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基于 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 益智仁中倍半萜类物质的分析与鉴定 
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摘  要：目的  建立中药复杂体系快速、准确鉴定的分析方法，系统阐明益智仁（益智 Alpinia oxyphylla 的干燥成熟果实）

中倍半萜类物质的化学组成。方法  采用超高效液相色谱-四级杆/静电场轨道阱高分辨质谱（UPLC-Q-Orbitrap HRMS）技术，

在优化倍半萜类物质提取工艺的基础上，通过质谱全扫描捕捉未知化合物的精确相对分子质量及二级碎片离子信息，同时与

对照品的相对保留时间和质谱数据进行比对，并结合相关参考文献及数据库，实现对益智仁中倍半萜类未知化合物的准确

快速鉴定。结果  共鉴定出 24 种倍半萜类化合物，根据骨架结构将其归为 4 类，其中 9 个桉叶烷型、6 个杜松烷型、8

个艾里莫芬烷型、1 个刺参酮型。结论  利用所建立的分析方法，实现对益智仁中多种倍半萜类成分的快速、准确鉴定，

为益智仁药效物质基础及质量控制研究提供理论依据。 
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Abstract: Objective  To establish a rapid and accurate analytical method for the identification of complex system of traditional 

Chinese medicine, and to systematically clarify the chemical composition of sesquiterpenes in Alpinia oxyphylla. Method  On the 

basis of optimizing the extraction process of sesquiterpenes, the accurate molecular weight and secondary fragment ions information 

of unknown compounds were captured by ultra-high performance liquid chromatography-quadrupole/orbitrap high resolution mass 

spectrometry (UHPLC-Q-Orbitrap HRMS). Compared with the relative retention time and mass spectrometry data of the reference 

substance, combined with relevant references and databases, the sesquiterpene unknown compounds in the fruits of A. oxyphylla 

were accurately and rapidly characterized. Results  A total of 24 sesquiterpenes were identified and classified into four categories 

according to their skeleton structure, including nine eudesmane-type, six cadinane-type, eight eremophilane-type, and one 

oplopanone-type. Conclusion  In this study, the established analytical method was used to realize the rapid and accurate identification 
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of sesquiterpenes in the fruits of A. oxyphylla, which provided a theoretical basis for the research on the pharmacodynamic substance 

basis and quality control of the fruits of A. oxyphylla. 

Key words: Alpinia oxyphylla Miq; sesquiterpenes; UPLC-Q-Orbitrap HRMS; extraction process; eudesmane-type; six cadinane-type 

 

益智仁为姜科植物益智 Alpinia oxyphylla Miq.

