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摘要!应用
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法快速鉴定麦冬药材中高异黄酮类化合物"考察不同高能诱导裂解

!

J2K

$能量下高异黄酮的裂解情况"优选特征碎片离子对进行鉴定"并探索麦冬中高异黄酮类成分的裂

解规律%应用该方法在麦冬提取物中鉴定出
#A

个高异黄酮类成分"其中包括
)#

个高异黄酮成分"
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个

高异黄烷酮成分"

++

个高异黄酮糖苷类成分%结果表明"

J2K

模式能够提供丰富稳定的裂解碎片离子

信息"结合
BCD2EDFGEH.I4;.0

9

技术能够快速准确地鉴定复杂组分中高异黄酮类成分"可为中药系列

成分研究提供有价值的方法参考%
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$的块根"是常用中药%高异黄酮类化

合物是麦冬中特有的一类成分"已被证明具有

广泛的生物学活性"如雌激素样作用)抗炎)抑

制磷酸化等*

+

+

%

目前"对麦冬中高异黄酮类成分的分析主

要采用柱色谱法分离得到单一产物"然后经核

磁共振!

(7]

$鉴定以及
JCD2E78

(

78

分析%

但提取分离过程耗时费力"且不能整体表征麦

冬中高异黄酮类成分%同时"由于麦冬药材中

含有的高异黄酮类成分数量众多)结构类似)同

分异构体难以区分且含量相差悬殊"目前采用

的液质联用方法对其物质基础研究尚不深

入*

)E@

+

"无论是色谱分离度还是质谱碎片信息准

确度都有待进一步提升*

ME@

+
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超高效液相色谱
E

质谱法!

BCD2E78

$结合

了超高效液相色谱的快速分离能力和质谱的高

灵敏度)高专属性的检测能力"现已成为中药复

杂体系成分结构鉴定的常用方法*

#E?

+

%线性离

子阱
E

串联静电轨道阱!

DFGEH.I4;.0

9

$的高分

辨质谱仪可提供高分辨!分辨率最高达
+*****

$

的相对分子质量和丰富的碎片信息%同时"高

能诱导裂解!

34

Q

35.5/5.

Q=

:%&&464%/4/W-:5W

W466%:40;4%/

"

J2K

$相对于常规的碰撞诱导裂

解!

:%&&464%/4/W-:5WW466%:40;4%/

"

2\K

$可提供

更稳定的高能裂解方式"不会发生
2\K

裂解中

的低质量碎片丢失!

:-;E%11

$效应"一次高能碎

裂反应即可获得化合物全面的碎片信息"可明

显提高化合物的鉴定效率*

+*

+

%

本工作通过对比不同水平裂解能量下的高

分辨质谱信息"优化分析条件"并结合该类化合

物的
J2K

质谱裂解规律"对麦冬药材中高异

黄酮类成分进行筛选和表征"希望为麦冬药效

成分的快速发现提供依据%
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线性离子阱
E

串联静电轨道

场质谱仪'美国
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公司产品"配有

电喷雾离子源!
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b:0&4I-.)_+

工作站#
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型数控超声波清洗器'昆山市超声

仪器有限公司产品#

74&&4
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/5.

Q=

B$

型

超纯水机'美国
74&&4

9

%.5

公司产品#

])**K

型

电子分析天平!十万分之一$'德国
80.;%.4-6

公

司产品%

BCD

!

药材与试剂

麦冬药材'购自北京同仁堂药店"经北京中

医药大学谭鹏副教授鉴定为百合科植物麦冬

@

A

/$,

A

,

'

,&

%

7

A

,&$2+)

!

F3-/I_

$

5̂.Z0U&_

的干燥块根#高异黄酮对照品!
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McE

三羟基
E

#E

甲基二氢高异黄酮)麦冬二氢高异黄酮
L

)甲

基麦冬二氢高异黄酮
O

)甲基麦冬二氢高异黄

酮
L

)

@

"

"

"

)cE

三羟基
EMcE

甲氧基
E#

"

AE

二甲基二

氢高异黄酮和麦冬二氢高异黄酮
P

$'均为本实

验室从麦冬药材中分离而得"纯度大于
?@̀

#

甲醇)乙腈和甲酸'均为色谱纯"美国
F35.<%

a4635.

公司产品#实验用水'

74&&4

9
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超纯水%

BCE
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麦冬提取物的制备

称取
@**

Q

麦冬药材"粉碎成粗粉"加
"@̀

乙醇回流提取
)

次"合并得到的乙醇提取液"减

压浓缩至无醇味后"放置至室温#将其注入

(̂ L

大孔吸附树脂柱"水洗至无糖反应"用

A*̀

乙醇洗脱"收集洗脱液"减压回收乙醇"经

真空干燥后"即得麦冬提取物%

BCF

!

