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基于 UPLC/Q-TOF-MS/MS 分析鳖血柴胡皂苷类 

化学成分 
 

陈文彬，史毅，马亚男，叶耀辉
 

（江西中医药大学药学院，江西南昌 330004） 

摘要：以鳖血柴胡（Bupleuri radix with turtle blood）炮制品为原料，基于超高效液相色谱-飞行时间质谱（UPLC/Q-TOF-MS/MS）

分析手段，建立皂苷类成分快速分析方法。采用 Waters ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm），以 0.01%甲酸

水溶液（A）-乙腈（B）为流动相进行梯度洗脱，体积流量 0.3 mL/min，进样量 2 μL，柱温 40 ℃，ESI 采用负离子扫描模式采集数

据。结果表明：利用已建立的筛查数据库将满足质量误差小于 5×10-6、同位素分布正确且含有二级质谱裂解碎片的离子作为分析目标

化合物，结合软件 Formula Finder，Mass Calculators 等功能、在线数据库（Human Metabolome Database、Pub Chem、Mass Bank、Chem 

Spider 等）及二级碎片裂解规律，从鳖血柴胡中共分离和鉴定出 44 个皂苷类成分，主要为环氧醚型、异环双烯型、12-烯型、12-烯-28-

羧酸型柴胡皂苷。综上分析，UPLC/Q-TOF-MS/MS 方法能快捷、准确、较全面地鉴定鳖血柴胡中皂苷类成分，为鳖血柴胡的质量评

价指标选择和药效物质基础的研究提供可行方法。 
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Abstract: A rapid method for the analysis of saponins based on UPLC/Q-TOF-MS/MS was established by using Bupleuri radix with 

Turtle Blood processed products as raw materials. The analysis was performed on an Acquity UPLC BEH C18 column (100 mm×2.1 mm, 1.7 

μm) by gradient elution. The mobile phase consisted of 0.01% formic acid solution (A)-acetonitrile (B) at a flow rate of 0.3 mL/min, and the 

injection volume was 2 μL, the column temperature was at 40 .The mass spectrometer was operated in negat℃ ive mode. Results showed that 

the compounds with a mass error of less than 5×10-6, a correct isotope distribution and fragment ion were used as the target compounds, using 

the established screening database. Combined with software Formula Finder, Mass Calculators and other functions, online databases (Human 

Metabolome Database, PubChem, MassBank, ChemSpider, etc.), and two stage fragmentation rule, a total of 44 saponins were separated and 

identified in Bupleuri radix with Turtle Blood, including epoxy ether type, isophthalene type,12-ene-type and 12-ene-28-carboxylic acid type 

saikosaponins. In conclusion, the results demonstrate that UPLC/Q-TOF-MS/MS method is quick, accurate, and efficient for the identification of 

saponins in Bupleuri radix with Turtle Blood, and provides a feasible method for the selection of quality control indicators and the efficacy of 

active compounds in Bupleuri radix with Turtle Blood. 
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的干燥根，味辛、苦，性微寒；归肝、胆、肺经；具

有疏散退热、舒肝解郁、升举阳气等作用，用于治疗

感冒发热、寒热往来、胸胁胀痛、月经不调、子宫脱

垂、脱肛等[1]。柴胡为我国常用中药之一，其加工炮

制品有醋柴胡、鳖血柴胡、酒柴胡、柴胡炭、蜜柴胡

等[2]，而以鳖血柴胡最具特色，是通过新鲜鳖血炮制

柴胡得到的一种传统、特色饮片，其临床应用主要是

通过借鳖血阴液之性缓柴胡劫阴之性，从而具有填阴
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滋血，抑制其浮阳之性，增强清肝退热的功效，可用

