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基于UPLC-QE-Orbitrap-MS技术的柴胡-白芍药对血清药物化学分析

阴奇材 1,2, 陈聪聪 1,2, 田俊生 1, 高晓霞 1, 秦雪梅 1, 杜冠华 1,3, 周玉枝 1*
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3. 中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 北京 100050)

摘要: 对柴胡-白芍药对的血清药物化学进行分析, 探讨柴胡-白芍药对口服吸收后的入血成分。采用UPLC-

QE-Orbitrap-MS技术, 以及Compound Discover 2.0软件分析, 比较药对提取液、空白血清、含药血清的图谱, 根据质

谱给出的精确分子量以及二级碎片信息, 并结合参考文献以及对照品信息, 找出口服药对后的入血成分。动物实验

获得山西大学伦理委员会的批准。结果显示, 大鼠口服给药柴胡-白芍药对后, 共在血清中检测到 55个移行成分,

其中 16个为原形成分, 39个为原形成分的代谢产物。因此, 基于UPLC-QE-Orbitrap-MS能快速、精确、全面地分析

柴胡-白芍药对给药后的血中移行成分, 为后期该药对的药效物质基础及配伍规律研究提供一定的借鉴与依据。
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Abstract: To analyze the chemical profile of Radix Bupleuri-Radix Paeoniae Alba in the serum, after oral

absorption of the herbal pair, we used UPLC-QE-Orbitrap-MS technique and Compound Discover 2.0 software to

compare the components in the extracts, and drug-containing serum. The map, based on the precise molecular

weight and secondary fragment information given by the mass spectrometry, combined with the reference substance

and reference information for, finding the chemical components in the blood after oral administration of the herbal

pair in the rats. Animal experimentation was approved according to the Committee on the Ethics of Animal Experi‐

ments of Shanxi University. The results showed that a total of 55 components were detected in the serum, of which

16 were prototype components and 39 were metabolites of prototype components. UPLC-QE-Orbitrap-MS allows

quick, accurate and comprehensive analysis of the blood components of the herb pair after oral administration. This

preliminary study of the chemical components in the blood after herb pair ingestion provides a basis for the subse‐

quent research on the pharmacodynamics and drug-drug interactions.
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中药配伍方剂是中医临床用药的重要形式, 方剂

