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超高效液相色谱法测定大黄与铜离子络合能力
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摘要：中药肝豆汤治疗铜代谢障碍疾病具有疗效显著、副作用小的优势，但由于缺乏评价铜离子（Ｃｕ２＋）络合能力的

技术手段，限制了肝豆汤配位活性成分的筛查和发现。 为评价复方肝豆汤中主药大黄对铜离子的络合能力，该文

通过优化大黄活性成分与铜离子配位反应条件，建立了超高效液相色谱法（ＵＨＰＬＣ）测定中药大黄与铜离子络合

能力的方法。 样品经 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱（５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）分离，以甲醇⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）磷酸

水溶液为流动相进行梯度洗脱，柱温 ３０ ℃，流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ２５４ ｎｍ，进样体积为 ５ μＬ。 研究通过

ＵＨＰＬＣ 分析比较大黄与铜离子配位反应前后色谱峰变化，超高效液相色谱四极杆⁃飞行时间质谱（ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃
ＭＳ）鉴定大黄提取物中配位活性成分，计算大黄提取物与铜离子配位反应前后其色谱峰面积变化率来评价大黄中

活性成分与 Ｃｕ２＋的络合能力。 结果显示，大黄提取物与 Ｃｕ２＋在 ｐＨ 为 ９ 的体系中配位反应 １２ ｈ 达到平衡；鉴定出

大黄提取物中 ２０ 种主要成分，根据 Ｃｕ２＋配位率筛选出 ８ 种具有较强配位能力的化合物，其中没食子酸⁃３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃
（６′⁃Ｏ⁃没食子酰基） ⁃吡喃葡萄糖苷、芦荟大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、番泻苷 Ｂ、ｌ⁃Ｏ⁃没食子酰基⁃２⁃Ｏ⁃肉桂酰基⁃葡萄

糖苷、大黄酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃（６″⁃Ｏ⁃乙酰） ⁃葡萄糖苷、芦荟大黄素、大黄酸和大黄素的 Ｃｕ２＋ 配位率依次为 ６２􀆰 ５０％、
２９􀆰 ９４％、７０􀆰 ５８％、３２􀆰 ７７％、３４􀆰 ６１％、２６􀆰 ０７％、２８􀆰 ７３％ 和 ３１􀆰 ７８％。 该方法的建立可用于筛选与 Ｃｕ２＋具有络合能力的

中药活性成分，同时可为其他中药与金属离子络合能力的评估和筛选提供借鉴。
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Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｔｈａｔ ｈａｖｅ ｃｏｍｐｌｅｘｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈ ｃｏｐｐｅｒ ｉｏｎｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｍｉｘｔｕｒｅ
ｓｙｓｔｅｍｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｄｅｓｃｒｉｂｅｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｌｅｘｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ．

引用本文：刘亚鹏，张旺，刘心洁，吴欢，周安． 超高效液相色谱法测定大黄与铜离子络合能力． 色谱，２０２３，４１（４）：３２３－３２９．
ＬＩＵ Ｙａｐｅｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｗａｎｇ， ＬＩＵ Ｘｉｎｊｉｅ， ＷＵ Ｈｕａｎ， ＺＨＯＵ Ａｎ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｈｕｂａｒｂ ｗｉｔｈ ｃｏｐｐｅｒ ｉｏｎｓ
ｂｙ ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２３，４１（４）：３２３－３２９．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＵＨＰＬＣ）； ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ；
ｃｏｐｐｅｒ ｉｏｎ； ｒｈｕｂａｒｂ； ｈｅｐａｔｏｌｅｎｔｉｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ （ＨＬＤ）