于热入血室、骨蒸劳热[3]。文献记载鳖血柴胡有鳖血

拌和鳖血炒 2 种炮制方法[4]，而炮制工艺研究主要集

中于鳖血炒柴胡，于欢等[5]通过多指标正交试验优选

出鳖血炒柴胡最佳工艺为鳖血量 0.05 mL/g，在温度

150 ℃炒制 10 min；叶耀辉等[6]采用响应面法优选出

鳖血炒柴胡的最佳工艺为每 100 g 柴胡加 15 g 鳖血，

在温度 110 ℃炒制 15 min。目前，在鳖血柴胡的化学

成分研究方面多集中于研究其挥发油、氨基酸、多糖

等，如于欢等[5]利用 GC-MS 技术建立鳖血柴胡饮片挥

发油成分定性及半定量分析方法，从鳖血柴胡中定性

分析出 105 种挥发油成分，采用 PITC 柱前衍生技术

建立鳖血柴胡饮片多种氨基酸的定量分析方法，同时

建立 UV 法测定柴胡多糖含量；对于鳖血柴胡中皂苷

类化合物的定性鉴别未见文献报道。因此，本实验采

用 UPLC/Q-TOF-MS/MS 技术对鳖血柴胡中皂苷类化

合物进行系统研究，通过已建数据库筛查得到的目标

化合物，根据有关化合物结构的二级碎片离子信息，

结合文献报道的质谱裂解规律及在线数据库比对，从

而推断化合物的结构，为科学阐明鳖血柴胡药效物质

基础和建立质量控制体系提供依据。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

1.1.1  原材料及试剂 
鳖血柴胡炮制品：柴胡药材（批号：20171201）

购于河北安国药材市场，中华鳖（批号：20180722）
购于江西省军山湖甲鱼养殖基地；将新鲜鳖血与适量

柴胡饮片拌匀（每 100 g 柴胡拌入 15 g 鳖血），鉴于鳖

血量较少，可先将新鲜鳖血加入少许温水稀释后再与

柴胡饮片拌匀，稍闷润至鳖血吸尽后，放入铜锅中，

在温度 110 ℃下炒制 15 min，取出，放凉[6]。 
甲酸和乙腈为色谱纯，购于美国 Merck 公司；乙

醇、正丁醇、石油醚为分析纯，均购于西陇科学股份

有限公司。 
1.1.2  主要仪器与设备 

超高效液相色谱串联四级杆飞行时间质谱（AB 
SCIEX Triple TOF 5600+；Foster City，CA），配有电

喷雾离子源（ESI）、Analyst 1.6 色谱工作站和 Peakview
等质谱分析软件，AB SCIEX 公司；岛津超高效液相

色谱仪(Nexera UPLC LC-30A，日本)，含在线真空脱

气机，自动进样器，柱温箱，高压二元梯度泵和二极

管阵列检测器；Waters ACQUITY UPLC BEH C18色谱

柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；奥豪斯 CP214 型万分

之一电子天平，奥豪斯仪器上海有限公司；粉碎机，

瑞安市永历制药机械有限公司；KQ-5200B 型超声波

清洗器，昆山市超声仪器有限公司；Milli-Q 超纯水系

统，法国 Millipore 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  供试品溶液的制备 

参照柴胡总皂苷的提取方法[7]，准确称取鳖血柴

胡粉末 10 g，加 8 倍量 80%乙醇，回流提取 3 次，每

次 2 h，合并提取液，滤过，减压浓缩至原体积的 1/10，
用等体积的石油醚萃取 3 次，弃石油醚层，提取液用

等量的水饱和的正丁醇溶液萃取 3 次，合并正丁醇部

位，减压浓缩至干燥，残渣用甲醇溶解并经 0.22 μm
微孔滤膜滤过，备用。 
1.2.2  分析条件 

1.2.2.1  色谱条件 
色谱柱：Waters ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱

(100 mm×2.1 mm，1.7 μm)；流动相为 0.01%甲酸水溶

液(A)-乙腈(B)，梯度洗脱：0~8 min，20%~40% B；
8~28 min，40%~95% B；28~30 min，95% B；体积流

量 0.3 mL/min；柱温 40 ℃；进样量 2 μL。 
1.2.2.2  质谱条件 

