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摘要!利用电喷雾质谱")AE$@A#法建立龙胆质谱指纹图谱$研究其中代表性裂环烯醚萜苷类成分的)AE$@A
规律%采用甲醇超声法提取龙胆中裂 环 烯 醚 萜 苷 类 成 分$在 正 离 子 方 式 检 测 模 式 下 直 接 进 样$应 用 一 级 全

扫描质谱建立其特征图谱%运用化学模式识别方法对图谱数据进行分析$发现秋季龙胆样品的聚集程度优

于春季龙胆样品$根据春季’秋季药材 样 品 的 差 异$可 以 对 采 收 期 进 行 区 分!裂 环 烯 醚 萜 苷 类 成 分 在 二 级 质

谱中易发生脱水’乙酰基’葡萄糖基等%电喷雾质谱法的精密度’稳定性’重现性均符合要求$且具有 特 征 性

强’分析速度快’样品用量少等优点%

关键词!龙胆!裂环烯醚萜苷!电喷雾质谱!指纹图谱!化学模式识别

中图分类号!M:%(8:9!!文献标识码&F!!文章编号&&""N$!##("!""##":$"99N$":

=&)5/’267$8+%-,O-&&$.2N$%’92+&+’2-25<-00=1$%&.’8$&./
H+29$.1.+2&0’##$%&’(%()*(+,(U9$B

VE;,12$T,12&$!$fcFCQ<,$[,1&$AMCQH012$4<,&$

IEch/,$R,+12&$PFCQV,&$IEcA/<$7,12&

"&!;<.#-6<’#"#$%&%’%()*7CC4&(/;<(3&$%2,$;<&#($(76./(3,)*86&(#6($;<.#-6<’#&9""!!$;<&#.!

!!G&4&#7-2&6’4%’2(H#&1(2$&%,$;<.#-6<’#&9"&&’$;<&#.#

(>0&.-%&&W/0=,120434,165=I(#%&.#.$6.J2.]208Y+?0?6+U-,?/0ZU70-0.645?34+7,51,X+6,51
*+???30.645*0647")AE$@A#8@+,1?0.5,4,Z5,Z2-7.5?,Z0?5=I(#%&.#.$6.J2. ]208+1Z
6/0,4=4+2*016*0163+6/Y+7Y040+1+-7X0ZU7)AE$@A8A0.5,4,Z5,Z2-7.5?,Z0?Y0400[64+.$
60Z=54*I(#%&.#.$6.J2.]208U7*06/+15-?<304?51,.?$+1Z0[64+.6?Y040+1+-7X0ZZ,40.6-7
,135?,6,D0,51*5Z0U7)AE$@A8W/040?<-6?5=)AE$@A=,120434,16Y040345.0??0ZU7
./0*,.+-3+6604140.521,6,51*06/5Z8W/0?+*3-0?=54*+<6<*1+40,1255ZR<+-,678W/0
40?<-6+-?5.+1Z,==04016,+60?+*3-0?=45*Z,==04016?0+?51?8A0.5,4,Z5,Z2-7.5?,Z0?+40=4+2$
*0160Z6/45<2/-5?,12O!M$+.067-+1Z2-<.5?7-,1)AE$@A!8)-0.645?34+7,51,X+6,51*+??
?30.645*0647*06/5Z,?255Z340.,?,51$?6+U,-,67+1Z40345Z<.,U,-,678W/,?*06/5Z,??,*$
3-0$4+3,Z$+1Z.+1U0<?0Z=54,Z016,=,.+6,51+1Z?6<Z75=./+4+.604,?6,.=,120434,168



?$/@’.50!I(#%&.#.$6.J2.]208"?0.5,4,Z5,Z2-7.5?,Z0?")AE$@A"=,120434,16"./0*,.+-
3+6604140.521,6,51*06/5Z

!!中药龙胆是龙胆科植物条叶龙胆#I(#%&.#.
3.#$<’2&6. g,6+28$%龙 胆 #I(#%&.#.$6.J2.
]208$%三花龙胆#I(#%&.#.%2&*4)2.L+--8$或坚

