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高效液相色谱 -质谱联用法研究
巫山淫羊藿黄酮类成分＊
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摘 要：目的：采用高效液相色谱-质谱联用法（HPLC-MSn）研究巫山淫羊藿中的黄酮类成分。方
法：70%乙醇提取，大孔树脂柱纯化得到总黄酮；运用 HPLC-MSn联用技术得到各化合物的总离子流
图和多级质谱图。结果：从巫山淫羊藿药效部位中鉴定出 12个化合物，其中有 3对化合物互为同分异
构体。结论：HPLC-MSn法可用于巫山淫羊藿中黄酮类成分的结构鉴定，为建立快速、准确的质量评价
方法和分析炮制前后成分变化提供了参考。
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巫山淫羊藿来源为小檗科植物巫山淫羊藿

Epimedium wushanense T. S. Ying 的干燥叶，目前成
分研究的报道不多 [1~3]，其中已分离鉴定的有淫羊藿
苷、巫山淫羊藿苷、淫羊藿次苷玉、淫羊藿次苷域、朝
藿定 C 等成分 [4]，且各成分的药理作用有所差异 [5~7]。
2010 年版《中国药典》将巫山淫羊藿单列，而淫羊藿
项下包括淫羊藿、箭叶淫羊藿、柔毛淫羊藿、朝鲜淫

羊藿 4 个品种，二者质量标准中含量测定也不相
同，其中巫山淫羊藿研究相对较薄弱，有必要对其

所含的黄酮类成分进行深入研究。液相色谱-质谱
联用技术（Liquid Chromatography-Mass Spectrometry,
LC-MS）已广泛应用于混合物组成成分的结构分析
和鉴定，通过高效液相色谱对混合物进行有效分

离，各化合物依次进入质谱仪测定，得到准分子离

子峰及多级质谱，以及成分结构信息。目前已有采

用液质联用方法对朝鲜淫羊藿、心叶淫羊藿、淫羊

藿等黄酮类成分进行分析的报道 [8~11]。本文采用高
效液相色谱-质谱联用（HPLC-MSn）技术研究巫山
淫羊藿黄酮类成分的结构和裂解途径，分析化合物

结构，特别是同分异构体的质谱鉴别，为探讨巫山

淫羊藿炮制前后成分变化规律，阐释油炙增效机理

提供参考。

一、仪器与试药

1. 仪 器
Agilent 1100 LC-MSD series trap（双高压溶剂

泵，在线真空脱气机，自动进样器，柱温箱，DAD 检
测器，ESI 离子阱质谱检测器）。

2. 试 药
乙腈（Fisher 公司）为色谱纯，水为超纯水，其他
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图 1 巫山淫羊藿总黄酮的总离子流图（A）和 HPLC 图（B）
注：1.淫羊藿苷 A，2.Hexandraside F，3.朝藿定 A，4.朝藿定 B，5.朝藿定 C，6.宝藿苷遇，7.淫羊藿苷，8.箭藿苷 A，9.箭藿苷 B，10.2-
鼠李糖基淫羊藿次苷域，11.淫羊藿次苷玉，12.淫羊藿次苷域。

试剂为分析纯（北京化工厂）。巫山淫羊藿药材由贵

州同济堂制药有限公司提供，经北京中医药大学生

药系陈玉婷教授鉴定为巫山淫羊藿（Epimedium
wushanense T. S. Ying）。

二、方法与结果

1. 色谱条件
Agilent Zorbax SB -C18 色谱柱 （4.6 mm 伊250

mm，5 滋m）；流动相：水（A）-乙腈（B）梯度洗脱，0~
5 min，20% B；5~10 min，20%~25% B；10~28 min，
25%~28% B；28~35 min，28%~35% B；35~55 min，
35%~40% B；55~60 min，40%~60% B；柱温 30益；
检测器：DAD 检测器；流速：1 mL·min-1；检测波长：
270 nm；进样量：10 滋L。

2. 质谱检测条件
扫描范围：200~1000 u；干燥气温度：350益；干

燥气流速：10.0 L·min-1；雾化室压力：40.0 psi；电喷

雾电压：4000 V；离子模式：ESI（+）。
3. 供试品溶液的制备
取巫山淫羊藿叶片粗粉（过 40 目筛）适量，用

70%乙醇超声提取 2 次，滤过，合并两次提取液，回
收溶剂得到提取物，经石油醚脱脂，AB-8 大孔树脂
纯化，水-乙醇梯度洗脱，收集 70%乙醇洗脱液，回
收溶剂，减压干燥，得到总黄酮。精密称取巫山淫羊

