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#技术"结合能量分辨曲线"建立

了快速区分香豆素类位置异构体的方法%对互为位置异构体的化合物施加
)

"

!*$

的动态碰撞能量"

以位置异构体中分子质量相同且丰度百分比差异较大的
"

对碎片离子绘制能量分辨曲线%实现了单取

代线型$双取代线型和角型呋喃香豆素以及简单香豆素各类位置异构体的快速区分%依据质谱的高分

辨及高灵敏的特征"根据碎片离子的丰度差异"推测了双取代线型呋喃$角型呋喃及简单香豆素产生丰

度差异的碎裂机理%结果表明)

!

对
C

"

G

单取代线型呋喃香豆素类$

"

对双取代线型呋喃香豆素$

"

对双

取代线型和角型呋喃香豆素和
"

对简单香豆素的能量分辨曲线表现出明显差异%本实验通过质谱能量

曲线法对上述
D

对香豆素类位置异构体进行区分"其中
C

"

G

位双取代线型呋喃香豆素$角型和线型呋喃

香豆素$双取代简单香豆素这
>

对位置异构体"首次通过能量分辨曲线发现了丰度有明显差异的
"

对碎

片离子%该方法操作简单"质谱能量分辨曲线差异明显"能够实现在无对照品的情况下快速区分这
D

对

香豆素类位置异构体%
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香豆素类化合物广泛存在于白芷*

"

+

$沙

参*

)

+

$羌活*

>

+

$当归*

!

+

$独活*

C

+等中药材中"具

有抗肿瘤$抗氧化$抗菌$舒张血管等生物活

性*

#

+

"是元胡止痛片*

D

+

$藿香正气水*

G

+

$都梁

丸*

F

+等复方制剂的重要成分%然而"香豆素类

化合物中存在多种位置异构体"互为位置异

构体的化合物往往具有不同的药理$生理和

毒理性质*

"*

+

%如欧前胡素和异欧前胡素对肝

细胞色素
b!C*

表达的影响不同"且异欧前胡

素致肝损伤较欧前胡素更严重*

""

+

'蛇床子素

具有比软木花椒素更广泛的药理作用"如抗

心律失常$抗血栓$抗炎抗氧化以及类激素样

等作用*

")?">

+

%因此"区分香豆素类位置异构

体十分必要%

近年来"随着质谱分辨率及精确度的提高"

有报道*

)

"

!

+通过保留时间及特征碎片离子对香

豆素类同分异构体化合物进行区分%依据保留

时间区分位置异构体时"各化合物可能会因色

谱条件的改变而变化"因此需要标准品比对进

行准确定性%在采用特征碎片离子区分香豆素

类位置异构体的报道中"仅有单取代呋喃香豆

素类化合物中的花椒毒酚和花椒毒素可通过特

征碎片离子
6

&

A"GC̀*)>>

区分其位置异构

体*

"?)

+

"方法不具备普适性%质谱能量分辨曲线

法是以碰撞能量为横坐标"母离子或碎片离子

在该能量下的相对丰度为纵坐标"该方法不仅可

以区分异构体"还可以提供碎裂机理信息*
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等*
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+利用
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技术构建能量分

辨曲线区分了苯乙酮类位置异构体'黄钰等*

"G

+

利用质谱能量分辨曲线法快速区分了达格列净

中间体及其位置异构体%

本研究拟建立一种灵敏$准确$快速区分香

豆素类位置异构体的分析方法%即以
D

对位置

异构体为例"其结构示于图
"

$

)

"包括
!

对
C

"

G

单取代线型呋喃香豆素类位置异构体)欧前胡

素和异欧前胡素"花椒毒酚和佛手酚"异栓翅芹

醇和氧化前胡素"白芷属脑和水合氧化前胡素'

"

对
C

"

G

双取代线型呋喃香豆素类位置异构

体)珊瑚菜素和
G?

