０ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；洗脱相以 ０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水和乙腈为流动相进行梯度洗脱，ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 检测。
通过与对照品、相关文献和自建中药数据库对照，并总结相关质谱裂解规律，从片仔癀中共检测到 ７３ 个化学成分，
初步鉴定并归属了其中 ７１ 个，３６ 个来源于三七，１５ 个来源于蛇胆，９ 个来源于牛黄，１１ 个可能来源于牛黄与蛇胆，
另有 ２ 个结构无法确定。 该研究深入解析了片仔癀的化学成分组，为其质量分析提供了丰富的信息。 同时，该文

构建的 ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析系统为中药复杂体系快速、直接分析提供了可靠的工具。
关键词：在线加压溶剂提取；片仔癀；化学成分组；质谱裂解途径；来源归属
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Ｐｉｅｎ⁃ Ｔｚｅ⁃Ｈｕａｎｇ， ｏｆ ｗｈｉｃｈ ７１ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｔｅｎｔａｔｉｖｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ａｓｓｉｇｎｅｄ． Ａｍｏｎｇ
ｔｈｅｍ， ３６ ｗｅｒｅ ｆｒｏｍ Ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ， １５ ｆｒｏｍ Ｓｎａｋｅ Ｇａｌｌ， ａｎｄ ９ ｆｒｏｍ Ｂｏｖｉｓ Ｃａｌ⁃
ｃｕｌｕｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ １１ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｂｙ
ｂｏｔｈ Ｂｏｖｉｓ Ｃａｌｃｕｌｕｓ ａｎｄ Ｓｎａｋｅ Ｇａｌｌ， ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｔｒｉｅｖｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎ⁃ｈｏｕｓｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄａｔａｂａｓｅ ｔｈａｔ ｗａｓ
ｂｕｉｌｔ ｂｙ ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ａｌｌ ａｃｃｅｓｓｉｂｌｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ Ｒａｄｉｘ ｅｔ Ｒｈｉｚｏｍａ，
Ｂｏｖｉｓ Ｃａｌｃｕｌｕｓ， Ｓｎａｋｅ Ｇａｌｌ， ａｎｄ Ｍｏｓｃｈｕｓ． Ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｗｏ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ａｓ
ｕｎｋｎｏｗｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｎｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ Ｍｏｓｃｈｕｓ ｂｅｃａｕｓｅ
ｔｈｅｙ ｍａｉｎｌｙ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｃｙｃｌｏｋｅｔｏｎｅｓ， ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ａｎｄ ｓｔｅ⁃
ｒｏｌｓ， ａｍｏｎｇ ｏｔｈｅｒｓ， ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅｍ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｐｒｏｇｒａｍ．
Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｉｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ． Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｂａｓｅ ｐｅａｋ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏ⁃
ｇｒａｍｓ （ＢＰＣｓ） ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ｅｖｅｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｉｒｅｃｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
ｉｓ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ａ ｔｏｏｌ ｆｉｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｐｔ ｏｆ ｇｒｅｅｎ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ
ｐｉｐｅｌｉｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｍａｔｒｉｘｅｓ． Ａｂｏｖｅ ａｌｌ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｌａｒ⁃
ｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｃｈｅｍｏｍｅ ｏｆ Ｐｉｅｎ⁃Ｔｚｅ⁃Ｈｕａｎｇ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｍｅａｎｉｎｇｆｕｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｉｓ ｆａｍｏｕｓ ＴＣＭ ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｏｎｌｉｎｅ ｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； Ｐｉｅｎ⁃Ｔｚｅ⁃Ｈｕａｎｇ； ｃｈｅｍｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ； ｍａｓｓ
ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ； ｓｏｕｒｃｅ ａｔｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
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色 谱 第 ３９ 卷