龙胆#I(#%&.#.2&-($6(#$H4+1./8$的 干 燥 根 及

根茎&&’(龙胆 性 寒)味 苦%归 肝 胆 经%具 清 热 燥

湿)泻肝胆火之功效%属清热燥湿药(龙 胆 的 主

要化 学 成 分 为 裂 环 烯 醚 萜 苷 类!如 龙 胆 苦 苷

#2016,53,.5?,Z0$)当药苷#?Y045?,Z0$)当 药 苦 苷

#?Y046,+*+4,1$等&!’%此 外%还 有 一 些 寡 糖 类 化

合物(电喷雾质谱#)AE$@A$技术属于*软电离+
技术%可以对中药的化学成分进行快速的定性分

析&9$N’(本工作建立龙胆药材的电喷雾质谱指纹

图谱的分析方法%运用化学模式识别方法对数据

进行分析(结果表明%质谱指纹图谱可 对 春 季)
秋季药材样品不同采收期进行区分"利用多级串

联质谱技术对代表性裂环烯醚萜苷成分分析%归
纳总结此类化合物的裂解规律%为电喷雾质谱技

术在中药龙胆的研究奠定基础(

A!实验部分

ABA!仪器!材料与试剂

I>V离子阱质谱仪!美国H,11,2+1公司产

品%配有电喷雾 离 子 源#)AE$"龙 胆 药 材 于!""(
年%!""’年:月)&"月采自吉林左家种植基地%
列于表&(当 药 苷#&&&(N!$!""%"&$)龙 胆 苦 苷

#&&"(("$!""%&"$对照品!购自中国药品生物制

品检定所"甲醇#色谱纯$!H,?/04公司产品"水为

超纯水#&’8!@%,.*$"其他试剂#分析纯$!北

京化工厂产品(

表A!春季!秋季龙胆药材样品

P->,$A!#$%&’(%()*(+,(U9$B0-81,$0

#.’801.+29-25-)&)82

春季 海拔-* 秋季 海拔-*

?"($&%?"’$& N"" ?"($&%?"’$& N""

?"($!%?"’$! 9#’ ?"($!%?"’$! 9#’

?"($9%?"’$9 9#: ?"($9%?"’$9 9#:

?"($N%?"’$N 9#N ?"($N%?"’$N 9#N

?"($%%?"’$% 9#" ?"($%%?"’$% 9#"

ABC!供试品溶液制备

取龙胆 粉 末%%"b 烘 干 至 恒 重%分 别 精 密

称取"892%加 入&"*I甲 醇%称 定 重 量%浸 泡

&"*,1后%超声提取9"*,1(过滤%取!*I滤

液%甲醇定容至%*I%备用(

ABD!对照品溶液制备

分别精密称取!*2当药苷)龙胆苦苷对照

品%定容至%*I容量瓶%得对照品溶液%备用(

ABE!质谱条件

)AE源%喷雾电压%JB%金属加热毛细管温

度!!"b%壳气#C!$流速:"+4U%辅助气#C!$流

速%+4U%毛 细 管 电 压 && B%质 量 扫 描 范 围

3-@%"!&"""%分别 采 集 正)负 离 子 谱%@A1 碰

撞能量!%K(

C!结果与讨论

CBA!多级串联质谱分析龙胆中主要裂环烯醚萜

苷类化合物

春季?"($&)秋 季?"($&供 试 品 溶 液 的 正 离

子电喷雾质谱 中%主 要 存 在 共 有 离 子 3-@9:%)

9(#)9’&)9#%)%!()%N9)(9%)’"%)’!&%示于图&(
在3-@9:%)%!()%N9离子的串联质谱数据中%分
别存在脱去&!!个六碳糖基的离子%推断3-@
9:%离子是龙胆二糖 &@dC+’d)3-@%!(离子