藿总黄酮适量，甲醇溶解，制成 1 mg·mL-1的样品
溶液。

4. 样品分析结果
取总黄酮样品溶液，进样 10 滋L，经 HPLC 分

离，进入质谱检测器检测，得到总离子流图及 HPLC
图，见图 1。

三、质谱的解析

淫羊藿属中药的黄酮类成分多数以 8-异戊烯
基黄酮为母核（见图 2），取代基的糖种类和数目不
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图 2 8-异戊烯基黄酮母核

同。根据各化合物的准分子离子峰判断其分子量，

结合多级质谱图中的离子碎片分析其裂解规律，结

构鉴定如下：

化合物 1 14.8 min 的一级质谱图给出 m/z
663.3[M+H]的峰，二级质谱以 m/z 663.1 为母离子
进行裂解给出 m/z 517.3[M-146+H]，355.1[M-146-
162+H]，299.1[M-146-162-56+H]。根据淫羊藿黄酮
类化合物含有糖结构的特点可知，m/z517.3[M-鼠李
糖基+H]；355.1 [M-鼠李糖基-葡萄糖基+H]，299.1
[M-鼠李糖基-葡萄糖基-C4H8+H]，根据糖失去的
顺序和文献报道 [12]，化合物 1 符合淫羊藿苷 A
（Epimedoside A）的裂解规律，鉴定化合物 1 为淫羊
藿苷 A，结构见表 1。

化合物 2、3 20.8 min 和 22.3 min 两个化合物
的一级质谱都给出分子离子峰 m/z 839.3[M+H]，二
级质谱有 m/z 677.3，531.3，根据裂解规律可知 m/z
677.3 [M-葡萄糖基+H]；531.2 [M-葡萄糖基-鼠李
糖基+H]；369.2 [M-葡萄糖基-鼠李糖基-葡萄糖
基+H]，可能是 Hexandraside F 或朝藿定 A，文献报
道 [13]Hexandraside F 与朝藿定 A（epimedin A）为同
分异构体，仅 3 位糖苷键鼠李糖（rha）与葡萄糖
（glc）的连接碳位不同，前者为 3-O-rha4glc，后者为
3-O-rha2glc，前者出峰时间稍早于后者，所以化合
物 2 为 Hexandraside F，化合物 3 为朝藿定 A，结构
见表 1。

化合物 4 23.9 min 的一级质谱给出 m/z 809.3
[M+H]，二级质谱的碎片离子峰为 m/z 677.3[M-木
糖基+H]；531.3 [M-木糖基-鼠李糖基 +H]；369.2
[M-木糖基-鼠李糖基-葡萄糖基+H]，符合朝藿定 B
的裂解规律，和文献报道 [14]一致，可知化合物 4 是
朝藿定 B，结构见表 1。

化合物 5、6 24.9 min 和 26.1 min 两个化合物
的一级质谱都给出分子离子峰 m/z 823.4[M+H]，化
合物 5 的二级质谱碎片离子峰为 531.3 [M-鼠李糖
基-鼠李糖基+H]，化合物 6 的二级质谱碎片离子峰
为 677.3 (M -鼠李糖基 +H)，可能为朝藿定 C
（Epimedin C）或宝藿苷遇（Baohuoside 遇），二者为
同分异构体，仅 3 位糖苷键鼠李糖（Rha）与鼠李糖
（Rha）的连接碳位不同，前者为 3-O-rha2rha，后者
为 3-O-rha4rha，结合前期研究结果，通过自提的朝
藿定 C 标准品（纯度跃98%）比对，确定化合物 5 为
朝藿定 C，化合物 6 为宝藿苷遇。

化合物 7、8 27.5 min 和 47.5 min 两个化合物
的一级质谱都给出分子离子峰 m/z 677.3[M+H]，可
能为淫羊藿苷（Icariin）或箭藿苷 A（Sagittatoside A），
二者为同分异构体，化合物 7 的二级质谱碎片离子
峰为 m/z 531.3 [M-鼠李糖基+H]（见图 3），369.2
[M-鼠李糖基-鼠李糖基-葡萄糖基+H]，符合淫羊
藿苷的裂解规律，和文献报道 [8]一致，鉴定化合物 7
为淫羊藿苷，结构见表 1。化合物 8 的二级质谱碎片
离子峰为 515.2[M-葡萄糖基+H]（见图 4），符合箭

图 3 淫羊藿苷的二级质谱图

图 4 箭藿苷 A 的二级质谱图
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R1 R2 R3 英文名 中文名 M+H MS2 MS3

