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在线能量分辨质谱结合量子化学

计算解析牛膝中甾酮类同分异构体
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摘要!甾酮是牛膝的活性成分之一"其同分异构体的难以区分给牛膝化学成分的精准鉴定带来了巨大挑

战&在线能量分辨质谱!
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$被证明是一种区分

同分异构体的有效方法&本研究首先采用超高效液相色谱
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串联飞行时间质谱!
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$技术初步鉴定牛膝中的甾酮类化合物"为了进一步区分甾酮类同分异构体"利用超高效

液相色谱
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$的多反应监测模式采集各化合物拟离
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$及相对离子强度"通过逐级改变
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绘制裂解曲线"定义裂解曲线顶点为最佳碰撞能!
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$"分别计算各化合物

不同离子对的
I2̀

&同时"结合量子化学计算各候选分子化学结构断裂的键能"建立化学结构与
I2̀

的关系&结果表明"从牛膝中共鉴定到包括
*

组同分异构体的
>(

个甾酮类化合物"并通过与标准品比

对验证了该方法的可行性&在线能量分辨质谱与量子化学的结合能够实现同分异构体的高效区分"为

中药中同分异构体的精准鉴定提供了新思路&

关键词!甾酮#在线能量分辨质谱!
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$#裂解曲线#量子化学计算
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牛膝为苋科植物牛膝
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的干燥根"性平"味苦%甘%酸"具有逐瘀通

经%补肝肾%强筋骨等功效&甾酮作为牛膝的活

性成分之一"具有抗氧化%抗骨质疏松%镇痛抗

炎等作用(
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&研究发现"虽然同分异构体的化

学结构较相似"但往往会产生不同的药理活性"

明确化合物的结构极为重要(
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&牛膝中含有

较多甾酮类成分的同分异构体"由于其对照品

不易获取"故难以区分"因此亟需寻找一种高效

准确表征甾酮类同分异构体的技术&

液相色谱
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$联用技术具有高

效%快速%灵敏的特性"已被广泛用于中药化学

成分的表征"但仅根据
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提供的化合物

碎片丰度信息推导出的质量裂解规律及特征产

物离子片段不能完全满足同分异构体的鉴定要

求(
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&随着串联质谱的发展"利用在线能量分
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子相对强度会因异构体的结构而变化"通过分

析同分异构体在不同碰撞能量下的裂解曲线计

算
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与相应化学键的键能呈正相

关"将化合物结构与质谱特征结合可提高位置

异构体鉴定的准确度(
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本研究利用超高效液相色谱
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$技术采

集甾酮类成分的高分辨质谱数据"并分析其质谱

裂解行为"然后利用超高效液相色谱
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$构建在线能量分辨质谱"计算各化合物

拟离子对!
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同时结合量子化学计算各候选异构体化学结构

断裂的键能"将化合物结构与其质谱行为结合"

以期实现甾酮类成分的高效准确鉴定&
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值&

ABS

!

化学结构计算

采用
W0-6640/>M

计算键能"键能
&

H

为

母离子与子离子及相应碎片离子热晗的差

值(

>"

)

"即
&

HKH

>

J

!

H

(

HH

*

$"

H

>

为母离子

的热晗"

H

(

%

H

*

为子离子及相应碎片离子的热

晗&利用
8VaVEDU(c)

软件包"采用随机搜

索法"结合
77̂ +̂!6

力场进行初步构象分析"

通过对每个原子应用
MD*>HW

!

Z

"

9

$基进一步

优化构象"势能面用
a*EVe

混合函数描述&

?*M
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表
A

!

F

组同分异构体的
323

优化条件

:&;'0A

!

323"

7

/#4#N&/#"%."%!#/#"%)"*/,-00

9

-"K

7

)"*#)"40-)

分子式

$̂.<-%0

母离子

e0.5/;4$/

!

<

'

?

$

子离子

@0-

X

3;5.4$/

!

<

'

?

$

去簇电压

@5:%-6;5.4/

X9

$;5/;40%

'

#

入口电压

/̀;.0/:5

9

$;5/;40%

'

#

2

(?

G

!!

I

?

!?Nc+ *>+c* J(("c>* JNc>)

!?Nc+ *)>c! J(!*c+> JNc?N

!?Nc+ >"+c( J((>cM! J>*c!)

2

(?

G

!!

