
 

 

内部萃取电喷雾电离质谱研究枳壳
炮制前后的化学成分

杨飞祥1，钟凌云2，陈焕文1，方小伟1

（1. 江西中医药大学生命样品直接质谱分析研究室，江西 南昌　330004；2. 江西中医药大学药学院，江西 南昌　330004）

摘要：炮制是中药材减毒增效的重要工艺。本文采用内部萃取电喷雾电离质谱（iEESI-MS）技术，考察不同产地

枳壳麸炒前后化学成分的变化，在无需复杂的样品预处理条件下，直接对炮制前后的枳壳粉末进行质谱分析，获

得其指纹谱图，并利用主成分分析（PCA）和偏最小二乘法-判别分析（PLS-DA）进行数据处理，筛选枳壳炮制前后

主要的差异物质。结果表明，在正离子模式下，从枳壳样品中共鉴定出 35种物质，枳壳炮制前后的化学成分差异

显著，黄酮类化合物占所鉴定差异化合物的 2/3，是区分枳壳产地和品质的重要质量标志物。本工作可为现代质

谱技术用于枳壳等药材的品质鉴定及枳壳炮制前后药效变化的物质基础研究提供技术支撑。
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Abstract: The  concoction  process  is  a  vital  technique  for  reducing  the  toxicity  and  enhancing  the
efficacy  of  Chinese  herbal  medicines.  To  examine  the  alterations  in  the  chemical  compositions  of

Aurantii  Fructus  before  and  after  stir-frying  in  diverse  origins,  a  method  of  internal  extraction

electrospray ionization mass spectrometry (iEESI-MS) was developed. It combines the advantages of

internal  extraction and electrospray ionization mass  spectrometry,  and is  capable  of  detecting target

molecules in complex samples with highly efficient and sensitive manner. iEESI-MS was employed

to directly analyze the Aurantii Fructus samples before and after processing without complex sample

pretreatment,  which  can  obtain  their  fingerprints  and  identify  the  principal  difference  substances

present  in  the  samples  before  and after  processing.  Principal  component  analysis  (PCA) and partial

least  squares-discriminant  analysis  (PLS-DA)  were  used  for  data  handling.  The  aforementioned

screened  main  differences  in  substances  were  subjected  to  analysis  in  a  variety  of  origins.  The
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experimental  conditions  were  optimized  including  the  temperature  of  ion  transport  tube,  spray
voltage, flow rate of the extractant, proportion of methanol spray solution and distance from the spray
port to the mass spectrometry port, etc. The results showed that a total of 35 substances are identified
in the Aurantii  Fructus samples, including flavonoids, coumarins, alkaloids, volatile oils,  and amino
acids.  The  chemical  composition  of  Aurantii  Fructus  exhibites  notable  differences  before  and  after
preparation. Flavonoids constitute approximately two-thirds of the identified distinct compounds, and
serve  as  crucial  quality  markers  for  differentiating  the  origin  and  quality  of  Aurantii  Fructus.  The
results of the human heat map analysis of Aurantii Fructus from disparate origins in Hunan, Sichuan
and Jiangxi demonstrated that the variation of the 12 distinct substances present in Aurantii  Fructus
from  different  origins  is  considerable.  This  indicated  that  the  contents  of  these  12  substances  are
inconsistent among the different origins, which is related to the disparate quality of Aurantii Fructus
from  different  origins  in  terms  of  its  medicinal  effects.  This  study  provides  a  novel  approach  to
ambient  mass  spectrometry  for  the  quality  identification  of  herbs  such  as  Aurantii  Fructus  and  the
material basis of efficacy change before and after processing.
Key words: Aurantii  Fructus； internal  extractive  electrospray  ionization  mass  spectrometry  (iEESI-
MS)； principal  component  analysis  (PCA)； partial  least  squares-discriminant  analysis  (PLS-DA)；
chemical constituents