采用电喷雾离子源（ESI），负离子模式下采集数

据，质量扫描范围 m/z 100~1000，喷雾电压为-5500 V，

离子源温度为 500 ℃，裂解电压（DP）-100 V，碰撞

能量（CE）为-45 eV，碰撞能量扩展（CES）为-15 eV，

雾化气（gas1）为 50 psi，辅助气（gas2）为 50 psi，
气帘气（curtain gas）为 40 psi。 
1.2.3  数据统计分析 

通过 Scifinder 数据库对柴胡中的化合物进行检

索，建立包括中英文名称、分子式、精确相对分子质

量以及特征碎片的柴胡潜在化学成分数据库。采用

Analyst TF1.6 和 Peakview 1.2（AB SCIEX）软件对鳖

血柴胡提取物的质谱数据进行处理；依据实测相对分

子质量与理论精确相对分子质量的偏差小于 5×10-6、

同位素分布正确及含有二级质谱裂解碎片的原则，确

定各色谱峰对应化合物的分子式，在已建立的柴胡化

学成分数据库中检索确证匹配的化合物。对于一些无

法对应的色谱峰，利用 Peakview 1.2（AB SCIEX）软

件中 Formula finder 功能，结合 MS/MS 碎片信息以及

文献报道，进一步推断。 

2  结果与分析 

2.1  鳖血柴胡中皂苷类成分鉴别分析 
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采用 UPLC/Q-TOF-MS/MS 技术的负离子模式分

析鳖血柴胡皂苷类成分(-)ESI-MS 的质谱总离子流图

（TIC）如图 1 所示，通过查阅国内外文献以及

Scifinder 数据库，建立含有 93 个柴胡化学成分数据

库，结合 Peakview 软件中 XIC Manager 功能对目标化

合物进行了鉴定和确证。根据 Peakview 1.2 工作站给

出的高分辨的精确相对分子质量、二级质谱碎片离子

信息，结合文献报道的质谱裂解规律及在线数据库的

检索（HMBD、Pub Chem、Mass Bank、Chem Spider
等），进行数据定性鉴定处理分析，共鉴定出 44 个皂

苷类成分（含同分异构体），分析数据见表 1。 

 
图1 鳖血柴胡提取液的UPLC/Q-TOF-MS/MS负离子模式总离子

流图 

Fig.1 Total ion chromatogram of UPLC/Q-TOF-MS/MS by 

negative mode for extraction of Bupleuri radix with turtle blood 

2.2  皂苷类化合物的质谱裂解规律分析 

柴胡皂苷类成分均属于五环三萜类齐墩果烷型衍

生物，其苷元不同分为 7 种类型，在鳖血柴胡中共鉴

定出 44 个皂苷类化合物，4 种类型且含量较高，分别

为环氧醚型(Ⅰ)、异环双烯型(Ⅱ)、12-烯型(Ⅲ)、12-
烯-28-羧酸型(V)，柴胡皂苷中含有葡萄糖、呋糖、鼠

李糖等糖链结构，呈现一定的质谱裂解规律。现以柴

胡皂苷 F 为例，依据多级碎片信息，解析鳖血柴胡皂

苷类成分的质谱裂解规律。柴胡皂苷 F 的分子式为

C48H80O17，由 PeakView 软件计算出精确相对分子质

量为 928.53955，在负离子模式下的分子离子峰为 m/z 
927.5263[M-H]-，鳖血柴胡样品中化合物 12 的

TOF-MS 给出[M-H]-为 927.5250，其质量偏差范围在

5×10-6内，初步推断其为柴胡皂苷 F，其 TOF-MS 二

级碎片离子有 m/z 927.5250、781.4692、619.4135，根

据结构和二级碎片离子，推断二级质谱中m/z 781.4692
峰是由 m/z 927.5250 丢失 146×10-6的中性碎片所致，

碎片离子 m/z 619.4135 是由 m/z 781.4692 进一步丢失

162×10-6的中性碎片所致，提示 m/z 619.4135 是由 m/z 
927.5250 脱掉二糖产生，推测其质谱裂解途径见图 2。
综上，化合物 12 与参考文献[8]进行比对确认为柴胡皂

