
 

 

基于 UPLC-Q-TOF MS 及 GC-MS 技术分析
脑血栓专利方全成分
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摘要：本研究采用超高效液相色谱-四极杆飞行时间质谱（UPLC-Q-TOF MS）法和气相色谱-质谱（GC-MS）法分析

脑血栓专利方的化学成分。对于非挥发性成分，采用 Waters BEH C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm），以

0.1%甲酸水溶液-乙腈为流动相进行梯度洗脱，电喷雾离子源正、负离子模式采集数据；对于挥发性成分，采用

DB-5MS毛细管柱（30 m×0.25 mm，0.25 μm）在程序升温下分离，EI离子源电离，质量扫描范围 m/z 50～550。根

据精确质荷比、二级质谱信息、NIST标准谱库检索及相关文献鉴定脑血栓专利方成分，并对化合物进行来源归

属。结果表明，在脑血栓专利方中共鉴定出 61种非挥发性成分以及 29种挥发性成分，其中包括 14种黄酮类、

13种萜类、9种苷类、5种有机酸类、17种烃类、3种醇类、1种醛类、1种酯类、3种酚类、2种萜烯类以及 12种

其他类型的化合物。本研究可为揭示脑血栓专利方的药效物质基础提供数据支持。
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Abstract: The  Patented  Naoxueshuan  formula  is  an  empirical  formula  for  treating  cerebral

thrombosis,  which  has  been  proven  to  have  significant  and  stable  therapeutic  effects  through  long-

term  clinical  application.  The  Naoxueshuan  formula  has  rich  chemical  components  and  diverse

structures. In this study, chemical compositions of the Patent Naoxueshuan formula were analyzed by
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using ultra-performance liquid chromatography-time of flight mass spectrometry (UPLC-Q-TOF MS)
and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). For UPLC-Q-TOF MS analysis, the decoction
of Naoxueshuan formula was separated using a Waters BEH C18 column (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm).
The mobile phase was comprised of 0.1% formic acid solution and acetonitrile with the flow rate of
0.3 mL/min. MS data was collected under positive and negative ion modes. For GC-MS analysis, the
Agilent DB-5MS capillary column (30 m×0.25 mm, 0.25 μm) was employed to analyze the volatile
components  of  the  decoction  of  Naoxueshuan  formula.  The  GC-MS  analysis  was  performed  under
programmed heating conditions with electron ionization (EI) as the ion source and a scanning mass
range  of m/z 50-550.  The  main  chromatographic  peaks  in  both  liquid  and  gas  chromatograms were
identified  and  analyzed  according  to  the  secondary  mass  spectrum  information,  NIST  standard
spectrum  library  and  literatures.  A  total  of  61  non-volatile  components  are  identified  in  the
Naoxueshuan  decoction,  including  14  flavonoids,  13  terpenoids,  9  glycosides,  5  organic  acids,  and
10  other  types  of  compounds.  A  total  of  29  volatile  components  are  identified  in  the  Naoxueshuan
decoction,  including  17  hydrocarbons,  3  alcohols,  1  aldehydes,  1  esters,  3  phenols,  2  terpenes  and
2  other  types  of  compounds.  Among  them,  the  organic  acids  are  mainly  from  Salvia  miltiorrhiza
Bunge,  the  flavonoids  are  mainly  from Pueraria  lobata, Astragalus  membranaceus  (Fisch.)  Bunge
and Carthamus tinctorius L.,  the  terpenoids  are  mainly from Salvia miltiorrhiza Bunge and Cornus
officinalis  Sieb.  et  Zucc.  The  volatile  components  are  mainly  from  Ligusticum  sinense,  Fructus
Amomi,  Alpinia  katsumadai  Hayata,  and  Semen  Alpiniae  Katsumadai.  This  study  provides  an
effective  and  comprehensive  method  for  qualitative  analysis  of  the  chemical  components  in  the
Patented Naoxueshuan formula, and also provides data support for clarifying effective substances and
establishing a quality evaluation system.
Key  words: Patented  Naoxueshuan  formula； chemical  composition； ultra-performance  liquid
chromatography-time  of  flight  mass  spectrometry  (UPLC-Q-TOF  MS)； gas  chromatography-mass
spectrometry (GC-MS)