的干燥成熟果实，主要种植在广西、云南、海南等

南部地区，为“四大南药”之一，目前收载于《中

国药典》一部[1]。现代药理研究发现，该药具有神

经保护、提高学习记忆能力、抗氧化、抗衰老、抗

肿瘤、抗炎等多方面的药理活性[2-5]。 

中药具有多层次、多靶点的特性，同类成分可

能因其具有相似化学结构而发挥相同的作用效果，

明确其化学成分，阐明主要药效物质基础对中药走

向现代化、科学化有着至关重要的作用。研究表明，

从益智仁中分离得到的化合物主要为倍半萜类、单

萜类、二萜类、二苯庚烷类及黄酮类[6-9]，其中，倍

半萜类为益智仁的主要特征化学成分，具有一定的

生物活性[10-11]，且与益智仁的保健作用密切相关。

但目前尚缺少对其倍半萜类化学成分进行快速分析

的研究报道。因此，为进一步揭示益智仁的药效物

质基础，本研究聚焦于其特征成分倍半萜类，在优

化其提取工艺的基础上，利用超高效液相色谱四级

杆/静电场轨道阱高分辨质谱（UHPLC-Q-Orbitrap 

HRMS）技术，建立系统性分析方法，根据高分辨

质谱获得精准相对分子质量、碎片离子峰、保留时

间及对照品信息，同时结合相关文献及数据库，实

现对益智仁中倍半萜类化学成分的快速、准确鉴定。

为益智仁的药效物质基础研究和质量控制水平提升

奠定了基础。 

1  仪器与试剂 

1.1  仪器 

UHPLC-Q-Orbitrap 液相色谱-质谱联用系统：

Ultimate 3000 超高效液相色谱仪（Dionex 公司，美

国）串联 Q Exactive 型高分辨质谱（Thermo Fisher 

Scientific 公司，美国）；JP-300B 型高速多功能粉碎

机（永康市久品工贸有限公司）；AL104 型万分之

一分析天平[瑞士 Mettler Toledo（上海）有限公司]；

MDS-6G 多通量密闭微波化学站（上海新仪微波化

学科技有限公司）。 

1.2  试剂 

益智仁药材购于同仁堂，经河南中医药大学李

寒冰教授鉴定为姜科山姜属植物益智 Alpinia 

oxyphylla Miq. 的干燥成熟果实；对照品诺卡酮

（nootkatone，北京中科仪友化工技术研究院，批号

180308，经 HPLC 质量分数≥98%）、oxyphyllenone 

A（百灵威科技有限公司，批号 LK20T56，经 HPLC

质量分数≥97%）、valencene（ChromaDex， Inc. 

Irvine，批号 00022050-007，经 HPLC 质量分数≥

98%）和 oplopanone（百灵威科技有限公司，批号

LK20T55，经 HPLC 质量分数≥96%）。无水乙醇（分

析纯，天津市凯通化学试剂有限公司），甲醇、乙腈、

甲酸均为色谱纯（美国 Fisher 公司）；水为超纯水。 

2  方法 

2.1  供试品溶液和对照品溶液制备 

精密称取干燥的益智仁粗粉 1.0 g，按料液比为

1∶30的比例加入60%乙醇30 mL，提取温度80 ℃，

微波提取仪功率固定为 6 W，微波提取 10 min抽滤，

用提取溶剂定容至 40 mL，充分摇匀后取 1 mL 溶

液，置 100 mL 量瓶定容至刻度，用 0.22 μm 微孔滤

膜滤过，即得供试品溶液。 

取诺卡酮、oxyphyllenone A、valencene 和

oplopanone 对照品适量，精密称定，置于 10 mL 量

瓶中，分别加入甲醇适量，制得质量浓度为 0.1 

mg/mL的单一对照品溶液，置4 ℃冰箱中保存备用，

其中 0.1 mg/mL 诺卡酮对照品用于定量分析。再分别

精密量取上述 4 个单一对照品储备液适量，混合后加

入纯甲醇稀释，最终制备成各对照品质量浓度均为1.0 

μg/mL 的混合对照品溶液，用于后续定性分析。 

2.2  定量分析条件 

2.2.1  色谱条件  色谱柱为 ACQUITY UPLCBEH 

C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；以乙腈（A）-0.1%

甲酸水溶液（B）为流动相，梯度洗脱：0～3.0 min，

95%A；3.0～16.0 min，95%～85%A；16.0～20.0 

min，85%～78%A；20.0～26.0 min，78%～45%A；

26.0～30.0 min，45% A～100%B；30.0～35.0 min，

100%B；35.0～36.0 min，100%～5%B；36.0～40.0 

min，5%B；体积流量为 0.2 mL/min，进样量 5 μL；

柱温 40 ℃。 

2.2.2  质谱条件  本实验采用 UHPLC-Q-Orbitrap

液质联用仪中的 Full-MS 一级模式对诺卡酮进行定

量测定。离子源采用 HESI 源（heated ESI），辅助

气体积流量 10 μL/min，辅助气温度 320 ℃，离子
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传输管温度 320 ℃；鞘气体积流量 40 μL/min，喷