的最小元素为单味中药, 其次为药对。药对又称对药,

是医家在基于药性和长期的遣方用药中, 逐渐积累经

验所得来的应用形式。药对之间可以相互促进增强药

效, 或者相互制约以减弱毒性, 相反相成, 有着组成结

构简单、配伍特点取效明确等特点, 具有很大的研究价

值。其中, 柴胡-白芍药对是临床常用药对, 柴胡疏肝

气, 白芍养肝血, 二者以白芍之酸敛, 制柴胡之辛散; 用

柴胡之辛散, 又佐白芍之酸敛, 相互依赖、相互促进, 互

制其短而展其长, 是疏肝养肝, 体用兼顾之最佳配伍。

早在清初, 著名医家陈士铎便将柴胡-白芍药对灵活运

用于各类疾病, 如用于治疗心痛之极的“救痛安心汤”,

以柴胡白芍解肝气之郁, 炒栀子、贯仲泄肝火之暴, 一

剂而痛定, 再剂则痊愈。再如用于治疗瘕的“平肝消瘕

汤”, 以柴胡白芍舒肝中之邪, 助脾胃之气, 则土气自

安, 有形化为无形[1]。

目前国内外对柴胡、白芍的研究较多, 但大多集中

在体外化学成分、药理作用等方面。研究表明, 白芍中

主要化学成分为单萜及单萜苷类化合物, 其中芍药总

苷为目前公认的活性物质, 具有抗炎、镇痛、抗菌、抗抑

郁等活性[2]; 柴胡中以皂苷类化合物居多, 具有解热镇

痛、镇定催眠、抗病毒等多种药理活性[3], 但对于二者

的体内吸收及代谢情况目前研究较少, 对于白芍, 虽已

有一定的研究, 但多集中于白芍中以芍药苷为代表的

单萜苷类物质, 关于白芍中其他多酚及酚酸类物质的

体内情况则研究较少; 对于柴胡, 则更多的是关注其药

理活性以及体内某些成分的药代动力学。缺乏对柴

胡-白芍药对入血成分及代谢产物的整体分析, 而药对

配伍是通过协同作用发挥药效, 因此有必要对入血成

分进行全面研究 , 以明确药效成分 , 阐明药效物质

基础[4]。

由于中药成分多且复杂, 研究其药效物质基础必

须以系统论和中药整体观为基础[5], 而中药血清药物

化学则是以药物服用后的血中移行成分为分析目标,

阐明药物在体内的吸收成分种类, 代谢情况等信息。

有助于快速、准确地对中药药效物质进行分析鉴定, 已

成为研究中药药效物质基础的新方法之一[6]。本课题

组前期建立了柴胡-白芍超高效液相色谱-串联质谱

(UPLC-MS/MS) 的化学成分分析方法, 鉴定了柴胡-白

芍药对提取液的体外化学成分[7], 在此基础上, 本实验

利用 UPLC-QE-Orbitrap-MS技术进一步分析柴胡-白

芍药对的血中移行成分及相关代谢产物, 通过比较柴

胡-白芍药对提取液、给药后的含药血清以及空白血

清, 初步鉴定 19个入血原形成分以及 39个相关代谢产

物, 为进一步阐明柴胡-白芍药对的体内药效物质基础

及后续配伍规律研究提供依据。

材料与方法

仪器及试剂 超高效液相色谱与质谱联用仪

(Thermo Scientific Q Exactive LC-MS), 美国Thermo公

司 ; 色谱柱 : Acquity UPLC HSS T3 (100 mm×2.1 mm,

1.8 μm), 十八烷基键合硅胶为填充剂, 美国 Waters公

司; KQ5200E超声波清洗器, 昆山市超声仪器有限公

司; ZX-LGJ-18冷冻干燥机, 上海知信仪器技术有限公

司; RV 10旋转蒸发仪, 德国 IKA公司; 色谱乙腈、色谱

甲酸 (Fisher Scientific); 纯净水 (杭州娃哈哈集团有限

公司)。数据分析采用Xcalibur3.2软件处理系统 (美国

Thermo 公司); Compound Discover 2.0 (美国 Thermo

Fisher公司)。

药物 柴胡 (批号: 180801, 产地内蒙古)、白芍 (批

号: 181102, 产地安徽) 均由山西和仁堂中药饮片有限

公司提供, 经山西大学秦雪梅教授鉴定为正品。

动物 健康雄性SPF级SD大鼠 (180 ± 20) g购于

北京维通利华实验动物技术有限公司, 许可证号: SCXK

(京) 2016-0006。实验期间饲养环境温度为 (25 ± 1) ℃,

湿度为 (55 ± 5) %, 12 h明暗交替光照, 动物保持自由

饮水和进食。实验前适应性饲养 1周。动物实验获得

山西大学伦理委员会的批准。

药物制备 取柴胡-白芍药对 (1∶1) 用 10 倍量

70%乙醇浸泡 1 h后回流提取 1次, 倒出提取液, 再加

10倍量 70%乙醇提取, 每次 2 h。合并提取液, 静置后

过滤, 将滤液经旋转蒸发仪浓缩, 冷冻干燥, 干燥后称

量所得粉末质量, 计算产率 (柴胡-白芍药对提取物浸

膏得率为11.2%), 4 ℃冰箱保存备用。药物使用之前用

蒸馏水配制成 1.008 g·mL-1 (相当于生药量 90 g·kg-1)

的大鼠给药药液, 超声溶解即得。

血清样本的制备 取 SD大鼠 16只, 随机分成空

白组与给药组, 每组 8只。实验前禁食一整夜但不禁

水, 实验时给实验组灌胃柴胡-白芍提取液, 早晚各一

次, 连续给药 3天。同时, 空白组以同样的方式给同等

体积的蒸馏水。最后一次给药后, 分别在 15、30、45、

60 min和 3 h进行眼眶取血收集血清样本, 每个时间点

采集 1 mL, 静置 30 min, 然后将采集到的血样在 4 ℃、

3 500 r·min-1条件下离心 15 min, 收集上清, 分装, 并立

即冻存在-80 ℃冰箱备用。空白血浆收集方式相同。

取大鼠空白血清及给药血清样品于冰水混合物中

解冻, 各个时间点各取 200 μL血清样品并混合, 得到

1 000 μL混合血清样本, 加入 3倍量甲醇, 涡旋 60 s混

匀 , 在 4 ℃、13 000 r·min-1条件下离心 15 min, 移取上

清液至另一 EP 管中 , 室温下氮气吹干 , 残渣用甲醇
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100 μL 复溶, 涡旋 60 s 后, 在 4 ℃、13 000 r·min-1条件

