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ＬＣＭＳ／ＭＳ鉴定大鼠血浆中桃红四物汤有效成分

王慧卓，彭代银，陈卫东，李白坤，韩　岚，张艳艳，王妍妍，郭栋栋，吴欢茹，帅　陈

（安徽中医药大学，安徽 合肥　２３００１２）

［摘要］目的　研究桃红四物汤有效成分体内作用的物质基础。方法　利用液相色谱串联质谱（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏ

ｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔｅｃｈｎｉｑｕｅｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ／ＭＳ）提供的色谱及离子碎片信息，

对大鼠灌胃桃红四物汤中入血成分进行分析鉴定。结果　通过保留时间比对、离子碎片解析等综合分析，鉴

定桃红四物汤中６个入血成分（梓醇、藁本内酯、阿魏酸、芍药苷、芍药内酯苷和苦杏仁苷）均为原形成分，入

血成分可能为桃红四物汤体内直接作用的有效成分。结论　本实验确定了桃红四物汤经口服后可被胃肠道

吸收入血的６个有效成分，为后期桃红四物汤的药物代谢动力学研究提供了参考依据。
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　　血瘀证是血液循环发生障碍的一种病理过程，

涉及内、外、妇、儿各科。体内血液通行不畅，瘀阻于

经脉及脏腑之中进而形成血瘀，严重时会导致中风

等疾病［１］。桃红四物汤源自于清代吴谦所著《医宗金

鉴》，由桃仁、红花、当归、白芍、熟地黄、川芎６味药组

成。方中熟地黄、白芍为血中的血药，当归、川芎为血

中的气药，阴阳动静相配，加入桃仁、红花为主药，突

出了活血化瘀的作用［２３］。由于桃仁、红花的活血作

用和缓，配合四物汤养血扶正，使瘀血去、新血生、气

机畅［４］。四物汤有效成分的药物代谢动力学研究已

有较多的文献报道，给药形式包括化学成分单体、药

材提取物和中药复方［５１０］，并为课题后续体内有效成

分的药物代谢动力学研究奠定基础。

本研究在前期课题组研究的基础上，采用液相

色谱串联质谱（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ／

ＭＳ）技术对桃红四物汤活血化瘀的入血成分进行分

析，从而找出其在体内发挥疗效的有效成分，为阐明

其药理作用及其机制提供重要依据。

１　材料

１．１　试药　梓醇（纯度为９８．０％，批号１４０５０９）、藁

本内酯（纯度为９８．０％，批号１４０８０５）、阿魏酸（纯度

为９８．０％，批号１４０５０８）、芍药苷（纯度为９８．０％，批

号１４０４０１）、芍药内酯苷（纯度为 ９８．０％，批号
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通信作者：彭代银，ｐｅｎｇｄｙ＠ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ

１４０７２８）、苦杏仁苷（纯度为９８．０％，批号１４０１２７）：

四川省维克奇生物科技有限公司；甲酸（规格５００

ｍＬ，批号２０１４０２０８）：江苏强盛功能化学股份有限

公司；甲酸铵（批号２０１２０５２４）：国药集团化学试剂

有限公司；乙腈（色谱纯）：德国莫克公司；超纯水：实

验室自制。

１．２　仪器　美国Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０ＵＰＬＣ和美国 ＡＢＩ

公司ＡＰＩ４５００３Ｑ／ＭＳ，ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ数据

处理系统；ＡＢ１３５Ｓ型十万分之一电子天平：德国

ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ；ＸＷ８０Ａ微型涡旋混合仪：

上海沪西分析仪器厂；ＴＧ１６ＷＳ台式高速离心机：

长沙湘仪离心机仪器有限公司；ＤＷ８６Ｌ３８８Ａ立式

超低温保存箱：青岛海尔特种电器有限公司；ＢＣＤ

２２５ＣＨＣ冰箱：合肥美菱股份有限公司；ＳＨＢⅢ型

旋转蒸发仪：上海亚荣生化仪器厂。

１．３　动物　ＳＤ大鼠６只，来源于安徽医科大学，生

产许可证号为ＳＣＸＫ（皖）２０１５００２，雌性，体质量

（２００±２０）ｇ，在温度２０～２２℃，相对湿度４５％～

６５％，光照／黑暗周期为１２ｈ／１２ｈ的条件下饲养，

自由饮食、饮水，适应性饲养１周后开始实验。

２　方法

２．１　给药方案　给药前禁食１２ｈ，自由饮水，按照

１．８ｇ／ｍＬ（给药剂量为临床用量的２０倍）平行灌胃

６只大鼠后，分别于５、１０、１５、２０、３０、４０、６０、１２０、

１８０、２４０、３６０、４８０ｍｉｎ眼底静脉丛采血约０．３ｍＬ，

加入至肝素钠润洗干燥后的离心管中，３５００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，备用。

２．２　血浆样品处理　准确移入含药血浆５０μＬ于

离心管中，加入７５μＬ乙腈，涡旋混匀２ｍｉｎ，１２０００

ｒ／ｍｉｎ 离 心 １０ ｍｉｎ，取 上 层 清 液 ５ μＬ 进 样，
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ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。

