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摘要： 目的　 采用顶空固相微萃取法 （ＨＳ⁃ＳＰＭＥ） 与气相色谱⁃质谱联用 （ＧＣ⁃ＭＳ） 法分析四妙丸中的挥发性成分。
方法　 单因素考察并确定四妙丸最佳萃取条件。 萃取物分析采用 ＨＰ⁃５ＭＳ 弹性石英毛细管柱 （３０ ｍ × ０ ２５ ｍｍ， ０ ２５
μｍ） ； 载气氦气； 进样口温度 ２５０ ℃； 体积流量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 分流比 １０ ∶ １； 程序升温。 结果　 最佳条件为取样量

１ ５ ｇ， 萃取温度 １００ ℃， 萃取时间 ３０ ｍｉｎ， 解析时间 ５ ｍｉｎ。 从四妙丸、 黄柏、 苍术、 牛膝、 薏苡仁中分别鉴定得到

挥发性成分 ２３、 ２８、 ２４、 １８、 ２４ 种， 其峰面积分别占总挥发性成分峰面积的 ９３ ３％ 、 ６１ ３％ 、 ８７ ２％ 、 ８１ ４％ 、
７０ ６％ 。 四妙丸的挥发性成分中， １５ 种在黄柏中检出， ９ 种在苍术中检出， ６ 种在牛膝中检出， １２ 种在薏苡仁中检

出。 结论　 该方法简便可靠， 可为四妙丸全面质量评价提供参考。
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　 　 四妙丸由黄柏、 苍术、 牛膝、 薏苡仁组成， 收录于

２０２０ 年版 《中国药典》， 具有清热利湿功效， 用于治疗湿

热下注所致的痹病， 症见足膝红肿、 筋骨疼痛等［１］ 。 挥发

性成分在四妙丸中含量较高， 具有芳香燥湿、 健脾之功

效［２⁃４］ ， 是四妙丸发挥药理作用的主要有效成分。 然而， 目

前四妙丸相关质量研究主要为非挥发性成分［５⁃６］ ， 对复方中

挥发性成分的研究较少， 现行质量标准未对四妙丸的挥发

性 成 分 进 行 相 关 规 定。 固 相 微 萃 取 （ ｓｏｌｉｄ⁃
ｐｈａｓｅｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ， ＳＰＭＥ） 技术是一种集成分萃取、 富

集、 解吸、 进样于一体的新型样品前处理方法， 与传统处

理方式相比， 具有简便， 快速， 萃取完全等优点［７］ 。 本实

验采用顶空固相微萃取 （ＨＳ⁃ＳＰＭＥ） 与气质联用 （ ＧＣ⁃
ＭＳ） 的方法， 对四妙丸及其单味药黄柏、 苍术、 牛膝、 薏

苡仁的挥发性成分进行分析， 以期为四妙丸的全面质量评

价提供参考。
１　 材料

１ １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ ６８９０⁃５９７３ 气质联用仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）； ＣＰ３２４Ｓ 型电子微量天平 （广州市计量检测技术研究

院）； ＨＨ⁃Ｓ６ 型数显恒温水浴锅 （江苏金怡仪器科技有限

公司）； Ｆｉｂｅｒ⁃ＳＰＭＥ 型纤维头式固相微萃取装置 （美国

Ｓｉｇｍａ 公司）。
１ ２　 药物　 苍术 （批号 １８１００５， 亳州市沪谯药业有限公

司）； 酒炙川牛膝 （批号 １７１１０２， 康美药业股份有限公

司）； 黄柏 （批号 ＨＸ１８Ｂ０１， 广东和翔制药有限公司）； 薏

苡仁 ［批号 １７０７０１， 太安堂 （亳州） 中药饮片有限公司］，
药材经南方医科大学中医药学院鉴定教研室刘传明教授鉴

定为正品。
２　 方法

２ １　 分析条件

２ １ １　 色谱　 ＨＰ⁃５ＭＳ 弹性石英毛细管气相色谱柱 （３０ ｍ×
０ ２５ ｍｍ， ０ ２５ μｍ） ； 载气氦气； 体积流量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
分流比 １０ ∶ １； 进样口温度 ２５０ ℃； 程序升温， 升温程序为

