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摘要 :目的 :明确复方苦参注射液 (苦参 白土苓 )的化学成分 ,建立含苦参的复方制剂 HPLC2MSn 鉴定方法。方法 :应用

HPLC2ESI2MSn 方法 ,其中 ,液相色谱采用梯度洗脱 ,质谱用正离子模式检测。结果 :从复方苦参注射液中分离鉴定了 11

种化学成分。结论 :本法简便 ,快速 ,可用于中药复方化学成分的分析。
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KEY WO RD S: Compound Kushen Injection; chem ical components; alkaloid; HPLC2MS
n

ABSTRACT: A IM : To study the chem ical components in Compound Kushen Injection (Radix Sophorae Flaves2
centis) , and to develop a method to identify the composition contained Radix Sophorae Flavescentis. M ETHOD S:

The samp le was analysed with gradient elution by HPLC. AgilentMS TRAP equipped with ESI source was used as

detector and operated in positive ion mode. RESUL TS: 11 componentswere identified in Compound Kushen Injec2
tion. CO NCL US IO N: This method is simp le, rap id and can be used for the analysis of components in Compound

Kusen Injection.

　　复方苦参注射液由苦参和白土苓组成 ,具有清

热利湿 ,凉血解毒 ,散结止痛的功能 ,用于癌性疼痛

的出血 [ 1 ]。与其他苦参注射液相比 ,由于组方合

理 ,增加了新的药理作用 ,即对环磷酰胺抑制肿瘤有

明显的增效作用 ,对大剂量环磷酰胺的毒副作用有

明显的减毒作用 [ 2 ]。文献报道其主要化学成分为

氧化苦参碱、苦参碱、苦参黄酮、土茯苓皂苷 [ 3 ]等。

本文用高效液相色谱 2电喷雾 2质谱 /质谱 ( HPLC2

ESI2MS
n )法对复方苦参注射液的化学成分进行了

分析。

1　仪器和试药

1. 1 　仪器 　Agilent1100HPLC /MSD /TRAP XCT

PLUS系统 ,含在线真空脱气机、高压二元梯度泵、自

动进样器、柱温箱、二极管阵列检测器、电喷雾

( ESl)接口 , HPChem station RevA 0. 803 色谱工作

站。
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1. 2　试药 　复方苦参注射液 (批号 : 20050616,山西

振东金晶制药有限公司 )、苦参碱标准品 (批号

1108052200306) ,氧化苦参碱标准品 (批号 1107802
200405) ,槐定碱标准品 (批号 1107842200303 ) ,氧

化槐果碱 (批号 1116522200301)均购自中国药品生

物制品鉴定所 ,甲醇 (色谱纯 ) ,氨水 (分析纯 ) ,水为

二蒸水。

2　方法

2. 1　供试品溶液的制备 　本品直接作为供试品溶

液。

2. 2　对照品溶液的制备 　取苦参碱 ,氧化苦参碱 ,

槐定碱 ,氧化槐果碱对照品适量 ,加甲醇溶解 ,制成

苦参碱 ,氧化苦参碱 ,槐定碱 ,氧化槐果碱对照品溶

液。

2. 3　色谱条件及分析方法

色谱柱 : Hypersil BDS ( 150 mm ×4. 6 mm, 5

μm) ;流动相 : A: 0. 1 氨水 , B:甲醇 ;梯度洗脱 :

0. 01 m in: A∶B ( 80∶20) , 30 m in: A ∶B ( 80∶20 ) , 50

m in: A∶B (40∶60) ,记录时间 : 60 m in;流速 : 0. 5 mL /

m in;柱温 : 25 °C。紫外检测波长 : 210 nm,检测方

式 : ESI( + ) ;扫描范围 m /z: 100～700,干燥气流速 ;

12 L /m in;干燥气温度 : 350 °C,雾化室压 : 50 p si;毛

细管电压 : 4 000 ev;进样量 : 5μL。

3　实验结果

3. 1　液相色谱 　在 210 nm色谱条件下 ,苦参碱、氧

化苦参碱、槐定碱和氧化槐果碱及其他成分得到了

很好的分离 ,液相色谱图见图 1。

F ig. 1　The HPLC chroma togram of Com pound Kushen In2
jection In jection ( 210 nm )

