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摘要!本研究采用冷喷雾电离质谱!

17IB67

#法表征四逆汤中
@

组酸碱化合物形成的非共价复合物$通

过自行搭建的冷喷雾电离装置"以经液氮冷却的氮气作为离子源鞘气"为酸碱非共价复合物质谱分析提

供低温电离条件$采用四极杆'静电场轨道阱高分辨质谱采集一级全扫描和二级碰撞诱导解离模式下

的质谱数据$结果表明"在正%负离子模式下"均可检测到
@

组酸碱化合物之间形成的非共价复合物$

进一步使用等温滴定量热实验和计算化学方法分析代表性酸碱化合物间的非共价相互作用模式"验证

了
17IB67

的实验结果$该方法可为探索四逆汤自沉淀的形成机制提供理论依据和技术参考$

关键词!冷喷雾电离质谱!

17IB67

#&酸碱非共价复合物&自沉淀&四逆汤&计算化学
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传统中医药是我国历经千年积累下来的文

化瑰宝"是中华民族医治疾病的实践产物"已成

为现代医疗体系中不可或缺的组成部分$中药

是中医药理论和实践的结晶"在一些疑难杂症

的治疗方面有着独特的优势$作为中医用药的

主要形式"中药复方是由两味或两味以上不同用

量的药材按配伍规律组合而成"在疾病治疗%康

复保健等方面应用广泛$四逆汤作为经典名方

之一"最早收录于东汉名医张仲景所著的1伤寒

论2$四逆汤由附子%干姜和炙甘草以
*\(\*

的配伍比例水煎而成"具有温中祛寒%回阳救逆

等功效$现代药理学研究表明"四逆汤在治疗

心血管疾病)

"B(

*

%肺损伤)

*

*

%抗炎)

!

*

%抗动脉粥样

硬化)

=B?

*等方面有一定的疗效$

复杂多样的化学成分是四逆汤等中药复方

药理活性的物质基础$近年来"中药复方水煎液

的自沉淀现象受到关注"在多个经典方剂中均已

证实了自沉淀的存在)

@BC

*

$在中药复方煎煮过程

中"不同种类的化学成分之间!如生物碱和有机

酸)

")B""

*

%生物碱和糖苷)

"(

*

%鞣质和蛋白质)

"*B"!

*

等#可通过静电力%氢键%疏水作用%

+

B

+

堆积等非

共价相互作用自组装形成复合物"进而生成自沉

淀)

"=

*

$在实际用药中"病人一般仅服用上清液"

沉淀物通常同药渣一起被舍弃$但相关研究表

明)

"?B"C

*

"自沉淀部分也具有与上清液相似的化学

成分"呈现相同甚至更为优异的药理活性$

分析表征自沉淀部分的化学物质组成对于

探索四逆汤中自沉淀的形成机制具有重要意

?=
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义$然而"由于中药成分复合物通常以非共价

键形式结合"具有较弱的结合键能"使用常规技

术手段很难表征完整复合物的形成"紫外可见

光谱%红外光谱%核磁共振波谱%

^

射线能

谱)

()B(*

*等方法只能得到相对有限的结构信息而

无法直接观测复合物的存在$质谱 !

;/55

5

8

49:-$;4:-

<

"

67

#技术具有灵敏度高%特异性

强%分析速度快等优势"可用于表征分子间非共

价相互作用)

(!B(@

*

$冷喷雾电离质谱!

9$%S5
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#是一种在

低温下操作的软电离质谱技术"最初用来表征

自组装的纳米级金属配合物)

(C

*

"后被应用于分

析不稳定的有机物分子以及通过非共价相互作

用形成的复合物)

(CB*!

*

$

本课题组前期采用超高效液相色谱
B

四极

杆'静电场轨道阱高分辨质谱法分析四逆汤上

清液和自沉淀的化学成分组成"揭示了自沉淀

与上清液成分的总体一致性"并利用冷喷雾电

离质谱法考察甘草酸和
*

种乌头类生物碱!乌

头碱%次乌头碱和新乌头碱#形成的复合物"初

步证实了四逆汤中酸碱非共价复合物的存

在)

*=

*

$在此基础上"本研究拟采用冷喷雾电离

质谱法进一步表征甘草次酸'苯甲酰新乌头原

碱%甘草次酸'附子灵%甘草次酸'乌头碱%甘草次

酸'新乌头碱%甘草次酸'次乌头碱%甘草酸'苯甲

酰新乌头原碱%甘草酸'附子灵等
@

组酸碱复合

物"并以甘草次酸'苯甲酰新乌头原碱复合物为

例"通过等温滴定量热以及计算化学方法探究复

合物的非共价相互作用模式"为揭示四逆汤中自

沉淀的形成机制提供科学依据和实验参考$

?

