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［摘要］ 目的 通过高效液相-飞行时间质谱( HPLC-TOF /MS) 联用技术，对中药半枝莲的主要化学成分进行有效的鉴

定。方法 色谱分离采用 SHISEIDO CAPCELL PAK C18柱 ( 100 mm ×3． 0 mm，3 μm) ，流动相分别为 0． 1% 甲酸水溶液和乙

腈，梯度洗脱，流速为 0． 6 ml /min; 质谱定性采用飞行时间质谱，正离子模式扫描。结果 在优化的液质联用条件下，通过飞行

时间质谱鉴定出半枝莲中 15 个成分。结论 通过 HPLC-TOF /MS 联用技术，为鉴定半枝莲中的化学成分建立起了一种快速、
高效的分析方法。
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Analysis on chemical constituents of Scutellaria barbata by HPLC-TOF/MS
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［Abstract］ Objective To analyze chemical constituents of Scutellaria barbata D． Don by high pressure liquid chromatography-
time of flight mass spectrometry ( HPLC-TOF/MS) ． Methods A SHISEIDO CAPCELL PAK C18 ( 100 mm ×3． 0 mm，3 μm) was used
to separate． The mobile phase consisted of water containing 0． 1% methane acid and acetonitrile was used as gradient elute． The flow rate
was 0． 6 ml /min． TOF /MS was applied for qualitative analysis under positive ion mode． Results Under optimized condition，15 major
constituents in Scutellaria barbata D． Don were identified by time of flight mass spectrometry and structure-relevant fragment ions． Con-
clusion A simple and reliable method using HPLC-TOF/MS was established to identify the chemical constituents of Scutellaria barbata
D． Don．
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半枝莲为唇形科黄芩属植物半枝莲 Scutellaria
barbata D． Don 的干燥全草，是我国传统的中药，其

名最早见于《外科正宗》，主要产于浙江、江苏、安

徽、河南、四川、广东、福建、陕西等省［1］。其味辛、
苦，性寒，具有清热解毒、化瘀利尿、活血祛疲、消肿

止痛之功效，用于治疗疮痈肿毒、蛇虫咬伤、痢疾、
肝炎及肝硬化等症。现代药理研究表明，半枝莲的

水提物与醇提物均有明显的抗肿瘤活性［2，3］，常用

于肝癌、肺癌及胃癌等癌症的防治［4］。
中外学者研究发现半枝莲的主要化学成分为生

物碱、黄酮类、多糖、有机酸、甾醇等［5］。目前对半

枝莲中化学成分分析主要是采用传统的植物化学的

方法进行分离提取［6，7］，部分研究采用高效液相色

谱法进行分析［8］，这些方法一般分析时间较长，而

且仅针对其中某几种或某一类物质进行分析，而缺

乏从整体上系统地阐述半枝莲的复杂化学成分。
本研究采用 HPLC-TOF /MS 技术对半枝莲中多

成分进行了鉴别，该法操作简便、快速、准确，对阐明

半枝莲药效物质基础、质量控制、开发现代中药新药

等具有重要意义。

1 仪器和试药

1． 1 仪器 Agilent 1200 系列快速液相色谱仪，配

有在线脱气机、二元泵、自动进样器、柱温箱和二极

管阵列检测器; Agilent 6220 高分辨飞行时间质谱

仪，配 有 标 准 电 喷 雾 离 子 源 ( ESI ) ，分 析 软 件 为

MassHunter 在线工作站和 Qualiative Analysis 离线分

析软件 DJ-04 药材粉碎机( 上海淀久公司) ; Mettler
AE240 型十万分之一电子天平; Kudos-SK2200H 超

声发生器( 上海科导超声仪器公司) 。
1． 2 试药 半枝莲草药材由第二军医大学药学院

生药学教研室孙连娜副教授鉴定为唇形科黄芩属植
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物半枝莲 Scutellaria barbata D． Don。HPLC 级乙腈

( Merck，Germany) ; HPLC 级甲酸( Tedia，USA) ; 无水

乙醇为分析醇( 中国医药集团上海化学试剂公司) ;

水为娃哈哈纯净水。

2 试验

2． 1 色谱及质谱条件
2． 1． 1 色谱条件 色谱柱: SHISEIDO CAPCELL
PAK C18 ( 100 mm ×3． 0 mm，3 μm) ，流动相 A 相为