苷 F；结合文献[9~21]指认其他鳖血柴胡中皂苷类成分

详见表 1。 

 
图2 柴胡皂苷F质谱裂解过程 

Fig.2 Fragmentation pathway of saikosaponin F 

化合物 11 分子组成 C48H78O17，母离子为 m/z 
925.5136[M-H]-，相对分子质量为 926。其 TOF-MS
二级碎片离子有 m/z 779.4565，763.4610，617.4038，
该离子的特征碎片 m/z 779.4565 比母离子少了 146 
×10-6，继续脱去 1 个氧原子得到 m/z 763.4610 的碎片

离子，再脱去 1 分子葡萄糖得到 m/z 617.4038 的碎片

离子。根据参考文献[8]进行比对确认为柴胡皂苷 I，
推测其质谱裂解途径见图 3。 

 
图3 柴胡皂苷 I 质谱裂解过程 

Fig.3 Fragmentation pathway of saikosaponin I 

 



 

 

表1 鳖血柴胡中皂苷类成分的质谱数据及鉴定结果 

Table 1 Mass Spectrometry data and Identification results of saponins in Bupleuri Radix with Turtle Blood 

编号 TR/min 化合物 分子式 离子峰归属 理论值(m/z) 测定值(m/z) 误差(×10-6) 碎片离子 参考文献 

1 5.86 Hydroxysaikosaponin C C48H80O18 [M-H]- 943.5272 943.5255 -1.8 797.4663,781.4766 [13] 

2 5.86 Rotundioside P C48H80O18 [M-H]- 943.5272 943.5255 -1.8 797.4663,781.4766 [17] 

3 5.86 Rotundioside U C48H80O18 [M-H]- 943.5272 943.5255 -1.8 797.4663,781.4766 [17] 

4 6.85 Hydroxysaikosaponin A C42H70O14 [M-H]- 797.4693 797.4680 -1.6 635.4136 [13] 

5 6.85 Hydroxysaikosaponin D C42H70O14 [M-H]- 797.4693 797.4680 -1.6 797.4673,635.4136 [13] 

6 8.53 柴胡皂苷 C C48H78O17 [M-H]- 925.5166 925.5148 -1.9 779.4562 [8,9] 

7 8.53 Rotundifolioside F C48H78O17 [M-H]- 925.5166 925.5148 -1.9 779.4562 [16] 

8 8.53 
3-0-β-glucopyranosyl-(1->6)-(α-rhamnopyranosyl-(l->4)) 

-β-gucopyranoside of 16-epi-saikogenin C 
C48H78O17 [M-H]- 925.5166 925.5148 -1.9 779.4562 [15] 

9 8.53 Rotundioside S C48H78O17 [M-H]- 925.5166 925.5148 -1.9 925.5136,779.4562 [17] 

10 8.53 Rotundioside M C48H78O17 [M-H]- 925.5166 925.5148 -1.9 911.4983,779.4552,617.4022 [17] 

11 8.53 柴胡皂苷 I C48H78O17 [M-H]- 925.5166 925.5136 -1.9 779.4565,763.4610,617,4038 [8] 

12 8.69 柴胡皂苷 F C48H80O17 [M-H]- 927.5323 927.5250 -2.8 781.4692，619.4135 [8] 

13 8.69 Rotundifolioside C C48H80O17 [M-H]- 927.5323 927.5297 -2.8 781.4723,619.4202 [16] 

14 9.86 柴胡皂苷 B3 C43H72O14 [M-H]- 811.4849 811.4833 -2 649.4295 [12,14] 

15 9.86 柴胡皂苷 B4 C43H72O14 [M-H]- 811.4849 811.4833 -2 649.4295 [12,14] 

16 9.86 Malonylsaikosaponin D C43H72O14 [M-H]- 811.4849 811.4833 -2 649.4295 [14] 

17 9.86 Bupleuroside III C43H72O14 [M-H]- 811.4849 811.4833 -2 649.4295 [18] 

