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$法分析杜仲中的化学成

分%实验使用反相
2#"

色谱柱!
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甲酸水溶液!

@

$

F

乙腈!

]

$为流动相

进行梯度洗脱#采用
I8A

离子源的正&负离子扫描方式对样品进行分析%根据高分辨质谱提供的准分子

离子和碎片离子的精确分子质量信息"并结合标准品对照与相关文献数据"共鉴定出
!D

种化学成分"包

括
#!

种木脂素类&

##

种环烯醚萜类&

G

种苯丙素类和
)

种黄酮类成分%该实验可为杜仲的药效物质基

础和品质评价等进一步研究提供基础资料%
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杜仲来源于杜仲科植物杜仲
C2+7..#,

2$.7#-('B4&X'

的干燥树皮"是我国特有的名贵

药材"药用历史悠久"始载于/神农本草经0"列

为上品"具有补肝肾&强筋骨&安胎之功效"用于

肝肾不足&腰膝酸痛&筋骨无力&头晕目眩&妊娠

漏血&胎动不安等症状)

#

*

%现代研究表明"杜仲

含有木脂素类&环烯醚萜类&苯丙素类&多糖等

多类药效活性成分"具有降血压&降血脂&降血

糖&抗肿瘤&抗菌抗病毒&保肝护肾&抗骨质疏松

等多方面的药理作用)

)F!

*

%近年来"杜仲因其显

著的生理活性受到广泛关注"国内外学者对其

进行了大量研究"主要集中于化学成分分离鉴

定&药理作用和品质评价等方面)

EFC

*

"亦有用液

相色谱
F

质谱联用技术分析杜仲化学成分的报

道"共定性或鉴定出其中
)+

个化学成分)

+FG

*

%

目前杜仲的分析方法主要有高效液相色谱法

!

H[O2

$&高效毛细管电泳法!

H[2I

$&核磁共

振!

(7Z

$和液相色谱
F

质谱联用!

O2F78

$技术

等)

#*F#)

*

%

H[O2

法操作简便&灵敏度较高#

H[2I

法载样量小&柱效高&分辨率高"但重现

性差&灵敏度较低"以上二者主要用于含量测

定%在杜仲化学成分研究方面"主要通过提取&

萃取&柱层析或制备型液相色谱等手段分离得

到单体化合物后"通过质谱及核磁共振等技术

进行分析鉴定"但传统方法的鉴定效率较低"且

对于中草药中微量化学成分的检出灵敏度低%

液质联用技术具有高效&快速&实验前处理简

单&灵敏度高&分辨率高等特点"已广泛应用于

中药复杂化学成分的定性定量分析%该技术发

展迅速"通过将不同类型的质谱串联组成复合

型质谱以提高分辨率&检测灵敏度及质量测定

准确度等"或增强其定量能力"实现定性和定量

同时分析"以满足不同的分析需求%飞行时间

质谱作为目前主流的高分辨质谱仪"其优点是

扫描速度快"仪器结构简单"其质量准确度经严

格校正后可达
#*

kC级"三重四极杆质谱和飞行

时间质谱组成串联质谱"可提供母离子和碎片

离子的精确质量"与三重四极杆质谱相比"具有

更高的分辨率&更高的质量鉴定效率和更好的

选择性)
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%根据化合物的精确分子质量以及
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多级质谱给出的化合物裂解碎片"结合相关文

献资料"能够快速鉴定化合物的结构%

本实验采用液相色谱
F

三重四极杆飞行时

间串联质谱!

O2FW.4

9
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$技术对

杜仲中的化学成分进行分析"根据高分辨质谱

获得的化合物精确分子质量&碎片离子峰&色谱

保留时间及对照品信息"结合相关文献数据"鉴

定杜仲的化学成分"并推测其可能的裂解途径

及规律"希望为研究杜仲药材的功效物质基础&

质量变化规律及质量调控机制提供基础资料%
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实验部分
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主要仪器与装置
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电喷

雾飞行时间高分辨质谱仪,美国
@]8:45K

公司

产品"配备
[50SX45U#e)

数据处理工作站#

8AOF)*@NZ

超快速液相色谱仪,日本
834<0T?-

公司产品#

@/S5WMOF#C]

离心机,上海安亭科

学仪器厂产品#

]8@))E8

电子天平,德国赛多

利斯公司产品#

_bFD**]

型超声波清洗器,昆

山市超声仪器有限公司产品#

74&&4Fb

超纯水制

备仪,美国
74&&4

9

%.5

公司产品%

<>=

!