I

N

!+"c) **"c( J("Mc!N JNc*"

!+"c) >?"c( J?*c(N J"c>>

!+"c) *>+c* J(**c+" J"c)+

!+"c) *)>c( J>+)c(> J"c)"

!+"c) >"Nc+ J?>c>( JNc*M

2

(?

G

!(

I

M

!M>c> *>+c> J(?)c+N JMc>!

!M>c> *)>c( J*"cNM J>)c)N

!M>c> >"+c* J(">c)* J"cM?

!M>c> >!>c> J((+c+M J?c*)

图
A

!

负离子模式下#

!

=

蜕皮甾酮的
3>

C 谱图

I#

9

JA

!

3>

C

)

7

0./-&"*

!

=0.!

(

)/0-"%0#%%0

9

&/#80#"%4"!0

C

!

结果与讨论

CBA

!

高分辨串联质谱行为

甾酮类成分多为四环三萜类"

2D>?

侧链

主要是含有
N

!

>)

个碳原子的多元醇"个别

为酮基%乙基及其衍生物或内酯(

>M

)

&通过分

析高分辨质谱行为"利用
82S̀ UI8

软件的特

定分子提取功能对化合物进行提取"并借助

82S̀ UI8

的
$̂.<-%0 4̂/Z5.

及
.̂0<5/;6e0/5

功能鉴定采集到的数据"同时与标准品%参考

文献(

>MD>N

)及
7066a0/]

的二级数据比对"共鉴

定到
*

组同分异构体&以
"

D

蜕皮甾酮为例"在

78

谱图中"产生准分子离子峰
<

'

?!?+c*)*!

!(

7JG

)

J

$#在
78

( 谱图中"主要产生
<

'

?

*>+c>+

%

*)>c>N

%

>"+c>)

%

N*c)"

等碎片离子"示

于图
>

&结合文献(

>+

)中提出的
"

D

蜕皮甾酮质谱

裂解途径"初步归属各主要碎片离子的来源"示

于图
(

&

CBC

!

在线能量分辨质谱

为了准确表征
*

组同分异构体"分别建立

各化合物的
B̀D78

并计算其相应的键能"化

合物的提取离子流图示于图
*

"鉴定结果列于

表
(

&化合物
*

%

"

%

M

的(

7JG

)

J 均为
<

'

?

N*M
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图
C

!

!

=

蜕皮甾酮的主要碎片裂解途径归属

I#

9

JC

!

+'&))#*#.&/#"%"*4&#%*-&

9

40%/&/#"%

7

&/,@&

(

)"*

!

=0.!

(

)/0-"%0

!?+c*)

"均产生了
<

'

?*>+

%

*)>

%

>"+

碎片离子"

分别构建拟离子对
<

'

?!?+

"

*>+

%

<

'

?!?+

"

*)>

和
<

'

?!?+

"

>"+

"记录碰撞能量在
>)

!

>))#

范围内!以
>#

递增$各
eSC6

的相对强

度"并对每个
eSC6

的相对强度进行归一化处理

后"利用高斯曲线拟合获得裂解曲线"示于图
!

&

就
<

'

?!?+

"

>"+

而言"化合物
*

%

"

%

M

的
I2̀

值

分别为
""cN)

%

"Nc?N

和
"+c)(#

"而候选结构

"

D

蜕皮甾酮%

("DAD

牛膝甾酮%

("D5D

牛膝甾酮的热

晗分别为
J!>"()M>c(N++

%

J!>">++"c*N++

%

J!>">++"c+>"],

'

<$%

"其断裂碎片离子
<

'

?

>"+

的键能分别为
J*>N"c"?

%

J*(M*cM+

%

J*(M*c"M],

'

<$%

&根据
I2̀

与键能呈正比

!仅考虑键能的绝对值$"鉴定化合物
*

为
"

D

蜕

皮甾酮"而由于化合物
"

和
M

的裂解曲线近乎

完全重合且键能计算结果一致"因此无法准确

区分&通过与对照品比对"化合物
*

%

"

%

M

分别

被鉴定为
"

D

蜕皮甾酮%

("DAD

牛膝甾酮和
("D5D

牛膝甾酮"表明
B̀D78

可用于区分位置异构

体而不适用于对映异构体的鉴别"这与文献(

()

)

的结果一致&

图
F

!

负离子模式下#

牛膝的
[HTD+=

E

=/-&

7

=3>

提取离子流图

I#

9

JF

!