乙腈，B 相为水( 含 0． 1% 甲酸) ，梯度洗脱，A 相比

例随时间的变化: 25% ( 1 ～ 5 min) ; 25% ～55% ( 5
～ 12 min) ; 进样量: 3 μl; 流速: 0． 6 ml /min; 柱温

25 ℃ ; 运行时间 30 min; 柱后分流比为 3∶1。
2． 1． 2 质谱条件 采用 ESI 源，正离子模式，雾化

气为高纯氮气。具体质谱参数: 毛细管电压 4 000
V，干燥气温度 350 ℃，干燥气流速 9 L /min，雾化气

压力 35 psi( 1 psi = 6 894． 8 Pa) ，碎片电压 180 V;

参比离子 m/z 121． 050 8 和 m/z 922． 009 7; 质量数

扫描范围 m/z 100 ～ 1 000 测定样品之前，使用调谐

液校准质量轴，以保证质量精度误差小于 1 × 10 －6。
2． 2 供试品溶液制备 取半枝莲药材适量，粉碎后

过 40 目筛，称取半支莲药材 1． 0 g，置 100 ml 量瓶

中，加 70%乙醇 20 ml，称重，超声 30 min( 超声功率

为 500 W，频率 40 kHz) ，冷却后补足失重。取 5 ml
醇提液，10 800 r /min 离心 5 min，取上清，再用微孔

滤膜过滤 ( 0． 45 μm ) 过滤，作为供试品溶液。在

“2. 1”项色谱条件下进样分析。
2． 3 半枝莲化学成分数据库的建立 根据国外专

业数据库 Pubmed Chem Spider、中国科学院化学专

业数据库等及国内外相关研究文献，收集了半枝莲

各种化学成分名称及分子式共 87 个，采用安捷伦

formula-database generator 软件( 含各元素精确质量

数) ，计算精确相对分子质量，建立了包括化合物名

称、分子式、精确相对分子质量 M + H 准分子离子

峰相对分子质量的相应的化学成分数据库。

3 结果与讨论

3 ． 1 提取溶剂的选择 首先考察了提取方法，本

试验选择了较为简便的溶剂超声法。对于提取溶

剂，由于半枝莲主要成分为黄酮类，根据其成分特

点，考察了甲醇以及 70% 乙醇，发现采用 70% 的

乙醇提取获得的峰容量最大，故采用 70% 乙醇超

声为提取方法。
3． 2 实验条件优化 考察了甲醇-水、乙腈-水系

统，发现乙腈的洗脱效果优于甲醇，且各色谱峰分离

效果更好，加入 0． 1%甲酸可以改善峰拖尾，并提高

质谱响应，故采用乙腈-水( 0． 1% 甲酸) 为流动相。
质谱检测比较了正、负离子两种扫描模式，结果发现

正模式下峰容量大，质谱响应更好，故实验最终选择

在正模式下进行。
3． 3 半枝莲中主要化学成分的鉴别 在优化的色

谱质谱条件下，半枝莲提取液的 HPLC-TOF /MS 典

型总离子流图见图 1。我们对其中主要的 15 个峰

进行了鉴别，其中包括 4 对同分异构体。其中，峰 2
和 4 这一对同分异构体，两者质谱裂解所得碎片离

子相同，故通过对比标准物质的保留时间和质谱图，

判定峰 2 为红花素葡萄糖醛酸苷，峰 4 为异红花素

葡萄糖醛酸苷。其它化合物按照以下方法鉴别: 首

先，根据 TOF-MS 上所得到的精确化合物分子量信

息，通过 Mass Hunter 软件在 5 ppm 的质量偏差范围

内计算其可能的元素组成，并将其与所建的数据库

相匹配，对半枝莲化学成分的初步鉴别，结果见表

1。然后对同分异构体进行鉴别，调节碎片电压至

360 V，获得化合物结构相关的碎片离子，根据离子

的裂解情况，结合数据库中各化合物的化学结构，区

分各同分异构体，结果见表 2。最终确证了其中的

15 个峰，结果见表 1。

图 1 半枝莲提取物 TOF/MS 总离子流图

以分子离子峰 287 为例，来说明鉴别过程。在碎

片电压 160 V 条件下，峰 9 和峰 10 的分子离子峰均

为 287。首先确定峰 9 和峰 10 精确的分子离子峰分

别为 287． 055 8 与 287． 056 0，可推断峰 9 和峰 10 的

元素组成均为 C15 H10O6，通过与数据库匹配，初步可

判定其为一对同分异构体，Scutellarein 和 Luteolin。
为进一步区分这对同分异构体，调节碎片电压至 360
V，得到此电压条件下的质谱图。峰 9 的质谱图上有

