
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

世界科学技术一中医药现代化 ★组分中药系统研究

中药标准组介 的 高效液相色

谱 质谱联 用 表征

口金 郁 章飞 芳 肖远胜 薛兴亚

中国科学院大连化学物理研究所 大连

徐 青 梁鑫森

摘 要 高效液相 色谱 质谱联用表征是化学表征的重要内容
,

本文通过高效液相色谱 质谱联用方

法 系统表征中药标准组分
,

采用 了电喷雾电离源
、

大气压化学电 离源 的正负离子扫描模式
,

获取标准组分在统一分析条件下
,

不 同表征模式中化合物的光谱
、

质谱信息
。

通过片不 同标准组分 中大

量表征数据的比对和分析可发现和归纳 色谱
、

质谱规律
,

用 于不 同药材的成分差异性研究
,

以及由系统

制备得到的同种药材不 同层次标准组分中成分与含量的变化
,

为制备成分的确定和高效制备条件及参

数的优化提供基础
。

建立包含分析方法的标准组分色谱质谱数据库
,

结合色谱
、

质谱规律
,

实现 已知化合

物的搜索匹 配与 自动质谱解析 预测和发现结构类似的未知化合物
,

提高研究效率
,

加强 中药物质基础

研究的系统性和深入性
。

关键词 中药标准组分 液质联用 化学表征

随着 中药现代化进程的深人
,

虽然在 中药继承 困难
。

由系统制备所得到的中药标准组 分使 中药的

与发展 的具体方式与方法存在着争议
,

但一般认同
,

复杂性得 以简化
,

并且实现 了标准化
,

可 以通过 系统

中药质量标准的建设与提高
,

是发展 以继承传统 中 表征来深人研究 中药的物质基础
,

而物质基础 的研

医药理论并融合国际化质量控制标准为主要 内容 的 究又为质量标准的制定提供了依据
。

现代创新中药的必经历程
。

然而
,

国际化中药标准的 液相色谱质谱联用技术结合了色谱 的分离和质

建设和提高与中药化学物质基础研究 的深人密不可 谱的定性优势
。

紫外与质谱双检测模式的应用
,

不仅

分
。

以阐明中药化学物质基础为主要任务 的 中药系 提高了分离分析效率
,

在单次分析 中能获得复杂样

统分离分析表征
,

一直以来都是中药标准化研究 中 品中丰富的化合物结构信息
,

而且其检测 的高灵敏

的难点和重点
。

鉴于 中药所含化合物数量及其性状 度与互补性拓宽 了其适用范 围
,

是复杂体系研究 的

差异等因素的复杂性
,

使中药的化学表征存在很大 有力工具
。

液相色谱质谱联用技术近年来发展迅速
,

特别是各种软 电离技术的发展
,

促进 了其在 中药研

组稿 日期 以拓一以一。 究领域的广泛应用
,

如 中药的成分分析〔一 ,

体内药动
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学研究 川
,

指纹 图谱研究 阉
,

微量或者痕量成分的定

性定量 等
。

对中药标准组分的系统化学表征
,

液相

色谱质谱联用技术是一个最为重要 的研究模式
。

特

别是在化合物数 目与结构未知情形下
,

液相色谱质

谱联用技术以其可靠的分离
、

检测能力
、

宽泛 的适用

范围以及丰富的化合物结构信息获取能力而成为人

们首选 的系统表征方式
。

标 准 组 分 的制备是 中药标 准 化建设 的有 益 尝

试
。

对标准组分的液相色谱质谱联用 系统表征应遵

循完善
、

标准
、

重复
、

普适等原则
。

根据中药化合物极

性范围大
、

分子结构复杂等特点
,

选择液相色谱 二级

管阵列检测器 离子 阱质谱联用方式能在中药

标准组分的系统表征 中充分发挥出液相色谱质谱联

用 的技术优点
。

标准组分是以组分可重复获取为基

础
,

其成分组成有相应 的稳定范 围
。

在标准组分的系

统表征 中
,

液相色谱质谱联用方法 的使用 主要是对

标准组分的成分进行初步
、

快速地分离分析 以完成

定性定量研究
,

为 中药材物质基础研究
、

标准组分制

备
、

标准组分表征提供数据信息
,

并为标准化过程控

制和质量标准的建立提供基本数据
。

因此
,

统一而普

适性 的分离分析方法是对大量 的标准组分进行系统

表征 的基本要求
。

在优化条件下采用液相色谱质谱

联用系统表征标准组分
,

将获得的大量数据进行整

理
,

归纳
,

并 以色谱
、

光谱
、

质谱等数据形式建立数据

库
。

同时通过对 已知化合物的鉴定
