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复方丹参片的高效液相色谱/ 质谱特征图谱研究
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摘 　要 :研究了复方丹参片乙醇提取物电喷雾离子阱质谱 ( ESI2MS) 和 ( HPL C2MS) 特

征图谱 ,并对特征图谱中各主要峰进行了初步定性分析 ,为复方丹参片的快速指纹鉴别

提供了新方法。
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复方丹参片具有活血化瘀 ,理气止痛的功效。2005 年版中国药典对此药要求采用高效液相法控制成

品质量 ,定量测定指标为丹参酮 ⅡA [1 ] 。丹参酮 ⅡA 易分解不稳定 ,且丹参中脂溶性丹参酮类成分较多 ,

仅以丹参酮 ⅡA 为含量测定指标不能客观评价成药质量。复方丹参片由丹参、三七和冰片组成 ,活性部位

除脂溶性丹参酮外 ,还有三七皂苷类成分等。因此 ,要科学控制复方丹参片质量 ,必须制定其成品中脂溶

性成分的特征图谱。

关于丹参药材脂溶性成分、水溶性成分[2 - 4 ] ,三七药材脂溶性成分[5 ]以及丹参注射液指纹图谱[ 6 ] 的研

究已有报道 ,但迄今未见复方丹参制剂指纹图谱研究的文献报道。本文应用电喷雾离子阱质谱 ( ESI2MS)

和高效液相色谱2质谱 ( HPL C2MS)研究了复方丹参片乙醇提取物的特征图谱 ,并对图谱中的主要特征峰

进行了初步定性分析 ,为复方丹参片的质量控制提供了一个快速的指纹鉴别新方法。

1 　实验部分

1 . 1 　仪器、试剂与材料

美国 Finnigan 公司 L CQ 型液2质联用仪 ,包括 TSP UV60002ESI ion t rap mass 检测器 , TSP P4000

泵及 TSP AS3000 自动进样器 , Highchem 公司 Mass Frontier 1. 0 质谱解析软件。

乙醇、甲醇均为分析纯。

复方丹参片 (广州白云山中药厂 ,批号 :0411001) 。

1 . 2 　实验方法

1 . 2 . 1 　质谱条件 　ESI2MS 扫描范围 m/ z150～1 300 ;流动相甲醇 ,流速 0. 2 mL/ min ;离子化时间5 min ;

鞘气 (N2 )流速为 40 个单位 ;毛细管电压 27 V ;毛细管温度 250 ℃;正离子检测模式 ;源电压 5. 0 kV ,源电

流 80. 0μA。

1. 2. 2 　HPLC2MS 条件 　色谱条件 : Intersil ODS2 色谱柱 (250 ×4. 6 mm ,5μm) ,甲醇2水 (80∶20 ,V / V )

为流动相 ,流速 0. 7 mL/ min ,柱温 30 ℃,进样体积 10μL , DAD 紫外 (190～600 nm)和离子阱质谱同时检

测。

质谱条件 : ESI 离子源 ,扫描范围 m/ z150～1 300 ,离子源喷射电压 5. 0 kV ,毛细管电压 46 V ,毛细管

温度 250 ℃,鞘气 (N2 )流速 80 个单位 ,正离子检测。

1 . 2 . 3 　样品供试液的制备 　95 %乙醇是复方丹参片制剂工艺的提取溶剂 ,因此 ,本实验选用 95 %乙醇作
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为复方丹参片的提取溶剂。取复方丹参片 10 片 ,除去红色糖衣 ,粉碎后过 40 目筛 ,称取 200. 5 mg 粉末 ,

加 95 %乙醇 10 mL 置于离心管中 ,称重 ,超声提取 (功率为 280 W) 35 min ,冷却后称重 ,加适量乙醇补足

失重、离心 ,取上清液 ,定容至 10 mL 容量瓶中做为供试液。取 95 %乙醇 400μL 稀释至 1 mL 做为空白对

照供试液。

2 　结果与讨论

2. 1 　复方丹参片提取物的 ESI2MS 特征图谱

复方丹参片提取物中的主要有效成分为丹参酮类和三七皂甙类。丹参酮类物质适合用正离子检测模

式 ,一级质谱扫描图中主要是各物质的质子化分子离子[ M + H ] + ;丹酚酸类物质适合用负离子检测模式 ,

一级质谱扫描图中主要是各物质的脱质子化分子离子 [ M - H ] + ;三七皂甙类成分在正、负离子检测模式

下均可检测 ,但在正离子检测模式时效果更好 ,一级质谱扫描图中主要是各物质的钠加合离子 [ M +

Na ] + 。

图 1 是复方丹参片供试液在“1. 2. 1 质谱条件”下进样分析得到的正离子扫描图。图中主要分子离子

m/ z 277 . 1、279 . 2、295 . 2、297 . 2、527 . 4、613 . 1 是丹参酮类物质 ,分子离子 m/ z 823. 5、969. 6、1131. 5 是三

七皂苷类物质。各分子离子的多级质谱碎片信息及推导的物质名称见表 1。

图 1 　复方丹参片乙醇提取物电喷雾离子阱质谱图
Fig. 1 　ESI2MS spectrum of the ethanol extract of FuFang DanShen Pian