枳壳为芸香科植物酸橙 Citrus aurantium L.
及其栽培变种的干燥未成熟果实，是我国常用

的大宗药材，具有理气宽中、行滞消胀、燥湿化

痰之功效。现代药理研究表明，枳壳具有调节胃

肠 [1]、抑菌 [2]、抗抑郁 [3]、抗肿瘤 [4-5]、抗氧化 [6-7]、

改善心血管[8]、调节免疫[9]等作用，其有效成分主

要为黄酮、生物碱、香豆素等[10]。因生品燥性较

强，临床上常炮制后使用，麸炒是枳壳炮制最常

用的方法之一[11]。传统中医药理论认为，枳壳经

炮制后具有减燥增效的作用，但目前对于枳壳炮

制技术的机制机理与科学内涵尚不明确。

随着科学技术的迅速发展，质谱分析在中药

领域发挥着重要作用 [12]。中药材化学成分的分

析主要有高效液相色谱-串联质谱（HPLC-MS/MS）
法 [13-15]、气相色谱-质谱（GC-MS）法 [16-17] 等，它们

具有良好的特异性、灵敏度等优势。但是，在使

用这些方法对样品进行分析前，都需要繁杂冗长

的预处理过程 [18]，如浸泡、提取、离心、稀释等，

不仅费时费力，而且可能会导致药材中关键化学

成分的丢失[19-20]。

常压质谱是在大气压下进行离子生成和检测

的技术[21]，在中药研究领域发挥着积极作用[22-24]。

内部萃取电喷雾电离质谱（iEESI-MS）属于一种

常压质谱, 具有原位分析、高速度和高灵敏度等

优点，无需样品预处理即可获得大量复杂基质样

品的信息 [25-27]。本研究拟采用 iEESI-MS对炮制

前后及不同产地的枳壳进行实时在线萃取、快

速准确分析，旨为研究枳壳炮制前后的化学成分

变化提供技术手段，同时为阐明枳壳炮制后减燥

增效作用机制提供理论依据。 

1    实验部分 

1.1    主要仪器与装置

内部萃取电喷雾电离源：实验室自制，示于

图 1；LTQ-XL型线性离子阱质谱仪：美国 Thermo
Scientific公司产品 ，配有 Xcalibur数据处理系

统；微量注射泵：英国保定兰格恒流泵有限公司

产品；FA1004B型电子天平：上海精密科学仪器

有限公司产品；FW135型中药粉碎机：天津市泰

斯特仪器有限公司产品。
  

HV
Filter

Sample chamber

N2 Ion to MS

MS

图 1    内部萃取电喷雾电离源示意图

Fig. 1    Schematic of internal extraction electrospray
ionization source

  

1.2    主要材料与试剂

枳壳：购自当地正规中药材市场，经江西中

医药大学中药炮制学科组钟凌云教授鉴定为芸

香科植物酸橙  Citrus aurantium L.干燥未成熟的
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果实；甲醇（色谱纯）：德国默克公司产品；  高纯