　 　 铜是人体所必需的微量元素之一，它在机体能

量代谢、抗氧化等多种生理过程中发挥着重要作用，
但铜过载可导致胆汁排铜功能紊乱，铜累积于肝、脑
等部位易造成器官的损伤病变［１，２］。 肝豆状核变性

（ＨＬＤ）是由常染色体 ＡＴＰ７Ｂ 基因突变引发铜代谢

障碍的一种隐性遗传病，其病因是 Ｃｕ２＋在体内累积

不能排出［３］。 以 Ｄ⁃青霉胺为代表的铜离子络合剂

为临床治疗 ＨＬＤ 的一线药物，尽管铜离子络合剂在

临床上具有较好疗效，但由于毒性、耐受性等缺点限

制了其临床应用［４］。 中药复方肝豆汤为治疗 ＨＬＤ
的经验处方，课题组前期研究发现肝豆汤不仅具有

显著的尿铜排泄效果，而且能促进肝功能恢复［５－７］。
大黄为肝豆汤的君药，大黄蒽醌类成分为该方入血、
入肝主要活性成分［８］。 含有酚羟基、羰基等基团的

蒽醌类成分通常可与 Ｃｕ２＋形成配合物，促进 Ｃｕ２＋经

尿液从体内排出从而发挥药效作用［９］。 现有的研

究由于缺少测定 Ｃｕ２＋络合能力的方法，限制了大黄

中 Ｃｕ２＋配位活性成分的筛选和发现。 因此，建立中

药与 Ｃｕ２＋络合能力的快速、高效分析方法具有重要

的意义。
　 　 目前，对于单体化合物与 Ｃｕ２＋络合能力的考察

方法包括离子计法［１０］、紫外可见分光光度法［１１］、分
子荧光法等［１２］，上述方法虽可以有效检测化合物与

金属离子络合能力，但无法对中药及复杂体系中与

Ｃｕ２＋络合能力的活性成分进行筛查和评价。 为建立

Ｃｕ２＋络合能力在线检测方法筛选肝豆汤中主药大黄

的 Ｃｕ２＋络合活性成分，本文对配位反应时间、浓度、
ｐＨ 等条件进行了优化，得到大黄提取物与 Ｃｕ２＋ 配
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位条件，采用超高效液相色谱（ＵＨＰＬＣ）进行分离检

测，建立了大黄与 Ｃｕ２＋络合活性成分的快速测定方

法，并结合超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱

（ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）在相同的液相色谱条件下鉴定

大黄提取物中配位活性成分，旨在为中药 Ｃｕ２＋配位

活性成分筛选和评价提供有效的检测技术。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ 超高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）； Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ Ｉ Ｃｌａｓｓ 超高效液相色谱仪，
Ｘｅｖｏ Ｇ２⁃ＸＳ ＱＴＯＦ 高分辨率飞行时间质谱仪，配有

电喷雾离子源 （ＥＳＩ） （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＫＱ⁃
５００ＤＢ 型数控超声波清洗器（昆明市超声仪器有限公

司）； Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ＢＴ ２１１Ｄ 型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司）； ＦＷ１００ 型高速万能粉碎机（天津市泰斯特仪

器有限公司）。 甲醇为色谱纯（美国 Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌ
公司）；甲酸为色谱纯（天津市光复精细化工研究

所）；屈臣氏超纯水；其余试剂均为分析纯。 对照品芦

荟大黄素（批号 １５０７３０）、大黄酸（批号 １５０９０４）、大黄

酚（批号 １５１０２８）均购于北京北纳创联生物技术研究

所；大黄素（批号 １１０７５６⁃２０１５１２）、大黄素甲醚（批号

１１０７５８⁃２０１４１５）均购于中国食品药品检定研究院；大
黄药材购于合肥市同仁堂大药房，经安徽中医药大学

科研技术中心刘先华老师鉴定。
１．２　 溶液的配制

１．２．１　 供试品溶液

　 　 将大黄药材粉碎，过 ４０ 目筛，取大黄药材粉末

０􀆰 ５ ｇ，精密称定，置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，加甲醇溶解并

稀释至刻度，称定重量。 浸泡 １２ ｈ，超声提取 ３０
ｍｉｎ，放置至室温，称重，补充甲醇至原重量，摇匀，
滤过。 精密吸取上清液 ２􀆰 ５０ ｍＬ，置于 １０ ｍＬ 量瓶

中，加甲醇定容至刻度，即得大黄供试品溶液，经
０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤，待测。
１．２．２　 混合对照品溶液

　 　 分别准确称取芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大
黄酚和大黄素甲醚 ５ 种对照品，用甲醇溶解，配制成

浓度为 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的标准储备液。 分别移取 ５ 种标

准储备液 １􀆰 ００ ｍＬ，置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，加甲醇定

容至刻度，得到浓度为 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 混合对照品溶

液，备用。
１．２．３　 Ｃｕ２＋标准溶液

　 　 准确称取适量 ＣｕＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，用甲醇配制成浓

度为 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｃｕ２＋标准储备液，吸取适量上述

Ｃｕ２＋标准储备液，用甲醇配制成浓度为 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
的 Ｃｕ２＋标准溶液，备用。
１．２．４　 混合样品溶液