是龙胆三糖&@dC+’d)3-@%N9离子是龙胆三

糖 &@dg’d(龙 胆 药 材 样 品 的 正 离 子 谱 中%

3-@9(#)9’&离子 的 串 联 质 谱#图!$与 龙 胆 苦

苷#3-@9%($)当 药 苷#3-@9%#$准 分 子 离 子 的

串联质谱碎裂途径相同#图9$%即失去一分子葡

萄糖%形成苷元#3-@&#%或&#($再脱水(因此

推测%3-@9(#)9’&离子为龙胆苦苷 &@dC+’d

和当药苷&@dC+’d(
在龙胆药材样品的一级正离子电喷 雾 质 谱

中还存在 &@dC+’d!3-@’"%)’!&离 子%在 一

级负离子电喷雾质谱中给出了3-@(’&)(#(的

&@aO’a 离子%根据它们的多级串联质谱数据%
结合文献 &%$:’%鉴 定 为64,=-545?,Z0#三 花 龙 胆

苷$)4,1Z5?,Z0%其结构示于图N(对于64,=-545$
?,Z0%3-@(N%是3-@’"%失去一分子乙酰基和

一分子水产生的%3-@:N9是3-@(N%失去一分

子六碳糖产生的%3-@%"(是3-@:N9失去质量
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数 为 &9:!邻 二 羟 基 苯 甲 酸"产 生 的#对 于

4,1Z5?,Z0$碎裂途 径 与64,=-545?,Z0完 全 相 同$列

于表!#从多级串联质谱数据看出$@A! 主要碎

片离子是由于失去连接裂环稀醚萜苷元糖上伯

醇位的乙酰基!据糖分子中羟基的活性$乙酰化

反应活性%半缩醛羟基 (伯醇位羟基 (!号位

羟基(其他 位 羟 基 &(’"(一 分 子 水(一 分 子 六 碳

糖基和糖上的另一个乙酰基而形成的#这两个

化合物在结构上差异很小$基本结构单元都是由

一分子裂环稀醚萜苷元(葡萄糖!乙酰化或未乙

酰化"和 邻 二 羟 基 苯 甲 酸 结 构 构 成#与 龙 胆 苦

苷(当药苷的结构相比$它们属于结构较复杂的

裂环稀醚萜苷类#

图A!春季!-"#秋季!>"龙胆药材样品的正离子质谱图

H+9BA!<-0001$%&.-’##$%&’(%()*(+,(U9$B0-81,$0#.’801.+29!-"-25-)&)82!>"

图C!!$"DMT离子!-"和!$"DVA离子!>"的正离子"=:!<=$<=谱图

H+9BC!O’0+&+Q$+’2"=:!<=$<=01$%&.-’#!$"DMT+’2!-"-25!$"DVA+’2!>"

图D!龙胆苦苷!-"#当药苷!>"的正离子"=:!<=$<=谱图

H+9BD!O’0+&+Q$+’2"=:!<=$<=01$%&.-’#9$2&+’1+%.’0+5$!-"-250@$.’0+5$!>"0&-25-.5
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表C!龙胆中主要化合物在"=:!<=!<=中的特征碎片离子

