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摘要: 采用 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 技术定性和 HPLC-UV 定量多指标相结合的综合分析方法, 探讨牛蒡子炒
制前后化学成分变化。定性采用正负离子扫描模式, 应用 Peakview1.2分析鉴定出 23种成分, 发现牛蒡子炒制前
后质变成分较少, 量变成分较多, 并结合 MarkerView1.2.1 软件进行主成分分析和 t检验, 得出 10 种主要差异性
成分; 定量分析 6种主要成分的变化, 发现牛蒡子经过炒制之后绿原酸、牛蒡苷、异绿原酸 A含量下降, 异绿原
酸 B、异绿原酸 C、牛蒡苷元含量增加, 上述化学成分的差异可能是牛蒡子生品和炒品临床功效不同的主要原因。 

关键词: 牛蒡子; 炒制; UHPLC-Q-TOF-MS/MS; HPLC-UV; 定性; 定量 
中图分类号: R917       文献标识码: A       文章编号: 0513-4870 (2017) 04-0603-06 

Qualitative and quantitative analysis of major constituents of raw and 
processed Arctii Fructus by UHPLC-UV-Q-TOF-MS/MS 

HU Jing1, QIN Kun-ming2, 3, ZHU Ting-ting1, WANG Xiao-li1, FAN Meng-xue1, CAI Bao-chang1, 2, 3* 

(1. Engineering Center of State Ministry of Education for Standardization of Chinese Medicine Processing, Nanjing University  
of Chinese Medicine, Nanjing 210023, China;  2. Nanjing Haiyuan Prepared Slices of Chinese Crude Drugs Co. Ltd, Nanjing 

210061, China;  3. Nanjing Haichang Chinese Medicine Corporation, Nanjing 210061, China )  

 
Abstract: In this study, we developed a qualitative analytical method based on liquid chromatography      

coupled with quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry (UHPLC-Q-TOF-MS/MS) for identification       
of multi-constituents of raw Fructus Arctii (RFA) and processed Fructus Arctii (PFA).  We established a       
UHPLC-UV analytical method for simultaneously determining 6 major compounds in Fructus Arctii.  UHPLC-       
Q-TOF-MS/MS qualitative analysis was performed under negative and positive ion modes and a total of          
23 chemical compounds were identified.  The analysis data were subjected to a principle component analysis 
with a t-test.  Ten peaks were found to be the main difference (P < 0.05) between RFA and PFA.  HPLC-UV 
quantitative method result showed the contents of 6 constituents were different between RFA and PFA.  The         
results indicated that there was less arctiin, chlorogenic acid, isochlorogenic acid A in PFA than in RFA.         
However, there were higher levels of arctigenin, isochlorogenic acid B, isochlorogenic acid C in the PFA than        
RFA, which may be the main reason for different clinical efficacy of RFA and PFA. 
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牛蒡子为菊科植物牛蒡 (Arctium lappa L.) 的干
燥成熟果实, 味辛、苦, 性寒, 归肺、胃二经, 具有疏
散风热、解毒透疹、利咽消肿等功效[1], 临床主要用
于治疗咽喉肿痛、发热咳嗽、热毒疮肿等, 现代药理
学研究证明, 牛蒡子具有抗肿瘤、抗糖尿病、抗炎、
抗病毒、抗菌等作用[2], 2015年版《中国药典》收载
其饮片品种有: 牛蒡子和炒牛蒡子。牛蒡子生品长于
疏散风热、解毒利咽, 经过炒制后, 可缓和其寒滑之
性、免伤脾胃、气香浓郁可使宣散作用更强, 且有利
于有效成分的煎出而增效, 从而长于解毒透疹、利咽
散结、化痰止咳。 

