
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(8): 2350−2364

基于前离子选择的UHPLC-Q-TOF-MS/MS技术快速筛查

加味定志丸中的化学成分
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摘要: 本研究建立一种基于前离子选择 (precursor ion selection, PIS) 采集策略的超高效液相色谱−四极杆−飞行

时间质谱 (UHPLC-Q-TOF-MS) 分析方法, 全面快速筛查加味定志丸 (Jiawei Dingzhi pills, JWDZP) 中成分。利用在

线数据库和文献统计复方药味的化学成分, 共计 1 921个, 经来源互证、统一成分名称、合并多药味归属成分、去掉弱

极性分子后, 构建了包含 450个成分的 JWDZP化学成分数据库。采用Acquity UPLC HSS T3柱 (100 mm × 2.1 mm, 

1.8 μm), 以 0.1%甲酸水 (A)−乙腈 (B) 为流动相, 流速 0.35 mL·min-1, 柱温 35 ℃, 电喷雾离子源, 在正、负离子模式下

基于PIS采集策略采集质谱数据, 通过精确分子量匹配筛查数据库中的化学成分, 利用其特征碎片离子、中性丢失、

文献质谱数据比对进行结构确认, 部分化合物利用对照品进行确认。共从 JWDZP提取物中筛查到 176个化合物, 

其中 26个化合物经过对照品比对确认。这些化合物包含君药成分 96个, 共流出离子强度低成分 34个。本研究建

立的 PIS-UHPLC-Q-TOF-MS/MS方法能快速全面筛查 JWDZP中的化学成分, 增强对共流出离子强度低成分的筛

查, 为 JWDZP物质基础研究提供依据。
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Abstract: A precursor ion selection (PIS) based ultra high performance liquid chromatography-quadrupole time 

of flight mass spectrometry (UHPLC-Q-TOF-MS) analytical method was used to screen the chemical components 

in Jiawei Dingzhi pills (JWDZP) comprehensively and rapidly. To compile the components of the compound 

medicine, a total of 1 921 components were found utilizing online databases and literature. After verifying the 
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sources, unifying the component names, merging the multi-flavor attributed components, and removing the weak 

polar molecules, 450 components were successfully retained. The Acquity UPLC HSS T3 column (100 mm × 2.1 mm, 

1.8 μm) was used, with a 0.1% formic acid water (A)− acetonitrile (B) as the mobile phase. The flow rate was 

0.35 mL·min-1, the column temperature was 35 ℃ , and an electrospray ion source was used. Data was collected 

with the PIS strategy in both positive and negative ion modes. Compounds were screened through matching accurate 

molecular weight of the database, and identified according to MS/MS data (characteristic fragment ions and neutral 

loss), with comparison of reference. Some compounds were confirmed using standard products. A total of 176 

compounds were screened out in the extract of JWDZP, among which 26 compounds were confirmed by standard 

products. These compounds include 96 components from the sovereign drug, and 34 coefflux components with low 

ion intensity. The PIS-UHPLC-Q-TOF-MS/MS method established in this study can quickly and comprehensively 

screen the chemical components of JWDZP, which enhanced the screening rate of components with co-elution 

compounds of low ion intensities and provided a basis for the study of the material foundation of JWDZP.

Key words: Jiawei Dingzhi pill; UHPLC-Q-TOF-MS/MS; chemical component; precursor ion selection; 