18 10.45 Saikosaponin S C48H78O18 [M-H]- 941.5115 941.5091 -2.6 779.4550,617.4021 [14] 

19 10.45 2′′-O-β-D-glucopyranosyl saikosaponin B2 C48H78O18 [M-H]- 941.5115 941.5091 -2.6 779.4550,617.4021 [15] 

20 10.45 3-0-β-glucopyranosyl-(1->6)-(α-rhamnopyranosyl-(l->4))- 
β-gucopyranoside of 30-hydroxy 16-epi-saikogenin C C48H78O18 [M-H]- 941.5115 941.5091 -2.6 779.4550,617.4021 [15] 

21 10.45 Rotundioside N C48H78O18 [M-H]- 941.5115 941.5091 -2.6 941.5078,779.4550,617.4021 [17] 

22 10.74 Rotundifolioside G C47H76O18 [M-H]- 927.4959 927.4942 -1.8 927.4920,765.4375 [16] 

23 10.81 Rotundifolioside D C47H76O17 [M-H]- 911.5010 911.4985 -2.7 779.4552,617.4022 [16] 

24 10.81 Rotundifolioside A C47H76O17 [M-H]- 911.5010 911.4985 -2.7 779.4552,617.4022 [16] 

25 12.98 11α-methoxysaikosaponin F C49H82O18 [M-H]- 957.5423 957.5402 -2.7 811.5349 [14] 

26 13.53 柴胡皂苷 D C42H68O13 [M-H]- 779.4587 779.4576 -1.5 617.4027 [8,9] 

27 13.53 柴胡皂苷 A C42H68O13 [M-H]- 779.4587 779.4576 -1.5 617.4027 [8,9] 
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28 13.53 柴胡皂苷 B2 C42H68O13 [M-H]- 779.4587 779.4576 -1.5 617.4027 [9,10] 

29 13.53 saikosaponin G C42H68O13 [M-H]- 779.4587 779.4559 -1.5 617.4027,471.0273 [9] 

30 14.93 Prosaikogenin D C36H58O8 [M-H]- 617.40589 617.40455 -2.2 455.3521 [20] 

31 14.93 3β-hydroxyolean-12-ene-28-O-β-D-glucopyranoside C36H58O8 [M-H]- 617.40589 617.40455 -2.2 455.3521 [21] 

32 15.5 3″-O-乙酰化柴胡皂苷 a C44H70O14 [M-H]- 821.4693 821.4683 -1.3 779.4554,761.4456,617.4029 [8,9] 

33 15.5 4″-O-乙酰化柴胡皂苷 a C44H70O14 [M-H]- 821.4693 821.4683 -1.3 779.4554,761.4456,617.4030 [8,9] 

34 15.5 2″-O-乙酰化柴胡皂苷 a C44H70O14 [M-H]- 821.4693 821.4683 -1.3 779.4554,761.4456,617.4031 [8,9] 

35 15.5 6″-O-乙酰化柴胡皂苷 a C44H70O14 [M-H]- 821.4693 821.4683 -1.3 779.4554,761.4456,617.4032 [8,9] 

36 15.5 3″-O-乙酰化柴胡皂苷 d C44H70O14 [M-H]- 821.4693 821.4683 -1.3 779.4554,761.4456,617.4033 [8,9] 

37 15.5 4″-O-乙酰化柴胡皂苷 d C44H70O14 [M-H]- 821.4693 821.4683 -1.3 779.4554,761.4456,617.4034 [8,9] 

38 15.5 2″-O-乙酰化柴胡皂苷 d C44H70O14 [M-H]- 821.4693 821.4683 -1.3 779.4554,761.4456,617.4035 [8,9] 

39 15.5 6″-O-乙酰化柴胡皂苷 d C44H70O14 [M-H]- 821.4693 821.4683 -1.3 779.4554,761.4456,617.4036 [8,9] 

40 15.83 柴胡皂苷元 A C30H48O4 [M-H]- 471.3480 471.3468 -2.5 453.3369,425.3417 [11] 