牛蒡子炮制前后临床疗效发生变化, 这些变化
的物质基础是牛蒡子炮制前后化学成分发生了变化。

课题组前期研究表明牛蒡子生品和炒品中绿原酸、

异绿原酸 A、牛蒡苷和牛蒡苷元等 4 个主要成分含   
量有显著变化[3], 但这 4 个成分的含量变化尚不能完
全代表牛蒡子炒制前后药效变化的物质基础。因此, 
有必要对牛蒡子炒制前后化学成分进行进一步研究, 
揭示牛蒡子中的主要成分以及这些成分炮制前后的

变化。 
超高效液相色谱与质谱联用技术  (UHPLC-Q-    

TOF-MS/MS) 集高效分离能力的色谱, 高分辨、高灵
敏、强定性能力的质谱于一体, 已成为中药成分研究
的最有效的分析工具之一[4, 5]。牛蒡子主要化学成分

包括木脂素类、酚酸类、萜类、脂肪油类等[6], 本研
究以牛蒡子生品和炒品为研究对象, 采用 UHPLC-Q-    
TOF-MS/MS 技术定性和 HPLC-UV 定量多指标相结
合的综合分析方法, 探讨牛蒡子炒制前后化学成分
变化, 试图从化学成分角度阐述炒制对牛蒡子药效
物质基础的影响, 为临床用药提供科学依据。 
 

材料与方法 
仪器  日本 Shimadzu 超高效液相色谱仪 (配有

LC-30AD二元液相泵、SIL-30SD自动进样器、DGU-    
20A5R在线脱气机、CTO-30A柱温箱); 美国AB SCIEX 
TripleTOF 5600+系统 (配有电喷雾离子源 ESI); 数
据采集软件: Analyst TF1.6 software (ABSCEIX, USA); 
数据处理软件系统: Peakview 1.2 software (ABSCEIX, 
USA) 和 Markerview 1.2.1 software (ABSCEIX, USA); 
30A超高效液相色谱分析系统 (日本岛津公司); SPE
固相萃取小柱; Shimadzu LC-20AB 高效液相色谱系
统 (日本岛津公司, 包括在线脱气机、Prominence 
SIL-20A自动进样器、SPD-M20A二极管阵列检测器、

CTO-20A柱温箱)。KQ5200DB型数控超声波清洗器  
(昆山市超声仪器有限公司); BP121S 电子分析天平 
(梅特勒−托雷多公司)。 

试剂  色谱纯甲酸、质谱纯甲醇、质谱纯乙腈 
(德国 E. Merck); 水为 Milliporeill-Q 超纯水; 绿原酸 
(批号 110753-201314) 购自中国食品药品检定研究    
院; 牛蒡苷 (批号 150901) 购自天津市科曼思特医药
科技发展有限公司; 异绿原酸 A (批号 151028)、异    
绿原酸 B (批号 150726)、异绿原酸 C (批号 150624) 
均购自南京森贝伽生物科技有限公司。牛蒡苷元由本

实验室自制, 通过 HPLC法确定纯度大于 98%。实验
中不同产地牛蒡子样品购自中药饮片企业, 共 9个产
地 (山东、东北、吉林、湖南、河北、安徽、江苏、
四川、陕西), 经南京海源中药饮片有限公司丁斐中
药师鉴定, 为菊科植物牛蒡 (Arctium lappa L.) 的干
燥成熟果实。 

UHPLC-Q-TOF-MS/MS 定性分析  色谱条件

采用 Agilent C18反向色谱柱 (2.1 mm  × 100 mm, 1.8 
μm), 前置 Aglient C18预柱; 流动相 A (0.1%甲酸水
溶液)−B (乙腈), 梯度洗脱, 程序为 0～5 min, 5% B; 
5～9 min, 5%～27% B; 9～28 min, 27%～45% B; 
28～30 min, 45%～5% B; 流速 0.3 mL·min−1; 柱温
35 ℃, 进样体积 2 μL。质谱条件 UHPLC-Q-TOF-MS/    
MS 系统使用 ESI 离子源, 分别在正、负离子模式下
采集数据。ISVF为 4 500/−4 500 V, TEM 为 550 ℃, DP
为 60/−60 V, CE为 35/−35 eV, 雾化气体为氮气, Gas1
为 55 psi (1 psi  ≈ 6.9 kPa), Gas2 为 55 psi, Curtain Gas
为 35 psi。一级质谱母离子扫描范围为 m/z 100～2 000, 
二级质谱子离子扫描范围为 m/z 50～1 000, 开启动
态背景扣除 (DBS)。 