表 1 　图 1 中 12 个主要化合物的 MSn 数据

Table 1 　The MSn data of 12 major compounds in Fig. 1

No. Compound [ M + Na ] + MS2 f ragments

1 Rb1 (or Rb3 , Rc) 1131 969 →789

4 Rd 969 807 →645

5 Re 969 789

6 Rg1 823 643 →481

Compound [ M + H ] + MS2 f ragments

7 Cryptotanshinone 297. 4 279 ,251 ,268 ,227

8 Tanshinone ⅡA 295. 4 277 ,249 ,253 ,266

9 Methylenetanshinone or dihydroxytanshinone Ⅰ 279. 4 261 ,204

10 Tanshinone Ⅰ 277. 3 259 ,249 ,321 ,339

11 Unknown 527. 4 365 →203

12 [ M1 - M1 + Na ] + 613. 3 319 →296 →279

　　　　　Noted : The datum before and after“→”represent t he parent ions and daughter ions , respectively.
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2. 2 　复方丹参片提取物的 LC2UV2MS特征图谱

图 2 　复方丹参片乙醇提取物色谱图
Fig. 2 　The chromatograms of the ethanol extract of Fufang
Danshen Pian

以甲醇2水 (80∶20 ,V / V ) 为流动相 ,实验考

察了 Intersil ODS2 (250 ×4. 6 mm ,5μm) 长柱、

A ICHROM TM Reliz SilC18 (150 ×4. 6 mm ,5μm)

短柱和 Agilent ZORBAX C18 (3. 5μm)高效柱对

复方丹参片提取物分离的影响。根据流动相流

速、系统压力对分离度与峰形的影响 ,最终选用

了 Intersil ODS2 长柱。

复方丹参片提取物经 HPL C2MS 分析 , 35

min 后无色谱峰 ,1 h 后以甲醇冲洗色谱柱 ,无强

保留物洗脱 ,故实验只考察了样品供试液 1 h 色

谱分离情况 (图 2) 。以色谱图中第 9 号峰为参照

物峰 ,令其保留时间和峰面积均为 1 ,计算其它峰的相对保留时间和相对峰面积。结果表明 ,各峰的精密

度与重复性较好 ,相对保留时间与峰面积的 RSD 值在 1 %～4 %( n = 5) 。

复方丹参片供试液经 L C2H PL C2MS 分析 ,色谱总离子流图 (图 2a) 与 PDA 检测图 (图 2b) 基本吻合 ,

但总离子流图基线噪声相对较大 ,分辨率也差一些。根据图 2a 中各峰 MSn 数据 ,推导图中 12 个主要谱

峰对应的物质见表 2。

表 2 　图 2 中 12 个主要复合物的可能化合物

Table 2 　The proposal compounds of 12 major compounds in Fig. 2

No. Time (min) Ar ( %) Compound λmax (nm) [ M + H ] + MSn ( n = 2～4)

1 2. 9 4. 8 Salvonitin 210 ,270 343 325

2 4. 5 2. 6 Unknown 212 ,258 689 527 →365 →203

3 5. 2 34. 7 Sanchinoside Rg1 208 ,274 823 3 643 →481

4 7. 5 5. 3 Unknown 212 ,234 ,278 263

5 8. 7 7. 8 Ginsenoside Rb1 206 ,244 1131 3 969 →789

6 9. 9 4. 5 Methyl tanshinonate 220 ,274 339 321

7 11. 0 10. 4 Methylenetanshinone 220 ,250 ,268 279 261

8 12. 5 1. 3 Ginsenoside Re 208 969 3 789 →643

9 13. 9 8. 5 Cryptotanshinone 264 ,271 ,295 297 279 →261

10 16. 0 4. 5 Tanshinone Ⅰ 245 277 259

11 17. 9 2. 6 Dihydroxytanshinone Ⅰ 292 279 261

12 20. 2 16. 9 Tanshinone ⅡA 269 295 277 →249

　　Noted : 3 represent [ M + Na ] + ; The datum before and after“→”represent t he parent ions and daughter ions respectively.
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Study on the Characteristic Fingerprints of Fufang
Danshen Pian by ESI2MS and HPLC2MS

MA Xiao2hong , ZHAN G Ling , CA I Min , C H EN Yong , HAN Feng2mei 3

( H ubei Provi nce Key L aboratory of B io2Technolog y of T CM , H ubei Uni versi t y , W uhan 430062)

Abstract : The characteristic fingerp rint s of t he 95 % ethanol ext ract of Fufang Danshen Pian have been

st udied by elect rosp ray ion t rap mass spect romet ry ( ESI2MS) and H PL C , respectively , and t he main

peaks existed in the ESI2MS spect ra and H PL C2MS chromatogram were qualitatively analyzed. The

characteristic fingerp rint s were valuable for the rapid fingerp rint identification of Fufang Danshen Pian.

Keywords : Fufang Danshen Pian ; ESI2MS ; H PL C ; Fingerp rint
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