,

总结色谱质谱规

律
,

形成数据真值与规律有机结合的功能数据库
。

标准组分的液质联用表征方法

因为 中药所含的化合物繁多
,

而且在复杂的化

合物群 中存在着有机酸
、

生物碱
、

多酚类
、

菇类等不

同分子类型化合物
,

所 以在离子源 的选择上
,

根据化

合物极性范围大的特点
,

选择 了电喷雾 电离源

及大气压 电离源 两种源作为互补
,

系统表征

标准组分
,

同时根据这些类别的离子化性能差异性
,

选用单一 的扫描模式难 以获得理想而准确的结构信

息
,

尤其是正离模式与负离子模式都具有 自身的特

点
,

如正离子模式扫描能获取较多结构碎片信息
,

而

负离子模式能获得较为单一而清晰的分子离子峰信

息
,

有助于对混合峰的辅助定性等工作 的开展
,

应 当

采用正负离子两种扫描方式
。

为了实现 比较的功能
,

液相色谱分析采用 了统一 的分离条件
。

这样每个标

准组分都可 以得到 四张总离子流色谱图
,

分别是

源 的正离子扫描图
、

源 的负离子扫描 图
、

源

的正离子扫描 图和 源 的负离子扫描 图
,

并且进

行 了二级质谱的检测
。

同时得到了标准组分的液相

色谱图和每个色谱峰 的紫外光谱图
。

这些数据为质

谱库建立
、

质谱规律的推断和化合物的 目标制备提

供基本的信息
。

实验结果表明
,

不 同的离子源
,

同一

种离子源 的不 同扫描方式可 以得到互补 的信息
。

例

如川芍的 源正负扫描显示
,

化合物
、 、

在正

离子扫描时有 响应
,

而化合物
、

在负离子扫描有

响应
,

结果见 图
。

大量的标准化数据可用于对 比和

总结各类化合物在不 同离子源下及不 同扫描方式下

的响应强度
、

化合物稳定性
、

裂解 有无异 同等规律
,

为 以后更为深人的质谱分析做出指导
。

随着 系统分

离的开展
,

标准组分的不断丰富
,

特别是标准品库的

建立
,

将为液质联用表征提供丰富的对象
,

当然在深

层次的液质联用表征时
,

还需根据表征对象的特点
,

对液质联用 的实验条件
,

比如流 动相
、

添加剂
、

离子

源
、

扫描方式
、

毛细管 电压等进行全面的优化
,

优化

的条件将作为该 组分或该 同系组 分 的标准实验条

件
,

实现表征过程的标准化
。

药材
、

标准组分差异性比对

同科 同属不 同药材的 比对
。

标准化数据 的获得易于实现各种药材之 间的比

较
,

特别是一些 同科属 的药材
,

它们的化学组成有可

能有一定的相似性
,

这种广泛 的 比较对于化合物的

定性会起辅助作用
,

而且也可能通过这种物质基础

的差异来寻找药理作用异 同
,

从而为制备和活性成

分筛选提供 目标
。

例如当归和川芍都是伞形科植物
,

从分析结果看来
,

两者的液相色谱图有一定 的相似

性
,

见 图
。

从质谱数据进行 比较
,

发现 了很多相同的

成分
,

如分别从川芍和当归提取组分 源正离子模

式 下 的 总 离 子 流 色 谱 图 中 提 取
, , ,

的萃取离子色谱图 见 图
,

可 以

看 出
,

二个组分在相 同的保留时间有相 同质荷 比的

峰 出现
,

并且进一步的二级质谱信息 比较也有相 同

〔衡
。 朋 幻刃而山。七 勿 极忿众勿耐 山 泛‘ 司
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的裂解碎片
,

初步的定性这些化合物为苯肤类化合

物
,

如川芍 内醋
、 、

奠本 内醋
、

丁烯基苯酞
,

是阿魏酸
。

这说明二

者的主要成分都是苯肤类成分
,

但是

上有很好的吸附和洗脱
。

化合物 在通用 型树脂上

相对不容易洗脱
,

而且化合物 得到 了很好的富集
,

以化合物 和 的相对峰面积对 比上样组分的相对

生
·

眨
一

刀 卜两 月

,,

,,, 孟 ,
‘

,跳竺
·

少,“ ,
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代 」」肠
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臼
一
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一一一 一业一刃花笠一从从
二二门 确 认日卜 日甲 一八 目甘甘

