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摘要# 目的!建立超高效液相色谱)电喷雾)串联质谱 "pCEM)5HS)LHJLH# 法研究藤黄 ?$27("($ 6$"R@29(炮制 "高压(
豆腐( 清水( 荷叶制# 前后化学成分的变化’ 方法!分析采用1+̂A8<=pCEMQ5OM/ "#V" 66u"&& 66& "V0 %6# 色
谱柱$ 流动相为乙腈h&V"!甲酸溶液& 梯度洗脱$ 柱温为 (% g$ 体积流量为 &V( 6EJ68B’ 主成分分析 "CM1# 和偏
最小二乘判别 "CEH)F1# 法分析炮制前后化学成分的差异’ 结果!炮制前后& 藤黄中化学成分的种类没有明显变化’
当加热超过 # ;& 以及豆腐或荷叶炮制后& "( 种成分的含有量下降& 并且:76a?:3B8B更为明显’ 不同炮制方法间存在
差异& 贡献值依次为:76a?:3B8B( 莫里林酸( 异莫里林酸( P)异藤黄酸( P)(&)羟甲基藤黄酸( 成分 % "未知#( 异新
藤黄酸( +)(&)羟甲基藤黄酸( 8Y?:76a?:3B8B( +)异藤黄酸( P)藤黄酸( 新藤黄酸( +)藤黄酸’ 结论!不同炮制方法和
加热时间对藤黄化学成分有一定影响& 其含有量的降低可能是该植物炮制后减毒的原因之一’
关键词! 藤黄$ 炮制$ 化学成分$ pCEM)5HS)LHJLH$ CM1$ CEH)F1
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C<DE>8?6! ?$27("($ 6$"R@29($ T9?+3YY8B:$ +;368+74+?BY<8<A3B<Y$ pCEM)5HS)LHJLH$ CM1$ CEH)F1$

!!藤黄为藤黄科植物藤黄 ?$27("($ 6$"R@29(
O??K$‘$所分泌的胶质树脂’ 有大毒& 对局部组
织有较强的刺激性& 内服后可刺激胃壁神经和肠黏
膜& 使胃部分泌物增多& 肠蠕动亢进& 胆汁增加’
剂量较大时& 可引起胃肠炎甚至肠出血等)"+ ’ 藤
黄经炮制后& 其毒性均有不同程度的下降)#)@+ & 内
服应用必须要经过炮制’ *& 年代& 叶定江课题组
采用薄层扫描法与高效液相色谱法测定藤黄及其炮
制品中藤黄酸和新藤黄酸的含有量& 结果表明炮制
前后化学成分未发生明显变化)%)0+ ’ 近年来对于藤
黄的研究主要集中在其抗肿瘤作用及其机制的研
究& 对于藤黄炮制过程的物质基础变化未见进一步
的研究& 其炮制减毒机理的研究也未见报道’ 为了
开展藤黄炮制减毒机理的研究& 本课题采用超高效
液相色谱)电喷雾)串联质谱 "pCEM)5HS)LHJLH#
法测定了不同炮制方法 "高压制( 豆腐制( 清水
制和荷叶制# 和不同加热炮制时间的藤黄炮制品&
探讨藤黄炮制前后化学成分发生的动态变化& 为深
入探究其炮制减毒机理奠定基础’
FG材料与仪器
"V"!仪器![7<39Y1+̂A8<=超高效液相色谱仪 "美
国[7<39Y公司#$ 1CS%%&&三重四极杆质谱仪 "美国
1QH+83,公司#$ HQ)(#&&F超声清洗机 "宁波新芝
生物科技有限公司#$ H79<?98AYMC##%F电子分析天
平 "德国赛多利斯公司#$ &"o#&&()&@立式压力蒸汽
灭菌锅 "上海东亚压力容器制造有限公司#’
"V#!材料!% 批生藤黄样品 "H" dH%# 分别购自
亳州市百洲堂电子有限公司( 亳州市华礁商贸有限
公司( 亳州市药材市场( 上海童涵春堂中药饮片厂
和上海市药材公司& 经上海中医药大学丁文平教授
鉴定为藤黄科植物藤黄 ?$27("($ 6$"R@29(O??KV‘V
所分泌的胶质树脂’ 藤黄酸 "批号 2&@(@#( 新藤
黄酸 "批号 \&@(%# 购自上海顺勃生物工程技术
有限公司& 含有量+*/!$ 五味子甲素 "批号
""&0’@)#&&@&/# 购自中国食品药品检定研究院$
清美老豆腐购自上海联华超市$ 荷叶购自上海养和
堂药店’ 乙腈为色谱纯$ 水为超纯水$ 其他试剂均
为分析纯’
HG方法与结果
#V"!藤黄不同炮制品的制备%/&