脑血栓是一种常见的缺血性脑血管疾病，西

医称为缺血性脑卒中，是由于脑动脉血栓淤积，

脑局部供血障碍，脑组织随即缺血、缺氧，形成

局部梗死灶，引发神经功能障碍及机体损伤的疾

病 [1]。脑血栓的发病人群多见于中老年人，无明

显性别差异。目前，西医治疗脑血栓的药物主要

以溶栓、稀释血液以及防止脑水肿为主，但存在

疗程长、见效慢及治愈率低等问题 [2-3]。中医认

为，脑血栓病因气血亏虚，心、肝、肾三脏阴阳失

调，气血运行受阻，肌肤筋脉失于濡养而致。中

医辩证认为，肝阳爆亢、风痰阻络、痰热腑实、

气虚血瘀、阴虚风动痰火蔽窍、元气衰败等为其

主要成因[4-6]。

脑血栓专利方是治疗脑血栓的经验组方，经

过长期临床应用证明其治疗效果显著、疗效稳

定。该方由川芎、红花、丹参、葛根、桃仁、泽

泻、苍术、白蔻仁、黄芪、砂仁、白术、草豆蔻、

山茱萸、天麻组成，具有补虚益气、活血通络之

功效。其中，川芎、红花、丹参具有活血化瘀，行

气止痛之功效，主治胸痹心痛、血瘀气滞，是治

疗脑血栓复方中常配伍的中药 [7-8]。目前该专利

方的质量控制是按照 2020年版《中国药典》单味

饮片的要求，但是中药化学成分复杂，复方更甚，

仅测定单一成分难以控制中药或复方的整体质

量。因此，较全面的分析复方物质基础是研究其

药效物质基础及作用机制的重点。色谱-质谱联

用法兼具色谱快速、高效的分离特性和质谱高

分辨率、高灵敏度的定性分析特点，能够实现复

杂样品的快速分离和多成分的准确定性分析，已

广泛应用于中药复方的化学成分鉴定[9-12]。

基于此，本研究拟采用超高效液相色谱-四
极杆飞行时间质谱（UPLC-Q-TOF MS）法和气相

色谱-质谱（GC-MS）法系统性地分析脑血栓专利

方汤剂的成分，并对其来源进行归属，以期为脑
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血栓专利方质量控制提供有效的检测指标参考，

为临床应用提供科学依据。 

1    实验部分 

1.1    仪器与装置

Agilent  1290 UPLC-6540-Q-TOF MS、Agilent
6890N-5973i气相色谱-质谱联用仪：美国 Agilent
公司产品，配有双喷射流电喷雾离子源；TP-114
型电子天平：德国 Sartorious公司产品；Allegra 64R
型高速冷冻离心机 ：美国 Beckman公司产品 ；

RE-52AA型旋转蒸发器：上海亚荣生化仪器厂

产品；煎药壶：广州今典精方药业有限公司产品。 

1.2    样品与试剂

川芎（产地四川）、红花（产地新疆）、丹参

（产地山东）、葛根（产地河南）、桃仁（产地内蒙

古）、泽泻（产地四川）、苍术（产地内蒙古）、白

蔻仁（产地云南）、黄芪（产地甘肃）、砂仁（产地

广东）、白术（产地安徽）、草豆蔻（产地海南）、

山茱萸（产地浙江）、天麻（产地陕西）饮片：均由

广州今典精方药业有限公司提供。

甲醇、乙醇、乙腈：均为色谱纯，德国 Merck
公司产品；甲酸：上海阿拉丁生化科技股份有限

公司产品；水为蒸馏水。

新 绿 原 酸 （批 号 14604）、 丹 酚 酸 B（批 号

15755）、丹参酮 IIA（批号 15624）、绿原酸（批号

16428）、羟基红花黄色素 A（批号 15853）、隐绿

原酸 （批号 3208）：上海诗丹德标准技术服务

有 限 公 司 产 品 ； 洋 川 芎 内 酯 A（批 号 RFS-
Y08501904030）、 洋 川 芎 内 酯 I（批 号 RFS-
Y08301903021）：成都瑞芬思生物科技有限公

