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栀子甘草豉汤的 LC 2PDA2MS/MS分析及抗抑郁作用研究
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(中国药科大学药物分析教研室 ,南京 210009)

摘 　要 　目的 :建立栀子甘草豉汤的 LC2PDA2MS/MS分析方法 ,研究该传统经方的化学组成 ;初步探讨该经方的抗抑

郁作用。方法 :通过 LC2PDA 2MS/MS系统分离分析化合物 ,色谱柱为 ODS C18柱 (250 mm ×416 mm, 5μm) ;流动相为 1%乙

酸水溶液和甲醇 ;梯度洗脱 ;利用 ESI2MS/MS技术和 UV特征光谱归属主要色谱峰对应的化合物 ;采用小鼠悬尾实验 ( TST)

和强迫游泳实验 ( FST)模型 ,考察栀子甘草豉汤的抗抑郁作用。结果 :有效分离了栀子甘草豉汤中的成分 ,鉴定出其中 10

个化合物 ,这些成分分别属于环烯醚萜苷类、黄酮类和三萜皂苷类 ;首次发现该经方在小鼠悬尾和强迫游泳模型中具有抗

抑郁作用。结论 : LC2PDA2MS/MS方法能有效分离和鉴定栀子甘草豉汤中的主要化学成分 ;栀子甘草豉汤具有抗抑郁作

用 ,其药效物质成分与已识译出的化学成分群之间的关系有待进一步探讨。
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LC 2PDA2MS/MS analysis and anti2dep ressant study of Zhizi2Gancao2Chi

decoction
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Ab s trac t　A im : To establish an analytical method to study the chem ical components in Zh izi2Gancao2Chi (ZGC)

decoction, and investigate its anti2dep ressant effect1M e tho d s: An LC2PDA2MS/MS method was established and
app lied1The separation was performed on an ODS C18 column (250 mm ×416 mm, 5μm ) with a gradient elu2
tion1The mobile phase consisted of water/ acetic acid (1% , v / v) and methanol1The main components were identi2
fied according to the UV and MS1The anti2dep ressant effect was evaluated with m ice tail2suspension test and
forced swimm ing test1R e su lts: The components of the ZGC decoction were separated isolated and ten of them
were identified1These compounds are classified to iridoid glycosides, flavonoids and triterpene saponins1 In addi2
tion, its anti2dep ressant effect was observed for the first time1Co nc lu s io n: The LC2PDA2MS/MS method can ef2
fectively separate and identify the components of ZGC decoction, which has significant anti2dep ressant effect1The
relationship between the chem ical component and its anti2dep ressant effect needs further study1
Key wo rd s　Zhizi2Gancao2Ch i decoction; chem ical constituents; LC2PDA2MS/MS; anti2dep ression

　　栀子甘草豉汤出自汉代张仲景所著《伤寒

论 》,为治疗“发汗吐下后 ,虚烦不得眠 ”并“少气 ”

之良方 ,全方由栀子、甘草和淡豆豉 3味药材水煎

而成。文献 [ 1 - 3 ]分别对各单味药材的水提取成

分进行了研究 ,但关于全方煎煮后的化学成分存在

情况尚未见研究报道。文献 [ 4 - 5 ]发现栀子苷和

甘草苷分别有抗焦虑和抗抑郁作用 ,但关于栀子甘

草豉汤的抗抑郁作用尚未见研究报道。本文首次

采用动物行为绝望模型 ,初步探讨其抗抑郁作用 ;

建立 LC2PDA 2MS/MS分析方法 ,在无需中药标准

品的情况下 ,归属了方中的主要化学成分 ,这些研

究有利于栀子甘草豉汤这一经典中药复方的药效

物质基础深入研究的开展。
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　 　材 　料

111　药材和试剂

本研究所用药材均购于南京市同仁堂大药房。

栀子 (江西 ) ,经中国药科大学中药学院秦民坚教

授鉴定为茜草科植物栀子 Ga rden ia jasm inoides El2
lis的干燥果实 ;甘草 (蒙古 )鉴定为豆科植物甘草

Glycyrrh iza ura lensis Fisch1的干燥根 ;淡豆豉 S em en

S ojae P raepa ra tum 为豆科植物大豆的发酵产物。

盐酸阿米替林片剂 (AM I,常州四药制药有限公司 ,

批号 0702134)。

甲醇 (特级纯 ,批号 81646)购于江苏汉邦科技

有限公司 ,乙醇 (分析纯 ,批号 061010883)和乙酸

(分析纯 ,批号 070710518)均购于南京化学试剂有

限公司。

112　仪 　器

FinniganTM TSQ Quantum D iscovery Maxim LC2
MS/MS系统 ,具电喷雾离子源 ( ESI)、Finnigan Sur2
veyor液相泵、自动进样器、柱温箱和 PDA检测器 ;