#V"V"!生藤黄!将 % 份原药材拣去杂质& 研细&
过 #@ 目筛& 编号 H" dH%’

#V"V#!高压制藤黄!分别取生藤黄粗粉 % 份& 每
份 #& :& 置于蒸发皿中& 高压蒸锅 &V"# LC7下蒸
制 &V%( "( #( ( ;& 取出& 低温干燥& 研细& 过
#@ 目筛& 即得’
#V"V(!豆腐制藤黄!将豆腐块平铺于瓷盘内& 分
别取生藤黄粗粉 % 份& 每份 %& :& 置于 %&& :豆腐
上& 再覆盖另一层豆腐& 常压蒸 "( #( (( @ ;& 至
藤黄全部溶化后取出& 冷却凝固& 除去豆腐& 低温
干燥& 研细& 过 #@ 目筛& 即得’
#V"V@!清水制藤黄!分别取生藤黄粗粉 % 份& 每
份 %& :& 放入烧杯内& 加 "& 倍量水煮沸& 滤过&
不断搅拌& 中途添加沸水& 连续煮 &V%( "( #( ((
% ;& 浓缩至糊状& 取出& 低温干燥& 研细& 过 #@
目筛& 即得’
#V"V%!荷叶制藤黄!取 %& :荷叶& 分别加入 "&(
/ 倍量水煎煮 # 次& 时间分别为 (&( #& 68B& 滤
过& 合并滤液& 浓缩得到荷叶汁 "&V" :J6E#& 取
%&& 6E& 分别加入生藤黄粗粉 % 份& 每份 %& :& 煮
至烊化& 并继续浓缩至稠膏状& 取出& 低温干燥&
研细& 过 #@ 目筛& 即得’
#V#!样品溶液的制备
#V#V"!对照品溶液!精密称取藤黄酸( 新藤黄酸
%V& 6:& 五味子甲素 #V% 6:& 置于 % 6E量瓶中&
甲醇溶解并定容& 摇匀& 即得’ 临用前& 用流动相
稀释’
#V#V#!供试品溶液的制备!分别精密称取藤黄不
同炮制品 "生品( 高压( 豆腐( 清水( 荷叶制#
细粉 &V&% :& 置于离心管中& 精密加入甲醇 % 6E&
密塞& 称定重量& 超声 "& 68B "功率 "/& [( 频率
@& KO-#& 放冷& 甲醇补足减失重量& 离心 % 68B
"% &&& 9J68B#& 精密吸取上清液 &V" 6E& 加入内
标五味子甲素 "&V% 6:J6E# &V" 6E& 甲醇稀释定
容至 "& 6E’ 再精密吸取上清液 %& %E& 甲醇稀释
定容至 % 6E& &V## %6微孔滤膜滤过& 即得’
#V(!色谱与质谱条件
#V(V"!液相色谱条件!色谱柱 1+̂A8<=pCEMQ5O
M/ 色谱柱 "#V" 66u"&& 66& "V0%6#$ 流动相
乙腈 "1# )&V"!甲酸水溶液 "Q#$ 梯度洗脱
"&,/V% 68B& 0&!1$ /V% , *V% 68B& *&! 1$
*V%,"& 68B& 0&!1#$ 柱温为 (% g$ 体积流量为
&V( 6EJ68B& 进样量为 " %E’
#V(V#!质谱条件!电喷雾离子源 "5HS#& 正离子
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扫描模式$ 离子源喷雾电压 %V% KN$ 离子源气帘
气 #@"V( KC7$ 碰撞气 @/V( KC7$ 离子源温度
%&& g$ 雾化气 @"(V0 KC7$ 辅助气 @"(V0 KC7$ 多
反应监测模式 "LPL#’
#V@!藤黄不同炮制品的 pCEM)5HS)LHJLH 分析!
取 ,#V#- 项下对照品和藤黄不同炮制品溶液& 按
,#V(- 项下方法分析’ 参考文献 )*)""+& 选取
4[A分别为 %’"( ’("( ’"%( ’#*( ’@% 的准分子离
子& 再结合LH#的主要碎片离子作为离子对进行监