初始温度 ８０ ℃， 保持 ５ ｍｉｎ， 以 １０ ℃ ／ ｍｉｎ 的速率升温至

１０５ ℃， 保持 ２ ｍｉｎ， 再以 ３ ℃ ／ ｍｉｎ 的速率升温至 １５０ ℃，
保持 １５ ｍｉｎ， 最后以 ８ ℃ ／ ｍｉｎ 的速率升温至 ２５０ ℃。
２ １ ２　 质谱　 ＥＩ 离子源 ７０ ｅＶ； 离子源温度 ２３０ ℃； 检测

器温 度 ２５０ ℃； 四 级 杆 温 度 １５０ ℃； 电 子 倍 增 幅

压１ ９８８ ｅＶ。
２ ２　 四妙丸样品制备　 将苍术、 牛膝、 炒黄柏和薏苡仁分

别粉碎， 过 ５ 号筛得细粉， 取苍术 １０ ｇ、 牛膝 １０ ｇ、 炒黄

柏 ２０ ｇ、 薏苡仁 ２０ ｇ， 混匀， 用水泛丸， ６０ ℃干燥， 即得

四妙丸。
将四妙丸研成粉末， 取粉末 １ ５ ｇ 置于 １０ ｍＬ 顶空瓶中，

插入装有 ６５ μｍ ＰＤＭＳ ／ ＤＶＢ 萃取纤维头的手动进样器， 于

１００ ℃水浴萃取 ３０ ｍｉｎ， 取出， 即得四妙丸供试样品。
２ ３　 单味药供试样品制备　 按 ２０２０ 年版 《中国药典》 中
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四妙丸比例分别取黄柏、 苍术、 牛膝、 薏苡仁粉末 ０ ５０、
０ ２５、 ０ ２５、 ０ ５０ ｇ， 按 “２ ２” 项下方法制备， 即得。
３　 结果

３ １　 色谱条件及供试品处理方法的确定

３ １ １ 　 ＳＰＭＥ 固 相 萃 取 头 的 筛 选 　 将 装 有 ３０ μｍ
ＤＶＢ ／ ＣＡＲ ／ ＰＤＭＳ、 ６５ μｍ ＰＤＭＳ ／ ＤＶＢ、 ７５ μｍ ＣＡＲ ／ ＰＤＭＳ
纤维萃取头分别进行萃取， 在 “２ １” 项条件下进样测定，
其中 ６５ μｍ ＰＤＭＳ ／ ＤＶＢ 纤维头萃取峰个数最多， 故选用 ６５
μｍ ＰＤＭＳ ／ ＤＶＢ 的纤维头进行实验。
３ １ ２　 四妙丸不同取样量考察 　 称取四妙丸粉末 １ ０、
１ ５、 ２ ０ ｇ， 精密称定， 在 “２ １” 项条件下进样测定， 各

