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摘要： 目的　 对筋骨止痛凝胶的非挥发性化学成分进行快速检识。 方法 　 采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析， Ｗａｔｅｒｓ
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱 （ ２􀆰 １ ｍｍ × １００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸， 梯度洗脱； 体积流量

０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样量 ２ μＬ； 柱温 ３５ ℃； 电喷雾离子源； 正、 负离子全扫描。 根据精确质荷比、 二级质谱裂解规律结

合相关对照品、 文献， 对化合物进行鉴定和归属。 结果　 共鉴定出 １００ 种成分， 包括含氮类、 皂苷类、 苯酞类、 黄酮

类、 香豆素类等， 其中 ２８ 种成分经对照品确认。 结论　 该方法可快速鉴定筋骨止痛凝胶中的非挥发性成分， 为其药

效物质基础和质量控制的深入研究提供了一定的参考。
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　 　 筋骨止痛凝胶全方由醋延胡索、 川芎、 威灵仙、 伸筋

草、 东北透骨草、 路路通、 海桐皮、 防风、 花椒、 牛膝、
薄荷脑、 冰片共 １２ 味药材组成， 具有活血理气、 祛风除

湿、 通络止痛的功效， 临床上用于改善膝骨关节炎、 肾虚、
筋脉淤滞等症状。 由于该方所含药材众多、 成分复杂， 其

药效物质基础、 作用机制尚不明确。 目前化学成分研究方

面， 秦建平等［１］建立了高效液相色谱⁃质谱指纹图谱， 指认

了 １２ 个共有峰； 王伟等［２］利用 ＨＰＬＣ 测定了指标成分延胡

索乙素和原阿片碱的含量； 刘莉莉等［３］ 利用 ＧＣ 测定了挥

发性成分冰片和薄荷脑的含量， 但缺乏对复方非挥发性成

分的全面分析。 本研究采用超高效液相色谱串联四极杆飞

行时间质谱联用 （ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 技术对筋骨

止痛凝胶非挥发性成分进行快速分离和鉴定， 并对其药材

来源进行归属， 以期全面建立筋骨止痛凝胶化学成分谱，
为明确药效物质、 阐明作用机制、 提升质量控制水平提供

依据。
１　 材料

Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ ｉｎｆｉｎｉｔｙ 超高效液相色谱， 联用 Ａｇｉｌｅｎｔ
６５３８ Ｑ⁃ＴＯＦ 质谱仪， 配置电喷雾离子源 （ ＥＳＩ）、 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｂ． ０７􀆰 ００ 软件 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）； ＭＩＫＲＯ ２００ 高速离心机 （德国 Ａｎｄｒｅａｓ Ｈｅｔｔｉｃｈ 公

司）； Ｐａｃｉｆｉｃ ＴⅡ７ 超纯水仪 （美国赛默飞公司）； ＫＱ⁃

５００ＤＥ 数控超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）；
Ｍｅｔｌｌｅｒ ＡＬ２０４ 电子分析天平 ［梅特勒⁃托利多 （上海） 有限

公司］。
欧当归内酯 Ａ （批号 １１１８２６⁃２０１８０６）、 盐酸巴马汀

（批号 １１０７３２⁃２０１９１３）、 苦参碱 （批号 １１０８０５⁃２０２０１０）、 芦

丁 （批 号 １０００８０⁃２０２０１２ ）、 路 路 通 酸 （ 批 号 １１１７３５⁃
２０１９０３）、 延胡索乙素 （批号 １１０７２６⁃２０２０２０）、 升麻素苷

（批号 １１１５２２⁃２０１９１３）、 金丝桃苷 （批号 １１１５２１⁃２０１５０７）、
绿原酸 （批号 １１０７５３⁃２０１８１７）、 咖啡酸 （批号 １１０８８５⁃
２０１７０３）、 补骨脂素 （批号 １１０７３９⁃２０１９１８）、 原阿片碱

（批 号 １１０８５３⁃２０１８０５ ）、 盐 酸 黄 连 碱 （ 批 号 １１２０２６⁃
２０１８０２）、 盐酸川芎嗪 （批号 １１０８１７⁃２０１６０８）、 蛇床子素

（批号 １１０８２２⁃２０２１１１）、 黄芩素 （批号 １１１５９５⁃２０１８０８）、 盐

酸小檗碱 （批号 １１０７１３⁃２０２０１５）、 阿魏酸松柏酯 （批号

ＣＨＢ２０１１０６）、 β⁃蜕皮甾酮 （批号 １１１６３８⁃２０１７０６） 对照品

均购自中国食品药品研究院； 洋川芎 内 酯 Ｈ （ 批 号

Ｂ２１４６２）、 羟基⁃α⁃山椒素 （批号 Ｂ２６４３０）、 羟基⁃β⁃山椒素

（批号 Ｂ２６４３１）、 紫花前胡素 （批号 Ｂ５０６３８）、 四氢小檗碱

（批号 Ｂ２１２０６）、 洋川芎内酯Ⅰ （批号 Ｂ２１４６３） 对照品均

购自上海源叶生物科技有限公司； 丁烯基苯酞 （批号

ＣＨＢ２０１１２２）、 正丁基苯酞（批号 ＣＨＢ２０１１１６） 对照品购自

成都克洛玛生物科技有限公司； 海罂粟碱（批号 ４７５⁃８１⁃０）、
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东莨菪内酯 （批号 ９２⁃６１⁃５） 对照品购自上海诗丹德标准技