56/-&./0!#"%.,-"4&/"

9

-&4"*-./

0

("#)/',

1%*'#)")";

(

[HTD+=

E

=/-&

7

=3>#%%0

9

&/#80#"%4"!0

利用
82S̀ UI8

软件的特定分子提取功能

分析高分辨质谱数据"分别于保留时间
Mc>(

%

Mc*"

%

?c+"

%

Nc!! <4/

处 提 取 到 分 子 式 为

2

(?

G

!!

I

N

的化合物"准分子离子峰均为
<

'

?

!+"c*)

(

7JG

)

J

"根据是否产生特征产物离子

表
C

!

各化合物的
52=3>

C 信息

:&;'0C

!

52=3>

C

#%*"-4&/#"%"*0&.,."4

7

"K%!

序号

'$c

分子式

$̂.<-%0

保留时间

/

A

'

<4/

加合方式

(

7JG

)

J

误差

.̀.$.

'

i>)

JM

碎片离子!最佳碰撞能$

.̂0

X

<5/;4$/

!

<

'

?

$!

I2̀

'

#

$

鉴定化合物

SZ5/;414:0;4$/

> 2

(?

G

!!

I

N

Mc>( !+"c(+M* J(c) *>+c>+

!

"*c>(

$%

>?"c>)

!

!>c(+

$%

*)>c>N

!

M(c+>

$ 罗汉松甾酮
2

( 2

(?

G

!!

I

N

Mc*" !+"c(+M* J)c" *>+c>+

!

!!c)N

$%

>?"c>)

!

!)c+)

$%

*)>c>N

!

M>c!"

$ 牛膝甾酮
A

*

2

(?

G

!!

I

?

?c+! !?+c*)>! J)c+ *>+c>+

!

""c)M

$%

>"+c>)

!

""cN)

$%

*)>c>N

!

"?c?N

$

"

D

蜕皮甾酮

! 2

(?

G

!!

I

N

?c+" !+"c(+M* J*c( **"c()

!

!+cN+

$%

>"+c>)

!

"!c>*

$ 土克甾酮

"

2

(?

G

!!

I

?

Nc(" !?+c*)>! )c? *>+c>+

!

"Nc)*

$%

>"+c>)

!

"Nc?N

$%

*)>c>N

!

M(c?!

$

("DAD

牛膝甾酮

M 2

(?

G

!!

I

?

Nc!* !?+c*)>! J)c+ *>+c>+

!

"Nc(N

$%

>"+c>)

!

"+c)(

$%

*)>c>N

!

M(c(!

$

("D5D

牛膝甾酮

?

2

(?

G

!!

I

N

Nc!! !+"c(+M* J>c> **"c()

!

")c+*

$%

>"+c>)

!

""c>(

$ 水龙骨甾酮
a

N 2

(?

G

!(

I

M

+c+* !M>c(+)+ J(cM *)>c>N

!

!*c?(

$%

>!>

!

")c?+

$%

>"+c>)

!

!)cNN

$ 罗汉松甾酮
a

+ 2

(?

G

!(

I

M

>)c(( !M>c(+)+ J(c+ *)>c>N

!

!(cM?

$%

*>+c>+

!

!!c+N

$%

>!>c)+

!

!Nc*+

$ 旌节花甾酮
2

>)

2

(?

G

!(

I

M

>)c"N !M>c(+)+ J*c! *)>c>N

!

*!c)(

$%

>!>c)+

!

!Mc!)

$%

>"+c>)

!

**c)"

$ 牛膝甾酮
a

>> 2

(?

G

!(

I

M

>)cN? !M>c(+)+ ) *)>c>N

!

*!c!M

$%

>!>c)+

!

!Mc?)

$%

>"+c>)

!

*"c!!

$ 旌节花甾酮
A

>(

2

(?

G

!(

I

M

>>c( !M>c(+)+ J>c" *)>c>N

!

**cN)

$%

*>+c>+

!

!!c)(

$%

>!>c)+

!

!!c+"

$ 旌节花甾酮
@

+*M
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注*

0c<

'

?!?+

"

*)>

#

Rc<

'

?!?+

"

>"+

#蓝线*化合物
*

#红线*化合物
"

#紫线*化合物
M

图
O

!

负离子模式下#化合物
F

%

Q

%

R

的裂解曲线

I#

9

JO

!

