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复方丹参滴丸人含药血浆中三七相关代谢物的研究
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摘要!建立了复方丹参滴丸人含药血浆中三七相关代谢物的固相萃取$高效液相色谱$电喷雾离子阱质谱分
析方法%采用固相萃取预处理样品$高效液相色谱梯度洗脱分离样品$电喷雾正离子模式测定$通过离子阱
质谱的步进式碰撞功能$获得多级碎片信息%在人含药血浆的全扫描代谢谱中发现%个新的色谱峰%利用
多级质谱提供的碎片离子信息$对其进行结构分析$推测其形成途径$发现%个色谱峰均由三七相关代谢物
产生%该方法精密度’稳定性’重复性均符合测定要求$可用于对复方丹参滴丸人含药血浆中三七相关代谢
物的进一步研究%
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!!复方丹参滴丸!=9.59:73 /̂7?2>7 ;̂05$
507L_011?"是根据#中国药典$(,,*年版复方丹
参片的处方%提取有效成分研制而成的中药滴丸
剂%主要成分为丹参&三七&冰片%临床上用于治
疗胸中憋闷&心绞痛’作为片剂的换代品%它具
有疗效高&作用迅速&副作用小的特点%现已被定
为全国中医院急诊必备中成药(()’已有文献报
道采用 I_M=法测定复方丹参滴丸中人参皂苷

ZL( 与ZG(&三七皂苷Z( 和丹参三种水溶性成
分的含量(!$%)’王宁生(*)&洪馨(#)和裴渭静等(&)

分别采用液相色谱$质谱法测定了复方丹参滴丸
中丹参素的血药浓度’但对于复方丹参滴丸中
三七相关成分的体内代谢研究目前少有报道’
本工作通过=(’固相萃取柱对人含药血浆进行
预处理%以电喷雾离子阱质谱作为检测手段%对
复方丹参滴丸中三七的体内代谢物进行研究’

@!实验部分
@C@!仪器及试剂

+L01>7B((""系列电喷雾离子阱质谱%+11$
B>42固相萃取仪%+L01>7B=(’固相萃取小柱*美
国+L01>7B公司产品+@/[0./超纯水机*基因公
司产品’
复方丹参滴丸*天士力制药集团公司产品%

批号!""%"&"#+甲醇*F0?2>;公司产品+人参皂
苷ZL(*购于中国药品生物制品检定所%"&")$
!""*((&+人参皂苷ZG(*购于中国药品生物制品
检定所%(("&"%$!""%(,+三七皂苷Z(*购于中国
药品生物制品检定所%(("&%*$!"")(!+其他试剂
均为分析纯’

@CD!样品制备

@CDC@!对照品溶液的制备!精密称取人参皂苷

ZL(&人参皂苷ZG( 和三七皂苷Z( 适量%分别用

*"e甲醇溶液配制成浓度为"6!(L,MV(&"6!*
L,MV(和"6!%L,MV(的对照品溶液%%i储存
备用’

@6D6D!复方丹参滴丸溶液的制备!取复方丹参
滴丸(""粒%研磨成粉末%#"i烘干至恒重%取

!6"L溶于!".M"6*e氨水甲醇溶液%超声!"
.07%*""";,.07V(离心(".07%取上清液(*
.M%#*i减压浓缩至干’残渣用*"e甲醇溶液
转移至!*.M容量瓶中%并稀释至刻度’取(6"
.M溶液%用"6!&.滤膜滤过%%i储存备用’

@6D6E!空白血浆&空白血浆加标&血浆加药供试
品溶液的制备!("名健康男性受试者%(!2禁

食不禁水%静脉取血!6".M%取(6".M置于经
过肝素钠处理的离心管中%’""";,.07V(离心

(".07’取上层清液"6* .M%加入 !6" .M
"6*e氨水甲醇溶液%漩涡震荡(6".07%’""";
,.07V(离心(".07’取上层清液!6".M%氮
气吹干%残渣溶于(6".M"6*e氨水甲醇溶液
中%转入固相萃取小柱%用)6".M水洗脱%弃去
洗脱液%再依次用体积比为!"j’"&)*j#*&**
j%*和&"j)"的甲醇$水溶液各*6".M洗脱%
合并洗脱液%氮气保护吹干%(6".M流动相溶
解%用"6!&.滤膜滤过%即得空白血浆样品%于

V%i储存备用’
另取(6".M空白血浆%置于经过肝素钠处

理的离心管中%其中"6*.M加入复方丹参滴丸
样品"6(.M%另"6*.M加入适量三种皂苷标
准品混合物%分别按空白血浆样品处理方法处
理%即得到空白血浆加药样品和空白血浆加混标
样品’

@6D6H!含药血浆供试品溶液的制备!空白血浆
样品取得后%受试者空腹舌下含化复方丹参滴丸

("粒%在服药(6*2后静脉取血!6".M%置于经
过肝素钠处理的离心管中%按@6D6E中的处理方
法%即得含药血浆样品供试品溶液’