P->,$C!W+-92’0&+%#.-98$2&+’20’#8-+2%’81’)25#.’8#$%&’(%()*(+,(U9$B+2"=:!<=!<=01$%&.-

名称及相对分子质量 !@dC+"d !@dg"d !!@dC+"d !@dC+"d的主要碎片离子

龙胆二糖#9N!$ 9:% a a 9N(%9"%%!"9

龙胆三糖#%"N$ %!( %N9 a 9:%%!"9

龙胆苦苷#9%:$ 9(# 9#% (9% !&(%&##

当药苷#9%’$ 9’& a a !&#

64,=-545?,Z0#(’!$ ’"% a a (N%%:N9%%"(

4,1Z5?,Z0#(#’$ ’!& a a (:&%:%#%%!9

图E!P.+#,’.’0+5$"A#和.+25’0+5$"C#的结构

H+9BE!=&.)%&).$0’#&.+#,’.’0+5$"A#

-25.+25’0+5$"C#

CBC!龙胆药材的质谱指纹图谱分析

CBCBA!方法学考察!&$精密度试验&取龙胆苦

苷’当药苷混合标准品溶液%连续进样%次%测定

质谱指纹图谱(%次质谱图中%!个质谱峰相对

丰度GA\分 别 为!89:K’&8#’K%WE>图 中 离

子流强度GA\小于9K%仪器精密度较好(

!$重现性试验&取同一批龙胆按A8C方法制

备%份供试液%进行测定(龙胆苦苷’当 药 苷 质

谱峰的 相 对 丰 度 GA\分 别 为!8&:K’!8:!K%

WE>图 中 离 子 流 强 度 GA\ 小 于9K%重 现 性

较好(

9$稳定性试验&取同一龙胆样品试 液%分 别

于第"’N’’’&!’&:/测 定%龙 胆 苦 苷’当 药 苷 质

谱峰的 相 对 丰 度 GA\分 别 为&8:#K’!8N:K%

WE>图中 离 子 流 强 度GA\小 于9K%说 明 样 品

至少在&:/内稳定(

C8C8C!龙胆药材的质谱指纹图谱建立!分别精

密吸取稀释相同倍数的!"批供试品溶液%按A8E
条件进样%记 录 质 谱 图%示 于 图%(根 据 以 上 分

析%可对质谱指纹图谱中的主要离子峰进行定性

鉴别&龙胆苦 苷’当 药 苷’三 花 龙 胆 苷’4,1Z5?,Z0

和寡糖类等(龙胆药材的质谱指纹图谱主要可

分为9个部分&简单环烯醚萜苷类#当药苷’龙胆

苦苷$’寡糖#龙胆三糖和龙胆二糖$’复杂环烯醚

萜苷#三花龙胆苷和4,1Z5?,Z0$(其中寡糖类成

分由于在紫外区没有吸收%所以在色谱指纹图谱

中不会显现)而由于质谱是质量分离%可以清楚

地看出春季和秋季样品中寡糖类成分的差异(

!!利用大连化学物理研究所王龙星等人的指

纹图谱相似度软件%以上述龙胆药材中主要化合

物的 相 对 丰 度 评 价 龙 胆 药 材 的 相 似 度%以 样 品

?"($&’?"’$&为 参 照%秋 季 样 品 之 间 的 相 似 度 均

大于"8#%而 春 季 样 品 之 间 的 相 似 度 一 般 小 于

"8#%但大于"8’%说明春秋季节的药材存在一定

的差异%列于表9(

CBD!化学模式识别方法分析质谱指纹图谱数据

CBDBA!龙胆样品的因子分析’聚类分析!主成

分分析就是考虑各指标间的相互关系%利用降维

的思想把多个指标转换成较少的几个互不相关

的综合指标%从而使研究变成简单的一种统计方

法(该方法可以将多维空间的信息在低维#二维

或三维空间$表现出来%以消除众多化学信息中

相互重叠的部分(它将原始变量进行转换%使少

数几个新变量为原变量的线性组合%同时又使这

些变量尽可能多的表征原变量的数据特征(根

据样品和变量在主成分上的得分或权系数%得分

相近的样品视为同类%权系数相近的变量视为相

关%对主成分贡献大的变量其影响程度也大(
从质谱指纹图谱可知%龙胆 样 品 春’秋 季 的

差异主要体现在龙胆寡糖上%下面针对3*@9:%
#龙 胆 二 糖!@dC+"d$’3*@%!(#龙 胆 三 糖

!@dC+"d$’3*@%N9#龙胆三糖!@dg"d$9个

组成的成分做主成分分析%可得其主成分因子的

二’三维投影%示于图:%图((
由图:%图(可 以 看 出%秋 季 的 龙 胆 样 品 非
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常明显的聚为一类!只针对龙胆寡糖的主成分分