２．３　桃红四物汤的制备　取桃红四物汤各单味药

材（按照中国中医药出版社第７版《方剂学》中的剂

量：熟地黄６０ｇ，当归、白芍、桃仁各４５ｇ，川芎、红花

各３０ｇ，共２５５ｇ于圆底烧瓶中，第１次加１０倍量

的７５％乙醇（１∶１０），回流２ｈ，后过滤取滤液，第２

次加８倍量的７５％乙醇（１∶８），后过滤取滤液。合

并２次滤液，６０℃旋转蒸发至浓度为１．８ｇ／ｍＬ，相

当于原药材浓度。

２．４　标准品溶液和肝素的制备　精密称取各标准

品约１ｍｇ，加适量甲醇溶解分别配制成１ｍｇ／ｍＬ

的储备液。取适量储备液，用甲醇将梓醇、阿魏酸、

藁本内酯、芍药苷、芍药内酯苷、苦杏仁苷分别稀释

成１００ｎｇ／ｍＬ的工作液，过０．２２μｍ的有机滤膜，

用于一级质谱和二级质谱研究。取适量梓醇、阿魏

酸、藁本内酯、芍药苷、芍药内酯苷、苦杏仁苷的储备

液，将其混合，用甲醇稀释成５００ｎｇ／ｍＬ的混标溶

液，过０．２２μｍ的有机滤膜，进样容积是５μＬ，ＬＣ

ＭＳ／ＭＳ分析。取２支肝素，每支含１２５００Ｕ，置于

２５ｍＬ容量瓶中，用生理盐水定容至刻度，配成

１０００Ｕ／ｍＬ的肝素溶液，置于４℃储存备用。

２．５　色谱和质谱条件　色谱条件：梓醇以乙腈

（Ａ）５ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵（Ｂ）作为流动相，梯度洗脱

（０～０．９ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为２∶８；０．９１～１ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为

９∶１；１．０１～３ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为８∶２；３．０１～４ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ

为７∶３；４．０１～５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为２∶８）。分离色谱柱为

ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ? ＢＥＨＣ１８（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，

１．７μｍ），分析时间为５ｍｉｎ，流速为０．２ｍＬ／ｍｉｎ，

柱温为２４～２６℃，进样容积是５μＬ，ＬＣＭＳ／ＭＳ

分析。

阿魏酸、芍药苷、芍药内酯苷、苦杏仁苷以乙腈

（Ａ）０．１％甲酸水（Ｂ）作为流动相，梯度洗脱（０～１

ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为１∶９；１．０１～１．５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为４∶６；

１．５１～２ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为７∶３；２．０１～２．５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为

８∶２；２．５１～３ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为９∶１；３．０１～３．５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ

为７∶３；３．５１～４ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为４∶６；４．０１～５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ

为１∶９）。分离色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ? ＢＥＨ

Ｃ１８（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．７μｍ），分析时间为５ｍｉｎ，

流速为０．２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２４～２６℃，进样容积是

５μＬ，ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。

藁本内酯以乙腈（Ａ）０．１％甲酸铵（Ｂ）作为流

动相，梯度洗脱（０～１ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为１∶９；１．０１～１．５

ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为４∶６；１．５１～２ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为７∶３；２．０１～

２．５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为８∶２；２．５１～３ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为９∶１；

３．０１～３．５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为７∶３；３．５１～４ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为

４∶６；４．０１～５ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ为１∶９）。分离色谱柱为ＡＣ

ＱＵＩＴＹＵＰＬＣ? ＢＥＨＣ１８（２．１ｍｍ×５０ｍｍ，１．７

μｍ），分析时间为５ｍｉｎ，流速０．２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为

２４～２６℃，进样容积是５μＬ，ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。

质谱条件：离子源为ＥＳＩ源，采用多级反应监

测的扫描方式进行样品分析。梓醇用正离子模式检

测，检测离子对为犿／狕３８０．０→１８３．２，电喷雾电压为

５５００Ｖ；离子化温度为５００℃；藁本内酯的检测离

子对为犿／狕１９１．１→９１．１，电喷雾电压为５５００Ｖ；

离子化温度为５００℃；阿魏酸、芍药苷、芍药内酯苷

和苦杏仁苷用负离子模式检测，检测离子对分别为

犿／狕１９２．９→１３４．０、５２５．０→４４９．０、５２５．０→１２１．１

和５０１．９→３２２．８，电喷雾电压为－４５００Ｖ；离子化

温度为４５０℃。

３　结果

３．１　梓醇　在全波长模式扫描下，标准品梓醇的

Ｑ１（犿／狕）为３８０．０，Ｑ３（犿／狕）为１８３．２，保留时间为

０．７９ｍｉｎ，梓醇标准品和血浆样品的总离子流图见

图１。质谱数据与文献［１１］吻合，证明该成分均能

在标准品和血浆样品中于相同的保留时间被检出，

梓醇经口服给药后可入血，但检测的量很少，无法

定量。

图１　梓醇标准品（Ａ）和血浆样品（Ｂ）总离子流图

３．２　藁本内酯　在全波长模式扫描下，标准品藁本 内酯的Ｑ１（犿／狕）为１９１．１，Ｑ３（犿／狕）为９１．１，保留时
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间为２．８２ｍｉｎ，标准品和血浆样品的总离子图见图

