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HPLC-QTOF/MS方法分析元胡止痛方的化学成分 
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摘要 : 为全面阐明元胡止痛方的化学成分 , 本研究利用高效液相色谱串联四级杆 /飞行时间质谱仪 
(HPLC-QTOF/MS) 对元胡止痛方的化学组成进行分析鉴定。通过 QTOF/MS 提供化合物的准确分子质量、碎片
离子信息, 结合参考文献及部分对照品保留时间和质谱数据, 共鉴定出元胡止痛方中 51个化合物, 包括 28个生
物碱类成分和 23个香豆素类成分。本研究快速、准确、系统地分析了元胡止痛方的化学组分, 为其质量控制和
药效物质研究奠定基础。 
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Abstract: This study was designed to clarify the chemical constituents in Yuanhu Zhitong prescription 

(YHZT), a rapid high performance liquid chromatography/electrospray ionization quadruple time-of-flight mass 
spectrometry (HPLC-QTOF/MS) method was established.  Based on the high resolution MS spectra data,        
fragmentation ion information, reference standards data and literature reports, 51 peaks including 28 alkaloid 
compounds and 23 coumarin compounds were identified.  The chemical constituents in YHZT were rapidly, 
accurately, systematically analyzed.  The results lay a foundation for the quality control of effective compounds 
of YHZT. 
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 近年来, 液质联用技术已广泛应用于中药及复
方多成分的鉴定[1, 2]。该技术可快速获取化合物的质

荷比, 从而推断未知化合物的化学式, 是探索中药复
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杂体系中各种化学成分的重要方法。其中, 飞行时间
质谱 (TOF/MS) 具有高灵敏度的MS/MS功能, 具有
高分辨率、质量范围宽的特点, 能实现母离子和子离
子的精确质量数测定, 从而达到明确化合物结构的
目的, 可用于小分子化合物的精确定性, 其与高效液
相色谱联用, 同时实现了物质的分离和鉴定, 对分析
中药化学组成具有优势。 

元胡止痛方是常用的纯中药制剂 , 由延胡索 
(Corydalis Rhizoma) 和白芷  (Angelicae Dahuricea 
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Radix) 两味药组成, 具有理气、活血、止痛之功效, 
临床上用于治疗气滞血瘀所致胃痛、胁痛、头痛及痛

经等[3], 其疗效确切, 现已被列入国家医保甲类药品、
国家重要保护品种目录。目前, 对元胡止痛方的药理
研究及临床应用已有较多的研究报道, 而对元胡止
痛方的化学物质组研究多侧重于特征图谱的建立、主

要成分及共有峰的分离鉴别[4−6], 仍缺乏对其物质组
系统全面的阐释。本研究采用 HPLC-QTOF/MS技术, 
建立了一种快速灵敏的定性分析实验方法, 对元胡
止痛方的物质基础进行了全面分析, 为其质量控制、
明确药效物质基础、阐明作用机制提供了参考依据。 
 

材料与方法 
仪器与试剂  Agilent 1260高效液相色谱仪 (美

国 Agilent公司), micrOTOF-QⅡ质谱仪 (德国 Bruker
公司), AB204-N电子天平 (德国 Mettler公司)。乙腈 
(色谱纯, 美国 Merck 公司), 乙酸铵 (美国 Sigma 公
司), 冰乙酸 (分析纯, 天津市康科德科技有限公司)。
延胡索甲素、D-四氢药根碱、四氢小檗碱、原阿片碱、
黄连碱、荷包牡丹碱、欧前胡素、异欧前胡素、白当

归脑、白当归素、异补骨脂素、白花前胡乙素、紫花

前胡苷、佛手柑内酯对照品购于成都曼斯特生物科技

有限公司 (纯度≥98%)。别隐品碱、药根碱、小檗碱、
巴马汀、延胡索乙素、7-羟基香豆素对照品购于上海
将来试剂有限公司 (纯度≥98%)。去氢延胡索甲素、
东莨菪素和花椒毒素对照品购于上海融禾医药科技

有限公司 (纯度≥98%)。 
试药  本实验所用延胡素和白芷药材由甘肃陇神

戎发制药有限公司提供, 经天津药物研究院张铁军研
究员鉴定为罂粟科植物延胡索 (Corydalis yanhusuo 
W. T. Wang) 的干燥块茎和伞形科植物白芷  [Angelica 
dahurica (Fisch. Ex Hoffm.) Benth. Et Hook. f.]  的干