　 　 各取 １􀆰 ００ ｍＬ 混合对照品溶液于 １０ ｍＬ 容量

瓶中，依次加入 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、１􀆰 ００、２􀆰 ００ ｍＬ 不同体

积的 Ｃｕ２＋标准溶液，分别用 ０􀆰 ５％、１％ （ｖ ／ ｖ）磷酸水

溶液调节反应体系 ｐＨ 为 ４、５，另用 ０􀆰 ５％、１％ （ｖ ／ ｖ）
氨水溶液调节反应体系 ｐＨ 为 ９、１０，不加酸碱溶液

反应体系 ｐＨ 为 ７，甲醇定容，摇匀，即得对照品混合

样品溶液，经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤，待测。 另取

１􀆰 ００ ｍＬ 大黄供试品溶液，在 ｐＨ 为 ９ 的体系中加

入过量 Ｃｕ２＋标准溶液，甲醇定容，摇匀，即得供试品

混合样品溶液，配位反应 １２ ｈ 后，取上清液过 ０􀆰 ２２
μｍ 微孔滤膜过滤，待测。
１．３　 分析条件

１．３．１　 ＵＨＰＬＣ
　 　 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８（５０ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）；流动相 Ａ：甲醇，流动相 Ｂ：
０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）磷酸水溶液；流速：０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度

洗脱程序：０～５ ｍｉｎ， ５％ Ａ～２８％ Ａ； ５～１５ ｍｉｎ， ２８％
Ａ～ ４５％ Ａ； １５ ～ ３０ ｍｉｎ， ４５％ Ａ ～ ６０％ Ａ； ３０ ～ ４０
ｍｉｎ， ６０％ Ａ～１００％ Ａ。 检测波长：２５４ ｎｍ；柱温：３０
℃；进样体积：５ μＬ。
１．３．２　 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
　 　 色谱条件同 １．３．１ 节。
　 　 质谱条件：离子源为电喷雾电离源，负离子模

式；离子源温度 １１０ ℃，扫描范围 ｍ／ ｚ ５０ ～ １ ２００。
毛细管电压和锥孔电压分别为 ２􀆰 ５ ｋＶ 和 ４０ Ｖ；脱溶

剂温度 ３５０ ℃；去溶剂化气流 ６００ Ｌ ／ ｈ；锥孔气流速

５０ Ｌ ／ ｈ；流速 ０􀆰 ３０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。

２　 结果与讨论

２．１　 实验条件的优化

　 　 大黄蒽醌类化合物是肝豆汤中主要的入血、入
肝成分，因此选取芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄

酚和大黄素甲醚 ５ 种常见大黄蒽醌类成分优化大黄

与 Ｃｕ２＋配位反应的实验条件。
２．１．１　 反应体系 ｐＨ 的优化

　 　 为优化配位反应的 ｐＨ 条件，考察不同 ｐＨ 对铜

配合物生成的影响，以色谱峰面积变化的大小代表

铜配合物生成量的多少判断适宜 ｐＨ。 分别在 ｐＨ
为 ４、５、７、９、１０ 条件下，观察加入 ０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、
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１􀆰 ００、２􀆰 ００ ｍＬ Ｃｕ２＋标准溶液的对照品混合样品溶

液的色谱峰面积变化，发现在 ｐＨ 为 ４、５ 条件下，色
谱峰面积无明显变化，表明酸性体系不利于大黄与

Ｃｕ２＋的配位反应。 而在 ｐＨ 为 ７、９、１０ 条件下，对照

品混合样品溶液色谱图的保留时间没有明显变化，
峰面积随着 Ｃｕ２＋含量的增加而减小，与 ｐＨ 为 ７ 时

相比，ｐＨ 为 ９ 时各色谱峰面积变化较明显。 通过比

较色谱峰面积变化量，最适宜配位反应的 ｐＨ 顺序：
碱性（ｐＨ ９＞ｐＨ １０）＞中性＞酸性（ｐＨ ５＞ｐＨ ４）。 因

此，选择 ｐＨ 为 ９ 作为最佳实验反应条件。

图 ３　 大黄提取物的总离子流色谱图
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｈｕｂａｒｂ ｅｘｔｒａｃｔ