雾电压 3.50 kV；质谱分辨率 70 000 FWHM，扫描

范围 m/z 80～1 200。 

2.3  方法学考察 

2.3.1  线性范围  精密量取 0.02、0.04、0.08、0.12、

0.16、0.20 mL 诺卡酮对照品溶液（100 μg/mL），

分别置于 25 mL 量瓶中，50%甲醇定容至刻度，配

制成质量浓度分别为 0.08、0.16、0.32、0.48、0.64、

0.80 μg/mL 的系列梯度溶液，在“2.2”项下色谱和

质谱条件下进样分析，记录峰面积。以对照品诺卡

酮质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），

进行线性回归，即得标准曲线方程 Y＝2×109 X＋

3×107（R2＝0.999），表明诺卡酮质量浓度在 0.08～

0.8 μg/mL 与峰面积线性关系良好。 

2.3.2  精密度考察  取“2.1”项下供试品溶液，在

“2.2”项下条件下连续进样 6 次，记录峰面积。得

到诺卡酮峰面积的 RSD 值为 1.82%，表明仪器精密

度良好。 

2.3.3  重复性考察  按“2.1”项下方法平行制备 6

份供试品溶液，在“2.2”项色谱和质谱条件下进样

分析，记录峰面积。计算得诺卡酮质量浓度，其 RSD

值为 2.93%，表明该方法重复性良好。 

2.3.4  稳定性考察  取“2.1”项下供试品溶液，分

别于 0、2、6、10、12、24 h 室温放置后，按“2.2”

项下色谱和质谱条件进样分析，记录峰面积。计算

诺卡酮质量浓度，其 RSD 值为 1.38%。结果表明，

供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.3.5  加样回收率试验  称取益智仁样品粉末 6

份，取样量分别为 1.002 2、1.004 8、1.003 6、1.007 

2 1.002 6、1.0098 g，精密称定，分别加入诺卡酮对

照品适量，使加入的诺卡酮含量为供试品中诺卡酮

含量的 100%。按“2.1”项下方法平行制备供试品

溶液，处理后按“2.2”项下色谱和质谱条件进样分

析，记录峰面积。计算诺卡酮浓度，得到平均回收

率为 97.20%，RSD 为 3.46%。结果表明，该方法下

待测成分的测定准确度较好。 

2.3.6  供试品的测定  按“2.1”项下方法制备供试

品溶液，取适量供试品按上述方法测定诺卡酮含量，

平行 3 次，再按照公式计算诺卡酮提取量。 

诺卡酮提取量＝CDV/M 

C 为样品的诺卡酮质量浓度；D 为供试品稀释倍数；V

为测定总品溶液体积；M 为样品质量。 

诺卡酮提取量作为响应曲面法优化的指标，用

于益智仁提取条件的考察。 

2.4  响应曲面法优化工艺 

2.4.1  单因素考察  精密称取干燥的益智仁粗粉

1.0 g，考察料液比（1∶5、1∶10、1∶20、1∶30、

1∶40），提取溶剂乙醇体积分数（40%、55%、70%、

85%、100%），提取温度（40、50、60、70、80 ℃），

对益智仁倍半萜化合物诺卡酮提取量的影响，以确

定各提取条件适宜范围，为优化微波提取益智仁工

艺参数提供依据。 

2.4.2  响应曲面优化试验设计  根据 Box-Behnken 

中心组合试验设计原理，在单因素实验基础上，选

择乙醇体积分数（A）、提取温度（B）和料液比（C）

为考察因素，诺卡酮提取量为响应值，利用 

Design-Expert8.0.6 软件对试验进行设计，优化微波

提取法提取益智仁中诺卡酮的工艺参数。实验因素

水平见表 1。 

表 1  实验因素水平 

Table 1  Factors and levels for Box-Behnken design 

水平 
因素 

A/% B/℃ C/(mL·g−1) 