structural identification

加味定志丸 (Jiawei Dingzhi pills, JWDZP) 出自

《古今医鉴》 (陈白野方), 由当归、制远志、人参、川芎、

白芍、熟地黄和石菖蒲 7 味药组成 , 方中当归补养营

血, 人参大补五脏元气兼有安神益智之效, 制远志安神

益智, 三药共为君药; 川芎活血行气, 白芍养血敛阴, 熟

地黄滋阴补血, 共为臣药; 石菖蒲开窍豁痰, 为佐药, 各

药味相辅相成, 发挥养心益智、治健忘的功效[1]。课题

组前期研究表明, JWDZP具有显著改善脑缺血大鼠的

学习记忆能力、脑血流量等效应, 具有深入研发的价

值, 详见专利 (专利号: 2021115851139)。但其发挥效

应的药效物质基础尚不明确, 因此, 对 JWDZP中的化

学成分进行全面、准确分析具有必要性。

超高效液相色谱−高分辨质谱联用技术现已成为

全面解析中药复杂成分的最常用手段, 其鉴定的全面

性及准确度依赖于高质量的质谱数据采集和后处理策

略。目前, 超高效液相色谱和细粒径的超高压色谱柱

被广泛用于化合物的色谱分离, 以达到最优分离效果。

此外, 自动的数据依赖型采集, 是最常见的数据采集技

术[2], 可以同时获得被测化合物的一级质谱数据信息

及碎片信息, 且较窄的m/z窗口减少了干扰离子, 提供

了较高质量的碎片信息。在这种模式下, 母离子的选

择主要基于离子信号强度, 强度高的离子更容易被选

中, 而分析复杂样品时, 一些含量低或电离强度低的离

子与强度高的离子共流出, 这些有价值的离子未被选

中, 造成漏检。因此, 为了获得足够多的质谱信息用于

全面快速筛查 JWDZP中的化学成分, 本研究提出基于

PIS的采集策略, 对同一色谱峰中的多个母离子进行

靶向的MS/MS采集。在质谱数据后处理方面, 已发展

出非常多的数据鉴定策略, 广泛应用的主要有质量亏

损过滤 (mass defect filtering, MDF)[3]、特征离子[4]及中

性丢失过滤 (neutral loss filtering, NLF)[5]。中药复方含

有的成分数量繁多, 但成分类型的种类有限, 同类型成

分具有相似的裂解规律。通过对照品二级质谱数据结

合文献报道, 总结各类型化合物的质谱裂解规律 (特

征碎片离子及中性丢失), 实现化合物的结构解析。

综上, 本研究利用UHPLC-Q-TOF-MS/MS技术结

合 PIS采集策略, 对 JWDZP中化学成分实现全面采集

MS/MS质谱数据。在此基础上, 与自建化学成分数据

库中的精确分子量匹配, 实现初步识别化合物, 进一步

解析碎片归属结构, 辅以诊断特征规律 (特征离子及

中性丢失) 推测质谱碎裂、经对照品谱图对比和文献

验证等确证结构, 实现全面、快速筛查 JWDZP中的化

学成分, 为其物质基础的阐明提供参考。

材料与方法

仪器 UHPLC-Q-TOF-MS 液质联用系统由美国

Agilent公司的 1290分析型高效液相色谱仪 (自动进样

器、柱温箱、二元泵、在线脱气设备、DAD 检测器) 与

6550四极杆−飞行时间质谱仪 (配备Dual AJS ESI源) 

组成; Milli Q超纯水机 (美国Millipore公司); KQ-500E

超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司); ME204万

分之一电子天平 [梅特勒−托利多仪器 (上海) 有限公

司]; XS105 十万分之一电子天平 [梅特勒−托利多仪

器 (上海) 有限公司]。

饮片 人参 (产地 : 吉林 , 批号 : 2002085)、当归 

(产地: 甘肃 , 批号: 2009025)、制远志 (产地: 山西 , 批

号: 2001022)、白芍 (产地: 安徽, 批号: 2103065)、石菖

蒲 (产地: 安徽 , 批号: 2004044)、熟地黄 (产地: 河南 , 

批号: 2001121)、川芎 (产地: 四川 , 批号: 2009002) 均

购自北京太洋树康药业有限公司, 由北京中医药大学
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王学勇教授鉴定, 检验结果均符合中国药典 (2020年

版, 一部) 各药材饮片项下的有关规定, 存储于北京中

医药大学中药分析与转化中心实验室。

试剂 本实验共使用 26个对照品, 柠檬酸 (8, 批

号 : RFS-N01211812016)、没食子酸 (12, 批号 : RFS-

M01711812016)、地黄苷D (17, 批号: RFS-D08402007022)、

绿原酸 (25, 批号: RFS-D08402007022)、新绿原酸 (36, 

批号 : RFS-X01401903029)、香草酸 (39, 批号 : X-030-

170322)、苯甲酸 (40, 批号: RFS-B01311812016)、隐绿

原酸 (42, 批号 : RFS-Y06701903029)、咖啡酸 (44, 批

号: RFS-K003-181216)、氧化芍药苷 (50, 批号: MUST-

17032810)、芍药苷 (52, 批号 : RFS-S01002101022)、阿

魏酸 (60, 批号: A-002-161216)、远志𠮿酮 III (63, 批号: 