术服务有限公司； 去氢延胡索甲素 （批号 ２１０８１００４）、 延

胡索甲素 （批号 ２１０９２３０２） 对照品购自成都格利普生物科

技有限公司； 脱氢海罂粟碱 （批号 ＣＦＮ９０４０６） 对照品购

自武汉 Ｃｈｅｍ Ｆａｃｅ 公司； Ｅ⁃藁本内酯 （批号 ２０１９１２２９） 对

照品购自南京森贝伽生物科技有限公司。 筋骨止痛凝胶

（批号 ２１０１０１， 江苏康缘阳光药业有限公司）； 处方药材购

自主产区或道地产区， 经江苏康缘药业股份有限公司王振

中研究员鉴定， 醋延胡索为罂粟科植物延胡索 Ｃｏｒｙｄａｌｉｓ
ｙａｎｈｕｓｕｏ Ｗ． Ｔ． Ｗａｎｇ． 的干燥块茎； 川芎为伞形科植物川

芎 Ｌｉｇｕｓｔｉｃｕｍ ｃｈｕａｎｘｉｏｎｇ Ｈｏｒｔ． 的干燥根茎； 花椒为芸香科

植物花椒 Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍ ｂｕｎｇｅａｎｕｍ Ｍａｘｉｍ． 的干燥成熟果皮；
防风为伞形科植物防风 Ｓａｐｏｓｈｎｉｋｏｖｉａ ｄｉｖａｒｉｃａｔａ （ Ｔｕｒｃｚ．）
Ｓｃｈｉｓｃｈｋ． 的干燥根； 牛膝为苋科 植 物 牛 膝 Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ
ｂｉｄｅｎｔａｔａ Ｂｌ． 的干燥根； 威灵仙为毛茛科植物威灵仙

Ｃｌｅｍａｔｉｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｏｓｂｅｃｋ． 的干燥根和根茎； 路路通为金缕

梅科植物枫香树 Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒ ｆｏｒｍｏｓａｎａ Ｈａｎｃｅ． 的干燥成熟

果序； 伸筋草为石松科植物石松 Ｌｙｃｏｐｏｄｉｕｍ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ
Ｔｈｕｎｂ． 的干燥全草； 东北透骨草为豆科野豌豆属植物山野

豌豆 Ｖｉｃｉａ ｃｒａｃｃａ Ｌ． 的干燥地上全草； 海桐皮为豆科乔木刺

桐 Ｅｒｙｔｈｒｉｎａ ｖａｒｉｅｇａｔｅ Ｌ． ｖａｒ． ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ （ Ｌ．） Ｍｅｒｒ 的树皮。
乙腈、 甲酸均为色谱纯； 其余试剂均为分析纯； 水为超

纯水。
２　 方法

２􀆰 １　 分析条件

２􀆰 １􀆰 １　 色谱　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １
ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相乙腈 （ Ａ） ⁃０􀆰 １％ 甲酸

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０～ ８ ｍｉｎ， ３％ ～ １５％ Ａ； ８～ ２０ ｍｉｎ， １５％
Ａ， ２０～３０ ｍｉｎ， １５％ ～ ３０％ Ａ； ３０～ ３８ ｍｉｎ， ３０％ ～ ４５％ Ａ；
３８～ ４５ ｍｉｎ， ４５％ ～ ６０％ Ａ； ４５ ～ ４８ ｍｉｎ， ６０％ ～ ９５％ Ａ；
４８～５０ ｍｉｎ， ９５％ ～ ３％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

３５ ℃； 进样量 ２ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 质谱　 一级全扫描： 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正、 负

离子模式； 裂解电压 １３５ Ｖ； 锥孔电压 ６５ Ｖ； 干燥气氮气，
温度 ３５０ ℃， 体积流量 ８ Ｌ ／ ｍｉｎ； 雾化气氮气， 压力 ４０ ｐｓｉ
（１ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ８９５ ｋＰａ）。 二级扫描： 质量扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０ ～
１ ５００； 碰撞气氮气， 碰撞能量 １５ ｅＶ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液制备　 取对照品适量， 精密称定， 加甲

醇溶解， 使各成分质量浓度为 ２０ μｇ ／ ｍＬ， １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液制备 　 称取筋骨止痛凝胶约 １ ｇ， 置于

５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 精密加入 ７０％ 甲醇 ２０ ｍＬ， 超声处理

３０ ｍｉｎ， 放冷至室温， １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清

液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 单味饮片溶液制备

２􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １　 花椒、 川芎和防风单味饮片溶液制备　 按照筋骨

止痛凝胶生产工艺， 分别取饮片 ２０ ｇ， 加入 １０ 倍量水回流

提取 ２ 次， 每次 １ ｈ， 滤过， 合并滤液， 减压浓缩， 干燥，
得干膏。 取适量干膏， 按 “ ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法配制成 ２０
ｍｇ ／ ｍＬ 的单味饮片溶液。
２􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２　 醋延胡索、 伸筋草、 东北透骨草、 路路通、 海桐

皮、 牛膝和威灵仙单味饮片溶液制备　 按照筋骨止痛凝胶

生产工艺， 分别取饮片 ２０ ｇ， 加入 １０ 倍量 ７０％ 乙醇提取 ２
次， 每次 １ ｈ， 过滤， 合并滤液， 减压浓缩至小体积， 干

燥， 得干膏。 取适量干膏， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法配制成

２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的单味饮片溶液。
３　 结果

３􀆰 １　 化学成分数据库的建立　 查阅中英文相关文献， 建立

延胡索、 川芎、 威灵仙、 伸筋草、 东北透骨草、 路路通、
海桐皮、 防风、 花椒、 牛膝 １０ 味药材化合物数据库， 包括

化合物名称、 结构、 分子式、 精确相对分子质量、 特征碎

片离子、 所属化学类型等信息。
３􀆰 ２　 化合物鉴定　 利用 ＵＰＬＣ⁃ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术， 将

供试品和对照品溶液在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定， 得到

正、 负离子的总离子流图 （ＴＩＣ）， 见图 １。 正、 负离子模

式下一级质谱检测得到的精确相对分子质量， 利用 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｂ． ０７􀆰 ００ 软件生成的化合物

