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合欢花药材特征图谱研究及超高效液相色谱
串联四级杆飞行时间质谱定性分析
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摘!要!目的!建立合欢花药材的超高效液相色谱特征图谱#并基于超高效液相色谱串联四级杆飞行时间质谱技术快速鉴别合欢
花中主要化学成分% 方法!采用8JB<%8e _hP8<D色谱柱"Q’*520#"L$ YYs$## YY#$LF #Y$#以 #L$f磷酸溶液4乙腈为流动相#
柱温为 DH k#流速为 #LD# Y(>Y+-#梯度洗脱#检测波长为 ""# -Y#正负离子模式扫描% 结果!合欢花药材特征图谱中共标示出
H个共有峰#并经过质谱指认#各共有峰相对保留时间5*A均U"f’定性分析共鉴定出 $=个化合物#其中游离氨基酸类 "个&有机
酸类 $个&黄酮及苷类 $"个和三萜皂苷类 $个% 结论!该方法简便&快速&高效且准确#可为后期药材的质量控制和进一步阐明其
药效物质基础提供科学依据%
关键词!合欢花’ 特征图谱’ 超高效液相色谱串联四级杆飞行时间质谱’ 药效物质基础’ 质量控制
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!执业中药师& 研究方向"中药质量标准和物质基础研究& %4
Y’+("$HH""=@$"=Z[[:N,Y

? 通信作者"副主任药师’博士& 研究方向"天然产物化学与中药
质量标准及药效物质基础研究& %4Y’+("$HH""=@$"=Z[[:N,Y

!!合欢花为豆科植物合欢@.<1B1- C(.1<;1##1% I)2’\\:的干燥花
絮或花蕾’我国的合欢花资源较为丰富’主产于河北省(河南
省(陕西省(浙江省和江苏省等地%合欢花性平’味甘’归心(脾
经’具有解郁安神之功效& 文献报道)$4D* ’其所含化学成分种
类广泛’包括黄酮类(三萜及其皂苷类(生物碱类(有机酸(甾
醇(木脂素和单宁类’其中对黄酮类和三萜及其皂苷类的研究
最为广泛& 目前’缺乏有关合欢花药材超高效液相色谱#)(*2’

7521,2Y’-N5(+[)+. N62,Y’*,32’76/’_hP8$特征图谱和 _hP8串
联四级杆飞行时间质谱#_hP84*’-.5Y[)’.2)7,(54*+Y5,11(+36*
Y’00075N*2,Y5*2/’_hP84q><JS4]e$物质基础方面的研究)@* &

现代研究结果表明’合欢花水煎液可改善抑郁模型小鼠的抑
郁症状’可提高抑郁小鼠学习记忆能力’其所含的黄酮类物质
可能是其发挥抗抑郁作用的物质基础’此外还有镇静催眠(抑
菌(抗肥胖及调节脑内单胺类神经递质等作用)H4F* &

目前’_hP84q><JS4]e技术已成为复杂基质中多成分的
有效(快速(准确的检测手段’相对于传统的高效液相色谱法’
_hP8的分离效果更好’分析速度更快’而 q><JS分辨率高(

灵敏度高’能够实现分子量的精确测定’非常适合复杂基质中
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组分的检测定性)=4A* & 查阅相关资料’暂时缺乏有关合欢花中
化学成分的液质联用技术研究& 本研究开展了合欢花药材
_hP8特征图谱研究并借助_hP84q><JS4]e技术定性分析了
合欢花药材中的化学成分’该操作简便(快速(准确’可为后续
合欢花的质量控制(药效物质基础和体内药动学研究奠定基
础和提供参考&

