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前言

注射用丹参多酚酸（SLI）是一种从丹参水提物中提取的冻

干粉针剂，由丹参水溶性提取物制成。它具有活血通络、抗炎、

抗氧化、神经营养和神经保护等功能。在临床上，它经常用于治

疗中风恢复期经络中的血瘀和侧支阻塞综合征（轻度至中度脑梗

死）。由于SLI是一种成分复杂的中药注射剂，其临床应用的安全

性一直是以往研究中不可避免的话题。迄今为止，如何全面表征

SLI 的活性成份，特别是具有潜在生物活性的微量成分，仍然具有

很大的挑战。

本实验使用超高效液相色谱-三重四极杆-线性离子阱质谱

(UHPLC-QTRAP-MS/MS) 相结合，提出了一种新颖、灵敏且简单的策

略，用于系统和快速分析SLI的化学成分。该策略具有以下特点：

1.  通过QTRAP®  System独特的多种采集模式复合联用的方式，一

针进样，同时得到一级和二级碎片信息。采用四种扫描模式

（EMS-IDA-EPI，Pre-IDA-EPI，NL-IDA-EPI，pMRM-IDA-EPI）具有

互补性的新策略。

2.  结合LightSight软件自动预测相似结构未知物的功能，从而快

速、灵敏地分析SLI中的活性成分。

3.  从 SLI 中鉴定出总共171 种化合物。其中，27个痕量成分以前没

有报道过。这种策略可以显著提高对于SLI中大量痕量活性成份

的鉴定及异构体的区分，从而全面的鉴定到SLI中不同含量水平

的活性成份。

4.  另外，对定性结果选出的13个代表性成份在15批次SLI中的进行

准确定量。其中，丹酚酸A (Sal A)、Sal B、Sal D、紫精酸（LA） 

和迷迭香酸（RA）被证明是主要成分。这15批样品均一性良

好，均未出现异常批次。

5.  这种新策略可以显著提高对于未发现的化学成分的鉴定，并为

鉴定其它中药的有效成分提供了很好的思路。

仪器设备

SCIEX ExionLC™ AD超高效液相系统联用SCIEX Triple Quad™ 

7500-QTRAP® Ready四极杆-线性离子阱复合质谱系统

 

图1. ExionLC™ AD系统和SCIEX Triple Quad™ 7500-QTRAP® Ready系统
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样品信息：

样品：制备样品SLI时，用1 mL超纯水稀释。在6000转的转速

下旋转并离心10分钟，过滤，上机分析。

定性分析批号为20180903

定量分析的 1 5个批号分别为 2 0 2 0 0 1 0 1、 2 0 2 0 0 1 0 2、

20200104、20200105、20200201、20200202、20200203、

20200204、20200206、20200207、20200401、20200402、

20200404、20200405和20200406。

标准品信息：

标准品：丹参素、咖啡酸、阿魏酸、异芥酸、丹酚酸C、原儿

茶酸、紫草酸、香草醛酸、丹酚酸A、丹酚酸B、丹酚酸D、原儿茶

酸醛、迷迭香酸。

13种参考标准溶液的储备标准溶液在浓度为2.0 mg/mL的甲醇

溶液。然后，按比例混合储备溶液，并用10%ACN稀释，以制备最

终混合标准溶液。通过将标准溶液与10%ACN的混合物连续稀释，

制备了一系列工作标准溶液。

色谱方法：

色谱柱：ACQUITY HSS T3 column (2.1 ×100 mm, 1.8 μm)

流动相：A：水+0.03%甲酸

 B：乙腈：甲醇（1:1）+0.03%甲酸

流速：0.3 mL/min；       

柱温：40℃；                

定性梯度洗脱30min;      

定量梯度洗脱10min;