甲氧基异欧前胡素'

"

对角型

及线型呋喃香豆素类位置异构体)茴芹内酯和

异虎耳草素'

"

对简单香豆素类位置异构体)蛇

床子素和软木花椒素%通过施加
)

$

!

22

>G

$

!*$

碰撞能量"获取丰富的质谱信息"寻找相

对丰度差异较大的
"

对离子构建能量分辨曲

线"希望实现在没有标准品的情况下快速$准确

地区分香豆素类位置异构体%

C"#

第
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期
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李
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乾等)质谱能量分辨曲线法快速区分香豆素类位置异构体
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单取代线型呋喃香豆素类

化合物的结构
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#$氧化前胡素!
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甲氧基异欧前胡素!
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种标准品)纯度均大于
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"成都瑞芬思生
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子模式'干燥气体积流量
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"干燥气温度
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"雾化气压力
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'毛细管电压

!***$

"裂解电压
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'一级质量扫描范围
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"二级质量扫描范围
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所有标准品施加碰撞能量
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结果与讨论
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X

单取代线型呋喃香豆素类位置

异构体的区分

据文献*

"?)

"
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+报道"欧前胡素碎片离子
6

&

A

"DC̀*>F*

*

6[N\L\1B

+

[相对丰度大于

6

&

A"CF̀*!!"

*

6[N\L\1B

)

+

[

"异欧前

胡素碎片离子
6

&

A"CF̀*!!"

相对丰度大于

6

&

A"DC̀*>F*

%为 揭 示 不 同 碰 撞 能 量 下

C

"

G

单取代线型呋喃香豆素类化合物的丰度变

化规律"实现根据一对碎片离子!

6

&

A"DC̀*>F*

和
6

&

A"CF̀*!!"

#的丰度差异及变化规律即

可区分
C

"

G

单取代线型呋喃香豆素类化合物

的目的"本研究对互为
C

"

G

单取代线型呋喃

香豆素类位置异构体)欧前胡素和异欧前胡

素"花椒毒酚和佛手酚"异栓翅芹醇和氧化前

胡素"白芷属脑和水合氧化前胡素施加
*

"

!*$

的动态碰撞能量%

!

对位置异构体的能量分辨曲线示于图
>

%

可见"

C

"

G

位单取代线型呋喃香豆素类化合物

的碎片离子
6

&

A"DC̀*>F*

*

6[N\L\1B

+

[

与
6

&

A"CF̀*!!"

*

6[N\L\1B

)

+

[丰度差异

较大"且随着碰撞能量的增加"

G

位单取代线型

呋喃香豆素类化合物的碎片离子
6

&

A"DC̀*>F*

丰度始终比
6

&

A"CF̀*!!"

大"而
C

位单取代线

型呋 喃 香 豆 素 类 化 合 物 的 碎 片 离 子
6

&

A

"CF̀*!!"

丰度始终比
6

&

A"DC̀*>F*

大%因此"

当
6

&

A"DC̀*>F*

相对丰度大于
6

&

A"CF̀*!!"

时"可鉴定为
G

位单取代线型呋喃香豆素类化合

物'当
6

&

A"CF̀*!!"

相对丰度大于
6

&

A"DC̀*>F*

时"可鉴定为
C

位单取代线型呋喃香豆素类化

合物%

推测其原因"对于
G

位单取代线型呋喃香

豆素类化合物"

G

位烷基丢失后"

G

位羰基与
)

位羰基形成
(

?

(

共轭"

)

位和
G

位均易丢失

1B

'而对于
C

位烷氧基单取代的线型呋喃香

豆素类化合物"

C

位烷基丢失后"

C

位羰基与
)

位羰基不能形成
(

?

(

共轭"

C

位不易丢失
1B

"

)

位羰基易丢失
1B

)

*

"F

+

%

FEF

!

K

!