5G材料
5H5G仪器

Q’*520EN[)+*/_hP8型超高效液相色谱仪 #Q’*520公
司$%%Y7,a52D工作站#Q’*520公司$%安捷伦 $"C# 型超高效
液相色谱仪#美国安捷伦公司$%安捷伦 FHD# 四级杆串联飞行
时间质谱仪’配有标准电喷雾离子源 #美国安捷伦公司$%
]’00̂)-*52I’*’EN[)+0+*+,-采集工作站’]’00̂)-*52q)’(+’*+&5
E-’(/0+0分析工作站#美国安捷伦公司$%十万分之一型和百万
分之一型电子分析天平)梅特勒4托利多仪器#上海$有限公
司*%iq4"H#b型超声清洗机#昆山市超声仪器有限公司$%控
温水浴锅#南通华泰实验仪器有限公司$%纯水系统#e’2*,2+)0

公司$%Ee$FH Q型离心机)亚速旺#上海$商贸有限公司*&
5HIG药品与试剂

乙腈#色谱纯’<652Y,S+0652公司$%水为屈臣氏蒸馏水%

磷酸#色谱纯’E(’..+-公司$%甲酸#色谱级’e+3Y’公司$%金丝
桃苷对照品(异槲皮苷对照品及槲皮苷对照品购自中国食品
药品检定研究院’编号分别为 $$$H"$4"#$@#F($$$A#C4"#$@#D

及 $A#$#C4#"Eb%D4色氨酸对照品(山奈酚4D4EF#FD4鼠李糖苷
对照品购自上海诗丹德生物技术有限公司’编号分别为 F$DH(
F@HH& 合欢花药材由江阴天江药业有限公司提供’经江阴天
江药业有限公司研究院唐波研究员鉴定为豆科植物合欢
@.<1B1- C(.1<;1##1% I)2’\\:的干燥花絮或花蕾&

IG方法与结果
IH5G特征图谱
"L$L$!色谱条件"色谱柱为 8JB<%8e _hP8<D 柱#Q’*520’
"L$ YYs$## YY’$LF #Y$’以 #L$f甲酸4水为流动相E(以乙
腈为流动相b’柱温为 DH k’流速为 #LD# Y(>Y+-’检测波长为
""# -Y’进样量为 $ #(& 梯度洗脱条件如下"#g@ Y+-#C"f(
AHfE$’@g= Y+-#AHf(==fE$’=g$# Y+-#==f(=@fE$’
$#g$@ Y+-#=@f(@#fE$’$@g$F Y+-#@#fE$’$Fg$FL$ Y+-
#@#f(C"fE$&
"L$L"!溶液的制备"#$$对照品溶液制备& 取槲皮苷对照品
适量’精密称定’置于棕色容量瓶中’加甲醇制成每 $ Y(含槲
皮苷 H# #3的溶液’即得& 取 D4色氨酸对照品适量’精密称定’

置于棕色容量瓶中’加水制成含 $# #3>Y(的溶液’即得& 分别
取金丝桃苷对照品(异槲皮苷对照品和山奈酚4D4EF#FD4鼠李
糖苷对照品适量’精密称定’置于棕色容量瓶中’加 =#f甲醇
分别制成含 $##("#和 =# #3>Y(的溶液’即得& #"$供试品溶
液制备& 取本品中粉约 #L" 3’精密称定’置于具塞锥形瓶中’

精密加入 =#f甲醇 "H Y(’称定质量’超声 D# Y+-’放冷’再称
定质量’用 =#f甲醇补足减失的质量’摇匀’滤过’取续滤液’