HPLC-UV 定量分析  色谱柱采用 YMC-Pack-    
ODS-A C18 (250 mm  × 4.6 mm, 5 µm); 流动相 A 
(0.1%  甲酸水溶液)−B (乙腈), 梯度洗脱, 程序为 0～
20 min, 5%～15% B; 20～75 min, 15%～35% B; 75～
90 min, 35%～50% B; 流速: 1.0 mL·min−1; 柱温:     
35 ℃; 检测波长: 286 nm; 进样量: 10 µL。 

炒牛蒡子饮片的制备  按照课题组前期优化的
牛蒡子最佳炒制工艺进行炮制: 锅温 310 ℃, 投入适 
量净牛蒡子, 不断翻炒, 待药温达到 119 ℃, 开始计
时, 翻炒 2 min 左右, 停止加热。继续翻炒, 直至有
香味溢出, 取出, 放凉, 即得。 

供试品溶液的制备  取牛蒡子及炒牛蒡子粉 
(60目) 各 1.0 g, 精密称定, 置 100 mL锥形瓶中, 精
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密加入 70%  乙醇溶液 60 mL, 超声提取 30 min, 取出
称定重量, 用 70% 乙醇补足减失重量, 静置后滤过, 取
续滤液即得。 

对照品溶液的制备  分别精密称取一定量的绿
原酸、异绿原酸 A、异绿原酸 B、异绿原酸 C、牛蒡
苷、牛蒡苷元对照品, 分置于不同的量瓶中, 加入甲
醇分别制备得 1.004、1.018、1.122、1.052、14.28和
1.026 mg·mL−1 单一对照品储备液, 混合对照品溶液
储备液均由各标品储备液混合并稀释得到, 置于 4 ℃

保存。 
 

结果 
1  数据分析 

1.1  数据库的建立   借助于 CNKI、PubMed 和
SciFinder 等数据库检索牛蒡子相关文献, 尽可能全面
地建立包含中药牛蒡子中所含化合物的分子式、分子

质量和化学名称等信息数据库, 并借助于ChemSpider、
ChemicalBook 等下载各个化合物的 mol 文件, 计算
其在正离子模式下常见离子[M+H]+、[M+NH4]+

 和负

离子模式下常见离子[M+COOH]−、[M−H]− 等多种离

子形态的精确质荷比数值。 
1.2  软件应用  将牛蒡子生品和炒品的原始质谱数
据导入 PeakView 软件中, 通过分析比较各个化合物
由总离子流图提取到的二级碎片与其 mol 文件所对
应的碎片之间的匹配以及相关文献数据对比进行化

学成分确认, 最终误差  < 5 ppm 的成分被鉴定出来; 
并借助于 Markerview 软件对多批牛蒡子生品和炒品
原始质谱数据进行主成分分析和组间 t检验分析, 得
出其 PCA得分图和载荷图。 
1.3  成分鉴别和分析  牛蒡子生品和炒品在负离子
模式下的总离子流图见图 1, 正负离子两种模式下共
鉴别出 23 种化合物 (表 1), 以牛蒡苷为例来说明鉴
别过程, 峰 10的  [M+COOH]− 为 579.208  0, 对应分子
式为 C27H34O11, 质量数为 534.210  1, 主要二级碎片
为 m/z 371.150  4, 发现质量数正好与牛蒡苷元相当, 
推测该化合物为牛蒡苷, 将牛蒡苷的mol文件所预测
的碎片与二级碎片进行匹配, 最终确认该化合物为
牛蒡苷。其他化合物采用类似鉴定方法, 鉴定出来的 