Ｐｅａｋ Ｎｏｓ． ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １．

２．１．２　 反应时间的考察

　 　 配位反应是一个动态的化学平衡过程，确定最

佳的反应时间可以准确地评估 Ｃｕ２＋配位率，分别在

０、３、６、９、１２、２４ ｈ 观察同一对照品混合样品溶液的

色谱峰面积变化，如图 １ 所示，色谱峰面积随着时间

增加逐渐减小，而 １２ ｈ 与 ２４ ｈ 色谱峰面积变化无

显著性差异，说明混合样品溶液在配位反应 １２ ｈ 达

到平衡状态。 因此，选择 １２ ｈ 为最佳实验反应

条件。
２．１．３　 检测波长的选择

　 　 大黄蒽醌类化合物在 ２５０～２８０ ｎｍ 波长范围内

具有较好紫外吸收［１３］。 分别在 ２５４、２６０ 和 ２８０ ｎｍ
处观察同一对照品混合样品溶液的色谱图，如图 ２
所示，５ 种大黄蒽醌类成分在 ３ 处波长下整体均具

有良好吸收，其中 ２５４ ｎｍ 处各峰的紫外吸收较好。
因此，选择 ２５４ ｎｍ 作为实验条件的检测波长。
２．２　 大黄化学成分的鉴定

　 　 取 １􀆰 ２􀆰 １ 节制备的大黄供试品溶液，按 １􀆰 ３ 节

色谱、质谱条件经 ＵＰＬＣ⁃Ｑ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ 测定，得到大

黄提取物的总离子流色谱图，如图 ３ 所示。 根据

ＵＰＬＣ⁃Ｑ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析得到各个色谱峰的保留时

图 １　 不同配位反应时间下对照品混合样品溶液的色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ

图 ２　 不同检测波长下对照品混合样品溶液的色谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

间、精确质量数和碎片峰信息，对大黄中主要化学成

分进行分析鉴定，确定了 ２０ 种化学成分，详细结果

见表 １。
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表 １　 大黄化学成分的质谱数据及鉴定结果
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｄａｔａ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｏｆ ｒｈｕｂａｒｂ

Ｎｏ．
ｔＲ ／
ｍｉｎ

Ｏｂｓｅｒｖｅｄ
（ｍ／ ｚ）

Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
（ｍ／ ｚ）

Ｍａｓｓ
ｅｒｒｏｒ ／ １０－６ Ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ） Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｒｅｆｓ．

１ ０．９９９ ４８４．０９１３ ４８４．０９１８ －１．０３ ４８３．０９０３， ４３９．１１６２， ３３１．０６００， ３１３．０５５８ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ ３⁃Ｏ⁃Ｄ⁃（６′⁃Ｏ⁃ｇａｌｌｏｙｌ） ⁃ ［１４，１５］
ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ

２ ２．２０８ ３３２．０７２６ ３３２．０７２３ ０．９０ ３３１．０７１３， ２７１．０４４７， １６９．０１３６， １２５．０３８７ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ⁃３⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１５，１６］
３ ２．５００ ３３２．０７２３ ３３２．０７２３ ０．００ ３３１．０７１３， ２７１．０４５０， １６９．０１３５， １２５．０２３８ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ⁃４⁃Ｏ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１５，１６］
４ ５．３０３ ２９０．０７８３ ２９０．０７９０ －２．４１ ２８９．０７４３， ２４５．０８１３， ２０５．０５００， ２０３．０７０９ ｃａｔｅｃｈｉｎ ／ ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ ［１７，１８］
５ ８．３０５ ４４２．０９０８ ４４２．０９００ １．８１ ４４１．０６５１， ３３１．０７８５， ２８９．２０９８， １６９．９５８６ ｃａｔｅｃｈｉｎ⁃３⁃Ｏ⁃ｇａｌｌａｔｅ ［１７，１８］
６ １０．１９０ ４８４．０７６５ ４８４．０７６７ －０．４１ ４８３．０７７４， ３３１．０６８４， ３１３．０６２６， １６９．０１３９ ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ⁃Ｏ⁃ｇａｌｌｏｙｌ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１４，１５］
７ １０．３７８ ４３２．１０５６ ４３２．１０５６ ０．００ ４３１．１０４８， ２６９．０５０４， ２２５．０５５０ ａｌｏｅ ｅｍｏｄｉｎ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１７，１８］
８ １２．４３３ ４４６．０８５２ ４４６．０８４９ ０．６７ ４４５．０７９０， ２８３．０２９６， ２３９．０４０１， ２１１．０４０８ ｒｈｅｉｎ⁃１⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１７，１８］
９ １３．３５２ ８４８．２１５８ ８４８．２１６４ －０．７１ ６８５．１５６７， ３８６．０９８３ ｓｅｎｎｏｓｉｄｅ Ｃ ［１７，１８］

