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　　中国药品监管科学行动计划第二批重点项目（ＮＭＰＡＪＧＫＸ－２０２３－０７８）；天津市市场监督管理委员会课题（２０２０－Ｗ２５）；受国家药品监督管理

局药品监管科学体系建设重点项目“新技术新方法在中药质量控制中的应用”（项目编号：ＲＳ２０２４Ｚ００６）资助

　通信作者　Ｔｅｌ：（０２２）２３５１３８０６；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｘｙｔｊｙｊｓ＠１６３ｃｏｍ

第一作者　Ｔｅｌ：（０２２）２３５１３８０６；Ｅ－ｍａｉｌ：１１６９３１９９０＠ｑｑｃｏｍ

基于 ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ的狭叶番泻叶伪品耳叶番泻叶的
特征成分发现及掺伪鉴别研究

车爽１，周军１，杨文志２，李晓航２，赵晨１，郑新元１

（１．天津市药品检验研究院，天津 ３０００７０；２．天津中医药大学中医药研究院，天津 ３０１６１７）

摘要　目的：采用高分辨质谱及组学分析技术分析狭叶番泻叶及耳叶番泻叶化学成分差异，并建立狭叶番泻
叶中掺伪耳叶番泻叶的快速检查方法。方法：采用超高效液相色谱－四极杆飞行时间串联质谱（ＵＰＬＣ－Ｑ
ＴＯＦＭＳ），分别采集１３批狭叶番泻叶和９批耳叶番泻叶的正谱和负谱ＭＳＥ数据。采用ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－
Ｃ１８（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，柱温３０℃，以乙腈（Ａ）－１％乙酸（Ｂ）为流动相，流速０３ｍＬ·ｍｉｎ

－１，

进样体积１μＬ；采集质量范围为ｍ／ｚ５０～１２００。运用组学分析软件ＱＩ对狭叶番泻叶和耳叶番泻叶负谱数据
进行正交偏最小二乘法判别分析，筛选出７个耳叶番泻叶特征性成分，并对其中的１个主要特征性成分进行
了分离鉴定。进一步以主要特征性成分为指标性成分建立了快速检查狭叶番泻叶中掺伪耳叶番泻叶的ＵＰＬＣ
方法，并应用于２７批狭叶番泻叶样品及３批自制阳性样品的测定。结果：狭叶番泻叶和耳叶番泻叶的化学成
分差异显著，经鉴定耳叶番泻叶中特有成分为ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－Ｏ－（２”－Ｏ－ａｐｉｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ）ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ。在狭叶番
泻叶中掺伪耳叶番泻叶的ＵＰＬＣ检查方法中，该特有成分的精密度（ＲＳＤ＝１３％）、重复性（ＲＳＤ＝１３％）和稳
定性（ＲＳＤ＝０５８％）均符合要求。２７批狭叶番泻叶样品中２３批未检出 ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－Ｏ－（２”－Ｏ－ａｐｉｏ
ｆｕｒａｎｏｓｙｌ）ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ；４批狭叶番泻叶样品及３批自制阳性样品中检出ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－Ｏ－（２”－Ｏ－ａｐｉｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ）
ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ。结论：本研究应用ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ技术结合ＯＰＬＳ－ＤＡ分析方法成功将狭叶番泻叶和耳叶番泻叶
进行了区分，分离并鉴定出耳叶番泻叶的主要特征性成分，并建立了快速筛查狭叶番泻叶中掺伪耳叶番泻叶的

ＵＰＬＣ方法，为狭叶番泻叶的质量控制及质量标准的完善提供了依据，为中药材掺伪鉴别研究提供了思路和方法。
关键词：狭叶番泻叶；耳叶番泻叶；山柰酚３－Ｏ－（２”－Ｏ－阿哌呋喃基）芸香苷；超高效液相色谱 －四极
杆／飞行时间串联质谱；正交偏最小二乘法判别分析；掺伪鉴别；质量评价；比较研究

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０４－０６１０－１０
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４０４０８

ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓｂａｓｅｄｏｎ
ｔｈｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆ

ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｉｎＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ

ＣＨＥＳｈｕａｎｇ１，ＺＨＯＵＪｕｎ１，ＹＡＮＧＷｅｎ－ｚｈｉ２，
ＬＩＸｉａｏ－ｈａｎｇ２，ＺＨＡＯＣｈｅｎ１，ＺＨＥＮＧＸｉｎ－ｙｕａｎ１

（１．ＴｉａｎｊｉｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇａｎｄＣｏｎｔｒｏｌ，Ｔｉａｎｊｉｎ３０００７０，Ｃｈｉｎａ；２．ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｏｍｐｏｎｅｎｔ－ｂａｓｅｄＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，

ＴｉａｎｊｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｔｉａｎｊｉｎ３０１６１７，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓａｎｄ
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ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓｂｙｈｉｇｈ－ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎｄｏｍｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ，ｓｏａｓｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｔｈｅｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｉｎＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓＭｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｐｏｓｉ
ｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅＭＳＥｄａｔａｏｆ１３ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓａｎｄ９ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ
ｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｙｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ
ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ）Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（Ａ）－１％ ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ
（Ｂ）Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃Ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０３ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１μＬＴｈｅ
ｍａｓｓｒａｎｇｅｗａｓｍ／ｚ５０－１２００ＴｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓａｎｄＣａｓ
ｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｏｍｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓＱＩｓｏｆｔｗａｒｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ－
ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ（ＯＰＬＳ－ＤＡ）ａｆｔｅｒｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅＭＳＥｄａｔａｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄＯｎｅｏｕｔｏｆｓｅｖｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｆｒｏｍＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓｗａｓｓｅｐａｒａｔｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＡｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ａｓｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓｉｎＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌ
ｌｅａｖｅｓｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙＵＰＬＣ，ａｎｄｉｔｗａｓｕｓｅｄｉｎ２７ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓｓａｍｐｌｅｓａｎｄ３
ｂａｔｃｈｅｓｏｆｌａｂｏｒａｔｏｒｙ－ｍａｄｅｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓＲｅｓｕｌｔｓ：ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓａｎｄＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ
ｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｅａｃｈｏｔｈｅｒＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ
ｌｅａｖｅｓｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－Ｏ－（２”－Ｏ－ａｐｉｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ）ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅＩｎｔｈｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
ａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓｉｎＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓｂｙＵＰＬＣ，ｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＲＳＤ＝
１３％），ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ（ＲＳＤ＝１３％）ａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ＲＳＤ＝０５８％）ｍｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓＮｏｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－
Ｏ－（２”－Ｏ－ａｐｉｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ）ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ２３ｏｕｔｏｆ２７ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ
ｓａｍｐｌｅｓ，ｂｕｔｉｔｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ４ｂａｔｃｈｅｓｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓｓａｍｐｌｅｓａｎｄ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍ
ｐｌｅｓｍａｄｅｉｎｔｈｅｌａｂｏｒａｔｏｒｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓａｎｄＣａｓ
ｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓｉｓｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄｃｌｅａｒｌｙｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳａｎｄＯＰＬＳ－ＤＡ
ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓｉｓｓｅｐａｒａｔｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＡｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
ａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓｉｎＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓｉｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙＵＰＬＣ，ａｎｄｉｔｐｒｏｖｉｄｅｓ
ｔｈｅｂａｓｉｓｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓＴｈｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｓ
ｈｅｌｐｆｕｌｔｏｓｏｌｖｅｔｈｅｐｒｏｂｌｅｍｏｆａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ；ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬｌｅａｖｅｓ；ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－Ｏ－（２”－Ｏ－ａｐｉｏ
ｆｕｒａｎｏｓｙｌ）ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ；ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ；ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ－ｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ；ａｄｕｌｔｅｒａｔｉｏｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｑｕａｌｉｔｙｖａｌｕａｔｉｏｎ；ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｓｔｕｄｙ

　　番泻叶，异名旃那叶、泻叶、泡竹叶，为豆科植物
狭叶番泻 ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌ或尖叶番泻 Ｃａｓｓｉａ
ａｃｕｔｉｆｏｌｉａＤｅｌｉｌｅ的干燥小叶；性甘、苦、寒，归大肠经；
有泻热行滞、通便利水之功效，主治热结积滞、便秘

腹痛、水肿胀满［１］。番泻叶属于外来药材［２］，狭叶番

泻主产于红海以东至印度一带，现盛栽于印度南端

丁内未利。尖叶番泻主产于埃及的尼罗河中上游地

区，现今我国云南、海南、广西、广东等地有引进栽

培［３］。番泻叶药理作用清晰明确，主要集中在泻下、

抗菌、保护胃黏膜等方面［４－５］，因此在临床中多用来

清洁肠道，治疗急性细菌性痢疾，胆囊炎和胆结石，

以及腹部手术后恢复等［６］。随着临床的广泛应用，

市场对番泻叶的需求逐渐加大。但是番泻叶药材主

要来源于进口，由于地缘差异、文化差异以及缺少国

际间通用的鉴别标准等诸多原因，导致番泻叶伪品

流入我国市场，例如耳叶番泻叶、紫穗槐叶、罗布麻

叶等［７］造成用药安全隐患。

耳叶番泻叶又名圆叶番泻叶，为豆科植物耳叶

番泻ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ的干燥叶，常掺杂于狭叶番
泻叶中［８］，本单位在进口检验中发现部分批次狭叶

番泻叶中掺有耳叶番泻叶，且掺入量较大。耳叶番

泻叶在印度多用于治疗糖尿病、哮喘、风湿病、痢疾、

皮肤病和代谢紊乱。主要化学成分包括生物碱、蒽

醌、黄酮苷等，其临床应用与番泻叶存在较大差异，
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不宜混用［９］。现有文献报道，关于狭叶番泻叶和耳

叶番泻叶的差异鉴别，主要从性状［７］、理化鉴别［１０］、

显微鉴别、薄层色谱鉴别［１１］等来进行。对于二者化

学成分差异的研究甚少，有文献报道耳叶番泻叶中几

乎不含有番泻苷 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ［１２］，但对于耳叶番泻叶的
特有成分未见报道。现有研究均较为落后，对于番泻

叶中掺伪耳叶番泻叶现象只能从药材性状、理化鉴别、

显微鉴别、薄层色谱鉴别方面进行判断，检验结果的准

确性易受检验者的经验等主观因素影响，缺少更加科

学准确的的鉴别手段，制成制剂后更加难以将二者准

确区分。近年来，超高效液相色谱－四极杆飞行时间
串联质谱（ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ）技术及组学分析技术的
联合应用越来越多地用于中药分析领域［１３－１４］，该方法

可以得到大量的中药化学成分信息数据，并进行快速

的统计分析，相对于传统数据处理方法更加简便、快

捷、全面。本研究通过ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦＭＳ技术及组
学分析手段，对狭叶番泻叶及耳叶番泻叶化学成分进

行研究，寻找到能准确区分二者的差异性成分

ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ３－Ｏ－（２”－Ｏ－ａｐｉｏｆｕｒａｎｏｓｙｌ）ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ
（以下简称“ＫＲ”），并以ＫＲ为对照，建立快速检查狭
叶番泻叶掺伪耳叶番泻叶的方法。

１　高分辨质谱及组学分析技术
１１　仪器与试剂
１１１　仪器　ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＩ－Ｃｌａｓｓ超高
效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＸｅｖｏＧ２－ＸＳＱ－ＴＯＦ
高分辨质谱仪（Ｗａｔｅｒｓ公司），配备 ＥＳＩ离子源；ＳＨＩ
ＭＡＤＺＡＵＬＣ－３０ＡＤＵＰＬＣ超高效液相色谱仪（岛津
公司）；ＰｒｏｇｅｎｅｓｉｓＱＩ软件（Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＵＮＩＦＩ软件
（Ｗａｔｅｒｓ公司），ＭａｓｓＬｙｎｘＴＭ４１质谱工作站软件

