
山东大学学报(理学版)２０２５ 年 ９ 月 第 ６０ 卷 第 ９ 期
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ(Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ)ꎬ Ｖｏｌ.６０ꎬ Ｎｏ.９ꎬ ２０２５ ｈｔｔｐ:∥ｌｘｂｗｋ.ｎｊｏｕｒｎａｌ.ｓｄｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

收稿日期:２０２５￣０３￣１２ꎻ 网络出版时间:２０２５￣０７￣１０ １３:５４:０１
基金项目:国家自然科学基金资助项目(８２３７４１４０)
第一作者:宁书怡(１９９９— )ꎬ女ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为中药分析化学. Ｅ￣ｍａｉｌ:ｎｉｎｇｓｈｕｙｉ０９２０＠ １２６.ｃｏｍ
∗通信作者:冯心池(１９８８— )ꎬ女ꎬ副教授ꎬ博士ꎬ研究方向为中药学. Ｅ￣ｍａｉｌ:ｘｉａｏｃｈｉ０２１１＠ １６３.ｃｏｍ

　 文章编号:１６７１￣９３５２(２０２５)０９￣００１０￣１４　 　 　 ＤＯＩ:１０.６０４０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７１￣９３５２.０.２０２５.０６９

基于 ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 技术的龙血竭成分定性定量分析

宁书怡ꎬ戴召媛ꎬ冯心池∗

(天津中医药大学中药学院ꎬ 天津 ３０１６１７)

摘要:基于超高效液相色谱－四极杆－静电场轨道阱高分辨质谱(ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ)技术鉴定龙血竭中的化学成分ꎬ并建

立同时测定龙血竭中主要成分含量的分析方法ꎮ 采用色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８(１.７ μｍꎬ ２.１×１００ ｍｍ)ꎬ含 ０.１％
甲酸的乙腈－水为流动相ꎬ高能电喷雾离子源(ＨＥＳＩ)ꎬ负离子模式扫描ꎮ 结合各化合物的精确分子质量、二级质谱碎片信息和

文献报道数据及对照品比对ꎬ鉴定龙血竭中的化学成分ꎮ 建立基于 ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 技术同时测定龙血竭中龙血素 Ａ、
龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮质量分数的分析方法ꎮ 定量分析方法以 ０.１％甲酸水(Ａ)与 ０.１％
甲酸乙腈(Ｂ)为流动相ꎮ 梯度洗脱程序:０~２ ｍｉｎꎬ ２２％ ~４５％Ｂꎻ ２~６ ｍｉｎꎬ ４５％Ｂꎻ ６~ ７ ｍｉｎꎬ ４５％ ~ ９５％Ｂꎻ ７~ ８ ｍｉｎꎬ ９５％ ~
２２％Ｂꎻ ８~１１ ｍｉｎꎬ ２２％Ｂꎮ 流速为 ０.２５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温为 ３５ ℃ꎻ进样量为 ５ μＬꎮ ＨＥＳＩ 源ꎬ负离子模式下平行反应监测(ｐａｒａｌｌｅｌ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬ ＰＲＭ)扫描ꎬ毛细管温度为 ３５０ ℃ꎬ喷雾电压为 ２.８ ｋＶꎬＳ￣透镜水平为 ３５ ｋＶꎬ鞘气流速为 ３５ ａｒｂꎬ辅助气流

速为 １０ ａｒｂꎮ 结果表明ꎬ在龙血竭药材中ꎬ鉴定出 ２５ 个化合物ꎬ其中黄酮类化合物 ２２ 个ꎬ二苯乙烯类化合物 ３ 个ꎬ共 ９ 个化合

物经与对照品比对而准确鉴定ꎮ 选择龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮为质量分数测定

的指标成分ꎬ６ 个成分在各自的质量浓度范围内线性关系良好(ｒ≥０.９９９ ２)ꎬ精密度、重复性、稳定性均符合相关要求ꎬ加样回

收率为 ９２.２％ ~１０５.０％ꎮ 对 １４ 批龙血竭药材进行质量分数测定ꎬ方法可行ꎮ 龙血素 Ｂ 在龙血竭中的质量分数为 ０.４１％ ~
７.２５％ꎬ是 ６ 个指标成分中质量分数最高的化学物质ꎮ 综上ꎬ本研究在龙血竭化学成分系统分析的基础上ꎬ建立 ６ 种主要成分

的质量分数测定方法ꎬ为龙血竭的药效物质基础与质量控制提供参考ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｂａｓｅｄ ｏｎ ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳꎬ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ. Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｅｍｐｌｏｙｅｄ
ｉｓ ａｎ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ (１.７ μｍꎬ ２.１×１００ ｍｍ) ｃｏｌｕｍｎꎬ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ａ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ￣ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０.１％
ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ. Ａ ｈｉｇｈ￣ｅｎｅｒｇｙ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｓｏｕｒｃｅ (ＨＥＳＩ) ｕｓｅｄ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ. Ｂｙ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｕｎｄꎬ ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ｔｈｅ ｄａｔａ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｗｉｔｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓꎬ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬ ａｎｄ ａ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ａꎬ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｂꎬ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｃꎬ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｄꎬ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌꎬ
ａｎｄ ７ꎬ４′－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ ｉｎ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ. Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｅｄ ０.１％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｗａｔｅｒ (Ａ) ａｎｄ ０.１％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ (Ｂ) ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅꎬ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ:
０－２ ｍｉｎꎬ ２２％－４５％Ｂꎻ ２－６ ｍｉｎꎬ ４５％Ｂꎻ ６－７ ｍｉｎꎬ ４５％－９５％Ｂꎻ ７－８ ｍｉｎꎬ ９５％－２２％Ｂꎻ ８－１１ ｍｉｎꎬ ２２％Ｂ. Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ
０.２５ ｍＬ / ｍｉｎ ａｎｄ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ ３５ ℃. Ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ ５ μＬ. ＨＥＳＩ ｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ
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ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ (ＰＲＭ) ｓｃａｎ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄꎬ ｗｉｔｈ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｅｔ ａｓ ３５０ ℃ꎬ ｓｐｒａｙ ｖｏｌｔａｇｅ ｓｅｔ ａｓ ２.８ ｋＶꎬ
Ｓ￣ｌｅｎｓ ｌｅｖｅｌ ｓｅｔ ａｓ ３５ ｋＶꎬ ｓｈｅａｔｈ ｇａｓ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｓｅｔ ａｓ ３５ ａｒｂꎬ ａｕｘｉｌｉａｒｙ ｇａｓ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｓｅｔ ａｓ １０ ａｒｂ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ２５
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓꎬ ２２ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ３ ｓｔｉｌｂｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄꎬ ９ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｅｘａｃｔｌｙ. Ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ａꎬ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｂꎬ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｃꎬ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｄꎬ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌꎬ ａｎｄ ７ꎬ４′－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓｉｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｗａｓ ｇｏｏｄ (ｒ≥０.９９９ ２) ｉｎ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｒａｎｇｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎꎬ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｍｅｔ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ９２.２％－１０５.０％. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ｆｅａｓｉｂｌｅ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ １４ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ. Ｔｈｅ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｂ ｉｓ ０.４１％－７.２５％ꎬ
ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ６ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ. Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙꎬ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓꎬ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ６ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｔｏ
ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ ｍａｔｅｒｉａｌ ｂａｓｉｓ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓꎻ ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳꎻ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓꎻ ｌｏｕｒｅｉｒｉｎ Ｂ