分子式， 选择误差在 １０ ｐｐｍ 以内的分子式与建立的数据库

进行匹配， 推测出可能的化合物， 进一步结合 Ａｕｔｏ ＭＳ ／ ＭＳ
模式获得的相应化合物碎片离子信息与对照品和相关文献

的比对进行化合物的鉴定。 本研究共鉴定 １００ 个化合物，
其中 ２８ 个化合物经对照品比对确认， 其中化合物 ２、 ４～ ８、
１０、 １４～ ２２、 ２８ ～ ２９、 ３２、 ３８、 ４１、 ４４ ～ ４８、 ５０ ～ ５１、 ５３ ～
５４、 ５６ ～ ５８、 ６０、 ６３、 ７５ ～ ７６、 ７８、 ９１、 ９５ 均是含氮化合

物； ３、 ４２～４３、 ７７、 ７９、 ８０ ～ ８１、 ８３ ～ ８５、 ９７ ～ １００ 均是苯

酞类化合物； ２３ ～ ２４、 ２６ ～ ２７、 ３０ ～ ３１、 ３３、 ３５、 ３９ ～ ４０、
４９、 ５２、 ５５、 ５９、 ６１～６２ 均是黄酮类化合物； ６４ 和 ６６ 是香

豆素类化合物； ６５、 ６７ ～ ７４、 ８２、 ８６ ～ ９０ 是三萜皂苷类化

合物； １、 ９、 １１～１３、 ２５、 ３４、 ３６～ ３７、 ９２～ ９４、 ９６ 是其他

类化合物， 结果见表 １。
３􀆰 ３　 筋骨止痛凝胶中化合物成分的质谱裂解规律解析

３􀆰 ３􀆰 １　 含氮类化合物　 筋骨止痛凝胶中的含氮类化合物有

生物碱类和酰胺类， 生物碱类主要来源于醋延胡索、 伸筋

草。 延胡索药材的生物碱成分大致可以分为 ４ 个类型［３０］ ，
结构见图 ２。 具体的二级裂解途径为四氢原小檗碱型生物

碱 （Ⅰ）， Ａ 和 Ｄ 环的取代基最常见的是羟基、 甲氧基和

亚甲二氧基， 此结构的 Ｃ 环易发生逆狄尔斯⁃阿尔得

（ＲＤＡ） 反 应， 常 见 的 特 征 碎 片 离 子 是 ｍ ／ ｚ １６５􀆰 ０９，
１９２􀆰 １０， １７７􀆰 ０８， 化合物 ３２、 ４５～４６、 ５０ 均为Ⅰ类生物碱，
以延胡索乙素 （４５） 为例， 在正离子模式下， 化合物 ４５ 在

一级质谱中的准分子离子峰是 ｍ ／ ｚ ３５６􀆰 １８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋， 在二