（Ｗａｔｅｒｓ公司），ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８色谱柱（１００
ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超
纯水系统（Ｍｉｌｌ－ｐｏｒｅ公司）。
１１２　药物与试剂　乙腈、甲醇、冰乙酸均为色谱
纯，水为超纯水。狭叶番泻叶样品为天津市药品检

验研究院日常进口检验样品挑选杂质后的部分，经

鉴定为豆科植物狭叶番泻的干燥小叶；耳叶番泻叶

样品为从上述狭叶番泻叶样品中挑拣出，经鉴定为

豆科植物耳叶番泻的干燥叶。１～１３号样品为狭叶
番泻叶样品，１４～２２号样品为耳叶番泻叶样品。
１２　方法与结果
１２１　供试品溶液的制备　取本品，粉碎，取０１ｇ，
精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 ５０％甲醇
５０ｍＬ，称量，超声处理（功率 ２５０Ｗ，频率 ４０ｋＨｚ）
３０ｍｉｎ，再称量，用５０％甲醇补足减失的量，摇匀，滤
过，取续滤液，即得。

１２２　色谱 －质谱条件　采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ
ＳＢ－Ｃ１８（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，以乙腈
（Ａ）－１％乙酸（Ｂ）为流动相，梯度洗脱（０～８ｍｉｎ，
９５％Ｂ→８７％Ｂ；８～２０ｍｉｎ，８７％Ｂ；２０～４０ｍｉｎ，
８７％Ｂ→８０％Ｂ），流速０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，进
样体积１μＬ。采用电喷雾离子化 ＥＳＩ模式采集正谱
和负谱ＭＳＥ数据，采集质量范围为ｍ／ｚ５０～１２００，离
子源温度为１１０℃，雾化气温度为４５０℃，脱溶剂气
体流量为８００Ｌ·ｈ－１，毛细管电压为３０ｋＶ（ＥＳＩ＋）
和２６ｋＶ（ＥＳＩ－），锥孔电压为 ４０Ｖ，碰撞电压为
２０～４５Ｖ，校正物质为亮氨酸脑啡肽（ＬＥ，ＥＳＩ＋

５５６２７７１／ＥＳＩ－５５４２６１５）。在上述色谱 －质谱条
件下，样品总离子流ＢＰＩ图见图１、２。

Ａ．狭叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ）　Ｂ．耳叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ）
图１　样品正离子模式ＢＰＩ图
Ｆｉｇ１　ＢＰＩｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｍｏｄｅ
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Ａ．狭叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ）　Ｂ．耳叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ）

图２　样品负离子模式ＢＰＩ图

Ｆｉｇ２　ＢＰＩｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｍｏｄｅ

１２３　数据分析与结果　取１３批次狭叶番泻叶及９
批次耳叶番泻叶的供试品溶液，按照“１２２”项下色
谱－质谱条件进样分析，将得到的质谱数据导入组学
分析软件ＰｒｏｇｅｎｅｓｉｓＱＩ（ＥＺｉｎｆｏ３２），通过峰对齐、峰
分组等处理对样本数据进行分析，因负离子模式所得

信息可覆盖正离子模式，故采用负离子模式下狭叶番

泻叶与耳叶番泻叶数据进行ＯＰＬＳ－ＤＡ，得到样本得
分散点图（图３）及Ｓ－ｐｌｏｔ图（图４）。结果：①负离子
模式ＯＰＬＳ－ＤＡ结果表明狭叶番泻叶和耳叶番泻叶

的组内聚集度不高，分散明显，质量存在较大差异。

②Ｓ－ｐｌｏｔ图（图４）展示了离散程度不同的化合物，图
中离散程度越大代表该化合物在不同组别样品中含量

的差异性越大，也是实验研究中更应关注的重点。本

研究依据Ｓ－ｐｌｏｔ图分析筛选出初步差异成分，即耳叶
番泻叶的特征成分。③ＱＩ进一步分析共筛选出耳叶
番泻叶特有而狭叶番泻叶不含有的７个特征成分（质
荷比分别为９５０２４００、７４１５４４４、９２５２１８８、７２５５５１１、
８６７２１０６、８８７２３１０、７５５４２６８），编号为１～７。