取样量色谱图的总峰面积如表 １ 所示。 由此可知， 取样量

为 １ ５ ｇ 时， 吸附的挥发性成分达到相对饱和， 因此选择

１ ５ ｇ 为最佳取样量。
表 １　 不同考察因素的峰面积结果

考察因素 考察水平 峰面积（×１０６）
取样量 １ ０ ｇ ３ ５２

１ ５ ｇ ５ ７７
２ ０ ｇ ５ ８１

萃取温度 ７５ ℃ ２ １８
８５ ℃ ３ ６６
１００ ℃ ５ ６９

萃取时间 １５ ｍｉｎ ３ ４６
３０ ｍｉｎ ６ ０２
４５ ｍｉｎ ６ ０７

解析时间 ２ ｍｉｎ ３ ６１
５ ｍｉｎ ５ ８４
８ ｍｉｎ ５ ８９

分流比 １００ ∶ １ ０ ０７
５０ ∶ １ １ ４１
１０ ∶ １ ５ ６５

３ １ ３　 四妙丸不同萃取温度考察　 在 ７５、 ８５、 １００ ℃下进

行萃取， 由表 １ 可知， 当萃取温度为 １００ ℃时， 四妙丸粉

末被充分萃取， 故选择 １００ ℃为最佳萃取温度。
３ １ ４　 四妙丸不同解析时间考察　 解析时间的长短取决于

分析物的性质， 当进样口温度为 ２５０ ℃时， 分别解析 ２、 ５、
８ ｍｉｎ， 由表 １ 可知， 解析时间为 ５ ｍｉｎ 时， 解析程度达到

相对吸附平衡， 因此选择 ５ ｍｉｎ 为最佳解析时间。
３ １ ５　 四妙丸不同分流比考察　 实际的样品分析量取决于

分流比的大小， 分别设置分流比为 １００ ∶ １、 ５０ ∶ １、 １０ ∶ １，
由表 １ 可知， 分流比为 １０ ∶ １ 时， 色谱图总峰面积最大，
成分吸附较完全， 故选择 １０ ∶ １ 作为最佳分流比。
３ ２　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析结果　 在 “２ １” 项条件下对各供试样品

进行分析， 样品 ＴＩＣ 色谱图见图 １ ～ ５。 通过峰面积归一化

法计算四妙丸及单味药黄柏、 苍术、 牛膝、 薏苡仁中各成

分的相对峰面积， 经过 ＮＩＳＴ 和 ＷＩＬＬＹ 谱库检索鉴定各化

合物结构与名称， 化学成分鉴定结果见表 ２。 结果表明，
从四妙丸、 黄柏、 苍术、 牛膝、 薏苡仁中分别鉴定出挥发

性成分 ２３、 ２８、 ２４、 １８、 ２４ 种， 分别占总挥发性成分的

９３ ３％ 、 ６１ ３％ 、 ８７ ２％ 、 ８１ ４％ 、 ７０ ６％ 。 四妙丸的挥发

性成分中， １５ 种在黄柏中检出， ９ 种在苍术中检出， ６ 种

在牛膝中检出， １２ 种在薏苡仁中检出。 其中， 主要包括倍

半萜类和三萜类化合物。 倍半萜类化合物包括柠檬烯 （占
０ ４２％ ）、 β⁃榄香烯 （占 ５ ８１％ ）、 γ⁃榄香烯 （占 １ ４２％ ）、
石竹烯 （占 ０ ７０％ ）、 ɑ⁃葎草烯 （占 ０ ４８％ ）、 ɑ⁃姜黄烯

（占 ０ ４０％ ）、 β⁃姜 黄 烯 （ 占 ０ ５４％ ）、 β⁃芹 子 烯 （ 占

３４ ４９％ ） 等； 三 萜 类 化 合 物 主 要 包 括 棕 榈 酸 乙 酯

（占 １ ３５％ ）。
４　 讨论

四妙丸不良反应小， 疗效好， 在临床上应用广泛。 现

　 　 　 　

图 １　 四妙丸总 ＴＩＣ 图

图 ２　 黄柏总 ＴＩＣ 图
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图 ３　 苍术总 ＴＩＣ 图