测& 得到 "( 个化合物的色谱峰’ 参考对照品藤黄
酸( 新藤黄酸设定的质谱参数& 进一步优化其他各
化合物的碰撞能量 "M5#( 去簇电压 "FC#( 碰撞
室出口电压 "M\C#& pCEM)5HS)LHJLH 多反应监
测模式图见图 "’ 通过质谱分析& 得到各化合物在
正离子模式下的色谱图& 通过与对照品的保留时间
和质谱信息进行对照 "图 "1#& 再结合文献 )*)
""+& 最终推断出了 "# 个色谱峰所对应的化合物&
结果见表 "’

"$异莫里林酸!#$莫里林酸!($异新藤黄酸!@$新藤黄酸!% d0$未知( 8Y?:76a?:3B8B( :76a?:3B8B!/$P)异藤黄酸
*$+)异藤黄酸!"&$P)藤黄酸!""$+)藤黄酸!"#$P)(&)羟甲基藤黄酸!"($+)(&)羟甲基藤黄酸!"@$五味子甲素
"$8Y?6?93448+7+8.!#$6?93448+7+8.!($8Y?:76a?:3B8+7+8.!@$:76a?:3B8+7+8.!%)0$ABKB?bB& 8Y?:76a?:3B8B 7B. :76a?:3B8B

/$P)8Y?:76a?:8+7+8.!*$+)8Y?:76a?:8+7+8.!"&$P):76a?:8+7+8.!""$+):76a?:8+7+8.!"#$P)(&);=.9?,=:76a?:8+7+8.

"($+)(&);=.9?,=:76a?:8+7+8.!"@$.3?,=Y+;8-7B.98B

图 FG多反应离子监测色谱图
R#PNFG;3’*#.’&(&)-*#"/%"/#*"(#/P $;8;& -2("%)*"P()%0

#V%!数据分析
#V%V"!藤黄加热炮制前后化学成分的动态变化!
将藤黄不同成分的色谱峰面积除以内标物五味子甲
素的对应峰面积& 即得到每个色谱峰的相对峰面
积& 以消除前处理及测定过程中出现的误差’ 将 %
批藤黄炮制品与生藤黄的相对峰面积平均值进行比
较& 结果见表 #& "( 种成分在不同藤黄炮制品中的
变化见图 #’
!!由表 #( 图 # 可知& 高压制 &V% d" ;后& 藤黄

中:76a?:3B8B 含有量降低& 其他成分变化不大$
# ;后& 其含有量降低& 而其他成分明显增加$ ( ;
后& 各成分含有量均降低’ 豆腐制藤黄 " d# ;后&
除 :76a?:3B8B 含有量降低外& 其他成分变化不
大$ ( d@ ;后& 各成分含有量均降低’ 清水制藤
黄 " d( ; 后& 除 :76a?:3B8B 含有量明显降低外&
大部分成分略有降低$ 煮至 % ; 时& "( 种成分含
有量均降低’ 荷叶制藤黄后& 各成分含有量均
降低’
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表 FG分析数据及化学成分
7)1NFG$/)’40#0!)*) )/!-2&%#-)’-"/0*#*3&/*0