Ｆ．狭叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ）　Ｅ．耳叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ）

图３　ＯＰＬＳ－ＤＡ得分散点图（负离子模式）

Ｆｉｇ３　ＳｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆＯＰＬＳ－ＤＡ（ｎｅｇａｔｉｖｅｍｏｄｅ）
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Ｆ．狭叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ）　Ｅ．耳叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ）

图４　ＯＰＬＳ－ＤＡ的Ｓ－ｐｌｏｔ图（负离子模式）

Ｆｉｇ４　Ｓ－ｐｌｏｔｏｆＯＰＬＳ－ＤＡ（ｎｅｇａｔｉｖｅｍｏｄｅ）

１３　耳叶番泻叶特征成分的专属性验证
采用 ＳＨＩＭＡＤＺＵＬＣ－３０ＡＤ超高效液相色谱

仪，按“１２２”项下 ＵＰＬＣ条件对得到的结果进一步
验证，检测波长２７０ｎｍ，图５为１３批狭叶番泻叶样
品和１批耳叶番泻叶样品的ＵＰＬＣ图，结果表明来源

于耳叶番泻叶中的４号特征成分在狭叶番泻叶中均
未检出，且４号特征成分有较强紫外吸收，易于检测，
利于后续掺伪检查方法的建立。因此，本研究对４号
特征成分进行分离鉴定，并以此成分为对照，建立狭叶

番泻叶中掺伪耳叶番泻叶的ＵＰＬＣ检查方法。

图５　狭叶番泻叶（１～１３号）和耳叶番泻叶（１４号）样品ＵＰＬＣ图

Ｆｉｇ５　ＵＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ（ｓａｍｐｌｅ１－１３）ａｎｄＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ（ｓａｍｐｌｅ１４）

２　４号特征成分的提取分离及鉴定
采用高分辨质谱仪对４号特征成分进行鉴定，确

定相对分子质量为７２６１，分子式为Ｃ３２Ｈ３８Ｏ１９，查阅数
据库及文献未得到匹配数据。然后对该特征成分进行

提取分离，将耳叶番泻叶甲醇提取液通过制备液相色

谱仪进行分离［采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８（２５０
ｍｍ×９４ｍｍ，５μｍ）色谱柱，柱温２５℃，以乙腈－１％
乙酸（２０∶８０）为流动相，流速２０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波
长２７０ｎｍ，进样体积１ｍＬ，收集１０～１１ｍｉｎ流出液］，
得到了纯度＞９８％的单体化合物，经核磁共振分析（该
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单体化合物用氘代甲醇溶解后干燥，采用 Ｂｒｕｋｅｒ
ＡＶＡＮＣＥⅢ－５００ＭＨｚ核磁共振波谱仪进行测定），得

到其１Ｈ－ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）、
１３Ｃ－ＮＭＲ（１２５

ＭＨｚ，ＣＤ３ＯＤ）和ＨＭＢＣ谱数据，见表１。

表１　４号特征成分的１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－ＮＭＲ和ＨＭＢＣ数据归属（ＣＤ３ＯＤ）

Ｔａｂ１　１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－ＮＭＲａｎｄＨＭＢＣｄａｔａａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔ４