图 1　复方苦参注射液 HPLC图谱

3. 2　LC2MS总离子流图 　在上述质谱条件下得到

的总离子流图显示各峰实现了较好分离 (见图 2)。

　　经质谱鉴定 ,复方苦参注射液的主要成分为苦

参碱、氧化苦参碱、槐定碱、氧化槐果碱均为苦参碱

型生物碱 ,此外尚有金雀花碱型、无叶豆碱型、羽扇

豆碱型生物碱 ,其中含有大量同分异构体。苦参碱、

槐定碱及它们的构型异构体的质谱行为相似 ,二级

F ig. 2　The HPLC2M Sn T IC of Com pound Kushen In jection

图 2　复方苦参碱的 HPLC2M Sn T IC图

质谱中 M /2 150、148的碎片离子为其特征裂解碎

片 ,还有各环逐级裂解的碎片产物。可借此区别相

同分子量 (饱和环 )的苦参碱型生物碱和其它类型

生物碱。不同化合物中 2个离子碎片的丰度不同 ,

可能与 5、6位氢的伸展方向不同而导致离子抑制程

度不同有关。氧化生物碱在一级质谱中显示的 [ 2M

+ H ]
+

,丰度很高 ,准分子离子丰度较低。羟基生物

碱 [ 2M + H ] + ,丰度很低 ,准分子离子丰度较高 ,可

以区别二者。

3. 3　化学成分鉴定

化合物 1: m /z: 205. 0 ( [M + H ]
+ ) ,符合 N2甲

基金花雀碱 ,其二级质谱给出 m /z 145. 9的碎片离

子 ,如果 7217, 9211两个单键断裂可形成此碎片离

子 ,参考相关文献 [ 4～9 ]
,鉴定化合物 1为 N2甲基金

花雀碱 (N2methylcytisine)。

化合物 2: m /z: 247. 1 ( [M + H ]
+ ) ,根据苦参和

白土苓中的化学成分检索 ,符合槐果碱和 7, 112去氢

苦参碱 ,二级质谱给出 m /z 148. 0的碎片离子 ,符合

槐果碱的质谱特征 , 7, 112去氢苦参碱的双键在 C环

上 ,不能给出 m /z 148碎片离子 ,故鉴定为槐果碱

( Sophocarp ine)。

化合物 3: m /z, 249. 1 ( [M + H ] + ) ,与苦参碱标

准品液相色谱保留时间及质谱行为一致 ,为苦参碱

(matrine)。一级质谱为 m /z 249. 1 ( [M + H ]
+ )及

丰度很低的 [ 2M + 1 ]
+

,其二级质谱给出 m /z 150、

148. 0,为苦参碱 A、B 环的碎片离子 ,及 m /z 231

( [M + H - H2 O ]
+的碎片离子。

化合物 4: m /z: 249. 1 ( [M + H ] + ) ,与槐定碱标

准品液相色谱保留时间及质谱行为一致 ,为槐定碱

( sophoridine) ,其二级质谱给出 m /z 150、147. 9的碎

片离子 ,为槐定碱 A、B环的碎片离子 ,及 m /z 231

( [M + H - H2 O ] +的碎片离子。

化合物 5: m /z: 261. 1 ( [M + H ] + ) ,根据苦参和

白土苓中的化学成分检索 ,符合鹰靛叶碱二级质谱

给出 m /z 243, 0和 ; m /z 114. 1的碎片离子 ,前者为
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13位羟基脱一分子水形成 ,后者符合 7217, 9211两

