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MS-DAIL联合MS-FINDER鉴定
中药黄酮类化合物＊
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摘 要：目的 分析判断MS-DAIL与MS-FINDER联合运用以鉴定中药黄酮类化合物的可行性。方

法 采用 UPLC-MS/MS技术检测含有 20种黄酮类化合物的混合对照品溶液，利用 MS-DAIL联合 MS-
FINDER对特征峰进行提取、数据库比对与物质鉴定。结果 MS-DAIL与MS-FINDER联合运用可以快速

获取黄酮类化合物MS/MS特征谱，与数据库中图谱进行匹配，根据得分共准确鉴定出黄酮类化合物 15种，

鉴定错误 5种，准确率为 75%，其中 1种无谱图信息，有 4种存在MS/MS谱相似的异构体。结论 MS-DAIL
与MS-FINDER的联合使用以鉴别中药黄酮类成分高效简便，是初步鉴定黄酮类化合物的可选方式。
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中药作为重要的疾病防治资源已有几千年历史。

与化学结构明确，药物靶点清晰，代谢机制相对清楚

的西药相比，中药具有物质成分复杂，代谢与作用途

径多样等特点，不利于中药防治疾病作用机制的阐

明，一定程度上制约了中医药的发展。黄酮类化合物

主要指两个芳环通过中间三碳原子（C6-C3-C6）相连

的一系列化合物，在世界各地植被中广泛存在，能够

调控植被的生长、发育以及抗菌防病能力。类黄酮作

为一类重要的中药成分，具有广泛的生物活性，包括

提升认知[1]，抗炎抗氧化[2]，抑制肿瘤细胞[3]，改善心血

管功能[4]，抗病原微生物[5]，调控肠道菌群结构[6]等。同

时，纳米技术和化学修饰技术的应用在很大程度上克

服了某些类黄酮生物利用度低的问题，让类黄酮成为

医学研究中最受关注的天然药物化学成分[7]。迄今为

止，植被中已知的类黄酮超过 5000种，主要存在于唇

形科、伞形科，以及菊科、芸香科和豆科等植物中，且

不断有新的类黄酮成分被提纯鉴定出。基于类黄酮

的广泛生物学活性，有必要对中药中类黄酮成分进行

大范围的定性和定量分析，从而为中药的质量控制或

药效学研究提供依据。

当下，常用的类黄酮定性方法存在操作繁琐、分

析不准确、检索信息不完整、成本高等缺点。如何低

成本而高效的尽可能多的鉴定出各种类黄酮是值得

探索的问题。MS-FINDER是由日本理化研究所可持

续资源科学中心和美国西海岸代谢组学中心联合开

发的代谢小分子分析平台[8]，除了包含NIST、MassBank
等 14种库中的MS/MS谱图信息外，该数据库还收录了

3000多种自己构建的黄酮类化合物MS/MS谱图数据。

结合光谱反卷积MS-DAIL软件进行高分辨率色谱-质
谱分析，可以更好地鉴定多种黄酮类化合物[8，9]。本研

究采用 UPLC-MS/MS技术检测了黄酮类化合物的混

合对照品（含 20种类黄酮），通过 MS-DAIL和 MS-
FINDER相结合的方法对其进行了鉴定，从而对该方

法的可行性和准确度进行分析、评价，为课题组定性

分析经聚酰胺树脂分离纯化的清肺口服液类黄酮组

分提供依据与参照[10]，同时也为中药药效基础相关研
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究提供参照。

1 材料

1.1 主要仪器

LTQ Orbitrap XL串联质谱仪与 UltiMate 3000超
高效液相色谱仪（美国赛默飞世尔公司）；Allegra 64R
离心机（美国贝克曼库尔特公司）；CPA225D电子天平