级质谱中， ［Ｍ＋Ｈ］ ＋经过 ＲＤＡ 反应产生特征碎片离子 ｍ ／ ｚ
１６５􀆰 ０９ 和 ｍ ／ ｚ １９２􀆰 １０， 分别进一步丢失甲基， 产生碎片离

子 ｍ ／ ｚ １５０􀆰 １７， 可能的裂解途径见图 ３； 原小檗碱型生物

碱 （Ⅱ）， 不会发生 ＲＤＡ 反应， ８ 位的 Ｈ 易丢失， 丢失

６２０１
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］
ＥＳ

Ｉ＋
：３

３２
􀆰６

６０
６，

３０
６􀆰

１１
１
１，

２９
１􀆰

０９
２
６

醋
延

胡
索

５５
２４

􀆰６
９９

２９
１􀆰

１２
２
７

—
０􀆰

２５
Ｃ １

６Ｈ
１８
Ｏ ５

５⁃
Ｏ⁃

ｍｅ
ｔｈｙ

ｌｖｉ
ｓａ
ｍｍ

ｉｎｏ
ｌ［２

１］
ＥＳ

Ｉ＋
：２

７３
􀆰１

１２
０，

２６
３􀆰

０７
６
７，

２４
３􀆰

０６
６
０，

２１
９􀆰

０６
５
３

防
风

５６
２５

􀆰２
４１

３３
６􀆰

１２
３
１

—
０􀆰

１８
Ｃ ２

０Ｈ
１８
ＮＯ

４＋
ｅｐ

ｉｂｅ
ｒｂ
ｅｒｉ

ｎｅ
［１

９］
ＥＳ

Ｉ＋
：３

２１
􀆰０

９９
０，

３０
６􀆰

０７
５
９，

２９
３􀆰

１０
０
５，

２６
４􀆰

１０
３
３

醋
延

胡
索

５７
∗

２５
􀆰２

４１
３３

６􀆰
１２

３
１

—
０􀆰

１８
Ｃ ２

０Ｈ
１８
ＮＯ

４＋
ｂｅ

ｒｂ
ｅｒｉ

ｎｅ
［１

９］
ＥＳ

Ｉ＋
：３

２１
􀆰０

９８
８

醋
延

胡
索

５８
∗

２５
􀆰５

２２
３５

２􀆰
１５

５
１

—
１􀆰

８７
Ｃ ２

１Ｈ
２２
ＮＯ

４＋
ｄｅ

ｈｙ
ｄｒ
ｏｃ
ｏｒｙ

ｂｕ
ｌｂｉ

ｎｅ
［１

４］
ＥＳ

Ｉ＋
：３

３７
􀆰１

３０
３，

３３
６􀆰

１２
２
８，

３２
２􀆰

１０
６
１，

３０
８􀆰

１２
６
３

醋
延

胡
索

５９
２６

􀆰３
７６

３０
３􀆰

０５
０
０

３０
１􀆰

０３
６
６

３􀆰
４４

Ｃ １
５Ｈ

１０
Ｏ ７

ｑｕ
ｅｒｃ

ｅｔｉ
ｎ［

８］
ＥＳ

Ｉ－
：２

７３
􀆰０

３８
６，

２３
５􀆰

７８
６
５，

２２
１􀆰

２１
１
７，

１９
３􀆰

０９
０
１

花
椒

６０
２７

􀆰４
２４

３６
６􀆰

１７
２
０

—
４􀆰

６３
Ｃ ２

２Ｈ
２４
ＮＯ

４＋
ｑｅ

ｈｙ
ｄｒ
ｏｃ
ｏｒｙ

ｄａ
ｌｉｎ

ｅ［
１４

］
ＥＳ

Ｉ＋
：３

５１
􀆰１

４８
１，

３５
０􀆰

１３
９７

，３
３６

􀆰１
２３

１，
３２

２􀆰
１４

３
４

醋
延

胡
索

６１
２７

􀆰７
９７

４３
９􀆰

１６
２
０

４３
７􀆰

１４
７
３

４􀆰
２８

Ｃ ２
１Ｈ

２６
Ｏ １

０
３⁃
⁃Ｏ

⁃ｇｌ
ｕｃ

ｏｓ
ｙｌｈ

ａｍ
ａｕ

ｄｏ
ｌ［

１２
］

ＥＳ
Ｉ＋
：２

７７
􀆰１

０７
１，

２５
９􀆰

０９
５
３，

２０
５􀆰

０５
０
８

防
风

６２
２７

􀆰７
９７

２７
７􀆰

１０
７
１

—
０􀆰

０８
Ｃ １

５Ｈ
１６
Ｏ ５

ｈａ
ｍａ

ｕｄ
ｏｌ

［１
２］

ＥＳ
Ｉ＋
：２

５９
􀆰０

９７
７，

２４
８􀆰

３２
３
０

防
风

６３
２９

􀆰５
０１

３０
８􀆰

２２
１
８

—
０􀆰

６９
Ｃ １

８Ｈ
２９
ＮＯ

３
α⁃

ｌｏｆ
ｏｌｉ

ｎｅ
［５

］
ＥＳ

Ｉ＋
：２

９０
􀆰２

１０
２，

２７
８􀆰

１１
４
５，

２６
６􀆰

０４
８
５，

２５
２􀆰

１１
０
６，

２４
８􀆰

２０
０
７，

２３
０􀆰

２３
７
１

伸
筋

草

６４
３０

􀆰５
９３

２１
７􀆰

０４
９
４

—
－ ３

􀆰９
４

Ｃ １
２Ｈ

８Ｏ
４

ｘａ
ｎｔｈ

ｏｔｏ
ｘｉｎ

［１
２］

ＥＳ
Ｉ＋
：２

０２
􀆰０

２６
６，

１７
４􀆰

０２
９
２，

１４
６􀆰

０３
５
３

６５
３２

􀆰４
０１

—
１４

９７
􀆰７

０８
９

—
Ｃ ７

０Ｈ
１１

４Ｏ
３４

ｃｌｅ
ｍａ

ｔｉｃ
ｈｉｎ

ｅｎ
ｏｓ
ｉｄｅ

Ｃ［
９］

ＥＳ
Ｉ－
：１

０２
７􀆰

５４
６
１，

８６
５􀆰

５１
２
４，

７３
３􀆰

４６
７
５

威
灵

仙

６６
∗

３２
􀆰５

２９
１９

３􀆰
１２

１
７

—
１３

􀆰２
１

Ｃ １
０Ｈ

８Ｏ
４

ｓｃ