编号 3PJ68B )LqO+ q 分子式
仪器参数

M5 M\C FC
监测离子对LPL

"k"Jk(&4[A#
化学成分 NSC

" #V*% %’" M((O(’e/ "&& (& "% %’"J@"*V" 异莫里林酸 "V@#
# (V"/ %’" M((O(’e/ "&& (& "% %’"J@"*V" 莫里林酸 "V’@
( @V&% ’(" M(/O@’e/ "&& #% #@ ’("J@’"V" 异新藤黄酸 &V0/
@ @V0& ’(" M(/O@’e/ "&& #% #@ ’("J@’"V" 新藤黄酸 &V’#
% %V@0 ’"% M(/O@’e0 "&& (& "% ’"%J@*"V"
’ %V*0 ’"% M(/O@’e0 "&& (& "% ’"%J@*"V"
0 ’V(% ’"% M(/O@’e0 "&& (& "% ’"%J@*"V"

未知
8Y?:76a?:3B8B
:76a?:3B8B

&V/&
&V00
"V’/

/ ’V"& ’#* M(/O@@e/ "’@ "* #/ ’#*J%0(V& P)异藤黄酸 &V//
* ’V%/ ’#* M(/O@@e/ "’@ "* #/ ’#*J%0(V& +)异藤黄酸 &V’0
"& ’V*& ’#* M(/O@@e/ "’@ "* #/ ’#*J%0(V& P)藤黄酸 &V’@
"" 0V%" ’#* M(/O@@e/ "’@ "* #/ ’#*J%0(V& +)藤黄酸 &V%#
"# (V0% ’@% M(/O@@e* "&& @& "% ’@%J@’"V& P)(&)羟甲基藤黄酸 &V/’
"( @V#( ’@% M(/O@@e* "&& @& "% ’@%J@’"V& +)(&)羟甲基藤黄酸 &V0/
"@ #V%" @"0 M#@O(#e’ "&& (# #% @"0J("’V& 五味子甲素 h

表 HG相对峰面积比值
7)1NHG8)*#"0",(&’)*#+&.&)\)(&)0

样品
化学成分

" # ( @ % ’ 0 / * "& "" "# "(
生品 "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&& "V&&&
高压制 &V% ; "V&&# &V**/ &V*#’ &V*@& "V&#’ "V&"0 &V/&% &V**/ "V&"@ "V&&0 "V&(’ "V&0’ "V"*’
高压制 " ; &V**& "V&&" &V*#( &V*(( "V&#* "V&#0 &V0’* &V*00 "V&#* &V*/0 "V&"’ "V&@# "V#&#
高压制 # ; "V&(/ "V&(’ "V&/% "V&/% "V"(/ "V##/ &V0%* "V"#& "V"(& "V&%’ "V&/0 "V"/" "V#&*
高压制 ( ; &V/@( &V0*@ &V’&& &V’&& &V/(* &V*0# &V%(# &V/0/ &V/’( &V/"# &V/#* &V/(# &V*&&
豆腐制 " ; "V&&& &V*#% &V/0# &V*&" "V&#& "V""@ &V’*( "V&#* "V&"# "V&&% "V&#% &V/** "V&("
豆腐制 # ; "V&*& &V*/( "V&&@ "V&(@ &V*/" "V&0% &V0%" "V&0’ "V&/* "V&’’ "V&’/ "V"#/ "V&@@
豆腐制 ( ; &V/’# &V0%" &V/"@ &V/’’ &V/’* "V&&* &V’&% &V*/# "V&#& &V**/ "V&&& &V/’0 "V&%#
豆腐制 @ ; &V/*( &V0/& &V0’’ &V/"# &V/%0 &V/** &V%@@ &V*%* &V**" &V*0* &V*@# &V00’ &V/"(
清水制 &V% ; &V*/% &V*’& &V*&@ &V*"% "V&"0 &V*’% &V//# &V*(* &V*%# &V*0& &V*/" &V*@0 "V"#0
清水制 " ; &V**( "V&&* &V*#0 &V*"# &V**# &V*%& &V/0& &V*/( &V*0* &V*@% &V*0" "V&&# &V*(%
清水制 # ; "V&#% &V*/& &V*@0 &V*#% &V*’’ &V**# &V0/( &V*(* "V&&& &V*@* &V**& "V&%’ "V"%%
清水制 ( ; &V*’# &V*/" &V/0( &V*&" &V*(" &V*0/ &V0*# &V*#/ "V&#% "V&&* "V&## "V&0* "V"%/
清水制 % ; &V*(* &V*(( &V’#0 &V’@0 &V0#" &V/"’ &V%*% &V0’@ &V/(@ &V0*@ &V/"’ &V’/* &V0#"
荷叶制 &V/0@ &V’&’ &V/"( &V/#" &V/&* &V*(" &V’#’ &V//@ &V/0% &V/’& &V/0% &V*"( &V/"(