（德国萨多利斯公司）。

1.2 主要试剂

对照品牡荆素（vitexin，批号 lw18041706）、儿茶素

（catechin，批号 lw18013103）、当药黄素（swertisin，批号

lw18041607）、木犀草苷（luteoloside，批号 lw18032905）、

橙 皮 苷（hesperidin，批 号 lw180619-038）、芹 菜 素

（apigenin，批号 lw18010301）、异槲皮苷（isoquercitrin，
批 号 lw18022308）、表 儿 茶 素（epicatechin，批 号

lw18011603）、芫花素（genkwanin，批号 lw18041612）、

槲皮苷（quercitrin，批号 lw18041101）、桑辛素（morusin，
批号 lw180729069）、木犀草素（luteolin，批号 lw18040208）
从南京良纬生物科技公司购买；樱黄素（prunetin，批号

JBZ-1561）、山奈酚 7-O-鼠李糖苷（kaempferol 7-O-
rhamnoside，批号 JBZ-1747）、大波斯菊苷（cosmosiin，
批号 JBZ-0947）、山柰酚（kaempferol，批号 JBZ-1079）、

柚皮素查尔酮（naringenin chalcone，批号 JBZ-1437）从

南京金益柏生物科技公司购入；异鼠李素（isorhamnetin，
批号BCY-00856）、槲皮素（quercetin，批号BCY-00863）、
野鸢尾黄素（irigenin，批号BCY- 01185）购自江西佰草

源，上述黄酮类化合物对照品质量分数均≥98%。乙腈

（Merk，德国），甲醇（Merk，德国），甲酸（ROE，美国），

二甲基亚砜（Sigma，美国）均为色谱纯。

2 方法

2.1 混合对照品的制备

分别取适量的异鼠李素、山奈酚 7-O-鼠李糖苷、

柚皮素查尔酮、异槲皮苷等 20种类黄酮对照品，用二

甲基亚砜制备母液（作为细胞或其他实验的储存液），

用甲醇稀释至 2 mmol·L-1，具体摩尔浓度见表 1。在

17000 r·min-1离心10 min后，取上清进样。

2.2 分析条件

2.2.1 色谱条件

ACQUITY UPLC®CSH C18 色谱柱（2.1 mm × 100
mm，1.7 μm），流动相：0.1%甲酸水溶液（A）-乙腈（B），

洗脱的梯度为：0-23 min，80%-42% A；23-24 min，
42%-10% A；24-25 min，10%-80% A。样品温度 4 ℃，

柱温35 ℃，体积流量0.45 mL·min-1，进样量3 μL。
2.2.2 质谱条件

质谱主要参数为：蒸发器温度 300℃，毛细管温度

300 ℃，辅助气流速：10 arb，鞘气流速：45 arb，管状透

镜电压100 V，电喷雾电压3.5 kV，毛细管电压35 V，源
电流 100 μA。全扫描（Full Scan，m/z 250-900），采集

时间为 0-25 min，以二级质谱扫描方式（dd-MS2，Top
N = 3）。上述黄酮类化合物在负离子模式下响应性较

好，因此本实验选择负离子模式进行检测。

2.3 数据处理

采用MS-DIAL对收集到的Raw类型数据文件进

行预处理，得到混合对照溶液中 20种黄酮类化合物的

质谱信息。把数据导入至MS-FINDER分析平台中，

通过设置化合物的组成元素、候选物质的个数和数据

库的搜索范围等参数来匹配MS/MS数据并搜索结构。

通过平台内部设定的算法得到可能匹配上的化合物

以及平台库中候选物质的得分数，根据分值高低和

MS/MS图谱的拟合度对物质进行识别。

3 结果

3.1 类黄酮化合物混合对照品总离子流图

如图 1示，CSH C18色谱柱能将混合液中的类黄酮

成分较好地分离开，各黄酮类化合物峰型优良，出峰

时间在 2-22 min范围内，于 2-15 min时间段内集中。

通过MS/MS比对结合单标准品色谱峰时间，测定这 20
种黄酮类化合物的保留时间（图 1、表 1）。在这 20种
黄酮类化合物中，儿茶素极性最大，水溶性最好，最先

出峰，保留时间为 2.18 min，与儿茶素为同分异构体的

表儿茶素随后出峰（2.49 min），且能够与儿茶素谱峰

图1 20种类黄酮混合溶液LC-MS总离子流图
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良好分离；山奈酚-7-O-鼠李糖苷、大波斯菊苷以及牡

