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摘要  目的 }建立一种可靠的灯盏乙素定量分析方法 ∀方法 }用三级四极串联质谱k � ≥r � ≥l作为 �°�≤ 的检测

器 o其中 � ≥r � ≥使用了多反应监测k � � � l扫描方式 ∀选择母 ψ子离子对 °r½ p wyt ψ °r½ p u{x作为 � � � 监测的

离子对 ~�°�≤ 流动相为 tss h甲醇 o流速 s1| °�#°¬±p t o色谱柱 �̈ ¦®°¤± �⁄≥2t ∀以测定短葶飞蓬提取物的灯盏乙

素含量为例 o对此方法进行了应用 ∀结果 }灯盏乙素在短葶飞蓬提取物中含量为 y1|{ h ∀方法线性范围 us ∗ tys

±ª#°�p t kΧ� s1|||l ~加入灯盏乙素标准品 us oys和 tys ±ª的加样回收率分别为 }|y1x h o|z1w h和 |z1v h ∀检测

限为 t ±ªo每个样品的分析时间为 w °¬±∀结论 }此法灵敏 !快速 !准确 o可应用于灯盏乙素的各种药剂 !药代的研究 ∀
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  短葶飞蓬k Εριγαρον βρεϖισεαπυσl俗称灯盏花 o

是我国云南特有的中药品种 o民间常用于跌打损伤 !

风湿疼痛的治疗 ∀在临床实验中发现对治疗瘫痪有

特殊效果≈t  ∀经临床证明≈u  o其中的成分灯盏乙素

k¶¦∏·̈̄ ¤̄µ¬±l有增加脑血流量 !降低脑血管阻力 !提

高血脑屏障的通透性以及对抗由二磷酸腺苷引起的

血小板凝集作用 ∀灯盏乙素分子式为 ≤ut �t{ �tu o分

子量 wyu1vx o结构式如下 }

  目前未见关于灯盏乙素精确定量方法的报道 ∀

一般中药多采取 �°�≤ 作为定量手段 o但使用常规

的 �°�≤ 方法分析灯盏乙素比较复杂且耗时较长 o

目前多是关于其半定量的报道≈u  ∀本文采取 �°�≤

与 � ≥r � ≥联机的方法 o将 � ≥r � ≥ 作为检测灯盏

乙素的高选择性的检测器 o通过多反应监测k°∏̄·¬

µ̈¤¦·¬²±¶°²±¬·²µ¬±ªo � � � l的扫描方式监测色谱

流出的灯盏乙素信号 o实现了对灯盏乙素的精确定

量 o本文中以测定短葶飞蓬提取物中灯盏乙素含量

为例 o对此方法进行了应用 ∀

实 验 部 分

1  试剂及仪器

�°�vsss �≤r � ≥r � ≥ 系统 ok°∞公司 o含四极

收稿日期 }t|||2s{2tu
基金项目 }国家自然科学基金资助项目ky|uvxsuusl
3联系人  ×¨̄ }kstslyuz{ty{{ oƒ¤¬}kstslyuz{wzyw o

∞2°¤¬̄}ª¤̄∏²� ¶¤° q¦«̈ ° q·¶¬±ª«∏¤q̈§∏q¦±

杆 � ≥r � ≥ 谱仪 !在线真空脱气机 !°∞uss 型高压

泵l ∀甲醇k�°�≤ 级 o美国 ƒ¬¶«̈µ公司l o灯盏乙素

标准品k ⁄̈ ·̄¤o香港天然有机化合物信息中心提

供l !灯盏花总黄酮粗品k云南个旧制药厂提供l ∀

2  色谱条件

流动相 }tss h纯甲醇 o色谱柱 }�̈ ¦®°¤± �⁄≥2t o

x Λ° ow1y °° ≅ uxs °° o流速 }s1| °�#°¬±p t ∀

3  质谱条件的优化

灯盏乙素标准品溶于甲醇 o得 tss ±ª#°�p t灯

盏乙素溶液 o通过注射进样泵连续进入质谱 ∀采取

负离子方式 o首先使用一级质谱优化灯盏乙素的分

子离子峰 °r½ p wyt o使其强度最大 ~然后打开碰撞

气k�ul使其分子离子被碰撞活化解离k≤ �⁄l o使用

二级质谱扫描°r½ p wyt的子离子 o其子离子图见图

t ∀

灯盏乙素是一种葡萄糖酸黄酮苷 o其糖苷键在

质谱条件下很易断裂而形成 °r½ p u{x的子离子 ∀

由图 t可见 o灯盏乙素的子离子中 o°r½ p u{x的峰

强度占绝对优势 ~扫描方式改为 � � � 扫描 o监测

°r½ p wyt ψ °r½ p u{x离子对 o调节各质谱参数使

信号最强 o得最佳质谱条件 }

�²± ¶³µ¤¼离子源 o与 �≤ 接口采取分流方式 o电

离电压 }p v wss ∂ o聚焦孔电压 }p wy ∂ o第一级四

极杆电压 }ts ∂ o聚焦透镜电压 }ts ∂ o第二级四极

杆电压k碰撞电压l }v{ ∂ o第三级四极杆电压 }ws

∂ o偏转电压 }uss ∂ o电子倍增器电压 }u sss ∂ ∀

将 �°�≤ 与 � ≥r � ≥的离子源相连接 o使用以

上参数对 �≤ 的流出物进行监测 o以灯盏乙素的离

子流峰面积作为定量的依据 ∀
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ƒ¬ªt  °µ²§∏¦·¬²±¶²©¶¦∏·̈̄ ¤̄µ¬±q