 
Table 1  Components identified from raw Fructus Arctii (RFA) and processed Fructus Arctii (PFA).  *P < 0.05, **P < 0.01 vs RFA 

Negative ion Positive ion 
No Compound 

Element 
composition 

Mr 
tR/ 

min ppm Detected Ion type RFA PFA ppm Detected Ion type RFA PFA 

1 Chlorogenic acid ** C16H18O9 354.095 1  7.44 −2.0 353.087 1 [M−H]– + +  1.2 355.103 1 [M+H]+ + + 

2 Caffeic acid C9H8O4 180.042 3  8.06  0.4 179.036 7 [M−H]– + + 0 181.049 6 [M+H]+ + + 

3 3-O-Feruloylquinic C17H20O9 368.110 7  8.99 −3.1 367.102 3 [M−H]– + +  3.6 369.116 8 [M+H]+ + − 

4 8-Hydroxypinoresinol C20H22O7 374.136 6  9.24 −3.5 373.128 0 [M−H]– – +    − − 

5 Isochlorogenic acid B ** C25H24O12 516.126 8  9.95  0.4 515.119 7 [M−H]– + + −3.1 517.132 4 [M+H]+ + + 

6  Isochlorogenic acid A ** C25H24O12 516.126 8 10.12 −3.1 515.117 9 [M−H]– + + −3.4  517.132 31 [M+H]+ + + 
7 

 
3,4-Dicaffeoyl-5- 
succinoylquinic acid 

C25H24O12 

 
516.126 8 

 
10.15 

 
 0.9 

 
515.118 7 

 
[M−H]– 

 
+ 
 

− 
 

 0.9 
 

517.134 1 
 

[M+H]+ 

 
+ 
 

+ 
 

8 Isochlorogenic acid C ** C25H24O12 516.126 8 10.28  0.5 515.119 8 [M−H]– + + −3.5  517.132 22 [M+H]+ + + 

9 Matairesinoside C26H32O11 520.194 5 10.53 −0.9 519.186 7 [M−H]– + +  0.9 538.228 5 [M+NH4]+ + + 

10 Arctiin* C27H34O11 534.210 1 11.41  1.3 579.208 0 [M+COOH]– + + −3.9 535.216 4 [M+H]+ + + 

11 Acanthoside B C28H36O13 580.215 6 11.41 0 579.208 3 [M−H]– + +    − − 
12 
 

Lappaol C/Isolappaol C/  
Lappaol E/Arctignan A* 

C30H34O10 

 
554.215 2 

 
11.87 

 
−0.9 

 
553.207 4 

 
[M−H]– 

 
+ 
 

+ 
 

   
− 
 

− 
 

13 Lappaol H* C40H46O14 750.288 8 12.81  3.2 749.282 0 [M−H]– + +    − − 

14 Lappaol D C31H36O10 568.230 9 13.39 −0.4 567.223 4 [M−H]– + +    − − 

15 Matairesinol C20H22O6 358.141 6 14.35 −0.5 357.134 2 [M−H]– + +  0.8 376.176 0 [M+NH4]+ + + 

16 (+)-Fraxiresinol C21H24O8 404.147 1 14.35 −1.6 403.139 2 [M−H]– + +    − − 

17 Methylarctigenin C22H26O6 386.172 9 14.38    − −  0.9 404.207 3 [M+NH4]+ + + 

18 Lappaol A* C30H32O9 536.204 6 16.86 −0.5 535.197 1 [M−H]– + +    − − 