TGL216B型台式离心机 (上海安亭科学仪器厂 ) ;

AEU2210电子分析天平 (日本岛津公司 )。数据采

集与处理采用 Xcalibur 210软件。

113　动 　物

清洁级昆明种小鼠 ,雄性 ,体重 (20 ±2) g,由

扬州大学比较医学中心提供 ,动物合格证号 : SCXK

(苏 200720001)。饲养条件 :室温 ( 25 ±2) ℃,保

持 12 h昼夜节律 ,自由饮水进食 ,适应环境 7 d。

　 　方 　法

211　LC2PDA 2MS/MS分析

21111　供试品溶液的制备 　取粉碎的栀子 415 g,

甘草 1516 g,淡豆豉 2510 g,加入水 360 mL,浸泡

015 h,水浴回流提取 1 h,提取 2次 ,四层纱布过

滤 ,合并滤液 ,浓缩至 50 mL。取 1 mL加入 95%乙

醇沉淀 ,醇沉浓度约为 70% ,静置 24 h,取上清液

高速离心 (16 000 r/m in) 15 m in,进样 20μL。

21112　液相色谱条件　色谱柱 : L ichrospher C18 (250

mm ×416 mm, 5μm) ;柱温 : 25 ℃,流速 : 1 mL /m in 。

1%乙酸水溶液 (A) /甲醇 (B)梯度洗脱 ,洗脱程序如

下 : 0 m in, 10% B; 25 m in, 40% B; 35 m in, 43% B; 52

m in, 60% B; 76 m in, 72% B; 81 m in, 74% B,柱后分

流 ,分流比为 1∶4。PDA检测器记录 230～400 nm的

光谱数据 ,选择 250 nm作为紫外检测波长。

21113　质谱条件 　LC /MS系统采用 ESI离子源 ,

在正离子模式与负离子模式下分别采集数据。数

据采集范围 m / z 100～1 500。离子源参数 :毛细管

温度 350 ℃,源喷雾电压 4 500 V,鞘气 (N2 )压

4135 kPa,源内碰撞诱导解离 ( C ID )电压 10 V,碰

撞能 30 eV。

212　抗抑郁作用实验

21211　供试品溶液制备　按照“21111”项下水煎液

制备方法制备栀子甘草豉汤水煎液 ,高、中、低 3个

剂量的生药浓度分别为 0160, 0130和 0115 g/mL。

21212　动物分组及给药方式 　雄性小鼠随机分成

5组 ,每组 10只 ,每日上午 8: 00给药 1次 ,连续给

药 7 d,第 7天给药后 1 h进行实验。阳性对照组

给药剂量为 1215 mg/kg;给药组高、中、低剂量组

分别为 30, 15, 715 g/kg; 空白组给予蒸馏水

1 mL /20 g,以上均灌胃给药。

21213　小鼠悬尾实验 　小鼠空腹灌胃实验药或蒸

馏水后 1 h,将小鼠尾部 2 cm的部位用胶布固定于

铁架台边缘 ,使小鼠头向下悬挂。保持室内温度

(25 ±2) ℃,室内为自然光线照射 ,并保持安静。

小鼠活动时开动秒表 ,观察 6 m in,记录后 5 m in内

累积不动时间。

21214　小鼠强迫游泳实验 　将小鼠放进一个有限

的空间使之游泳 ,开始时拼命游动力图逃脱 ,很快就

变成漂浮不动状态 ,四肢偶尔划动以保持身体不沉 ,

这种状态视作不动状态。水温 (23 ±2) ℃,放入小

鼠使游泳 6 m in,记录后 5 m in内累积不动时间。

21215　统计学处理 　数据均以 x ±s表示 ,采用 t

检验 ,进行统计学分析 ,显著性检验采用 SPSS 1210

统计软件进行 One2W ay ANOVA 检验。 P < 0105

认为有显著性差异 , P < 0101认为有非常显著性

差异。

　 　结果与讨论

311　栀子甘草豉汤的 LC2MS色谱分析条件的

建立

本文建立了 LC2MS色谱分析方法 ,该方法能

使栀子甘草豉汤中化学成分得到良好的分离。在

比较了等度洗脱和梯度洗脱后发现 ,梯度洗脱程序

使样品中不同极性的组分获得了分离 ,并且在

90 m in内即可完成一个复杂样本的分析 ,大大缩短
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了分析时间。因本方含有黄酮和有机酸类 ,并根据