RFS-Y05511809007)、洋川芎内酯 I (72, 批号 : RFS-

Y08501904030)、毛 蕊 花 糖 苷 (77, 批 号 : RFS-M-

01102103019)、3,6′-二芥子酰基蔗糖 (79, 批号 : RFS-

F01311804026)、洋 川 芎 内 酯 H (80, 批 号 : RFS-

Y08411905027)、毛蕊异黄酮苷 (87, 批号 : 111920-

201606)、苯甲酰芍药苷 (122, 批号: RFS-B02402011030)、

人参皂苷Rg1 (125, 批号: RFS-R01502011030)、细叶远

志皂苷 (131, 批号: RFS-X00911801003)、人参皂苷Rg2 

(133, 批号: RFS-R01602203015)、正丁基苯酞 (141, 批

号: RFS-Z03702008005)、毛蕊异黄酮 (158, 批号: M-021-

170517)、洋川芎内酯A (162, 批号: RFS-Y08301903021)、

藁本内酯 (170, 批号: RFS-G01001909016) 购自成都瑞

芬思生物科技有限公司, 以上化合物经HPLC检测, 纯

度均 > 98%。

质谱级甲醇、乙腈 (美国 Thermo Fisher 公司); 甲

酸 (美国 Honeywell公司); 超纯水由超纯水仪 Milli-Q 

(美国 Millipore公司) 制得。JWDZP样品为实验室制

备得到。

JWDZP提取物及对照品溶液制备

JWDZP提取物制备 取熟地黄120 g、当归120 g、

川芎 120 g、白芍 120 g、人参 120 g、石菖蒲 80 g、制远志

80 g, 合计 760 g, 加入 8倍量的水浸泡过夜后加热回流

提取三次 , 每次 1 h, 合并滤液 , 滤过 , 减压浓缩至 1 g 

(生药量) ·mL-1。移取 JWDZP 提取物 10 mL, 加入

50% 甲醇 100 mL, 即稀释至 100 mg (生药量)·mL-1, 经

0.22 μm微孔滤膜过滤, 得续滤液。

26个对照品混合溶液制备 称取各对照品适量, 

精密称定 , 加甲醇配制成 1 mg·mL-1的各对照品储备

液, 分别移取各对照品储备液 10 μL, 加入 50%甲醇补

足到 1 mL, 即得 10 μg·mL-1的混合对照品溶液, −20 ℃

保存, 备用。

色谱条件 色谱柱 : ACQUITY UPLC HSS T3 柱 

(100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm, 美国Waters公司); 流动相: 

0.1%甲酸水 (A)−乙腈 (B); 梯度洗脱: 0～3 min, 5%～

10% B; 3～16 min, 10%～40% B; 16～20 min, 40%～

90% B; 20～25 min, 90% B; 流速 : 0.35 mL·min-1; 柱

温: 35 ℃; 进样体积: 2 µL。

质谱条件 干燥气温度 : 150 ℃ ; 干燥气流速 : 

11 L·min-1; 喷雾气压力: 35 psi; 鞘气温度: 250 ℃; 鞘气

流速 : 11 L·min-1; 喷嘴电压 : 500 V (ESI+ )/1 000 V 

(ESI−); 毛细管出口电压: 380 V; 毛细管电压: 4 000 V 

(ESI+ )/3 500 V (ESI −); 离子漏斗 RF 高电压 150 V 

(ESI+)/90 V (ESI−); 离子漏斗 RF 低电压 60 V (ESI+)/

50 V (ESI−)。MS 扫描范围 : m/z 100～1 700, MS/MS

扫描范围: m/z 50～1 500。

基于PIS的MS/MS数据采集策略的设置 选择最

大前离子数为 3, 采用动态排除设置 , 一个循环 

(32 ms) 中一个母离子只采集一张质谱图, 隔 90 ms后

释放该离子, 再进行第二次采集, 前离子电荷价态为1。

设置碰撞能量分别为10、20、40 eV。

JWDZP化学成分数据构建及成分筛查流程

构建化学成分数据库 从 TCMSP (https://old.