明显的 169． 013 7 ［M + H -C8H6O］+ ，123． 008 2 ［M
+H-C8H6O-CO-H2O］+ ，119． 049 7［M + H-C7H4O5］

+

等碎片离子信息，推断出裂解途径见图 2 ( a) 所示。
峰 10 的 质 谱 图 上 有 明 显 的 153． 018 8［M + H -
C8H6O2］

+ ，135． 044 6 ［M + H-C7H4O4］
+ ，161． 023 9

［M + H -C6H6O3］
+ 等碎片信息，推断出裂解途径见

图 2( b) 所示。结合以上信息，我们能够鉴定峰 9 为

Scutellarein，峰 10 为 Luteolin。采用类似的方法，能够

对其他峰也进行相应的鉴别。
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表 1 半枝莲化学成分鉴别结果

峰号
保留时间

( min)
鉴别结果 分子式

［M + H］+

检测值 理论值 偏差 ( ppm)

1 1． 818 apigenin-7-O-glucoside C21H20O10 433． 113 3 433． 113 5 － 0． 40
2 1． 898 Carthamidin-7-O-glucuronide C21H20O12 465． 103 1 465． 103 3 － 0． 43
3 2． 010 luteolin-β-D-glucoside C21H20O11 449． 108 2 449． 108 4 － 0． 42
4 2． 106 Isocarthamidin-7-O-glucuronide C21H20O12 465． 103 0 465． 103 3 － 0． 65
5 2． 347 Luteolin-7-O-glucuronide C21H18O12 463． 087 5 463． 087 7 － 0． 33
6 2． 795 Apigenin-7-O-glucuronide C21H18O11 447． 092 3 447． 092 7 － 0． 98
7 2． 923 4'-Hydroxy-wogonin-7-O-glucuronide C22H20O12 477． 103 7 477． 103 3 0． 84
8 4． 125 Scutellarin C21H18O12 463． 087 4 463． 087 7 － 0． 54
9 4． 798 Scutellarein C15H10O6 287． 055 8 287． 055 6 0． 83
10 7． 794 Luteolin C15H10O6 287． 056 0 287． 055 6 1． 52
11 10． 534 5，7，4'-Trihydroxy-8-methoxyflavanone C16H14O6 303． 087 1 303． 086 9 0． 78
12 10． 999 Naringenin C15H12O5 273． 076 5 273． 076 3 0． 74
13 11． 175 4'-Hydroxy-wogonin C16H12O6 301． 071 6 301． 071 2 1． 28
14 11． 479 Apigenin C15H10O5 271． 060 9 271． 060 6 0． 93
15 11． 640 Scutevulin C16H12O6 301． 071 5 301． 071 2 0． 95

表 2 半枝莲成分中的同分异构体鉴别结果

组号 峰号
保留时间

( min)
鉴别结果 分子式

［M + H］+

m/z 高碎片电压下的碎片离子

Ⅰ 5 2． 347 Luteolin-7-O-glucuronide C21H18O12 463． 087 5 287． 055 6 ［M + H-C6H8O6］
+

169． 013 7［M + H-C6H8O6-C8H6O］+

123． 008 2［M + H-C6H8O6-C8H6O-CO-H2O］+

8 4． 125 Scutellarin C21H18O12 463． 087 4 287． 055 6［M + H-C6H8O6］
+

153． 018 8［M + H-C6H8O6-C8H6O2］
+

135． 008 2［M + H -C6H8O6-C8H6O2-H2O］+

Ⅱ 2 1． 898 Carthamidin-7-O-glucuronide C21H20O12 465． 103 1 289． 071 2［M + H-C6H8O6］
+

169． 013 7［M + H-C6H8O6-C8H8O］+

147． 044 6［M + H-C6H8O6-C6H6O4］
+

4 2． 106 Isocarthamidin-7-O-glucuronide C21H20O12 465． 103 289． 071 2［M + H-C6H8O6］
+