司 产 品 ； 苯 丙 氨 酸 （批 号 21080712）： 美 国

TMstandard公司产品 ；葛根素 （批号 1222-RD-
0003）：广州佳途科技股份有限公司产品；丹酚

酸 A（批号 Y1290010）：上海安谱实验科技股份

有限公司产品。所有对照品纯度均大于 98%。 

1.3    样品制备 

1.3.1    复方供试品溶液　根据专利方组成，分别

取 6 g川芎、5 g红花、10 g丹参、10 g葛根、10 g
桃仁、10 g泽泻、6 g苍术、3 g白蔻仁、10 g黄

芪、3 g砂仁、10 g白术、3 g草豆蔻、10 g山茱

萸、6 g天麻，加入 10倍量水，浸泡 30 min，煎药

壶武火煮沸转文火煎煮 30 min，煎煮 3次，合并

滤液，以 10 000 r/min离心 5 min，上清液过 0.22 μm

微孔滤膜，即得。 

1.3.2    空白供试品溶液　在煎药壶中不添加药

材只添加水，按 1.3.1节方法制备，即得。 

1.4    实验方法 

1.4.1    液相色谱-质谱法　Waters BEH C18色谱柱

（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动相：0.1%甲酸水溶

液（A）-乙腈（B）；梯度洗脱：0～3  min（5%B），3～
25  min（5%～50%B）， 25～30  min（50%～70%B），
30～35  min（70%～95%B）， 35～37  min（95%B），
37～37.1  min（95%～5%B）， 37.1～40  min（5%B）；
流速 0.3 mL/min；柱温 35 ℃；进样量 5 μL。

电喷雾离子源（ESI），正、负离子检测模式；

质量扫描范围 m/z 100～1 500；鞘气温度 350 ℃，

鞘气流速 10 L/min；离子喷雾电压 3 000 V；雾化

气压强 2.4×105 Pa；毛细管出口电压 120 V；锥孔

电压 65 V；八极杆电压 750 V；碰撞能 10、20、40 V。 

1.4.2    气相色谱-质谱法　Agilent DB-5MS毛细

管柱（30 m×0.25 mm，0.25 μm）；程序升温：柱温

70 ℃ 保持 4 min，以 5 ℃/min升至 220 ℃，再以

15 ℃/min升至 280 ℃，保持 2 min；进样口温度

250 ℃； 进 样 量 0.5  μL； 载 气 为 氦 气 （纯 度 ≥

99.999%），流速 0.8  mL/min，恒定流速 ；分流进

样，分流比 10∶1。
电子轰击（EI）电离源，电子能量 70 eV；离子

源温度 230 ℃；四极杆温度 150 ℃；传输线温度

280 ℃；扫描方式为全扫描定性；定性扫描范围

m/z 50.0～550.0；溶剂延迟 1.0 min。 

1.5    数据分析

UPLC-Q-TOF MS采集的数据通过仪器自带

软件对图中每个色谱峰对应的精确质量数及同

位素进行分析，确定离子状态并推测分子式，根

据 其 二 级 质 谱 特 征 碎 片 离 子 ， 结 合 文 献 和

Chemspider、PubChem等数据库鉴定非挥发性化

学成分。挥发性成分采用 GC-MS自带的 Nist数
据库结合文献信息进行鉴定。 

2    实验结果 

2.1    非挥发性成分

按照 1.3.1节方法制备供试品溶液，在 1.4.1
节条件下进样，正、负离子模式下采集非挥发性

成分数据。将采集的数据导入 Mass Hunter工作

站，利用保留时间、精确质量数及碎片离子信

息，同时结合质谱断裂规律及文献数据确定化合
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物结构，共鉴定出 61种成分，包括 14种黄酮类、

13种萜类、9种苷类、5种有机酸类及其他类型

化合物。同时，通过对照品比对确认了绿原酸、

隐绿原酸、新绿原酸、丹参新醌 A、丹参酮 IIA、

丹酚酸 B、葛根素、羟基红花黄色素 A、洋川芎

内酯Ⅰ、苯丙氨酸，并对其来源进行归属。从脑

血 栓 专 利 方 的 成 分 归 属 可 知 ， 来 源 于 葛 根

（13个）、丹参（9个）、黄芪（5个）、天麻（6个）、

泽泻 （4个 ）、桃仁 （7个 ）等。UPLC-Q-TOF  MS
总离子流图示于图 1，鉴定结果列于表 1。
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图 1    正（a）、负（b）离子模式下，脑血栓专利方的总离子流图

Fig. 1    Total ion current chromatograms of Patented Naoxueshuan formula
under positive (a) and negative (b) ion modes

 
 