tcmsp-e. com/tcmsp. php)、ETCM (http://www. tcmip. cn/

ETCM/index.php/)、HERB (http://herb.ac.cn/) 在线数据

库和Web of Science (www.webofknowledge.com)、CNKI 

(http://www.cnki.net) 文献检索库中, 收集 JWDZP复方

中 7味药材 (即: 当归、制远志、人参、川芎、白芍、熟地

黄和石菖蒲) 鉴定或分离的化学成分, 总计 1 921个。

对上述 1 921个成分进行筛选与整理, 去掉单一来源的

成分 (即: 一个化合物至少同时出现在 2 种数据库或

文献中)、整理同物异名成分 (如 : 3-butylphthalide、

3-butylideneisobenzofuran-1 (3H) -one 等都统一成 n-

butylphthalide)、合并本方不同药味来源成分 (如: 当归

和川芎两种药材含有许多相同的化学成分)、剔除极

性小分子 (如萜烯、烯醇等挥发油类成分不容易存

在水提取物中) 后 , 共得到 450 个成分 , 导入 PCDL 

(Personal Compound Database Library) Manager 软件 

(Agilent Technologies, USA, Version B. 07.00) 构建得

到 JWDZP化学成分数据库 [包含化合物名称、化学结

构、化学式、精确分子质量、CAS (Chemical Abstract 

Service) 号、质谱图信息、成分来源的文献等]。另外, 

采用混合对照品溶液直接获取了 26种化合物的色谱

质谱信息, 利用 PCDL Manager软件构建 26个对照品

的数据库, 所构建的对照品数据库包括上述提及的各

项信息, 还重点关注对照品的结构特征及高分辨特征

碎片离子信息, 将实验得到的结果与化学成分数据库

进行对比, 验证化学成分数据库。
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总结各类型化合物特征诊断规律 JWDZP复方

含有的化合物类型主要为三萜皂苷类、单萜及其苷类、

有机酸类、寡糖酯类、苯酞类以及黄酮类。基于对照品

高分辨特征碎片离子信息及文献, 总结各类化合物的

质谱裂解规律, 详细如下: 三萜皂苷类化合物, 按母核

的不同主要分为 3种类型: 原人参二醇型、原人参三醇

型和齐敦果酸型。在负离子模式下, 原人参二醇型的

母核特征碎片离子为m/z 459, 原人参三醇型的母核特

征碎片离子为m/z 475, 齐墩果酸型的母核特征碎片离

子为m/z 455和 425[6-10]。此外, 含有羧基的原人参二醇

型皂苷 (丙二酰基酸性人参皂苷) 还会发生中性丢失

CO2和丙二酰基, 也可以用于化学结构辅助分析[11,12]。

单萜及其苷类化合物, 易丢失糖基, 形成高丰度的骨架

离子, 同时中性丢失小分子基团如H2O和CO2等, 也是

此类化合物的诊断特征[13,14]。芍药苷类似物在负离子模

式下产生m/z 121苯甲酸碎片离子和m/z 165蒎烷碎片

离子, 为此类化合物的特征离子[15]。有机酸类化合物, 

苯环上有 1-2取代的羟基或者甲氧基, 容易中性丢失

H2O、OCH3、CO[16-18], 如咖啡酰奎宁酸类似物通常可产

生诊断碎片离子 m/z 191、173、179[19]。寡糖酯类化合

物以二糖或者五糖母核居多, 主要丢失酰基 (乙酰基、

苯甲酰基、阿魏酰基、肉桂酰基等)、糖基等[20-22]。苯酞

类化合物容易断裂侧链烯烃, 发生中性丢失CO、H2O、

C3H6、C3H7和C4H8等
[23-25]。黄酮类化合物主要包括远志

𠮿酮类和异黄酮类, 远志𠮿酮类以糖苷键断裂为主[26,27]; 

而异黄酮类似物会发生中性丢失 CH3、CO 等, C 环的

RDA裂解也是此类化合物的重要鉴别特征[28,29]。

化合物初步识别 与化学成分数据库中各化合物的

精确分子量匹配, 设置筛选标准 (mass error < 5 ppm), 

初步识别化合物。

化合物鉴定及结构确证 对于识别出的化合物, 

进一步解析二级质谱碎片的结构信息, 结合文献报道, 

推导结构并确定待核查化合物的名称和结构, 部分通

过与对照品比对直接确定。另外, 采用诊断特征规律

辅助鉴定, 如前文总结的特征离子 m/z 459, 可作为原

人参二醇型三萜皂苷类化合物的通用标准, 用于快速

归属碎片和推测同类成分的裂解规律。在进行化合物

推导时, 为尽可能准确, 还考虑了一些其他的质谱裂解

规律, 如氮原子数量一般规律等。

本研究提出基于PIS数据采集结合化学成分数据

库快速筛查成分的分析策略 (图1)。

结果

1　化学成分的筛查

从在线数据库和文献中统计到 1 921个化合物, 去

掉单一来源成分、合并同物异名成分及不同药味来源

成分、剔除弱极性小分子后, 最终构建了包含 450个化

合物的化学成分数据库, 包括以下 10类成分, 即 71个

三萜皂苷、63个萜、41个有机酸、69个寡糖酯、55个苯

酞、35个黄酮、17个酚、22个生物碱、13个苯乙醇苷和

64个其他类。此外, 选取 26个对照品化合物的高分辨

质谱信息, 对比数据库筛查得到的结果, 验证了内部数

据库的准确性。

本研究以成功筛查到的共流出离子强度低成分个

Figure 1　The workflow for identifying compounds in Jiawei Dingzhi pills (JWDZP). DG: Angelicae Sinensis Radix; RS: Ginseng Radix 

et Rhizoma; ZYZ: Polygalae Radix; BS: Paeoniae Radix Alba; CX: Chuanxiong Rhizoma; SDH: Rehmanniae Radix Praeparata; SCP: Acori 