荆素三个化合物虽为同分异构体，但三者之间极性相

差较大，保留时间有明显差异，分别为 10.23 min，5.91
min，3.64 min；木犀草苷与当药黄素的保留时间接近，

分别为 4.23 min、4.26 min，异鼠李素与山柰酚的出峰

时间同样接近，分别为 14.84 min、14.91 min；樱黄素与

芫花素极性相近，属于同分异构体，色谱柱不能将其

良好分离，出峰时间为 19.67 min；在 20种黄酮类化合

物中，桑辛素极性最小，出峰时间最晚，为21.64 min。
3.2 MS-FINDER鉴定黄酮类化合物

虽然不同对照品的摩尔浓度不同（区间范围：

10 μmol·L-1-400 μmol·L-1），但通过MS-DAIL软件可

以迅捷、有效的取得混合溶液中 20种类黄酮成分的

MS/MS数据，为接下来的分析提供数据基础。利用

MS-FINDER平台的检索和分析，根据拟合、匹配得

分，15种黄酮类化合物被准确鉴定出（表 1），如图 2A
示，蓝色所代表的儿茶素 MS/MS碎片离子主要有

205.0329、245.1177、289.1079，能够与数据库中参照图

谱相匹配，其他低丰度的碎片离子也呈现出良好的匹

配状态，此外，参照图谱有额外的MS/MS碎片离子，可

能是不同质谱仪碰撞能量与采集模式差异或基质效

应干扰导致的；图 2B所展示的是串联质谱仪 LTQ
Orbitrap XL获取的槲皮素MS/MS碎片离子与数据库

中参照图谱的比对图，由图可见，实验捕获的MS/MS
碎片离子（150.9036、178.9847、273.1136、301.082等）

能够与数据库中参照图谱高度拟合，一定程度上体现

出MS-DAIL联合MS-FINDER鉴定中药类黄酮成分的

便捷和高效性。同时，5种黄酮类化合物被错误鉴定。

芫花素、樱黄素、以及木犀草苷和表儿茶素存在二级

谱相近的异构体，例如，数据库中获取的木犀草素-
4'-O-葡萄糖苷（图 2D）和 UPLC-MS/MS检测到的木

犀草苷（图 2C）MS/MS非常相似，糖基在苷元上取代位

置的不同是两种异构体之间的主要区别（图 2E），使得

基于 LC-MS/MS技术的MS-DAIL联合MS-FINDER无

法准确鉴别这类物质；由于数据库中缺乏可供比较的

谱图信息，无法鉴定野鸢尾黄素（图2F）。

这里以槲皮素为例展示MS-FINDER定性分析类

黄酮的具体过程（图3）。在负离子模式下，于11.32 min
检测到质核比为 301.082的化合物，实验捕获的MS/
MS碎片离子能够与MS-FINDER平台数据库中的化

表1 UPLC-MS/MS检测的20种黄酮类化合物以及MS-FINDER平台鉴别结果

名称

儿茶素

表儿茶素*

牡荆素

木犀草苷*

当药黄素

异槲皮苷

橙皮苷

大波斯菊苷

槲皮苷

山奈酚-7-O-鼠李糖苷

木犀草素

槲皮素

柚皮素查尔酮

芹菜素

野鸢尾黄素#

异鼠李素

山柰酚

樱黄素*

芫花素*

桑辛素

类型

黄烷类

黄烷类

黄酮类

黄酮类

黄酮类

黄酮醇类

二氢黄酮类

黄酮类

黄酮醇类

黄酮醇类

黄酮类

黄酮醇类

查尔酮类

黄酮类

异黄酮类

黄酮醇类

黄酮醇类

异黄酮类

黄酮类

黄酮类

tR/min
2.18
2.49
3.64
4.23
4.26
4.83
5.48
5.91
6.32
10.23
10.77
11.32
13.23
13.86
14.10
14.84
14.91
19.67
19.67
21.64

分子式

C15H14O6
C15H14O6
C21H20O10
C21H20O11
C22H22O10
C21H20O12
C28H34O15
C21H20O10
C21H20O11
C21H20O10
C15H10O6
C15H10O7
C15H12O5
C15H10O5
C18H16O8
C16H12O7
C15H10O6
C16H12O5
C16H12O5
C25H24O6