－1 55 60 20 

0 70 70 30 

1 85 80 40 

2.5  定性分析条件 

2.5.1  色谱条件  色谱柱为 ACQUITY UPLCBEH 

C18 （100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；以 0.1%甲酸水

溶液（A）-乙腈（B）为流动相，梯度洗脱，洗脱

程序为 0～2.0 min，95%A；2.0～8.0 min，95%～

50%A；8.0～15.0 min，50%～25%A；15.0～30.0 

min，75%～100%B；30.0～35.0 min，100%B；35.0～

36.0 min，75%～5%B；36.0～40.0 min，5%B；体

积流量 0.2 mL/min，进样量 5 μL；柱温 40 ℃。 

2.5.2  质谱条件  UHPLC-Q-Orbitrap 液质联用仪：

离子源采用 HESI 源（heated ESI），辅助气体积流

量 10 μL/min，辅助气温度 320 ℃，离子传输管温

度320 ℃；正离子模式下：鞘气体积流量40 μL/min，

喷雾电压 3.50 kV；负离子模式下：鞘气体积流量

38 μL/min，喷雾电压 2.80 kV。扫描方式：正、负

离子 Full MS/dd-MS2 模式，Full MS 分辨率 70 000 

FWHM，dd-MS2 分辨率 17 500 FWHM，扫描范围：

m/z 80～1 200，质荷比窗口宽度设置为 2，碰撞能

梯度为 20、40、60 eV。 
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2.6  益智仁倍半萜类化合物鉴定方法 

按“2.1”项下方法制备供试品溶液，按“2.5”

项下条件进样后，根据质谱提供的准分子离子和加

合离子等信息推测并得到一级质谱的精确相对分子

质量，经 Xcalibar 2.0 软件拟合分子式，并与数据库

进行比对，对各色谱峰进行初步推测，再依据对照

品或参考文献、Mass Bank 数据库提供的保留时间

及高能碰撞下产生的碎片离子信息，进一步推断待

测化学成分 

3  结果与分析 

3.1  提取工艺的优化 

3.1.1  单因素考察结果  结果如图 1 所示，随着乙

醇体积分数增加，提取量先大幅增加再缓慢下降，

为达到较高的提取量，需进一步优化乙醇体积分数。

提取量随着温度增加而增加，在提取温度为 80 ℃

时达到峰值，温度升高有助于倍半萜类化合物的提

取，但过高的温度可能导致有些倍半萜化合物的结

构被破坏，且考虑到安全问题，微波萃取时设定的

温度不能超过提取溶剂的沸点，故试验设定 80 ℃

为最大温度。提取量随着液料比的增加先缓慢增加

再大幅增加，之后呈下降趋势，需进一步优化合适

的液料比。 

3.1.2  响应曲面优化试验结果  在单因素试验结果

的基础上，采用 Box-Behnken 试验设计优化微波萃 

 

 
图 1  单因素实验结果 

Fig.1  Results of single-factor experiments 

取法提取益智仁倍半萜类的最佳条件，结果见表 2。 

利用 Design-Expert 8.0.6 对提取量试验数据进

行二项多元回归拟合，得到的二次回归方程的三维响

应曲面图，结果见图 2～4。根据响应曲面图评价各因

素之间交互作用对提取量的影响强度，筛选出各考察

因素的最佳取值。根据软件预测结果，并结合实际情

况，确定最优提取条件为：乙醇浓度 60%，提取温度

80 ℃，料液比为1∶30，提取量的预测值为1.73 mg/g。 

3.2  益智仁倍半萜类化合物的鉴定 

根据“2.5”项下色质谱条件进样，在 UHPLC-Q- 

Orbitrap HRMS 条件下对供试品及对照品溶液进行

分析，所得总离子流图（TIC）见图 5、6。根据“2.6” 