０　 引言

龙血竭 Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ 是百合科植物剑叶龙血树 Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｏｕｒ.)Ｓ.Ｃ.Ｃｈｅｎ 的含脂木

材经提取得到的树脂ꎬ为我国傣族传统药物ꎬ具有悠久的应用历史[１]ꎮ 龙血竭味甘、咸ꎬ归肺、脾、肾经ꎬ用于

治疗跌打损伤、外伤出血、疮疡不敛等[２]ꎮ 现代药理学研究表明ꎬ龙血竭具有活血化瘀、促进皮肤修复、抗炎

杀菌、降糖降脂、抗肿瘤、抗血小板聚集、抗肺纤维化等药理作用[３]ꎮ 在临床上ꎬ龙血竭已经应用于多个科

室ꎬ如心血管内科、妇科、肛肠科等ꎬ具有极大的市场与开发潜力[４]ꎮ
目前ꎬ龙血竭尚未被中国药典收载[５]ꎮ 关于龙血竭的质量标准ꎬ主要收录在地方标准中ꎬ如贵州省中药

材民族药材质量标准、江西省中药饮片炮制规范、云南省中药饮片标准、天津市中药饮片炮制规范等ꎮ 上述这

些标准中ꎬ均以龙血素 Ｂ 为质量分数测定指标成分ꎬ且要求龙血竭药材与饮片中龙血素 Ｂ 的质量分数不得少于

０.４０％ꎮ 同时ꎬ２０２０ 版中国药典收载了复方龙血竭胶囊ꎬ该中成药由龙血竭、三七和冰片组成ꎬ针对该胶囊中的

龙血竭ꎬ药典对其中龙血素 Ａ 与龙血素 Ｂ 的质量分数总和进行了规定[５]ꎮ 可见ꎬ将龙血素 Ａ 等其他主要成分

纳入龙血竭的质量分数测定体系ꎬ将会更加全面地反映龙血竭的质量ꎮ
化学成分研究表明ꎬ黄酮类与二苯乙烯类成分是龙血竭的主要成分ꎬ以龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、

龙血素 Ｄ、７ꎬ４′－二羟基黄酮、芹菜素、甘草素、异甘草素以及白藜芦醇和紫檀芪为代表[６]ꎮ 目前已报道的龙

血竭质量分数测定方法主要是应用分光光度法、液相色谱法、气相色谱法、液质联用法等技术同时检测上述

成分中的一个或几个ꎬ仍不能反映龙血竭的质量全貌[７￣１０]ꎮ
超高效液相色谱串联四极杆静电场轨道阱质谱(ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ)技术是近年来快速发展的液质

联用技术ꎬ具有分辨率高、精度好、定性和定量能力强等特点ꎬ是复杂体系分析中的常用分析技术手段ꎮ 主要

应用:(１)蛋白质组学分析:检测和鉴定蛋白质的种类、含量、纯度等[１１]ꎻ(２)表观遗传学:检测 ＤＮＡ、蛋白质

的修饰情况ꎻ(３)小分子代谢组学:检测和定量分析小分子代谢物[１２]ꎻ(４)食品安全和环境监测:检测有害物

质和环境污染物[１３]ꎮ 并在中药分析领域也展现出了极大的应用前景ꎬ目前主要用于中药成分分析、中药小

分子代谢物分析鉴定等[１４]ꎮ 本研究基于 ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 技术ꎬ在系统分析龙血竭化学成分的基础

上ꎬ首次建立了同时测定龙血竭中龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮 ６
种主要成分的分析方法ꎮ 同时ꎬ应用该方法对市售 １４ 批次龙血竭药材进行分析比较ꎬ为龙血竭的药效物质

基础与质量控制研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 药品与试剂

１４ 批次龙血竭均购自药材市场ꎬ经天津中医药大学中药学院中药资源教研室李先宽副教授鉴定为来源

于百合科植物龙血树的中药龙血竭ꎬ其中ꎬ第 ７ 批与第 １４ 批药材产自广西ꎬ其余均产自云南ꎮ 龙血素 Ａ、龙
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血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇、７ꎬ４′－二羟基黄酮、金合欢素、芹菜素、紫檀芪(批号:Ｂ２０７６７、Ｂ２０７６８、
Ｂ５０５５１、Ｂ５０４７４、Ｂ２００４４、Ｂ５０５５０、Ｂ２０６２７、Ｂ２０９８１ 和 Ｂ２１７０２ꎬ上海源叶生物科技有限公司ꎬ质量分数均

≥９８％)ꎮ 甲醇、乙腈、甲酸(质谱级ꎬＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ纯净水(屈臣氏集团有限公司)ꎮ
１.２　 实验仪器

ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 液质联用系统(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻＫＱ￣８００￣ＤＥ 型超声波清洗器(昆山

市超声仪器有限公司)ꎻＳ２００￣２３０Ｖ￣ＥＵ 型涡旋混合器(美国 Ｌａｂｎｅｔ 公司)ꎻ可调式移液器(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司)ꎮ
１.３　 实验方法

１.３.１　 龙血竭的化学成分分析

供试溶液与对照品溶液的制备:取龙血竭粉末 １０ ｍｇꎬ精密称定ꎮ 置于 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ精密加入 １ ｍＬ
质谱级甲醇ꎬ涡旋使样品溶解均匀ꎬ超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ超声频率为 ４５ ｋＨｚꎬ放冷ꎬ０.２２ μｍ 微孔薄膜过滤ꎬ即得

样品溶液ꎮ
取龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮标准品适量ꎬ精密称定ꎮ 精密

加入适量质谱级甲醇ꎬ配成浓度为 １ ｍｇ / ｍＬ 的储备液ꎮ 吸取各 １ ｍｇ / ｍＬ 对照品储备液适量ꎬ用 ５０％甲醇水

配制成 １ μｇ / ｍＬ 混合标准品溶液ꎮ
色谱条件:色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８(１.７ μｍꎬ ２.１×１００ ｍｍ)ꎬ０.１％甲酸水(Ａ)与０.１％甲酸

乙腈(Ｂ)梯度洗脱ꎮ 洗脱程序:０ ~ ３ ｍｉｎꎬ ２２％ ~ ３１％Ｂꎻ ３ ~ ９ ｍｉｎꎬ ３１％ ~ ４５％Ｂꎻ ９ ~ １６ ｍｉｎꎬ ４５％Ｂꎻ １６ ~
１９ ｍｉｎꎬ ４５％ ~８５％Ｂꎻ １９~２１ ｍｉｎꎬ ８５％ ~２２％Ｂꎻ ２１~２４ ｍｉｎꎬ ２２％Ｂꎮ 流速 ０.２５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温３５ ℃ꎻ样品室