[M-H]-
289.0722
289.0722
431.0991
447.0955
445.1160
463.0902
609.1832
431.0991
447.0955
431.0991
285.0404
301.0362
271.0605
269.0466
359.0759
315.0519
285.0404
283.0614
283.0614
419.1508

进样浓度（μmol·L-1）
50
30
400
15
50
20
100
150
30
50
50
20
10
400
30
10
30
100
10
10

MS-FINDER鉴别结果

正确

儿茶素

正确

木犀草素-4'-O-葡萄糖苷

正确

正确

正确

正确

正确

正确

正确

正确

正确

正确

-
正确

正确

刺槐黄素

刺槐黄素

正确

注：“#”表示未准确鉴定出，数据库中无可比对的图谱信息；“*”表示未准确鉴定出，存在MS/MS相似异构体。
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合物槲皮素相匹配（图 3A），响应的碎片离子m/z分别

有 273.1136、178.9847、150.9036、120.9289，对应的结

构式为[C14H9O6]-、[C8H3O5]-、[C7H3O4]-以及[C7H5O2]-，由
槲皮素裂解后所得（图3B）。

图2 部分类黄酮MS-FINDER中的二级匹配图谱信息

注：蓝色代表UPLC-MS/MS获取的样品中各化合物碎片离子峰谱，红色代表MS-FINDER平台数据库中匹配的化合物碎片离子峰谱。A：儿茶素；B：
槲皮素；C：木犀草苷；D：木犀草苷（蓝色碎片离子峰谱）与木犀草素-4'-O-葡萄糖苷（红色碎片离子峰谱）；E：木犀草苷与木犀草素-4'-O-葡萄糖苷