项数据分析方法，共鉴定出 24 种化学成分。根据益

智仁中倍半萜类化合物的结构特点，可将鉴定出的

24 种成分分为桉叶烷型倍半萜、杜松烷型倍半萜、

艾里莫芬烷型倍半萜、刺参酮型倍半萜。其中桉叶

烷型 9 个、杜松烷型 6 个、艾里莫芬烷型 8 个、刺

参酮型 1 个，结果见表 3。 

3.2.1  桉叶烷型倍半萜  本研究共鉴定出 9 个桉叶

烷型倍半萜，包括 oxyphyllenone B、(4S*,5E,10R*)- 

7-oxo-tri-nor-eudesm-5-en-4β-ol、oxyphyllanene B、 

表 2  Box-Behnken 设计方案及试验结果 

Table 2  Experimental results for Box-Behnken design 

编号 
乙醇体积

分数/% 
温度/℃ 

液料比/ 

(mL·g−1) 

诺卡酮提取

量/(mg·g−1) 

1 70.00 60.00 30.00 1.288 24 

2 55.00 70.00 30.00 1.545 78 

3 55.00 70.00 30.00 1.489 28 

4 55.00 60.00 40.00 1.290 01 

5 55.00 70.00 30.00 1.424 87 

6 40.00 70.00 20.00 0.907 01 

7 70.00 80.00 30.00 1.705 05 

8 55.00 60.00 20.00 1.315 94 

9 55.00 70.00 30.00 1.405 68 

10 55.00 70.00 30.00 1.424 96 

11 70.00 70.00 40.00 1.282 53 

12 70.00 70.00 20.00 1.267 92 

13 55.00 80.00 40.00 1.491 68 

14 40.00 60.00 30.00 0.685 32 

15 40.00 80.00 30.00 1.081 17 

16 40.00 70.00 40.00 0.500 07 

17 55.00 80.00 20.00 1.480 57 

提
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/(
m

g
·g
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1
) 
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图 2  乙醇体积分数与温度对提取量的响应面图和等高线图 

Fig. 2  Response surface and contour plot diagram of ethanol concentration and temperature to extraction quantity 

 

图 3  乙醇体积分数与液料比对提取量的响应面图和等高线图 

Fig. 3  Response surface and contour plot diagram of ethanol concentration to material-liquid ratio for extraction quantity 

 

图 4  温度与液料比对提取量的响应面图和等高线图 

Fig. 4  Response surface and contour plot diagram of temperature and material-liquid ratio for extraction quantity 

 
图 5  正离子模式下供试品 TIC 图 

Fig. 5  TIC of Alpiniae Oxyphyllae Fructus (positive ion mode) 

(5S,7R,10R)-5-hydroxy-noreudesma-2-tien-3,11-dione、

teuhetenone A、7-epi-teucrenone、oxyphyllanene A、

oxyphyllenone A、(4aS,7S)-7-hydroxy-1,4a-dimethyl- 

7-(prop-1-en-2-yl)-4,4a,5,6,7,-hexahydronaphthalen

2(3H)-one。 

以 7-epi-teucrenone 为例，供试品中该化合物的 

保留时间为 9.31 min。根据一级质谱信息，其 [M＋

H]
＋
分子离子峰为 m/z 235.169 3，由此确定相对分子

质量为 234.169 3。根据二级质谱提供的离子碎片，

可观察到有 H2O、C3H6、C5H8、C6H6、CO 等中性 
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图 6  正离子模式下混合对照品 TIC 图 

Fig. 6  TIC of mixed references (positive ion mode) 

丢失碎片，结合精确质量数以及二级高分辨质谱图，

推断该化合物为 7-epi-teucrenone，其质谱裂解途径

见图 7。 

3.3.2  杜松烷型倍半萜  本研究共鉴定出 6 个杜松

烷型，包括 oxyphyllenodiol A、oxyphyllone E、

oxyphyllenodiol B、4S-isoprophy-6-methyl-1-tetralone、

oxyphyllenone H、ketoalcohol。以 oxyphyllenone H

为例，供试品中该化合物的保留时间为 11.15 min。

根据一级质谱信息，其 [M＋H]
＋
分子离子峰为 m/z 

表 3  益智仁倍半萜类化学成分 

Table 3  Chemical composition identified in compound sesquiterpenes from Alpiniae Oxyphyllae Fructus 