下离心15 min, 取上清液待测。

色谱条件 ACQUITY UPLC HSS T3 (100 mm×

2.1 mm, 1.8 μm) 色谱柱; 柱温 40 ℃; 流动相为 0.1%的

甲酸水溶液 (A)-乙腈 (B); 梯度洗脱程序 : 0～8 min,

5%～10% B; 8～18 min, 10%～17% B; 18～26 min,

17%～20% B; 26～36 min, 20%～60% B; 36～40 min,

60%～100% B; 40～43 min, 100% B; 43～46 min,

100%～5% B; 46～50 min, 5% B。流速为0.3 mL·min-1;

进样量为2 μL。

质谱条件 采用电喷雾离子源正负离子检测的电

离模式, 雾化气体为高纯度氮气 (N2), 碰撞气体为高纯

度氦气 (He)。采用全扫描和二级质谱扫描, 质量扫描

范围: 100～1 500 Da, 毛细管电压正负离子模式下分

别为 3.5、2.5 kV, 碰撞能量 (CE) 50～80 V, 脱溶剂气体

温度正负离子模式下 300 ℃, 毛细管温度 320 ℃, 鞘气

流: 241 kPa, 辅助气流: 69 kPa。

数据处理方法 将柴胡-白芍药对提取液、含药

血清、空白血清的 UPLC-MS/MS 图谱及数据导入

Compound Discover 2.0 (美国 Thermo Fisher 公司) 软

件进行前处理, 包括峰提取、峰匹配, 将空白血清作为

对照, 找出给药组存在而空白血清不存在的成分, 利用

LC-MS/MS技术中的离子峰信息, 包括保留时间、质荷

比、二级碎片等, 并结合相关文献数据对血中移行成分

进行指认。将鉴定得到的血中移行成分化合物结构

式 (mol格式) 导入 Compound Discover 2.0 中, 在体内

代谢模式下分别计算每个化合物的所有Ⅰ相和Ⅱ相代

谢产物, 得到化合物的保留时间、质荷比、反应类型、匹

配度等一系列信息, 结合软件分析结果以及参考文献,

用给药血清的质谱数据进行验证, 推测原形成分可能

的代谢产物。

结果

1 入血成分分析

根据数据处理方法项下的分析方法, 结合对照品

以及参考文献, 对大鼠灌胃柴胡-白芍药对后多个采血

时间点的血清样本进行分析, 共鉴定了 55个血中移行

成分, 其中 16个为原形成分, 39个为原形成分的代谢

产物, 鉴定结果分别见表 1与表 2; 其基峰离子流色谱

图见图1。

1.1 原形成分分析 化合物 2 保留时间为 1.94 min,

在负离子模式下, 一级全扫描质谱分析显示存在加和

离子峰 m/z 405.140 6 [M+HCOO]-以及准分子离子

峰 m/z 359.134 8 [M-H]-。二级质谱扫描分析显示 ,

其存在碎片离子 m/z 197.081 7 和 m/z 179.070 9, 相比

于分子离子峰分别丢失了 162 Da和 180 Da, 可知 m/z

197.081 7是由于分子离子丢失了一分子C6H10O5形成

的碎片 ; m/z 179.070 9 是由于分子离子丢失一分子

C6H10O5以及一分子H2O而形成的碎片。进一步结合

文献推测化合物2为glucopyranosyl-paeonisuffrone[8]。

化合物 5 负离子模式下给出准分子离子峰 m/z

183.030 6 [M-H]-, 保留时间为 10.01 min, 失去一分子

甲基裂解成碎片 m/z 168.005 0 [M-CH3-H]-, 碎片 m/z

168.005 0继续裂解, 丢失一个CO后形成m/z 140.015 5

[M-CH3-CO-H]-, 结合文献将化合物 5鉴定为没食子

酸甲酯[9]。

化合物 6 保留时间为 8.11 min, 与氧化芍药苷对

照品的保留时间 (tR = 8.18 min) 相近, 同时特征碎片离

子m/z 333.098 3、165.055 1、137.023 7与氧化芍药苷对

照品的碎片离子m/z 333.098 0、165.055 3、137.023 7基

本一致, 因此, 将化合物6鉴定为氧化芍药苷。

化合物 7和 8 负离子模式下显示化合物 7、化合

物8均产生加和离子峰m/z 525.161 7 [M+HCOO]-以及

Figure 1 Base peak current chromatogram in positive (A-C) and negative (D-F) ion mode. A, C: Drug-couple; B, E: Serum after adminis‐

tration; C, F: Blank serum; Peak 1-16 is the prototype of the drug into the blood, corresponding to the serial number in Table 1