溶液的配制

BCFCB

!

标准品的制备
!

分别称取适量的上述

标准品"精密称定"加入
A*̀

甲醇超声溶解"配

制成
+<

Q

(

D

混合溶液%

BCFCD
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供试品溶液的制备
!

精密称取
*_)

Q

麦冬提取物"加入
)@<DA*̀

甲醇"超声提取

!*<4/

"静置冷却后"取上清液"过
*_))

"

<

微

孔滤膜"即得供试品溶液%
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实验条件

BCGCB
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色谱条件
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$#流

动相'

L

为
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甲酸
E

水溶液"
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为乙腈#梯度

洗脱程序'
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#流速'
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<4/

#

柱温'

)@e

#进样量'
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BCGCD
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质谱条件
!

电喷雾离子源"负离子检

测模式#鞘气和辅助气均为氮气"纯度
#

??̀

#鞘气流速
M*

个单位"辅助气流速
)*

个

单位#碰撞气为氦气"纯度
#

??_??̀

#电离源

电压'

fMV$

#离子源温度'

!@* e

#毛细管电

压'

f!@$

#管透镜电压'

f++*$

#样品采用

傅里叶变换高分辨全扫描!

aF

$"质量扫描范

围
C

(

<+@*

#

+@**

#检测分辨率'

!****

#二级

质谱采用数据依赖型扫描"选取一级丰度最

高的
!

个色谱峰进行
J2K

碎裂#

J2K

参数

为'分辨率
+@***

"归一化碰撞能量
+)*

)

+@*

单位%

D
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结果与讨论

DCB
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高异黄酮类成分检测条件的优化

DCBCB

!

液相色谱条件的优化
!

为了同时获得

良好的高异黄酮色谱峰形和质谱信号响应"

采用
*_*@̀

甲酸作为流动相改性剂%实验对

比了甲醇
E*_*@̀

甲酸溶液)乙腈
E*_+̀

甲酸

溶液)乙 腈
E*_*@̀

甲 酸 溶 液 和 乙 腈
E

甲 醇
E

*_+̀

甲酸溶液等不同流动相体系对高异黄

酮色谱分离效果的影响"从而优化色谱分离

条件"得到的麦冬中高异黄酮的总离子流图

示于图
+

%

DCBCD

!

J2K

裂解条件的优化
!

碰撞能量对于

产生碎片离子的种类和强度具有至关重要的作

用%为了获得丰富全面的高异黄酮碎片信息"

提高鉴定精确度"实验以标准品作为研究对象"

考察了不同碰撞能量!

!*

)

@*

)

"*

)

?*

)

+)*

)

+@*

)

)**

单位$下母离子的碎裂状态%结果表明'在

较低碰撞能量!低于
"*

单位$下"母离子几乎未

发生碎裂#当碰撞能量处于
"*

#

+@*

单位时"碎

片离子的种类比较丰富"特征离子的相对丰度

较高"可提供详细的结构信息#当碰撞能量进一

步提高时"多数特征离子被过度碎裂"相对丰度

降低"不利于结构解析%因不同高异黄酮化合

物的最优碰撞能量并不相同"经对比优化"最终

采用
+)*

)

+@*

单位碰撞能量下的碎片信息进行

结构鉴定%
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图
B

!

麦冬中高异黄酮类成分的总离子流图

H,

I

JB

!

K+2-7,+14<>+5-2+

I

>-5

"

K/$

#

+3<+5+,6+37-8+1+,*6,1"

#

$%&

#

&

'

&!

(

)

#

&!%*)+

DCD

!

高异黄酮
&$;

裂解规律的分析

高异黄酮是比异黄酮多
+

个亚甲基的特殊

黄酮"结构类型示于图
)

%亚甲基的存在导致此

处容易发生质谱裂解反应"从而产生失去
O

环的

碎片离子"即高异黄酮最主要的特征离子*

++

+

"据

此可对
L

环及
O

环上的取代基类型及数量进行

快速推断%在
J2K

模式下"高异黄酮不仅能产

生上述诊断离子"而且母核上的取代基!如甲氧

基$"以及
L

环本身也会发生裂解反应%以标

准品麦冬黄烷酮
L

为例"其分子式为
2

+A

J

+#

H

#

"

准分子离子峰*

7fJ

+

f的精确质量数为
C

(

<

!)"_*A#@

"推断其分子式为
2

+A

J

+@

H

#

"误差为

f)_A+d+*

f#

%该离子经
J2K

裂解产生碎片

离子
C

(

<+?!_*M?#

*

2

+*

J

?