质谱方法：

离子源：ESI电喷雾电离源 扫描方式：NEG负模式

气帘气CUR：45psi 喷雾电压IS：-4500v

源温度 Temp：350℃ 雾化气Gas1：35psi

辅助气GAS2：70psi 碰撞气 CAD：9psi

定性分析采集方式设置：多种扫描方式结合采集

Compounds Q1 Q3 CE

Danshensu 1 197 135 -40

Danshensu 2 197 123 -40

Lithospermic acid 1 537.1 185 -10

Lithospermic acid 2 537.1 295.1 -60

Caffeic acid 1 179 134 -40

Caffeic acid 2 179 135 -40

Vanillic acid 1 167 108 -40

Vanillic acid 2 167 152 -20

Ferulic acid 1 193.1 133 -40

Ferulic acid 2 193.1 134 -40

Isoferulic acid 1 193.1 133 -40

Isoferulic acid 2 193.1 134 -40

Salvianolic acid A 1 493.1 185 -60

Salvianolic acid A 2 493.1 109 -10

Salvianolic acid B 1 717.1 321 -10

Salvianolic acid B 2 717.1 339.1 -10

Salvianolic acid C 1 491 293 -40

Salvianolic acid C 2 491 311 -40

Salvianolic acid D 1 417.1 175 -60

Salvianolic acid D 2 417.1 135 -10

Protocatechuic aldehyde 1 137 108 -40

Protocatechuic aldehyde 2 137 92 -40

Protocatechuic acid 1 153 109 -40

Protocatechuic acid 2 153 91 -40

Rosmarinic acid 1 359.1 161 -70

Rosmarinic acid 2 359.1 133 -70

表1. 13种SLI的活性成分的质谱离子对参数

定量分析采集方式设置：MRM多反应监测模式

用于定量的标准品离子对信息请见表1。

实验流程：

实验设计流程如图2所示：
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应。基于这些衍生化代谢反应，可以推测它们在裂解途径中可能

存在的碎片离子。图3显示了丹参素等主要活性成分的碎片信息。

这些化合物的二级质谱图显示了特征碎片m\z 197、179、135、109

等。此外，还考虑了一些已知标准品（如紫草次酸、迷迭香酸和

丹酚酸B）的典型的特征碎片离子，如m\z 519、353、321、295、

185和159。另外，化合物可通过198 Da（丹参素，-C9H10O5）、

180 Da（咖啡酸，-C9H8O4）、162 Da（葡萄糖，-C6H10O5）的中

性丢失(NL)生成产物离子，或同时失去两个或更多中性分子。

因此，将子离子m\z 197、179、161和109用于Prec-IDA-EPI前

体母离子增强扫描设置；NL198、180和162被选择用于SLI的NL-

IDA-EPI中性丢失扫描。另外，非靶向EMS-IDA-EPI扫描，以获得SLI

中所有可检测的化合物。

pMRM的预测离子对信息通过LightSight软件实现，根据典型

的酚酸母核结构，可以快速高效的预测相关裂解途径的衍生化化

合物，共得到SLI潜在组分的454个pMRM离子对，并直接导出为采

集方法，方便、快捷、高效。 

 

1.  建立丹参水溶性提取物成分的自建库。

2.  使用非靶向增强扫描模式（EMS）-信息依赖型采集（IDA）-增

强子离子扫描模式（EPI）获得 SLI 中代表性组分的碎裂行为 , 

适合于含量较高的成份。

3.  利用获得的特定碎片进行前体母离子扫描（Prec）和中性丢失

扫描（NL）-IDA-EPI 扫描，从SLI获得更多的同系列相似结构

的活性成份。特征子离子设置：192，109等, 中性丢失分子设

置：198，162等。

4.  基于典型的碎片离子和合理的预测，以及对酚酸可能发生的化

学反应的合理预测，并结合LightSight软件自动预测和建立多种

扫描模式，开发了一种具有454个预测MRM离子对的高灵敏多

反应监测（pMRM）-IDA-EPI 扫描方法，以提高SLI中低浓度未知

活性成份的鉴定。

实验结果

1. 定性结果

1.1 EMS、Prec、NL和pMRM-IDA-EPI扫描模式的特征离子筛选

SLI来源于丹参的水提取物，主要由各种酚酸组成，主要包

括丹参素和咖啡酸，另外原儿茶酸和原儿茶醛也被认为是重要的

单体化合物。其次，酚酸容易发生氧化、还原、糖基化和其他反
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图2. 实验设计流程