析结果聚集程度强于图:所示的对所有成分进

行主成分分析结果!可以看出!秋季的龙胆多糖

含量高于春季龙胆样品!且含量稳定"

注#从下至上依次为"($&$%$"’$&$%

图F!春季!-"#秋季!>"龙胆样品的质谱匹配图

H+9BF!<-0001$%&.’8$&./#+29$.1.+2&0’##$%&’(%()*(+,(U9$B

0-81,$0#.’801.+29!-"-25-)&)82!>"

表D!龙胆药材的质谱指纹图谱相似度

P->,$D!=+8+,-.+&/’#8-0001$%&.’8$&./#+29$.1.+2&’##$%&’(%()*(+,(U9$B

批次 "($& "($! "($9 "($N "($% "’$& "’$! "’$9 "’$N "’$%

春季 &8""" "8#&9 "8’#’ "8#%# "8’:( "8’9’ "8#!N "8’(’ "8’(! "8’#N

秋季 &8""" "8#9N "8#"N "8#9" "8#&( "8#": "8#9& "8#!% "8#&9 "8#&:

图J!龙胆寡糖主成分因子的分散点图!二维"

H+9BJ!W+01$.0-,1+%&).$’#1.+2%+1-,%’20&+&)$2&

#-%&’.+21’,/’0$’#0-81,$0!C!5+8$20+’2-,"

C8D8C!聚类分析!g$均值聚类法处理速度快$
占用内存少$分类迅速!它通常需要人为地给定

分类数目!g$均 值 聚 类 法 使 用 的 是 欧 氏 距 离 平

方!各变量权数相等%’&"由于本研究已知包含龙

图M!龙胆寡糖主成分因子的分散点图!三维"

H+9BM!W+01$.0-,1+%&).$’#1.+2%+1-,%’20&+&)$2&

#-%&’.+21’,/’0$’#0-81,$0!D!5+8$20+’2-,"

胆的春秋两季数据!所以采用g$均 值 聚 类 法 对

样品数据进行聚类分析"
表N给出了聚类结果!>-<?604的值为类号!

可以看出!春$秋季的&"个样品各自聚为一类"
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表E!各观测量所属类成员表

P->,$E!<$8>$.&->,$’#

$-%7’>0$.Q-&+’2#-%&’.%,)0&$.8$8>$.07+1

>+?0C<*U04 >-<?604 \,?6+1.0

春季& ! &8N(’

春季! ! !8&:!

春季9 ! &8’9"

春季N ! !8"(9

春季% ! &89&"

春季: ! !8(#"

春季( ! &89N:

春季’ ! N8!9&

春季# ! !8"’’

春季&" ! &8:9(

秋季&& & 98!%9

秋季&! & !8&#(

秋季&9 & !8(N!

秋季&N & !8N"N

秋季&% & !8’!"

秋季&: & N8(:!

秋季&( & !8&’N

秋季&’ & !8(!:

秋季&# & !8:!!

秋季!" & 98""#

D!结!论

本实验应用电喷雾质谱法建立了龙 胆 药 材

的指纹图谱!并对其中代表性裂环烯醚萜苷类成

分进行了鉴定和分析!得出龙胆中裂环烯醚萜苷

类成分质谱碎裂规律"运用主成分分析及聚类

分析方法对龙胆质谱指纹图谱数据进行了分析!
春#秋季的龙胆样品可以各自分为一类!秋季龙

胆样品的聚集程度优于春季龙胆样品!即药材质

量与气候条件有一定的相关性!也为药材的采收

季节提供合理依据"利用质谱建立药材指纹图

谱具有样品用量少#特征性强#分析速度快#直接

定性等优点!为中药龙胆多维指纹图谱的研究和

质量控制奠定了基础"
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