41 15.83 柴胡皂苷元 F C30H48O4 [M-H]- 471.3480 471.3468 -2.5 453.3369,425.3416 [11] 

42 17.38 柴胡皂苷 E C42H68O12 [M-H]- 763.4638 763.4628 -1.3 601.4087 [8] 

43 17.38 柴胡皂苷 M C42H68O12 [M-H]- 763.4638 763.4628 -1.3 601.4087 [8] 

44 19.45 3′′-O-acetylsaikosaponin e C44H70O13 [M-H]- 805.4744 805.4737 -0.8 763.4629,745.4509,601.4094 [14] 
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化合物 29 分子组成 C42H68O13，母离子为 m/z 
779.4559[M-H]-，相对分子质量为 780。其 TOF-MS
二级碎片离子有 m/z 617.4027，471.0273，该离子的特

征碎片 m/z 617.4027 比母离子少了 162×10-6，是由 m/z 
779.4559 中性丢失 1 分子葡萄糖残基所致，再脱去 1
分子糖基得到 m/z 471.0273 的碎片离子。根据文献参

考文献[9]进行比对确认为柴胡皂苷 G，推测其质谱裂

解途径见图 4。 

 
图4 柴胡皂苷G质谱裂解过程 

Fig.4 Fragmentation pathway of saikosaponin G 

3  结论 

3.1  为获得更好地色谱分离和质谱效应，考察了不同

的梯度进行洗脱，由于柴胡皂苷均为五环三萜类齐墩

果烷型衍生物[19]，极性偏大，最终以 20%~95%乙腈

梯度进行洗脱，同时因为单纯水使得色谱峰有严重拖

尾，所以在水相中加入甲酸来改善峰形，最终确定以

0.01%甲酸水溶液-乙腈为样品分析的流动相。质谱条

件的优化比较了正负离子检测模式，发现负离子模式

质谱响应优于正离子模式，同时结合柴胡皂苷的结构

性质差异，因此本实验在负离子模式下定性分析样品。 
3.2  对于鳖血柴胡皂苷的裂解，根据二级碎片离子信

息及文献报道的化合物质谱裂解规律，结合自建数据

库、在线数据库的筛查和检索，确认和鉴定相应的化

合物。同时，柴胡中皂苷成分复杂，且同分异构体很

多[11]，而本实验只鉴定了鳖血柴胡中 44 种含量较高

的皂苷类化学成分，对于其它一些出现在提取液总离

子流图中的色谱峰，由于浓度较低，导致无法产生二

级碎片离子的化合物，并没有进行定性分析，但总体

来说，在鉴定柴胡皂苷类成分分析上，该方法相较于

LC-MS 技术更具优势[8]，其鉴定的成分种类更多，灵

敏度更强。 
3.3  UPLC/Q-TOF-MS/MS 联用技术能进行准确、快

速的分析，具有在高灵敏度的前提下保证高分辨率（高

精度）的优点，这新型液质联用技术的出现解决了中

药化学成分复杂性与多样性对其物质基础的研究带来

的难题，极大缩短中药化学成分分析工作的研究周期，

节约成本，为合理开发中药资源奠定基础。本实验利

用 UPLC/Q-TOF-MS/MS 联用技术，建立了鳖血柴胡

皂苷类成分分析方法，共分析了鳖血柴胡 44 个皂苷化

合物，为鳖血柴胡皂苷类成分定性研究提供了一种快

速、高效的分析方法。鳖血炮制柴胡是樟帮特色的炮

制工艺，由炮制过程中是否加热可得到鳖血拌柴胡和

鳖血炙柴胡两种炮制品，而在本实验中没有采用对照

品进行对比，鉴别的准确度有所欠缺，因此，在后期

的研究中在采用 UPLC/Q-TOF-MS/MS 的基础上利用

对照品分析鳖血拌柴胡和鳖血炙柴胡两种炮制品，以

期阐明“勿令犯火”炮制机理。 
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