化学结构图；E：野鸢尾黄素。

图3 MS-FINDER定性分析槲皮素示例图

注：A：蓝色代表UPLC-MS/MS获取的槲皮素碎片离子峰谱，红色代表MS-FINDER平台数据库中匹配的槲皮素碎片离子峰谱。B：槲皮素受高能量

撞击裂解过程中响应的碎片离子。
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4 讨论

成分鉴定一直是中医药研究的难点，也是其基础

研究的核心问题。中药成分复杂多样，不同地区生产

甚至不同时间点采收的中药成分也不同，对于中药复

方，不同成分之间可能的相互作用使得对复方组成成

分的研究更加复杂。怎么尽可能多的得到中药或复

方中多种组分信息，离不开对物质成分的提取、纯化

以及鉴别等冗长的工作。尽管随着科技的不断进步

和高精尖仪器的不断更替，中药中新化合物不断被发

现，但在物质成分鉴定过程中有很多重复性的工作，

浪费了大量的物力、财力。因此，迫切需要建立一套

统一的标准方法来提取和分析各种中药成分，由此建

成一个种类齐全、稳定性与可靠性高的中药物质成分

信息库。在上述工作完成的前提下，再利用液相色

谱-质谱等高通量物质成分分析技术，创建高效、准确

的各种化合物分析平台，为中药多成分的分析提供范

式与可能，这也将是未来中医药走向世界的必由之路。

类黄酮是诸多中药中重要而常见的活性成分，具

有种类繁多，结构、作用相似但又有所不同的基本特

点，如黄芩苷主要是从常用中药黄芩中提取分离出来

的一种类黄酮，其除了有类黄酮普遍存在的抗炎和抗

氧化作用外，对基孔肯雅病毒[12]、马立克氏病病毒[13]以

及柯萨奇病毒B3[14]等多种病毒都具有直接的干扰、阻

断作用；牡荆素是山楂、蔓荆子所含成分中具有代表

性的类黄酮，分子式是C21H20O10，也存在于甘草、麻黄、

青蒿、山豆根、火麻仁、淡竹叶等常见的天然药物中，

能够抗炎、抗氧化、抗肿瘤、解除痉挛，还具有潜在的

治疗阿尔兹海默症，保护神经的作用，可能是通过拮

抗缺氧诱导因子1α，激活γ-氨基丁酸A型受体的部分

位点，调控胆碱类、氨基酸类、阿片肽类等神经递质的

传递及其相关受体，以及降低活性氧、活性氮等自由

基水平，增加抑凋亡基因B淋巴细胞瘤-2的表达从而

减少神经细胞凋亡，抑制炎症因子、炎症介质相关通

路实现[15]，本研究择取的 20种类黄酮的归属及生物学

效应等相关信息见表2。
不同黄酮类化合物的分析鉴定有利于阐释中医

药防治各种临床疾病的作用机制。目前大多通过MS/

表2 20种类黄酮物质归属及相关生物学效应

名称

儿茶素

表儿茶素

牡荆素

木犀草苷

当药黄素

异槲皮苷

橙皮苷

大波斯菊苷

槲皮苷

山奈酚7-O-鼠李糖苷

木犀草素

槲皮素

柚皮素查尔酮

芹菜素

野鸢尾黄素

异鼠李素

山柰酚

樱黄素

芫花素

桑辛素

CAS号

154-23-4
490-46-0
3681-93-4
5373-11-5
6991-10-2
482-35-9
520-26-3
578-74-5
522-12-3
20196-89-8
491-70-3
117-39-5
73692-50-9
520-36-5
548-76-5
480-19-3
520-18-3
552-59-0
437-64-9
62596-29-6

归属

骨碎补、桂枝、虎杖、鸡血藤、麻黄、拳参等

白果、骨碎补、麻黄根、枇杷叶、土茯苓、葱白等

山楂、甘草、蔓荆子、麻黄、青蒿、山豆根等

金银花、薄荷、丹参、车前草、虎杖、菊花等

酸枣仁、射干、蔓荆子、大花卫矛、淡竹叶、小槐花等

白鲜皮、败酱草、北沙参、柴胡、车前子、虎杖等

陈皮、防己、荆芥、前胡、麻黄、青皮等

菊花、黄芩、荆芥、金银花、麻黄、墨旱莲等

萹蓄、侧柏叶、钩藤、菊花、桑寄生、鱼腥草等

老鹳草、柴胡、瓦松、山肉桂、沙棘

白鲜皮、败酱草、萹蓄、丹参、金银花、连翘等

白花蛇舌草、白鲜皮、北沙参、地榆、鬼箭羽、款冬花等

枳实、石斛、陈皮、独一味

板蓝根、半边莲、丹参、党参、黄芩、络石藤等

射干、川射干

沙棘、蒺藜、白头翁、葶苈子、柴胡、吴茱萸等

菟丝子、乌梅、贯众、桑叶、一枝黄花、红花等

甘草、鸡血藤、降香、木蝴蝶、玫瑰花、红车轴草等

薄荷、广藿香、茵陈、银杏叶、芫花、麻黄等

桑白皮、败酱草、大风子、甘草、山茱萸、桑叶等

生物学效应（抗炎、抗氧化以外）

抗肿瘤，抗病毒、抑菌，改善认知[16]

功用与儿茶素相近[17]

保护心肌，抗肿瘤，抗病毒，解痉，神经保护[15]

抗病毒、抑菌，神经保护，改善心血管功能，抗肿瘤[18]

抗病毒，改善认知，降糖、降血脂[19]

抗病毒、抑菌，抗肿瘤，改善认知，调节代谢[20]

抗肿瘤，神经保护，降糖、降血脂，改善心血管功能[21]

抗肿瘤、改善认知[22]

功用与异槲皮苷相近[23]

抗肿瘤，降糖[24]

功用与木犀草苷相近[25]

抗肿瘤，抗病毒、抑菌，降糖、降血脂，神经保护，调节

骨代谢，改善心血管功能[26]

抗肿瘤，降糖、降血脂[27]

抗肿瘤，神经保护，降糖、降血脂[28]

抗肿瘤[29]

抗肿瘤，降糖，抗病毒，改善心血管功能[30]

抗肿瘤，抗病毒、抑菌，降糖、降血脂，神经保护，调节

骨代谢，改善心血管功能[31]

抗肿瘤，调节骨代谢[32]

抗肿瘤，抗病毒[33]

抗肿瘤，抑菌[34]
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MS、NMR分析以及衍射结构分析，或采用对照品的峰