编号 化合物名称 分子式 模式 tR/min 
理论值 

(m/z) 

实测值 

(m/z) 

误差 

(×10−6) 
分类 

1 oxyphyllenone A# C12H18O3 正离子 6.79 211.132 9 211.132 5 −1.947 a 

2 oxyphyllenone B[12] C12H18O3 正离子 7.66 211.132 9 211.132 6 −1.378 a 

3 oxyphyllenodiol A[7] C14H22O3 正离子 8.06 239.164 2 239.163 6 −2.555 b 

4 (11S)-nootkatone-11,12- 

diol[13] 

C15H24O3 正离子 8.06 253.179 8 253.179 1 −2.690 c 

5 oxyphyllanene B[7] C12H14O2 正离子 8.57 191.106 7 191.106 5 −0.765 a 

6 oxyphyllone E[7] C14H20O3 正离子 8.74 237.148 5 237.148 1 −1.691 b 

7 oxyphyllenodiol B[14] C14H22O3 正离子 8.91 239.164 2 239.163 7 −1.928 b 

8 (4S*,5E,10R*)-7-oxo-tri- 

or-eudesm-5-en-4β-ol[14] 

C12H18O2 正离子 8.97 195.138 0 195.137 7 −1.416 a 

9 (5S,7R,10R)-5-hydroxy- 

noreudesma-2-tien-3,11- 

dione[7] 

C14H20O3 正离子 9.17 237.148 5 237.148 2 −1.396 a 

10 7-epi-teucrenone[15] C15H22O2 正离子 9.31 235.169 3 235.168 8 −1.856 a 

11 teuhetenone A[13] C12H18O2 正离子 9.47 195.138 0 195.137 7 −1.314 a 

12 oxyphyllanene A[13] C12H16O2 正离子 9.66 193.122 3 193.122 2 −0.758 a 

13 diketone[7] C14H20O2 正离子 9.82 221.153 6 221.153 2 −1.657 c 

14 11-hydroxy-valenc-1(10)-

en-2-one[15] 

C15H24O2 正离子 9.87 237.184 9 237.184 3 −2.389 c 

15 dehydro-nootkatone[14] C15H20O 正离子 10.40 217.158 7 217.158 3 −1.666 c 

16 nootkatol[7] C15H24O 正离子 10.95 221.190 0 221.189 6 −1.682 c 

17 oplopanone# C15H26O2 正离子 10.98 239.200 6 239.199 9 −2.703 d 

18 oxyphyllenone H[14] C14H22O2 正离子 11.15 223.169 3 223.168 9 −1.732 b 

19 (4aS,7S)-7-hydroxy-1,4a- 

dimethyl-7-(prop-1-en-2- 

yl)-4,4a,5,6,7-hexahydro-

naphthalen2(3H)-one[7] 

C15H22O2 正离子 11.83 235.169 3 235.168 8 −1.984 a 

20 ketoalcohol[7] C14H22O2 正离子 12.67 223.168 9 223.168 8 −2.001 b 

21 eremophila-1(10),11(12)- 

dien-2,9-dione[8] 

C15H20O2 正离子 12.88 233.153 6 233.153 3 −1.443 c 

22 nootkatone# [14] C15H22O 正离子 14.96 219.174 3 219.173 8 −2.472 c 

23 4S-isoprophy-6-methyl-1- 

tetralone[8] 