!

实验部分

?C?

!

仪器与试剂

cOF/9:3T4X$9,5

四极杆'静电场轨道阱

高分辨质谱仪(美国
Q24-;$X3524-7934.:3039

公司产品&

A,:$B3Q1

等温滴定量热仪(美国

QA

仪器公司产品&

7̂")!

电子分析天平(瑞士

64::%4-Q$%4S$

公司产品&

63%%3Bc

超纯水系

统(美国
63%%3

8

$-4

公司产品&

#$-:4FB=

涡旋混

合仪(海门市其林贝尔仪器制造有限公司产品$

甲醇(色谱纯"美国
Q24-;$X3524-7934.B

:3039

公司产品&甘草次酸标准品(上海源叶生物

科技有限公司产品&甘草酸%乌头碱%次乌头碱

和新乌头碱标准品(成都格利普生物科技有限

公司产品&苯甲酰新乌头原碱和附子灵标准品(

上海安谱实验科技股份有限公司产品&所有标

准品纯度均
$

CD]

$

?CD

!

标准溶液配制

分别精密称取各
");

M

标准品于
");H

容量瓶中"除甘草酸用
(;H

超纯水溶解甲醇

定容外"其余标准品均以甲醇溶解并定容至刻

度"制得浓度均为
")));

M

'

H

的各标准储备溶

液"

j!k

下保存"备用$分别量取各
)a=;H

标准储备溶液"依次配制浓度比为
"\"

的甘草

次酸'苯甲酰新乌头原碱%甘草次酸'附子灵%甘

草次酸'乌头碱%甘草次酸'新乌头碱%甘草次

酸'次乌头碱%甘草酸'苯甲酰新乌头原碱%甘草

酸'附子灵混合溶液"涡旋充分混合后静置"待

分析$

?CE

!

冷喷雾电离装置

本实验自行搭建冷喷雾电离装置"以提供

用于酸碱非共价复合物离子化的低温环境"具

体包括液氮冷却部分和气体管路部分"其装置

图示于图
"

$在加入液氮的不锈钢容器底部放

置冷凝管"管口一端连接氮气钢瓶"另一端连接

四极杆'静电场轨道阱高分辨质谱仪的鞘气入

口"气体管路配有阀门用于调节氮气流速$

图
?

!

冷喷雾电离装置示意图

F#

B

G?

!

@)*%4'1#)!#'

B

('4";1*%)"0!

&

5

('

8

#"-#A'1#"-'&&%4<0

8

?CH

!

质谱检测条件

将冷喷雾电离装置连接至四极杆'静电场

轨道阱高分辨质谱仪"以经过冷凝装置冷却的

氮气作为鞘气接入质谱仪$相关质谱参数为(

辅助气温度
=)k

"辅助气流速
)a**H

'

;3.

"离

子传输管电压
*=)#

"透镜电压
==#

"喷雾电压

@=
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*a=R#

&一级扫描分辨率
@))))

"二级扫描分

辨率
*=)))

"质量扫描范围
2

'

;*))

"

*)))

"扫

描自动增益控制
(b")

=

"最大离子注入时间

"));5

"样品溶液以蠕动泵注入"进样流速
")

!

H

'

;3.

"单次信号采集时间
(;3.

$

?CL

!

等温滴定量热分析

精密称取适量的甘草次酸和苯甲酰新乌头

原碱"首先在甘草次酸中预先加入少量的
!)]

氢氧化钠溶液"然后分别加入少量的二甲基亚

砜溶液"超声溶解"继续加入适量的超纯水"涡

旋混匀"使甘草次酸溶液浓度为
=;;$%

'

H

"苯

甲酰新乌头原碱溶液浓度为
";;$%

'

H

$实验

中以苯甲酰新乌头原碱溶液滴定甘草次酸溶液"

滴定温度
(=k

"每次
()

滴"转速
*=)-

'

;3.