LC2MS对流动相的要求 ,在流动相的水相中加入

适量乙酸以改善峰形。结果表明 ,加入 1%乙酸

后 ,各峰峰形良好 ,各成分得到较好的分离 ,并且在

正离子检测模式下得到良好的信号。

312　栀子甘草豉汤中化学成分的归属与鉴别

在实验过程中 ,用 PDA检测器对 210～400 nm

各波长下的色谱图进行全扫描 ,选择 250 nm作为

紫外检测波长 ,得到了 UV色谱图 (图 1, A)。

由于中药复方成分复杂 ,为获得全面的信息 ,

采用在正、负离子模式下对栀子甘草豉汤的样本进

行扫描 ,分别得到正、负总离子流色谱图 (图 1, B～

C)。结合 ESI正、负离子检测模式所得的加合离

子信息 ,可以确定主要色谱峰对应化合物的分子质

量 ,再根据加合离子和碎片离子的存在状态和

PDA测得的光谱特征 (表 1) ,归属了 10个色谱峰

对应的化合物 ,它们的结构见图 2～4,分别系环烯

醚萜苷类、黄酮类和三萜皂苷类。

F igure 1　HPLC2PDA chromatogram s of Zhizi2Gancao2Chi ( ZGC) decoction at 250 nm (A) , the total ions chromatogram in positive mode (B ) and

negative mode (C)

Table 1　MS/MS data of ( + ) ESI2MS and ( - ) ESI2MS, and the identification results of the constituents of ZGC decoction

Peak tR /m in Identification
MS

Positive ion (m / z) Negative ion (m / z)
λmax (UV)

1 18198 Genip in212β2D2gentiobio2
side

573 [M +Na ] + , 551 [M + H ] + ,

389 [M + H2glc ] + ,

371 [M + H2glc2H2O ] + ,

227 [ (M + H) 22 ×glc ] + ,

209 [ (M + H) 22 ×glc2H2O ] +

549 [M - H ] - ,

387 [M - H - glc ] - ,

225 [M - H - 2 ×glc ] - ,

207 [M - H - 2 ×glc2H2O ] -

241

2 22138 Geniposide 799 [ 2M +Na ] + ,

411 [M +Na ] +

389 [M + H ] + ,

227 [M + H - glc ] +

447 [M + CH3 COO ] - ,

387 [M - H ] -

225 [M - H - glc ] -

222,

239

3 28189 L iquiritin 441 [M +Na ] + ,

419 [M + H ] + ,

257 [M + H - glc ] +

417 [M - H ] - ,

255 [M - H - glc ] -

234,

277,

312

4 39193 6″2O 2p2Coumaroylgenip in2
gentiobioside

719 [M +Na ] + ,

697 [M + H ] + ,

309 [M + H - gen ] +

777 [M + CH3 COO ] - ,

695 [M - H ] -

242,

314

5 41148 Isoliquiritin ap ioside 573 [M +Na ] + ,

419 [M + H - ap l] +

549 [M - H ] - ,

417 [M - H - ap l] - ,

255 [M - H - ap l - glc ] -

250,

308,

363

6 42179 Isoliquiritin 441 [M +Na ] + ,

419 [M + H ] + ,

257 [M + H - glc ] +

417 [M - H ] - ,

255 [M - H - glc ] -

236,

279,

321,

362
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Continued

Peak tR /m in Identification
MS

Positive ion (m / z) Negative ion (m / z)
λmax (UV)