1 Rha Glc H Epimedoside A 淫羊藿苷 A 663.3 517.2
2 Rha3glc Glc Me Hexandraside F 839.3 677.3
3 Rha2glc Glc Me Epimedin A 朝藿定 A 839.3 677.3 531.2
4 Rha2xyl Glc Me Epimedin B 朝藿定 B 809.3 677.3 531.2
5 Rha2rha Glc Me Epimedin C 朝藿定 C 823.4 531.2
6 Rha4rha Glc Me Baohuoside VI 宝藿苷 VI 823.4 677.3 531.2
7 Rha Glc Me Icariin[ICA] 淫羊藿苷 677.3 531.3 369.1
8 Rha2glc H Me Sagittatoside A 箭藿苷 A 677.3 515.3
9 Rha2xyl H Me Sagittatoside B 箭藿苷 B 647.3 515.3
10 Rha2rha H Me 2m-O-rhamosy Icariside II 2-鼠李糖基淫羊藿次苷 II 661.3 515.3
11 Rha4rha H Me Icariside I 淫羊藿次苷 I 661.3 531.3
12 Rha H Me Icariside II 淫羊藿次苷 II 515.2 313.1

藿苷 A 的裂解规律，并和文献 [12]一致，确定化合物 8
为箭藿苷 A，结构见表 1。二者的二级质谱裂解规律
不同，可作为鉴定这两个化合物的方法。

化合物 9 51.0 min 的一级质谱给出 m/z 647.3
[M+H]，二级质谱的碎片离子峰为 m/z 515.2 [M-木
糖基+H]，符合箭藿苷 B（Sagittatoside B）的裂解规
律，和文献报道 [12]一致，确定化合物 9 为箭藿苷 B，
结构见表 1。

化合物 10 51.7 min 的一级质谱给出 m/z 661.
3 [M+H]，二级质谱的碎片离子峰为 m/z 515.2 [M-鼠
李糖基+H]，符合鼠李糖基淫羊藿次苷域（2m -O-
rhamosy icariside 域）的裂解规律，和文献报道 [15]一
致，确定化合物 10 为鼠李糖基淫羊藿次苷域，结构
见表 1。

化合物 11 52.2 min 的一级质谱给出 m/z
531.3 [M+H]，二级质谱的碎片离子峰为 m/z 369.2
[M-葡萄糖基+H]，符合淫羊藿次苷玉（Icariside 玉）
的裂解规律，和文献报道 [16]一致，确定化合物 11 为
淫羊藿次苷玉，结构见表 1。

化合物 12 59.4 min 的一级质谱给出 m/z
515.2 [M+H]，二级质谱的碎片离子峰为 313.0 [M-
146-56+H]，符合淫羊藿次苷域（Icariside 域）的裂
解规律，和文献报道 [17]一致，确定化合物 11 为淫羊
藿次苷域，结构见表 1。

四、讨 论

电喷雾（ESI）质谱正离子模式提供的分子离子

峰以[M+H]+的形式存在，由此可得到化合物的分子
量；同时多级质谱串联提供的碎片离子信息，可进

一步推断化合物的结构，从而快速、准确分析混合

物中的组分结构，是研究没有对照品的中药成分的

有效手段，用于巫山淫羊藿的黄酮类成分分析，取

得了良好的效果。

根据淫羊藿属中药中黄酮类成分的裂解规律，

分析鉴定出的 12 个化合物，与淫羊藿、朝鲜淫羊
藿、心叶淫羊藿中所含成分有区别，Hexandraside F、
箭藿苷 A、鼠李糖基淫羊藿次苷域为首次通过
HPLC-MS 法从巫山淫羊藿黄酮类成分中分析鉴
定。通过分析结构特点，初步区分其中的 3 对同分
异构体：Hexandraside F 和朝藿定 A、朝藿定 C 和宝
藿苷遇、淫羊藿苷和箭藿苷 A。

本实验建立了一种快速分析巫山淫羊藿中黄

酮类成分的方法，可为其质量控制提供参考。此外，

巫山淫羊藿炮制过程中黄酮苷类成分会转化为次

级苷或苷元，此方法也可用于炮制前后黄酮类成分

变化规律的比较。
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HPLC-MSn Analysis of Flavonoids in Epimedium wushanense T. S. Ying
Tan Peng, Xu Juan, Zhong Lingli, Lei Haimin, Yang Lei, Li Fei

(School of Chinese Materia Medica, Beijing University of Chinese Medicine , Beijing 100102, China)

Abstract: This study was aimed to investigate the flavonoids of Epimedium wushanense T. S. Ying using HPLC-
MSn. The sample was extracted with 70% ethanol and purified by macroporous resin. The structures were detect鄄
ed by HPLC-MSn experiments. The results showed that twelve compounds were identified from the effective part
of Epimedium wushanense T. S. Ying. There are three pairs of isomeric compounds. It was concluded that this
method can be used for rapid and accurate identification of flavonoids. It can also be used as reference in the
analysis of chemical constituent changes before and after drug processing.
Keywords: Epimedium wushanense T. S. Ying, flavonoid, HPLC-MSn
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