169． 013 7［M + H-C6H8O6-C8H8O］+

147． 044 6［M + H-C6H8O6-C6H6O4］
+

Ⅲ 9 4． 798 Scutellarein C15H10O6 287． 055 8 169． 013 7［M + H-C8H6O］+

123． 008 2［M + H-C8H6O-CO-H2O］+

119． 049 7［M + H-C7H4O5］
+

10 7． 794 Luteolin C15H10O6 287． 056 0 153． 018 8［M + H-C8H6O2］
+

135． 044 6［M + H-C7H4O4］
+

161． 023 9［M + H-C6H6O3］
+

Ⅳ 13 11． 175 4'-Hydroxy-wogonin C16H12O6 301． 071 6 286． 047 7［M + H-CH3］
+

168． 005 9 ［M + H-CH3-C8H6O］+

183． 029 3［M + H-C8H6O］+

15 11． 64 Scutevulin C16H12O6 301． 071 5 286． 047 7［M + H-CH3］
+

168． 005 9 ［M + H-CH3-C8H6O］+

图 2 Scutellarein 和 Luteolin ESI +MS 裂解途径

( 下转第 472 页)
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3 分析与讨论

临床上有以单纯性血糖高而引起的癫痫样症

状，多以部分运动性发作为主，主要表现为一侧面部

或肢体远端的阵挛和强直，一般血糖逐渐下降，癫痫

发作次数逐渐减少，发作时，单独用抗癫痫药物效果

不佳，应用胰岛素纠正高血糖及代谢紊乱后，癫痫发

作终止［7 ～ 9］。我院收治该患者血酮体阴性、电解质、
渗透压基本正常，且无癫痫病史和脑外伤病史，头颅

MRI 影像学检查无确切的致癫灶发现，虽然首次发

作时血糖比较高，但该例患者单独使用抗癫痫药物

效果好，且后来癫痫发作时血糖并不高、血糖高时癫

痫也没发生，因此基本可以排除癫痫发生是由高血

糖引起。治疗患者过程中有多种药物联合使用情

况，但癫痫发作时间大多在第 2 次甲硝唑滴注后，在

停用甲硝唑而其他药物继续使用后，未继续使用抗

癫痫药物的情况下，患者未再次发作，提示癫痫发作

由甲硝唑注射液引起可能性很大，文献资料也证实

甲硝唑有致癫痫发作的可能性［1 ～ 6］。
表 1 中数据可以看出，发生癫痫样症状的 10 例

患者中有 9 例甲硝唑使用量基本在 500 mg /次，文

献报道 高 剂 量 时 可 引 起 癫 痫 发 作 和 周 围 神 经 病

变［10］。甲硝唑容易穿透血脑屏障，其浓度可达血液

的 50%，因此，高浓度剂量容易导致脑部药物浓度

增加。本案例中患者抽搐多次出现在下午甲硝唑滴

注过程中戓滴注后，可能与该时间段血药浓度较高

有关。临床实际用药间隔比较短( 该患者甲硝唑用

药时间间隔为 5 ～ 6 h) ，而甲硝唑 t1 /2为 7 ～ 8 h，根据

药代动力学，理论上可导致下午甲硝唑滴注过程中

戓滴注后出现浓度过高。
另外，表 1 中可以看到平均发病年龄在 50 岁左

右，我院的该案例是位老年患者，由于老年人身体组

成与各器官功能的改变，即是肝肾功能正常，其药效

学与药动学也会发生一定的变化。与青年人甲硝唑

药代动力学特征对比显示，老年组的血药浓度一直

高于青年组，AUC 大约为青年人的 2 倍，因而老年

病人用药时，甲硝唑剂量应减少 30% ～40%［11］。
综合上述原因，该例患者的癫痫症状是由甲硝

唑注射液所引起，临床医师在使用甲硝唑时应注意

患者的年龄、肝肾功能及用药间隔，同时注意用药剂

量，确保药物的安全使用; 临床药师在查房时也应及

时关注病情进展，准确分析，及时提出用药建议，为

患者安全用药提供保障。
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综上所述，本实验采用 HPLC-TOF /MS 技术，结

合数据库匹配，实现了对半支莲中主要成分的快速

定性分析，共鉴定出 15 个半支莲中的主要糖苷类和

黄酮类成分。该方法快速、灵敏、准确度高，可作为

半支莲质量控制的方法之一，同时为半支莲的药理

学和临床药学研究提供了化学物质基础信息。
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