主要材料与试剂

松 脂 醇 二 葡 萄 糖 苷 !批 号,

###D!+F

)**D*#

$&桃叶珊瑚苷!批号,

###+C#F)**C*#

$&

京尼平苷!批号,

##*+EGF)**+#E

$&京尼平苷酸

!批号,

###")"F)*##*)

$&哈巴苷!批号,

###+)GF

)*#E*D

$&梓醇!批号,

##*"*"F)**D*"

$&绿原酸

!批号,

##*+D!F)**E#!

$&咖啡酸!批号,

##*""DF

)**#*)

$&芦丁!批号,

#***"*F)**+*+

$等对照

品,纯度均大于
GGf

"由中国食品药品检定研

究院提供#新绿原酸!批号,

#)##)+#)

$&隐绿原

酸!批号,

#)##)C*D

$,纯度均大于
G"f

"成都普

瑞法科技开发有限公司产品#异槲皮苷!批号,

]2]])GE!

$,纯度
+

G"f

"美国
84

J

<0

公司产

品#甲醇!批号,

#E!#!D

$,色谱纯"江苏汉邦科技

有限公司产品#乙腈&甲酸,色谱纯"德国
75.:S

公司产品#实验用水,

74&&4Fb

超纯水%

杜仲样品,于
)*#D

年
C

月中旬采自贵州省

湄潭县冼马镇团结村!北纬
#*+t)+l)+e*Em

"东

经
)+tD+l#DeC+m

$"剥取杜仲!树龄
#D

年$干皮"

堆积'发汗(

D

#

+

天至内皮变紫褐色后"晒干%

经南京中医药大学药学院刘训红教授鉴定为杜

仲科植物杜仲
C2+7..#,2$.7#-('B4&Xe

的树

皮"留样凭证保存于南京中医药大学中药鉴定

实验室%

<>@

!

溶液制备

<>@><

!

对照品溶液
!

分别取适量各对照品"精

密称定"置于
#*<O

量瓶中"加入甲醇溶解"配

制成对照品溶液%分别取
*e)<O

各对照品溶

液"置于
#*<O

量瓶中"用
D*f

甲醇配制成混

合对照品溶液%

<>@>=

!

供试品溶液
!

精密称取
*eC

J

杜仲粉

末"加入
!*<OD*f

甲醇"密闭"称其质量后"

超声处理!功率
)D* P

"频率
!*SH?

$

)*<4/

"

放置冷却"再次称其质量"用
D*f

甲醇补足质

量损失"过滤"滤液以
#)***.

-

<4/

离心
#*

<4/

"取上清液"过
*e))

$

<

微孔滤膜"即得供

试品溶液%

<>A

!

实验条件

<>A><

!

色谱条件
!

色谱柱,

@

J

4&5/;Q%.>0K

8]F2#"

柱!

)D*<<gEeC<<

"

D

$

<

$#流动

相,

@

为
*e#f

甲酸
F

水溶液"

]

为乙腈#梯度洗

脱程序,

*

#

#*<4/

!

Df

#

#*f]

$"

#*

#

#)<4/

!

#*f

#

#Df]

$"

#)

#

))<4/

!

#Df

#

)*f]

$"

))

#

!D<4/

!

)*f

#

!*f]

$"

!D

#

E)<4/

!

!*f

#

C*f]

$"

E)

#

DD<4/

!

C*f

#

"Df]

$"

DD

#

D+<4/

!

"Df

#

Df]

$"

D+

#

C*<4/

!

Df]

$#柱温
!*h

#

流速,

#e*<O

-

<4/

#进样量,

#*

$

O

%

<>A>=

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

I8A

$"正&

负离子模式采集数据#质量扫描范围
.

-

LD*

#

#D**

#气帘气压力
)+De"S[0

#雾化气压力

!+Ge)S[0

#辅助气压力
!+Ge)S[0

#离子源温度

DD*h

#喷雾电压,正离子模式下
DD**$

"负离

子模式下
kED**$

#解簇电压,正离子模式下

#**$

"负离子模式下
k#**$

%

=

!

结果与讨论

=><

!

杜仲化学成分色谱峰的鉴定

按照
#eE

节条件对杜仲化学成分进行分离

和分析"正&负离子两种模式下的总离子流色谱

图示于图
#

"可见"本实验从杜仲中共鉴定出
!D

个化合物%将供试品的色谱保留时间&质谱准

分子离子峰和碎片离子峰信息等与对照品比

对"确定了
#)

个化学成分峰%汇总与杜仲化学

成分相关的文献"根据质谱提供的准确分子质

"E#
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注,

0e

负离子模式扫描#

>e

正离子模式扫描

图
<

!

