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摘要：建立了高效液相色谱 )串联质谱法（4567)89 : 89）分离和鉴定绿原酸及其相关杂质的方法。采用 7)* 色谱
柱（$ !-，%. ’ -- / )$" --），乙腈 )水（含 ". ); 甲酸）（体积比为 *0 &!）为流动相，经 4567)89 : 89 和 4567)二极
管阵列检测器在线检测，对工业绿原酸中的奎尼酸、咖啡酸、绿原酸同分异构体等 * 个相关杂质的结构进行了鉴定。
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（4567)89 : 89）K.1 +1F.L#/1?+G I&H .2.#$1/1 .2G /G+2F/I/3.F/&2 &I 3?#&H&C+2/3 .3/G .#&2C K/F?
/F1 H+#.F+G /-B"H/F/+1’ = E+-/2/ 7)* 4567 3&#"-2（% ’ ’ -- / )$" --，$ !-）K.1 "1+G K/F?
.3+F&2/FH/#+)K.F+H（ 3&2F./2/2C " ’ ); I&H-/3 .3/G）（*0 &!，M : M）.1 -&L/#+ B?.1+’ ,/C?F H+#.F+G
/-B"H/F/+1 &I 3?#&H&C+2/3 .3/G K+H+ /G+2F/I/+G .2G F?+/H 1FH"3F"H+1 K+H+ G+F+H-/2+G L$ "1/2C &2)
#/2+ 4567)89 : 89 .2G B?&F&G/&G+ .HH.$ G+F+3F&H（N=N）’ *?+ -+F?&G /1 J"/3O，1/-B#+ .2G 3.2
L+ "1+G G/H+3F#$ F& /G+2F/I$ F?+ 1FH"3F"H+ &I "2O2&K2 FH.3+ 1"L1F.23+1 /2 F?+ 1.-B#+ &I 3?#&H&)
C+2/3 .3/G’
@#9 A)&+7：?/C? B+HI&H-.23+ #/J"/G 3?H&-.F&CH.B?$)-.11 1B+3FH&-+FH$ : -.11 1B+3FH&-+FH$

（4567)89 : 89）；3?#&H&C+2/3 .3/G；H+#.F+G /-B"H/F/+1；/G+2F/I/3.F/&2

- - 绿原酸（3?#&H&C+2/3 .3/G），又名 , ):)咖啡酰奎
宁酸（, ):)3.II+&$#J"/22/3 .3/G），是广泛存在于植
物中的一种多酚类化合物，其中在忍冬类、杜仲、咖

啡等植物中的含量较高。绿原酸具有较强的抗变态

反应［)］、调节体内血糖［!］、清除氧自由基［,］及抗癌

抗 4>%［%，$］等作用，由于其疗效显著、毒副作用小而

引起广泛研究［’ 1 *］。绿原酸源自于植物提取，由于

其结构不稳定，因此极易在生产和贮运过程中引入

相关杂质。为保证药物的安全有效和质量可控，相

关杂质的研究已成为目前新药质量研究的重要环

节，因此，对绿原酸中相关杂质进行研究十分必要。

由于相关杂质的含量小，直接制备单体鉴定难度比

较大，故选择专属性强、灵敏度高的高效液相色谱)
串联质谱法（4567)89 : 89）联用技术对相关杂质

在线分离鉴定。

- - 目前关于绿原酸的研究多为植物中有效成分的
提取 分 离［&，)"］、含 量 测 定［)) 1 )%］ 以 及 药 理 作 用

等［)$，)’］，共存物的研究也有少量报道［)# 1 !"］，对于工

业化生产的单体绿原酸（含量!&&;）中相关杂质的
研究尚未见报道。本文利用 4567)89 : 89 联用技
术对单体绿原酸中的相关杂质进行了研究，通过二

极管阵列检测器（N=N）获得的紫外光谱（A% 谱）
和多级质谱鉴定了其中奎尼酸、咖啡酸、绿原酸同分

异构体等 * 种主要杂质。

!" 实验部分

! B !" 仪器与试剂
- - 4+K#+FF)5.3O.HG 4567 1$1F+-（美国惠普仪器
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公司），配二极管阵列检测器；"#$$#%&$ ’()*+(,质