燥根, 标本现存于天津药物研究院中药质量控制技
术工程实验室。 

供试品溶液和对照品溶液的制备   
全方溶液的制备  按原方中药材比例称取延胡索 

(醋制) 和白芷药材适量, 按照元胡止痛方制备工艺
制得浸膏。精密称定浸膏 1 g (1.118  0 g), 置于 50 mL
量瓶中, 加入适量 60%  乙醇, 超声 1 h, 冷却至室温
后定容至刻度, 0.45 μm 滤膜滤过, 取续滤液作为元
胡止痛方供试品溶液。 

药材溶液的制备   精密称定延胡索  (醋制 ) 
5.135 9 g、白芷 2.556 5 g (等生药量), 分别置于两个
100 mL圆底烧瓶中, 精密加入 60%  乙醇 50 mL, 精密

称定, 加热回流 3 h, 冷却至室温, 用 60% 乙醇补足减

失的重量, 摇匀滤过, 即得延胡索及白芷药材溶液。 
分别取上述对照品适量, 精密称定, 置于 10 mL量

瓶中, 加甲醇制成含 23个对照品的混合对照品溶液。 
液相条件  色谱柱为 Ultimate C18 (4.6 mm  × 250 

mm, 5 μm)。流动相: A: 乙腈, B: 0.4‰乙酸铵溶液 
(冰醋酸调 pH 5.0)。梯度洗脱程序: 0～40 min, 10%～
25% A; 40～45 min, 25% A; 45～80 min, 25%～80% 
A; 80～85 min, 80%～100% A。流速为 1.0 mL·min−1, 
柱温 30 ℃, 样品室温度 25 ℃, 进样量 10 μL。 

质谱条件  实验采用正、负两种模式测定, 参数
如下: 采用电喷雾 (ESI) 离子源; V 模式; 毛细管电
压正模式 3.0 kV, 负模式 2.5 kV; 锥孔电压 30 V;       
离子源温度 110 ℃; 脱溶剂气温度 350 ℃; 脱溶剂氮
气流量 600 L·h−1; 锥孔气流量 50 L·h−1; 检测器电     
压正模式 1.9 kV, 负模式 2 kV; 采样频率 0.1 s, 间隔
0.02 s; 质量数检测范围 50～1 500 Da; 柱后分流, 分
流比为 1∶5; 内参校准液采用甲酸钠溶液。 
 

结果 
1  元胡止痛方的物质基础鉴定及归属 

在对元胡止痛方中化学物质进行一级质谱测定

后, 可以得到物质准分子离子峰 ([M]+、[M+H]+或

[M−H]−) 的相关信息。在此基础上, 以准分子离子为
母离子在相应的模式下进行二级碎片的测定, 根据
二级质谱结构信息, 结合相关文献的报道以及对照
品信息, 对元胡止痛方的化学物质组进行了鉴定分
析, 共鉴定出 51 个化合物, 其中包括 28 个生物碱类
成分和 23 个香豆素类成分。元胡止痛方、延胡索、
白芷药材及混标正负模式总离子流图见图 1, 具体鉴
定结果参见表 1[4−17]。 
2  各类化合物结构及裂解特点 
2.1  生物碱类化合物鉴定分析 
2.1.1  四氢原小檗碱型生物碱鉴定分析举例  四氢
原小檗碱型生物碱的基本骨架 (图 2A) 是苯二甲基与
四氢异喹啉的两处连接构成了一个中间有脂肪环的

四环系统, 可发生 Retro-Diels-Alder (RDA) 裂解, 形
成互补离子, 这是在电喷雾质谱下区分其他类型生
物碱的最大特征。其结构中的取代基仅出现在 A环的
C2和 C3位, C环的 C13位, 以及 D环的 C9和 C10
位。A环和 D环的取代基一共有 3种形式, 即甲氧基、
羟基和亚甲二氧基。而 C 环只有 1 种取代形式即甲
基。这种取代形式应该是与延胡索中的生物碱生物     
合成途径有关, 这种取代形式为质谱结构的分析也 
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Table 1  MS/MS data in the positive and negative ESI modes and the identification results of YHZT.  Source 1: Corydalis Rhizoma;            
Source 2: Angelicae Dahuricea Radix; aVerification with reference standards  