$用

IQ1ZY'

软件实时采集和保存样品池中的热

量变化$使用仪器配置软件对热量变化曲线进

行分析"并得到
I.S4

8

4.S4.:

拟合模型及热力

学参数"根据
,

?m

,

NjE

,

5

计算得到吉布斯

自由能
,

?

$

?CS

!

计算化学方法

使用
6$%9%,5

软件)

*?

*随机生成甘草次酸'

苯甲酰新乌头原碱复合物结构作为初始结构

集"使用
6>[A1()"?

软件)

*@

*支持的
[6?B

_Nl

半经验方法对生成的结构进行几何优化

与初筛"通过
>Z1A

软件!

=a)a(

版本#

)

*D

*中内

置的
UC@B*9

泛函对能量最低的复合物构象进

行几何优化与频率分析"并在
VUC@6B#

'

S40(B

QP#[

理论水平下对优化后的复合物构象做

9$,.:4-

8

$354

校正及分子间结合能计算$采用

6,%:3V0.

软件)

*C

*对优化后的复合物构象进行

波函数分析"使用
#6_

软件!

"aCa*

版本#对

复合物的非共价相互作用进行可视化分析$

D

!

结果与讨论

DC?

!

一级质谱分析

在正%负离子模式下"

@

组酸碱化合物混合

溶液均可检测到
"\"

结合的非共价复合物质

谱峰"其一级质谱分析结果列于表
"

"质量偏差

均小于
!b")

j?

$由于各酸碱复合物的化学

结构%结合能力及离子化效率不同"对应的质

谱响应强度有所差异$其中"甘草次酸'苯甲

酰新乌头原碱%甘草次酸'附子灵%甘草酸'苯

甲酰新乌头原碱%甘草酸'附子灵等
!

组酸碱

非共价复合物的信号强度较高$以甘草次酸'苯

甲酰新乌头原碱复合物为例"正离子模式下"

可观察到复合物的质子化准分子离子峰
2

'

;

")?)a?*(

)

6lN

*

l

&负离子模式下"可观察到复

合物的去质子化准分子离子峰
2

'

;")=Da?("@

)

6jN

*

j

$

DCD

!

二级质谱分析

为进一步解析所观察到的酸碱复合物结构

组成"分别在正%负离子模式下进行二级质谱分

析以证实酸碱复合物的形成$鉴于非共价复合

物的结合作用力较弱"经考察优化"将碰撞能量

设置为
")4#

"在该碰撞能量下"能够在二级质

谱图中同时观察到复合物的前体离子及其特征

碎片离子$

@

组酸碱非共价复合物的二级质谱

图示于图
(

$

表
?

!

Q

组酸碱非共价复合物的一级质谱分析结果

9'<0%?

!

.@'-'0

8

&#&(%&/01&";&%,%-

5

'#(&";')#!2<'&%-"-2)",'0%-1)"4

5

0%U%&

非共价复合物

'$.B9$T/%4.:9$;

8

%4F

正离子模式

[$53:3T43$.;$S4

负离子模式

'4

M

/:3T43$.;$S4

实测值

OF

8

4-3;4.:/%

T/%,4

!

2

'

;

#

理论值

Q24$-4:39/%

T/%,4

!

2

'

;

#

质量偏差

6/554--$-

'

b")

j?

实测值

OF

8

4-3;4.:/%

T/%,4

!

2

'

;

#

理论值

Q24$-4:39/%

T/%,4

!

2

'

;

#

质量偏差

6/554--$-

'

b")

j?

甘草次酸'苯甲酰新乌头原碱
")?)a?*(" ")?)a?*=? j*a(C ")=Da?("@ ")=Da?(") )a??