杜仲
BH[

甲醇提取物的总离子流色谱图

J#

I

F<

!

?")(&#"*'74",()"

I

4(,

#

?/6

%

"+BH[ ,.)7(*"&.N)4(')"+(-5/**#&+@/"$+2

量计算化合物的分子式"再依据碎片离子信息"

与相关文献数据比对"并结合
H7Y]

数据库

检索"共推断出
)!

个化学成分峰%杜仲化学成

分的保留时间&分子式&化合物名称&高分辨质

谱母离子及偏差数据&碎片离子信息等详细信

息列于表
#

%

=>=

!

各类化合物的质谱解析

=>=><

!

木脂素类
!

本实验共鉴定了
#!

个木脂

素类化合物"包括
#*

个双环氧木脂素和
!

个单

环氧木脂素"分别对应图
#

中的峰
#*

&

#D

&

#+

&

#"

&

#G

&

)*

&

))

&

)!

&

)C

&

)+

&

)G

&

!#

和
!)

%杜仲中

的木脂素类化合物大多为苯丙素二聚体与
#

#

)

个葡萄糖结合"以单糖苷或二糖苷的形式存在"

二级质谱通常失去葡萄糖中性碎片"二糖苷变

为单糖苷碎片的离子峰"单糖苷变为苷元碎片

的离子峰%得到的苷元碎片在负离子模式下易

失去甲基中性碎片"形成)

7kHk2H

!

*

k碎片

离子"苷元碎片在正负离子模式下均可断开呋

喃环或四氢呋喃环得到相应碎片离子"如松脂

醇碎片离子
.

-

L)*D

和
.

-

L#D#

"丁香素碎片

离子
.

-

L#"#

%

以松脂醇及其糖苷类化合物为例说明其裂

解途径%化合物
#"

的保留时间为
#+eGD<4/

"

其准分子离子峰
.

-

LC"#e)!GD

)

7kH

*

k 直

接失去
#

#

)

个葡萄糖中性碎片得到碎片
.

-

L

D#G

和
.

-

L!D+

"苷元碎片可裂解得到碎片
.

-

L

#D#

"松脂醇二葡萄糖苷的裂解途径示于图
)

%

通过与对照品比对"并结合文献数据"推测化合

GE#

第
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G6C?4#

%

&.?QJ13

$

13

分析杜仲中化学成分的鉴定结果

?(-&.<
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/!.*)#+#'()#"*"+)7.'",

%

"K*!2#*(-5/**#&+@/"$+2-

5

G6C?4#

%

&.?QJC13
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峰号

(%e

6

Z

-

<4/

78

#

.

-

L

78

)

.

-

L

分子式

\%.<-&0

偏差

I..%.

-

#*

kC

化合物

2%<

9

%-/T

# Ee!D !EGe#D*#

)

7kH

*

k

#"+

"

#CG

"

"G

"
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2

#D

H

)C

B
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杜仲醇苷
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)

#E

*

)

#
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!EDe##"!

)
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*

k
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"
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"
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#D

H
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B

G
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桃叶珊瑚苷
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)

7iH

*

i
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+

*
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"

)*G

"
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"
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B
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"
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2
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G
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*
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*
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"
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"

H

"

B

E
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香草酸
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)

#C

"
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*

C

#
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)

7kH

*

k
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"

#G!

"

#C+

"

#EG

"
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#C

H
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B
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k*e!

京尼平苷酸
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)

7iH

*

i
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9
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)
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+
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)

7kH
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!ED

"

)*#

"
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"

#+G

"
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+

"
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*
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!eD

橄榄素二葡萄糖苷

B&4X4&FEl

"

EmFT4J=J

#

JGJ

J

&-:%

9=
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)

7kH

*
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"
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2
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H
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B
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梓醇
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9
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#GF)*

*
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#
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)

7kH

*
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"
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"
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B
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*
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+

"
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*
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*
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"
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7kH
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B
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)

"

"
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*
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)

7kH
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"
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H
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B
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#FH

=
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#
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"
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*
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续表
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峰号
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-
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分子式
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偏差
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化合物
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图
=

!

松脂醇二葡萄糖苷的裂解途径

J#

I

F=

!

J4(

I

,.*)()#"*

%

()7;(

5

2"+

%

#*"4.2#*"&C!#CB9

!

969

I

&K'"

%5

4(*"2#!.

物
#"

为松脂醇二葡萄糖苷%化合物
)G

的保留

时间 为
)EeD) <4/

"其 准 分 子 离 子 峰
.