即得&
"L$LD!方法学考察"#$$精密度& 取同一批号样品’按-"L$L"
#"$.项下供试品溶液制备方法制成供试品溶液’连续进样
F次’$次 $ #(’以槲皮苷所对应的峰为参照峰#e 峰$’计算各
共有峰的相对保留时间和相对峰面积& 结果显示’各共有峰
的相对保留时间的5*A为 #L"Cfg$L$Df’各共有峰的相对峰
面积的5*A为 #L#Dfg#L$@f’5*A均U"L#f’表明仪器精密
度良好& #"$稳定性& 取同一批号样品’按-"L$L"#"$.项下
供试品溶液制备方法制成供试品溶液’每隔 " 6 进样 $ 次’
$次 $ #(’共测定 $" 6’以槲皮苷所对应的峰为参照峰#e峰$’
计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积& 结果显示’各
共有峰的相对保留时间的5*A为 #L#@fg$L#Hf’各共有峰的
相对峰面积的5*A为 #L@"fg$LH@f’5*A均U"L#f’表明供
试品溶液 $" 6 内稳定性良好& #D$重复性& 取同一批号样
品’按-"L$L"#"$.项下供试品溶液制备方法分别制成 F 份供
试品溶液’各进样 $次’$次 $ #(’以槲皮苷所对应的峰为参照
峰#e峰$’计算各共有峰的相对保留时间和相对峰面积& 结
果显示’各共有峰的相对保留时间的 5*A为 #L"#fg$L#Hf’
各共有峰的相对峰面积的 5*A为 #L#Hfg$L"Af’5*A均U
"L#f’表明该方法重复性良好&
"L$L@!特征图谱建立和共有峰指认"#$$特征图谱建立& 取
$=批各个产地合欢花药材适量’分别按照-"L$L"#"$.项下制
成供试品溶液’按照-"L$L$.项下色谱条件进样分析’记录色
谱图’采用+中药色谱指纹图谱相似度评价系统#"#$"年版$,
进行分析(比较’经多点校正和自动匹配后’生成对照特征图
谱’以槲皮苷为参照峰#e 峰$’共标定 H 个共有峰’建立合欢
花药材_hP8特征图谱& 其他 @ 个峰的相对保留时间分别为
#LDA(#LA=(#LAC 及 $L$@’各共有峰的相对保留时间 5*A为
#L#Ffg$L=Df’5*A均U"L#f’见图 $& #"$各共有峰的指认&
取各对照品溶液(合欢花药材适量’按照-"L$L"#"$.项下制成
供试品溶液’按照-"L$L$.项下色谱条件进样分析’结果峰 $(
峰 "(峰 D(峰 @及峰 H分别为 D4色氨酸(金丝桃苷(异槲皮苷(
槲皮苷及山奈酚4D4EF#FD4鼠李糖苷’见图 "&
IHIG液质联用定性分析
"L"L$!色谱条件"色谱柱为 8JB<%8e _hP8<D 柱#Q’*520’
"L$ YYs$## YY’$LF #Y$’以 #L$f甲酸4水为流动相E(以乙
腈为流动相b’柱温为 DH k’流速为每 #LD# Y(>Y+-’进样量为
" #(& 梯度洗脱条件如下"#g@ Y+-#C"f(AHfE$’@g= Y+-
#AHf(==fE$’=g$# Y+-#==f(=@fE$’$#g$@ Y+-#=@f(
@#fE$’$@g$F Y+-#@#fE$’$Fg$FL$ Y+-#@#f(C"fE$&
"L"L"!质谱条件"离子源为双喷 %eK离子源’干燥气温度
D## k’流量 A P>Y+-’雾化器压力 DH 70+%负离子模式下毛细
管电压 D H## 9’正离子模式下毛细管电压 @ ### 9’毛细管出
口电压 $"# 9’锥孔电压 FH 9’碰撞能量 $# 59%采用高分辨模
式进行数据采集’质荷比采集范围 Y>\$##gD ###’采样速度
$ 075N*2’>0’采样时间 $ ### Y0>075N*2’%负离子采用 <SE;̂ @

#$$"LCAH HA=$和 ĥ4#C"$#$ #DDLCAA $#C$进行质量数实时校
准’正离子采用嘌呤#$"$L#H# A=D$和 ĥ4#C"$#C""L##C =CA$
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图 5G合欢花药材a=M4特征图谱
Q)9 5Ga=M4$0-3-$%#3)&%)$$03’*-%’93-*&’"?/.)̂)- "/’>#3