2.1.1    黄酮类成分分析　黄酮类是主要以 2-苯
基色原酮为基本母核组成的一系列化合物，异黄

酮属于黄酮类，但其 B环不连接在 2位碳，而是

连接在 3位碳。此类化合物在碰撞诱导中易产

生糖基中性丢失，留下黄酮苷元离子，而后 C环

可能会发生逆-狄尔斯-阿德尔反应（RDA裂解），

发生 H2O、CH3、CO等中性丢失 [13-14]。化合物

25的保留时间 8.540 min，ESI＋模式下准分子离

子峰为 m/z 417.118 3[M+H]+，其脱去 2分子 H2O
形成碎片离子 m/z 381.096 3[M−H2O]+；其也可脱

去 C4H8O4（120  u）得 到 碎 片 离 子 m/z  297.075  6
[M−C4H8O4]+，再脱去 1分子 CH2O和 1分子 CO
后，得到特征碎片离子 m/z 267.065 9[M−C4H8O4−
CH2O]+和 m/z  239.069  8[M−C4H8O4−CH2O−CO]+，
最后脱去 1分子 O得到 m/z 223.075 7[M−C4H8O4−
CH2O−CO−O]+，其结构解析过程示于图 2。根据

以上规律，并结合参考文献[15]及对照品色谱峰指

认，鉴定该化合物为葛根素，分子式为 C21H20O9。 

2.1.2    酚酸类成分分析　酚酸类泛指在 1个苯

环上连接多个羟基的一类化合物，而丹酚酸类属

于酚酸类化合物。多数丹酚酸类化合物是由丹

参酸与咖啡酸脱水缩合而成的一类酰酯类化合

物，故被看作是咖啡酸衍生物。通过质谱分析，

丹酚酸类化合物主要以丹参素内部或者咖啡酸

与丹参素之间形成的酯键断裂为主 [16-17]。化合

物 41的保留时间 13.745 min，在正离子模式下无

响应，负离子模式下的准分子离子峰 m/z 493.113 3
[M−H]−在碰撞诱导解离（CID）模式下碎裂得到

碎片离子 m/z 313.071 2[M−C9H8O4]−和失去 1分子

丹参素（C9H10O5）得到的碎片离子 m/z 295.061 5
[M−C9H10O5]−。 其 中 ， m/z  313.071  2分 别 失 去

1分子 H2O和 1分子 C6H6O2 后得到碎片离子 m/z
295.061  5[M−C9H8O4−H2O]−和 m/z  203.033  9； m/z
295.061  5进 一 步 碎 裂 ， 分 别 失 去 [C7H4O3]−和
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[C11H6O3]−后 ，得到碎片离子 m/z  159.048  7[M−
C9H8O4−C6H6O2]−和 m/z  109.028  9。丹酚酸 A在

负离子模式下的裂解途径示于图 3。为了验证

本方法的可靠性，利用丹酚酸 A对照品进行峰

指认，确认化合物 41为丹酚酸 A[18]。依据相似

的裂解规律及对照品碎片信息 ，推测化合物

48为丹酚酸 B。 

2.1.3    苯酞类成分分析　苯酞类化合物以苯环

和酞环形成一个共轭体系为特征。苯酞类化合物裂

解主要有酞环上侧链脱烯和酞环内酯开环脱

去 1分子 H2O后再脱去 1分子 CO与 C3H6
[19-20]这

2种方式。化合物 55的保留时间 23.789 min，正
离子模式下的准分子离子峰 m/z 193.122 0 [M+H]+，
其丢失 1分子H2O得到特征碎片离子 m/z 175.112 0
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图 2    葛根素的结构解析过程

Fig. 2    Structure analysis of puerarin
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图 3    负离子模式下，丹酚酸 A 的裂解途径

Fig. 3    Fragmentation pathways of salvianolic acid A under negative ion mode
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[M−H2O]+，再丢失 1分子 CO得到碎片离子 m/z
147.016 9[M−H2O−CO]+；m/z 193.122 0还可丢失 2
分子C2H4 得到碎片离子 m/z 137.060 1[M−2C2H4]+。
结合对照品碎片离子及文献 [21]，鉴定化合物

55为洋川芎内酯 A，其裂解过程示于图 4。 

2.1.4      环烯醚萜类化合物分析　环烯醚萜类

属于单萜类化合物 ，天然的环烯醚萜类多具

有环戊二烯并吡喃环 ，在 CID模式下 ，主要

丢失 H2O、CO等中性分子 [12,22-23]。化合物 28的

保留时间 9.008 min，在正离子模式下，具有 m/z
391.161 2[M+H]+分子离子峰，其脱去 1分子 H2O
产生碎片离子 m/z  373.150  7[M+H−H2O]+，脱去