２。质谱数据与文献［１１］吻合，证明该成分均能在标

准品和血浆样品中于相同的保留时间被检出，藁本

内酯经口服给药后可入血。

图２　藁本内酯标准品（Ａ）和血浆样品（Ｂ）总离子流图

３．３　阿魏酸　在全波长模式扫描下，标准品阿魏酸

的Ｑ１（犿／狕）为１９２．９，Ｑ３（犿／狕）为１３４．０，保留时间

为２．６６ｍｉｎ，标准品和血浆样品的总离子流图见图

３。质谱数据与文献［１１］吻合，证明该成分均能在标

准品和血浆样品中于相同的保留时间被检出，阿魏

酸经口服给药后可入血。

图３　阿魏酸标准品（Ａ）和血浆样品（Ｂ）总离子流图

３．４　芍药苷　在全波长模式扫描下，标准品芍药苷

的Ｑ１（犿／狕）为５２５．０，Ｑ３（犿／狕）为４４９．０，保留时间

为２．５０ｍｉｎ，标准品和血浆样品的总离子流图见图

４。质谱数据与文献［１１］吻合，证明该成分均能在标

准品和血浆样品中于相同的保留时间被检出，芍药

苷经口服给药后可入血。

图４　芍药苷标准品（Ａ）和血浆样品（Ｂ）总离子流图

３．５　芍药内酯苷　在全波长模式扫描下，标准品芍

药内酯苷的Ｑ１（犿／狕）为５２５．０，Ｑ３（犿／狕）为１２１．１，

保留时间为２．４７ｍｉｎ，标准品和血浆样品的总离子

流图见图５。质谱数据与文献［１１］吻合，证明该成

分均能在标准品和血浆样品中于相同的保留时间被

检出，芍药内酯苷经口服给药后可入血。

３．６　苦杏仁苷　在全波长模式扫描下，标准品苦杏

仁苷的Ｑ１（犿／狕）为５０１．９，Ｑ３（犿／狕）为３２２．８，保留

时间为２．４５ｍｉｎ，标准品和血浆样品的总离子流图

见图６。质谱数据与文献［１２］吻合，证明该成分均

能在标准品和血浆样品中于相同的保留时间被检

出，苦杏仁苷经口服给药后可入血。
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图５　芍药内酯苷标准品（Ａ）和血浆样品（Ｂ）总离子流图

图６　苦杏仁苷标准品（Ａ）和血浆样品（Ｂ）总离子流图

４　讨论

本实验主要通过扫描标准品的一级质谱和

二级色谱，得到较为精确的标准物质的质荷比值

和碎片离子图谱，而后对标准品和血浆样品的质

谱总离子流图进行提取，得特定质荷比下的离子

流图；比较标准品与各样品之间保留时间，确定

了桃红四物汤经口服后可被胃肠道吸收入血的６

个有效成分。

优化了６个有效成分的质谱条件，芍药苷、芍药

内酯苷和阿魏酸在ＥＳＩ离子化方式下，负离子模式

检测的响应比正离子模式的高，而梓醇、藁本内酯和

川芎嗪则在正离子模式下得到更好的质谱信号。同

时，由于芍药苷和芍药内酯苷两对物质结构相似、分

子量相同，质谱条件优化过程中发现存在响应较高

的共同离子碎片。为减少彼此间的干扰和得到最佳

的质谱响应，芍药苷、芍药内酯苷和藁本内酯分别采

用犿／狕５２５．０→４４９．１、犿／狕５２５．０→１２１．１、犿／狕

１９１．１→９１．１。

采用乙腈为有机相，可使该两对物质的色谱峰

得到更好的分离。由于芍药苷和芍药内酯苷的母离

子均为［Ｍ＋ＨＣＯＯＨ－Ｈ］－，因此在流动相中加入

少量的甲酸，不仅可以改善峰型，亦可增大二者的质

谱响应。由于梓醇极性较强，试验中发现其在反相

色谱柱上保留时间很短，杂质影响很大，只能定性不

能定量，需要更换色谱柱才能有更好的保留时间、色

谱峰型以及质谱响应，才能更好地定量。
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