Tatarinowii Rhizome; TCMSP: Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform; ETCM: The Encyclo‐

pedia of Traditional Chinese Medicine; CNKI: China National Knowledge Infrastructure
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数评估PIS采集方法的优势。对比PIS-MS/MS和 auto-

MS/MS两种采集方式的化合物数量, PIS-MS/MS采集

策略可以多采集34个共流出离子强度低成分 (化合物13、

15、18、23、24、26、27、31、32、41、56、58、59、65、67、81、

90、91、96、99、104、110、113、114、121、129、130、138、

152、153、156、158、161、166), 验证了PIS-MS/MS策略在

采集共流出色谱峰中低丰度化合物质谱数据的优势。

基于 PIS-MS/MS 采集数据 , 共从 JWDZP 中快速

筛查到 176个化合物, 包括 33个皂苷、33个单萜及其

苷、19个寡糖酯、18个有机酸、16个苯酞、12个黄酮、

8 个生物碱、7 个苯乙醇苷、4 个酚和 26 个其他成分。

其中 26个化合物与对照品比对鉴定其化学结构。正、

负离子模式下样品总离子流图, 见图 2, 最终筛查到的

化合物结果和药材归属, 见表1[6,7,10-15,17-19,22,24,25,27-36]。

2　三萜皂苷类化合物筛查

与化学成分数据库中化合物的准确分子质量匹

配, 进一步解析二级碎片离子并进行结构归属, 与对

照品和文献碎片离子对比等 , 共从 JWDZP 中筛查出

33 个皂苷类化合物 (其中 8 个为共流出离子强度低

成分), 全部来自君药人参和制远志。如化合物 129, 为

共流出强度低成分之一 , 保留时间为 15.52 min, 负

离子模式下检测得到准分子离子 m/z 815.480 5 [M+

HCOO]－, 与数据库中人参的主要成分—三七皂苷R2

最匹配 (表 1, 分子质量匹配误差为 0.80 ppm)。在MS/

MS谱图中, 存在丢失一分子果糖残基 (132 Da) 的碎

片离子m/z 637.433 9 [M−H−fru]－, 进一步丢失一分子

葡萄糖残基 (162 Da) 产生齐敦果烷型三萜皂苷的特

征母核, 即碎片离子m/z 475.380 3 [M−H−fru−glc]－, 通

过文献[12]对比确认其二级质谱与三七皂苷R2一致, 鉴

定化合物129为三七皂苷R2。对照品对比鉴定化合物

125和 133分别为人参皂苷Rg1和人参皂苷Rg2。化合

物 165的准分子离子m/z 829.496 1 [M+HCOO]－, 比化

合物 125少 16 Da, 提示少一个O, 母离子丢失 1分子葡

萄糖残基 , 产生碎片离子 m/z 621.434 8 [M−H−glc]－, 

再丢失 1分子葡萄糖残基, 产生特征母核碎片离子m/z 

459.381 7 [M−H−glc−glc]－, 对比化合物 125的 2个葡

萄糖基缩合成二糖, 确定化合物 165的 2个葡萄糖基分

别占据苷元的 2个位置, 对比文献[10]数据, 鉴定为人参

皂苷 Rg3。化合物 137 的准分子离子 m/z 1 123.590 1 

[M+HCOO]－, 主要存在母离子丢失 1分子葡萄糖残基

和 1 分子阿拉伯糖残基 (132 Da) 的碎片离子 m/z 

783.489 5 [M−H−glc−ara]－、碎片离子 m/z 621.438 1 

[M−H−glc−ara−glc−CH3]
－、459.381 7 [M−H−glc−ara−

glc−CH3−glc]－等, 对比文献[12]数据, 鉴定化合物 137为

人参皂苷Rc。化合物 113准分子离子m/z 1 235.568 2 

[M−H]－ , 主要存在碎片离子 m/z 1 103.307 0 [M−H−
ara]－、825.462 6 [M−H−ara−xyl]－、特征碎片离子 m/z 