　 　 片仔癀（Ｐｉｅｎ⁃Ｔｚｅ⁃Ｈｕａｎｇ）具有清热解毒、消肿

止痛、凉血化瘀之功效［１］，可用于热毒血瘀所致急

慢性肝炎，痈疽疔疮，跌打损伤、无名肿痛及各种炎

症。 其药用历史悠久，为国家一级中药保护制剂，目
前公开组方包括三七、牛黄、蛇胆、麝香 ４ 味名贵中

药。 现代药理研究表明片仔癀具有治疗急慢性肝

炎、溃疡、外伤、脑保护、抗肿瘤等作用［２－５］。 片仔癀

中三七皂苷、胆汁酸以及麝香酮等主要化学成分已

被系统研究，但对片仔癀复方的化学成分进行全面

表征和解析的相关研究较少。 中药复方是中医治病

的主要临床用药形式，其化学成分并不是各单味中

药化学成分的相加，需要全面、系统地阐明复方化学

成分组，进而为其质量控制标准及药效研究提供可

靠的依据。
　 　 常用的提取方法如浸渍、回流和超声等费时费

力，还需要大量的溶剂和药材，提取效率低。 本课题

组前期建立了在线加压溶剂提取方法（ｏｎｌｉｎｅ ｐｒｅｓ⁃
ｓｕｒｉｚｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ），采用水作

为绿色提取溶剂，通过升温和加压提高水对药材中

化学成分的溶解和提取能力，实现了快速、高效提

取。 Ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ 模块可以连接于液相色谱系统实

现直接分析，有效地避免了不稳定化学成分在提取

等制备过程中发生降解［６］。 课题组利用该仪器平

台定性、定量表征大小鼠粪便以及远志、肉苁蓉等中

药的化学成分组成［７－９］。 片仔癀含有的牛磺酸结合

型胆汁酸由于酰胺键的存在易发生水解或氧化［１０］，
利用在线加压溶剂提取方法能够有效降低该类成分

在提取时降解的可能性。 并且，ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ 可以实

现毫克级样品分析，特别适合贵重药材的化学成分

组成表征。 因此，本研究利用在线加压溶剂提取⁃超
高效液相色谱⁃离子阱⁃飞行时间质谱（ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃
ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）对片仔癀化学成分组进行快

速、全面分析。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与药材

　 　 岛津分析型超高效液相色谱仪，包含 ＬＣ⁃２０ＡＤ
泵、ＣＴＯ⁃２０Ａ 柱温箱、 ＳＩＬ⁃２０Ａ 自动进样器、 ＳＰＤ⁃
Ｍ２０Ａ 紫外检测器、ＤＧＵ⁃２０Ａ 脱气机、ＣＢＭ⁃２０Ａ 控

制器和色谱工作站（日本岛津公司）；岛津质谱仪

ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ（日本岛津公司）；万分之一电子天平

（ＭＥＴＴＬＥＲ ＸＳ１０５ 型，瑞士梅特勒⁃托利多仪器有

限公司）；超声波清洗器（南京垒君达超声电子设备

有限公司）；超纯水净化系统（美国密理博有限公

司）；超速离心机（德国艾本德公司）。 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
预柱 芯 （ 型 号： ＡＪ０⁃４２８７ ） 和 适 配 的 Ｓｅｃｕｒｉｔｙ
ＧｕａｒｄＴＭ预柱套（型号：ＫＪ０⁃４２８２，飞诺美公司）。 预

柱芯去除硅胶，用于填装片仔癀粉末。
　 　 质谱级甲醇、甲酸、乙腈购于美国赛默飞世尔公

司，超纯水由实验室 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯水系统制备。 片仔癀

（粒）购自北京金象大药房医药连锁有限责任公司，
批号为 １９０８０９６。
　 　 对照品人参皂苷 Ｒｃ、Ｒｄ、Ｒｅ、Ｒｆ、Ｒｇ２、Ｒｇ３、
Ｒｈ１、Ｒｈ２、Ｒｏ、Ｆ１、Ｆ２、拟人参皂苷 Ｆ１１、三七皂苷

Ｒ１ 均由北京大学天然药物及仿生药物国家重点实

验室提供，经 ＨＰＬＣ⁃二极管阵列检测器⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
检测，纯度均大于 ９５％。 胆酸 （ＣＡ）、熊去氧胆酸

（ＵＤＣＡ）、猪去氧胆酸（ＨＤＣＡ）、鹅去氧胆酸（ＣＤ⁃
ＣＡ）、甘氨胆酸（ＧＣＡ）、牛磺鹅去氧胆酸（ＴＣＤＣＡ）
均购自上海源叶生物科技有限公司，经 ＨＰＬＣ⁃蒸发

光散射检测器检测，纯度均大于 ９８％。
１．２　 Ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析方法