·· 2298



阴奇材等: 基于UPLC-QE-Orbitrap-MS技术的柴胡-白芍药对血清药物化学分析

Table 1 Analysis results for migrating constituents of drug-couple absorbed into blood. RB: Radix Bupleuri; RPA: Radix Paeoniae Alba

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16

tR/min
1.25
1.94
4.65
5.26
5.41
8.11

12.26
13.81
30.51
33.27
34.83
35.42
36.30
36.73
37.62
38.23

Identification
Desbenzoylpaeoniflorin
Glucopyranosyl-paeonisuffrone
Glucopyranosyl-lactinolide
Mudanpioside F
Methyl gallate
Oxypaeoniflora
Albiflorin
Paeoniflorin
Dimethyl-ellagic acid
SSc
SSa
SSb2

Acetyl-SSa
SSd
Acetyl-SSb2

Acetyl-SSd

Formula
C16H24O10

C16H24O9

C17H27O11

C16H24O8

C8H8O5

C23H28O12

C23H28O11

C23H28O11

C16H10O8

C48H78O17

C42H68O13

C42H68O13

C44H70O14

C42H68O13

C44H70O14

C44H70O14

Ion mode
[M+HCOO]-

[M+HCOO]-

[M−H]-

[M+HCOO]-

[M−H]-

[M−H]-

[M+HCOO]-

[M+HCOO]-

[M−H]-

[M+HCOO]-

[M+Na]+

[M+Na]+

[M+HCOO]-

[M+Na]+

[M+HCOO]-

[M+HCOO]-

m/z
421.135 4
405.140 8
407.156 3
389.145 8
183.029 6
495.151 2
525.161 9
525.161 6
329.030 6
971.522 3
803.455 0
803.455 3
867.477 0
803.455 6
867.475 4
867.475 6

Fragment ion (m/z)
375.129 9, 345.119 4, 165.055 2
359.135 1, 197.081 7, 179.070 9
361.150 9, 339.896 5, 271.907 3
343.140 2, 181.086 7, 151.075 9
168.006 0, 124.015 9
465.141 5, 333.097 1, 165.055 1, 137.023 8
479.156 3, 283.082 3, 121.028 8
479.156 6, 449.145 7, 121.028 8
314.006 9, 298.983 6, 270.988 6
925.516 9, 779.459 3, 617.406 0
331.099 9, 203.052 8
331.099 5, 273.094 9, 203.053 1
821.470 0, 779.459 4, 617.406 6
331.100 3, 203.052 8
821.469 9, 779.459 9, 761.448 1, 617.407 2
821.469 8, 779.459 0, 761.449 5

RB
−
−
−
−
−
−
−
−
−
+
+
+
+
+
+
+

RPA
+
+
+
+
+
+
+
+
+
−
−
−
−
−
−
−

Table 2 Analysis results of metabolites in vivo. SSa: Saikosaponin A; SSb2: Saikosaponin B2; SSd: Saikosaponin D; SSc: Saikosaponin C

No.