455.317 9 [M−H−ara−xyl−glc]－、特征碎片离子 m/z 

425.301 1 [M−H−ara−xyl−glc−CH2O]－, 通过质谱数据

分析及文献[7], 鉴定化合物113为黄花远志皂苷A。

Figure 2　Total ions chromatography of JWDZP. A: Positive ion mode; B: Negative ion mode; the red letter represents the low ionic 

strength component
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魏祖英等: 基于前离子选择的UHPLC-Q-TOF-MS/MS技术快速筛查加味定志丸中的化学成分
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3　单萜及其苷类化合物筛查

共筛查得到 33个单萜类化合物 (其中 9个为共流

出离子强度低成分), 主要来自白芍和熟地黄。如化合

物 91, 保留时间为 12.09 min (与化合物 90、92 为共流

出成分, 图 1), 在负离子模式下检测得到准分子离子

m/z 599.174 5 [M−H]－, 与数据库中白芍的主要成分—

苯甲酰氧化芍药苷最匹配 (表 1, 分子质量匹配误差为

4.20 ppm)。在MS/MS谱图中, 存在丢失一分子葡萄糖

的碎片离子m/z 431.136 1 [M−H−glc]－, 以及特征性蒎

环骨架离子 m/z 165.058 6 和对羟基苯甲酰碎片离子

m/z 121.031 4等, 经文献[14]对比确认其二级质谱与苯

甲酰氧化芍药苷一致, 鉴定化合物 91为苯甲酰氧化芍

药苷。化合物 52和 122经对照品对比鉴定为芍药苷和

苯甲酰芍药苷, 化合物 50的准分子离子m/z 541.155 4 

[M−H]－, 存在碎片离子 m/z 137.023 1, 即对羟基苯甲

酸去质子的碎片, 对比文献[14], 鉴定为氧化芍药苷。化

合物 69的准分子离子 m/z 631.167 8 [M−H]－, 存在丢

失水和苯甲酸的碎片离子m/z 491.119 0, 碎片离子m/z 

169.014 9 和 121.030 1 提示存在没食子酰基 , 结合文

献[14]对比, 确定化合物69为没食子酰芍药苷。

4　有机酸类化合物筛查

共筛查得到 18个有机酸类化合物 (其中 1个为共

流出离子强度低成分), 主要来自当归和川芎。化合物

25、36 和 42, 保留时间分别为 4.16、5.62 和 5.98 min, 

在负离子模式下检测得到准分子离子 m/z 353.087 6 

[M−H]－, 与数据库中当归和川芎的主要成分—绿原

酸及其异构体最为匹配 (表 1, 分子质量匹配误差为

0.58 ppm), 在MS/MS谱图中, 存在丢失一分子咖啡酸

的特征碎片离子m/z 191.055 2 [M−H−C9H6O3]
－, 丢失

一分子奎宁酸的特征碎片离子 m/z 179.034 6 [M−H−
C7H10O5]

－ , 以及碎片 m/z 173.045 3 [M−H−C9H6O3−
H2O]－、161.024 5 [M−H−C7H10O5−H2O]－和 135.044 9 