19 Arctigenin* C21H24O6 372.157 3 17.52    − −  0.2 373.165 0 [M+H]+ + + 
20 
 

(+)-7,8- 
Didehydroaretigenin 

C21H22O6 

 
370.141 6 

 
17.60 

 
−0.4 

 
369.133 5 

 
[M−H]– 

 
+ 
 

+ 
 

 0.2 
 

371.149 2 
 

[M+H]+ 

 
+ 
 

+ 
 

21 Lappaol F** C40H42O12 714.267 6 18.78  1.4 713.261 3 [M−H]– + +  0.6 732.302 9 [M+NH4]+ − + 

22 Lappaol B C31H34O9 550.220 3 19.66 −0.4 549.198 7 [M−H]– − +    − − 
23 
 

Diarctigenin/Neoarctin 
A/Neoarctin B 

C42H46O12 

 
742.298 9 

 
28.45 

 
 0.9 

 
741.291 3 

 
[M−H]− 

 
+ 
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−0.7 
 

760.333 5 
 

[M+NH4]+ 
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Figure 1  The typical total ion chromatograms (TIC) of RFA (A) 
and PFA (B) in negative ion mode.  The peak numbers represent 
the same meanings as in Table 1 
 
23 种成分主要是木脂素类和酚酸类成分, 可以看出
牛蒡子炒制前后质变成分较少。运用 Markerview 软
件进行 PCA 分析和 t 检验, 在负离子模式下牛蒡子     
样品的得分图、载荷图见图 2, 根据主成分分析得分
图可以看出, 18 批牛蒡子生品和炒品分别聚成两类, 
表明牛蒡子生品和炒品在第一主成分得分上有明显

的差异, 即分别聚向横轴的相反方向, 说明牛蒡子炒
制前后二者的 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 数据存在明显
的差异; 载荷图中对类别差异产生影响的离子的贡
献大小在载荷图中以其原点距离表示, 图中每个点
代表对分类贡献的成分, 即对其分类影响越大的离
子在载荷图中距离原点的距离越远。在差异性成分分

析中, P < 0.05的成分被鉴定出来, 其中 t-value  > 0表
示牛蒡子炒制后峰强度减小; t-value  < 0, 表明牛蒡子
炒制后峰强度增大。在鉴定出的 23 种成分中共得出
10 种差异性成分, 发现牛蒡子炒后, 绿原酸、牛蒡
苷、异绿原酸 A含量下降, 异绿原酸 B、异绿原酸 C、
牛蒡苷元、牛蒡酚 C/异牛蒡酚 C/牛蒡酚 E/牛蒡素 A、 

 
Figure 2  The final PCA score plot (A), loading plot (B) of RFA 
and PFA in negative ion mode 
 
牛蒡酚 H、牛蒡酚 A、牛蒡酚 F含量升高。 
2  HPLC-DAD定量方法学考察 
2.1  线性关系  将混合对照品储备液进行倍比稀释, 
配制成不同浓度的对照品溶液, 依次注入液相色谱 
仪, 按上述色谱条件测定峰面积, 以峰面积 (Y) 对
分析物浓度 (X) 作线性回归, 求回归方程及线性相
关系数 r, 结果见表 2。 
2.2  精密度  取同一混合对照品溶液, 按上述色谱
条件连续进样 6 次, 分别记录 6 种分析物的峰面积, 
计算峰面积的 RSD, 分别为 0.65%、0.58%、0.54%、
0.59%、0.61%、0.87%, 结果表明仪器精密度良好。 
2.3  稳定性  取同一供试品溶液, 分别在 0、2、4、
8、12、24 h进样, 记录 6种分析物的峰面积, 计算峰
面积的 RSD分别为 0.091%、2.54%、0.57%、2.73%、
0.12%、1.80%, 结果表明供试品溶液 24 h内稳定。 
2.4  重复性  精密称取牛蒡子生品 6 份, 按“供试
品溶液的制备”项下方法平行制备 6份供试液, 按上
述色谱条件进样, 依法测定峰面积, 计算 6 种分析物
的含量, 其含量 RSD分别为 1.11%、0.88%、0.68%、 