E:D4色氨酸%b:金丝桃苷%8:异槲皮苷%I:槲皮苷%%:山奈酚4D4E4&4D4鼠李糖苷%S:合欢花药材%‘:空白对照
E:D4*2/7*,76’-% b:6/752+-% 8:+0,[)52N+*2+-% I:[)52N5*+-% %:d’5Y7152,(4D4E4&4D426’Y-,0+.5% S:’(R+\+’1(,a52% ‘:R(’-d N,-*2,(

图 IGa=M4色谱图
Q)9 IGa=M4$03’*-%’93-*&
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进行质量数实时校准’雾化压力 H 70+&
"L"LD!合欢花中化学成分数据库的建立"根据国内外文献有
关合欢花中化学成分的研究报道’收集和整理合欢花中 D# 个
化学成分’采用安捷伦-1,2Y)(’4.’*’R’0535-52’*,2.软件’计算

精确相对分子量’建立包括化合物名称(分子式(分子量和8Ee
号等在内的目标成分数据库&
"L"L@!样品的总离子流图#<K8$"采用-"L"L$.-"L"L".和-"L"LD.
项下的优化条件’采集正负离子模式下的图谱’结果见图 D&

E:样品%eKO%b:样品%eKG

E:%eKO0’Y7(5% b:%eK40’Y7(5

图 JG正%负离子模式下样品的,L4图
Q)9 JG,L4$03’*-%’93-*&’"&-*2/#&)+2’&)%)P#-+@+#9-%)P#)’+*’@#&

"L"LH!化合物的鉴别过程"以峰 $$槲皮苷(峰 $@山柰酚4D4E4
&4D4鼠李糖苷为例’说明合欢花中色谱峰的鉴别过程& 峰 $$
的保留时间为 CL=D Y+-’Y>\@@CL$#A =)]Ô *O为其准分子离
子峰’利用q)’(+*’*+&5E-’(/0+0数据分析软件的 N’(N)(’*,2功能
计算精确质量数的可能元素组成’设定误差UH 77Y’并比对已
建立的数据库中已知化合物的质荷比’确定元素组成为
8"$ "̂#J$$& 计算8"$ "̂#J$$ 的同位素分布情况’与实际情况相

比对’同位素分布的理论值与实际值吻合良好’结合文献)C*推
测该峰为槲皮苷’主要的二级特征性的碎片离子 Y>\D#DL#H#
C为结构中苷键断裂丢失 $ 个鼠李糖基#8F $̂#J@$而形成’见
图 @& 同理’依照上述鉴别过程’峰 $@的最终确定的元素组成
均为8"# "̂#J$#’结合文献

)$#*报道推测为山奈酚4D4E4&4D4鼠李
糖苷’主要的二级特征性的碎片离子 Y>\"A=L#HH F为结构中
苷键断裂丢失 $个鼠李糖基#8F $̂#J@$而形成’见图 H&

E:峰 $$的精确质量及同位素图%b:峰 $$的碎片质谱图%8:峰 $$可能的裂解图示
E:’NN)2’*5Y’00’-. +0,*,7+NY’7 ,175’d $$% b:12’3Y5-*Y’00075N*2)Y,175’d $$% 8:7,00+R(507(+**+-3.5N,Y7,0+*+,- 32’76 ,175’d $$

图 SG峰 55的质谱图及可能的裂解图示
Q)9 SGU-&&&2#$%3:*-+@2’&&)./#&2/)%%)+9 @#$’*2’&)%)’+93-20’"2#-W55

"L"LF!鉴别结果"依据 q4<JS4]e 测得的高分辨的精确分子
量’比对所建的数据库’借助 q)’(+’*+&5E-’(/0+0离线分析软件
计算分子式’将理论值与实际值比对’结合相关参考文献’共鉴
定出 $=个化合物’其中游离氨基酸类 " 个’有机酸类 $ 个’黄
酮及苷类 $"个’三萜皂苷类 $个’见表 $&

JG讨论
特征图谱实验考察了水(D#f甲醇(H#f甲醇(=#f甲醇(

D#f乙醇及稀乙醇等不同的提取溶剂’水提液的色谱峰较少’