１０ １３．８７１ ８６２．１９５０ ８６２．１９５６ －０．７０ ８６１．２１４１， ６９９．１５３０， ２８６．０９７７ ｓｅｎｎｏｓｉｄｅ Ｂ ［１６，１７］
１１ １４．５０４ ４６２．１１５２ ４６２．１１５２ ０．００ ４６１．１１６９， ３１３．０６０７ ｌ⁃Ｏ⁃ｇａｌｌｏｙｌ⁃２⁃Ｏ⁃ｃｉｎｎａｍｏｙｌ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１５，１８］
１２ ２０．０９７ ４１６．１１１６ ４１６．１１０７ ２．１６ ４１５．１１１６， ２５３．０５３９ ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ⁃１⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１７，１８］
１３ ２１．４９５ ４３２．１０５６ ４３２．１０５６ ０．００ ４３１．１０４８， ２６９．０５０４ ａｌｏｅ⁃ｅｍｏｄｉｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１７，１８］
１４ ２４．３４１ ４５８．１２０９ ４５８．１２１３ －０．８７ ４５７．１２２９， ２５３．０５３９ ｃｈｙｓｏｐｈａｎｏｌ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃（６″⁃Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌ） ⁃ ［１７，１８］

ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ
１５ ２５．０６５ ４４６．１２１６ ４４６．１２１３ ０．６７ ４４５．１２４１， ２８３．０６７６， ２４０．０４８２ ｐｈｙｓｃｉｏｎ⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ［１７，１８］
１６∗ ２５．８５４ ２７０．０５３６ ２７０．０５２８ ２．９６ ２６９．０５０４， ２２５．０５４５ ａｌｏｅ⁃ｅｍｏｄｉｎ ［１６，１８］
１７∗ ３０．８１６ ２８４．０３３２ ２８４．０３２１ ３．８７ ２８３．０２９６， ２３９．０３５２ ｒｈｅｉｎ ［１６，１７］
１８∗ ３５．５２６ ２７０．０５３３ ２７０．０５２８ １．８５ ２６９．０５０４， ２２５．０５９７ ｅｍｏｄｉｎ ［１６，１７］
１９∗ ３６．３６７ ２５４．０５７９ ２５４．０５７９ ０．００ ２５３．０５１５， ２２５．０５４５ ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ ［１６，１７］
２０∗ ３７．７７５ ２８４．０６９２ ２８４．０６８５ ２．４６ ２８３．０６１９， ２４０．０３５９ ｐｈｙｓｃｉｏｎ ［１６，１７］
　 ∗ Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ．

　 　 化合物 １（ ｔＲ ＝ ０􀆰 ９９９ ｍｉｎ）在负离子模式下产生

的准分子离子峰［Ｍ－Ｈ］ － 的 ｍ／ ｚ 是 ４８３􀆰 ０９０ ３，在
高碰撞能量下分别脱去一分子 ＣＯ２、一分子没食子

酸 形 成 ｍ／ ｚ ４３９􀆰 １１６ ２ ［Ｍ－Ｈ－ＣＯ２］
－、 ｍ／ ｚ

３１３􀆰 ０５５ ８［Ｍ－Ｈ－Ｃ７Ｈ６Ｏ５］
－ 的碎片离子，对比相关

文献资料［１４］，推断化合物 １ 为没食子酸 ３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃
（６′⁃Ｏ⁃没食子酰基） ⁃吡喃葡萄糖苷。 化合物 ２（ ｔＲ ＝
２􀆰 ２０８ ｍｉｎ）和化合物 ３（ ｔＲ ＝ ２􀆰 ５００ ｍｉｎ）在负离子模