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

M13

M14

M15

M16

M17

M18

M19

M20

M21

M22

M23

M24

M25

M26

M27

M28

M29

M30

M31

M32

M33

M34

M35

M36

M37

M38

M39

tR/min

9.26

7.80

8.54

7.59

11.28

5.60

2.63

6.05

5.39

9.06

4.07

18.64

2.34

10.47

2.97

2.22

18.20

25.18

10.19

32.86

2.28

34.29

35.84

38.16

35.93

30.03

33.16

36.52

32.70

29.93

36.34

32.11

31.60

38.07

36.32

36.96

33.75

30.79

29.79

Identification

Methylcatechin-5-O-glucuronide

4-Hydroxy phenylpropionic acid sulfate

3-Hydroxy phenylpropionic acid sulfate

3-Hydroxy-methoxyl phenylpropionic acid

sulfate

4-Hydroxy phenylacetic acid suflate

Hydroxy-methoxyphenylacetic acid suflate

Protocatechuic acid-4-O-sulfate

3-Hydroxy-4-methoxyl-benzoic acid sulfate

Methylgallic acid

Methylgallic acid glucuronide

Methylgallic acid sulfate

3,4-Di-O-methyl gallic acid sulfate

Pyrogallol glucuronide

Pyrogallol sulfate

Methylpyrogallol sulfate

Methylpyrogallol-glucuronide

Paeonimetabolin I

Paeonimetabolin II

Paeonimetabolin I glucuronide isomer

C10H14O3 sulfate

C10H18O4 glucuronide

Prosaikogenin F

Prosaikogenin D

Prosaikogenin G

Saikogenin E

Saikogenin F

Saikogenin D

Saikogenin G

Hydroxy-saikogenin F

Dihydroxyl-dehydrogenation-saikogenin F

Hydroxyl-dehydrogenation-saikogenin F

Dihydroxyl-saikogenin F

Trihydroxyl-dehydrogenation-saikogenin F

Hydroxy-saikogenin E

Dihydroxyl-dehydrogenation-saikogenin E

Hydroxyl-dehydrogenation-saikogenin E

Dihydroxyl-saikogenin E

Trihydroxyl-dehydrogenation-saikogenin E

Trihydroxyl-saikogenin E

Formula

C22H24O12

C9H10O6S

C9H10O6S

C10H12O7S

C8H8O6S

C9H10O7S

C7H6O7S

C8H8O7S

C8H8O5

C14H16O11

C8H8O8S

C9H10O5

C12H14O9

C6H6O6S

C7H8O6S

C13H16O9

C10H14O4

C10H16O4

C16H22O10

C10H16O6S

C16H26O10

C36H57O8

C36H57O8

C36H57O8

C30H48O3

C30H48O4

C30H48O4

C30H48O4

C30H48O5

C30H46O6

C30H46O5

C30H48O6

C30H46O7

C30H48O4

C30H46O5

C30H46O4

C30H48O5

C30H46O6

C30H48O6

Ion mode

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-

[M+HCOO]-

[M+HCOO]-

[M+HCOO]-

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

[M-H2O+H]+

m/z

479.120 5

245.012 5

245.012 5

275.023 4

230.998 3

261.012 4

232.976 0

246.991 7

183.031 9

359.135 1

262.986 6

277.002 3

301.056 5

205.107 9

218.993 3

315.072 5

197.081 5

199.097 4

373.077 9

261.001 1

377.145 7

663.412 4

663.412 5

663.412 3

439.357 0

455.315 2

455.330 9

455.358 8

471.347 1

485.326 1

469.331 5

487.287 8

501.321 6

455.352 3

469.332 2

453.336 5

471.347 2

485.327 0

487.349 0

Fragment ion (m/z)

479.120 5

165.055 2, 121.065 1

165.055 2, 121.065 1

195.066 0, 136.052 4, 151.075 3

230.998 3

137.060 3

153.055 1

167.034 5, 152.010 9

168.010 2

183.029 4, 175.024 5

183.029 4, 168.005 8

197.045 2, 181.897 2

175.024 3, 125.023 6, 113.023 5

125.872 4

203.976 8, 139.039 4, 124.015 9

175.024 2, 139.039 4

153.091 4, 83.049 3

181.086 9, 162.838 5, 137.096 5

197.045 3, 175.024 9

181.047 7

359.136 1, 174.955 7, 193.035 0

617.369 7, 455.317 1

617.405 9, 356.676 4

617.401 9, 569.729 1

421.346 3, 409.343 9, 391.335 9

437.305 3, 425.201 5, 419.294 2

437.341 8, 419.331 9,

437.302 3, 425.343 5, 407.334 0

453.336 5, 435.325 9, 423.326 0

467.315 9, 455.315 1, 449.305 8

451.321 4, 433.309 6, 421.309 5

469.275 8, 451.322 6, 433.317 6

483.311 4, 465.297 2, 447.293 5

437.342 3, 419.331 3, 407.331 8

451.320 9, 439.322 8, 421.309 9

435.326 3, 405.312 8, 389.189 1

453.336 5, 435.327 2, 405.317 8

467.315 9, 455.315 1, 449.305 7

469.338 0, 451.327 9, 433.317 6

Parent

Catechin

Catechin

Catechin

Catechin

Catechin

Catechin

Catechin

Catechin

Gallic acid

Gallic acid

Gallic acid

Gallic acid

Gallic acid

Gallic acid

Gallic acid

Gallic acid

Paeoniflorin

Paeoniflorin

Paeoniflorin

Paeoniflorin

Paeoniflorin

SSa

SSb2

SSd

SSc

SSa

SSb2

SSd

SSa

SSa

SSa

SSa

SSa

SSc

SSc

SSc

SSc

SSc

SSc
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准分子离子峰m/z 479.156 0 [M-H]-, 可知其分子式为