C14H18O 正离子 15.01 203.143 0 203.142 7 −1.830 b 

24 valencene# C15H24 正离子 17.69 205.195 1 205.194 7 −1.839 c 

#经对照品对照  a-桉叶烷型倍半萜  b-杜松烷型倍半萜  c-艾里莫芬烷型倍半萜  d-刺参酮型倍半萜 

#Compared with standard substance  a-eudesmane-type  b-cadinane-type  c-eremophilane-type  d-oplopanone-type 

  5                10                15                20 
t/min 

24 
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17
22 
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图 7  7-epi-teucrenone 质谱裂解途径 

Fig. 7  Fragment pathway of 7-epi-teucrenone 

223.169 3，由此确定相对分子质量为 222.169 3。根

据二级质谱提供的离子碎片，可观察到有 H2O、

C3H6、C4H6、C2H2等中性丢失碎片，结合精确质量

数以及二级高分辨质谱图，推断该化合物为

oxyphyllenone H，其质谱裂解途径见图 8。 

3.3.3  艾里莫芬烷型倍半萜  本研究共鉴定 8 个艾

里莫芬烷型倍半萜，包括 (11S)-nootkatone-11,12- 

diol、diketone、11-hydroxy-valenc-1(10)-en-2-one、

dehydro-nootkatone 、 nootkatol 、 eremophila-1(10), 

11(12)-dien-2,9-dione、nootkatone、valencene。以

nootkatone 为例，供试品中该化合物的保留时间为

14.96 min。根据一级质谱信息，其 [M＋H]
＋
分子离

子峰为 m/z 219.174 3，由此确定相对分子质量为

218.174 3。根据二级质谱提供的离子碎片，可观察

到有 H2O、C4H8、CH2、CO 等中性丢失碎片，结合

精确质量数并与对照品对比，推断该化合物为

nootkatone，其质谱裂解途径见图 9。 

3.3.4  刺参酮型倍半萜  本研究共鉴定出 1 个刺参

酮型倍半萜（oplopanone），供试品中该化合物的保

留时间为 10.98 min。根据一级质谱信息，其 [M＋

H]
＋
分子离子峰为 m/z 239.200 6，由此确定相对分

子质量为 238.200 6。根据二级质谱提供的离子碎

片，可观察到有 H2O、C3H6、C4H8、C4H4、C2H4

等中性离子丢失，结合精确质量数并与对照品对

比，推断该化合物为 oplopanone，其质谱裂解途

径见图 10。 

 

图 8  Oxyphyllenone H 质谱裂解途径 

Fig. 8  Fragment pathway of oxyphyllenone H 
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图 9  Nootkatone 质谱裂解途径 

Fig. 9  Fragment pathway of nootkatone 

 