X

位双取代线型呋喃香豆素类位置异

构体的区分

双取代线型呋喃香豆素类化合物比单取代类

化合物更复杂"根据碎片离子的丰度差异鉴别该

类位置异构体的研究报道较少%本研究以珊瑚菜

素和
G?

甲氧基异欧前胡素为例"施加
*

"

!*$

的

动态碰撞能量"得到二级质谱图示于图
!

%发现碎

片离子
6

&

A"D>̀*)>>

*

6[N\1N

>

B\1

C

N

F

\

1B

+

[在
)G$

时的丰度差异明显"因此选定该

碎片离子绘制能量分辨曲线"示于图
C/

"

CJ

%

注)

/̀

花椒毒酚'

J̀

佛手酚'

9̀

欧前胡素'

V̀

异欧前胡素'

4̀

异栓翅芹醇'

0̀

氧化前胡素'

Q

`

白芷属脑'

2̀

水合氧化前胡素

图
G

!

K

!

X

单取代线型呋喃香豆素类化合物的能量曲线

-$

.

HG

!

:0+(

.5

)8(2+,#3K

!

X!/#0#,89,*$(8*+"6$0+'(38('0#)#8/'($0,
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图
P

!

珊瑚菜素#

'

$和
X!

甲氧基异欧前胡素#

9

$'

?`b

(

`的二级质谱图

-$

.

HP

!

?@

%

?@,

7

+)*('#3

7

&+66#

7

*+($0

#

'

$

'0")0$"$6$0

#

9

$'

?`b

(

`

注)

/̀

珊瑚菜素'

J̀G?

甲氧基异欧前胡素'

9̀

茴芹内酯'

V̀

异虎耳草素'

4̀

蛇床子素'

0̀

软木花椒素

图
K

!

G

对位置异构体的能量曲线图

-$

.

HK

!

:0+(

.5

)8(2+,#3*&(++

7

'$($,#/+(,

可见"随着碰撞能量的增加"

G?

甲氧基异欧前胡

素的碎片离子
6

&

A"D>̀*)>>

丰度在碰撞能量

为
"#$

时逐渐增大"当碰撞能量为
)G$

时达

到基峰水平"而随着碰撞能量的增加"珊瑚菜素

的碎片离子
6

&

A"D>̀*)>>

丰度始终低于

"*a

%因此"当碰撞能量为
)G

"

!*$

时"化合

物碎片离子
6

&

A"D>̀*)>>

丰度达到基峰水

平"即可鉴定为
G?

甲氧基异欧前胡素'若化合

物碎片离子
6

&

A"D>̀*)>>

丰度低于
"*a

"则

鉴定为珊瑚菜素%

产生此现象的原因可能由异戊烯基!

\1

C

N

F

#

或甲氧基!

\B1N

>

#丢失的难易程度决定的"

但碎片离子
6

&

A)*C̀*!FC

*

6[N\1

C

N

F

\

1B

+

[的能量曲线差异不大"因此"决定碎片离子

6

&

A"D>̀*)>>

*

6[N\1N

>

B\1

C

N

F

\1B

+

[

丰度差异的原因可能是
G

位甲氧基!

\B1N

>

#比

C

位甲氧基更易丢失%

FEG

!

D

对角型及线型呋喃香豆素类位置异构

体化合物的区分

根据环合位置的不同"呋喃香豆素分为线

型呋喃香豆素!

#

"

D

环合#和角型呋喃香豆素

!

D

"

G

环合#%目前尚无根据碎片离子的丰度差

异鉴别线型和角型呋喃香豆素类位置异构体的

G"#
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报道%本研究以茴芹内酯和异虎耳草素为例"

施加
*

"

!*$

动态碰撞能量"结果示于图
#

"碎

片离子
6

&

A)>)̀*>D)

*

6[N\1N

>

+

[和
6

&

A

)>"̀*)F!

*

6[N\1N

!