甘草次酸'附子灵
C(!a?"?= C(!a?"C= j*a(! C((a?)?= C((a?)=) "a?*

甘草次酸'乌头碱
"""?a??!? """?a??"D (a=" """!a?!?C """!a?!@( j)a(@

甘草次酸'新乌头碱
"")(a?!*( "")(a?!?" j(a?* ""))a?*"! ""))a?*"? j)a"D

甘草次酸'次乌头碱
")D?a?!@( ")D?a?="( j*a?D ")D!a?*@" ")D!a?*?@ )a*@

甘草酸'苯甲酰新乌头原碱
"!"(a@))* "!"(a?CCD )a*= "!")a?D=D "!")a?D=( )a!*

甘草酸'附子灵
"(@?a?D*C "(@?a?D*@ )a"? "(@!a?@)) "(@!a??C( )a?*

D=

质 谱 学 报
!!

第
!!

卷



图
D

!

正'负离子模式下(甘草次酸$苯甲酰新乌头原碱%

'

(

<

&'甘草次酸$附子灵%

)

(

!

&'

甘草次酸$乌头碱%

%

(

;

&'甘草次酸$新乌头碱%

B

(

*

&'甘草次酸$次乌头碱%

#

(

]

&'

甘草酸$苯甲酰新乌头原碱%

7

(

0

&和甘草酸$附子灵%

4

(

-

&复合物的二级质谱图

F#

B

GD

!

.@

$

.@&

5

%)1('";1*%%-"U"0"-%

$

<%-A"

8

04%&')"-#-%

%

'

(

<

&(

%-"U"0"-%

$

;/A#0#-%

%

)

(

!

&(

%-"U"0"-%

$

')"-#1#-%

%

%

(

;

&(

%-"U"0"-%

$

')"-#1#-%

%

B

(

*

&(

%-"U"0"-%

$

*

85

')"-#1#-%

%

#

(

]

&(

B

0

8

)

8

((*#A#)

')#!

$

<%-A"

8

04%&')"-#-%

%

7

(

0

&

'-!

B

0

8

)

8

((*#A#)')#!

$

;/A#0#-%

%

4

(

-

&

)"4

5

0%U%&#-

5

"&#1#,%'-!-%

B

'1#,%#"-4"!%&
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!!

由图
(/

"

(G

可见"在正离子模式下"甘草次

酸'苯甲酰新乌头原碱复合物前体离子经碰撞

诱导解离失去甘草次酸"生成质子化的苯甲酰

新乌头原碱离子峰!

2

'

;=C)a(C=(

#&在负离子

模式下"其前体离子失去苯甲酰新乌头原碱"得到

去质子化的甘草次酸特征峰!

2

'

;!?Ca**(!

#$同

理"在甘草次酸'附子灵%甘草次酸'乌头碱%甘

草次酸'新乌头碱和甘草次酸'次乌头碱的正离

子模式二级质谱图中"可分别观察到附子灵

!

2

'

;!=!a(@C*

#%乌头碱!

2

'

;?!?a*(("

#%新

乌头碱 !

2

'

;?*(a*)?(

#和次乌头碱 !

2

'

;

?"?a*")@

#的特征离子峰&在负离子模式下"各

复合物前体离子经碰撞诱导解离分别失去附子

灵%乌头碱%新乌头碱和次乌头碱"均生成了甘

草次酸特征离子峰$

甘草酸与苯甲酰新乌头原碱和附子灵的酸

碱非共价复合物也呈现类似的质谱裂解规律$

由图
(R

"

(%

可见"在正离子模式下"甘草酸'苯

甲酰新乌头原碱复合物的质子化准分子离子

!

2

'

;"!"(a@))*

#经碰撞诱导解离产生苯甲

酰新乌头原碱碎片离子峰!

2

'

;=C)a(C=(

#&在

负离子模式下"其复合物去质子化准分子离子

!

2

'

;"!")a?D=D

#产生甘草酸碎片离子峰!

2

'

;

D("a*C?=

#$甘草酸'附子灵复合物在正%负离

子模式下可分别生成附子灵!

2

'

;!=!a(@C?

#和

甘草酸!

2

'

;D("a*C@=

#特征碎片离子峰$

DCE

!

酸碱非共价复合物在不同浓度比例下的

结合情况

为考察酸碱非共价复合物在不同浓度比例

下的结合情况"本研究配制了一系列不同浓度

比例!