的建立

１．２．１　 Ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ 提取及色谱洗脱条件

　 　 提取　 取片仔癀样品一粒，用研钵研磨成细粉，
精密称取 ０ ３ ｍｇ，置于空预柱芯的尾端，用正相硅

胶填充预柱芯，构成提取池。 将提取池装入 Ｐｈｅ⁃
ｎｏｍｅｎｅｘ Ｓｅｃｕｒｉｔｙ ＧｕａｒｄＴＭ预柱套中，置于 ７０ ℃的

柱温箱内。 构建 ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
检测系统，０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水为提取溶剂，流速为

０ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，提取 ３ ｍｉｎ。 通过引入一个二位六通

阀，将在线加压提取模块直接连入液相色谱系统实

现直接分析。 当二位六通阀处于 １⁃２ 位连接，通过

自动进样 ２ μＬ ０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水触发提取阶段，
系统提取流路装置图见图 １ａ。
　 　 洗脱及分析　 采用Ｗａｔｅｒｓ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱（１００
ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ８ μｍ）。 流动相组成为 ０ １％ （ｖ ／
ｖ）甲酸水（Ａ） 和乙腈（Ｂ）。 梯度洗脱程序：０ ～ ３
ｍｉｎ， ０％ Ｂ； ３～１８ ｍｉｎ， ０％ Ｂ～３６％ Ｂ； １８～２８ ｍｉｎ，
３６％ Ｂ～５５％ Ｂ； ２８～４１ ｍｉｎ， ５５％ Ｂ～ ８５％ Ｂ； ４１ ～ ４３
ｍｉｎ， ８５％ Ｂ～９５％ Ｂ； ４３～４３ ０１ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ～０％ Ｂ；
４３ ０１～４８ ｍｉｎ， ０％ Ｂ，流速为 ０ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 在提取

３ ｍｉｎ 后，二位六通阀切换至 １⁃６ 位，进入洗脱分析

程序。
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定性分析片仔癀化学成分组

图 １　 在线加压溶剂提取⁃超高效液相色谱⁃离子阱⁃飞行时间质谱系统装置图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｏｎｌｉｎｅ ｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄ ｌｉｑｕｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ⁃ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｉｏｎ ｔｒａｐ⁃ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐｌａｔｆｏｒｍ
Ａ： ｗａｔｅｒ； Ｂ： ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ．

１．２．２　 质谱条件

　 　 采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），负离子模式下 ＭＳ１

扫描范围：ｍ／ ｚ １００～ １ ５００， ＭＳ２ 扫描范围：ｍ／ ｚ ５０
～１ ５００；碰撞诱导解离（ＣＩＤ）能量：９０％。 喷雾室电

压：－３ ５ ｋＶ；曲型脱溶剂管（ＣＤＬ）温度：２００ ℃；加
热模块温度：２００ ℃；干燥气电压：１００ ＭＰａ；雾化气

流速：１ ５ Ｌ ／ ｍｉｎ；检测器电压：１ ５ ｋＶ。 离子阱压

力：３ ０×１０－２ Ｐａ；碰撞室压力：２ ０×１０－４ Ｐａ；各级质

谱的重复次数为 ３，离子累积时间为 ３０ ｍｓ。
１．３　 对照品溶液制备与分析

　 　 精密称定各对照品适量，用甲醇溶解，配制成

１０ ｇ ／ Ｌ 的对照品储备液。 精密吸取各对照品储备

液适量，用甲醇稀释，制备成混合对照品溶液。 预柱

芯仅用正相硅胶填充，自动进样器吸取 ２ μＬ 混合对

照品溶液注入分析系统，按 １ ２ 节条件分析。
１．４　 超声提取样品的制备与分析

１．４．１　 供试品溶液的制备

　 　 精密称定约 ５０ ｍｇ 片仔癀粉末，用 １ ｍＬ 甲醇

超声提取 ３０ ｍｉｎ 后，室温 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，用 ０ ２２ μｍ 滤膜过滤上清液，取续滤液待用。
１．４．２　 分析条件

　 　 实验装置与图 １ｂ 相同，二位六通阀处于 １⁃６
位。 梯度洗脱程序：０ ～ ３ ｍｉｎ， ０％ Ｂ ～ ５％ Ｂ； ３ ～ １８
ｍｉｎ， ５％ Ｂ ～ ３６％ Ｂ； １８ ～ ４８ ｍｉｎ 同 １ ２ １ 节梯度。
色谱柱、流动相及流速等色谱条件与质谱条件同