C23H28O11, 保留时间分别为 12.26与 13.81 min, 通过对

其二级质谱碎片离子峰进行分析, 存在分子离子脱去一

分子甲醛形成的碎片离子m/z 449.145 6 [M-CH2O-H]-

以及其继续脱去一分子水形成的 m/z 431.137 3 [M-

CH2O-H2O-H]-; 存在苯甲酰特征离子峰m/z 121.028 7、

蒎烷骨架 m/z 165.055 0, 与芍药苷及芍药内酯苷对照

品二级碎片基本一致。故通过保留时间与对照品比

对, 将化合物 7和 8分别鉴定为芍药内酯苷与芍药苷,

结果见图2。

化合物9 负离子模式下在 tR为30.51 min时, 显示

准分子离子峰m/z 329.030 6 [M-H]-, 可知其分子式为

C16H10O8。二级质谱图显示, 准分子离子峰分别失去

一分子甲基与两分子甲基形成碎片离子m/z 314.007 0

[M-CH3-H]-、m/z 298.983 6 [M-2CH3-H]-。通过与参

考文献对比, 确定化合物9为二甲基鞣花酸[10]。

化合物 10 保留时间为 33.27 min, 负离子模式下

给出加和离子峰 m/z 971.521 8 [M+HCOO]-及准分子

离子峰m/z 925.516 4 [M-H]-, 二级质谱图可见中性丢

失一分子脱氧六碳糖 (146 Da) 产生的碎片离子 m/z

779.457 2 [M-146-H]-, 该脱氧六碳糖可能为岩藻糖 ,

以及其进一步丢失一分子六碳糖 (162 Da) 产生的碎

片离子m/z 617.406 5 [M-146-162-H]-, 该六碳糖可能

为葡萄糖, 结合文献推测化合物10为柴胡皂苷 c[11]。

化合物 11、12与 14 负离子模式下显示, 在保留

时间为 34.83、36.73和 35.42 min时, 存在 3个准分子离

子峰均为m/z 779.464 5 [M-H]-的离子峰, 推测三者为

同分异构体, 且分子式为C42H68O13, 进一步分析二级碎

片信息发现, 该分子离子存在碎片离子m/z 617.405 9、

439.323 8, 相对于分子离子分别丢失了162 Da与340 Da,

是由于分子离子先丢失一分子六碳糖形成m/z 617.405 9,

再丢失一分子脱氧六碳糖 (146 Da) 和一分子 CH3OH

(32 Da) 形成m/z 439.323 8。与柴胡皂苷 a、柴胡皂苷 d

以及柴胡皂苷 b2对照品二级碎片基本吻合, 进一步通

过保留时间与对照品比对, 将化合物 11确定为柴胡皂

苷 a, 化合物 14确定为柴胡皂苷 d, 化合物 12确定为柴

胡皂苷b2。

化合物 13、15 与 16 化合物 13 保留时间为

36.30 min, 负离子模式下一级质谱图显示m/z 867.473 0

和m/z 821.470 2, 二者之间丢失了46 Da, 故m/z 821.470 2

[M-H]-为准分子离子峰, m/z 867.473 0[M+HCOO]-为

加和离子峰。二级质谱数据显示存在碎片离子 m/z

779.459 6、617.406 1、439.321 8, 这与柴胡皂苷类物质

的碎片离子信息基本吻合, 而化合物 13的准分子离子

峰m/z 821.470 2与m/z 779.459 6之间丢失了 42 Da, 即

丢失一分子C2H2O, 推测化合物 13为柴胡皂苷的乙酰

化产物。化合物 15 与化合物 16 在保留时间 37.62 和

38.23 min时, 与化合物 13有着同样的裂解规律。故根

据保留时间与文献信息[12], 将化合物 13、化合物 15与

化合物 16鉴定为乙酰化柴胡皂苷 a、乙酰化柴胡皂苷

b2以及乙酰化柴胡皂苷d。但具体结合位点无法确定。

其余化合物 1、3 与 4, 结合碎片离子信息以及文

献[13]报道分别鉴定为去苯甲酰芍药苷、glucopyranosyl-

lactinolide以及牡丹皮苷F。

1.2 代谢产物分析 通过对比柴胡-白芍药对提取液

与含药血清以及空白血清的总离子流图, 发现有 39个

化合物峰仅出现在含药血清的离子流图中, 推测这几

种化合物可能为柴胡-白芍药对中原形成分在体内的

代谢产物, 并对其进行了指认分析, 现以其中部分代谢

物为例说明指认过程。

代谢物M9 保留时间为 5.39 min, 在负离子模式

下 , 产生离子峰 m/z 183.029 3、m/z 168.005 9 以及 m/z

124.018 8, 其中准分子离子峰m/z 183.029 3 [M-H]-相

比于碎片 m/z 168.005 9 [M-CH3-H]-丢失了 15 Da, 提

示丢失了一个CH3, 推测该化合物是某个原形成分甲

基化的产物, 继续分析二级碎片发现存在特征离子峰

m/z 124.018 8, 该离子峰是没食子酸脱羧的特征产物,

这与文献报道的没食子酸甲基化产物质谱数据基本

吻合[14], 故根据二级碎片与文献信息将代谢物 M9鉴

定为甲基没食子酸 , 但无法确定甲基化准确的代谢

位点。

代谢物 M10 保留时间为 9.06 min, 负离子模式

下显示准分子离子峰m/z 359.135 3 [M-H]-, 其碎片离

子有 m/z 183.029 0、m/z 168.006 8 以及 m/z 124.015 8,

Figure 2 MS spectra of peak 8 and paeoniflorin standard
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这与化合物甲基没食子酸一致 , 而准分子离子 m/z