图 ４　 薏苡仁总 ＴＩＣ 图

图 ５　 牛膝总 ＴＩＣ 图

表 ２　 四妙丸、 黄柏、 苍术、 牛膝、 薏苡仁挥发性成分分析结果

序号 ｔＲ ／ ｍｉｎ 化合物 分子式 置信度 分子量
峰面积百分比 ／ ％

四妙丸 炒黄柏 苍术 牛膝 薏苡仁

１ ６ ７６ 柠檬烯 Ｃ１０Ｈ１６ ９３ １３６ ０ ４２ ０ ４７ ２ ４０ ２ ０５ １ ５１
２ １５ ８２ ４⁃乙烯基⁃２⁃甲氧基 Ｃ９Ｈ１０Ｏ２ ９３ １５０ ０ ９３ １ ６０ — — —
３ １８ ５８ （Ｚ）⁃４⁃ｄｅｃｅｎ⁃１⁃ｏｌ， ｍｅｔｈｙｌ ｅｔｈｅｒ Ｃ１１Ｈ２２Ｏ ９５ １７０ ０ ７６ — — — １ ３１
４ １８ ８１ β⁃榄香烯 Ｃ１５Ｈ２４ ８７ ２０４ ５ ８１ ４ ８６ — ０ ４１ ４ １５
５ １９ １４ 香附子 Ｃ１５Ｈ２４ ９９ ２０４ ０ ４７ ０ ３２ — — —
６ １９ ８９ 石竹烯 Ｃ１５Ｈ２４ ９７ ２０４ ０ ７０ ０ ６４ — — ０ ５１
７ ２０ ４０ （－）γ⁃榄香烯 Ｃ１５Ｈ２４ ９５ ２０４ １ ４２ ０ ８０ — — ０ ６９
８ ２１ ２２ ɑ⁃葎草烯 Ｃ１５Ｈ２４ ９４ ２０４ ０ ４８ ０ ５１ — — —
９ ２２ ０４ ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅ，ｄｅｃａｈｙｄｒｏ⁃４ａ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃１⁃ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ⁃

７⁃（１⁃ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｉｄｅｎｅ）⁃， （４ａＲ⁃ｔｒａｎｓ）
Ｃ１５Ｈ２４ ８９ ２０４ ４ ７２ ４ ６１ ０ ９０ — —

１０ ２２ １８ β⁃姜黄烯 Ｃ１５Ｈ２４ ９０ ２０４ ０ ５４ ０ ４８ — — —
１１ ２２ ３０ ɑ⁃姜黄烯 Ｃ１５Ｈ２２ ９９ ２０２ ０ ４０ ０ ４５ １ ０６ ０ ７９ ０ ５６
１２ ２２ ５３ β⁃芹子烯 Ｃ１５Ｈ２４ ９３ ２０４ ３４ ５ ２７ ６２ ６ ６６ — ２８ ６１
１３ ２２ ８７ 巴伦西亚橘烯 Ｃ１５Ｈ２４ ９１ ２０４ ４ ７９ １ ８５ ０ ８５ — １ ５６
１４ ２３ ８７ β⁃倍半水芹烯 Ｃ１５Ｈ２４ ８９ ２０４ ４ １４ ４ ４６ ２ １２ １ ４４ ４ ８４
１５ ２５ １８ 甘香烯 Ｃ１５Ｈ２４ ８８ ２０４ ２ ３７ ２ ４３ — — —
１６ ２９ ３０ β⁃愈创木烯 Ｃ１５Ｈ２４ ９０ ２０４ ２ ６７ ０ ７３ — — —
１７ ３１ ９６ α⁃红没药醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ９５ ２２２ ５ ２２ — １１ ３１ — —
１８ ３３ ０８ 对苯基苯甲醛 Ｃ１３Ｈ１０Ｏ ９３ １８２ １３ ８３ — — — １３ １０
１９ ３５ ００ ２⁃羟基芴 Ｃ１３Ｈ１０Ｏ ９１ １８２ ３ １０ — — — １２ ０１
２０ ４３ ２０ ９，１０⁃ 脱氢异长叶烯 Ｃ１５Ｈ２２ ８８ ２０２ １ ５５ — ２ ０５ — —
２１ ４５ ５９ １⁃甲氧基⁃２⁃（１⁃甲基⁃２⁃亚甲基环戊基）苯 Ｃ１４Ｈ１８Ｏ ８９ ２０２ ０ ６７ — １ ０９ — —
２２ ４７ ５１ 棕榈酸乙酯 Ｃ１８Ｈ３６Ｏ２ ９４ ２８４ １ ３５ — — ６ ３３ ０ ９８
２３ ５０ ０４ ｅｓｔｒａ⁃１，３，５（１０）⁃ｔｒｉｅｎ⁃１７．ｂｅｔａ．⁃ｏｌ Ｃ１８Ｈ２４Ｏ ８８ ２５６ ０ ５１ — — １ １７ —
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代药理学研究表明， 四妙丸具有抗炎［８］ 、 增强免疫功能［９］ 、
抗氧化［１０］的药理作用。 但 ２０２０ 年版 《中国药典》 对四妙