 
Table 2  Linear results of 6 components in Fructus Arctii  

Analyte Regression equation r2 Linear range / μg·mL−1 

Chlorogenic acid y = 18 205x − 13 365 0.999 6 3.137 5 − 200.80 

Isochlorogenic acid B y = 20 443x − 38 243 0.999 4 1.753 1 − 56.100 

Isochlorogenic acid A y = 21 784x − 68 944 1.000 0 6.362 5 − 203.60 

Isochlorogenic acid C y = 22 955x − 45 555 0.999 9 6.575 0 − 210.40 

Arctiin y = 3 709.9x + 17 034 0.999 2  44.625 − 1 428.0 

Arctigenin y = 6 984.4x − 881.05 0.999 4 6.412 5 − 205.20 
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2.15%、0.66%、1.83%, 表明该方法重复性良好。 
2.5  回收率  精密称定牛蒡子生品 0.5 g, 共 6份, 精 
密加入对照品适量 (与 0.5 g牛蒡子中各成分量相当), 
按“供试品溶液的制备”项下方法操作, 在上述色
谱条件下进样分析, 计算回收率。这 6种分析物的平
均回收率分别为 100.8%、99.4%、100.6%、94.3%、
96.8%、98.6%; RSD分别为 1.14%、1.92%、2.57%、
2.18%、1.34%、0.76%, 符合药典规定。 
2.6  样品含量测定  分别制备 9 个产地牛蒡子生品
及炮制品的供试品溶液, 吸取供试品溶液各 10 µL, 
依法进样测定, 9 个产地牛蒡子炮制前后主要活性成
分含量变化如图 3所示。 
 

 
Figure 3  Content change of main active components in RFA 
and PFA from different locations 

 

讨论 
牛蒡子炒制后绿原酸、牛蒡苷、异绿原酸 A 含

量降低, 异绿原酸 B、异绿原酸 C、牛蒡苷元含量增
加, 推测高温使牛蒡苷苷键断裂, 分解为牛蒡苷元, 
这与 UHPLC-Q-TOF-MS/MS 定性分析中牛蒡苷的    
裂解规律吻合; 异绿原酸 A、异绿原酸 B、异绿原酸
C 是互为同分异构体的二咖啡酰奎宁酸, 绿原酸为    
单咖啡酰奎尼酸, 二者生物合成途径相似, 常常共存
于植物体内, 两者均对多种致病菌和病毒有较强的
抑制和杀灭作用, 推测牛蒡子在炒制过程中, 绿原酸
受热分解为咖啡酸和奎宁酸, 异绿原酸 3 种同分异    
构体之间可能相互转化, 但这些变化是如何产生的, 
这些成分在炮制过程中的变化及规律都有待进一步

研究。 
本文利用HPLC-UV液相色谱与UHPLC-Q-TOF-     

MS/MS 质谱联用技术, 明确了牛蒡子炒制前后的 10

种主要差异成分及其变化趋势, 并以其中 6种成分为
指标, 对不同产地炒制前后的牛蒡子分别进行了含
量测定, 各成分的变化趋势同定性结果一致, 进一步
验证了 10 种差异性成分选取的代表性和可靠性。本
研究从炒制前后成分的含量变化入手, 探究了炮制
对牛蒡子物质基础的影响, 为牛蒡子的质量控制研
究提供了新的思路, 为其药效物质基础研究提供了
科学依据。 

牛蒡苷元具有抗炎、抗病毒活性[7], 抗肿瘤活性强
于牛蒡苷, 牛蒡苷元对直肠癌、胰腺癌细胞 PANC-1、
皮肤癌、肝癌 HepG2等均有一定的抑制活性[8], 作为
活性成分的牛蒡苷元含量炒后增加, 提示可能是炒牛
蒡子增效的重要原因之一, 已有研究报道, 牛蒡子中
木脂素类和酚酸类成分具有明显的抗肿瘤活性, 如
牛蒡酚 F对前列腺癌 PC-3细胞[8], 牛蒡酚 B、牛蒡酚
A、异牛蒡酚 A对人慢性粒细胞白血病 K562细胞[9], 
也有多篇文献报道绿原酸的抗癌活性[10, 11], 这些成
分共同发挥牛蒡子抗肿瘤活性, 牛蒡子炒制之后药效
增加与这些成分的关系有待下一步的实验来验证。 
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