-

L

!DGe#E+C

)

7iH

*

i 的呋喃环断开得到碎

片
.

-

L)*D

)

7k@.2HBkH

*

i和
.

-

L#D#

)

@.2B

*

i

"或
.

-

L#!+

)

@.2H

)

*

i

"结合文献

数据推测化合物
)G

可能为松脂醇%化合物
!#

的保留时间为
)CeEE<4/

"其准分子离子峰
.

-

L

D#Ge#"C*

)

7kH

*

k失去葡萄糖中性碎片得

到苷元碎片
.

-

L!D+

"苷元碎片可裂解得到碎

片
.

-

L#D#

"结合文献数据推测该化合物可能

为松脂醇单葡萄糖苷%

=>=>=

!

环烯醚萜类
!

本实验共鉴定了
##

个环

烯醚萜类化合物"分别对应图
#

中的化合物
#

&

)

&

!

&

C

&

+

&

G

&

##

&

#E

&

)E

&

!*

和
!E

%环烯醚萜类化

合物中"大多为环烯醚萜苷类成分"此类成分均

易失去葡萄糖中性碎片
#C)

"得到苷元碎片离

子)

7kHkM&:

*

k

%对苷元碎片进行二级质谱

分析"大多易失去
H

)

B

分子或-和
2B

)

分子得

到)

7kHkM&:kH

)

B

*

k

&)

7kHkM&:k

2B

)

*

k

&)

7kHkM&:k2B

)

kH

)

B

*

k等碎片

离子%例如"杜仲醇苷碎片离子
.

-

L#CG

&桃叶

珊瑚苷碎片离子
.

-

L#CD

&京尼平苷酸碎片离

子
.

-

L#G!

&

.

-

L#C+

&

.

-

L#EG

等%京尼平则

易 在 失 去 一 分 子
H

)

B

后 继 续 失 去 中 性

2H

!

2BBH

碎片得到
.

-

L#E+

%同时"杜仲中

普通环烯醚萜类成分易由母离子在
#

"

E

位断开

得到失去中性碎片#

"

E

A

!

2

+

H

+

B

)

或
2

+

H

+

B

!

$的

碎片离子"也有#

"

E

A

失去
H

的碎片离子%如

I-:%<%64T5]

的碎片离子
.

-

L)!E

为苷元碎片

.

-

L!D"

作为母离子失去#

"

E

A

得到#京尼平碎片

离子
.

-

L#)!

)

#

"

E

AkH

*

k是由#

"

E

A

失去
H

得到%

以去乙酰车叶草苷酸为例说明其裂解途

径%化合物
!

的保留时间为
DeD!<4/

"其准分

子离子峰
.

-

L!"Ge#*GE

)

7kH

*

k失去葡萄

糖中性碎片得到苷元碎片
.

-

L))+

"对苷元碎

片进行二级质谱分析"

.

-

L))+

丢失一分子

H

)

B

得到碎片
.

-

L)*G

或丢失一分子
2B

)

得

到碎片
.

-

L#"!

"碎片
.

-

L#"!

离子相继失去

两分子
H

)

B

得到碎片
.

-

L#CD

和
.

-

L#E+

"结

合文献数据"推测化合物
!

可能为去乙酰车叶

草苷酸"其裂解途径示于图
!

%

=>=>@

!

苯丙素类
!

本实验共鉴定了
G

个苯丙

素类化合物"分别对应图
#

中的化合物
E

&

D

&

"

&

#)

&

#!

&

#C

&

)#

&

!!

和
!D

%其中"绿原酸&绿原酸

甲酯&异绿原酸等咖啡酰基奎宁酸类化合物易

先失去咖啡酰残基"得到碎片离子)

7kHk

:0115%

=

&

*

k或)

7iHk:0115%

=

&

*

i

"而后绿原酸

和异绿原酸在负离子模式下易失去一分子

H

)

B

"绿原酸甲酯在正离子模式下易失去一分

子甲氧基"同时咖啡酰基碎片易失去一分子

2B

)

得到)

:0115%

=

&kHk2B

)

*

k碎片离子%简

单酚类或酚酸类化合物的裂解方式有所不同%

)D#
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图
@

!

去乙酰车叶草苷酸的裂解途径

J#

I

F@

!

J4(

I

,.*)()#"*

%

()7;(

5

2"+!.('.)

5

&(2

%

.4K&"2#!#'('#!

例如在负离子模式下"咖啡酸易失去一分子

2B

)

得到碎片离子
.

-

L#!D

#香草酸易失去一

分子
2H

!

和一分子
2B

)

得到碎片离子
.

-

L

#D)

和
.