１ ２ １ 节和 １ ２ ２ 节。
１．５　 化学信息数据库的建立

　 　 在中国知网、ＳＣＩＦｉｎｄｅｒ、Ｐｕｂｍｅｄ 等数据库中

广泛检索片仔癀 ４ 味单味药三七、牛黄、蛇胆和麝香

的化学成分分离和分析文献，将三七皂苷、胆汁酸、
麝香酮、甾体激素等化学类型的结构和质谱信息录

入 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 软件，自建化学成分数据库。

２　 结果与讨论

２．１　 提取条件的优化

　 　 为了增大在线加压溶剂提取方法的效率，优化

所有化合物的色谱及质谱行为，本实验在课题组前

期工作［８］的基础上，进一步对提取和色谱条件进行

优化。 随着提取流速 的 升 高 （ ０ １、 ０ ２ 和 ０ ３
ｍＬ ／ ｍｉｎ），系统反压也会增加，当选择 ０ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ
为提取流速时，能够满足片仔癀中化学成分全面提

取所需的压力和提取效率；同时，随着提取温度的升

高（５０、６０、７０ ℃），水的黏度降低且溶出能力增强，
提取效率增高，故最终选择 ７０ ℃为提取温度；对提

取时间（３、４ 和 ５ ｍｉｎ）进行优化，发现 ３ ｍｉｎ 即可提

取完全，且此时提取液体积并不会影响色谱洗脱时

的峰形。 由于本实验仅引入一个二位六通阀，故需

要优化合适的流动相作为提取溶剂，首先对比了水、
０ ０５％ 甲酸水、０ １％ 甲酸水对提取效率和色谱峰形

的影响，０ １％ 甲酸水能够产生更好的色谱峰形、增
强质谱响应；之后，考察了提高提取流动相中乙腈的

体积分数为 ５％、１０％、１５％时的提取效果，结果表明

大多数成分难以提取出来，色谱峰数量和响应显著

降低，故选择 ０ １％ 甲酸水作为提取溶剂。 最终，本
实验选择 ０ １％ 甲酸水作为提取溶剂，提取流速、提
取时间及提取温度分别为 ０ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ、３ ｍｉｎ 和 ７０
℃。 片仔癀中化学成分类型丰富，为了各化学成分

有较好的色谱保留，提高色谱峰容量，最终选择了耐

纯水的 Ｗａｔｅｒｓ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱。
２．２　 在线加压溶剂提取法与超声提取法的对比

　 　 在相同的液相色谱和质谱条件下，对比了在线

加压溶剂提取法与超声提取法的提取效率。 从二者

的基峰色谱图（见图 ２）可以看出，两种方法检出的

色谱峰具有一定的相似性，然而在线加压溶剂提取

·１８４·
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法（见图 ２ａ）的提取效率显著高于甲醇超声提取。
通过指认两张色谱图上的色谱峰，可以发现甲醇超

声提取所得到的化学成分在在线加压溶剂提取样品

中均有检出，且从色谱峰数量来看，在线加压溶剂提

取仅需片仔癀 ０ ３ ｍｇ 即可提取出更多的化学成

分，尤其是对于中等极性化学成分的提取效率明显

高于超声提取（见图 ２ｂ）。 综上，在线加压溶剂提取

方法能够高效、快速地提取中药化学成分。
２．３　 片仔癀中皂苷类及胆酸类化合物的质谱裂解

规律推导

　 　 由于麝香的化学成分主要为极性较小的大环酮

及胆甾醇等化合物，难以在 Ｃ１８色谱柱上洗脱，且也

未能检出麝香相关的化学成分。 因此，本实验主要

对片仔癀中三七、蛇胆与牛黄中的皂苷及胆酸类对

照品的质谱行为进行分析，总结其裂解规律，用于片

仔癀中化学成分的鉴定。
２．３．１　 皂苷类化合物的鉴定

　 　 片仔癀中皂苷类化合物主要来源于三七，多为

达玛烷型四环三萜，在 Ｃ⁃３、Ｃ⁃６ 和 Ｃ⁃２０ 位连接有葡

萄糖、鼠李糖等组成的糖链。 按照苷元的不同，主要

分为人参二醇型和人参三醇型人参皂苷。
　 　 以人参皂苷 Ｒｇ３（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｇ３， ６５（图 ２ 中

