
液质联用技术对复方蒲公英灌肠液的色谱指纹图谱的分析  

    复方蒲公英灌肠液是由南方医院药学部与临床合作研制的临床验方，由蒲公英、败酱草等7味中药组成，临床主要用于慢性盆腔

炎、异位妊娠等妇科疾病。鉴于中药方剂具有复杂的化学成分，目前有许多先进分离分析、鉴定方法，例如薄层扫描法(TCL)、高效逆

流色谱(HSCCC)、高效液相色谱(HPLC)以及高效毛细管电泳(HPCE)等，而HPLC/MS/MS联用技术结合了质谱和色谱的优点，且质谱具极

高的检测灵敏度和特异性，非常适合中药及中药复方等复杂样品的分析[1][2][3]。本实验针对复方蒲公英灌肠液的指纹图谱，力图用

HPLC/MS/MS等对其乙酸乙酯部分进行研究，建立指纹图谱提供定性鉴别。 

    

1  材料与方法 

    1.1  实验仪器及试剂 

    HPLC/MS系统：API2000型串连三级四级杆质谱仪(Applied Biosystems公司)，使用ESI离子源，Analyst1.3工作软件，高效液

相色谱仪PE series 200，四元泵；HPLC系统：Waters公司高效液相色谱仪，Waters515型泵，996二极管阵列检测器，

Millennium32工作站；超纯水器(Mill-Qplus USA)。 

    咖啡酸、阿魏酸和原儿茶醛对照品(中国药品生物制品检定所提供，批号分别为885-200001，0773-9910，0810-9803)；复方蒲

公英灌肠液(南方医院药学部提供)；乙腈为色谱纯(天津四友生物医学技术有限公司)、冰醋酸、乙酸乙酯、甲醇等化学试剂均为分析

纯。 

    1.2  分析溶液的制备 

    1.2.1  对照品溶液的制备  分别精密称取咖啡酸、阿魏酸和原儿茶醛对照品2.5 mg于10 ml容量瓶中，用甲醇溶解并定容至10 

ml，再分别精密吸取2 ml置10 ml容量瓶中，用甲醇稀释并定容，分别得咖啡酸、阿魏酸和原儿茶醛对照品溶液(50 μg/ml)。 

    1.2.2  供试品溶液的制备  精密量取复方蒲公英灌肠液10 ml置分液漏斗中，用石油醚(15 ml)萃取3次，弃去醚液，再用乙酸乙

酯(15 ml)萃取3次，合并乙酸乙酯液，减压回收乙酸乙酯至干，残渣用甲醇溶解并定容至10 ml，以0.45 μm滤膜过滤至样品小瓶中备

用。 

    1.3  分离分析条件 

    1.3.1 色谱条件  色谱柱：Hypersil BDS C18分析柱(5 μm，250 mm×4.6 mm)，BDS C18保护柱(大连依利特科学仪器有限公

司)，流动相A为乙腈；流动相B为水(乙酸调pH为3.2)；梯度洗脱条件：流动相A从10%到80%，分析时间为40 min，时间为0，38，40 

min；A(%)为10，80，80；流速：0.7 ml/min；检测波长：254 nm；柱温：35 ℃；进样量：10 μl，柱后分流0.35 ml/min进质谱仪

(表1)。 

    1.3.2  质谱分析条件   所有实验均采用电喷雾离子源(ESI)；负离子检测；离子喷雾电压(IS)-4200； 温度(TEM)150;  聚簇

电压(DP)-32；入口电压(EP) -315；聚焦电压(FP)-11；气帘气(CUR)30；氮气流速 (GS1)40；辅助氮气流速(GS2)45；  扫描范围

(-Q 100~450)，采用负谱全离子扫描方式采集数据。 

    

2  结果 
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    2.1  流动相选择[4] 