谱仪（英国菲立根仪器公司）。

! ! 绿原酸对照品（中国药品生物制品检定所）、咖
啡酸（-&../#- &-#0）、喹宁酸（ 12#$#- &-#0）、乙腈购
于 3#%4& (5/4#-&6（美国）。其他化学试剂皆为分
析纯；实验用水为超纯水，临用前经 #$ "% !4 微孔
滤膜滤过。单体绿原酸样品（含量为 &&$ ’%7）由四
川九章生物化工科技发展有限公司提供。

! ! "# 溶液制备
! ! 供试液：称取绿原酸样品适量，用流动相溶解，
配成 ( % 8 ’ 溶液，经 #$ "% !4 微孔滤膜滤过，即得。
! ! 酸性氧化供试液：取 ( % 8 ’ 绿原酸溶液 ( 4’，
加 )#7 过氧化氢溶液 * 4’、#$ #( 496 8 ’ 盐酸溶液
#$ ( 4’，于 +# :水浴中加热 " 5，经 #$ "% !4 微孔
滤膜滤过，即得。

! ! 碱性氧化供试液：取 ( % 8 ’ 绿原酸溶液 ( 4’，
加 )#7 过氧化氢溶液 * 4’、#$ #( 496 8 ’ 氢氧化钠
溶液 #$ ( 4’，于 +# :水浴中加热 ) 5，经 #$ "% !4
微孔滤膜滤过，即得。

! ! $# 色谱条件
! ! 色谱柱：;/4#$# ((’（ % !4，"$ + 44 , (%#
44）；流动相：乙腈!水（含 #$ (7 甲酸）（体积比为 ’
- &*），流速：($ # 4’ 8 4#$；柱温："# :；*,* 扫描范
围：(&# . ’## $4。
! ! %# 质谱条件
! ! 电喷雾离子化源（+3<），/# /=，+3< 喷口电压
% ### =，负离子检测模式；鞘气（>*）流速：%# 流量
单位；辅助气流速：(# 流量单位；毛细管温度：)##
:；毛细管电压：(% =；扫描范围：! " # %# . +##。

"# 结果与讨论

" ! !# "#$%& ’ %& 和 "#$()( 分析结果
! ! 取上述各供试液 (# !’ 进样 ?@’(!A3 8 A3 系
统（该系统并联有 *,* 检测器），按照上述分析条
件分离测定，分别采集分离组分的质谱图和紫外光

谱图，记录相关数据。经测定，绿原酸及其相关杂质

的 ?@’(!*,* 图见图 (。根据鉴定结果对各相关
杂质按相对保留时间排序，结果见表 (。
" ! "# 色谱组分的鉴定
! ! 经各组分 *,* 检出的紫外光谱初步分析，
)，"，% 和 +号峰相应的紫外光谱均与绿原酸的紫外
光谱一致，具有明显的光谱特征，表明这些物质具有

类似的共轭结构。除 ( 号色谱峰外，各色谱峰的紫
外光谱中均存在 *"*，*’# 和 )*" $4 的特征峰。因
此，它们的主体结构应该与咖啡酸类似，主要的差异

在于取代基不同。各色谱峰的负离子全扫描一级质

图 !# 绿原酸样品的 *+"#$()( 图
,-.! !# *+"#$()( /0123452.1436 27 /08212.9:-/ 4/-;

&B C&4D6/ 9. -569E9%/$#- &-#0；FB 9G#0#H/0 C&4D6/ #$ &-#0!
#- C962I#9$；-B 9G#0#H/0 C&4D6/ #$ &6J&6#$/ C962I#9$B

"9E D/&J #0/$I#.#-&I#9$，C// K&F6/ ( B

表 !# 绿原酸样品中的相关杂质
<4=89 !# >98459; -3?@1-5-96 -: /08212.9:-/ 4/-; 643?89

@/&J >9B
#$ "#%B (

$L 8 4#$ $L M
［A 0 ?］0

（! " #）
<0/$I#.#-&I#9$

( * B (* # B () (&( 12#$#- &-#0

* * B &) # B (’ )’/
/，’ !5N0E9G#0/
9. -569E9%/$#- &-#0

) & B #& # B %+ )%) $/9-569E9%/$#- &-#0
" (( B ## # B +/ (+) -&../#- &60/5N0/
% (& B ’/ ( B *( ()% %!O#$N6 FE/$H-&I/-5#$
+ *# B /* ( B *’ (/& -&../#- &-#0
/ *+ B /( ( B ++ )%) -ENDI9-569E9%/$#- &-#0
’ )* B #+ ( B && ))/ ) !-24&E9N612#$#- &-#0