-

L#*"

#原儿茶酸
FEF

葡萄糖苷易在失

去糖基碎片后失去一分子
2B

)

得到)

7kHk

图
A

!

绿原酸的裂解途径

J#

I

FA

!

J4(

I

,.*)()#"*

%

()7;(

5

2"+'7&"4"

I

.*#'('#!

M&:

*

k和)

7kHkM&:k2B

)

kH

*

k

%

以绿原酸及其同分异构体&异绿原酸
@

和

异绿原酸
2

为例说明其裂解途径%化合物
"

&

#)

和
#!

的保留时间分别为
##e*"

&

#EeG+

&

#DeE)<4/

%准分子离子峰为
.

-

L!D!e*""

)

7k

H

*

k

"碎片离子为
.

-

L#G#

&

#+G

&

#!D

%绿原酸

裂解规律示于图
E

"新绿原酸&隐绿原酸的裂解

规律与绿原酸相似%由于三者的质谱数据相

同"无法通过质谱分辨"只能通过与对照品比

对"并结合文献数据"推测化合物
"

为新绿原酸"

化合物
#)

为绿原酸"化合物
#!

为隐绿原酸%

化合物
!!

&

!D

的保留时间分别为
)"e*D

<4/

和
)GeG* <4/

"准 分 子 离 子 峰 为
.

-

L

D#De#)

)

7kH

*

k

"碎片离子为
.

-

L!D!

&

#G#

&

#+G

&

#+!

&

#!D

%结合文献数据推测化合物
!!

和

!D

可能为异绿原酸"但是用质谱技术无法确定

它们是异绿原酸的哪个同分异构体%参考文

献)

)FE

*报道可知"杜仲皮中含有异绿原酸
@

和

异绿原酸
2

"结合文献)

!#F!)

*中的洗脱顺序&极性

差别等特性"推测化合物
!!

可能为异绿原酸

@

"化合物
!D

可能为异绿原酸
2

%异绿原酸
@

可能的裂解方式示于图
D

%

=>=>A

!

黄酮类
!

实验中共鉴定了
)

个黄酮类

化合物"分别对应图
#

中的化合物
)D

和
)"

"二

者均是苷元为槲皮素的黄酮苷类成分"在裂解

过程中均易丢失糖基碎片得到苷元碎片离子"

槲皮素苷元碎片还可进一步裂解丢失
H

)

B

&

2B

碎片%

以芦丁为例说明其裂解途径%化合物
)D

的保留时间为
)#e#E<4/

"其准分子离子峰
.

-

L

C*Ge#E!G

)

7kH

*

k失去鼠李糖和葡萄糖中

性碎片得到苷元碎片
.

-

L!*#

"文献表明苷元

碎片裂解方式较多"依据实验得到的质谱数据

!D#

第
#

期
!!

严
!

颖等,杜仲化学成分的
O2FW.4

9

&5WB\78

-

78

分析



中碎片离子
.

-

L)DD

"推测芦丁可能的裂解方

式示于图
C

%通过与对照品比对"并结合文献

数据"推测该化合物为芦丁%

图
B

!

异绿原酸
$

的裂解途径

J#

I

FB

!

J4(

I

,.*)()#"*

%

()7;(

5

2

"+#2"'7&"4"

I

.*#'('#!$

图
R

!

芦丁的裂解途径

J#

I

FR

!

J4(

I

,.*)()#"*

%

()7;(

5

2"+4K)#*

@

!

结论

本实验采用
O2FW.4

9

&5WB\78

-

78

技术

对杜仲的化学成分进行分析"通过高分辨质谱

获得的化合物精确分子质量&碎片离子峰&色谱

保留时间及对照品信息"结合相关文献数据"初

步鉴定出木脂素类&环烯醚萜类&苯丙素类和黄

酮类共
!D

种成分"可为进一步探究杜仲的功效

物质基础&质量变化规律及质量调控机制提供

基础资料%

O2FW.4

9

&5WB\78

-

78

技术能够提供高

分辨&高精度的多级质谱数据"适用于化合物的

元素组成和裂解途径分析"在中药复杂组分的

鉴定中具有广阔的应用前景%但该技术仍有其

局限性"比如难以通过质谱数据区分化合物的

多种同分异构体"也无法确认苷类成分中糖基

的连接方式"在裂解规律相关文献数据较少的

情况下难以确认化合物的裂解途径等%因此采

用质谱数据进行化合物结构鉴定的工作还需要

进一步深入研究"通过总结不同类型化合物的

裂解特点"为中药化学成分的结构解析提供更

可靠的依据%
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