温度 ４ ℃ꎻ进样量 ５ μＬꎮ
质谱条件:高能电喷雾离子源(ＨＥＳＩ 源)ꎬ在负离子模式下扫描ꎬ毛细管温度为 ３５０ ℃ꎬ喷雾电压为

２.８ ｋＶꎬＳ￣透镜水平为 ３５ ｋＶꎬ鞘气和辅助气均为高纯氮气(纯度>９９.９９％)ꎬ鞘气流速为 ３５ ａｒｂꎬ辅助气流速

为 １０ ａｒｂꎮ 一级扫描模式:扫描范围为 １００ ~ １ ５００ Ｄａꎬ分辨率为 ７ ０００ꎮ 二级扫描模式:采用平行反应监测

(ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬ ＰＲＭ)模式扫描ꎬ分辨率 １７ ５００ꎮ
１.３.２　 龙血竭主要成分质量分数测定

供试品与对照品配制:取 １４ 批次市售龙血竭药材粉末各 ５０ ｍｇ 于锥形瓶中ꎬ精密称定ꎮ 加入２５ ｍＬ
７５％分析甲醇使其充分溶解ꎬ５０％功率超声 ３０ ｍｉｎ 进行提取ꎬ取出放冷后补足失重ꎬ吸取 １ ｍＬ 提取液在

１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ转速下离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取上清液适量ꎬ用 ５０％质谱甲醇稀释至 ２００ μｇ / ｍＬꎬ１４ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心

１０ ｍｉｎꎬ吸取 ２００ μＬ 样品溶液用于进样分析ꎮ
取龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、白藜芦醇标准品各２ ｍｇꎬ精密称定ꎻ龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ 和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮标

准品各 １ ｍｇꎬ精密称定ꎮ 分别加入适量质谱级甲醇ꎬ分别得到浓度为 ２ ｍｇ / ｍＬ 和 １ ｍｇ / ｍＬ 的的对照品溶

液ꎮ 精密吸取各标准品储备液适量ꎬ用 ５０％甲醇稀释后得到系列梯度浓度对照品溶液ꎮ 龙血素 Ａ、龙血素

Ｃ、７ꎬ４′－二羟基黄酮的质量浓度:１００.０、３００.０、５００.０、７００.０、９００.０、１ １００、１ ３００、１ ５００ ｎｇ / ｍＬꎻ龙血素 Ｂ 和白藜

芦醇的质量浓度:２００.０、６００.０、１ ０００、１ ４００、１ ８００、２ ２００、２ ６００、３ ０００ ｎｇ / ｍＬꎻ龙血素 Ｄ 的质量浓度:２０.００、
２１０.０、４００.０、５９０.０、７８０.０、９７０.０、１ ０６０、１ ２５０ ｎｇ / ｍＬꎮ

色谱条件:色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８(１.７ μｍꎬ ２.１×１００ ｍｍ)ꎬ０.１％甲酸水(Ａ)与 ０.１％甲酸

乙腈(Ｂ)梯度洗脱ꎮ 洗脱程序为:０ ~ ２ ｍｉｎꎬ ２２％ ~ ４５％Ｂꎻ ２ ~ ６ ｍｉｎꎬ ４５％Ｂꎻ ６ ~ ７ ｍｉｎꎬ ４５％ ~ ９５％Ｂꎻ
７~８ ｍｉｎꎬ ９５％ ~２２％Ｂꎻ ８~１１ ｍｉｎꎬ ２２％Ｂꎮ 流速 ０.２５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温 ３５ ℃ꎻ样品室温度 ４ ℃ꎻ进样量 ５ μＬꎮ

质谱条件:高能电喷雾离子源(ＨＥＳＩ 源)ꎬ负离子模式下扫描ꎬ毛细管温度为 ３５０ ℃ ꎬ喷雾电压为

２.８ ｋＶꎬＳ￣透镜水平为 ３５ ｋＶꎬ鞘气和辅助气均为高纯氮气(纯度>９９.９９％)ꎬ鞘气流速为 ３５ ａｒｂꎬ辅助气流

速为１０ ａｒｂꎮ 采用 ＰＲＭ 模式扫描ꎮ 龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮

的 ＰＲＭ 扫描 ｍ/ ｚ 分别为 ２８５.１１３ ２３、３１５.１２３ ８０、２７１.０９７ ５８、２８７.０９２ ５０、２２７.０７１ ３７ 和 ２５３.０５０ ６３ꎻＮＣＥ 分别为

４０、４０、２５、２０、５３ 和 ６０ꎮ
方法学考察:按照 ２０２０ 年版«中国药典»“分析方法验证指导原则”对该方法的线性、精密度、重复性、稳定

性、加样回收率、检测限和定量限进行考察[１５]ꎮ
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１.３.３　 数据处理

根据测得的各化合物的精确分子质量ꎬ并结合二级质谱碎片信息和文献报道数据及对照品比对ꎬ对各化

合物进行定性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 基于 ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 技术的龙血竭化学成分鉴定

采集化合物一级质谱数据ꎬ通过 Ｘｃａｌｉｂｕｒ 工作站对所鉴定得到的化学成分进行筛选ꎬ在 ＰＲＭ 模式下进

行二级扫描ꎬ采集化合物碎片离子信息ꎮ 在总离子流图中对化合物进行精确分子量提取ꎬ各化合物提取离子

流色谱图见图 １ꎮ 最终根据[Ｍ－Ｈ] －分子离子峰结合参考文献信息及与标准品对比ꎬ对色谱峰的二级质谱

进行研究ꎬ从龙血竭中共鉴定了 ２５ 个化合物ꎬ其中黄酮类化合物 ２２ 个ꎬ二苯乙烯类化合物 ３ 个ꎬ化合物的准

确相对分子量和离子碎片信息如表 １ 所示ꎮ
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ＮＬ:归一化响应水平ꎻＲ１—Ｒ２５:龙血竭的 ２５ 个成分ꎮ
图 １　 龙血竭提取物中 ２５ 个化合物的提取离子流图

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ２５ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｆ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ ｅｘｔｒａｃｔ

表 １　 龙血竭化学成分鉴定结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ

编号 ｔＲ / ｍｉｎ 化合物 分子式
母离子

测定值 ｍ / ｚ
理论值
ｍ / ｚ

误差 /
１０－６

二级碎片
ｍ / ｚ

１∗ ３.２８ 　 金合欢素 Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ２８３.０６１ ４ ２８３.０６１ ２ ０.７１
２６８.０３７ ３ꎬ ２４０.０４２ ６ꎬ １９６.０５２ ２ꎬ
１５１.００２ ７ꎬ １４７.００４ ７ꎬ １１７.０３３ ３ꎬ
１０７.０１２ ６ꎬ １３３.０２７ ９

２ ３.３３ 　 ３ꎬ７ꎬ４′－三羟基－５－甲氧
基高异黄烷酮

Ｃ１７Ｈ１６Ｏ６ ３１５.０８７ ６ ３１５.０８７ ４ ０.６３ ２９７.０７６ ５ꎬ ２８２.０５３ ７ꎬ ２０９.０４４ ９ꎬ
１８１.０４９ ７ꎬ １６５.０１８ ３ꎬ １３９.０３８ ９