丸的质量规定仅为炒黄柏中盐酸小檗碱的含量， 缺乏复方

挥发性成分的质量控制。 故本实验拟通过 ＨＳ⁃ＳＰＭＥ⁃ＧＣ⁃ＭＳ
法建立一种高效、 操作简便、 稳定性好的四妙丸挥发性成

分分析方法。
课题组前期采用水蒸气蒸馏法和溶剂超声萃取法得到

的样品挥发性成分数量较少， 使用 ＨＳ⁃ＳＰＭＥ 萃取得到的样

品挥发性成分较多， 可见采用 ＨＳ⁃ＳＰＭＥ⁃ＧＣ⁃ＭＳ 联用技术对

药物挥发性成分的提取有大幅度的提高［１１］ 。 同时， 固相微

萃取法还具有使用样品量少， 萃取效率高， 萃取简便， 稳

定性良好等优点［１２］ 。 以峰面积百分比为考察指标， 通过考

察萃取头类型、 样品取样量、 萃取温度、 萃取时间、 解析

时间、 进样口温度、 程序升温条件、 分流比等条件， 确定

最佳萃取和分析条件。
由 ＧＣ⁃ＭＳ 分析结果可知， 四妙丸中挥发性成分主要包

括倍半萜类和三萜类化合物。 研究表明， 倍半萜类和三萜

类化合物大都具有较好的生物活性和药理作用［１３⁃１４］ 。 柠檬

烯为黄柏、 苍术、 牛膝、 薏苡仁的共有成分， 是四妙丸的

主要挥发性成分之一， 现代药理学研究表明， 柠檬烯具有

增加胃肠动力， 促进胃肠消化的功能， 且药理作用与其含

量呈正相关［１５］ ， 推测柠檬烯可增强四妙丸健脾、 除湿之功

效。 榄香烯在四妙丸挥发性成分中峰面积占比大， 占总峰

面积的 ７ ０５％ ， 包括 β⁃榄香烯和少量 γ⁃榄香烯， 研究表明，
榄香烯可增加自噬细胞的自噬， 降低肿瘤细胞 Ａｋｔ、 ｍＴＯＲ
蛋白表达， 提高机体免疫功能［１６⁃１７］ ， 抑制 ＪＡＫ２ 与 ＳＴＡＴ１
磷酸化［１８］ ， 提高机体免疫调节功能。 ɑ⁃葎草烯有抗炎和清

热解毒的作用［１９］ 。 石竹烯能抑制 ＬＴＢ４、 ＰＧＥ２、 ＮＯ、 ｉＮＯＳ
等炎症介质的产生［２０］ 。 α⁃红没药醇占四妙丸挥发性成分总

峰面积的 ５ ２２％ ， 可通过抑制分泌炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６
水平， 减轻炎症反应。 以上研究提示， 四妙丸治疗类风湿

性关节炎可能与 ɑ⁃葎草烯、 石竹烯、 α⁃红没药醇有关。
综上所述， 四妙丸的挥发性成分是其有效成分， 建议

在质量标准中增加柠檬烯、 β⁃榄香烯、 α⁃红没药醇等含量

较高且具有药理活性成分的含量测定。 本实验采用 ＨＳ⁃
ＳＰＭＥ⁃ＧＣ⁃ＭＳ 联用技术测定四妙丸的挥发性成分， 对部分

成分进行了定性研究。 该方法简便， 提取效率高， 稳定性

良好， 可为四妙丸的全面质量控制研究提供参考。
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