色谱峰号，下同））为例，阐述皂苷类化合物的质谱

裂解规律及途径。 负离子模式下，准分子离子峰为

ｍ／ ｚ ８２９ ４８２ ２（［Ｍ＋ＨＣＯＯ］ －），二级质谱图中检测

到碎片离子主要为 ｍ／ ｚ ７８３ ４７４ ７ （［Ｍ －Ｈ］ － ）、
６２１ ４２４ ９（［Ｍ －Ｈ － ｇｌｃ］ － ） 和 ４５９ ３６７ ８ （［Ｍ －Ｈ －
２ｇｌｃ］ －）（见图 ３ａ），由于人参皂苷 Ｒｇ３ 的 Ｃ⁃３ 位连

接一个两分子葡萄糖残基的糖链，推测其碎片离子

分别由准分子离子丢失甲酸分子、一分子葡萄糖以

及两分子葡萄糖产生，ｍ／ ｚ ４５９ ３６７ ８ 为其苷元特

征碎片，人参皂苷 Ｒｇ３ 的质谱裂解途径见图 ３ｂ。 化

合物 ５８、５９ 与 ６５ 具有相同的准分子离子峰，三者预

测分子式均为 Ｃ４２Ｈ７２Ｏ１３，化合物 ６５ 与 ５９ 具有相同

的二级碎片，推断为一组同分异构体。
　 　 结合文献［１１］，在负离子模式下，皂苷类化合物

一级质谱中易产生［Ｍ－Ｈ］ －或［Ｍ＋ＨＣＯＯ］ －的准分

子离子峰，其糖苷键断裂，会中性丢失葡萄糖残基

（１６２ Ｄａ）、木糖残基（１３２ Ｄａ）、阿拉伯糖残基（１３２
Ｄａ）、鼠李糖残基（１４６ Ｄａ）和水（１８ Ｄａ），从而形成

苷元碎片离子，其中人参二醇型和人参三醇型人参

皂苷元的碎片离子分别为 ｍ／ ｚ ４５９ 和 ｍ／ ｚ ４７５。
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图 ３　 人参皂苷 Ｒｇ３ 的（ａ）ＭＳ２ 图谱和（ｂ）质谱裂解途径

Ｆｉｇ． ３　 （ａ） ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ （ｂ） ｍａｓｓ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｇ３

２．３．２　 胆酸类化合物的鉴定

　 　 游离胆酸结构中存在羧基以及多个羟基，脱羧

基反应以及失羟基为主要的裂解方式。 有研究表明

羟基位置不同其丢失水分子的能力也不同，且强弱

顺序依次递减（７α＞６α＞１２α＞３α） ［１２］。 当 １２ 位存在

羟基时，会与 ２４ 位羧基之间发生质子转移，进而得

到［Ｍ －Ｈ －ＣＨ２Ｏ２ ］
－ 碎片。 以胆酸 （ ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，

ＣＡ， ５５）为例，阐述游离型胆酸类化合物的质谱裂

解规律。 在负离子模式下，ＣＡ 的准分子离子为

ｍ／ ｚ ４０７ ２７８ ５（［Ｍ－Ｈ］ －）， ＣＡ 在 Ｃ⁃３、Ｃ⁃７ 以及 Ｃ⁃
１２ 位均有羟基取代，在二级质谱中能够看到丢失水

分子以及羧基所生成的主要碎片离子为 ｍ／ ｚ
３８９ ２６６ ６（［Ｍ －Ｈ －Ｈ２Ｏ］ － ）、 ３６１ ２６９ ８ （［Ｍ －Ｈ －
ＣＨ２Ｏ２］

－ ）、 ３４５ ２７７ １ （［ Ｍ － Ｈ － Ｈ２Ｏ － ＣＯ２ ］
－ ）、

３４３ ２６１ ８（［Ｍ －Ｈ －Ｈ２Ｏ －ＣＨ２Ｏ２ ］
－ ） 和 ３２７ ２６５ ２

（［Ｍ－Ｈ－２Ｈ２Ｏ－ＣＯ２］
－） （见图 ４ａ），其质谱裂解途

径见图 ４ｂ。
　 　 以牛磺鹅去氧胆酸 （ ｔａｕｒｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ
ａｃｉｄ， ＴＣＤＣＡ， ５０）为例，阐述牛磺酸结合型胆酸的