３∗ ３.９１ 　 ７ꎬ４′－二羟基黄酮 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ４ ２５３.０５０ ７ ２５３.０５０ ６ ０.４０ ２２４.０４７ ３ꎬ １５３.０１８ ４ꎬ １３５.００７ ６ꎬ
１１７.０３３ ４ꎬ ９１.０１７ ６

４ ４.０４ 　 ５ꎬ７－二甲氧基黄酮 Ｃ１７Ｈ１４Ｏ４ ２８１.０８２ ２ ２８１.０８１ ９ １.０７
２６６.０５８ ４ꎬ ２５８.２５０ ７ꎬ ２３８.０６３ １ꎬ
１６６.９２３ ４ꎬ １５０.９４６ ６ꎬ １３６.９３１ ０ꎬ
１２２.９５０ ６ꎬ １０３.９１８ ９

５ ４.２７ 　 ３′ꎬ７－二羟基－ ４′－甲氧
基黄酮

Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ２８３.０６１ ４ ２８３.０６１ ２ ０.７１
２６８.０３７ ８ꎬ ２４０.０４２ ５ꎬ ２１１.０３９ １ꎬ
１４７.０４３ １ꎬ １５３.０１８ ３ꎬ １３５.００７ ５ꎬ
１３２.０２０ ３ꎬ ９１.０１７ ５

６ ４.３０ 　 ２ꎬ４ꎬ４′－三羟基二氢查尔
酮

Ｃ１５Ｈ１４Ｏ４ ２５７.０８２ １ ２５７.０８１ ９ ０.７８ １４７.０４４ １ꎬ １３５.０４３ ９ꎬ １２１.０２８ ３ꎬ
１０９.０２８ ２ꎬ ９３.０３３ ２

７ ４.７３ 　 ３ꎬ２′ꎬ３′ꎬ４′－四羟基－４－
甲氧基查尔酮

Ｃ１６Ｈ１４Ｏ６ ３０１.０７２ ０ ３０１.０７１ ７ １.００ ２８３.０６０ ８ꎬ １９５.０２９ １ꎬ １７８.９９８ ０ꎬ
１６７.０３４ ０ꎬ １２３.０４３ ９ꎬ １０９.０２８ １

８ ４.８１ 　 ７ꎬ４′－二羟基二氢黄酮 Ｃ１５Ｈ１２Ｏ４ ２５５.０６６ ５ ２５５.０６６ ３ ０.７８ ２１９.８４５ ０ꎬ １７０.８８２ ９ꎬ １５３.０１８ ３ꎬ
１３５.００７ ６ꎬ １１９.０４９ ０ꎬ ９１.０１７ ６

９∗ ５.０６ 　 龙血素 Ｄ Ｃ１６Ｈ１６Ｏ５ ２８７.０９２ ５ ２８７.０９２ ５ ０.００ １９３.０４９ ９ꎬ １４７.０４４ ０ꎬ １３９.０３８ ９ꎬ
１３５.０４４ ０ꎬ １２４.０１５ ４ꎬ ９３.０３３ ２

１０∗ ５.６３ 　 白藜芦醇 Ｃ１４Ｈ１２Ｏ３ ２２７.０７１ ０ ２２７.０７１ ４ －１.７６　 １８５.０５９ ９ꎬ １５９.０８０ ６ꎬ １４３.０４９ １ꎬ
１４１.０６９ ９ꎬ １１７.０３３ ４

１１ ６.６２ 　 ７ꎬ４′－二羟基－ ３′－甲氧
基黄烷

Ｃ１６Ｈ１６Ｏ４ ２７１.０９７ ９ ２７１.０９７ ６ １.１１ １５１.００２ ７ꎬ １１９.０４９ ０ꎬ １３６.０４７ ３ꎬ
１３５.０４３ ９

１２ ７.００ 　 ２ꎬ４ꎬ４′－三羟基－３′－甲氧
基－３－甲基二氢查尔酮

Ｃ１７Ｈ１８Ｏ５ ３０１.１０８ ２ ３０１.１０８ ２ ０.００
３０１.１０８ ０ꎬ １６５.０５５ ２ꎬ １３７.０４９ ３ꎬ
１３５.０４３ ９ꎬ １２０.０２０ ０ꎬ １０２.２８６ ０ꎬ
９３.０３３ ２
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表 １(续)

编号 ｔＲ / ｍｉｎ 化合物 分子式
母离子

测定值 ｍ / ｚ
理论值
ｍ / ｚ

误差 /
１０－６

二级碎片
ｍ / ｚ

１３∗ ７.１６ 　 芹菜素 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ ２６９.０４６ ０ ２６９.０４５ ６ １.４９ ２２１.８４２ ０ꎬ ２００.８８０ ７ꎬ １８６.９２８ ８ꎬ
１５１.００２ ０ꎬ １１７.０３４ ０ꎬ １０３.９１８ ７

１４ ７.４８ 　 ７－羟基黄酮 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ３ ２３７.０５５ ６ ２３７.０５５ ７ －０.４２　 １６５.０７０ ０ꎬ １４３.０４９ ０ꎬ １３５.００７ ５ꎬ
１１７.０３３ ３ꎬ １０１.０３８ ２ꎬ ９１.０１７ ５

１５∗ ７.７３ 　 龙血素 Ｃ Ｃ１６Ｈ１６Ｏ４ ２７１.０９８ ０ ２７１.０９７ ６ １.４８ ２４２.８７１ ２ꎬ ２０４.８９１ ９ꎬ １７７.０５４ ８ꎬ
１５８.９７７ ４ꎬ １３５.０４４ １ꎬ ９３.０３３ ２

１６ ８.５０ 　 ５ꎬ７ꎬ４′－三羟基－８－甲基
黄酮

Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ２８３.０６１ ６ ２８３.０６１ ２ １.４１
２６９.０４８ ０ꎬ ２４４.９８４ ６ꎬ ２１６.９８９ ２ꎬ
１６５.０１８ ２ꎬ １５１.００２ ６ꎬ １１７.０３３ ４ꎬ
１０７.０１２ ６

１７ ８.６３ 　 ４ꎬ４′－二羟基－２ꎬ６－二甲
氧基二氢查尔酮

Ｃ１７Ｈ１８Ｏ５ ３０１.１０８ ３ ３０１.１０８ ２ ０.３３ １５３.０５４ ７ꎬ １４７.０４４ ０ꎬ １３５.０４３ ９ꎬ
１１４.６６６ ８ꎬ ９４.０３６ ５ꎬ ９３.０３３ ２

１８ ８.８１ 　 ５ꎬ７－二羟基－２′ꎬ４′－二甲
氧基二氢异黄酮

Ｃ１７Ｈ１６Ｏ６ ３１５.０８７ ５ ３１５.０８７ ４ ０.３２
２９７.０７６ ７ꎬ ２８２.０５３ ４ꎬ ２５３.０８６ ７ꎬ
１９３.０１３ ４ꎬ １７８.９９７ ６ꎬ １６６.０２６ １ꎬ
１５２.０１０ ４