ｏｐ

ｏｌｅ
ｔｉｎ

［１
２］

ＥＳ
Ｉ＋
：１

７８
􀆰０

２５
１，

１３
７􀆰

０６
１０

，１
２２

􀆰９
６
０

防
风

６７
３３

􀆰４
５７

—
１３

３５
􀆰６

５０
１

—
Ｃ ６

４Ｈ
１０

４Ｏ
２９

ｈｕ
ｚｈ
ａｎ

ｇｏ
ｓｉｄ

ｅ
Ｂ［

９］
ＥＳ

Ｉ－
：８

６５
􀆰４

９６
６

威
灵

仙
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续
表

１

编
号

ｔ Ｒ
／ｍ

ｉｎ
［Ｍ

＋ Ｈ
］＋

［Ｍ
⁃Ｈ

］－
误

差
（×

１０
－ ６
）

分
子

式
名

称
主

要
离

子
碎

片
ｍ
／ｚ

归
属

６８
３４

􀆰０
５６

—
１１

８９
􀆰５

９８
４

—
Ｃ ５

８Ｈ
９４
Ｏ ２

５
ｐｅ

ｎ⁃
ｒｈ
ａ⁃
ｐｅ

ｎ⁃
ｏｌｅ

⁃ｇＬ
ｃ⁃
ｇｌｃ

［９
］

—
威

灵
仙

６９
３４

􀆰１
２７

—
９５

５􀆰
４９

１
５

０􀆰
７４

Ｃ ４
８Ｈ

７６
Ｏ １

９
ｇｉｎ

ｓｅ
ｎｏ

ｓｉｄ
ｅ
Ｒｏ

［１
５］

ＥＳ
Ｉ－
：７

９３
􀆰４

４０
４，

７３
１􀆰

４３
５
３，

６３
１􀆰

３８
８
７

牛
膝

７０
３４

􀆰６
２

—
９２

５􀆰
４８

１
１

１􀆰
３３

Ｃ ４
７Ｈ

７４
Ｏ １

８
ｃｈ

ｉｋｕ
ｓｅ
ｔｓｕ

ｓａ
ｐｏ

ｎｉｎ
ＩＶ

［１
５］

ＥＳ
Ｉ－
：７

９３
􀆰４

３３
９，

６３
１􀆰

３９
５
１，

５６
９􀆰

３８
５
８

牛
膝

７１
３５

􀆰１
８１

—
７９

３􀆰
４４

０
７

２􀆰
９１

Ｃ ４
２Ｈ

６６
Ｏ １

４
ｃｈ

ｉｋｕ
ｓｅ
ｔｓｕ

ｓａ
ｐｏ

ｎｉｎ
Ｉｖａ

［１
５］

ＥＳ
Ｉ－
：６

３１
􀆰３

８２
９，

５６
９􀆰

３８
５
９

牛
膝

７２
３５

􀆰２
５３

—
９５

５􀆰
４５

７
９

３􀆰
６７

Ｃ ４
７Ｈ

７２
Ｏ ２

０
ａｃ
ｈｙ

ｒａｎ
ｔｈｏ

ｓｉｄ
ｅ
Ｃ［

１５
］

ＥＳ
Ｉ－
：８

３５
􀆰４

５２
６，

７９
３􀆰

４３
９
４，

５６
９􀆰

３８
９
８

牛
膝

７３
３５

􀆰５
３５

—
９２

５􀆰
４４

５
６

１􀆰
００

Ｃ ４
６Ｈ

７０
Ｏ １

９
ａｃ
ｈｙ

ｒａｎ
ｔｈｏ

ｓｉｄ
ｅ
Ｅ［

１５
］

ＥＳ
Ｉ－
：７

６３
􀆰３

７４
１，

５６
９􀆰

３９
４
４

牛
膝

７４
３５

􀆰７
１１

—
９５

３􀆰
４３

９
５

０􀆰
７９

Ｃ ４
７Ｈ

７０
Ｏ ２

０
ａｃ
ｈｙ

ｒａｎ
ｔｈｏ

ｓｉｄ
ｅ
Ｂ

ｏｒ
ｂｉｄ

ｅｎ
ｔａｔ

ｏｓ
ｉｄｅ

Ｉ［
１５

］
ＥＳ

Ｉ－
：７

９３
􀆰４

３９
９，

６３
１􀆰

３７
９
９

牛
膝

７５
∗

３６
􀆰１

２６
２６

４􀆰
１９

８
２

—
７􀆰

２５
Ｃ １

６Ｈ
２５
ＮＯ

２
ｈｙ

ｄｒ
ｏｘ
ｙ⁃
ε⁃
ｓａ
ｎｓ
ｈｏ

ｏｌ［
２２

］
ＥＳ

Ｉ＋
：２

４６
􀆰１

８５
０，

１４
７􀆰

１１
６
８，

１３
３􀆰

１０
１
４，

１１
９􀆰

０８
５
１，

１０
７􀆰

０８
５
６，

８９
􀆰５

０７
０

花
椒

７６
∗

３６
􀆰４

０８
２６

４􀆰
１９

８
１

—
７􀆰

３２
Ｃ １

６Ｈ
２５
ＮＯ

２
ｈｙ

ｄｒ
ｏｘ
ｙ⁃
α⁃

ｓａ
ｎｓ
ｈｏ

ｏｌ［
２２

］
ＥＳ

Ｉ＋
：２

４６
􀆰１

８５
３，

１７
５􀆰

１１
１
３，

１４
７􀆰

１１
６
２，

１３
３􀆰

１０
１
４，

１０
７􀆰

０８
５
６，

８９
􀆰５

０７
０

花
椒

７７
∗

３６
􀆰６

４９
１９

３􀆰
１２

２
１

—
１􀆰

０７
Ｃ １

２Ｈ
１６
Ｏ ２

ｓｅ
ｎｋ

ｙｕ
ｎｏ

ｌｉｄ
ｅ
Ａ［

６］
ＥＳ

Ｉ＋
：１

７５
􀆰１

１１
３，

１４
７􀆰

１１
６
３，

１３
７􀆰

０５
９
３

川
芎

７８
∗

３６
􀆰９

３６
２６

４􀆰
１９

７
０

—
４􀆰

１３
Ｃ １

６Ｈ
２５
ＮＯ

２
ｈｙ

ｄｒ
ｏｘ
ｙ⁃
β⁃

ｓａ
ｎｓ
ｈｏ

ｏｌ［
２２

］
ＥＳ

Ｉ＋
：２

４６
􀆰１

８５
３，

１７
５􀆰

１１
１
６，

１４
７􀆰

１１
６
７，

１０
７􀆰

０８
５
７，

８９
􀆰５

０６
９

花
椒

７９
３８