氮气（99.999%）：南昌国滕气体有限公司产品；超

纯水（电阻率 18.2 MΩ·cm）：北京费尔德科学仪

器有限公司产品。 

1.3    实验过程

精确称取 5.0 mg枳壳粉末（粉碎后过 3号

筛），置于样品仓中，将带有一定高电压的萃取溶

剂经石英毛细管以一定流速导入样品仓中，对样

品进行选择性萃取。在电场及气流的作用下，含

有待测物的微小带电液滴朝着质谱口定向移动，

并在毛细管末端形成电喷雾，所形成的微小带电

液滴随后去溶剂化，获得的气态待测物离子进入

质谱仪分析。 

1.4    实验条件

正离子检测模式，质量扫描范围  m/z 50～
1 000，电离电压 4.5 kV，离子传输管温度 300 ℃，

毛细管电压  35 V，透镜电压 110 V，电喷雾溶剂

流速 4 μL/min，雾化气（N2）压强 0.5 MPa，母离子

隔离宽度 1.5 u，碰撞能量 6%，活化值 Q 为 0.25，
碰撞时间 30 ms，其他检测参数由 LTQ-Tune系
统自动优化。 

2    结果与讨论 

2.1    质谱条件的优化

为了使 iEESI-MS对枳壳的分析效果最佳，

优化了萃取剂甲醇配比、喷雾电压、离子传输管

温度、电喷雾萃取剂流速、喷雾口到质谱口的距

离。在正离子模式下，选择川陈皮素（[M+H]+ m/z
403）的信号强度进行条件优化。 

2.1.1    萃取剂甲醇配比　萃取剂甲醇不同的配

比对样品的提取效果不同，进而影响目标信号的

强度，结果示于图 2a。可见，随着甲醇比例的增

加，目标信号强度呈先上升后下降的趋势；当甲

醇/水配比为 90%时，目标信号强度最高，对样品

的萃取效果最好。因此，选择萃取剂甲醇的配比

为 90%。
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注：a. 萃取剂甲醇的配比；b. 萃取剂流速；c. 喷雾口到质谱口的距离；d. 喷雾电压；e. 离子传输管温度

图 2    不同实验条件对信号强度的影响

Fig. 2    Effect of different experimental conditions on the signal intensity
 
 

2.1.2    萃取剂流速　萃取剂流速会影响目标离

子的离子化效率，本实验考察了萃取剂流速在

2～12 μL/min范围内对目标信号强度的影响，结

果示于图 2b。可见，目标离子的响应强度呈先

升高后降低的趋势，当萃取剂流速大于 4 μL/min

时，信号下降明显，表明萃取剂流速过高会导

致离子化效果降低。因此，选择萃取剂流速为

4 μL/min。 
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2.1.3    喷雾口到质谱口的距离　本实验考察了

喷雾口到质谱口的距离为 2～12 mm对目标信号

强度的影响，结果示于图 2c。可见，目标离子的

质谱响应强度呈先升高后降低的趋势，当喷雾口

到质谱口的距离大于 6 mm时，进入质谱口中的

喷雾减少，信号强度降低。因此，选择喷雾口到

质谱口的距离为 6 mm。 

2.1.4      喷雾电压　本实验考察了喷雾电压在

1.5～5.5 kV范围内对信号响应强度的影响，结果

示于图 2d。当喷雾电压大于 4.5 kV 时，质谱响

应强度急剧下降，可能是因为喷雾电压过高导

致喷雾口发生电晕放电，降低了离子形成效率，

使目标信号强度降低。因此，选择喷雾电压为

4.5 kV。 

2.1.5    离子传输管温度　离子传输管温度决定

了离子去溶剂化效果，本实验考察了离子传输管

温度在 150～400 ℃ 范围内对质谱响应强度的影

响，结果示于图 2e。可见，目标离子的质谱响应

强度呈先升高后降低的趋势，当离子传输管温度

大于 300 ℃ 时，目标离子在高温下可能发生了分解，

导致响应强度下降，且较高的温度会使仪器线圈

受损。因此，选择离子传输管温度为 300 ℃。 

2.2    枳壳中化学成分的鉴定

采用 iEESI-MS技术在正离子模式下共鉴定

出枳壳中 35种化学成分，结果列于表 1。其中，

黄酮类、香豆素类、生物碱类、挥发油类以及氨

基酸类物质是枳壳中主要的化学成分，表明该方

法可对枳壳中的化学组分进行有效区分。
 
 

表 1    枳壳中鉴定出的物质

Table 1    Identified substances in Aurantii Fructus

序号
No.

化合物
Compound

分子式
Molecular formula

母离子
Precursor ion (m/z)

特征碎片离子
Characteristic fragment ion (m/z)