*\"

%

(\"

%

*\(

%

"\"

%

(\*

%

"\(

和

"\*

#的甘草次酸'苯甲酰新乌头原碱混合标准

溶液"分别分析正%负离子模式下的一级全扫描

质谱数据"并比对确认不同结合比的酸碱非共

价复合物的质荷比理论值$结果表明"除结合

比为
"\"

的信号峰外"在各浓度比例溶液的质

谱图中均发现存在
(\"

和
"\(

的结合峰"具

体情况列于表
(

$

表
D

!

不同浓度比例下甘草次酸$苯甲酰新乌头原碱复合物的结合比

9'<0%D

!

O#-!#-

B

('1#"&";1*%%-"U"0"-%

$

<%-A"

8

04%&')"-#-%)"4

5

0%U>#1*!#;;%(%-1)"-)%-1('1#"-('1#"&

非共价复合物

'$.B9$T/%4.:9$;

8

%4F

结合比

U3.S3.

M

-/:3$

正离子模式

[$53:3T43$.;$S4

负离子模式

'4

M

/:3T43$.;$S4

理论值

Q24$-4:39/%

T/%,4

!

2

'

;

#

是否结合

U3.S3.

M

理论值

Q24$-4:39/%

T/%,4

!

2

'

;

#

是否结合

U3.S3.

M

甘草次酸'苯甲酰新乌头原碱
*\"

(\"

*\(

"\"

(\*

"\(

"\*

())"a*"!D

"=*)aC@=(

(=C)a?)*=

")?)a?*=?

(@)Ca==(?

"?!CaC(!*

((*Ca("*)

b

-

b

-

b

-

b

"CCCa*))(

"=(DaC?)C

(=DDa=DDC

")=Da?(")

(@)@a=*D)

"?!@aC)C@

((*@a"CD!

b

-

b

-

b

-

b

!!

考虑到不同浓度比例可能会影响复合物的

结合比"在正%负离子模式下取各结合峰在稳定

)a=;3.

内的平均强度作为参考"考察不同浓

度比例对
*

种结合比质谱峰相对强度的影响"

结果示于图
*/

"

*G

$在正离子模式下"结合比

"\"

复合物的质谱峰信号最强"而随着溶液中

苯甲酰新乌头原碱浓度的升高"

"\(

结合峰强

度呈现上升趋势"这一规律在负离子模式下更

为明显$在考察的浓度比例下"

"\"

结合峰强

度远高于
(\"

和
"\(

"苯甲酰新乌头原碱浓

度占比的增大会导致
"\(

结合峰强度升高"而

并未发现
(\"

结合峰强度与浓度比例相关的

规律$结果表明"甘草次酸'苯甲酰新乌头原碱

复合物存在
"\"

%

(\"

和
"\(

的结合比例"且

以
"\"

为主要结合方式$

DCH

!

基于等温滴定量热法的热力学分析

等温滴定量热实验结果示于图
!

"向上的

曲线表明在苯甲酰新乌头原碱溶液滴定甘草次

酸溶液过程中产生了大量的热量"随着滴定时

间的推移"热量逐渐减少直至趋于稳定"说明酸

)?
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图
E

!

正%

'

&'负%

<

&离子模式下(不同浓度比例对

甘草次酸$苯甲酰新乌头原碱复合物各结合比质谱峰相对丰度的影响

F#

B

GE

!

R;;%)1";)"-)%-1('1#"-('1#"&"-(%0'1#,%'</-!'-)%";4'&&&

5

%)1("4%1(#)

5

%'7&";1*%

%-"U"0"-%

$

<%-A"

8

04%&')"-#-%)"4

5

0%U%&>#1*!#;;%(%-1<#-!#-

B

('1#"&#-

5

"&#1#,%

%

'

&

'-!-%

B

'1#,%

%

<

&

#"-4"!%&

碱化合物之间发生了相互作用并最终达到反应

终点$根据反应温度及模拟得到的热力学参数

计算吉布斯自由能
,

?mj(?a)(R+

'

;$%

"表明

甘草次酸和苯甲酰新乌头原碱之间反应的自发

性$从结合机制来看"焓变的贡献主要来自范

德华力和氢键等非共价相互作用"而熵变的贡

献主要取决于疏水相互作用以及构象变化"实

验中得到
,

N m j(*aD@R+

'

;$%

"

jE

,

5m

j(a"!CR+

'

;$%

"说明与熵变相比"焓变对吉布

斯自由能起主导作用"这反映了甘草次酸和苯

甲酰新乌头原碱的结合作用力可能主要源自范

德华力与氢键的作用$

图
H

!