@CE!分析条件
色谱柱*]9;G/[AX$=(’%(*"c!6(..%*

&.+柱温*)"i+流速*"6).M,.07
V(+进样体

积*("&M+流动相*+W*6"..91,M
V(甲酸铵%

XW甲醇+梯度**"eX保持(*.07%%*.07内至

(""eX+质谱条件*电喷雾电离源%&M,.07V(

干燥气+雾化气压力*!%(6)!b_/+干燥气温度*

)!*i’

D!结果及讨论
DC@!复方丹参滴丸人含药血浆三七相关代谢物
的质谱分析

空白血浆&空白血浆加混标&空白血浆加药
及复方丹参滴丸人含药血浆供试品溶液的-AJ$
@A总离子流图示于图(%分别为图 +&X&=&̂ ’
图(X中三个峰分别为三七皂苷 Z(&人参皂苷

ZL( 和人参皂苷 ZG(%其保留时间分别为*6!
.07&’6".07和(#6).07’通过与三种空白供
试品溶液进行对比%发现图(̂ 中标示的峰(!%
既非原药材中的物质%又不来源于外源性或内源
性的干扰%推测这四种物质应为人含药血浆中新
的代谢产物’它们在正离子模式下的0-B值分
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图@!1!空白血浆供试品溶液总离子流图"Y!空白血浆加混标试品溶液总离子流图"

J!空白血浆加药供试品溶液总离子流图"I!含药血浆供试品溶液总离子流图

A4BC@!1!"-J+,)#$9:&.Z6:&*(&"Y!"-J+,)#$9:&.Z6:&*(&*64Z$?>4)#JII%"

J!"-J+,)#$9:&.Z6:&*(&*64Z$?>4)#(4K$?*)&.?&’?*"I!"-J+,6:&*(&&,)$’*79:4.B7&:&?(4.4*)’&)4+.

别为#)’6,!#!)6(!,%#6’和#%"6("

!!选取0#B#)’6,为母离子进行多级质谱分
析$其二级质谱碎片离子主要为0#B%&#6,$对
照人参皂苷ZL( 和!"%?&$原人参三醇对照品的
结构信息$并结合文献’’$("($推测0#B#)’6,
来源于人参皂苷ZL( 的代谢产物$形成过程为

0#B’"(6!*0#B#)’6,*0#B%&#6,$产生机理
示于图!%用%6)表示!"%?&$原人参三醇’!"%?&$
5;9B95/7/[/B;091(母核结构&"
选0#B,%#6’为母离子进行二级质谱分析$

其二级质谱碎片离子中$碎片离子0#B#!)6(相
对丰度较大$选其为母离子进一步进行多级质谱
分析$得丰度较大的碎片离子0#B%#(6($对照
人参皂苷ZG( 和!"%?&$原人参二醇对照品的结
构信息$并结合文献’’$("$(!($得知碎片离子

0#B#!)6(和0#B,%#6’来源于人参皂苷ZG(
的代谢产物$产生过程为 0#B(()(6&*0#B
,%#6’*0#B&’%6,*0#B#!)6(*0#B%#(6($
形成机理示于图)%用%6?表示!"%?&$原人参二
醇’!"%?&$5;9B95/7/[/3091(母核结构&"
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!!L14$%6)$L14!*!L14$%6)或%6)$L14!*!%6)
!0"B’"(6!#!!!!0"B#)’6,#!!!!0"B%&#6,#

图D!分子离子峰为,!-RETCN物质的

推测代谢过程

A4BCD!"#$*6$07:&)4G$($)&9+:406&)#>&;
+,,!-RETCN

!!选0"B#%"6(为母离子进行二级质谱分析$
其二级质谱碎片离子中$碎片离子0"B%&#6’相
对丰度较大$对照三七皂苷Z( 和!"!?#$原人参
三醇对照品的结构信息$并结合文献%,$((&$得
知碎片离子0"B#%"6(来源于三七皂苷 Z( 的
代谢产物$形成过程为0"B,)%6(*0"B’"(6!
*0"B#%"6(*0"B%&&6($形成机理示于图%’
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图E!分子离子峰为,!-NHRCT",!-RDEC@物质的推测代谢过程

A4BCE!"#$*6$07:&)4G$($)&9+:406&)#>&;+,,!-NHRCT&.?,!-RDEC@

L14$%6)$L14!$([C1!*!L14$%6)$L14!*!L14$%6)或%6)$L14!*!%6)

!!0"B,)%6(#!!!!0"B’"(6!#!!!!0"B#%"6(#!!!!0"B%&&6(#

图H!分子离子峰为,!-RHOC@物质的推测代谢过程

A4BCH!"#$*6$07:&)4G$($)&9+:406&)#>&;+,,!-RHOC@

DCD!方法学考察

DCDC@!进样精密度实验!按@6D中的处理方法
制备样品$自动进样器连续进样*次$每次("6"