１９ ９.０２ 　 ３－甲基白藜芦醇 Ｃ１５Ｈ１４Ｏ３ ２４１.０８６ ９ ２４１.０８７ ０ －０.４１ ２２６.０６０ １ꎬ ２２５.０５５ ３ꎬ １９８.０６７ ６ꎬ
１８１.０６４ ９

２０ ９.３７ 　 ７－甲氧基二氢黄酮 Ｃ１６Ｈ１４Ｏ３ ２５３.０８７ ２ ２５３.０８７ ０ ０.７９ ２３８.０６０ ０ꎬ ２１７.８４９ ３ꎬ ２０９.０６０ ２ꎬ
１６１.０２３ ４ꎬ １３６.０１５ ２ꎬ １０８.０２０ ５

２１ １０.５８ 　 ５ꎬ７－二甲氧基黄烷酮 Ｃ１７Ｈ１６Ｏ４ ２８３.０９７ ８ ２８３.０９７ ６ ０.７１ １９４.０２１ ３ꎬ １６２.０３１ ２ꎬ １３５.００７ ６ꎬ
１２１.０２８ ３ꎬ １０８.０２０ ４ꎬ ９１.０１７ ５

２２ １１.１２ 　 异甘草素 Ｃ１５Ｈ１２Ｏ４ ２５５.０６６ ４ ２５５.０６６ ３ ０.３９ ２１９.８４４ ９ꎬ １７１.０４４ １ꎬ １５１.００２ ６ꎬ
１４５.０６４ ８ꎬ １２３.００７ ３ꎬ １０７.０１２ ５

２３∗ １１.２４ 　 龙血素 Ａ Ｃ１７Ｈ１８Ｏ４ ２８５.１１３ ５ ２８５.１１３ ２ １.０５
２７０.０９０ １ꎬ ２５５.０６５ ４ꎬ １４９.０５９ ７ꎬ
１４７.０４４ ０ꎬ １３４.０３６ １ꎬ １２０.０２０ ５ꎬ
１０８.０２０ ４ꎬ ９３.０３３ ２

２４∗ １１.４６ 　 龙血素 Ｂ Ｃ１８Ｈ２０Ｏ５ ３１５.１２４ １ ３１５.１２３ ８ ０.９５ １４７.０４４ １ꎬ １３４.０３６ １ꎬ １１７.０３３ ３ꎬ
１２０.０２０ １ꎬ ９３.０３３ ３ꎬ １０８.０２０ ４

２５∗ １１.９３ 　 紫檀芪 Ｃ１６Ｈ１６Ｏ３ ２５５.１０２ ８ ２５５.１０２ ７ ０.３９
２４０.０７９ １ꎬ ２１９.８４５ ２ꎬ ２１６.９８９ ９ꎬ
１８６.９２８ ７ꎬ １４２.９９２ １ꎬ １１６.９２７ ３ꎬ
９９.９２４ ６

　 　 注:离子模式为[Ｍ－Ｈ] －ꎬ“∗”表示与标准品比较ꎮ

２.２　 各类化合物的质谱裂解规律

２.２.１　 黄酮类化合物

黄酮类化合物是龙血竭中质量分数最丰富的一类化合物ꎬ本研究从龙血竭中共鉴定出了 ７ 个黄酮类化

合物ꎬ下面以金合欢素和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮为例ꎬ分析黄酮类化合物可能存在的裂解规律ꎮ
金合欢素在 Ｃ４′位上有甲氧基取代ꎬ负离子模式下ꎬ其分子离子峰为 ｍ / ｚ ２８３.０６１ ２ꎬ很容易先掉落一个

甲基 —ＣＨ３ꎬ得到 ｍ / ｚ ２６８.０３８ ８ 的碎片离子峰ꎬ然后在 Ｃ 环发生较弱的 ＲＤＡ(Ｒｅｔｒｏ Ｄｉｅｌｓ￣Ａｌｄｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ)裂
解ꎬ得到 ｍ / ｚ １４７.００４１ 的碎片离子峰ꎮ 如图 ２(ａ)所示为金合欢素可能存在的裂解途径ꎬ符合此裂解途径的

化合物还有 ５ꎬ７－二甲氧基黄酮和 ３′ꎬ７－二羟基－４′－甲氧基黄酮ꎮ
７ꎬ４′－二羟基黄酮是一种结构比较简单的黄酮类化合物ꎬ无甲氧基取代ꎬ其分子离子峰 ｍ / ｚ

２５３.０５２ ９ꎬ首先在 Ｃ 环发生 ＲＤＡ 裂解ꎬ得到 ｍ / ｚ １３５.００５ ７ 和 ｍ / ｚ １１７.０３１ ８ 的碎片离子峰ꎬ其中 ｍ / ｚ
１３５.００５ ７ 的内酯环结构不稳定ꎬ容易进一步发生裂解ꎬ得到 ｍ / ｚ ９１.０１７ ６ 的碎片ꎮ 如图 ２( ｂ)所示为 ７ꎬ
４′－二羟基黄酮可能存在的质谱裂解途径ꎬ符合此裂解规律的化合物还有 ５ꎬ７ꎬ４′－三羟基－８－甲基黄酮、
芹菜素和 ７－羟基黄酮ꎮ
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２.２.２　 查尔酮类化合物

此类化合物在裂解时ꎬ与 Ｂ 环相连的碳碳单键最容易断裂ꎬ下面以异甘草素为例ꎬ分析查尔酮类化合物

可能存在的裂解规律ꎮ
异甘草素分子离子峰 ｍ / ｚ ２５５.０６５ ７ꎬ碳碳单键断裂后得到 ｍ / ｚ １４５.０６４ ６ 和 ｍ / ｚ １０７.０１２ ９ 的碎片离子

峰ꎬｍ / ｚ １４５.０６４ ６ 的碎片离子峰靠近 Ａ 环的碳碳单键进一步断裂得到 ｍ / ｚ ９２.９９４ ７ 的碎片离子峰ꎬ其可能

存在的裂解规律如图 ２(ｃ)所示ꎮ 符合此裂解规律的化合物还有 ３ꎬ２′ꎬ３′ꎬ４′－四羟基－４－甲氧基查尔酮ꎮ
２.２.３　 二氢查尔酮类化合物

二氢查尔酮类是龙血竭中的一类主要成分ꎬ其中龙血素 Ａ 和龙血素 Ｂ 都是龙血竭中的主要活性成分ꎮ
本研究共鉴定出 ７ 个二氢查尔酮类化合物ꎬ下面以龙血素 Ａ 和龙血素 Ｂ 为代表性化合物ꎬ分析该类化合物