时比较、比较数据库或出版的文献信息、MS/MS结合

裂解规律等方法对物质成分进行鉴定[35]，通常有识别

不准确，成本高、识别效率低、物质成分丢失等问题，

对于中药里的复杂化合物如类黄酮成分的鉴定就更

加困难。针对目前国内缺乏有效可行的多种类黄酮

成分的分析鉴别方法，本研究主要采用UPLC-MS/MS
技术，通过MS-DAIL以及MS-FINDER对 20种黄酮类

化合物进行鉴别。MS-DAIL和MS-FINDER是代谢组

学研究中常用的数据分析、处理平台，主要在小分子

物质的峰提取和物质鉴定中发挥作用，可运用于不同

来源的样品。MS-FINDER不仅包含了 MassBank、
KNApSAcK等公共库中各种小分子物质信息，还包含

了上千个相对完整的黄酮类化合物MS/MS数据谱。

当然，也存在一些问题，如背景谱对物质鉴定的干扰、

一些黄酮类化合物信息的缺失、图谱相似物质的重新

分析和鉴定等。

在此次MS-FINDER与MS-DAIL评价试验中，我

们选取了有一定代表性的 20种类黄酮物质，它们分子

量在 250-650之间，集中于 270-450，这一范围内的黄

酮类化合物相对常见、种类较多；其极性差异明显，桑

辛素极性弱，而儿茶素极性较强，随着色谱柱流动相

变化，质谱扫描所呈现的总离子流图中可以看出所纳

入的 20种类黄酮的极性差异。结果表明，MS-DAIL
与MS-FINDER相结合的方法简单有效，在含有 5组黄

酮类化合物同分异构体情况下，获取的准确率达到

75%，而没有准确鉴定的 4种黄酮类化合物具有极其

相似的二级谱异构体（所有高分辨质谱定性检测中的

局限之一）。虽然评价的黄酮类化合物相对常见，有

些化合物没有得到准确鉴定，但随着算法的进一步优

化、数据库的进一步完善以及辅助其他方法，MS-
DAIL与MS-FINDER联合运用于小分子化合物定性

这一领域的效能将会越来越高。需要注意的是，该方

法是基于高分辨质谱，在色谱柱对各组分进行良好分

离得到一级、二级信息后进行定性的，当应用于中药

成分鉴定时，复杂的基质一般不会影响成分的定性结

果。但凡化合物摩尔浓度高于质谱仪检测下限，化合

物的质谱信息能够获得，定性分析就可以进行，不能

通过色谱柱分离又是同分异构体的物质相对较少，尚

可通过联合其他方法解决。目前，MS-DAIL、MS-
FINDER的联用可作为分析中药黄酮类化合物的推荐

方法，也是课题组接下来鉴定中药复方清肺口服液中

复杂类黄酮组分的首选方法。
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MS-DAIL Combined with MS-FINDER for the Identification of Flavonoids in Chinese Herb

Tao Jialei1, Shan Jinjun2, Yuan Bin1

(1. Jiangsu Province Hospital of Chinese Medicine, Nanjing 210029, China;
2. Institute of Pediatrics, Nanjing University of Chinese Medicine, Nanjing 210023, China)

Abstract: Objective To analyze the feasibility of MS-DAIL combined with MS-FINDER for the identification of
flavonoids in Chinese herb.Methods UPLC-MS/MS was used for detecting the mixed reference solution containing 20
kinds of flavonoids. The characteristic peaks, comparison with database and substance identification were extracted by
MS-DAIL combined with MS-FINDER. Results MS-DAIL combined with MS-FINDER could quickly extract and
analyze the MS/MS spectrum of flavonoids. According to the score and database map, 15 flavonoids could be accurately
identified, and 5 were identified incorrectly, with an accuracy rate of 75%. One of them had no spectral information, and
four had isomers with similar MS/MS spectra.Conclusion The combined use of MS-DAIL and MS-FINDER to identify
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the flavonoids in Chinese herb is efficient and simple, and it is an optional method for preliminary identification of
flavonoids.
Keywords: Flavonoids, Chemical composition, Identification method, UPLC-MS/MS, MS-FINDER
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