编号　　

（Ｎｏ．）　　

δ　　　　　

１３Ｃ－

ＮＭＲ

１３Ｃ－

ＮＭＲ［１５］

１Ｈ－

ＮＭＲ

１Ｈ－　

ＮＭＲ［１５］　

１Ｈ的异核多碳相关谱

（ＨＭＢＣ）

黄酮类化合物（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ）

２ １５８５４ １５９ － － －

３ １３４６８ １３４６ － － －

４ １７９４２ １７９３ － － －

５ １６３２１ １６３１ － － －

６ ９９８４ ９９８ ６１９ｂｒｓ ６１９ｄ（１９３） １０５９４（１０），９４８３（８）

７ １６５７５ １６５６ － － －

８ ９４８３ ９４８ ６３８ｂｒｓ ６３９ｄ（１８７） １５９０５（９），１０５９４（１０），９９８４（６）

９ １５９０５ １５８４ － － －

１０ １０５９４ １０５９ － － －

１’ １２３２２ １２３１ － － －

２’ １３２３１ １３２２ ８０４ｄ（８５） ８０４ｄ（８８８） １６１３３（４’），１５８５４（２），１３２３１（６’）

３’ １１６１９ １１６１ ６８８ｄ（８５） ６８８ｄ（８８９） １６１３３（４’），１２３２２（１’），１１６１９（５’）

４’ １６１３３ １６１３ － － －

５’ １１６１９ １１６１ ６８８ｄ（８５） ６８８ｄ（８８９） １６１３３（４’），１２３２２（１’），１１６１９（３’）

６’ １３２３１ １３２２ ８０４ｄ（８５） ８０４ｄ（８８８） １６１３３（４’），１５８５４（２），１３２３１（２’）

葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ）

１ １００８６ １００８ ５４３ｄ（７５） ５４３ｄ（７５０） １３４６８（３），７８６７（ｇｌｃ－５），７８１４（ｇｌｃ－３）

２ ７８９３ ７８９ ３５９ｍ ３５８ｍ １１０６５（ａｐｉｏ－１），１００８６（ｇｌｃ－１）

３ ７８１４ ７８６ ４０２ｍ ３５２ｄ（９１０） －

４ ７１９２ ７１８ ３１９ｍ ３２２ｄ（９１８） ７８６７（ｇｌｃ－５），７８１４（ｇｌｃ－３）

５ ７８６７ ７７ ３５２ｍ ３３０ｍ －

６ ６８３９ ６８３ ３３０，３７８ｍ ３３０ｍ，３８０ｄｄ（９７８，５０８） －

鼠李糖（ｒｈａｍｎｏｓｅ）

１ １０２２９ １０２３ ４４５ｓ ４４７ｓ ７２３２（ｒｈａ－２），７２１５（ｒｈａ－３），６９７７（ｒｈａ－５），６８３９（ｇｌｃ－６）

２ ７２３２ ７２１ ３４６ｍ ３５８ｍ ７３８８（ｒｈａ－４）

３ ７２１５ ７２２ ３５６ｍ ３４６ｄｄ（９４５，３３６） ７３８８（ｒｈａ－４）

４ ７３８８ ７３８ ３２３ｍ ３２６ｄ（５６９） ７２１５（ｒｈａ－３）

５ ６９７７ ６９７ ３４ｍ ３３９ｍ －

６ １７８９ １７８ １０７ｄ（６１） １０７ｄ（６２１） ６９７７（ｒｈａ－５），７３８８（ｒｈａ－４）

芹糖（ａｐｉｏｓｅ）

１ １１０６５ １１０６ ５４５ｂｒｓ ５４６ｄ（７６４） ８０９９（ａｐｉｏ－３），７８９３（ｇｌｃ－２），７５６４（ａｐｉｏ－４）

２ ７７１１ ７８１ ３２８ｓ ４０４ｓ －

３ ８０９９ ８０７ － － －

４ ７５６４ ７５６ ３６９，４０４ｍ ３６９ｓ，４０８ｄ（９５５） ６６４１（ａｐｉｏ－５）

５ ６６４１ ６６３ ３７４，３６４ｍ ３６３ｄ（１１４８），３７５ｄ（１３６３）８０９９（ａｐｉｏ－３），７７１１（ａｐｉｏ－２）

　注（ｎｏｔｅ）：括号中的数据为耦合常数（ｔｈｅｄａｔａｉｎｂｒａｃｋｅｔｉｓｃｏｕｐｌｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔ，Ｊ）／Ｈｚ
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　　该化合物的１Ｈ－ＮＭＲ和１３Ｃ－ＮＭＲ数据与文献
报道［１５］的已知化合物６的数据进行对比，基本一致，
故鉴定此化合物为ＫＲ，该化合物首次在耳叶番泻叶
中被发现，其结构图见图６。