Peak 
No. tR/min [M+H]+/[M−H]− (m/z) MS/MS Compound Formula Source Reference 

1 12.89 −/315.021 9 174 Neobyakangelicol C17H16O6 2 [7] 
2 14.77 −/403.077 0 − Unknown − 2 − 
3 16.02 −/403.077 9 − Unknown − 2 − 
4 23.72 314.177 0/− 239, 194, 115, 107 Unknown − 1 − 
5 24.53 −/385.069 5 201, 175 Esthole C21H22O7 2 [6] 
6 24.85 287.090 5/− 203, 147 Oxypeucedanin C16H16O6 2 [4, 6] 
7 27.31 328.284 3/− 178, 163, 135 Scoulerine C19H21NO4 1 [8] 
8 29.29 −/385.176 9 201, 175 Senbyakangelicol C21H22O7 2 [9] 
9 30.03 −/407.146 6 467, 227 Nodakenina C20H24O9 2 [7] 

10 31.29 356.190 2/− 340, 308, 192, 177, 149 Corybulbine C21H25NO4 1 [8] 
11 33.19 356.187 3/− 340, 308, 192, 177, 149 Isocorybulbine C21H25NO4 1 [10] 
12 34.76 342.169 5/− 192, 176, 163, 148 D-Lirioferine C20H23NO4 1 [11] 
13 36.01 354.137 8/− 188, 149 Protopinea C20H19NO5 1 [12] 
14 38.95 370.171 5/− 206, 188 α-Allocryptopinea C22H27NO4 1 [4] 
15 39.56 342.175 9/340.164 3 178, 163, 135 Tetrahydrojatrorrhizine a C20H23NO4 1 [13] 
16 39.81 203.031 5/− 147, 129, 101 Xanthotoxol/bergaptol C11H6O4 2 [5, 14] 
17 39.88 338.140 0 ([M]+)/336.132 5 307, 279, 265, 178, 163 Jatrorrhizinea C20H20NO4

+ 1 [13] 
18 40.06 370.406 3/− 206, 190 Cryptopine C22H27NO4 1 [13] 
19 40.59 328.402 4/326.184 5 121, 115 Isoboldine C19H21NO4 1 [11] 
20 40.69 342.161 3/− 178, 163, 135 Tetrahydrocolumbamine C20H23NO4 1 [5, 15] 
21 41.34 356.167 3/− 295, 279, 267, 251, 236, 220  D-Glaucine C21H25NO4 1 [13] 
22 41.64 320.091 7 ([M]+)/− 318, 290, 277, 262, 249, 234  Coptisinea C19H14NO4

+ 1 [4] 
23 44.25 352.416 3 ([M]+)/− 337, 321, 293, 265, 190 Dehydrocorybulbine C21H22NO4

+ 1 [8, 11] 
24 44.44 354.171 9/− 337, 321, 308, 293, 265, 190  N-Methylcanadine C21H21NO4 1 [11] 
25 44.81 370.344 5/− 190 Taxilamine C20H19NO6 1 [8] 
26 45.20 352.158 9 ([M]+)/− 337, 322, 305, 294, 278, 190  13-Methyl-dehydrocorydalmine  C21H22NO4

+ 1 [8] 
27 47.03 356.313 4/− 192, 176, 165, 150 Yanhunine C21H25NO4 1 [5] 
28 48.36 233.042 9/− 173, 145, 116 5-Methoxy-8-hydroxy-psoralen  C12H8O5 2 [5] 
29 49.04 352.123 1 ([M]+)/351.064 1 336, 320, 294, 278, 264 Palmatinea C21H22NO4

+ 1 [12] 
30 49.29 305.251 3/− 203, 147, 131 Oxypeucedanin hydrate C16H16O6 2 [5] 
31 51.07 336.078 5 ([M]+)/− 320, 318, 304, 292, 278 Berberinea C20H18NO4

+
 1 [10, 12] 

32 51.41 368.184 7/− 352, 336, 308 Bicucullinea C20H17NO6 1 [16] 
33 51.61 335.113 8/− 318, 278 Byakangelicina C17H18O7 2 [7] 
34 52.84 366.172 8 ([M]+)/− 350, 334, 308, 292 Dehydrocorydalinea C22H24NO4