+

[在碰撞能量为
)!$

时的丰度差异明显"因此"选定这
)

个碎片离子

绘制能量分辨曲线"示于图
C9

$

CV

%由图可见"

随着碰撞能量的增加"角型呋喃香豆素茴芹内

酯均产生碎片离子
6

&

A)>)̀*>D)

*

6[N\

1N

>

+

[ 和
6

&

A)>"̀*)F!

*

6[N\1N

!

+

[

%

当能量为
"G

"

))$

时"碎片离子
6

&

A)>)̀*>D)

达到基峰水平'当能量为
)!

"

>#$

时"碎片离子

6

&

A)>"̀*)F!

达到基峰水平'随着碰撞能量的增

加"线型呋喃香豆素异虎耳草素产生碎片离子

6

&

A)>)̀*>D)

*

6[N\1N

>

+

[

"而几乎不产生碎

片离子
6

&

A)>"̀*)F!

*

6[N\1N

!

+

[

%即可以

通过碎片离子
6

&

A)>"̀*)F!

的丰度区分这对位

置异构体"当碰撞能量为
)!

"

>#$

时"将碎片离

子
6

&

A)>"̀*)F!

的丰度能够达到基峰水平的

化合物鉴定为茴芹内酯'当碰撞能量为
*

"

!*$

时"将碎片离子
6

&

A)>"̀*)F!

的丰度几乎为
*

的化合物鉴定为异虎耳草素%

根据此现象"推测茴芹内酯与异虎耳草素

产生碎片离子
6

&

A)>)̀*>D)

和
6

&

A)>"̀*)F!

的丰度差别可能是因为茴芹内酯
#

位甲氧基丢

失甲基后"能够与
C

位甲氧基缩合成环"进一步

丢失
"

个氢离子"而异虎耳草素不存在邻位取

代%基于此"推测茴芹内酯和异虎耳草素的裂

解规律示于图
D

%

FEP

!

D

对双取代简单香豆素类位置异构体化

合物的区分

简单香豆素类化合物因结构简单且相似"

在固定碰撞能量值下不易发现碎片离子丰度差

别%本研究以蛇床子素和软木花椒素为例"施

加
*

"

!*$

动态碰撞能量"结果示于图
G

"碎片

离子
6

&

A"GF̀*C!#

*

6[N\1

!

N

G

+

[和
6

&

A

"GD̀*>F*

在
)#$

时的丰度差异明显"故选定

此对碎片离子绘制能量分辨曲线"示于图
C4

$

C0

%可见"随着碰撞能量的增加"

D

"

G

双取代的

简单香豆素蛇床子素产生的碎片离子
6

&

A

"GF̀*C!#

*

6[N\1

!

N

G

+

[丰度呈先增加达

基峰后下降的趋势"碎片离子
6

&

A"GD̀*>F*

丰度几乎为零'而
#

"

D

位双取代的简单香豆素

软木花椒素产生的碎片离子
6

&

A"GD̀*>F*

丰

度呈先增加达基峰后下降的趋势"碎片离子
6

&

A

图
J

!

茴芹内酯#

'

$和异虎耳草素#

9

$'

?`b

(

`的二级质谱图

-$

.

HJ

!

?@

%

?@,

7

+)*('#3

7

$/

7

$0+66$0

#

'

$

'0"$,#

7

$/

7

$0+66$0

#

9
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(

`
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图
T

!

茴芹内酯#

'

$和异虎耳草素#

9

$'

?`b

(

`可能的裂解规律'

D

!

FD

(

-$

.

HT

!

I#,,$96+3('

.

/+0*

7

'*&C'

5

,#3

7

$/

7

$0+66$0

#

'

$

'0"$,#

7

$/

7

$0+66$0

#

9

$'

?`b

(

`

图
X

!

蛇床子素#

'

$和软木花椒素#

9

$'

?`b

(

`的二级质谱图

-$

.

HX

!