个单键断裂形成的碎片离子 ,故鉴定为鹰靛叶碱

( bap tifoline)。

化合物 6: m /z: 263. 1 ( [M + H ]
+ ) , 525. 3 ( [ 2M

+ H ]
+ ) ,根据苦参和白土苓中的化学成分检索 ,符

合黄叶槐碱 , N2氧化槐果碱 , 9α2羟基槐果碱 ,二聚体

的丰度较低 ,准分子离子丰度较高 ,推断它不是 N2
氧化物 ,而是羟基化合物。排除 N2氧化槐果碱。其

二级质谱给出 m /z 246. 0碎片离子 ,前者为脱水形

成 ,黄叶槐碱应该有脱乙醇分子的碎片 ,即应该有

m /z 231的碎片离子 ,所以不是黄叶槐碱 ,而是 9α2
羟基槐果碱 (9α2hydroxysophocarp ine)。

化合物 7: m /z: 265. 2 ( [M + H ]
+ ) ,与氧化苦参

碱标准品液相色谱保留时间及质谱行为一致 ,为氧

化苦参碱 (oxymatrine)。其一级质谱为丰度很高的

[ 2M + H ] + ,二级质谱为脱一分子水的碎片离子 m /

z 247. 0。

化合物 8: m /z: 265. 1 ( [M + H ]
+ ) ,与氧化苦参

碱 ,槐醇和氧化槐定碱相符。其一级质谱 [ 2M +

1 ]
+丰度很低 ,准分子离子丰度较高 ,推断不是 N2氧

化物 ,可以排除氧化苦参碱、氧化槐定碱 ,故鉴定化

合物 8为槐醇 ( sophoranol)。

化合物 9: m /z: 281. 1 ( [M + H ]
+ ) ,根据苦参和

白土苓中的化学成分检索 ,可能为 5α, 9α2二羟基苦

参碱和羟基苦参碱 2N2氧化物 ,其一级质谱为丰度较

低的二聚体和丰度较高的准分子离子峰 ,与 5α, 9α2
二羟基苦参碱质谱特征相同。二级质谱分给出脱一

分子水 m /z 263. 0的 ,三级质谱给出 m /z 263脱一

分子水 m /z 245的碎片离子 ,鉴定化合物 14为 5α,

9α2二羟基苦参碱 (5α, 9α2dihydroxy2matrine)。

化合物 10: m /z: 303. 2 ( [M + H ] + ) ,根据苦参

和白土苓中的化学成分检索 ,可能为 ( - ) 2乙酰基鹰

靛叶碱 ,二级质谱给出了其脱乙酰基的 m /z 243. 0

的碎片 ,验证了它是 ( - ) 2乙酰基鹰靛叶碱 ( ( - ) 2
accnylbap tifoline) )。

化合物 11: m /z: 263. 3 ( [M + H ] + ) ,与氧化槐

果碱标准品液相色谱保留时间及质谱行为一致 ,为

氧化槐果碱 (oxysophocarp ine)。其一级质谱为丰度

很高的 [ 2M + H ]
+和丰度较高的 [M + H ]