式下产生的准分子离子峰 ［Ｍ－Ｈ］ － 的 ｍ／ ｚ 均是

３３１􀆰 ０７１ ３，其相对分子质量相比于没食子酸增加了

１６２，推测两个化合物为没食子酸葡萄糖苷的两个同

分异构体。 化合物 ２ 的准分子离子在高碰撞能量下

相继脱去一分子葡萄糖、一分子 ＣＯ２ 形成 ｍ／ ｚ
１６９􀆰 ０１３ ６ ［Ｍ－Ｈ－Ｃ６Ｈ１０Ｏ５］

－、 ｍ／ ｚ １２５􀆰 ０３８ ７
［Ｍ－Ｈ－Ｃ６Ｈ１０Ｏ５－ＣＯ２］

－ 的 碎 片 离 子， 其 中 ｍ／ ｚ
１２５􀆰 ０３８ ７［Ｍ－Ｈ－Ｃ６Ｈ１０Ｏ５－ＣＯ２］

－ 为没食子酸质谱

鉴定的特征碎片离子，结合反相色谱系统中两者保

留时间的差异，推测化合物 ２ 为没食子酸⁃３⁃Ｏ⁃葡萄

糖苷，化合物 ３ 为没食子酸⁃４⁃Ｏ⁃葡萄糖苷［１５］。 化合

物 ４（ ｔＲ ＝ ５􀆰 ３０３ ｍｉｎ）在负离子模式下产生的准分子

离子峰［Ｍ－Ｈ］ －的 ｍ／ ｚ 是 ２８９􀆰 ０７４ ３，其产生的ｍ／ ｚ

２４５􀆰 ０８１ ３［Ｍ－Ｈ－ＣＯ２］
－碎片离子是（表）儿茶素质

谱鉴定的特征碎片离子，因此，推断化合物 ４ 可能为

儿茶素或表儿茶素。 结合质谱数据信息及文献参

考［１６］，化合物 ５、６、７、８、９、１０、１１ 推断为儿茶素⁃３⁃Ｏ⁃
没食子酸酯、没食子酸⁃Ｏ⁃没食子酰基⁃葡萄糖苷、芦
荟大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、大黄酸⁃１⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄

糖苷、番泻苷 Ｃ、番泻苷 Ｂ、 ｌ⁃Ｏ⁃没食子酰基⁃２⁃Ｏ⁃肉
桂酰基⁃葡萄糖苷。 大黄蒽醌类化合物在高能量碰

撞中易断裂侧链取代基（如羟基、羧基、甲氧基等离

子），通过对照品对比分析，化合物 １６、１７、１８、１９、２０
推断为芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚、大黄素

甲醚。 化合物 １６ （ ｔＲ ＝ ２５􀆰 ８５４ ｍｉｎ） 和 １８ （ ｔＲ ＝
３５􀆰 ５２６ ｍｉｎ）在负离子模式下产生的准分子离子峰

［Ｍ－Ｈ］ －的 ｍ／ ｚ 均是 ２６９􀆰 ０５０ ４，化合物 １６ 在高能

量碰撞下脱去一分子 ＣＯ２ 形成 ｍ／ ｚ ２２５􀆰 ０５４ ５
［Ｍ－Ｈ－ＣＯ２］

－的碎片离子，对比保留时间，推断化

合物 １６ 为芦荟大黄素，化合物 １８ 为大黄素。 化合

物 １７（大黄酸）在负离子模式下产生的准分子离子

峰［Ｍ－Ｈ］ －的 ｍ／ ｚ 是 ２８３􀆰 ０２９ ６，在高能量碰撞下

该化合物丢失侧链上羧基即脱去一分子 ＣＯ２ 形成

ｍ／ ｚ ２３９􀆰 ０３５ ２［Ｍ－Ｈ－ＣＯ２］
－的碎片离子。 结合化

合物裂解规律及对比文献［１６］，化合物 １２、１３、１４、１５

·７２３·
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推断为大黄酚⁃１⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、芦荟大黄素葡萄

糖苷、大黄酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃（６″⁃Ｏ⁃乙酰基） ⁃葡萄糖苷、大
黄素甲醚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷。
２．３　 方法学考察

２．３．１　 仪器精密度

　 　 取 １􀆰 ２􀆰 ４ 节制备的同一对照品混合样品溶液，
配位反应 １２ ｈ 后，按 １􀆰 ３􀆰 １ 节色谱条件经 ＵＨＰＬＣ
连续测定 ６ 次，计算各蒽醌类化合物峰面积 ＲＳＤ
值，分别为 ０􀆰 ２０％ ～０􀆰 ４９％，说明仪器精密度良好。
２．３．２　 方法精密度

　 　 取 １􀆰 ２􀆰 ４ 节平行制备的 ６ 份对照品混合样品溶

液，配位反应 １２ ｈ 后，按 １􀆰 ３􀆰 １ 节色谱条件经 ＵＨ⁃
ＰＬＣ 测定，计算各蒽醌类化合物峰面积 ＲＳＤ 值，结
果为 ０􀆰 ４３％ ～２􀆰 ６１％，说明方法精密度良好。
２．３．３　 稳定性