$L M：E/6&I#O/ E/I/$I#9$ I#4/ I9 -569E9%/$#- &-#0B

谱中的主要离子为［A 0 ?］0，根据紫外图谱和［A
0 ?］0的 ! " # 的差异、色谱保留时间以及二级质谱
的特征离子等信息，参考文献［(/ 0 *#］进行化学成
分的鉴别。

! ! 图 ( !&，F，- 中的最大峰为绿原酸，其 A3 谱中
［A 0 ?］0的 ! " # 为 )%)，A3* 谱中丰度较大的离子

为 ! " # (&(，(/&，()%，其裂解过程见图 *。

·/&"·



色 谱 第 !" 卷

图 !" 绿原酸的裂解过程
!"#$ !" !%&#’()*&*"+) ,&*-.&/0 +1 2-3+%+#()"2 &2"4

# # $ 号峰（ !! " % &’ $(）的［# ) $］)离子的 " # $ 为
$*$，奎尼酸的相对分子质量为 $*!；$ 号峰的 %& 最
大吸收波长为 !(+ ’(，与奎尼酸对照品的紫外图谱
完全一致，因此可确定 $ 号峰为奎尼酸。其 #) 谱
图见图 (。

图 #" 双键羟基化绿原酸的裂解过程
!"#$ #" !%&#’()*&*"+) ,&*-.&/0 +1 *-( $，% 5-/4%+6"4( +1 2-3+%+#()"2 &2"4

# # ! 号峰（ !! " % &’ $,）的 %& 最大吸收波长为 !(+
和 !,& ’(，与绿原酸相比缺少了 (!+ ’( 处的特征
峰，推测该物质的共轭结构比绿原酸短；由于其［#
) $］) 离子的 " # $ 比绿原酸大 (+，推断其可能为
绿原酸双键羟基化的产物；! 号峰的 #) 谱中丰度
较大的离子为 " # $ (,-（［# ) $］)），(.*，(("，!+-，
$*$，$-(，$"$ 和 $(-，可能的裂解过程见图 +。

图 &" 奎尼酸的 78 图
!"#$ &" 78 0,(2*%9’ +1 :9")"2 &2"4

·,*+·
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! ! # 号峰（ !" # $ %& ’’）的［$ ( %］(离子的 " # $ 为
#’#，［$ ( %］(离子的 $&) 谱中丰度较大的离子为

" # $ *+*，*,+ 和 *#’。’( 谱与 $& 谱均与绿原酸一
致，最大吸收波长为 #)" 和 )") )*，)+% )* 左右有
一肩峰。奎尼酸的# !位与’ !位为对称位置，因此# !位
与’ !位异构体的 ’( 谱应一致。推断该组分为奎尼
酸’ !位结合咖啡酰，应为绿原酸的同分异构体新绿
原酸，结构式见图 ’，$& 裂解过程同图 )。

图 !" 新绿原酸的结构式
!"#$ !" %&’()&(’* +, -*+)./+’+#*-") 0)"1

! ! " 号峰（ !" # $ %& -,）的［$ ( %］(离子的" # $为
*-#，’( 谱中最大吸收峰为 )#"，),. 和 #*% )*，与
咖啡酸的 ’( 谱略有差异，$& 谱的主要碎片有" # $
*#,，*%#，推断为咖啡酸的还原产物咖啡醛。$& 裂
解过程见图 -。

图 #" 咖啡醛的裂解图
!"#$ #" !’0#2*-&0&"+- 30&.4056 +, )0,,*") 0/1*.51*

! ! ’ 号峰（ !" # $ *& )*）的［$ ( %］(离子的 " # $ 为
*#’，$&) 谱与咖啡酸相同，相对分子质量比咖啡酸

小 ""。’( 最大吸收波长为 )"% 和 #)) )*，)+’ )*
处有肩峰，与咖啡酸类似。推测其为咖啡酸的脱羧

产物对乙烯基邻苯二酚。$& 裂解过程见图 ,。
! ! - 号峰（ !" # $ *& ).）的［$ ( %］(离子的 " # $ 为
*,+，一级和二级质谱均与咖啡酸相同，’( 最大吸
收波长为 )") 和 #)- )*，)+’ )* 处有肩峰，且与咖
啡酸对照品的 %+,- 保留时间一致，故可确定其为
咖啡酸。其 $& 裂解过程见图 .。
! ! , 号峰（ !" # $ *& --）的［$ ( %］(离子的 " # $ 为
#’#，一级和二级质谱均与绿原酸一致，推测其为绿
原酸的同分异构体，’( 谱与绿原酸有差异，最大吸
收波长为 #*- 和 )") )*。结合 # 号峰的解析，推断
为奎尼酸 " !位结合咖啡酰的异构体隐绿原酸，结构
式见图 +，$& 裂解过程同图 )。