+
,二级质

谱为脱一分子水的碎片离子 m /z 247. 0。

4　讨论

4. 1　在上述色谱条件下 ,做了苦参碱 ,氧化苦参碱 ,

槐定碱、氧化槐果碱标准品的液相色谱和质谱 ,结果

发现 :三种标准品色谱图和质谱图 ,同上述复方苦参

碱注射液中对应成分在保留时间 ,准分子离子和碎

片离子有很好的重现性 ,验证了上述结果的准确性。

4. 2　苦参中有大量的生物碱类异构体 ,为化学成分

解析带来了一定困难 ,但根据其质谱行为可以判断

它是否为苦参碱类生物碱。饱和环苦参碱类生物碱

的碎片离子具有 A、B环 150、148的特征碎片离子。

4. 2. 1　[M + H ]
+

249. 1,二级质谱给出 m /z 150. 0、

148的特征碎片离子和 m /z 231. 0的碎片离子 ,符

合苦参碱类生物碱质谱行为 ,推断它为苦参碱和槐

定碱的苦参碱类生物碱异构体。

4. 2. 2　 [M + H ] + 249. 2,二级质谱给出 m /z 150、

148. 0的碎片离子 ,与苦参碱及槐定碱一致 ,液相色

谱的保留时间也很相近 ,为苦参碱和槐定碱的苦参

碱类生物碱异构体。

4. 2. 3　[M + H ] + 249. 1,二级质谱给出丰度很高的

m /z 231. 0碎片离子 ,不符合苦参碱类生物碱的质

谱行为 ,推断它为苦参碱和槐定碱的非苦参碱类生

物碱异构体。

4. 3　N2氧化物的一级质谱 [ 2M + H ]
+

,丰度很高 ,

为判断 N一氧化生物碱提供了参考。

4. 3. 1　[M + H ]
+

: 263. 1, [ 2M + H ]
+

525. 3,二聚

体的丰度较高 ,为一个 N2氧化物。

4. 3. 2　[M + H ]
+

265. 1,二级质谱给出 m /z 247. 1

和 205. 0的碎片离子 ,不符合苦参碱类生物碱的质

谱行为 ,一级质谱 [ 2M + H ] +丰度很低 ,不是 N2氧
化物 ,所以它是一个非苦参碱类羟基生物碱化合物。

4. 4　中药复方物质基础研究是中药现代化的核心

问题之一 ,对复方化学成分的研究有可能从本质上

阐明复方作用的物质基础 ,可为优化处方 ,制定科学

的制剂工艺 ,提高制剂质量提供依据 [ 10 ]。HPLC2
MS

n 法集色谱分离及质谱定性检测能力于一体 ,对

于复杂混合物的每一个组分具有良好的分离和表征

能力 ,可以简便快速的获得各化合物的分子结构信

息 ,进行定性分析。复方苦参注射液中的化学成分

主要为生物碱类化合物 ,本实验采用 HPLC2MS
n 法

分析了复方苦参注射液的化学成分。本法快速 ,简

便 ,避免了传统的分离单体成分再做结构鉴定的繁

琐 ,克服了液相色谱无法定性鉴别的难题 ,可用于中

药复方化学成分的研究。
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反相高效液相色谱法制备广金钱草黄酮对照品
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摘要 :目的 :建立广金钱草黄酮对照品 62C2葡萄糖 282C木糖洋芹素 ( vicenin22)的反相高效液相色谱制备方法。方法 :结

合萃取、大孔树脂柱层析、重结晶等方法 ,用反相高效液相色谱法对广金钱草的乙醇提取物进行分离纯化 ,以 HPLC对分

离产物进行纯度和含量测定。结果 :从广金钱草中分离纯化出黄酮对照品 vicenin22纯度可以达到 98. 5 以上。结论 :

该方法简单、准确、重现性好 ,产品纯度高 ,可作为中药药效物质基础研究中的对照品。
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Prepartion of reference substance of flavono id in D esm od ium styrac ifolium by

RP2HPLC

WANG Guo2guang, 　LU Yan2wei, 　ZHAO Su2rong, 　WU Chu2tse
( Institu te of R adiation M edicine, Academ y of M ilitary M edica l Sciences, B eijing 100850, China)

KEY WO RD S: Desmodium styracifolium; reference substance; vicenin22
ABSTRACT: A IM : To develop an RP2HPLC method for p reparing the reference substanc of vicenin22 in Desmo2
dium styracifolium. M ETHOD S: Ethanol2extract of desmodium styracifolium was isolated and purified by RP2
HPLC combining solvent extraction with column chromatography and recrystalliztion. The purity and content of vice2
nin22 were identified by HPLC. RESUL TS: The flvonoids were comp letely separated under this chromatographic

condition. The purity of the reference substance was 99. 0 or above. CO NCL US IO N: The method is simp le, ac2
curate, better on repeatability, and effective to yield high2purity p roduct. It can be used as reference substance for

the research of herbal medicine.

　　随着中药研究和药效物质基础研究的不断深

入 ,对中药对照品的需求也日益增加。因此 ,高纯度

的对照品的制备尤为重要。

广金钱草为常用中药 ,具有清热除湿、利尿通淋

之功效 [ 1 ]
,其有效部位黄酮类特质是天然植物中广

泛存在的一大类化合物 [ 224 ]
,其中的黄酮品 vicenin22

成分含量高、稳定性好 ,可为广金钱草原药材的质量

提供依据。目前 ,黄酮类化合物主要是从天然植物

广金钱草中分离提取。这类生物活性物质的分离纯

化 ,用柱层析分离过程复杂 ,耗时多 ,结果也不稳定 ,

且分离纯化的产物多为混合物 ,不宜用作总黄酮定

量分析的标准品。高效液相色谱法 (HPLC)是分离
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