八八
, 。 一

‘ ’

,
·

勺 匀 , 翻 一 佃 月

图 川弯总提组分的液质联用衰征 部分圈谱

色语柱 色谱柱
,

卜

流动相组成 相为 的 甲酸水溶液 相为 的甲酸乙睛溶液

梯度洗脱条件 在 一 内
,

相从 线性增加到
,

在 一 而
,

相从

线性增加到
,

然合在这个比例保持

流量
一 ,

检测波长 , 采集 一 的光语数据 柱温 ℃
。

质谱条件 电离源 电喷雾电离源
,

大气压化学电离源 检测 方式 正离

子检测
,

负离子检测 扫描 范围 一 《 而乞 干燥气温度 ℃ 干燥气流速
一‘

雾化气压力 毛细管电压
,

二级质谱的电压从 一 线

性变化
。

到公匕 面 ,川川川附附“
。

翻〔 门比组旧

“““““””,

⋯

在量上有差别
,

这些苯肤类成分可能

是二者共同的药效物质基础
。

相 同药材不 同层次标准组分

的比对
。

中药标准组分是经过系统分离

制备而得到的
,

随着制备的深人
,

标

准组分由复杂变得简单
,

使我们对于

中药这个复杂体系 的认识过程采取

一种 由简单到复杂的渐进方法
。

那么

同一种药材在纵 向各种标准组分之

间的液质联用 表征 可 以用 于 了解 物

质在各种制备过程中的流 向
,

特别是

在分离过程 中有些微量 的化合物得

到了富集
,

如果这些成分是与其它物

质共流 出的
,

那么紫外是没有办法确

定的
,

但是质谱可 以很好地监测到
,

并且提供了较高的检测灵敏度
,

这种

监测 为新化合物 的发现 以及化合物

制备锁定了 目标
。

以丹参在大孔树脂

上 的标准组分表征为例
,

其中编号为

的组分是大孔树脂的上

样组 分
,

是 在 通 用 型

树脂 上 以 醇进行洗脱 的组 分
,

是 以 醇进行洗脱

的组 分
,

在通 用 型 树

脂上不被吸附的组分上专用型树脂
,

然后用 的醇进行洗脱所得到 的

组分
。

在液质联用表征的负离子总离

子流图中提取 离子
,

可 以看

到 组 分 中有 个 化 合

物分子量是
,

经过大孔树脂 的系

列分离
,

再通过液质联用的表征可 以

看 到 见 图
,

化合物
,

在通用 型

树脂上不易被吸附
,

而在专用型树脂

图 】苟【 与当归 总提组分的液相色谱圈

分析条件同图

。

而 论 。 砚 婉娜愉 七 沁 升 记耐 泌 朋 走农 司
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峰面积
,

粗略计算约富集了四倍
。

现在文献报道在丹

参中的分子量为 的化合物共有 个
,

这提示我

们可能有新化合物或者在丹参中没有报道 的化合物

丰富的质谱表征样本
,

这对于质谱规律 的确认和细

化提供了非常有利 的条件
。

未知化合物的筛选和鉴定

鉴 吧器

,尾
﹄,,,

卜 。 岛 月刊组

⋯
‘ 叼

川芍耐

‘ ⋯
, 卜 肠 闷刊

屯屯‘ 一 一 一一 当归归

一

—一 」一 —一

砂用乃月书用

刀 曰 一

日日 】, 户 日
一

巨
一

口 巨‘ 刀刀口 今润日 阴‘
,
目司司 月日 川目时 氏氏

一确

上认 」」
、苟耐

一一
,

·

巨 舒 奋润闷 妞右 目一 , , 以目曰一口 斤斤

在在在 当归归

,,, ,
‘‘

肾
。。’

丁
。 任‘“ ’

二
’

攀于犷
’“ ‘‘

导 日 月月 台 一姗 一

当归归

月月月

川 吕 〔犯 月刊

⋯
‘

,,、

⋯
”, ”、

’