图3. 负离子作用下 SLI 中四个主要活性组分的二级质谱图。 (A) 丹参素、

(B) 咖啡酸、(C) 原儿茶酸和(D) 原儿茶醛。

1.2 SLI的四种扫描模式汇总结果

如图4所示，将pMRM、EMS、Prec和NL四种采集方式进行了

韦恩图汇总，表明四种采集方式均有各自的优势。在这四种扫描

模式的帮助下，共鉴定到171种成分，其中12种与标准品对照确



图4. 四种扫描方式的鉴定结果汇总的韦恩图

中分别检测到168、76、37和33种化合物。这些化合物可分为以下

类型：单体、二聚体、三聚体、四聚体酚酸及其异构体和衍生物

（即糖基化、烷基化、水解、脱氧、脱羧、脱氢、氧化等）。

根据各自扫描模式的优势互补，首先使用基于QTRAP系统的

EMS-IDA-EPI 扫描来获取非靶向化学信息。然后利用代表性组分的

典型碎片离子进行半靶向的Prec和NL-IDA-EPI 扫描，得到更多结构

相关且含量相对较高的化合物。随后，总结了碎片离子的特征和

典型性，以及可能的衍生代谢途径。基于以上信息，可以开发出

灵敏度和选择性更高的pMRM 扫描方法，以获得全面的化合物，

尤其是痕量化合物。因此，EMS、Prec和NL-IDA-EPI可以被视为与

靶向的pMRM-IDA-EPI 的补充策略，以获取更多对结构解析有用的

片段信息。

EMS作为一种非靶向扫描模式，可以全面挖掘分析物的MS碎

片信息。Prec和NL，也称为半靶向策略，可以选择性地检测与母

核结构相似的化合物。如图5所示，化合物48和50（图5A和5B）通

过EMS检测到，而47和38（图5C和5D）通过Prec（m/z109）和NL

 
图5. EMS、Prec 和NL 扫描模式检测到的4 种 SLI 化合物的 MS/MS 谱图和建议的碎裂行为。(A)化合物48、3'或4'-丹酚酸甲酯F，通过EMS；(B)化合物50，丹

酚酸G，通过EMS；(C)化合物47，(E)-3-(2-(3,4-二羟基苯基)-7-羟基-2,3-二氢苯并呋喃-4-基)丙烯酸，通过Prec（m/z 109)；(D)化合物38，7'-氢-8'-羟基-丹酚酸

A，NL(198 Da)。

认，保证鉴定准确度。此外，27种痕量成分以前从未报告过。

其中一些是黄酮类化合物，如黄芩苷和尤帕林（化合物114和

170）。大多数仍然属于酚酸。此外，在pMRM、EMS、Prec和NL
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6B）之间的保留时间更近且结构相似，EMS 的非选择性以及 Prec 

和 NL 扫描模式提供的信息较少，使得这三种方法难以检测到它

们。然而，根据酚酸可能的反应，预测的 MRM 离子对 m/z 745.1 

> 321.0 和 745.1 > 519.0，以及 m/z 715.1 > 321.0 和 715.1 > 295.1，

可以通过pMRM 扫描模式轻松检测和区分化合物75 和79。此外，

该方法的高灵敏度还体现在异构体的鉴定上，以化合物79 为例，

本研究共鉴定出6种异构体，即化合物37、99、109、112和143。

pMRM均能检测到，EMS只能检测到37，而Prec和NL均未检测到。

在本研究中，我们还举了一些其他例子来说明 pMRM 的优势。它

们的详细碎片概况如图 6所示。

（198Da）分别检测到。化合物48(RT,7.30min)在m/z327处产生[M-

H]-并进一步脱羧产生m/z283处的碎片离子。其产物离子m/z267表

明甲基化发生在C-3'或C-4'。随后，m/z267离子在m/z159和109处

产生碎片离子，这与丹酚酸F的碎裂一致。因此，化合物48被鉴定

为3'或4'-甲基丹酚酸F。

SLI中的酚酸具有结构相似但含量差异较大的特点。一些痕量

成分，例如一系列酚酸衍生物，可能具有潜在的生物活性，但难

以检测。pMRM-IDA-EPI扫描模式作为一种靶向策略，灵敏度高，

干扰少，一次进样即可同时检测不同含量水平的组分，并且得到

丰富的增强二级扫描质谱图。如图6所示，以图6A的化合物75为

例，它们仅通过pMRM 扫描模式可以检测到。由于 75 和 79 （图

图6. pMRM 扫描模式下SLI中4 种组分的 MS/MS 谱图注释。(A) 化合物75、3'''或4''''-甲酰基丹酚酸 B，Sal B 的甲酰化产物；(B)化合物79，7''，8''-二去氢-水杨

酸B，Sal B的脱氢产物；(C)化合物91，(E)-3-(3,4-二羟基苯基)-2-((3-(2-(3,4-二羟基苯基)-3,7-二羟基-2,3-二氢苯并呋喃-4)-基)丙烯酰基)氧基)丙酸，Sal A的氧化

产物；(D)化合物120，2-(((E)-3-(2-((E)-3,4-二羟基苯乙烯基)-3,4-二羟基苯基)丙烯酰基)氧基)-3-(4-羟基苯基)丙酸酸，Sal A的脱氧产物。绿色阴影代表衍生化

反应位点，丹酚酸缩写为Sal。
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2. 定量结果

2.1 13种标准品XIC提取离子流色谱图请见图7。

 

线性、精密度和准确度

Compounds Regression equations Linearity ranges (ngmL-1) 
Correlation 

coefficients (r) 