?@

%

?@,

7

+)*('#3#,*&#6+

#

'

$

'0",89+(#,$0

#

9

$'

?`b

(

`

*)#
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"GF̀*C!#

相对丰度均小于
"*a

%即当碎片离

子
6

&

A"GF̀*C!#

丰度大于
6

&

A"GD̀*>F*

时"

鉴定为蛇床子素'当碎片离子
6

&

A"GD̀*>F*

丰度大于
6

&

A"GF̀*C!#

时"鉴定为软木花

椒素%

蛇床子素与软木花椒素产生离子丰度差异

的原因可能为)蛇床子素中
G

位异戊烯基异裂

后"

G

位与
)

位羰基形成
(

?

(

共轭体系"使电子

更稳定"碎片离子
6

&

A"GF̀*C!#

稳定存在%

而软木花椒素
#

位与
)

位羰基不能形成
(

?

(

共

轭体系"故软木花椒素与
#

位异戊烯基异裂后"

碎片离子
6

&

A"GF̀*C!#

丰度很低%但软木花

椒素
#

位均裂后可与
D

位甲氧基缩合成环"在

此过程中丢失
)

个氢离子"产生碎片离子
6

&

A

"GD̀*>F*

*

"F

+

%基于此"推测蛇床子素和软木

花椒素的裂解规律示于图
F

%

图
Z

!

蛇床子素#

'

$和软木花椒素#

9

$'

?`b

(

`可能的裂解规律'

FF!FG

(

-$

.

HZ

!

I#,,$96+3('

.

/+0*

7

'*&C'

5

,#3#,*&#6+

#

'

$

'0",89+(#,$0

#

9

$'

?`b

(

`

'

FF!FG

(

G

!

结论

本研究利用
XNb]1?̂?MB_ 67

技术通

过能量分辨曲线法对
D

对香豆素类位置异构体

进行快速区分"发现了珊瑚菜素和
G?

甲氧基异

欧前胡素$茴芹内酯和异虎耳草素$蛇床子素和

软木花椒素中差异较大的碎片离子"推测了造

成这种差异可能的碎裂机理%

C

位或
G

位单取

代线型呋喃香豆素类位置异构体可以通过碎片

离子
6

&

A"DC̀*>F*

及
6

&

A"CF̀*!!"

的丰度

差异进行区分'

C

"

G

双取代线型呋喃香豆素类

位置异构体"珊瑚菜素和
G?

甲氧基异欧前胡

素"因
G

位甲氧基比
C

位甲氧基更易丢失"可通

过碎片离子
6

&

A"D>̀*)>>

的丰度差异进行区

分'角型及线型呋喃香豆素类位置异构体"茴芹

内酯和异虎耳草素"因角型呋喃香豆素茴芹内

酯为
C

"

#

邻位甲氧基双取代"在裂解过程中可

以进行缩合成环"进一步丢失
"

个氢离子"而线

型呋喃香豆素异虎耳草素不是邻位取代"可通

过碎片离子
6

&

A)>"̀*)F!

的丰度差异进行区

分'简单香豆素类位置异构体"蛇床子素和软

木花椒素"因蛇床子素
G

位丢失
1

!

N

G

后能与

)

位羰基形成
(

?

(

共轭"而软木花椒素
#

位不

能与
)

位羰基形成
(

?

(

共轭"造成了碎片离子

6

&

A"GF̀*C!#

的丰度高于软木花椒素'软木

花椒素
#

位可与
D

位甲氧基缩合成环"而蛇床

子素因
(

?

(

共轭"

G

位不易给电子"难以缩合

成环"造成了碎片离子
6

&

A"GD̀*>F*

的丰度

高于蛇床子素%通过这种方法"实现了无标

准品时可以简单$快速$准确地区分
D

对香豆

素类位置异构体"为进一步研究体内香豆素

类化合物奠定了基础"也为其他位置异构体

的快速区分提供了思路和参考%
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