M-0&L!"@%

9

-&

7

,)"*."4

7

"K%!)F

#

Q&%!R#%%0

9

&/#80#"%4"!0

<

'

?*>+

%

**"

被划分为
(

组&对于化合物
>

和
(

"

就
<

'

?!+"

"

*>+

而言"其
I2̀

分别为
"*c>(

%

!!c)N#

"而候选结构牛膝甾酮
A

和罗汉松甾酮
2

的

热晗分别为
J!*!+")(cM"!(

和
J!*!+"(NcN+NN

],

'

<$%

"其碎片离子
<

'

?*>+

的热晗分别为

J(?*!*+)c?"*!

%

J(?*!!)(c*?M"],

'

<$%

"

而断裂碎片离子
<

'

?*>+

所需的键能分别为

J*(*Nc?"

%

J*(">cM)],

'

<$%

"由于
I2̀

>

"

I2̀

(

"因此化合物
>

和
(

分别被鉴定为罗汉松

甾酮
2

和牛膝甾酮
A

&在化合物
!

和
?

中"就

<

'

?!+"

"

**"

而言"

I2̀

!

'

I2̀

?

"而候选结构

水龙骨甾酮
a

和土克甾酮断裂
<

'

?**"

碎片所需

的键能分别为
J*(M+c)N

%

J*(!(c)M],

'

<$%

"

因此化合物
!

和
?

分别被鉴定为土克甾酮和水

龙骨甾酮
a

&

化合物
N

%

+

%

>)

%

>>

%

>(

的(

7JG

)

J离子均

为
<

'

?!M>c(+

"分子式为
2

(?

G

!(

I

M

"根据是否

产生特征碎片离子
<

'

?*>+

%

>"+

被划分为
(

组&在化合物
N

%

>)

%

>>

中"拟离子对
<

'

?!M>

"

*)>

的
I2̀

分别为
!*c?(

%

*!c)(

%

*!c!M#

"即

I2̀

N

"

I2̀

>>

"

I2̀

>)

"而候选结构罗汉松甾酮

a

%旌节花甾酮
A

和牛膝甾酮
a

的热晗分别为

J*+">*)>c)(!(

%

J*+">*!(cM+M+

%

J*+">*(>c*>MM

],

'

<$%

"其碎片离子
<

'

?*)>

的热晗分别为

J("**?>!c)N"M

%

J("**?!!c)>M*

%

J("**?!!c)>M*

],

'

<$%

"断裂碎片离子
<

'

?*)>

所需的键能分

别为
J*(!Nc?"

%

J*(*Mc++

%

J*>("c*M],

'

<$%

"

因此化合物
N

%

>)

%

>>

分别被鉴定为罗汉松甾酮

a

%牛膝甾酮
a

和旌节花甾酮
A

&在化合物
+

和
>(

中"就
<

'

?!M>

"

*>+

而言"

I2̀

+

"

I2̀

>(

"而

候选结构旌节花甾酮
2

和旌节花甾酮
@

的碎片

离子
<

'

?*>+

的热晗分别为
J(?*!!)(c*?M"

%

J(?*!!)*c>*)>],

'

<$%

"断裂碎片离子
<

'

?

*>+

所需的能量分别为
J*(!!c(*

%

J*(>>c*+

],

'

<$%

"因此化合物
+

和
>(

分别被鉴定为旌节

花甾酮
2

和旌节花甾酮
@

&

E2D78

'

78

技术因高效%灵敏等特点已广

泛用于中药化学成分的定性分析"但由于同分

异构体的
78

> 和
78

( 质谱行为较相似"因此

对同分异构体的表征存在限制&研究表明"离

子强度分布可用于化合物的结构注释"虽然同

分异构体能产生相同的碎片离子种类"但对于

同一碎片离子而言"其在
I2̀

下得到最大响

应"而
I2̀

是化合物固有的参数"不受仪器状态

影响"且同分异构体的
I2̀

常存在差异(

(>D(*

)

&

I2̀

与键能呈正相关"利用
B̀D78

测定相关

碎片离子的
I2̀

"通过关联键能与
I2̀

数据

可区分同分异构体&

F

!

结论

本研究利用
TGeE2DFDCÎD78

和
TGD

eE2DFD;.0

9

D78

技术"并结合在线能量分辨质

谱和量子化学计算"表征牛膝中甾酮类同分异

构体&利用在线能量分辨质谱获得不同碎片离

子的
I2̀

"由于同分异构体取代基位置的不

同"其断裂相应化学键的能量也不相同"通过将

I2̀

与化学结构相关联"成功表征了
*

组同分

异构体共
>(

个化合物&因此"在线能量分辨质

谱与量子化学的结合可提高
E2D78

'

78

对同

分异构体鉴定的准确性&

)!M
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