+ 1 [12] 
35 54.12 356.190 3/− 192, 176 Tetrahydropalmatinea C21H25NO4 1 [10, 12, 13] 
36 54.88 366.401 7/− 350, 336, 321, 292, 277 Unknown − 1 − 
37 55.55 356.324 9/− 178, 163, 151, 135 Coryphenanthrine C21H25NO4 1 [8] 
38 58.52 217.201 0/− 174, 145, 118 Xanthotoxina C12H8O4 2 [7] 
39 61.52 340.309 4/− 324, 192, 176, 148, 131 D-Nantenine C20H21NO4 1 [11] 
40 61.90 217.192 8/− 202, 174, 145, 118 Bergaptena C12H8O4 2 [7] 
41 62.14 247.061 9/− 217, 189, 161, 133 Pimpinellin C13H10O5 2 [6] 
42 63.20 317.102 8/− 218, 203, 188 Isobyakangelicol C17H16O6 2 [5] 
43 63.55 340.328 0/− 176, 161, 149 Tetrahydroberberinea C20H21NO4 1 [5] 
44 66.33 317.101 4/− 231, 203, 188, 176 Byakangelicola C17H16O6 2 [4] 
45 66.92 370.545 0/− 192, 176, 165, 148 Corydalinea C22H27NO4 1 [13] 
46 67.88 231.100 2/229.227 3 147, 119, 103 Demethylsuberosin C14H14O3 2 [17] 
47 68.32 271.090 7/269.091 9 213, 184, 171, 153, 128, 115  Alloisoimperatorin C16H14O4 2 [7] 
48 70.07 −/269.080 6 253, 225, 197 Alloimperatorin C16H14O4 2 [5, 7] 
49 70.20 324.378 9/− 176, 161, 149, 119 Tetrahydrocoptisine C19H17NO4 1 [8] 
50 71.83 271.242 8/− 174, 147, 129 Imperatorina C16H14O4 2 [14] 
51 72.62 317.101 3/− 204, 189, 173, 119 Neobyakangelicol C17H16O6 2 [7] 
52 73.27 301.110 9/− 218, 189, 173, 134 Cnidilin C17H16O5 2 [5, 7] 
53 74.64 301.257 1/− 218, 189, 173, 162, 145, 134  Phellopterin C17H16O5 2 [7] 
54 74.88 271.098 7/− 147, 131, 119 Isoimperatorina C16H14O4 2 [14] 
55 76.02 245.238 4/− 131 Osthole C15H16O3 2 [6] 
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Figure 1  Total ion chromatograms of YHZT (A), Corydalis 
Rhizoma (B), Angelicae Dahuricea Radix (C), standards (D)       
in positive and negative ESI mode.  The peak numbers were in 
accordance with Table 1 

 
提供了一系列有价值的信息[13, 15]。45 号延胡索甲素
的质谱裂解规律见图 3。 
2.1.2  原小檗碱型生物碱鉴定分析举例  原小檗碱

型生物碱的母核结构见图 2B, 结构中的取代基规律
同四氢原小檗碱型。在其他取代基相同的情况下, 如 

 
Figure 3  Proposed major fragmentations of corydaline 
 
果 A 环 C2 和 C3 位的取代基为甲氧基, 那么在同类
的这一系列成分中, 这种结构的分子量应该是最高
的, 如果其中的一个取代位点变成了羟基, 那么该化
合物分子量则降低了 14 Da, 而如果变成了甲二氧基
取代, 那么该化合物分子量就会降低 16 Da。由于结
构中 C 环是吡啶环结构, 因此无法发生 RDA 裂解, 
它的裂解途径主要以取代基的碎裂为主, 其碎片离
子集中在 m/z 280～350左右, 由于氮原子以直接带正
电荷的形式存在, 且 C 环和 D 环存在较大的共轭结
构, 因此与四氢原小檗碱型生物碱相比, 其取代基碎
裂形成的碎片离子结构更稳定, 相对丰度更大[15]。31
号小檗碱的质谱裂解规律见图 4。 
2.1.3  原阿片碱类生物碱鉴定分析举例  原阿片碱
类生物碱的母核结构见图 2C。其分子骨架和取代基
的性质都类似于四氢原小檗碱型生物碱, 所以两类
生物碱的裂解方式相似, 都可发生 RDA裂解, 在 m/z 
150～210的质谱区域形成相对丰度最高的碎片离子。
但其结构与四氢小檗碱的差别之处在 C14 位上, 原
阿片碱类生物碱不仅没有与氮原子相连, 而且还与
氧相连形成羧基, 经过重排可以失去一分子水, 这个
裂解途径不仅在母离子的碎裂中极易发生, 而在其
RDA 裂解形成的碎片离子中也极易发生, 使得在质
谱中相对丰度最高的碎片离子并不是由 RDA裂解直
接产生, 而是 RDA 裂解后再脱水产生。这也造成质
谱上的互补离子相加并不是准分子离子峰, 而与其
脱水后的分子量呈稳定的数量关系, 因此可以将两
类生物碱进行很好的区分[12]。13 号原阿片碱质谱裂
解规律见图 5。 
2.1.4  阿朴啡型生物碱鉴定分析举例  延胡索生物 