结合各提取溶剂的特区峰形和提取效率’选择 =#f甲醇作为
提取溶剂& 考察了超声提取(加热回流和振摇提取三种不同的
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E:峰 $@的精确质量及同位素图%b:峰 $@的碎片质谱图%8:峰 $@可能的裂解图示
E:’NN)2’*5Y’00’-. +0,*,7+NY’7 ,175’d $@% b:12’3Y5-*Y’00075N*2’,175’d $@% 8:7,00+R(507(+**+-3.5N,Y7,0+*+,- 32’76 ,175’d $@

图 XG峰 5S的质谱图及可能的裂解图示
Q)9 XGU-&&&2#$%3:*-+@2’&&)./#&2/)%%)+9 @#$’*2’&)%)’+93-20’"2#-W5S

表 5G合欢花药材a=M4N\N,EQ7UA技术分析结果
,-.5G8#&:/%&’"%#$0+)b:#-+-/;&)&’"a=M4N\7,EQNUA’+?/.)̂)- "/’>#3

编号 保留时间>
Y+-

正离子模式)]Ô *O

实测值 理论值 误差>77Y 主要特征碎片 分子式 名称 参考文献

$ "L"@ $FFL#AH F $FFL#AH # DLAD $"#L#A# @)]Ô 4̂8JĴ *O 8C $̂$;J" D4苯丙氨酸 )$$*

" DL=D "#HL#C= $ "#HL#CF D #L@$ $AAL#=# F)]Ô 4;̂ D*
O 8$$ $̂";"J" DF色氨酸 )$$*

D =LF$ "$$L##= A "$$L##= # G"LA$ $C"LCCA D)]Ô 4̂"J*
O 8F $̂#J@e" D’Dx4二氢氧啉酸 )$"*

@ AL@# F$$L$F$ @ F$$L$HC $ G$LD# D$CL#@H #)]Ô 4"8F $̂#J@*
O 8"= D̂#J$F 芦丁 )$D*

H ALHH @FHL$#D # @FHL$#$ " G#LD$ D#DL#H# @)]Ô 48F $̂#JH*
O 8"$ "̂#J$" 金丝桃苷 )C*

F AL=" @FHL$#D $ @FHL$#$ D G#LA@ D#DL#H# H)]Ô 48F $̂#JH*
O 8"$ "̂#J$" 异槲皮苷 )C*

= CL#= @DHL#C$ H @DHL#AC A $LAH D#DL#@A A)]Ô 48H ÂJ@*
O 8"# $̂AJ$$ 槲皮素4D4EF#FA4呋喃阿拉伯糖苷 )$@*

A CL"F @DHL#C# C @DHL#AC " "LD@ D#DL#@C ")]Ô 48H ÂJ@*
O 8"# $̂AJ$$ 槲皮素4D4%4A4吡喃木糖苷 )$@*

C CLH# @DHL#C" F @DHL#C# C G#LF= D#DL#H# F)]Ô 48H ÂJ@*
O 8"# $̂AJ$$ 槲皮素4D4E4&4D4呋喃阿拉伯糖苷 )$@*

$# CL=D @@CL$#A = @@CL$#= # G$L=A D#DL#H# A)]Ô 48F $̂#J@*
O 8"$ "̂#J$$ 槲皮苷 )C*

$$ $#L"@ @$CL#CF H @$CL#C@ C "L#D "A=L#HD ")]Ô 48H ÂJ@*
O 8"# $̂AJ$# 山奈酚4D4E4阿拉伯糖苷 )$@*

$" $#LFA @$CL#CF H @$CL#C@ C "LH@ "A=L#HH H)]Ô 48H ÂJ@*
O 8"# $̂AJ$# 山柰酚4D4EF#FD4阿拉伯呋喃糖苷 )$@*