可能存在的裂解规律ꎮ
龙血素 Ａ 和龙血素 Ｂ 结构相似ꎬ但 Ｂ 环上甲氧基数目不同ꎬ龙血素 Ａ 在其 Ｂ 环上 Ｃ２′和 Ｃ４′位上有两

个甲氧基取代ꎬ龙血素 Ｂ 在其 Ｂ 环上 Ｃ２′、Ｃ４′和 Ｃ６′位上有 ３ 个甲氧基取代ꎬ因此龙血素 Ａ 和龙血素 Ｂ 裂解

规律相似ꎬ存在一些相同的离子碎片ꎮ 二氢查尔酮类化合物中与 Ｂ 环相邻的碳碳单键最容易断裂ꎮ 龙血素

Ａ 分子离子峰 ｍ / ｚ ２８５.１１１ ９ꎬ由于含有甲氧基ꎬ首先脱去一分子—ＣＨ３ꎬ得到 ｍ / ｚ ２７０.０９０ ４ 的碎片ꎬ进一步

再脱去一分子—ＣＨ３ꎬ得到 ｍ / ｚ ２５５. ０６５ ６ 的分子离子峰ꎬ然后碳碳单键断裂得到 ｍ / ｚ １３４. ０３６ ５、ｍ / ｚ
１０８.０２０ ２的碎片ꎮ 如图 ２ ( ｄ) 所示为龙血素 Ａ 可能存在的质谱裂解途径ꎮ 龙血素 Ｂ 分子离子峰 ｍ / ｚ
３１５.１２４ ９ꎬ碳碳单键断裂后得到 ｍ / ｚ １４７.０４４ ６ 和 ｍ / ｚ １３４.０３６ ５ 的碎片离子ꎬ其可能存在的质谱裂解规律如

图 ２(ｅ)所示ꎮ 符合此裂解规律的化合物还有 ２ꎬ４ꎬ４′－三羟基二氢查尔酮、龙血素 Ｄ、２ꎬ４ꎬ４′－三羟基－３′－甲
氧基－３－甲基二氢查尔酮、龙血素 Ｃ 和 ４ꎬ４′－二羟基－２ꎬ６－二甲氧基二氢查尔酮ꎮ
２.２.４　 黄烷类化合物

本研究从龙血竭中共鉴定出 ３ 个黄烷类化合物ꎮ 该类化合物主要发生 Ｃ 环的 ＲＤＡ 裂解ꎬ甲氧基上的

甲基容易失去ꎮ 下面以 ５ꎬ７－二甲氧基黄烷酮为例ꎬ分析黄烷类化合物可能存在的裂解规律ꎮ ５ꎬ７－二甲氧基

黄烷酮分子离子峰 ｍ / ｚ ２８３.０９５ ４ꎬ失去一分子甲基 —ＣＨ３ꎬ得到 ｍ / ｚ ２６８.０７２ ６ 的碎片离子ꎬＣ 环发生 ＲＤＡ
裂解ꎬ得到 ｍ / ｚ １３８.０３１ ３ 和 ｍ / ｚ １０８.０２０ ３ 的碎片离子峰ꎮ 其可能存在的裂解规律如图 ２( ｆ)所示ꎬ符合此裂

解规律的化合物还有 ７ꎬ４′－二羟基－３′－甲氧基黄烷ꎮ
２.２.５　 二苯乙烯类化合物

二苯乙烯类化合物是龙血竭发挥抗炎活性的一类主要化学成分ꎮ 本研究从龙血竭中共鉴定出 ３ 个

二苯乙烯类化合物ꎮ 下面以白藜芦醇为例分析该类化合物可能存在的裂解规律ꎮ 白藜芦醇分子离子峰

ｍ / ｚ ２２７.０７３ ２ꎬ在裂解过程中ꎬＡ 环和 Ｂ 环相继失去一分子—ＣＨ２Ｏꎬ得到 ｍ / ｚ １８５.０５５ ２ 和 ｍ / ｚ １４３.０４８ ９
的碎片离子峰ꎮ 其可能存在的裂解规律如图 ２(ｇ)所示ꎬ符合此裂解规律的化合物还有 ３－甲基白藜芦醇

和紫檀芪ꎮ
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ＮＬ:归一化响应水平ꎮ
图 ２　 龙血竭主要成分的质谱裂解规律

Ｆｉｇ.２　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ

２.３　 基于 ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 技术的龙血竭主要成分的质量分数测定

２.３.１　 分析方法考察

在本研究的色谱与质谱条件下ꎬ６ 个对照品的 ＰＲＭ 色谱图如图 ３ 所示ꎬ龙血竭样品的 ＰＲＭ 色谱图见

图 ４ꎮ 龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮的保留时间分别为 ６.９３、７.０９、
４.３１、３.７４、３.９８ 和 ３.３０ ｍｉｎꎮ 在该条件下ꎬ６ 个成分的峰型良好ꎬ其他成分不干扰待测物的质量分数测定ꎮ

ＮＬ:归一化响应水平ꎻ ＠ ｈｃｄ:高能碰撞解离能量值ꎮ
图 ３　 ６ 个主要成分对照品的 ＰＲＭ 色谱图

Ｆｉｇ.３　 ＰＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ａｎａｌｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ
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ＮＬ:归一化响应水平ꎻ＠ ｈｃｄ:高能碰撞解离能量值ꎮ
图 ４　 龙血竭药材中 ６ 个主要成分的 ＰＲＭ 色谱图

Ｆｉｇ.４　 ＰＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ａｎａｌｙｔｅｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ

　 　 (１) 线性关系ꎮ 分别取混合系列标准品溶液进样分析ꎬ横坐标(Ｘ)为所测化学成分的浓度(ｎｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ
纵坐标(Ｙ)为所测化学成分的峰面积ꎬ线性回归采用加权最小二乘法(权重系数 Ｗ ＝ １ / Ｘ)ꎮ 结果如表 ２ꎬ所
测定的 ６ 个待测化合物在各自的线性范围内线性关系良好(ｒ≥０.９９９ ２)ꎮ

(２) 检测限与定量限ꎮ 逐级稀释标准曲线最低浓度的混合标准品溶液ꎬ分别将 ３ 倍和 １０ 倍信噪比对应

的化合物浓度作为检测限(ＬＯＤ)和定量限(ＬＯＱ)ꎬ结果见表 ２ꎮ
表 ２　 龙血竭中 ６ 种待测化合物标准曲线方程

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ ｗｉｔｈ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ

化合物
线性范围 /
(ｎｇ􀅰ｍＬ－１) 方程 相关系数 ｒ 检测限 /

(ｎｇ􀅰ｍＬ－１)
定量限 /

(ｎｇ􀅰ｍＬ－１)

龙血素 Ａ １００.０~１ ５００ Ｙ＝ ４２５ １５０＋２４ ５９０.８Ｘ ０.９９９ ２ ０.７２ ２.１９

龙血素 Ｂ ２００.０~３ ０００ Ｙ＝ ８０８ ８６５＋１４ １０７Ｘ ０.９９９ ４ ０.５５ １.６７

龙血素 Ｃ １００.０~１ ５００ Ｙ＝ １.２１９ ３５×１０－６＋５８ ７８５.６Ｘ ０.９９９ ５ ０.０４ ０.１２

龙血素 Ｄ ２０.０~１２５０ Ｙ＝ ２２４ ５３６＋２９ ０２６.３Ｘ ０.９９９ ２ ０.０４ ０.１２

白藜芦醇 ２００.０~３ ０００ Ｙ＝ １０４ ０９６＋４ ３８３.８１Ｘ ０.９９９ ３ ０.０５ ０.１５

７ꎬ４′－二羟基黄酮 １００.０~１ ５００ Ｙ＝ １７８ ５８０＋６ ８１５.１４Ｘ ０.９９９ ４ ０.６３ １.９０

　 　 (１) 精密度ꎮ 按“２.２.１ 项下”方法ꎬ将龙血竭(批次 １)制成供试品溶液ꎬ连续不间断进样 ６ 次ꎬ用各待测

物峰面积值计算相对标准偏差( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬ ＲＳＤ)ꎮ 龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、
白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮的 ＲＳＤ 值分别为 ０.９％、２.０％、１.９％、１.９％、１.４％和 ２.２％ꎬ表明仪器精密度