 

 
Figure 2  Mother structures of tetrahydroproberberines (A), berberines (B), protopines (C), aporphines (D) and coumarins (E) 
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Figure 4  Proposed major fragmentations of berberine 
 

 
Figure 5  Proposed major fragmentations of protopine 
 
碱中还有一类成分呈现出与前 3 种不同的裂解规律, 
就是阿朴啡类生物碱, 该类生物碱母核结构见图 2D。
这种化学成分的碎片离子主要集中在m/z 290～350的
高端质谱区。与原小檗碱型生物碱不同的是, 该类生
物碱主要是通过失去 31 Da 的甲氧基而形成丰度最
高的碎片离子。22号海罂粟碱质谱裂解规律见图 6。 
 

 
Figure 6  Proposed major fragmentations of glaucine 

 
2.2  香豆素类化合物鉴定分析 

香豆素的母核结构见图 2E。早期对香豆素类化
合物的质谱裂解规律研究主要采用电子轰击型 (EI) 

离子源进行。经研究发现香豆素本身主要的裂解规律

为连续的失去一系列的 CO 基团, 再失去氢和乙炔, 
因此, 其裂解途径是: M-CO-CO-H-C2H2。内酯结构使

其较容易失去质量为 44的 CO2分子。香豆素类化合

物主要有两种碎裂形式失去羰基 , 由环上的羰基 
(5、8 位) 碎裂、酯键上的羰基碎裂[7, 14]。50 号欧前
胡素的质谱裂解规律见图 7。 
 

讨论 
本研究共鉴定出元胡止痛方中的 51种化学成分, 

其中来源于延胡索药材的有 28 种, 主要为生物碱类
成分, 包括原小檗碱型生物碱 (叔胺类: 延胡索甲
素、延胡索乙素等; 季铵类: 小檗碱、巴马汀等)、原
阿片碱型生物碱 (原阿片碱、α-别隐品碱等)、阿朴菲
型生物碱 (D-海罂粟碱等); 来源于白芷药材的有 23
种, 主要为以欧前胡素、异欧前胡素为主的香豆素类
成分。本课题组前期药理研究[18]发现, 元胡止痛滴丸
在 0.8～1.6 g·kg−1剂量下, 通过调节 5-HT、NO、DA、
β-EP 等与疼痛相关的血管活性物质及神经递质的水
平, 显著改善了血管舒缩功能障碍, 对实验性偏头痛
模型大鼠有显著镇痛作用; 网络药理学研究[19]发现, 
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Figure 7  Proposed major fragmentations of imperatorin 
 
元胡止痛滴丸中的生物碱和香豆素类成分通过作用

于和激素调节、中枢镇痛、解痉、炎症及免疫相关的

多个靶点蛋白和多条信号通路, 起到治疗原发性痛
经的作用。方中延胡索具有活血、行气、止痛的功效, 
现代药理研究表明[20, 21], 延胡索生物碱具有显著的
镇痛、镇静和催眠作用, 对冠心病、心律失常、胃溃
疡等多种疾病有较好的效果, 是主要的药效物质; 白
芷具有散风除湿、通窍止痛和消肿排脓的功效, 白芷
香豆素具有抗炎、镇痛、抑制病原微生物、抗肿瘤、

保肝等多种药理活性[22, 23]。 
本研究通过 HPLC-QTOF/MS 方法, 对元胡止痛

方的化学成分进行了分析鉴定, 较为全面地阐释了
其物质基础, 这对质量控制提升、明确药效物质基础
及作用机制以及确保临床用药安全有效等方面有着

重大意义。 
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