CH3OH产 生 碎 片 离 子 m/z  341.120  8[M+H−
CH3OH−H2O]+。分子离子峰 m/z 391.161 2[M+H]+

相继脱去 1分子葡萄糖、CH3OH和 CO后产生

碎 片 离 子 m/z  211.096  4[M+H−Glc−H2O]+、 m/z

179.071  5[M+H−Glc−CH3OH]+以及 m/z  151.073  8
[M+H−Glc−CH3OH−CO]+，其裂解过程示于图 5。
该结果与文献[24]报道一致，推测该化合物为马钱苷。
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图 5    正离子模式下，马钱苷的裂解途径

Fig. 5    Fragmentation pathways of loganin under positive ion mode
 
 

2.2    挥发性成分

按照 1.3.1节方法制备供试品溶液，在 1.4.2
节条件下进样分析，得到脑血栓专利方中挥发

性成分的总离子流图，示于图 6。所得数据经

NIST2014质谱数据库检索匹配，采用峰面积归

一化法计算相对百分含量。从脑血栓专利方中

共鉴定出 29种挥发性成分，占已分离总成分相

对含量的 98.03%，主要包含烃类（17种）、醇类

（3种 ）、 醛 类 （1种 ）、 酯 类 （1种 ）、 苯 酞 类

（3种）、酚类（1种）、萜类（2种）等，其中含量较

高的成分洋川芎内酯、藁本内酯、肉桂醛及三辛

酸甘油酯等来源于川芎、苍术等含挥发性成分

较多的药材，详细鉴定结果列于附表 1（请登录

《质谱学报》官网 https://zpxb.xml-journal.net下载）。 

3    讨论与结论
复方由多味中药材配伍而成，多种成分共同

作用而发挥治疗作用。脑血栓专利方是由川

芎、红花、丹参、葛根、桃仁、泽泻、苍术等 14
味中药按照“君臣佐使”配伍而成的复方。方中

川芎为君药，活血化瘀、祛风止痛；丹参、红花、

桃仁为臣药，活血散瘀、通经止痛；佐药葛根、黄

芪、白术相配伍健脾益气、生津养血而护肝肾；

泽泻、苍术配伍白蔻仁、砂仁、草豆蔻，温中行
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图 4    正离子模式下，洋川芎内酯 A 的裂解途径

Fig. 4    Fragmentation pathways of senkyunolide A
under positive ion mode
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气化湿；山茱萸、天麻共为使药，平肝潜阳、补益

肝肾。君臣佐使，相辅相成，共成活血化瘀而不

伤脾胃、护卫肝肾之方。其中，川芎和丹参是治

疗缺血性脑卒中中药方剂中的核心草药对，能显

著减轻大脑中动脉闭塞再灌注小鼠脑梗死面

积、改善脑水肿和神经功能评分[25]。

本研究基于 UPLC-Q-TOF MS及 GC-MS技

术，结合各数据库及相关文献，共鉴定出脑血栓

专利方中 61种非挥发性成分和 29种挥发性成

分。其中，川芎、丹参中的绿原酸、丹酚酸 B、丹

参酮 IIA等有效成分对改善缺血性脑卒中血管

内皮损伤具有显著作用 [25-26]。天麻中含有的巴

利森苷类成分具有广泛的药理作用，在保护脑、

镇痛、抗肿瘤、保护心肌细胞等方面显示出潜在

疗效 [27]。藁本内酯是川芎中常见的一种苯酞类

化合物，具有分子质量较小、口服利用度高、易

通过血脑屏障等特点，在治疗脑血管疾病方面有

着显著优势 [28-29]。Mao等 [30]研究发现，藁本内酯

可通过激活 PINK1/park依赖性线粒体自噬，有

效改善脑缺血再灌注后的海马神经元损伤。

中药复方成分复杂、结构多样，采用单一成

分作为质量控制评价存在片面性。目前，中药复

方制剂的质量控制逐渐从单一成分的“微观分

析”向系统性整体“宏观分析”发展。本研究基于

UPLC-Q-TOF MS及 GC-MS技术较为全面系统地

分析了脑血栓专利方的物质基础，为阐明其药效

物质基础和建立质量评价体系提供了数据支持。
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