图６　ＫＲ的结构图

Ｆｉｇ６　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆＫＲ

３　狭叶番泻叶及自制阳性样品中 ＫＲ的 ＵＰＬＣ检
查方法建立及结果分析

３１　样品来源
耳叶番泻叶样品为从狭叶番泻叶中挑选出。狭

叶番泻叶样品均来自于日常进口检验样品，编号１～
２７（其中１号样品为耳叶番泻叶阴性样品，即该狭叶
番泻叶为人工挑选出，不掺杂耳叶番泻叶；２～２７为
普通狭叶番泻叶样品，可能掺有耳叶番泻叶）。自制

耳叶番泻叶阳性样品为取１号样品粉末与耳叶番泻
叶粉末适量，制成不同比例（９∶１，９５∶０５，９８∶０２）
的混合物，编号２８～３０。
３２　对照品溶液的制备

取ＫＲ对照品适量，精密称定，加甲醇制成每
１ｍＬ含ＫＲ００５５ｍｇ的溶液，即得。
３３　供试品溶液的制备

取“３１”项下样品粉末０５ｇ，按“１２１”项下方
法制备供试品溶液。

３４　色谱条件及系统适用性
采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８（１００ｍｍ×２１

ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，柱温３０℃，以乙腈 －１％乙酸
（１２∶８８）为流动相，流速０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长
２７０ｎｍ，进样体积１μＬ。理论板数按 ＫＲ峰计算应
不低于５０００。对照品及典型样品色谱图见图７。由
色谱图可见，ＫＲ在１号样品（阴性样品）中未检出，

在２８～３０号样品（自制阳性样品）中可检出，该成分
可作为狭叶番泻叶中掺伪耳叶番泻叶检查的目标

成分。

３５　检测限
将对照品溶液用甲醇逐级稀释，以信噪比为３∶１

时的进样浓度为检测限（ＬＯＤ），结果该方法检测限
为０８２５μｇ·ｍＬ－１。
３６　方法学验证
３６１　精密度试验　取２８号样品适量，按“３３”项
下方法制备供试品溶液，按“３４”项下色谱条件连续
进样分析 ６次，测得 ＫＲ的峰面积，计算峰面积的
ＲＳＤ为１３％，表明仪器精密度良好。
３６２　重复性试验　取２８号样品适量，按“３３”项
下方法平行制备６份供试品溶液，按“３４”项色谱条
件分析。计算 ＫＲ含量及其 ＲＳＤ。结果 ＫＲ的含量
（ｎ＝６）为０４３２０ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为１３％，表明该方
法重复性良好。

３６３　稳定性试验　取２８号样品适量，按“３３”项
下方法制备供试品溶液，按“３４”项色谱条件分别于
溶液制备后０、４、８、１２、１８、２４ｈ进样分析。结果 ＫＲ
峰面积的ＲＳＤ为０５８％，表明供试品溶液在２４ｈ内
稳定。

３７　测定结果
取１～３０号样品，分别按“３３”项下方法制备供

试品溶液，按“３４”项下条件进样测定。结果２３批
狭叶番泻叶样品中未检出 ＫＲ，４批狭叶番泻叶样品
（４、９、１３、２５号）和３批自制阳性样品（２８～３０号）中
检出ＫＲ，由外标法计算得该７批阳性样品的供试品
溶液浓度见表２，浓度均高于检测限，其色谱图见图
８。其中４、９、１３号狭叶番泻叶样品与３０号自制阳性
样品数值接进，提示耳叶番泻叶掺入量接近２％；２５
号狭叶番泻叶样品与２９号自制阳性样品数值接近，
提示耳叶番泻叶掺入量接近５％。结果表明，当混入
量＞２％时，该方法可以快速准确地检测出狭叶番泻
叶中是否掺有耳叶番泻叶，从而实现狭叶番泻叶掺