􀆰８
４３

１９
１􀆰

１０
６
７

—
０􀆰

２０
Ｃ １

２Ｈ
１４
Ｏ ２

Ｚ⁃
ｌｉｇ

ｕｓ
ｔｉｌ
ｉｄｅ

［２
３］

ＥＳ
Ｉ＋
：１

７３
􀆰０

９６
２，

１６
２􀆰

９８
２
８，

１４
５􀆰

１０
１
３，

１２
１􀆰

０６
５
５，

１０
５􀆰

０６
７
９，

９１
􀆰０

５４
５

川
芎

８０
３９

􀆰０
９０

１９
５􀆰

１３
７
６

—
１􀆰

６７
Ｃ １

２Ｈ
１８
Ｏ ２

ｎｅ
ｏｃ
ｎｉｄ

ｉｌｉ
ｄｅ

［２
４］

ＥＳ
Ｉ＋
：１

７７
􀆰１

２６
８，

１４
９􀆰

１３
３
２，

１３
６􀆰

０４
９
４，

１０
７􀆰

０８
３
９，

９３
􀆰０

７１
１

川
芎

８１
３９

􀆰１
２５

１９
５􀆰

１３
７７

—
－ １

􀆰３
０

Ｃ １
２Ｈ

１８
Ｏ ２

ｃｎ
ｉｄｉ

ｌｉｄ
ｅ［

２５
］

ＥＳ
Ｉ＋
：１

７７
􀆰１

２６
７，

１６
３􀆰

９５
０
４，

１４
９􀆰

１３
２
３，

１３
５􀆰

０４
２
４，

１２
１􀆰

０９
８
８，

１１
１􀆰

０４
３２

川
芎

８２
３９

􀆰６
９０

７９
３􀆰

４４
１
２

３􀆰
９７

Ｃ ４
２Ｈ

６６
Ｏ １

４
ｚｉｎ

ｇｉｂ
ｒｏｓ

ｉｄｅ
Ｒ１

［１
５］

ＥＳ
Ｉ－
：７

４９
􀆰４

４４
６，

７３
９􀆰

３８
４
８，

７３
１􀆰

７７
９
８，

６３
１􀆰

３８
３
５，

６１
４􀆰

３７
７
７

牛
膝

８３
∗

３９
􀆰９

９１
１８

９􀆰
０９

１
１

—
０􀆰

９９
Ｃ １

２Ｈ
１２
Ｏ ２

ｎ⁃
ｂｕ

ｔｙｌ
ｉｄｅ

ｎｅ
ｐｈ

ｔｈａ
ｌｉｄ

ｅ［
６］

ＥＳ
Ｉ＋
：１

７１
􀆰０

８１
７，

１６
１􀆰

０８
２
４，

１５
３􀆰

０７
０
１

川
芎

８４
∗

４０
􀆰０

５２
１８

９􀆰
０９

０
４

—
－ ３

􀆰１
０

Ｃ １
２Ｈ

１４
Ｏ ２

ｂｕ
ｔｙｌ

ｐｈ
ｔｈａ

ｌｉｄ
ｅ［

６］
ＥＳ

Ｉ＋
：１

７１
􀆰０

７９
２，

１５
３􀆰

０６
８
２

川
芎

８５
∗

４０
􀆰０

７６
１９

１􀆰
１０

７
７

—
４􀆰

５９
Ｃ １

２Ｈ
１４
Ｏ ２

Ｅ⁃
ｌｉｇ

ｕｓ
ｔｉｌ
ｉｄｅ

［７
］

ＥＳ
Ｉ＋
：１

７３
􀆰０

９６
０，

１６
３􀆰

１１
１
２，

１４
５􀆰

１０
０
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注： Ａ 为正离子模式， Ｂ 为负离子模式。

图 １　 筋骨止痛凝胶供试品 ＴＩＣ 图

ＣＨ４ 形成共轭体系， 常见的特征碎片离子包括 ｍ ／ ｚ ３２２􀆰 ０９，
３２３􀆰 １１， ３２４􀆰 １２， ３３６􀆰 １２， 化合物 ４７、 ５１、 ５３、 ５６～ ５８、 ６０
均为Ⅱ类生物碱； 原阿片碱型生物碱 （Ⅲ）， 会发生 ＲＤＡ
反应， 但是 ＲＤＡ 反应的碎片离子的质荷比加和不等于准分

子离子峰的质荷比， 一般相差一分子 Ｈ２Ｏ， 其典型碎片离

子是 ｍ ／ ｚ ２０６􀆰 ０８， 化合物 ３８ 为Ⅲ类生物碱； 阿朴啡型生物

碱 （Ⅳ）， 一般会产生相较于准分子离子峰 ３１􀆰 ０４ Ｄａ 的碎

片离子， ｍ ／ ｚ ３１􀆰 ０４ （ＮＨ２ＣＨ３） 是很典型的辨识阿朴啡型生

物碱的标志。 ４ 个类型的结构见图 ２。 经与对照品比对， 化

合物 ３８、 ４１、 ４５、 ４８、 ５０～５１、 ５３、 ５７～５８ 分别确认为原阿

片碱、 脱氢海罂粟碱、 延胡索乙素、 海罂粟碱、 四氢小檗

碱、 紫堇碱、 巴马汀、 小檗碱、 去氢紫堇碱。

图 ２　 ４ 种类型的延胡索生物碱

图 ３　 延胡索乙素的二级质谱和及可能的裂解途径
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　 　 伸筋草中生物碱依据文献可大致分为 ２ 种类型， 含有 １
个 Ｎ 原子的生物碱和含有 ２ 个 Ｎ 原子的生物碱， 在筋骨止

痛凝胶中检测到的化合物 ２、 ５～８、 １４、 ６４ 均为含有 １ 个 Ｎ
原子的生物碱； 化合物 １０、 １７～ １８ 是含有 ２ 个 Ｎ 原子的生

物碱， 该类生物碱最常见的质谱裂解过程为与 Ｎ 原子相连

　 　 　 　

的甲基的裂解。 以化合物 １０ 为例， 在正离子模式下， 在一

级质谱中的准分子离子峰是 ｍ ／ ｚ ２６１􀆰 １９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋， 在二级