&M$在拟定条件下测定离子强度$分别计算%个
峰的标准偏差$ZÂ 分别为(6"!e("6,#e(

(6!#e((6)%e’

D6D6D!稳定性实验!按@6D中的处理方法制备
样品$自动进样器每!2进样(次$每次("6"

&M$在拟定实验条件下测定离子强度$分别计算

%个峰的标准偏差’结果表明$样品在%’2内
稳定性良好’

D6D6E!重现性实验!按@6D中的样品处理方法
平行处理*份样品$自动进样器分别进样$每份
每次("6"&M$在拟定实验条件下测定离子强
度$分别计算%个峰的标准偏差$ZÂ 分别为

(6’%e((6*&e(!6(!e(!6)*e’

E!讨!论
复方丹参滴丸提取液及含药血浆样品中的

丹参酚酸类物质给三七相关成分测定带来一定

干扰$为排除干扰$在样品处理时采用"6*e氨
水甲醇溶液提取原药材和沉淀蛋白$有效地排除
了复方丹参滴丸中酚酸类物质的干扰’
液相色谱$电喷雾离子阱质谱法不仅能对复

杂体系进行快速(有效地分离$而且能对中药活
性成分及其代谢物结构提供分子量及其各级碎

片等丰富的结构信息$该方法必将在中药等复杂
体系中活性成分及其代谢物的研究中发挥越来

越重要的作用’

参考文献#
%(&!J7?B0B:B>9<@/B>;0/@>34/9<+4/3>.C9<@>304/1

A40>74>6@93>;7;>?>/;429<=207>?>B;/30B097/1
.>30407>%@&6!73>36X>0f07L)P2>R70B>3_;>??
9<X>0f07L @>304/1R70T>;?0BC k _>b07L @>304/1
=911>L>$(,,#)%&!6

%!&!黄永焯$王宁生6I_M=$-MÂ 法测定复方丹参
滴丸中人参皂苷ZL((ZG( 和三七皂苷Z( 的含量
%8&6中药新药与临床药理$!""!$()!)#)(&%$
(&#6

%)&!李晓梅$张文生6复方丹参滴丸中三七皂苷Z( 含
量测定%8&6天津药学$!""*$(&!*#)’$("6

%%&!潘桂湘$张伯礼$乔延江6I_M=法测定复方丹参
中丹参的三种水溶性成份的含量%8&6中草药$

!""!$))!("#),"($,")6
%*&!王宁生$宓穗卿$洪!馨$等6口服复方丹参滴丸
血清中丹参相关成分的M="@A检测%8&6中药新
药与临床药理$!"""$((!)#)(%($(%!6
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图H!使用.[基质!样品浓度为@OOB"L]@!!!!图P!使用.[基质!样品浓度为OCOO@B"L]@

的H号样品的负离子质谱图!!!!!!!!!!!!!!的@号样品的负离子质谱图

A4BCH!M$B&)4G$4+.(&***6$0)’7(+,)#$*&(6:$!!!!A4BCP!M$B&)4G$4+.(&***6$0)’7(+,)#$*&(6:$
H7*4.B.[&*(&)’4K>4)#@OOB"L]@ @7*4.B.[&*(&)’4K>4)#OCOO@B"L]@

DCH!检测灵敏度
为了考察 @+M̂ J$PHF质谱检测样品最低

浓度是多少!用氯仿将样品溶解成"6""(L"
MV(的溶液!进行质谱分析#用7I 为基质时(
号样品的质谱图示于图*!所得分子离子峰的信
噪比大于%"!检测灵敏度为(6"c("V(!.91#

E!结!论
本工作应用 @+M̂ J$PHF @A技术!通过

改变离子检测模式!选用不同基质!添加钠$银等
离子化试剂和调整溶液浓度等手段!分别考察了
各种条件对分析结果的影响#结果表明%用咔啉
作基质!负离子检测!可以得到该类化合物较好
的质谱图#

参考文献#
&(’!赵晓光!薛!燕!刘炳玉6@+M̂ J$PHF质谱仪关

键技术及发展&8’6现代仪器!!"")!(%)%(&$!"6
&!’!王京兰!万晶宏!罗!凌!等6蛋白质组研究中肽质
量指纹谱鉴定方法的建立及应用&8’6生物化学与
生物物理学报!!"""!)!(%)%)&)$)&’6

&)’!‘R@+Z+PI+A+E_!@HIHPP+M+O-A!OH$
-O+E_!>B/16+795B0.0S>35;9B>0707$L>130L>?B
.>B293<9;;>10/G1>5;9B>9.>42/;/4B>;0S/B097GC
@+M̂ J$PHF$@A/7/1C?0?&8’6+7/1X0942>.!
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