甘草次酸和苯甲酰新乌头原碱

相互作用的等温滴定量热分析

F#

B

GH

!

K&"1*%(4'01#1('1#"-)'0"(#4%1(

8

'-'0

8

&#&";1*%

#-1%(')1#"-<%1>%%-%-"U"0"-%'-!<%-A"

8

04%&')"-#-%

DCL

!

计算化学结果分析

为验证质谱实验结果"采用计算化学方法

研究酸碱复合物的可能构象及形成机制$选取

具有代表性的甘草次酸'苯甲酰新乌头原碱复

合物进行几何优化与单点能计算$酸碱化合物

间的结合能 !

G3.S3.

M

4.4-

M<

"

I

G3.S

#可反映所

形成复合物的稳定性"计算结果表明"该复合物

在能量最低构象下的
I

G3.S

mj"*(a*!R+

'

;$%

"

证明甘草次酸与苯甲酰新乌头原碱之间存在非

注(红色为分子间&黑色为分子内

图
L

!

甘草次酸$苯甲酰新乌头原碱

复合物的
!

$

2&#

B

-

%

!

D

&

"

图

F#

B

GL

!!

$

2&#

B

-

%

!

D

&

"

5

0"1";1*%

%-"U"0"-%

$

<%-A"

8

04%&')"-#-%)"4

5

0%U

共价相互作用"可结合形成复合物$

为进一步探明甘草次酸与苯甲酰新乌头原

碱之间的相互作用类型"使用独立梯度模型

!

3.S4

8

4.S4.:

M

-/S34.:;$S4%

"

IL6

#

)

!)

*对复合

物进行可视化分析"结果示于图
=

%

?

$在图
=

中"

j)a)(

与
)a)(

位置的峰分别对应范德华

"?
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引力与斥力"而
j)a)!

位置的峰代表氢键作

用"二者同时出现说明
(

种分子间存在范德华

作用与氢键$从图
?

可以看出"苯甲酰新乌头

原碱中苯甲酰基相连桥头碳上
N

!

N?!

#%相邻

桥头碳上
N

!

N@)

#%

@

号位羟基
N

!

N@*

#与甘

草次酸中羧基羰基
>

!

>")!

#"苯甲酰新乌头原

碱中苯甲酰基苯环上
N

!

N?C

#%

"=

号位
1jN

!

N@C

#与甘草次酸中环上羰基
>

!

>")*

#形成

氢键&同时"苯甲酰新乌头原碱与甘草次酸骨架

中
1

%

N

原子之间产生范德华引力或斥力!如

1("jN"==

%

1(*jN"==

%

N!?jN"(C

%

N=Cj

N"*=

%

N?DjN"*)

%

N?DjN"*"

%

N?Cj1""@

等#"这两方面因素共同导致了复合物的形成$

注(等值面设定值
)a)"(

图
S

!

甘草次酸$苯甲酰新乌头原碱复合物的几何优化结构图%

'

&和分子间
!

$

等值面图%

<

&

F#

B

GS

!

M

5

1#4#A%!

B

%"4%1(

8

%

'

&

'-!#-1%(4"0%)/0'(

!

$

#&"&/(;')%

%

<

&

5

0"1&

";1*%%-"U"0"-%

$

<%-A"

8

04%&')"-#-%)"4

5

0%U

E

!

结论

本研究采用冷喷雾电离结合四极杆'静电

场轨道阱高分辨质谱对四逆汤中
@

组酸碱复合

物进行分析表征$通过一级和二级质谱分析"

证实了酸碱非共价复合物的形成"表明酸碱化

合物间的非共价相互作用力在冷喷雾条件下可

得到有效保持$等温滴定量热实验证实了酸碱

化合物间反应的自发性"并且焓变的贡献大于

熵变"表明范德华力和氢键等非共价相互作用

是复合物形成的主要推动力$计算化学结果进

一步显示"酸碱化合物中的多个原子共同通过

范德华力与氢键作用促使复合物的形成$本研

究可为探究四逆汤等中药复方水煎液中自沉淀

的形成机制提供技术参考"为其进一步临床应

用提供科学依据$
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