1 佛手酚[10] C11H6O4 203 147, 131

2 甜橙黄酮[28] C20H20O7 373 343, 358

3 川陈皮素[28] C21H22O8 403 373, 388

4 3',4',3,5,6,7,8-七甲氧基黄酮[28] C22H24O9 433 403, 433

5 柠檬苦素[28] C26H30O8 471 425, 367

6 腺苷[28] C10H13N5O4 268 136,57

7 泼朗弗林[28] C17H20O5 319 301, 177

8 柚皮素[28] C15H12O5 273 153, 119

9 异樱花亭[28] C16H14O5 287 161, 153

10 橙皮素[28] C16H14O6 303 177, 153

11 5-去甲川陈皮素[29] C20H20O8 389 359, 374

12 香叶木素7-O-葡萄糖苷[29] C22H22O11 463 301, 286

13 5,6,7,4'-四甲氧基黄酮[29] C19H18O6 343 313, 343

14 精氨酸[30] C6H14N4O2 175 116, 175

15 脯氨酸[30] C5H9NO2 116 116, 70

16 缬氨酸[30] C5H11NO2 118 58, 72

17 异亮氨酸[30] C6H13NO2 132 86, 69

18 苯丙氨酸[30] C9H11NO2 166 120, 166

19 对氨基苯甲酸[30] C7H7NO2 138 93, 121

20 木犀草素[30] C15H10O6 287 257, 153

21 圣草酚-7-O-葡糖苷[30] C21H22O11 451 289, 433

22 蛇床子素[30] C15H16O3 245 189, 131

23 花椒毒酚[30] C11H6O4 203 131, 119

24 橙皮内酯[31] C15H16O4 261 189, 261
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续表

序号
No.

化合物
Compound

分子式
Molecular formula

母离子
Precursor ion (m/z)

特征碎片离子
Characteristic fragment ion (m/z)

25 辛弗林[32] C9H13NO2 168 150, 136

26 N-甲基酪胺[33] C9H13NO 152 121, 152

27 4,5-二氢补骨酯素[34] C11H8O3 189 131, 103

28 柚皮黄素[34] C21H22O9 419 389, 371

29 异紫花前胡内酯[35] C14H14O4 247 175, 229

30 大麦芽碱[36] C10H15NO 166 121, 91

31 奥克巴胺[37] C8H11NO2 154 136, 126

32 柠檬烯[38] C10H16 137 80, 94

33 α-蒎烯[38] C10H16 137 95, 137

34 4-萜烯醇[38] C10H18O 155 71, 95

35 胡萝卜苷[39] C35H60O6 578 397, 415
 
 

2.3    枳壳炮制前后的质谱图

枳壳炮制前后的 iEESI-MS指纹谱图示于

图 3。可知，iEESI-MS技术能够有效分析枳壳炮

制前后的有效物质信号 ，如脯氨酸   （m/z  116
[M+H]+）、辛弗林  （m/z  168[M+H]+）、甜橙黄酮

（m/z 373[M+H]+）、川陈皮素（m/z 403[M+H]+）等；

同时，由于枳壳样品中含有丰富的无机离子，如

Na+、K+等，在 iEESI离子化过程中会参与电离反

应，使枳壳样品中的物质电离得到多种形态的离

子化产物，如甜橙黄酮的 m/z 373[M+H]+、m/z 395
[M+Na]+和 m/z 411[M+K]+等。进一步对比炮制

前后的谱图发现，虽然主要的物质信号相似，如

m/z 144、168、261、299、317、373、403等，但相

同物质在炮制前后的含量存在明显变化，如辛弗

林 （m/z  168[M+H]+）、川陈皮素 （m/z  403[M+H]+）
在炮制后的信号明显增强，而苯丙氨酸（m/z 166
[M+H]+）、橙皮内酯（m/z 261[M+H]+）、甜橙黄酮

（m/z 373[M+H]+）在炮制后的信号明显减弱。此

外，在 m/z 300～600区间内，炮制后枳壳样本的

指纹谱图比炮制前明显增加了更丰富的小分子

化合物信号，表明枳壳炮制前后的化学成分发生

了显著变化。
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图 3    枳壳炮制前（a）后（b）的质谱图

Fig. 3    Mass spectra of Aurantii Fructus before (a) and after (b) processing
 

iEESI是一种在不破坏样品的前提下直接获

取样品内部化学信息的技术，将目标物萃取、物

质分离、电喷雾电离这 3个过程在时间与空间

上紧密相连。随着分析时间（0～5.6 min）的延

长，炮制前后枳壳样品的总离子流图和选择离子

流图的信号强度（甜橙黄酮  m/z 373、橙皮内酯

m/z 261、苯丙氨酸 m/z 166）逐渐降低，表明枳壳

内部的化学物质被有效萃取、分离、检测；此外，

通过观察选择离子流图信号的变化可实时监测

炮制前后枳壳样品中目标物质随时间（在线内部

萃取）的不同而动态变化的过程，示于图 4。例

如，炮制后枳壳样品中辛弗林  （m/z 168）含量明

显增加，而苯丙氨酸 （m/z 166）含量明显降低，可

能是因为在炮制过程中，苯丙氨酸通过酶促反应
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脱羧生成对羟基苯乙胺（p-hydroxyphenethylamine），