日阳份 匕日 出 刊刊 二‘ 回

当当当归归

胡力

此

存在
。

这种 同一药材纵向的标准组分表

征 为系统全面地 了解药材和 复方 的物

质基础提供了有效途径
。

已知化合物 的鉴定和 色谱
、

质谱

规律的研究

类组分及 同系组分是标准组分 中

两类重要 的分子群
。

同系组分中的化合

物具有相 同的结构骨架
,

不 同的取代基

和取代位点
,

这些成分既具有结构 的相

似性又具有结构 的多样性
,

在质谱裂解

上遵循一定 的规律产生相 同的碎片信

息
,

这些碎 片成 为该类成分 的特征碎

片
。

质谱裂解规律 的推断与总结可 以使

我们在 中药众多 的化合物 中开展 已知

和未知化合物的筛选定性工作
。

以质谱

规律作指导
,

进行类化合物和 同系化合

物定性研究
,

具有快速
、

简捷的优点
。

现

在 对 于 中药 中的黄酮 类
、

酚酸类 和

生物碱类 「 的质谱裂解规律都 已 经有

了一定 的认识
。

比如黄酮昔元的裂解主

要发生在 环
,

受不 同的取代基影响

较大
,

黄酮昔 的裂解规律可 以一定程度

上确定糖 的连接顺序
,

糖内连接方式
,

糖的连接位点
。

在我们现有 的组分中有

大量 的黄酮类化合物
,

其结构类型非常

丰富
,

我们将对黄酮 的裂解规律从同系

成分的角度加以深入探讨
,

使黄酮类的

质谱规律能够在大量代表性样本 的质

谱解析中得 以完善
。

在对丹参中酚酸类

成分的质谱规律研究 中我们发现
,

这些

酚酸类成分是 以丹参素和咖啡酸 的聚

合物形式存在
,

所 以 多聚体能在质谱上

观察到连续丢失
、

丹参素和咖啡酸

的碎片
,

规律性很明显
,

裂解途径清晰
。

随着标准品库的建立
,

我们会得到结构

防 田 相 万 刀 石 印刀 川

图 川苟 与当归《 苹取离子色谱图

分析条件同图

净

且

一一 一

俩
,

五五
, ‘二 ,

灯址人

应 二二

一一泊己 ⋯⋯
任 碱 【

一一一

一

一
,, 咖口

从从
,,刁 一 碱

口

一一一拟

曰︸︸一卜卜

图 丹参中 耐坛 的萃取离子色谱图

分析条件同图

〔 。

滋
。 山以 粉用 女。七以 以 耐 讼比 司
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由于 中药 的复杂性
,