图 HG各成分在不同样品中的变化趋势
R#PNHG92)/P#/P *(&/!0",+)(#"30-"/0*#*3&/*0#/!#,,&(&/*0)%.’&0
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!!综上所述& :76a?:3B8B在所有炮制品中的含有
量均降低’ 炮制时间对炮制品中成分的含有量有影
响& 随高压( 豆腐( 清水制加热时间的延长& 大部
分成分的含有量先增加后减少& 加热时间大于 # ;
后& 各成分含有量明显减少’ 由图 # 可知& :76a?)
:3B8B含有量降低较明显& 其他成分变化趋势基本
一致’
#V%V#!主成分分析 "CM1# 和偏最小二乘法)判别
分析 "CEH)F1# !采用 HSLM1)C""V& 软件& 对不
同炮制方法的 "( 种成分相对峰面积进行主成分分
析 "CM1#& 结果见图 (’ 然后& 通过偏最小二乘
法)判别分析 "CEH)F1# 的NSC值来筛选炮制前后
变化显著的化学标志物’

图 IGJ9$得分图
R#PNIGJ9$0-"(&.’"*

由图可知& 生藤黄与炮制品 # "高压制
&V% ;#( ( "高压制 " ;#( "& "清水制 &V% ;#( ""
"清水制 " ;#( "# "清水制 # ;#( "( "清水制 ( ;#
位置接近& 而其他炮制品分别分布在不同区域’ @
"高压制 # ;#( % "高压制 ( ;#( "@ "清水制 % ;#(
"% "荷叶制#( ’ "豆腐制 " ;#( 0 "豆腐制 # ;#(
/ "豆腐制 ( ;#( * "豆腐制 @ ;# 差别明显& 表明
加热时间大于 # ;后& 高压( 清水( 荷叶炮制品与
生品有明显差异$ 豆腐制时间越长& 其炮制品与生
品差异越大& 说明炮制时间和辅料豆腐对藤黄中的
化学成分有一定影响’

然后& 采用常用变量重要性投影 NSC值来描述
变量的贡献程度’ 经 CEH)F1分析得到 NSC值& 由
大到小依次为 :76a?:3B8B m# m" m/ m"# m成分 %
"未知# m( m"( m8Y?:76a?:3B8B m* m"& m@ m""&
见表 "’ 即:76a?:3B8B m莫里林酸m异莫里林酸mP)
异藤黄酸 mP)(&)羟甲基藤黄酸 m成分 % "未知# m
异新藤黄酸m+)(&)羟甲基藤黄酸 m8Y?:76a?:3B8B m
+)异藤黄酸mP)藤黄酸m新藤黄酸m+)藤黄酸’
IG结论与讨论