图 $" 对乙烯基邻苯二酚的裂解过程
!"#$ $" !’0#2*-&0&"+- 30&.4056 +, !78"-5/ 9’*-:)0&*)."-

图 %" 咖啡酸的裂解过程
!"#$ %" !’0#2*-&0&"+- 30&.4056 +, )0,,*") 0)"1

图 &" 隐绿原酸的结构式
!"#$ &" %&’()&(’* +, )’53&+)./+’+#*-") 0)"1

! ! . 号峰（ !" # $ *& ++）的 ’( 最大吸收波长为

)#" 和 #*) )*。［$ ( %］(离子的 " # $ 为 ##,，比绿

原酸小 *-，二级质谱中丰度较大的离子为 " # $ *+*

离子，表明奎尼酸的结构完整，在咖啡酰的苯环上一

个酚羟基被还原，为 # !香豆酰奎尼酸。其 $& 裂解

过程见图 *%。

’ $ (" 讨论
! ! （*）由于单体绿原酸样品中相关杂质的含量较
低，实验通过光照、氧化、高温、强酸、强碱等手段使

其产生更多的杂质，色谱分离结果表明绿原酸主成

分均能与降解产物完全分离，降解产物大致相同，不

同反应条件所得杂质以某种降解产物为主，因此，选

取降解产物较多的酸碱氧化的绿原酸溶液为代表进

行鉴别。

·++"·
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图 !"# $ !香豆酰奎尼酸的裂解过程
"#$% !"# "&’$()*+’+#,* -’+./’01 ,2 $ !34(’&,0564#*#3 ’3#7

# # （!）个别色谱峰由于含量较低，或受到绿原酸
主成分的干扰，未获得一级质谱，尚须进一步研究。

如图 $ !" 中绿原酸主成分前后的许多组分和图 $ !#
中保留时间为 "% &! $%& 和 ’% (( $%& 的组分。
# # （(）检测中还得到 !’ 为 )% $& $%&（ !’ ( * +% !,）

的色谱峰（图 $ !"）的 )* 谱，其［) - +］- 离子的
" # $ 为 (’$，［) . ," - !+］- 离子的 " # $ 为 (/(，
推测为双键单羟基化绿原酸。但由于缺乏更多的信

息和相关文献参考，无法确定羟基的准确位置。

# # （)）绿原酸的两个同分异构体的 )* 谱中均出
现了 " # $ (’" 离子，推测是［) . ," - !+］- 离子，
它的 )*! 谱中有 " # $ !+$ 离子，推测是咖啡酸的
［) . ," - !+］-离子，可能是因为该化合物为含有
多个羟基的酚酸类化合物，其结构中的活泼 + 极易
和 ," 发生交换，使［) . ," - !+］- 在 )* 谱中为
最强峰；而绿原酸因其浓度高，交换的量所占比例

小，故［) - +］-离子为 )* 谱中的最强峰。在正离
子模式 )* 中出现了 " # $ (’’（［) . ,"］. 离子），
)*! 谱也同样出现了咖啡酸的［) . ,"］.（" # $
!+(）离子，证实推断正确。
# # （"）)*% 可以提供化合物的相对分子质量及取

代基团的信息，但仅靠这些信息常会造成错误判断，

结合 -. 谱对结构鉴定更为有利。如绿原酸与其两
个异构体新绿原酸、隐绿原酸，)* 与 )*! 完全一

致，结合 -. 图谱分析更为有利。参考 /0123 等［!+］

对菜蓟（&’%()( *+,-’".* 45）的研究，新绿原酸的
保留时间短于隐绿原酸，先出峰，因此证实本文中推

断正确。

# # （&）新药中相关杂质的研究已成为目前新药开
发质量研究的重点之一。由于供试品中相关杂质含

量极微，仅仅采用 +647!)* 手段鉴定，信息量仍然
少，建议有条件时，可同时合成一些初级鉴定出的组

分，增加核磁共振和红外光谱等数据。
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