对每一个化合物都进行分

离制备而定性是不现实 的
,

特别是微量组分
,

利用质

谱规律可 以实现从 已知发现未知
,

并且对未知成分

有个初步的结构判断
,

同时为制备提供 了信息 和 目

标
。

通过对酚酸类成分质谱规律的研究
,

现 已经对其

中的 个酚酸类或其醋类成分进行了定性
。

在对积

壳 的质谱表 征过程 中我们发 现 了多 甲基黄酮 的存

在
。

这些多 甲基黄酮在质谱上会产生丢 甲基和丢 甲

氧基 的 自由基离子
,

并且会进一步产生脱水
,

脱一氧

化碳 的中性丢失碎片
,

以此规律表征 出积壳 中的

个多 甲基黄酮
。

未知化合物 的快速筛选对于 中药物

质基础 的认识是非 常重要 的
。

随着质谱规律研究 的

深人
,

这种未知化合物的筛选工作将借助于数据库

的方式来实现
。

质谱库的建立

气相色谱质谱联用现 已有标准谱库可进行化合

物的搜索定性
,

相对而言
,

液质联用 以软 电离源
、

所获得的质谱分析结果在不 同的仪器及分

析条件下有一定 的差异性
,

但是其在统一 的
、

标准分

离分析条件下所获得数据应 在仪器 的稳定 范 围 内
,

尤其是一些类化合物及 同系化合物 的主要质谱裂解

方式
,

在 和 模式下 的质谱同样在一定程度

上能反映化合物的结构特征
。

因此
,

以标准化操作获

取大量标准组分系统液相 色谱质谱表征 的数据建立

光谱和质谱数据库具有一定 的可行性
。

在质谱库的

建立过程 中首先将 四张总离子流色谱图 中的色谱峰

进行编号
,

以一 张谱图的编号 为基准
,

在这张谱图不

能体现而在其它谱图体现 出 的峰采用 了小数编号
,

相 同的物质给相 同的编号
,

按照编号将每个色谱峰

人质谱图清晰的 个成分
,

因为丹参的成分研究工

作相对 比较系统和深人
,

所 以在谱库的建立过程 录

人 了已定性成分的分子式
、

结构式
、

分子量等信息
。

质谱库 的建立 可 以完成成分 的快速搜索定性
,

如泽兰和丹参 同为唇形科植物
,

在它们中间可能含

有相同的化学成分
。

为 了对泽兰 的化学成分情况有

个初步快速的了解
,

对其在 源负离子模式下的扫

描图进行 自动的多级质谱图搜索
,

在域值为 的

条件 下共得 到 个 化 合物 的一级 质 谱 和二级质

谱
,

其 中因为在一级质谱上有 的化合物发生 了断裂
,

碎片离子峰超过 了域值
,

所 以 被 当成新 的化合物检

测出来
,

导致有少量化合物的重叠
。

因为一级谱通常

伴有共流 出化合物 的信息
,

不适合进行谱库的搜索

和匹配
,

所 以 以特定母离子 的二级谱进行搜索
,

对实

验条件给 以适合的权重等级
,

加 以保 留时间的限制

条件
,

在 的谱库 中进行搜索
,

匹配度 大于

的有 个化合物
,

结果见表
。

如果两个化合物

在色谱上保 留相 同
,

有相 同的分子量和碎片特征 以

及紫外 吸收
,

那么基本可 以准确定性
。

泽兰 中 号

化合物 的搜索结果见 图
,

其与谱库中的 号化合

物迷迭香酸有较高的匹配值
,

进一步的紫外光谱图

比较验证了搜索的准确性
。

搜索说明泽兰 中含有 和

丹参 中相似的酚酸类成分
,

同时也能看到大量分子

量相 同的化合物与谱库中的结果不能匹 配
,

因为在

植物 中存在大量的 同分异构体
,

这种相互 的比较和

验证增加 了单独依靠文献报道进行质谱定性 的准确

性
。

而且这个初步的谱图处理和搜索匹配工作非常

迅速
,

还可根据其化学成分的文献报道情况在其它

的质谱信息输人质谱库
,

在质谱库中还可记

录每个化合物的保 留时间和检测条件
。

现 已

将每个标准组分建立一个独立质谱库
,

可进

行 同一种药材不 同层次组分相互 的搜索匹

配
,

也可进行不同药材的各组分跨库搜索匹

配
,

特别是可 以完成在多个质谱库 的同时检

索
。

以丹参为例
,

现将丹参总提物 的标准组

分 的 四 张总离子 流谱 图 见 图 按上述方

法建立质谱库
,

谱库名称为
,

共录

表

谱库中进行搜索
,

快速获得尽可能多的信息
。

泽兰总提组分在丹参总提组分质谱库伽 为的搜索结果

化合物编号
准分子 离子峰

一 一 语库中峰号 匹 配度 化合物定性

丹参素

迷迭香酸

未知

丹参酚酸

丹参酚酸

未知

产八,︶曰、︸勺,少, ,︸

保留时间
,

〔 而 幼 。 助雄 肠邵而而山 七 动 司 如耐 山 山 司
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目前
,

在我们建立 的质谱库中录人的是大量未

定性化合物 的质谱信息
,

随着物质基础研究 的不断

深人
,

质谱库中的大量化合物将被准确定性
,

在这些

基本质谱库的基础上
,

进一步构建 出同系组分质谱

库
,

类组分质谱库
,

深人开展质谱规律 的研究
,

增加

谱库的 自动质谱解析功能
,

实现未知化合物 的快速

、、 回吧咤理口 州伪口曲娜同 山 ,,

,

豪桑笋条永永

滋滋滋滋、 , , , , , ,,
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,
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,

汕
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痣
, 申申

”

”
,

””

”
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筛选与定性
。

液质联用 表征是 中药标准组分

表征 的重要手段
,

通过液质联用分析

从微观上可 以得到众多化合物 的分

子量信息
、

分子结构信息和紫外光谱

信息等
,

从宏观上可 以得到药材或者

复方总体的物质基础概况
。

表征过程

中实现标准化有利于数据的 比较分

析
,

大量的数据处理是表征工作的重

点和难点
,

数据库的建立有利于提高

表征工作的效率
,

为深层次的数据挖

掘提供了有利工具
。

我们现在 已经完

成 味中药总提组分和部分系统分

离的标准组分 的液质联用表征
,

基本

数据已经录人数据库
,

还将进一步完

成相应的 味中药总提组分
、

溶剂

分配组分
、

大孔树脂柱分离组分
、

工

业色谱组分的表征工作
。

图 丹参总提组分的总离子流色谱图 参考文献
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