[M−H−C7H10O5−H2O−CO2]
－, 与对照品对比确定化合

物25、36和42分别为绿原酸、新绿原酸和隐绿原酸。

5　寡糖酯类化合物筛查

共筛查得到 19个寡糖酯类化合物 (其中 1个为共

流出离子强度低成分), 全部来自制远志。如化合物

99, 为共流出强度低成分, 保留时间为 12.56 min, 在负

离子模式下检测得到准分子离子m/z 1 525.466 5 [M−
H]－, 与数据库中制远志的主要成分—远志蔗糖酯F最

匹配 (表 1, 分子质量匹配误差为 0.55 ppm), 在MS/MS

谱图中, 主要存在丢失糖基的碎片离子m/z 1 379.400 2 

[M−H−rha]－、1 161.345 1 [M−H−rha−glc]－、丢失香豆

酰基碎片离子m/z 145.027 8 [C10H9O]－, 与文献[7]对比, 

其二级质谱与远志蔗糖酯 F一致, 鉴定化合物 99为远

志蔗糖酯 F。化合物 79 的准分子离子 m/z 753.224 9 

[M−H]－ , 主要存在丢失芥子酸和水的碎片离子 m/z 

547.168 2 [M−H−C11H30O4]
－、糖苷键断裂, 失去葡萄糖

基和果糖残基的碎片离子m/z 223.062 5 [M−H−sinapic 

acid−H2O−glc−fru]－, 以及芥子酸丢失水的碎片离子

m/z 205.052 7 [sinapic acid−H−H2O]－, 通过质谱数据分

析并结合对照品比对, 鉴定化合物 79为 3,6′-二芥子酰

基蔗糖。

6　苯酞类化合物筛查

共筛查得到 16个苯酞类化合物 (其中 1个为共流

出离子强度低成分), 全部来自当归和川芎。如化合物

81, 为共流出强度低成分, 保留时间为 10.89 min, 在负

离子模式下检测得到分子离子峰 m/z 225.113 0 [M−
H]－, 与数据库中当归和川芎的主要成分—洋川芎内

酯N最匹配 (表 1, 分子质量匹配误差为 1.03 ppm)。在

MS/MS谱图中, 存在特征碎片离子m/z 181.123 7 [M−
H−CO2]

－、163.112 8 [M−H−H2O]－、124.052 8 [M−H−
CO2−C4H9]

－, 提示结构中有饱和正丁基, 与文献对比[18]

其二级质谱与洋川芎内酯N一致, 鉴定化合物 81为洋

川芎内酯 N。化合物 141、167与 170的准分子离子均

为m/z 191.106 7, 且产生相同碎片离子 [M+H−H2O]+、

[M+H−CO]+和 [M+H−C4H8]
+, 说明三个化合物为立体

异构体。经过标准品对比确定化合物 141为正丁基苯

酞、170为 (Z)-藁本内酯, 而化合物 167的保留时间比

化合物 170稍短, 鉴定 167为 (E)-藁本内酯[17]。化合物

162的母离子和碎片离子都比化合物 170小 2 Da (2H), 

说明化合物 162为饱和正丁基的烷基苯酞[24], 鉴定为

洋川芎内酯A。

7　黄酮类化合物筛查

共筛查得到 12 个黄酮类化合物 (其中 4 个为共

流出离子强度低成分), 主要来自白芍和制远志。如化

合物 158, 为共流出强度低成分之一 , 保留时间为

18.32 min, 在负离子模式下检测得到准分子离子 m/z 

283.061 9 [M−H]－, 与数据库中白芍主要成分—毛蕊

异黄酮最匹配 (表 1, 分子质量匹配误差为 2.48 ppm), 

在MS/MS谱图中, 存在中性丢失CH3、CO2的碎片离子

m/z 268.037 2 [M−H−CH3]
－、240.040 4 [M−H−CO2]

－, 

而 m/z 135.007 8为黄酮类化合物发生 RDA 裂解的特

征碎片之一, 经过对照品对比, 鉴定化合物 158为毛蕊

异黄酮。化合物 87的准分子离子m/z 447.128 4, 碎片

离子m/z 285.067 2 [M+H−glc]+说明含有葡萄糖基, 经

标准品确定化合物87为毛蕊异黄酮苷。

8　酚类化合物筛查

共筛查得到 4个酚类化合物 (其中 1个为共流出

离子强度低成分), 主要来自白芍、熟地黄。如化合物
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37, 在正离子模式下检测得到准分子离子m/z 291.085 1 

[M+H]+, 与数据库中白芍主要成分—表儿茶素最匹配 

(表 1, 分子质量匹配误差为 4.17 ppm), 在MS/MS谱图

中, 碎片离子m/z 167.034 5 [M+H−C7H8O2]
+、139.038 8 

[M+H−C8H8O3]
+, 提示C环发生了RDA裂解, 分别归属

于B1,3−碎片和A1,3−碎片, 而碎片离子m/z 127.034 2 [M+

H−C9H8O3]
+, 提示C环 1,4键断裂, 与文献[33]对比, 其二

级质谱与表儿茶素一致, 鉴定化合物37为表儿茶素。

9　生物碱类化合物筛查

生物碱类化合物结构中含N, 氮原子数量一般规

律可用于辅助碎片解析与结构归属。共筛查得到 8个

生物碱类化合物 (其中 2 个为共流出离子强度低成

分), 来自熟地黄、人参和石菖蒲。如化合物 67, 为共流

出强度低成分之一, 保留时间为 9.38 min, 在正离子模

式下检测得到准分子离子m/z 146.044 9 [M+H]+, 与数

据库中石菖蒲成分—3-吲哚甲醛最匹配 (表 1, 分子质

量匹配误差为 4.08 ppm), 在MS/MS谱图中, 碎片离子

m/z 117.059 5、91.056 6分别归属 [M+H−CO]+、[M+H−
CO−C2H2]