质谱裂解规律。 在负离子模式下，ＴＣＤＣＡ 的准分子

离子峰为 ｍ／ ｚ ４９８ ２８７ ３（［Ｍ－Ｈ］ － ），二级碎片离

子主要为 ｍ／ ｚ ４８０ ２８０ ６ （［ Ｍ － Ｈ － Ｈ２Ｏ ］ － ） 和

３５５ ２６１ ２（［Ｍ－Ｈ－Ｈ２Ｏ－Ｃ２Ｈ６ＮＯ３Ｓ］
－）（见图 ５ａ）。

ＴＣＤＣＡ 中 Ｃ⁃２４ 位羧基与牛磺酸基形成酰胺键易断

裂，归属碎片离子分别为分子离子峰丢失水分子、牛
磺酸残基产生，并未见母核碎裂的相关碎片离子，其
质谱裂解途径见图 ５ｂ。
　 　 以甘氨胆酸（ ｇｌｙｃｏｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，４２）为例，阐述

图 ４　 胆酸的（ａ）ＭＳ２ 图谱和（ｂ）质谱裂解途径

Ｆｉｇ． ４　 （ａ） ＭＳ２ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ （ｂ） ｍａｓｓ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ

图 ５　 牛磺鹅去氧胆酸的（ａ）ＭＳ２ 图谱和（ｂ）质谱裂解方式

Ｆｉｇ． ５　 （ａ） ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ （ｂ） ｍａｓｓ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｔａｕｒｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ
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甘氨酸结合型胆酸的质谱裂解规律。 在负离子模式

下，准分子离子峰 ｍ／ ｚ ４６４ ３００ １（［Ｍ－Ｈ］ － ）。 甘

氨结合型胆酸是由胆酸的 ２４ 位羧基经酰胺键与甘

氨酸相连形成，酰胺键易发生断裂，同时，由于甘氨

酸包括羧基，Ｃ⁃２６ 位易发生脱羧失去 ４４ Ｄａ（ＣＯ２）。
故碎 片 离 子 归 属 为 ｍ／ ｚ ４４６ ２８９ ５ （［ Ｍ － Ｈ －
Ｈ２Ｏ］ － ）、 ４０２ ２９８ ７ （［ Ｍ － Ｈ － Ｈ２Ｏ － ＣＯ２ ］

－ ）、
３８２ ２７３ ０（［Ｍ－Ｈ － ２Ｈ２Ｏ －ＣＨ２Ｏ２］

－ ）和 ３５３ ２４６ ６
（［Ｍ－Ｈ－２Ｈ２Ｏ－Ｃ２Ｈ４ＮＯ２］

－）（见图 ６ａ），推测准分

子离子峰会丢失水分子、二氧化碳分子、甲酸分子以

及甘氨酸残基生成相应的碎片离子，甘氨胆酸的质

谱裂解途径见图 ６ｂ。

图 ６　 甘氨胆酸的（ａ）ＭＳ２ 图谱和（ｂ）质谱裂解途径

Ｆｉｇ． ６　 （ａ） ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ （ｂ） ｍａｓｓ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｇｌｙｃｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ

　 　 综上，游离型胆酸和结合型胆酸在负离子模式

下可得到［Ｍ－Ｈ］ － 或［Ｍ＋ＨＣＯＯ］ － 的准分子离子

峰。 由于甾体母核上存在多个羟基取代，在 ＭＳ２ 中

可生成一定数目的失水离子［Ｍ－Ｈ－ｎＨ２Ｏ］ －。 游离

胆酸及甘氨酸结合型胆酸结构中均存在羧基，故会

脱羧失去 ＣＯ２（４４ Ｄａ）。 结合型胆酸均由胆酸与牛

磺酸和甘氨酸经酰胺键连接，故会生成相应的丢失

牛磺酸残基与甘氨酸残基的碎片［Ｍ－Ｃ２Ｈ６ＮＯ３Ｓ］
－

和［Ｍ－Ｃ２Ｈ４ＮＯ２］
－。 本实验所采用的 ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ

在 ＣＩＤ 模式下采集数据，并未发现低质量数的牛磺

酸结合型以及甘氨酸结合型的特征碎片，如 ｍ／ ｚ ８０
（ＳＯ－

３）、１２４（Ｃ２Ｈ６ＮＯ３Ｓ
－）以及 ７４（Ｃ２Ｈ４ＮＯ－

２），而且

大部分的甾体母核在检测条件下并未发生碎裂。
２．４　 片仔癀化学成分表征

　 　 本工作采用 ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
方法在负离子模式下检测片仔癀样品，其基峰色谱