    综合考虑到与液质联用对流动相的要求及样品为乙酸乙酯提取部分等因素后，分别用甲醇-水，乙腈-水，乙腈-水(含乙酸)等体系

对样品进行洗脱，最终确立以乙腈-水(乙酸调pH为3.2)作为流动相的二元梯度洗脱的色谱条件。 

    2.2  HPLC/UV系统 

    2.2.1  波长的选择   在210 nm~400 nm UV吸收波长范围内，选定较有代表性的254、280、323 nm 3个波长通过二极管阵列检

测器996对色谱图进行在线分析，考虑到在254 nm波长处得到的峰数目较多，故确定指纹图谱检测波长为254 nm。 

    2.2.2  结果   在上述色谱条件下，精密吸取样品溶液10 μl，注入液相色谱仪中，记录40 min色谱图(图1)。 

    图1  复方蒲公英灌肠液HPLC/UV图谱 
    Fig.1 HPLC/UV chromatogram of the compound dandelion enema

    2.3  HPLC/MS系统 

    在上述色谱条件下及MS负离子扫描条件下，将供试品溶液注入HPLC/MS系统，用质谱监测各组分的色谱分离情况，同时进行质谱

分析，并记录负离子扫描条件下的总离子色谱图(TIC)(图2)。 

    图2  复方蒲公英灌肠液的总离子流色谱图 
    Fig.2  Total ion chromatogram of the compound dandelion enema

    t=12.48 for protocatechualdehyde, 13.74 for caffeic acid, and 17.38 for ferulic acid. e7: 10-7; e6: 10-6

    在LC/MS/MS分析中，对总离子流图中显示的每种化学成分，均可得到其相对分子质量，二级质谱图及保留时间，(色谱图上各峰

的保留时间及其对应的主化学成分的相对分子质量见表2)。根据保留时间、相对分子质量结合相关文献可初步判断，对有对照品的化

学成分，可作对照品的MS/MS，进行对比确认，即可对化合物精确定性。采用这些方法，我们确定三个酚酸类化合物：原儿茶醛(相对

分子质量138)，咖啡酸(相对分子质量180)，阿魏酸(相对分子质量194)，(图3)。对没有对照品的化学成分，则需根据其MS/MS图谱和

其它相关信息进行质谱解析，这工作有待进一步研究。 



    图3  原儿茶醛、咖啡酸和阿魏酸的离子扫描图 
    Fig.3  Full scan MS-MS spectra of protocatechualdehyde, caffeic acid and ferulic acid

    A: Protocatechualdehyde ; B: Caffeic acid;  C: Ferulic acide5: 10-5; e4: 10-4



    

3  讨论 

    在同一色谱柱，柱效稳定，相同色谱系统的条件下，所得到的色谱图谱稳定，重复性好。因所选用的LC/MS联用系统缺乏紫外检测

器和色谱工作站，暂不能实现对液相色谱行为的在线紫外检测，实验所列出的HPLC/MS图谱与不同色谱系统下(Waters的515-515-996)

得出的HPLC/UV图谱存在较大差异，且同样条件下，样品在LC/MS中出峰较慢，所有LC/MS中样品以终浓度多运行了5 min。 

    与UV相比，质谱总离子流图中，各色谱峰的信号响应的差异不十分明显，UV图谱中的强峰在电喷雾质谱中可能过载降低离子化效

率，使质谱信号降低，而某些低浓度成分在UV中出峰较弱，但因其易离子化，可产生较强的质谱信号。 

    所分离的样品溶液含酚酸类化合物，而酚酸类化合物因具有羧基、羟基等活性基团，可失去质子而产生负离子信号，故实验选择

负离子扫描。负谱离子峰信号相对较弱，本实验中阿魏酸在质谱中响应值就比较低，但在离子流色谱图中，响应值相对有所提高，这

可能与流动相的酸性使其变得容易解离有关。目前对中药复方成分多样复杂，多靶点作用的特性已基本形成共识。为能较全面表达中

药防治疾病药效物质基 的真实面貌，应用中药指纹图谱进行表达是解决中药质量科学控制难题的一项有力措施[5]。WHO草药评价指南 

[6]中指出:如果中草药制剂的活性成分不能鉴别，可以通过色谱指纹图谱证明产品质量的一致。 LC/MS/MS提供了一种快速、准确的

测定中药有效成分的方法[7]，高分离能力的HPLC与高鉴定能力的MS相结合，能对样品实现在线分析，解决了对照品缺乏的难题，必将

在中药等复杂样品的分析中起到越来越重要的作用。 
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