$D $$L#A @DDL$$" A @DDL$$$ $ G#L$A "A=L#HH $)]Ô 48F $̂#J@*
O 8"$ "̂#J$# 山奈酚4D4E4&4D4鼠李糖苷 )$#*

$@ $DL#@ D#DL#H# # D#DL#@A A $L#A "AHL#DC $)]Ô 4̂"J*
O 8$H $̂#J= 槲皮素 )$@*

$H $@L@$ F"HL$HH F F"HL$HD " #L$" @@AL#CC H)]Ô 48$# ĈJD*
O 8D$ "̂AJ$@ Dy4#+$4阿魏酰槲皮苷 )$"*

$F $@L@= CH"LH"F = CH"LH"D $ #LF# @A"L$AF D)]Ô 48H $̂#J@48F $̂#J@48H ÂJ@48̂ D8J;̂ *O 8@C =̂=;J$= 连翘苷ED )$H*

提取方式’结果表明’提取方式的不同对合欢花的影响不大’采
用超声处理时’合欢花的提取率微高于其他提取方式’综合考
虑’采用超声处理作为最终的提取方式& 同时考察了 $H(D#(
@H和 F# Y+-四个不同提取时间’结果表明’各提取时间所得色
谱峰的数目一致’超声提取 $H(D# Y+- 的提取率较高’为保证
提取充分’最终选择超声提取时间为 D# Y+-& 对于流动相体
系’考察了乙腈4水(乙腈4#L$f磷酸(乙腈4#L$f甲酸及乙腈4

#L$f醋酸系统’发现乙腈4水系统基线漂移严重(色谱峰数目
少’乙腈4#L$f磷酸体系基线平稳(峰数目和容量高’故选取乙
腈4#L$f磷酸为流动相&

液质联用定性分析实验考察了 H#f甲醇(=#f甲醇(甲醇
及水作为不同的提取溶剂’结果表明’=#f甲醇提取色谱峰容
量高于其他提取溶剂& 考察了超声提取(加热水浴回流提取两
种方法’结果表明’超声提取简单易操作’且提取效率略高于水
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浴回流& 同时’考察了 $H(D#(@H和 F# Y+-四个不同提取时间’

结果表明’D# Y+-提取时间的峰强度和峰容量优于其他提取时

间& 对于流动相体系’考察了乙腈4水(甲醇4水及乙腈4#L$f甲

酸系统’发现甲醇4水系统基线漂移严重’干扰大’加了 #L$f甲

酸的乙腈4水体系后’峰强度明显提高’峰数目和容量高于乙

腈4水体系’故选取乙腈4#L$f甲酸为流动相& 对于质谱条件中

的碰撞能量#8%$’考察了 $#($H和 "H 59三种不同的能量’结

果显示’$# 59下能够明显得观察准分子离子峰’符合电喷雾

这类软电离质谱的温和的碰撞效果’大多数化合物在正离子模

式下有较好的响应’故实验选取正离子模式进行最大限度的获

取质谱信息&

合欢花在镇静催眠(抗抑郁(抗菌等方面有独特的药理活

性)$F4$C* ’相关的药材质量控制研究主要针对槲皮苷(异槲皮苷

等 $gD种黄酮类物质进行含量测定)$D* & 我国合欢花资源较

为丰富’单一的指标成分不能很好地控制药材质量’且有关合

欢花全成分的物质基础研究较少’因此’有必要丰富药材的质

量控制手段’对其成分进行系统研究& 本研究建立了合欢花药

材_hP8特征图谱来控制整体质量’方法学验证了精密度(重

复性和稳定性等%并运用_hP84q><JS4]e技术对合欢花药材

进行快速分析’共鉴定出 $= 个化合物’其中游离氨基酸类 "

个’有机酸类 $个’黄酮及苷类 $" 个’三萜皂苷类 $ 个& 该方

法快速(灵敏(准确’可大大缩短天然产物成分分析的研究周

期’节约成本’可作为合欢花质量控制的方法之一’同时为合理

开发合欢花奠定了一定的基础&
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