7 46154 Daidzein 255 [M + H ] + ,

237 [M + H - H2O ] + ,

227 [M + H - CO ] + ,

209 [M + H - CO2 ] + ,

199 [M + H - 2CO ] + ,

181 [M + H - 2CO - H2O ] +

253 [M - H ] - 250,

291

8 64152 L icorice2saponin A3 985 [M + H ] + ,

809 [M + H - gluA ] + ,

615 [M + H - 2 ×gluA - H2O ] + ,

453 [M + H - 2 ×gluA - H2O - glc ] +

983 [M - H ] - 251

9 75134 L icorice2saponin G2 839 [M + H ] + ,

487 [M + H - 2 ×gluA ] + ,

469 [M + H - 2 ×gluA - H2O ] +

837 [M - H ] - 251

10 79193 Glycyrrhizinic acid 845 [M +Na ] + ,

823 [M + H ] + ,

647 [M + H - gluA ] + ,

471 [M + H - 2 ×gluA ] + ,

453 [M + H - 2 ×gluA - H2O ] +

821 [M - H ] - 251,

337

Note: glc = glucose; ap l = ap iose; gen = gentiobiose; gluA = glucuronic acid

31211　环烯醚萜苷类 　环烯醚萜苷类化合物具有

羰基与双键构成的共轭体系 ,若含有β2不饱和羰基

官能团、共轭双键有一个在环内 ,则在 230～240 nm

波长范围内有最大吸收 [ 6 ]。1、2和 4号峰的紫外吸

收峰形十分相似 ,最大吸收波长在 239～242 nm的

范围内 ,且除末端吸收外只具有一个最大吸收波长 ,

故证实这 3个化合物同为环烯醚萜苷类。

化合物 1和化合物 2分别有 m / z 573和 551、

m / z 411和 389的碎片离子 ,二者相对分子质量相

差 22,由分子加 Na和 H离子产生 ,并且都产生中

性丢失葡萄糖基 ( 162 D )的系列碎片 ,再结合文

献 [ 7 ]可归属京尼平 212β2D2龙胆二糖苷 (1 )和栀子

苷 ( 2 )。在化合物 4的 MS图中也存在类似的情

形 ,有加合离子 m / z 719 [M + Na ]
+ 和 697 [M +

H ]
+

, m / z 697 [M + H ]
+ 离子经碰撞诱导解离

(C ID)丢失 388 D得到碎片离子 m / z 309,为脱去

龙胆二糖基所得 ,根据分子离子信息可推断为 6″2
O 2对香豆酰京尼平龙胆二糖苷 (4)。

31212　黄酮类 　黄酮类化合物因分子中存在桂皮

酰基及苯甲酰基组成的交叉共轭体系 ,故其甲醇溶

液在 200～400 nm的区域内存在两个主要的紫外

吸收带 ,称为峰带 I( 300～400 nm )及峰带 II( 220

～280 nm)。而二氢黄酮和异黄酮因 B 2环不与吡

喃酮环上的羰基共轭 ,故带 I较弱 ,仅在主峰的长

波方向有一肩峰。二氢黄酮的主峰在 270 ～

295 nm范围内 ,异黄酮的主峰在 245～270 nm范围

内 [ 6 ]。据此可知 , 7号峰在 250 nm处有一个最大

吸收波长 ,为异黄酮类 ,而 3、6号峰分别在 277 nm

和 279 nm处有最大吸收波长 , 5号峰由于多了一

个共轭体系引起波带红移 ,故最大吸收波长在

308 nm处 ,可知 3、5、6号峰为二氢黄酮类。

F igure 2　Structures of iridoid glycosides in ZGC decoction
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化合物 3和化合物 6的碎片离子几乎一致 ,都

有 m / z 441[M +Na ] + 、419 [M + H ] + 、257 [M + H -

glc ] +和 m / z 417[M - H ] - 、255 [M - H - glc ] - 等分

子离子峰和碎片离子峰 ,故推测二者为同分异构体

甘草苷和异甘草苷。再根据文献 [ 8 ]报道和紫外光

谱的差异 ,可知由于异甘草苷的结构中多一个共轭

双键 ,使最大吸收波长红移 ,确定两者为甘草苷 (3)