图 10  Oplopanone 质谱裂解途径 

Fig. 10  Fragment pathway of oplopanone 

4  讨论 

4.1  制备方法的优化 

诺卡酮作为益智仁中主要活性成分之一，具有

抗氧化、抗炎、抗凋亡、保护神经、提高学习记忆

力等作用，在治疗阿尔茨海默病和护肝抗纤维化等

方面具有潜在优势[2-3]。已有研究表明，益智仁所含

成分中诺卡酮居于首位（14.42%）[16]。本课题组前

期实验发现，益智仁提取物中诺卡酮峰面积是其他

萜类化合物的几倍甚至几百倍。因此，本研究以诺

卡酮的提取含量为指标，优化最佳提取条件，为倍

半萜类化合物定性分析提供前期基础。 

有关益智仁提取工艺研究多采用正交试验，但

对分析各因素对提取效果的交互影响方面存在不

足[17]。本研究采用 Box-Behnken 响应面法，通过试

验体系的响应值作为多个实验因素的函数，并将函

数关系通过多维图形显示，结合图形分析、函数求

导等方法优化试验设计中的提取条件[18]。与传统正

交和均匀设计法相比，Box-Behnken 响应曲面法可

以通过有限的实验次数，建立各因素的多元二次模

型，充分考察多个影响因素以及各因素之间的交互

作用对提取率的影响，避免了简单的线性模式设计

实验预测值与真实值偏差较大的缺点，较好地保证

准确度，得到准确预测值[19]。 

4.2  分析方法的优化 

本实验在进行色谱柱的选择时，主要考察了

ACQUITY UPLC®HSS T3 型色谱柱（100 mm×2.1 

mm，1.8 µm）和 ACQUITY UPLC®BEH C18（100 

mm×2.1 mm，1.7 µm）；结果显示这 2 种色谱柱分

离效果均较好，但经 ACQUITY UPLC®BEH C18 色

谱柱分离的多数化合物出峰偏靠前，保留时间较短，

总分析时间相对缩短。因此，本实验选择了分析时间

更短的 UPLC®BEH C18色谱柱进行化合物的分离。 

本实验分别比较了甲醇-水、乙腈-水和乙腈- 

0.1%甲酸水作为流动相系统时的色谱行为，对比发

现乙腈-水的基线噪音稳定优于甲醇-水，主要表现

为色谱峰大多不受基线噪音的干扰；在乙腈-0.1%

甲酸水系统中，可见各成分分离度更好，且质谱

响应有所提高；因此，最终选择乙腈-0.1%甲酸水

两相作为本研究流动相系统。为了使化合物出峰

更加提前且减少叠加的问题，本实验进一步对流

动相梯度进行优化，确保了最优分离效果和较短

的分析时间。 
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UHPLC-Q-Orbitrap 色谱质谱联用技术具有灵

敏度高、稳定性好以及定性定量准确的优势，被广

泛应用于中药或复杂基质中未知物的筛选、鉴定及

定量分析。本实验采用基于四级杆-静电场轨道阱技

术的高分辨质谱系统对益智仁中的倍半萜类活性化

学成分进行定性研究，结合一级质谱所得精确质量

数及二级高分辨质谱图等信息对可能的化合物进行

确认，并采用 Mass Frontier 软件推断所得化合物的碎

裂途径，极大程度上简化了数据处理流程，为益智仁

中倍半萜类化合物的进一步研究提供实验依据。 

本研究采用 UHPLC-Q-Orbitrap HRMS 对益智

仁所含倍半萜类化学成分进行分析，共鉴定出 24

种倍半萜类物质。倍半萜类作为益智仁中主要特征

化学成分，具有多种生物活性。如 nootkatone、

β-nootkatol、eremophila-1(10),11(12)-dien-2,9-dione、

7-epi-teucrenone、teuhetenone A、oxyphyllenone A、

oxyphyllanene F、(4aS,7S)-7-hydroxy-1,4a-dimethyl- 

7-(prop-1-en-2-yl)-4,4a,5,6,7-hexahydronaphthalen-2- 

(3H)-one、oxyphyllendiol A、oxyphyllendiol B 等倍

半 萜 类 成 分 能 够 抑 制 NO 生 成 [10,20-24] ；

nootkatone[2,23]、valencene[25-26]、oxyphyllenone A[23]

具 有 抗 炎 作 用 ； nootkatone 、 oxyphyllol C 、

oplopanone、7-epi-teucrenone 具有神经保护活性[3,9]；

nootkatone 具有抗氧化、抑制凋亡、抑制 RBL-2H3

细胞释放 β-己糖胺酶等作用[2,21,27]；7-epi-teucrenone

能在一定范围内具有降低膀胱逼尿肌收缩张力[28]；

β-nootkatol 能够拮抗钙离子活性，并已被申请专利，

注 册 为 新 型 血 管 舒 张 药 [29] 。 本 研 究 采 用

UHPLC-Q-Orbitrap HRMS 技术，对益智仁中倍半萜

类物质进行系统性鉴定分析，较全面地探究其药效

物质基础，为益智仁质量控制水平的提升及其药物

资源的进一步开发、利用与转化提供了科学依据和

前期基础。 
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