359.135 3 相比碎片离子 m/z 183.029 0 增加了 176 Da,

提示增加了一个 C6H8O6, 发生了葡萄糖醛酸化反应 ,

故将代谢物 M10确定为甲基没食子酸葡萄糖醛酸化

产物。

代谢物 M11 保留时间为 4.07 min, 负离子模式

下显示准分子离子峰 m/z 262.986 8 [M-H] - , 代谢物

M11 也存在 m/z 183.028 0、m/z 168.005 8 以及 m/z

124.015 6的特征离子, 准分子离子m/z 262.986 8相比

碎片m/z 183.028 0增加了 80 Da, 提示发生了硫酸酯化

反应, 故将代谢物M11确定为甲基没食子酸硫酸酯化

产物。

代谢物M17 保留时间为18.19 min, 负离子模式给

出其准分子离子峰m/z 197.081 5 [M-H]-, 二级质谱扫

描显示, 其主要碎片离子 m/z 153.091 4、m/z 138.071 0

是准分子离子分别失去一分子 CO2、CO2+CH3后形成

的碎片, 通过以上信息及与文献比对[15], 初步确定代谢

物M17为芍药苷代谢素Ⅰ。

代谢物M19 保留时间为 10.41 min, 负离子模式

下显示准分子离子峰为373.077 6 [M-H]-, 失去一分子葡

萄糖醛酸裂解成碎片m/z 197.075 1 [M-C6H8O6-H]-, 碎

片离子继续裂解形成碎片m/z 153.093 3、m/z 138.074 0,

这与芍药苷代谢素Ⅰ的碎片离子吻合 , 故将代谢物

M19确定为芍药苷代谢素Ⅰ葡萄糖醛酸化产物。

代谢物M22、M23与M24 代谢物M22保留时间

为34.29 min, 一级质谱数据显示负离子模式下存在m/z

663.412 5和 m/z 617.406 4, 二者之间丢失了 46 Da, 故

m/z 617.406 4 [M-H]-为准分子离子峰 , m/z 663.412 5

[M+HCOO]-为加和离子峰。m/z 617.406 4 [M-H]-在柴

胡皂苷 a、柴胡皂苷 d、柴胡皂苷 b2 的碎片离子中均

有出现, 是柴胡皂苷丢失一分子六碳糖产生的碎片。进

一步分析准分子离子峰的二级碎片信息, m/z 439.323 3

是准分子离子丢失一分子脱氧六碳糖 (146 Da) 与一分子

CH3OH (32 Da) 形成的。代谢物 M23与 M24, 在保留

时间 35.84及 38.16 min时也表现相同的裂解规律, 故

推测其为柴胡皂苷丢失一分子糖的次级苷元。有文

献[16]表明, 当柴胡皂苷的同分异构体 (例如 SSa、SSd、

SSb2) 发生相同的代谢反应时, 代谢产物的极性顺序一

般不发生变化, 所以根据母体化合物的出峰顺序将代

谢物M22、M23与M24分别鉴定为柴胡次皂苷F、柴胡

次皂苷D与柴胡次皂苷G。

代谢物M26、M27与M28 代谢物M26保留时间

为 30.03 min, 一级质谱图数据显示, 正离子模式下存

在m/z 455.315 2 [M-H2O+H]+离子, 负离子模式下检测

到 m/z 517.323 0 [M-HCOO] -离子 , 故分子式确定为

C30H48O4。进一步分析二级质谱发现, 正离子模式存

在碎片离子为 m/z 437.305 3、419.294 2、425.201 5, 这

些碎片离子被鉴定为 [M-2H2O+H]+、[M-3H2O+H]+、