本实验采用pCEM)5HS)LHJLH法& 分析了藤黄

生品及其高压( 豆腐( 清水( 荷叶炮制品中的化学
成分& 对其中 "( 种成分的相对峰面积进行了 CM1
和CEH)F1分析& 发现藤黄加热炮制后& 成分的种
类没有明显变化$ 加热时间超过 # ;& 以及加豆腐
或荷叶炮制后& 各成分含有量变化明显& 既包括含
有量较高的藤黄酸和新藤黄酸等& 也包括含有量较
低的成分 % "未知#( 8Y?:76a?:3B8B( :76a?:3B8B(
P)(&)羟甲基藤黄酸和 +)(&)羟甲基藤黄酸等’

通过比较不同炮制品与生藤黄的相对峰面积比
值& 发现当加热时间大于 # ; 并进一步延长时& 大
部分化学成分的含有量降低& 与是否加辅料关系不
大& 孔令东等)/&"#+报道& 炮制时间为 % ; 时& 藤黄
的毒性降低& 推测炮制后成分含有量的降低可能是
其炮制减毒的原因之一’

藤黄因其毒性及炮制品质量标准问题而不能迅
速推广& 仍不在 .中国药典/ #&"% 年版收载范围
之列’ 因历史原因& 藤黄各种炮制方法所用的辅料
类型( 辅料量( 加热时间( 炮制程度等差别较大&
解毒程度亦不一致& 从而一定程度上限制了其现代
临床应用)"(+ ’ 本实验发现& 是否加辅料对藤黄中
的大多成分影响不大& 随着炮制加热时间延长而呈
降低趋势& 但加热时间的长短对藤黄药理作用的影
响未有深入研究’ 藤黄采用何种方法进行炮制& 以
及炮制时间多长比较合适& 需要结合药效及毒理学
进行研究& 以规范藤黄的炮制方法和工艺参数& 保
证质量稳定& 为扩大其在中医临床上的应用奠定
基础’

在优选内标成分时& 曾试用熊果酸( 齐墩果
酸& 发现两者更适合负离子模式出峰& 而样品中化
合物在正离子模式下响应更高$ 试用地西泮( 白术
内酯&( 补骨脂素( 异补骨脂素时& 在所选的色谱
条件下出峰时间均较早$ 五味子甲素稳定性好( 响
应强( 色谱保留时间适合( 无干扰& 因此选择其作
为内标’ 在优化pCEMhLHJLH测定方法时& 曾用
1+̂A8<=pCEMQ5OM"/色谱柱 "#V" 66u"&& 66&
"V0 %6#& 但P)藤黄酸与 +)藤黄酸的分离效果及峰
形较差& 改用 M/色谱柱后& 不仅改善了分离度&
而且缩短了分析时间’

化合物 Z e‘ 通过其一( 二级质谱信息& 结合
文献 )*)"&+& 推断其中两个成分为 8Y?:76a?:3B8B
和 :76a?:3B8B& 而另一成分有待用其他质谱及
GLP手段作进一步确认’

对化合物 W( ‘ 进行LHJLH扫描分析& 在相同
碰撞能量下& 发现两者的主要子离子都有 4[A
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@*"& 4[A@’(& 4[A(’0& 通过其一( 二质谱信息及
保留时间结合文献参考 )*)"&+& 推断化合物 W( ‘
分别为8Y?:76a?:3B8B和:76a?:3B8B’ 对化合物 Z 进
行LHJLH扫描分析& 在相同碰撞能量下& 发现主
要子离子有4[A@*" "4[A’"% 分子失去了)M*O"’及
4[A@(%& 但未出现4[A@’( 及4[A(’0& 推测化合
物 Z 结构与化合物 W( ‘ 相似& 其具体结构有待用
其他质谱及GLP手段进一步确认’
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