Danshensu y = 3.68×103x + 4.10×103 1.00-1000 0.9978 

Lithospermic acid y = 2.42×104x + 2.11×104 2.50-1000 0.9997 

Caffeic acid y = 4.49×104x + 1.88×103 0.10-100 0.9997 

Vanillic acid y = 3.29×103x + 1.08×103 1.00-1000 0.9998 

通过向样品中添加80%、100%和120%已知浓度的标准品溶

液，对应三个不同的浓度水平（低、中、高），进行加标回收实

验，从而考察本方法的回收率和精密度。对每种浓度水平进行一

式三份分析，并使用以下公式计算结果：回收率（%）=（检测

量-原始量）/加标量×100。如表3所示，目标化合物的回收率在

77.05%到99.30%之间，RSD值在0.45%到5.80%之间。

2.4 不同批次丹参注射液的含量结果

通过SLI的三个平行实验确定定量结果，如表4所示。从图8可

以看出，13种成分的含量差别很大。丹酚酸A（Sal A）、Sal B、

Sal D、紫草次酸（LA）和迷迭香酸（RA）是主要成分。其中，Sal 

B的含量最高（195.08-350.46μg/mg），然后是LA、Sal A和RA，具

有几乎相同的特征。如前所述，基于化学成分鉴定、来源分析、

靶细胞提取物和药代动力学研究，Sal B、RA、LA和Sal D被筛选并

确定为SLI的有效标记物。此外，香草醛、阿魏酸、Sal C、原儿茶

醛和原儿茶酸的含量较低，这些都是SLI的重要活性成分。

总 结 

本实验在UHPLC-QTRAP LC-MS/MS系统上，采用一种新颖、灵

敏且简单的方法策略，根据EMS、Prec、NL 和pMRM-IDA-EPI各自

扫描方式的优势，系统和快速地表征了SLI中的化学成分。共鉴定

到171 种成份， 27 种微量成分首次在SLI中发现。根据定性结果选

图7. 13种活性成分标准品溶液的XIC提取离子流色谱图

2.2线性、精密度和准确度

13个定量分析成分的回归方程、相关系数和线性范围如表2所

示。结果表明，所有13种分析物均显示出良好的线性关系，线性

相关系数r值大于0.997。

表2. 标准曲线汇总

Compounds Regression equations Linearity ranges (ng-mL-1) Correlation coefficients (r)

Danshensu y = 3.68×103x + 4.10×103 1.00-1000 0.9978

Lithospermic acid y = 2.42×104x + 2.11×104 2.50-1000 0.9997

Caffeic acid y = 4.49×104x + 1.88×103 0.10-100 0.9997

Vanillic acid y = 3.29×103x + 1.08×103 1.00-1000 0.9998

Ferulic acid y = 1.45×104x + 1.56×103 0.50-100 0.9997

Isoferulic acid y = 5.24×103x + 4.22×102 1.00-100 0.9995

Salvianolic acid A y = 6.93×103x + 3.20×103 2.50-1000 0.9975

Salvianolic acid B y = 2.49×104x + 1.46×105 2.50- 500 0.9997

Salvianolic acid C y = 1.14×104x + 4.10×103 1.25-500 0.9992

Salvianolic acid D y = 8.32×103x + 1.26×103 0.50-100 0.9997

Protocatechuic aldehyde y = 5.75×104x + 2.85×104 1.25-100 0.9983

Protocatechuic acid y = 1.96×104x + 2.24×103 0.25-100 0.9995

Rosmarinic acid y = 6.62×104x + 1.31×104 1.00-1000 0.9987
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表3. 精密度和准确度

Compounds Precision 
RSD (%)

 Recovery 
Mean (%) RSD (%)

Danshensu 2.88 93.90 3.95

Lithospermic acid 3.78 82.20 0.45

Caffeic acid 3.93 98.80 0.80

Vanillic acid 1.74 98.75 5.80

Ferulic acid 5.69 92.60 2.45

Isoferulic acid 5.84 88.10 1.85

Salvianolic acid A 2.85 77.05 1.70

Salvianolic acid B 4.30 85.00 1.35

Salvianolic acid C 3.73 89.05 1.60

Salvianolic acid D 2.72 78.00 2.30

Protocatechuic aldehyde 2.30 98.95 1.20

Protocatechuic acid 4.02 99.30 5.45

Rosmarinic acid 4.04 　82.75 1.45

The Power of Precision

择的13种代表性成分在15 批SLI中进行准确定量。这15批样品均表

现出良好的均匀性，重现性好。 

总体而言，这种新策略可以加速提高对于未发现的中药成分

的鉴定能力，尤其是对于痕量成分；可以作为一种推荐方法用于

其它中药成份的深入分析鉴定，从而灵敏、快速的实现对于中药

复杂组分的深度表征。

表4. 不同批次丹参注射液的含量结果汇总

图8. 不同15 批次 SLI 中 13 种成分的含量分布
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