和异甘草苷 (6)。化合物 5在正、负离子模式下的主

要碎片离子分别为 m / z 573 [M +Na ] + 、419 [M + H

- ap l] + 、549[M - H ] - 、417 [M - H - ap l ] - 、255 [M

- H - glc ] - ,结合文献 [ 8 ]可知此化合物是相对分

子质量为 550的芹糖异甘草苷 (5)。淡豆豉中的大

豆苷元 (7)为大豆异黄酮的主要组成分 ,在正离子

模式下易脱掉 CO、CO2、H2O等中性小分子。

F igure 3　Structure of flavonoids in ZGC decoction

31213　三萜皂苷类 　三萜皂苷只有一个与羰基共

轭的双键 ,紫外吸收强度较弱 ,最大吸收波长应在

210～250 nm范围之内。由 PDA检测图可知 , 8、9、

10号峰都只有一个最大吸收波长 251 nm,吸收强

度较弱 ,并且都来源于甘草 ,极性较小 ,故推测为三

萜皂苷类。

F igure 4　Structure of triterpene saponins in ZGC decoction

化合物 8、9和 10在正离子模式下脱去葡萄糖

醛酸 (176 D ) ,产生一系列碎片离子 ,而在负离子

模式下只有一个减去 H
+的分子离子峰 ,根据各自

的相对分子质量可知分别为甘草皂苷 A3 ( 8 )、甘

草皂苷 G2 (9)和甘草酸 (10)。

313　栀子甘草豉汤的抗抑郁作用

小鼠悬尾实验 ( TST)和强迫游泳实验 ( FST)

广泛用于抗抑郁药物的初筛 ,方法简便、快捷、可

靠 [ 9 - 10 ]。TST和 FST结果见表 2,可知与空白组比

较 ,栀子甘草豉汤高、中剂量在给药 7 d后显著缩

短小鼠悬尾不动时间和游泳不动时间 ,证实了栀子

甘草豉汤的抗抑郁作用。
Table 2　Effect of ZGC decoction and am itrip tyline (AM I) ig for 7 days

on m ice duration of immobility in tail2suspension test( TST) and forced

swimm ing test( x ±s, n = 10)

Group
Dose /

( g/kg)

Duration of immobility/ s

TST FST

Control 12418 ±4311 12110 ±5417

AM I 01012 5 3216 ±2316 3018 ±2419

ZGC decoction 30 5719 ±32163 3 3215 ±27103 3

15 7812 ±31143 3 5217 ±23133 3

715 9918 ±4419 7613 ±5616

3 P < 0105, 3 3 P < 0101 vs control group

　 　结 　论

在中药有效成分的分析过程中 ,质谱起着越来

越重要的作用。将 LC2PDA2MS联用获得的信息进

行综合分析 ,可以在没有对照品的情况下识译出分

析样本中的有关成分 ,一定程度上可以解决中药复

杂体系中化学成分缺少对照品的瓶颈问题。本文

初步探讨了栀子甘草豉汤的抗抑郁作用并分离归

属了方中的主要成分 ,其活性成分与已识译出的化

学成分群之间的关系有待于进一步探讨。
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·新信息·

全球正在研发的药物新制剂

11复方制剂
●局部用黏膜制剂 bimatop rost +噻吗洛尔 ( timolol) ,前列腺素 F2α激动剂 ,β肾上腺素受体拮抗剂 ,前列腺素 FP受体

激动剂 ,用于治疗青光眼。研发单位 : A llergan公司
●药物复方制剂 ,卡泊三醇 +倍氯米松 ( calcipotriene + beclometasone) ,维生素 D受体激动剂 ,糖皮质激素激动剂 ,花

生四烯酸拮抗剂 ,用于银屑病治疗。研发单位 : Leo公司
●口服药物复方制剂 ,奥美沙坦 +氨氯地平 +氢氯噻嗪 (olmesartan + am lodip ine + hydrochlorothiazide) ,血管紧张素 Ⅱ1

拮抗剂 ,钙通道拮抗剂 ,噻嗪类利尿药 ,用于 Ⅲ期高血压治疗。研发单位 : Daiichi Sankyo公司

21微囊制剂
● 24 h以上缓释制剂 ,纳曲酮 ( naltrexone) ,阿片μ、κ受体拮抗剂 ,酒瘾戒断药。研发单位 : A lkermes公司
●口服 , 24 h缓释微囊制剂 ,卡维地洛 ( carvedilol) ,β1、β2、α1肾上腺素受体拮抗剂 ,用于高血压 ,心力衰竭。研发单

位 : GlaxoSm ithKline公司

31植入剂
●眼内注射 , 24 h以上缓释制剂 ,更昔洛韦 ( ganciclovir) , DNA引导的 DNA聚合酶抑制剂 ,巨细胞病毒感染 ,抗病毒

药。研发单位 : Bausch & Lomb公司

41透皮制剂
● Oxychlorine compounds,氧化剂 ,糖尿病并发症 ,皮肤病感染。研发单位 : Oculus Innovative Sciences公司

51干粉吸入剂
●局部用吸入剂 ,糠酸莫米松 (mometasone furoate) ,糖皮质激素激动剂 ,花生四烯酸拮抗剂 ,免疫抑制剂 ,平喘药。研

发单位 : Schering2Plough公司
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