H

M

+

f

)

C

(

<+?)_*M)!

*

2

+*

J

A

H

M

+

f

)

C

(

<+#M_*M"#

*

2

?

J

A

H

!

+

f

)

C

(

<

+!#_*+#A

*

2

"

J

M

H

!

+

f

%根 据 特 征 离 子
C

(

<

+?!_*M?#

"可推断
O

环上有
+

个亚甲二氧基"而
L

环上有
)

个羟基和
+

个甲基#

C

(

<+#M_*M"#

是中性

丢失
2

M

位羰基的碎片离子"

C

(

<+!#_*+#A

是
C

(

<

+#M_*M"#

的
2

环继续裂解的产物"其裂解途径示

于图
!

%高异黄酮会产生相差
+!-

的特征碎片离

子*

7fJfOE.4/

Q

+

f 和*

7fJfOE.4/

Q

g2J

+

f

"

图
D

!

高异黄酮类成分的结构类型

H,

I

JD

!

)2>L42L>02

@.

06+3<+5+,6+37-8+1+,*6

图
E

!

麦冬黄烷酮
=

的
&$;

裂解途径推断
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这可作为判断高异黄酮取代基种类和数量的依

据%当含有甲氧基取代时"会产生中性丢失

+

个
2J

!

!

f+@-

$的碎片离子"依据产生该碎片

离子的数量可判断化合物中甲氧基的数量#当

含有醛基取代时"则会在准分子离子基础上产

生中性丢失
+

个
2H

!

f)A-

$的碎片离子"依此

可判断醛基的有无*

+)

+

%上述特征裂解碎片及

裂解方式可为高异黄酮类成分的结构鉴定提供

依据%

DCE

!

高异黄酮类成分结构的快速鉴定

参照文献报道*

+E@

"

++

+

"设定麦冬高异黄酮的

高分辨质谱数据处理参数'最大分子质量误差

为
!d+*

f#

"

2

)

J

)

H

原子数目的范围分别为

+#

#

)?

)

+)

#

!#

)

!

#

+M

%结合得到的高分辨质

谱数据和多级质谱碎片信息"共从麦冬提取物

中快速鉴定出
#A

个高异黄酮类成分%各化合

物的保留时间"高分辨质谱质量数的理论值和

实测值"误差"以及在
+)*

)

+@*

单位下的
J2K

多级裂解碎片等详细信息列于表
+

%

DCECB

!

高异黄酮结构鉴定
!

结合质谱数据处

理参数和特征离子碎片信息"共鉴定出
)#

个高

异黄酮化合物%经文献*

ME@

"

++

+比对可以确定取

代基位置的化合物有
+@

个"未能确定取代基位

置的化合物的取代基信息已于表
+

中列出%下

面举例说明高异黄酮的鉴定过程%

在负离子模式下"化合物
))

和
)@

均产生

C

(

<)?"_*"#?

*

7fJ

+

f的准分子离子峰"根

据精确的相对分子质量可推断其分子式为

2

+"

J

+!

H

@

"误差为
*_)"d+*

f#

%在
J2K

裂解

过程中"

C

(

<)?"_*"#?

均可产生
C

(

<)*M_*M))

*

7fJfOE.4/

Q

g2J

+

f

)

C

(

<+?+_*!M@

*

7f

JfOE.4/

Q

+

f的碎片离子"由此可推断
O

环上

有
+

个羟基取代"而
L

环上有
)

个羟基和
+

个

甲基取代%根据色谱保留行为分析以及文献报

道*

@

+

"将它们分别鉴定为
@

"

"

"

McE

三羟基
EAE

甲基

高异黄酮和
@

"

"

"

McE

三羟基
E#E

甲基高异黄酮%

化合物
@!

可产生
C

(

<!M+_+*)"

*

7fJ

+

f

的准分子离子峰"推断其分子式为
2

+?

J

+"

H

#

"

误差为
f+_M!d+*

f#

%该化合物的
J2K

碎片

离子
C

(

<)*@_*@**

*

7fJfOE.4/

Q

+

f

)

C

(

<

)+A_*@"!

*

7fJfOE.4/

Q

g2J

+

f分别为
O

环

丢失后得到的"且进一步产生了
C

(

<!)#_*""?

*

7fJf2J

!

+

f和
C

(

<!++_*@M?

*

7fJf

)2J

!