伪耳叶番泻叶的快速鉴别。

４　结论
本研究应用ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ技术及组学分析

方法对狭叶番泻叶和耳叶番泻叶的差异性成分进行

分析，为了使化学成分有较好的峰形，在流动相中加

入了１％的乙酸，采集时选择正离子和负离子模式进
行扫描，因负离子模式所得信息可覆盖正离子
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Ａ．对照品（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ）　Ｂ．耳叶番泻叶样品（ｓａｍｐｌｅｏｆＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ）　Ｃ．１号样品（ｓａｍｐｌｅ１）　Ｄ．２８号样品（ｓａｍｐｌｅ２８）

图７　对照品及样品色谱图

Ｆｉｇ７　ＵＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅａｎｄｓａｍｐｌｅｓ
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表２　样品中ＫＲ的浓度
Ｔａｂ２　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＫＲｉｎｓａｍｐｌｅ

样品编号（ｓａｍｐｌｅＮｏ．） 样品组成（ｓａｍｐｌｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ）　　　 浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（μｇ·ｍＬ－１）

４ 狭叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ） １０１

９ 狭叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ） ０８４

１３ 狭叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ） １０７

２５ 狭叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌｌｅａｖｅｓ） １８０

２８ 狭叶番泻叶－耳叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌ－ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ）（９∶１） ４５０

２９ 狭叶番泻叶－耳叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌ－ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ）（９５∶０５） ２３４

３０ 狭叶番泻叶－耳叶番泻叶（ＣａｓｓｉａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＶａｈｌ－ＣａｓｓｉａａｕｒｉｃｕｌａｔａＬ．ｌｅａｖｅｓ）（９８∶０２） ０９５

１．３０号样品（ｓａｍｐｌｅ３０）　２２９号样品（ｓａｍｐｌｅ２９）　３．２８号样品（ｓａｍｐｌｅ２８）　４．４号样品（ｓａｍｐｌｅ４）　５．９号样品（ｓａｍｐｌｅ９）　６．１３号样

品（ｓａｍｐｌｅ１３）　７．２５号样品（ｓａｍｐｌｅ２５）

图８　阳性样品色谱图

Ｆｉｇ８　ＵＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓ

模式，故采用负离子模式下狭叶番泻叶与耳叶番泻

叶数据进行组学分析。结果发现了７个耳叶番泻叶
特有而狭叶番泻叶不含有的特征成分，选择其中含

量较高且有较好紫外吸收的４号特征成分作为目标
化合物，通过提取分离得到了其单体化合物，进一步

采用高分辨质谱及核磁手段确定该化合物为 ＫＲ，其
余特征成分的鉴定分析工作正在进行。该化合物是

首次在耳叶番泻叶中被发现得到，为耳叶番泻叶的

特征性成分。

本研究还以 ＫＲ为对照，建立了狭叶番泻叶中
掺伪耳叶番泻叶的ＵＰＬＣ检查方法。在实验中考察
了不同提取溶剂（３０％甲醇、５０％甲醇、７０％甲醇、
甲醇）的提取效率，发现用 ５０％的甲醇超声提取
时，可将 ＫＲ提取完全；比较了不同流动相系统（甲
醇－水、乙腈 －水），发现乙腈 －水系统洗脱能力较
强，在此基础上为优化峰形，加入１％乙酸，并比较

乙腈 －１％乙酸以不同比例洗脱时ＫＲ的分离情况，
发现使用乙腈 －１％乙酸（１２∶８８）为流动相时 ＫＲ
峰形对称，与杂质峰分离较好；同时对检测波长

（２３０、２５４、２７０、２９０ｎｍ）进行了考察，发现 ＫＲ在
２７０ｎｍ下色谱峰响应较高。该检查方法的建立为
日常检查狭叶番泻叶中掺伪耳叶番泻叶提供了更

加科学的依据。

采用ＵＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ结合组学分析技术寻找
正品和伪品的差异化合物，进一步以差异化合物为

目标成分建立掺伪鉴别方法，该方法具有准确性和

高效性，可为中药材的质量评价研究提供新思路。
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