+, 与文献[32]对比, 其二级质谱与 3-吲哚甲醛

一致, 鉴定化合物67为3-吲哚甲醛。

10　苯乙醇苷类化合物筛查

共筛查得到 7个苯乙醇类化合物 (其中 3个为共

流出离子强度低成分), 主要来自白芍和熟地黄。如化

合物 58, 保留时间为 8.65 min (与化合物 56、57为共流

出成分, 图 1), 在负离子模式下检测得到准分子离子

m/z 799.265 8 [M−H]－, 与数据库中熟地黄成分—肉苁

蓉苷 A 最匹配 (表 1, 分子质量匹配误差为 1.02 ppm), 

在MS/MS谱图中, 存在丢失甲基和咖啡酰基的碎片离

子m/z 623.219 1 [M−H−C10H9O3]
－, 咖啡酸脱水的碎片

离子 m/z 161.024 1 [C9H6O3]
－等 , 与文献[35]对比 , 其二

级质谱与肉苁蓉苷 A 一致 , 鉴定化合物 58 为肉苁蓉

苷A。

11　其他类化合物筛查

对于碎片离子归属不强、种类较少的化合物, 根据

成分数据库准确分子量匹配 (mass error < 5 ppm)、文

献碎片对比, 共从 JWDZP中分析出 26个其他类化合

物 (其中 4个为共流出离子强度低成分), 包括氨基酸、

没食子酰葡萄糖、细辛醚等 , 以白芍和熟地黄成分

居多。

讨论

本研究采用 PIS策略, 成功获取了重叠色谱峰中

低含量或低电离强度成分的 MS/MS数据。从图 2可

见, 尽管经过UHPLC分离, 色谱峰重叠仍十分严重, 尽

管质谱可以选择母离子并采集质谱裂解信息, 但母离

子的选择依赖离子强度, 重叠峰中强度低的母离子可

能未被选择。本研究采用的PIS数据采集策略可以有

效改善这种情况, 让低丰度前离子被强行选择 (高丰

度离子被排除而不重复选择), 最终共从 JWDZP中筛

查出 176个化合物, 包括了 34个共流出离子强度低成

分, 其中 6个化合物来自人参、3个化合物来自制远志、

5个化合物来自当归或者川芎、8个化合物来自白芍、

8个化合物来自熟地黄、4个化合物来自石菖蒲。

JWDZP由当归、制远志、人参、川芎、白芍、熟地黄

和石菖蒲组成, 各药材所含化学成分众多, 制剂的整体

化学成分更为复杂, 目前尚无文献对其化学成分进行

研究报道, 在一定程度上制约了 JWDZP的基础研究与

临床应用。本研究利用 PIS-UHPLC-Q-TOF-MS/MS

技术, 实现 JWDZP化学成分快速、全面筛查与鉴定, 共

筛查出 176个成分, 对上述成分进行药材归属, 37个归

属于当归 (君药)、31个归属于制远志 (君药)、28个归

属于人参 (君药)、归属于君药的成分共计 96个, 其余

30个归属于白芍、32个归属于川芎、29个归属于熟地

黄、16个归属于石菖蒲, 27个为共有成分 (其中 24个

成分为当归、川芎共有, 2个成分为熟地黄、人参共有, 

1 个成分为白芍、熟地黄共有)。JWDZP 中的化学成

分, 以君药人参和制远志中的三萜皂苷类成分最为丰

富、其次是单萜类和寡糖酯类成分, 这些成分可以通过

减轻缺血区小胶质细胞的活化[37], 升高脑源性神经营

养因子 (BDNF) 的表达[38], 提高脑内胆碱能系统功能、

抗氧化、降低兴奋性氨基酸水平[39]等多种途径, 发挥改

善血管性痴呆大鼠的神经功能和记忆能力的药效作

用, 可能是 JWDZP的主要药效物质基础。

传统中药制剂化学物质基础复杂, 自动的数据依

赖型采集模式容易遗漏有价值离子的质谱信息, 手动

处理质谱原始数据费时费力, 难以挖掘有用的信息。

本研究建立的 PIS-MS/MS数据采集方法, 具有简便、

高效、灵敏的优势, 采用动态排除设置解决了重叠峰中

低含量或者低电离强度成分鉴定难的技术问题 , 将

PIS-MS/MS数据采集方法结合成分数据库匹配、特征

碎片离子和中性丢失辅助推测碎裂规律等数据后处理

方法, 快速、全面阐明了 JWDZP的化学成分, 提供了全

面、准确的 JWDZP中化学成分信息, 为 JWDZP药效物

质基础发现及质量控制研究提供了充足的物质基础。

作者贡献: 魏祖英是本文第一作者, 负责数据库构建及
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