+

f等碎片离子"说明其分子结构中可能

含有
)

个甲氧基%结合保留时间及相关文

献*

@

+

"将其鉴定为
@

"

!cE

二羟基
E"

"

McE

二甲氧基
E

#E

甲基高异黄酮%

另外"在分析过程中还发现了一类含有醛

基的高异黄酮"如化合物
##

产生
C

(

<!!?_*A"*

*

7fJ

+

f的准分子离子峰"可推断分子式为

2

+?

J

+@

H

#

"误差为
f+_*?d+*

f#

%二级碎片离

子
C

(

<!++_*?*?

*

7fJf2H

+

f的产生表明

其含有醛基"而
C

(

<!)M_*#)!

*

7 f Jf

2J

!

+

f表明其含有
+

个甲氧基"因此将其鉴定

为
#E

醛基异麦冬黄酮
O

*

@

+

%

DCECD

!

高异黄烷酮结构鉴定
!

结合质谱数据

处理参数和特征离子碎片信息"共鉴定出
!+

个

高异黄烷酮化合物%经文献*

ME@

"

++

+比对可以确

定取代基位置的化合物有
))

个"未能确定取代

基位置的化合物的取代基信息列于表
)

%

在负离子模式下"化合物
MA

产生
C

(

<

!@@_++A#

*

7fJ

+

f的准分子离子峰"经精确

分子质量比对"推断其分子式为
2

)*

J

+?

H

#

"误

差为
f*_)@d+*

f#

%根据
J2K

裂解产生的

C

(

<)*@_*M??

*

7fJfOE.4/

Q

+

f碎片离子"推

断
O

环上有
+

个亚甲二氧基取代"而依据
C

(

<

+?*_*)#@

*

7fJfOE.4/

Q

f2J

!

+

f的碎片离

子"可推断
L

环有甲氧基取代%经色谱保留行

为及文献比对*

@E#

+

"将其鉴定为
@E

羟基
E"E

甲氧

基
E!c

"

McE

亚甲二氧基
E#

"

AE

二甲基高异黄烷酮%

化合物
!"

产生
C

(

<!)"_+)!*

*

7fJ

+

f

的准分子离子峰"推断其分子式为
2

+?

J

+?

H

@

"

误差为
f)_!Ad+*

f#

%在
J2K

碎裂下产生

C

(

<+?+_*!MA

碎片离子"据此推断
O

环取代

的可能性有甲氧基或羟基加甲基"而依据产生

的
C

(

< !+)_*??M

*

7 f J f 2J

!

+

f

)

C

(

<

)?"_*"#@

*

7fJf)2J

!

+

f碎片离子"进一步

推断其含有
)

个甲氧基取代"故确定
O

环取代

为甲氧基"结合文献*

@

+将其鉴定为
@E

羟基
E

"

"

McE

二甲氧基
EAE

甲基高异黄烷酮%

DCECE

!

高异黄酮类葡萄糖苷结构鉴定
!

当

J2K

碰撞能量为
+)*

单位"高异黄酮葡萄糖苷

产生的碎片离子信息较少"主要为丢失一分子

葡萄糖残基产生*

7fJfZ&-

+

f

#当碰撞能量

提高至
+@*

单位时"苷元进一步裂解产生特征

碎片离子"据此可以通过推断它们的取代基分
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布情况鉴定这些糖苷类成分的结构%本实验共

鉴定出
++

个糖苷化合物"根据文献及保留时间

可以推断苷元取代基位置的有
#

个"未能确定

取代基位置化合物的苷元信息列于表
)

%

表
D

!

未确定取代基位置的高异黄酮类化合物的鉴定
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)
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+
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和
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@

)
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和
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的葡萄糖苷%因此"将化合物
@
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@

"
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E
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高
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结论

本工作应用
BCD2EDFGEH.I4;.0

9

技术结

合高能诱导裂解模式对麦冬提取物中高异黄酮

类成分进行了快速鉴定%通过考察不同裂解能

量对高异黄酮类成分的影响"优化了最佳裂解

条件"最终选择
+)*

和
+@*

单位作为碰撞能量#

归纳总结了高异黄酮类成分在上述碎裂能量下

的
J2K

裂解规律和特征碎片离子"并据此对

高异黄酮类成分的结构及
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)
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环的取代模式

进行推断%应用该方法从麦冬提取物中鉴定出

#A

个高异黄酮类成分的结构"包括
++

个高异
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个高异黄烷

酮%结果表明"该方法能够对中药中系列成分

的结构进行快速筛查和鉴定"可为中药药效物

质基础研究提供方法参考%
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