质谱中， ［Ｍ＋Ｈ］ ＋丢失 ＮＨ３ 后形成特征碎片 ｍ ／ ｚ ２４４􀆰 １６ ［Ｍ
＋Ｈ⁃ ＮＨ３］

＋， 经对照品比对， 确认为 Ｎ⁃去甲基⁃α⁃玉柏碱

（Ｎ⁃ｄｅｍｅｔｈｙ⁃α⁃ｏｂｓｃｕｒｉｎｅ）， 可能的裂解途径见图 ４。

图 ４　 Ｎ⁃去甲基⁃α⁃玉柏碱的二级质谱及可能的裂解途径

　 　 酰胺类化合物主要来源于花椒药材， 在正离子模式下，
化合物 ７５～７６、 ７８ 的酰氨基常裂解产生由于酰胺键断开而

产生丢失氨基部分的 ｍ ／ ｚ １７５􀆰 １１ 碎片离子。 以化合物 ７８ 为

例， 其在一级质谱中的准分子离子峰是 ｍ ／ ｚ ２６４􀆰 １９ ［Ｍ＋
Ｈ］ ＋， 在二级质谱中， ［Ｍ＋Ｈ］ ＋丢失氨基部分而形成特征碎

片 ｍ ／ ｚ １７５􀆰 １１ ［Ｍ＋Ｈ⁃Ｃ４Ｈ１０ＮＯ］ ＋， 失去一分子 ＣＯ 碎片离子

产生 ｍ ／ ｚ １４７􀆰 １１ ［Ｍ ＋ Ｈ⁃Ｃ４Ｈ１０ ＮＯ⁃ＣＯ］ ＋， 继续丢失碎片

Ｃ３Ｈ４ 产生 ｍ ／ ｚ １０７􀆰 ０８ ［Ｍ＋Ｈ⁃Ｃ４Ｈ１０ＮＯ⁃ＣＯ⁃Ｃ３Ｈ４］
＋。 化合物

７８ 经与对照品比对， 确认为羟基⁃β⁃山椒素， 其可能的裂解

途径见图 ５。 化合物 ７５～ ７６ 经对照品比对， 分别确认为羟

基⁃ε⁃山椒素和羟基⁃α⁃山椒素。 化合物 ９１ 依据碎片离子信

息与文献比对， 鉴定为 α⁃山椒素［２７］ 。

图 ５　 羟基⁃β⁃山椒素的二级质谱及可能的裂解途径

３􀆰 ３􀆰 ２　 苯酞类化合物　 苯酞类化合物来源于川芎， 苯酞类

化合物裂解时最常见特征为内酯环开裂， 含有不饱和侧链

的化合物一般会丢失 Ｃ２Ｈ５ 和 ＣＯ 中性分子， 化合物 ４２～４３、
７７、 ７９、 ８３ 属于此类苯酞； 含有饱和侧链的化合物一般会

丢失 Ｃ４Ｈ９ 和 ＣＯ 中性分子， 侧链还常见丢失 Ｈ２Ｏ 分子， 化

合物 ３、 ８０～８１ 属于此类苯酞。 化合物 ４２ 和 ４３ 是同分异构

体， 经对照品比对， 分别为洋川芎内酯 Ｉ 和洋川芎内酯 Ｈ。
化合物 ８３～８４ 的出峰位置很接近， 经对照品比对， 分别确

认为丁烯基苯酞和正丁基苯酞。
以化合物 ８５ 为例， 在正离子模式下， 一级质谱中准分

子离子峰为 ｍ ／ ｚ １９１􀆰 １０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋， 在二级质谱中， 内酯环

开裂失去一分子 Ｈ２Ｏ， 产生碎片离子 ｍ ／ ｚ １７３􀆰 ０９ ［Ｍ＋Ｈ⁃
Ｈ２Ｏ］ ＋， 失去一分子 ＣＯ 碎片离子产生 ｍ ／ ｚ １４５􀆰 １０ ［Ｍ＋Ｈ⁃
Ｈ２Ｏ⁃ＣＯ］ ＋， 继续丢失 Ｃ２Ｈ４ 碎片离子 ｍ ／ ｚ １１７􀆰 ０６ ［Ｍ＋Ｈ⁃

Ｈ２Ｏ⁃ＣＯ⁃ Ｃ２Ｈ４］
＋， 也会重排之后丢失 Ｃ２Ｈ４ 而产生碎片离

子 ｍ ／ ｚ １６３􀆰 １１ ［Ｍ＋Ｈ⁃ Ｃ２Ｈ４］
＋， 化合物 ８５ 与对照品 Ｅ⁃藁本

内酯裂解途径一致， 故确定为 Ｅ⁃藁本内酯， 其可能的裂解

途径见图 ６。
３􀆰 ３􀆰 ３　 香豆素类化合物　 香豆素类化合物主要来源于防风

和花椒， 其裂解时一般会丢失 ＣＯ 和 ＣＯ２ 碎片离子， 这是

因为此途径有形成更稳定的共轭结构的趋势。 化合物 ６４ 为

呋喃香豆素类， 化合物 ６６ 为简单香豆素类， 两者均会丢失

ＣＯ 碎片离子。 在正离子模式下， 化合物 ６４ 在一级质谱中

的准分子离子峰是 ｍ ／ ｚ ２１７􀆰 ０４ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋， 在二级质谱中，
［Ｍ＋Ｈ］ ＋丢失一分子 ＣＨ３ 形成特征碎片离子 ｍ ／ ｚ ２０２􀆰 ０２ ［Ｍ
＋Ｈ⁃ ＣＨ３］

＋， 丢失一分子 ＣＯ 形成特征碎片离子 ｍ ／ ｚ １７４􀆰 ０２
［Ｍ＋Ｈ⁃ＣＨ３ ⁃ＣＯ］ ＋， 继续丢失两分子 ＣＯ 形成特征碎片 ｍ ／
ｚ１４６􀆰 ０３ ［Ｍ＋Ｈ⁃ＣＨ３ ⁃２ＣＯ］ ＋， 故确认为花椒毒素， 其可能的
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图 ６　 Ｅ⁃藁本内酯的二级质谱及可能的裂解途径

裂解途径见图 ７； 化合物 ６６ 在正离子模式下的准分子离子

峰为 ｍ ／ ｚ １９３􀆰 １２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋， 二级碎片离子 ｍ ／ ｚ １７８􀆰 ０２ ［Ｍ＋
　 　 　 　

Ｈ⁃ＣＨ３］
＋、 １３７􀆰 ０６ ［Ｍ＋Ｈ⁃２ＣＯ］ ＋和 ｍ ／ ｚ １２２􀆰 ９６ ［Ｍ＋Ｈ⁃２ＣＯ⁃

ＣＨ３］
＋， 因此推断为东莨菪素。

图 ７　 花椒毒素的二级质谱及可能的裂解途径

３􀆰 ３􀆰 ４　 黄酮类化合物　 黄酮类化合物主要来源于防风、 花

椒和东北透骨草。 黄酮类化合物以 ２⁃苯基色圆酮为母核，
其二级质谱常发生糖苷键断裂， 形成苷元离子。 黄酮及其

苷类化合物 Ｃ 环易发生 ＲＤＡ 裂解反应， 以及不饱和 Ｃ 环丢

失一分子 ＣＯ 成五元环， 一些苷元会脱 Ｈ２Ｏ、 ＣＨ３ 以及

Ｃ４Ｈ４Ｏ２碎片。 以金丝桃苷 （３１） 为例， 在负离子模式下，
峰 ３１ 在一级质谱中的准分子离子峰是 ｍ ／ ｚ ４６３􀆰 ０９ ［Ｍ⁃Ｈ］ －，
在二级质谱中， ［Ｍ⁃Ｈ］ －丢失葡萄糖基， 产生了特征碎片