　 　 取 １􀆰 ２􀆰 ４ 节制备的同一对照品混合样品溶液，
配位反应 １２ ｈ 后，按 １􀆰 ３􀆰 １ 节色谱条件经 ＵＨＰＬＣ
分别于 ０、２、４、８、１２ 和 ２４ ｈ 进行测定，计算各蒽醌

类化合物峰面积的 ＲＳＤ 值，结果为 ０􀆰 ４２％ ～０􀆰 ５５％，
说明溶液稳定性良好。
２．４　 大黄对铜离子的配位能力分析

　 　 取 １􀆰 ２􀆰 ４ 节制备的供试品混合样品溶液与

１􀆰 ２􀆰 １ 节制备的大黄供试品溶液，按 １􀆰 ３􀆰 １ 节色谱

条件经 ＵＨＰＬＣ 进样分析，观察大黄供试品溶液与

Ｃｕ２＋配位反应前后的色谱峰面积变化。 在大黄与

Ｃｕ２＋配位过程中，有少许褐色的大黄新配合物生成，
且新生成的配合物不能在酸溶液（稀 ＨＣｌ）、碱溶液

（ＮａＯＨ）和有机溶液（甲醇等）中溶解；在氨水的碱

性条件下，实验过程中未发现深蓝色的铜氨络合物，
可能是生成的大黄新配合物稳定常数远大于铜氨络

合物从而抑制了后者的生成。 如图 ４ 所示，与未加

入 Ｃｕ２＋的大黄供试品溶液相比，加入过量 Ｃｕ２＋的供

试品混合样品溶液色谱图中部分峰的峰面积均具有

不同程度的减少。 各个化合物的峰对应的峰面积减

少的值越大表明它与 Ｃｕ２＋ 反应生成的配合物的量

越多，通过计算峰面积的减少量占总峰面积的百分

比即是各个化合物与 Ｃｕ２＋的配位率。 计算公式为：

Ｒ＝
Ｓ０－Ｓ
Ｓ０

×１００％

上述公式中，Ｒ 代表 Ｃｕ２＋配位率，Ｓ０ 代表未加入 Ｃｕ２＋

时供试品混合样品中各物质的峰面积，Ｓ 代表加入过

量 Ｃｕ２＋时供试品混合样品中各物质的峰面积。 通过

计算比较表 １ 中各个化合物与 Ｃｕ２＋的配位率，筛选出

８ 个与 Ｃｕ２＋具有较强配位能力的化合物，其中没食子

酸⁃３⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃（６′⁃Ｏ⁃没食子酰基）⁃吡喃葡萄糖苷、芦荟

大黄素⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、番泻苷 Ｂ、ｌ⁃Ｏ⁃没食子酰

基⁃２⁃Ｏ⁃肉桂酰基⁃葡萄糖苷、大黄酚⁃８⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃（６″⁃Ｏ⁃
乙酰）⁃葡萄糖苷、芦荟大黄素、大黄酸和大黄素的

Ｃｕ２＋配位率依次为 ６２􀆰 ５０％、２９􀆰 ９４％、７０􀆰 ５８％、３２􀆰 ７７％、
３４􀆰 ６１％、２６􀆰 ０７％、２８􀆰 ７３％和 ３１􀆰 ７８％。

图 ４　 大黄提取物与 Ｃｕ２＋反应前后的色谱图

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｈｕｂａｒｂ ｅｘｔｒａｃｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃｕ２＋

ａ． ｒｈｕｂａｒｂ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｃｕ２＋； ｂ． ｒｈｕｂａｒｂ ｅｘｔｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｅｘｃｅｓｓ Ｃｕ２＋ ．
Ｐｅａｋ Ｎｏｓ． ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １．

３　 结论

　 　 本文通过优化大黄与 Ｃｕ２＋配位条件，建立了大

黄与 Ｃｕ２＋配位能力的超高效液相色谱的测定方法，

结合 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 筛选鉴定出 ８ 种有较强

Ｃｕ２＋配位能力的大黄活性成分。 该方法是对复杂样

品中 Ｃｕ２＋络合活性成分筛选的有益尝试，可为 ＨＬＤ
相关铜代谢障碍疾病药物筛选提供有效方法。
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