[M-H2O-CH2O+H]+; 同时负离子二级质谱发现, 存在

m/z 439.323 3的离子峰, 这与上述柴胡次皂苷的碎片

离子相吻合, 结合正负离子质谱数据, 初步推测代谢物

M26为某一柴胡苷元。代谢物 M27与 M28在保留时

间 33.16和 36.52 min时也表现出相同的裂解规律, 故

根据保留时间将代谢物M26、M27与M28鉴定为柴胡

苷元F、柴胡苷元D和柴胡苷元G。

讨论

本实验通过建立UPLC-MS/MS分析方法, 对大鼠

灌胃柴胡-白芍药对提取物后血中移行成分进行分析。

在大鼠给药血清中, 共指认出 55个入血成分, 其中 16

个原形成分, 39个代谢成分。代谢反应包括Ⅰ相代谢

(氧化、还原、开环) 和Ⅱ相代谢 (甲基化、脱羟基、脱羧、

葡萄糖醛酸化、硫酸酯化), 其中主要发生Ⅱ相代谢。

本实验考察了 15、30、45、60 min 和 3 h 五个采

血时间点, 对不同时间点的血清样本质谱数据进行分

析发现, 不同的入血成分会出现在不同采血时间点样

本中 , 例如柴胡中的 SSa 与 SSd 只在 15 与 30 min 的

取血点可以检测到, 有文献也报道了 SSa与 SSd在体

内 30 min即可转化完全[17]; 白芍中 glucopyranosyl-pae‐

onisuffrone 只在 30 min 以及之后的取血点可以检测

到; 芍药苷虽然在各个取血时间点均可检测到, 但在

15 min取血点时含量最多。所以为了更多的表征药对

入血后的血中移行成分, 同时也为了保证检测的全面

性与完整性, 选择将不同时间点的血清样本混合进行

分析。本实验还比较了甲醇沉淀法、乙腈沉淀法两种

血清处理方法, 通过比较不同处理方法的图谱数据, 包

括峰强度、峰数目以及峰面积等信息, 发现甲醇沉淀法

处理得到的血中移行成分数目较多, 内源性杂志干扰

较少, 故选择甲醇沉淀处理血清样本。

本实验初步探究了柴胡-白芍药对的入血成分, 在

所找到的 39个代谢产物中, 8个是以白芍中儿茶素为

母体代谢而来; 8个是以白芍中没食子酸为母体代谢

而来; 5个是以白芍中芍药苷类物质为母体代谢而来,

18个是以柴胡中皂苷类物质为母体代谢而来。结果

表明白芍中单萜苷类、酚酸类以及多酚类; 柴胡中柴胡

皂苷类及其代谢产物是药对入血的主要成分。现代药

理研究表明, 柴胡-白芍药对具有抗抑郁、抗惊厥、镇

痛、抗炎等多种药理活性[18], 没食子酸有抗炎、抗氧化、

保护心血管等作用[19]; 芍药苷等单萜类化合物具有镇

痛、抗炎、免疫调节等作用[20]; 儿茶素作为多酚类物质,
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已有明确报道在抗菌、抗氧化、预防心血管疾病方面具

有显著生物活性[21]; 以柴胡皂苷 a、柴胡皂苷 d为代表

的柴胡皂苷类化合物具有抗病毒、抗肿瘤、抗炎等作

用[22]。柴胡-白芍作为疏肝解郁、调畅情志的经典药

对, 在治疗抑郁症方面具有广阔的前景。但其配伍规

律的科学内涵目前尚不明确, 本实验从血清药物化学

的角度出发, 在化学层面上对柴胡-白芍药对的药效物

质基础进行了研究, 为进一步的药对配伍规律研究提

供了一定的借鉴与依据。
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