图见图 ２ａ。 通过主要成分皂苷以及胆酸类化合物

的质谱行为总结，结合对照品以及相关文献，最终从

片仔癀中鉴定了 ７１ 个化学成分，仍有 ２ 个化合物的

结构尚未确认。 通过与对照品比对，化合物 ９、１３、
４４、４５、５８、６１、６５、７０、４２、５０、５５、６４、６６ 和 ６８ 分别鉴

定为三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｆ、Ｒｄ、Ｒｅ、Ｒｇ２、Ｆ２、
Ｒｇ３、Ｒｈ２、ＧＣＡ、ＴＣＤＣＡ、ＣＡ、ＵＤＣＡ、ＨＤＣＡ 和 ＣＤ⁃
ＣＡ。 结合参考文献［１２，１３］及裂解途径，从片仔癀中初

步鉴定了 ３５ 个皂苷类化合物和 ３４ 个胆酸类化合

物。 对比自建的三七、蛇胆、牛黄和麝香的化学成分

数据库，对鉴定的成分进行归属，其中三七来源化学

成分 ３６ 个，包括 １ 个炔的脂肪酸苷（化合物 １）以及

３５ 个皂苷（化合物 ２ ～ １３、１８、１９、２２、２３、３１、３３ ～ ３６、
４３～４７、４９、５４、５６、５８、５９、６１、６２、６５ 和 ７０），蛇胆来

源化学成分 １５ 个，均为胆汁酸类化合物（化合物

１４、１５、１６、１７、２０、２１、２４、２５、２６、３２、３７、３８、４０、４１ 和

５３），牛黄来源化学成分 ９ 个，为化合物 ５１、５７、６３、
６４、６６、６７、６８、６９ 和 ７１，牛黄和蛇胆共有成分 １１ 个，
为化合物 ２７、２８、２９、３０、３９、４２、４８、５０、５２、５５ 和 ６０
（见表 １）。
２．５　 讨论

　 　 中药常用的提取方法，如连续回流法、超声提取

法等，需要大量的溶剂和药材，费时费力，且不适用

于贵细中药材的分析。 本文建立了在线加压溶剂提

取方法，采用水作为绿色提取溶剂，通过升温和加压

改变水的理化性质，提高水对药材中化学成分的溶

解和提取能力。 同时，本法提取效率高，仅需微量样

品，提取 ３ ｍｉｎ，可提取出中药复方中丰富的化学

成分。
　 　 通过质谱检测发现片仔癀的主要化学成分类型

为皂苷和胆酸，且经各已知单味药化学成分数据库

比对，皂苷多来源于中药三七，胆酸类主要来源于牛

黄和蛇胆，由于麝香的化学成分主要为大分子环酮

及胆甾醇等小极性化合物，本方法并未能检出该类

成分，后续将利用气相色谱或超临界流体色谱⁃串联

质谱等技术对其进行检测和鉴定。

·４８４·
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３　 结论

　 　 本文采用 ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法

对片仔癀成分组进行快速全面分析，为其质量控制

研究提供可靠的依据。 通过对照品比对、质谱裂解

规律推断以及相关文献参考，共鉴定 ７１ 个化学成

分，推测其中 ３６ 个化合物来源于三七，１５ 个化合物

来源于蛇胆，９ 个化合物来源于牛黄，１１ 个为牛黄与

蛇胆来源成分。 Ｏｎｌｉｎｅ ＰＬＥ⁃ＵＨＰＬＣ⁃ＩＴ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法

不仅简化了样品前处理步骤，节省了溶剂和人力，而
且能够实现中药复方制剂的直接分析，践行了绿色

化学的理念，提高了分析的准确度和灵敏度。
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