良好ꎮ
(２) 重复性ꎮ 取第一批次龙血竭样品ꎬ按“２.２.１ 项下”方法ꎬ平行制备 ６ 份供试品溶液ꎬ进样分析ꎬ计算

各待测物浓度ꎬ用浓度值计算 ＲＳＤꎮ 龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮

的重复性 ＲＳＤ 值分别为 ３.４％、４.９％、２.０％、３.６％、３.７％、和 ３.３％ꎬ表明该方法重复性良好ꎮ
(３) 稳定性ꎮ 取第一批次龙血竭样品ꎬ按“２.２.１ 项下”方法ꎬ平行制备 ６ 份供试品溶液分别于 ０、４、６、

１８、２０ 和 ２４ ｈ 对上述供试品溶液分别进样分析ꎬ计算 ＲＳＤ 值ꎮ 龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白
藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮的稳定性 ＲＳＤ 分别为 ３.２％、３.３％、３.１％、２.８％、４.６％和 ３.８％ꎬ表明样品 ４ ℃下放

置 ２４ ｈ 稳定ꎮ
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(４) 加样回收率ꎮ 精密称定 ６ 份已知各分析物质量分数的龙血竭样品粉末(批次 １)约 ２５ ｍｇ 于锥形瓶

中ꎬ向其中加入适量 ６ 种待测化合物的对照品溶液ꎬ按“２.２.１ 项下”方法ꎬ制备供试品溶液并进样分析ꎮ 加样

回收率为测得加入量与实际加入量的比值ꎮ 结果见表 ３ꎬ各化合物的加样回收率均符合要求ꎬ表明方法准确

度较好ꎮ
表 ３　 龙血竭中 ６ 种待测化合物加样回收率(ｎ＝ ６)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ６ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ (ｎ＝ ６)
　 化合物 实际加入值 / μｇ 测得加入值 / μｇ 样品测得值 / μｇ 平均回收率 / ％

龙血素 Ａ ３８.３６ ３５.３６ ７３.７２ ９２.２０±０.０９

龙血素 Ｂ １１１.７０ １２４.５０ ２２１.９０ ９８.７０±０.０７

龙血素 Ｃ ２４.６８ ２５.４７ ５０.１６ １０３.２０±０.０９

龙血素 Ｄ ３６.８８ ３４.７４ ７１.６２ ９４.２０±０.０７

白藜芦醇 ９１.３６ ９２.６４ １８４.００ １０１.４０±０.０５

７ꎬ４′－二羟基黄酮 ５５.１５ ５７.９４ １１３.１０ １０５.００±０.０６

　 　 (１) 批龙血竭药材的质量分数测定ꎮ 对市售的 １４ 份不同批次的龙血竭药材中的 ６ 个化合物进行质

量分数测定ꎬ结果如表 ４ 所示ꎮ 在 ６ 种成分中ꎬ综合质量分数最高的化合物为龙血素 Ｂꎬ其中第 ６ 批药材

质量分数最高ꎬ达到 ７.２５％ꎬ质量分数最低的是第 ７ 批药材ꎬ质量分数为 ０.４１％ꎻ质量分数最低的化合物

为 ７ꎬ４′－二羟基黄酮ꎬ平均质量分数为 ０.６０％ꎮ 龙血素 Ａ 质量分数在 ０.１９％ ~ １.５１％范围内ꎬ龙血素 Ｃ 质

量分数在 ０.１１％ ~ １.５５％范围内ꎬ龙血素 Ｄ 质量分数在 ０.１９％ ~ １.５１％范围内ꎬ白藜芦醇质量分数在

０.０２％ ~ １.８５％范围内ꎬ７ꎬ４′－二羟基黄酮质量分数在 ０.１１％ ~ １.９９％范围内ꎮ 云南为龙血竭药材的主产

区ꎬ本研究收集的 １４ 批药材中ꎬ１２ 批次来源于云南ꎮ 第 ７ 批和第 １１ 批药材产地为广西ꎬ两批药材中 ６ 种

化合物质量分数均低于 １４ 批药材中各化合物的平均质量分数ꎬ提示云南产龙血竭药材有效成分总体质

量分数优于广西产龙血竭ꎮ
表 ４　 １４ 批龙血竭药材 ６ 种化合物质量分数(ｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ６ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ １４ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ (ｎ＝ ３) 单位:％
批次 产地 龙血素 Ａ 龙血素 Ｂ 龙血素 Ｃ 龙血素 Ｄ 白藜芦醇 ７ꎬ４′－二羟基黄酮

１ 云南 ０.４０±０.０１０ ０ １.４３±０.０９０ ０ ０.３３±０.０１０ ０ １.８０±０.１１０ ０ １.０６±０.１６０ ０ ０.５４±０.０３０ ０

２ 云南 ０.３５±０.０５０ ０ １.６６±０.１１０ ０ １.５５±０.２９０ ０ ０.９１±０.０６０ ０ １.０７±０.１６０ ０ ０.２３±０.０３０ ０

３ 云南 １.０４±０.０３０ ０ ５.４３±０.３６０ ０ ０.３０±０.０１０ ０ ０.８１±０.０４０ ０ ０.３７±０.０２０ ０ ０.５８±０.０２０ ０

４ 云南 １.５１±０.０９０ ０ ５.２０±０.３３０ ０ ０.３４±０.０２０ ０ １.８５±０.０９０ ０ １.９９±０.２１０ ０ ０.５４±０.０３０ ０

５ 云南 １.１４±０.０５０ ０ ３.０９±０.０９０ ０ ０.２７±０.０１０ ０ ０.３１±０.０１０ ０ ０.１４±０.０３０ ０ ０.８６±０.０４０ ０

６ 云南 ０.７５±０.０１０ ０ ７.２５±０.４００ ０ ０.２９±０.０１０ ０ ３.６１±０.２００ ０ ０.５９±０.０８０ ０ ０.４３±０.０１０ ０

７ 广西 ０.３４±０.０１０ ０ ０.４１±０.０１０ ０ ０.２２±０.０１０ ０ ０.０２±０.０００ ５ ０.３５±０.０２０ ０ ０.７９±０.０３０ ０

８ 云南 ０.２８±０.０１０ ０ ０.６９±０.０２０ ０ ０.１８±０.００４ ０ ０.２４±０.０１０ ０ ０.１４±０.０５０ ０ ０.６１±０.０２０ ０