4  灯盏乙素定量分析

4 .1  色谱行为  采取 � � � 方式监测 wyt ψu{x离

子对的离子流 o质谱信号强 o与 � ∂ 检测器相比 o提

高选择性的同时提高了信噪比和灵敏度 ∀灯盏乙素

的保留时间为 t1z °¬±k图 ul ∀图 u� o�分别是 }常

规 �°�≤ 紫外检测器的总黄酮谱图 !�≤r � ≥r � ≥

� � � 方式监测°r½ p wyt ψ p u{x的离子流图 ∀由

图 u�可见 o在此条件下色谱图的分辨率很低 o而使

用 �≤r � ≥r � ≥可在无需色谱分离的情况下选择性

地定量灯盏乙素k图 u�l ∀

ƒ¬ªu  �≤r� ∂ ¦«µ²°¤·²ªµ¤° k�l ¤±§�≤r � ≥r � ≥ ≤«µ²°¤·²ªµ¤° k�l ²©¶¦∏·̈̄ ¤̄µ¬±¬± Εριγαρον

βρεϖισεαπυσ ¬̈·µ¤¦·q

4 .2  标准曲线  精密称量灯盏乙素标准品 x °ªo

配制成含灯盏乙素 t °ª#°�p t的甲醇溶液 ∀稀释

得 us ows o{s otus和 tys ±ª#°�p t的标准溶液 o依次

进样 us Λ�o在上述色谱 !质谱条件下检测 o以 � � �

离子流峰面积k Ψl为纵坐标 !灯盏乙素浓度k Ξl为

横坐标 o得线性回归方程 }Ψ � {1t ≅ tsv Ξ n y{1|x

kΧ� s1|||l o线性范围 us ∗ tys ±ª#°�p t ∀方法的

检测限为 t ±ª∀

4 .3  待测样品制备  将总黄酮磨成粉末 o取 x °ª

超声溶解于甲醇 o定容为 xs °�o然后用甲醇稀释至

含总黄酮 t Λª#°�p t用以测定 ∀

4 .4  方法精密度测定  取相同的样品 o按上述方法

间隔 u §重复测定 o测日内精密度为 t1z h k ν � xl o

日间精密度为 w1t h k ν � xl ∀

4 .5  加样回收实验  取同一样品粉末 u °ªy份 o

其中 v份作为对照 o另外 v份分别加入含灯盏乙素

us oys和 tus ±ª的标准品溶液 o挥干后按上述方法

测定 o计算加样回收率分别为 }|y1x h o|z1w h 和

|z1v h ∀

4 .6  测定结果  取总黄酮溶液 us Λ�进样 o连续 x

次测定 o总黄酮中灯盏乙素的含量为 y1|{ h ?

s1tt h ∀

讨 论

灯盏乙素在纯水 !甲醇Β水混合溶剂及乙腈中溶

解度很小 o只在纯甲醇中才有较好的溶解度 ∀因此

调整流动相的选择较少 o且在短葶飞蓬的提取物中 o

有多种黄酮类的结构与灯盏乙素类似 o紫外吸收波

长相近 o往往在使用常规 �°�≤ 分析时与灯盏乙素

在同一保留时间出峰而计算了多种黄酮的总含量 ∀

本文采用 �≤r � ≥r � ≥ 的方法 o建立了灯盏乙素的

准确定量方法 o为其剂型 !临床研究提供了必要手

段 ∀
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� ≥r � ≥技术于 {s年代中期开始走向成熟≈v  o

由于天然提取物成分比较复杂 o可能有其他物质的

质荷比与灯盏乙素相同 o只用单级质谱作为检测器

单一性不够好 ∀采用 � ≥r � ≥的 � � � 扫描方式监

测 �≤ 流出的灯盏乙素 o选择性大大优于紫外检测

器 ~� ≥r � ≥的 � � � 方法检测灯盏乙素的原理是 }

样品经 �°�≤ 分离 !富集后在离子源被离子化 o然

后进入第一级质谱 o调整质量扫描参数 o只允许 °r½

p wyt进入碰撞区 o这样就除去了其他分子量的物

质 ~在碰撞区中°r½ p wyt被碰撞活化解离k≤ �⁄l产

生子离子 o然后进入第二级质谱 ~使第二级质谱只允

许灯盏乙素的特征子离子 °r½ p u{x通过并进入计

数器 o而其他物质即使质荷比也为 p wyt仍不会产生

响应 ∀这样就使 � ≥r � ≥成为一个专一检测灯盏乙

素的 �≤ 检测器 o能消除其他结构相近的黄酮对定

量的干扰 ~故 �°�≤ 不必将灯盏乙素与其他黄酮分

离 o就能达到精确定量灯盏乙素的目的 ∀

本方法采用的 �≥离子源是电喷雾离子源的改

进类型 o使用了雾化气技术 o从而提高了离子化效

率 o稳定了质谱输出信号 o是外标曲线有良好的线性

的原因之一 ∀

此外 o此方法的灵敏度较高 ∀检测限只有 t ±ªo

适合低浓度的分析 o如血药浓度测定等 ∀本方法分

析一个样品只需 w °¬±o适合于药剂和药理研究中

的快速 !大量分析 ∀
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