然后进一步甲基化生成辛弗林所致[40]。
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图 4    枳壳炮制前后的离子流图

Fig. 4    Ion current diagrams of Aurantii Fructus
before and after processing

 

同时 ，炮制后枳壳甜橙黄酮 （sinensetin）的

3种形态离子 m/z  373[M+H]+、 m/z  395  [M+Na]+

和 m/z 411[M+K]+的含量明显降低，进一步对比

图 4中 0～0.2 min内的 3种形态离子的出峰时

间与斜率 ，发现炮制前后枳壳样品中 m/z  395

[M+Na]+和m/z 411[M+K]+离子明显比m/z 373[M+H]+

的溶出效率高，而且炮制后枳壳样品中  m/z 395

[M+Na]+和 m/z 411[M+K]+的溶出效率明显比炮

制前枳壳样品中 m/z 395 [M+Na]+ 和 m/z 411[M+K]+

的更大，表明炮制后枳壳中的无机离子变化可能

提高枳壳中药效成分的溶出效率，从而提高药效

作用。 

2.4    枳壳炮制前后的化学成分差异

为了分析枳壳炮制前后的化学成分差异，

将得到的 iEESI-MS一级质谱数据按要求用

MATLABR2016a软件处理后，再导入 SIMCA14.1

软件进行主成分分析（PCA），结果示于图 5。可

以发现，枳壳炮制前后被明显分成 2 组，表明其

化学成分发生了显著变化。为找到枳壳炮制前

后化学成分的主要差别，采用偏最小二乘法 -

判别分析（PLS-DA）考察变量重要性投影（VIP）

值，VIP值越大表明该变量对模型越重要，通常

将 VIP＞1的变量视为该模型的重要标志物。通

过构建枳壳炮制前的 PLS-DA（R2=0.999  2，Q2=

0.997 9，R2＞Q2＞0.5）模型，筛选出 12个 VIP＞1

的化合物，分别为 N-甲基酪胺、辛弗林、泼朗

弗林、橙皮内酯、柚皮素、5-去甲川陈皮素、川

陈皮素、七甲氧基黄酮、木犀草素、异樱花亭、

甜橙黄酮、5,6,7,4'- 四甲氧基黄酮，结果列于表

2。在这 12个化合物中，有 8个是黄酮类化合

物，表明其是区分枳壳炮制前后的重要标志性化

合物。 

2.5    不同产地枳壳的热图分析

研究发现，江西枳壳炮制前后有 12种物质

的差异较大，为了进一步说明这 12种物质在不

同产地之间的变化，选用湖南、四川、江西这

3个不同产地的枳壳进行分析，通过软件 TBtools
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768 质  谱  学  报 第 45 卷



描绘热图，结果示于图 6。可见，不同产地枳壳

中 12种差异物质的变化显著，表明不同产地的

12种物质的含量不一致，这与不同产地枳壳的

药效品质不同存在一定的关联性。
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图 6    不同产地枳壳的热图

Fig. 6    Heat maps of Aurantii Fructus shells from
different origins

  

3    结论

本研究基于 iEESI-MS技术直接、快速分析

枳壳炮制前后的化学成分，并优化了离子传输管

温度、喷雾电压、萃取剂流速、萃取剂甲醇的配

比、喷雾口到质谱口的距离等实验条件。结果

表明，本方法可以在无需样品预处理的条件下直

接对炮制前后的枳壳样品进行质谱分析，获得指

纹谱图，并利用 PCA和 PLS-DA进行数据处理，

筛选出枳壳炮制前后的 12个差异化合物，其中

8个是黄酮类物质，进一步表明了枳壳中黄酮类

化合物是区分枳壳产地和品质的重要质量标志

性化合物。本研究可为 iEESI-MS用于枳壳等药

材的品质鉴定及枳壳炮制前后药效变化的物质

基础提供技术保障。
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