９ 云南 ０.２１±０.０１０ ０ ０.６９±０.０５０ ０ ０.１９±０.００４ ０ ０.３０±０.０１０ ０ ０.１５±０.０３０ ０ ０.５０±０.０２０ ０

１０ 云南 ０.８３±０.０５０ ０ １.４０±０.０９０ ０ ０.４０±０.０１０ ０ １.３７±０.０７０ ０ ０.８２±０.０９０ ０ ０.５４±０.０２０ ０

１１ 广西 ０.１９±０.０２０ ０ ０.５４±０.０６０ ０ ０.１１±０.００８ ７ ０.１８±０.０３０ ０ ０.１１±０.０５０ ０ ０.２４±０.０２０ ０

１２ 云南 ０.４５±０.０２０ ０ ０.６２±０.０３０ ０ ０.２３±０.００７ ８ ０.０４±０.００７ ８ ０.１５±０.０３０ ０ ０.９０±０.０４０ ０

１３ 云南 １.４１±０.０６０ ０ ２.６２±０.０５０ ０ ０.３３±０.０１０ ０ ０.０７±０.００３ ０ ０.１４±０.０３０ ０ １.１１±０.０５０ ０

１４ 云南 ０.２５±０.００５ ７ ２.００±０.０６０ ０ ０.３１±０.０１０ ０ ０.０３±０.００１ ０ ０.１６±０.０６０ ０ ０.５８±０.０１０ ０

３　 讨论与结论

龙血竭中的化学成分以黄酮类化合物为主ꎬ此外ꎬ还有二苯乙烯类、酚类、萜类、挥发油、皂苷等化合物ꎮ
本研究基于 ＵＰＬＣ￣ＱＥ￣Ｏｒｂｉｔｒａｐ￣ＭＳ 技术首先对龙血竭中的化学成分进行了分析ꎬ最终鉴定了 ２５ 个化学成

分ꎬ其中包括 ２２ 个黄酮类化合物ꎬ３ 个二苯乙烯类ꎬ与相关文献报道结果一致ꎮ 在本研究中ꎬ分别尝试了正
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离子与负离子的采集模式ꎬ因黄酮类成分在负离子模式下响应较好ꎬ最终选择负离子模型进行化学成分研

究ꎮ 遗憾的是ꎬ本研究并未在龙血竭中鉴定到皂苷类成分ꎬ这可能是由于皂苷类成分质量分数相对较低ꎬ且
质谱响应较差ꎮ 在质量分数测定研究中ꎬ采用 ＰＲＭ 扫描模式ꎬ该模式通过四极杆对目标化合物进行选择性

通过ꎬ离子在通过后进入碰撞池发生高能碰撞碎裂ꎬ然后选择高分辨的二级离子进行定量ꎬ最终实现目标化

合物的准确定量ꎮ
在化学成分分析的基础上ꎬ本研究确定了龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二

羟基黄酮为龙血竭的质量分数测定指标成分ꎬ主要是由于这 ６ 个成分在龙血竭中的质量分数相对较高ꎬ且已

有系列研究表明ꎬ这 ６ 种成分均具有较好的药理活性ꎬ是龙血竭的主要药效物质基础ꎮ 龙血素 Ｂ 是龙血竭

中研究最为广泛的化合物ꎬ具有抗血栓[１６]、敛疮生肌[１７]、抗肝纤维化[１８]、保护心肌[１９]、降糖降脂[２０]、免疫抑

制[２１]等药理活性ꎮ 龙血素 Ａ 可以通过提高 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 水平发挥抗氧化活性[２２]ꎮ 龙血素 Ｃ 可以调

节 Ｎｒｆ２ 信号通路ꎬ抑制脑缺血再灌注后的铁死亡而发挥治疗缺血性脑卒中的作用[２３]ꎮ 在 ＬＰＳ 诱导的 ＲＡＷ
２６４.７ 细胞炎症模型中ꎬ龙血素 Ｄ 显著抑制 ＮＯ 释放ꎬ发挥抗炎活性[２４]ꎮ 二苯乙烯类化合物白藜芦醇有很好

的抗氧化活性ꎬ能显著降低大鼠血清中 ＭＤＡ 水平ꎬ提高 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ￣１ 水平[２５]ꎬ从而发挥其抗氧化活性ꎮ
７ꎬ４′－二羟基黄酮能够显著抑制小胶质细胞中的炎症反应ꎬ表现出良好的抗炎活性ꎬ其可以抑制 ＬＰＳ 诱导的

ＢＶ２ 中 ＮＯ 的产生从而抑制炎症反应[２６]ꎮ 本研究首次构建了同时测定龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素 Ｃ、龙血

素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮的质量分数测定分析方法ꎮ １４ 批次龙血竭的质量分数测定结果ꎬ本研究

构建的分析方法ꎬ准确可靠ꎬ为龙血竭药材的质量控制研究提供了依据ꎮ
龙血竭 Ｒｅｓｉｎａ Ｄｒａｃｏｎｉｓ 是百合科植物剑叶龙血树 Ｄｒａｃａｅｎａ ｃｏｃｈｉｎｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｏｕｒ.)Ｓ.Ｃ.Ｃｈｅｎ 的含脂木

材经提取得到的树脂ꎮ 剑叶龙血树主要产于云南南部和广西南部地区ꎬ也产于越南和老挝[２７]ꎮ 因此ꎬ市售

的龙血竭产地多为云南和广西ꎬ本研究采购的 １４ 批次龙血竭中ꎬ１２ 批次的产地是云南ꎬ２ 批次的产地是广

西ꎮ 质量分数测定结果表明ꎬ市售 １４ 批龙血竭药材中ꎬ６ 个主要成分综合质量分数最高的为龙血素 Ｂꎬ且均

大于 ０.４％ꎬ在 ０.４１％ ~７.２５％范围内ꎬ但各批次之间龙血素 Ｂ 质量分数差异较大ꎬ第 ６ 批次药材龙血素 Ｂ 质

量分数达到 ７.２５％ꎬ第 ７ 批次药材龙血素 Ｂ 质量分数仅为 ０.４１％ꎬ两者相差近 １８ 倍ꎮ 除龙血素 Ｂ 外ꎬ其余活

性成分在不同批次药材中的质量分数差异也较大ꎬ在第 ４ 批次云南产药材中ꎬ龙血素 Ａꎬ龙血素 Ｄꎬ白藜芦醇

的质量分数均高于 １％ꎮ 此外ꎬ产地为云南的各批次龙血竭各成分的平均质量分数均高于产地为广西的龙

血竭ꎬ提示龙血竭的质量差异很大程度与产地有关ꎮ
综上ꎬ本研究在龙血竭化学成分系统分析的基础上ꎬ构建了同时测定其中龙血素 Ａ、龙血素 Ｂ、龙血素

Ｃ、龙血素 Ｄ、白藜芦醇和 ７ꎬ４′－二羟基黄酮质量分数的分析方法ꎬ该研究对于提升龙血竭的质量内涵具有十

分重要的意义ꎮ
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