ｍ ／ ｚ ３００􀆰 ０２ ［Ｍ⁃Ｈ⁃Ｇｌｃ］ －， 继续丢失一分子 ＣＯ 形成特征碎

片 ｍ ／ ｚ ２７１􀆰 ０２ ［Ｍ⁃Ｈ⁃Ｇｌｃ⁃ＣＯ］ －； ［Ｍ⁃Ｈ］ － 也可能经过 ＲＤＡ
反应产生特征碎片 ｍ ／ ｚ １５１􀆰 ００ 和 ｍ ／ ｚ ３１３􀆰 ０８， 化合物 ３１ 与

对照品金丝桃苷的裂解途径一致， 因此将峰 ３１ 确认为金丝

桃苷， 其可能的裂解过程见图 ８。 化合物 ２３、 ２４、 ３１ 经与

对照品和文献 ［１３， ２９⁃３０］ 比对， 分别确认为芦丁、 升麻

素苷、 金丝桃苷。
３􀆰 ３􀆰 ５　 三萜皂苷类化合物　 三萜皂苷类化合物主要来源于

牛膝和威灵仙， 三萜皂苷类化合物一般是皂苷的糖苷键发

生断裂。 皂苷所连糖基有葡萄糖、 阿拉伯糖、 木糖等， 依

据丢失的质荷比可以判断糖基的类型。 牛膝皂苷和威灵仙

皂苷的苷元均为齐墩果酸母核。 以 ｃｈｉｋｕｓｅｔｓｕｓａｐｏｎｉｎ Ⅳ
（７０） 为例， 化合物 ７０ 在一级质谱中的准分子离子峰 ｍ ／ ｚ

９２５􀆰 ４８ ［Ｍ⁃Ｈ］ －， 在二级质谱中， 先丢失 １ 分子阿拉伯糖基

产生碎片离子 ｍ ／ ｚ ７９３􀆰 ４３ ［Ｍ⁃Ｈ⁃Ａｒａ］ －， 丢失葡萄糖基产生

碎片离子 ｍ ／ ｚ ６３１􀆰 ３９ ［Ｍ⁃Ｈ⁃Ａｒａ⁃Ｇｌｕ］ －， 推断化合物 ７０ 是

ｃｈｉｋｕｓｅｔｓｕｓａｐｏｎｉｎ Ⅳ［１６］ ， 其可能的裂解途径见图 ９。 根据以

上裂解规律， 峰 ６５、 ６７～ ６９、 ７１～ ７４、 ８２、 ８６～ ９０， 分别确

认为 ｃｌｅｍａｔｉｃｈｉｎｅｎｏｓｉｄｅ Ｃ、 ｈｕｚｈａｎｇｏｓｉｄｅ Ｂ、 ｐｅｎ⁃ｒｈａ⁃ｐｅｎ⁃ｏｌｅ⁃
ｇｌｃ⁃ｇｌｃ、 ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｏ、 ｃｈｉｋｕｓｅｔｓｕｓａｐｏｎｉｎ Ⅳ ａ、
ａｃｈｙｒａｎｔｈｏｓｉｄｅ Ｃ、 ａｃｈｙｒａｎｔｈｏｓｉｄｅ Ｅ、 ａｃｈｙｒａｎｔｈｏｓｉｄｅ Ｂ ｏｒ
ｂｉｄｅｎｔａｔｏｓｉｄｅ Ｉ、 ｚｉｎｇｉｂｒｏｓｉｄｅ Ｒ１、 ａｃｈｙｒａｎｔｈｏｓｉｄｅ Ⅳ、 ２８⁃
ｄｅｇｌｕｃｏｓｙｌ⁃ａｃｈｙｒａｎｔｈｏ⁃ｓｉｄｅ Ｃ、 ２８⁃ｄｅｇｌｕｃｏｓｙｌｃｈｉｋｕｓｅｔｓｕｓａ⁃ｐｏｎｉｎ
Ⅳ、 ２８⁃ｄｅｇｌｕｃｏｓｙｃｈｉｋｕｓｅｔｓｕｓａ⁃ｐｏｎｉｎ Ⅳ ａ、 ２８⁃ｄｅｇｌｕｃｏｓｙｌ⁃
ａｃｈｙｒａｎｔｈｏ⁃ｓｉｄｅ Ｅ。
４　 讨论

为获得较好的分离， 本实验前期考察了流动相， 包括

０􀆰 ８％ 甲酸 （含有 ０􀆰 １％ 甲酸铵） ⁃乙腈、 ０􀆰 １％ 甲酸⁃甲醇、
０􀆰 １％ 三乙胺⁃乙腈、 ０􀆰 １％ 甲酸⁃乙腈等， 采用不同梯度进行

洗脱， 最终确定 ０􀆰 １％ 甲酸⁃乙腈梯度洗脱条件下各成分分

离度良好， 出峰数目较多。
本实验通过保留时间、 准分子离子峰、 二级碎片离子

信息对各个色谱峰进行了归属， 共鉴别 １００ 个化合物， ２８
个化合物经对照品比对得到确认， 并推测了含氮类、 苯酞
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图 ８　 金丝桃苷的二级质谱及可能的裂解途径

图 ９　 ｃｈｉｋｕｓｅｔｓｕｓａｐｏｎｉｎ Ⅳ的二级质谱及可能的裂解途径

类、 香豆素类、 黄酮类和三萜皂苷类化合物的质谱裂解规

律， 化合物主要来源于延胡索、 川芎、 威灵仙， 东北透骨

草、 路路通、 海桐皮、 防风、 花椒， 未鉴定出薄荷脑和来

源于冰片的化合物， 因为薄荷脑和冰片中的化合物为挥发

性成分， 后期需进一步采用 ＧＣ⁃ＭＳ 对挥发性成分进行鉴

别， 完善了筋骨止痛凝胶的物质基础信息。
本研究结果表明筋骨止痛凝胶主要化学成分为生物

碱类、 苯酞类、 黄酮类和三萜皂苷类， 主要来自于延胡

索、 川芎、 海桐皮、 花椒等， 明确了这些药味在方中的

贡献， 为后续质量标准提升和阐明药效物质基础提供了

参考。
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