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高效液相色谱-质谱联用快速筛选并鉴定

黄芩甲醇提取物中抗氧化活性成分
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摘 要 建立了高效液相色谱-质谱联用技术快速筛选和鉴定黄芩甲醇提取物中抗氧化活性成分的方法。在

黄芩甲醇提物中加入适量的二苯基三硝基苯肼( DPPH· ) 作为实验组，避光室温反应 30 min 后直接经液相色

谱分析，并与不加入 DPPH·的空白组进行比较。有抗氧化活性的成分因会与 DPPH·反应而使峰面积减少，

而不具有抗氧化活性的成分峰面积则不变。基于色谱数据可以获得有抗氧化活性组分的相对活性强度，基于

质谱数据可获得活性组分的结构信息用于结构鉴定。本方法成功地从黄芩甲醇提取物中筛选并鉴定出了黄

芩苷、千层纸素 A-7-O-Β-D-葡萄糖醛酸苷、汉黄芩苷和千层纸素 A4 种较强的抗氧化活性成分。本方法利用

HPLC-MS 技术对复杂体系( 如中药提取物) 中小分子的分离和鉴定优势，可以直接筛选出黄芩甲醇提取物中

的抗氧化活性成分，而不需要繁琐的前期分离和纯化，并且不需要仪器改装工作，有利于实现复杂体系中抗氧

化活性成分的高通量筛选。

关键词 高效液相色谱-质谱联用; 筛选; 二苯基三硝基苯肼; 抗氧化活性; 黄芩

2011-06-27 收稿; 2012-01-13 接受

本文系吉林省自然科学基金项目( No． 2010105) ，吉林省教育厅“十一五”科学技术研究项目( 吉教科合字［2010］第 373 号) 资助
* E-mail: rzchen@ yeah． net

1 引 言

自由基的存在非常广泛，其氧化反应可以引起食物腐败、细胞衰老和各种疾病，给人类的健康带来

危害。因此，抗氧化剂的检测和筛选对于保障人类健康、提高食品安全具有深远意义。抗氧化剂除人工

合成外，还可以从中草药中提取分离获得，这不仅利用了中草药这个天然的组合化学库，而且降低了人

工合成抗氧化剂带来的毒副作用
［1］。由于中草药成分复杂，采用常规方法提取其中的抗氧化活性成分

费时费力，并且在分离过程中可能导致微量活性组分丢失。因此，迫切需要发展一种快速、高效的抗氧

化活性成分的筛选方法。目前，已建立了基于高效液相色谱-质谱联用的植物提取物中抗氧化活性成分

的在线筛选方法
［2 ～ 8］，成功筛选出了多种抗氧化活性成分，并对其结构进行了鉴定。这些方法需要改装

仪器和增加柱后反应通道，并需要额外的检测器用于二苯基三硝基苯肼( DPPH· ) 的检测( 517 nm) ，限

制了该方法的广泛应用。本研究采用高效液相色谱-质谱联用( HPLC-MS) 技术，不需要任何改进工作，

建立了一种更为简单快捷的抗氧化活性成分的检测、筛选和结构鉴定方法。
DPPH·是一种人工合成的稳定的自由基，可以被抗氧化活性物质猝灭，是一种良好的体外抗氧化

筛查剂，已经得到了广泛的应用
［9］。黄芩是常用的中药材之一，是唇形科植物黄芩的干燥根，具有清热

燥湿、泻火解毒、止血安胎的功效。黄芩具有很好的抗氧化能力，并且主要的抗氧化活性成分是易溶于

醇类的黄酮类化合物，并已经对这类化合物的总抗氧化能力及有效成分的提取、分离、结构鉴定进行了

研究
［10 ～ 12］。本研究利用黄芩建立了基于 HPLC-MS 联用的抗氧化活性成分的快速筛选方法。将黄芩甲

醇提取物与 DPPH·混合反应后，直接用色谱分析。用等量的甲醇代替 DPPH·作为空白对照组，通过比

较各组分的色谱峰面积的变化确定和评价各组分的抗氧化活性，从中筛选出 4 种有较强抗氧化活性的

成分，并采用 HPLC-MS 对 4 种成分进行了鉴定，不仅证明了黄芩具有很好的抗氧化活性，而且表明本方

法可以在中药提取物这种复杂体系中实现简单快捷的抗氧化活性的高通量筛选。
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2 实验部分

2． 1 仪器、试剂与材料

2695HPLC-DAD 液相色谱仪( 美国 Waters 公司) ; LTQ-XL 电喷雾质谱仪( 美国 Thermo 公司) ，配备

电喷雾源，超纯水处理系统( Milli-Q，美国 Millipore 公司) 。
甲醇( 色谱纯，美国 Fisher 公司) ; 二苯基三硝基苯肼( DPPH·，分析纯，Sigma 公司) ; 黄芩药材购于

长春市某药店，经长春中医药大学王淑敏教授鉴定为唇形科植物黄芩( Scutellaria baicalensis) 的干燥根。
2． 2 样品制备

在 1 g 黄芩中加入 50 mL 甲醇，超声提取 30 min，抽滤后将滤液用 0． 45 !m 滤膜过滤待用。二苯基

三硝基苯肼( DPPH· ) 用甲醇稀释到 5 mol /L，作为贮备液备用。在 40 !L 黄芩甲醇提物中加入 10 !L
DPPH·贮备液，混匀，在室温下避光反应 30 min 后，直接进行 HPLC-MS 分析。空白对照组中 DPPH·

由等体积的甲醇代替。
2． 3 色谱-质谱条件

高效液相色谱的流动相 A 为 0． 5% 醋酸溶液，流动相 B 为甲醇。线性梯度洗脱: 0 ～ 30 min，30% ～
80% B，30 ～ 40 min，80% B。TC-C18 色谱柱( 150 mm×4． 6 mm×5 !m，Agilent 公司) ，流速 1 mL /min; 柱

温 40 #C; 进样量 10 !L。ESI 源为负离子模式，喷雾电压为"3． 5 kV; 金属毛细管温度 260 #C; 鞘气

( N2 ) 为 0． 9 L /min; 辅助气( N2 ) 为 1． 5 L /min，透镜电压为"137 V。

3 结果与讨论

3． 1 实验条件的优化

通过多次调节溶剂系统的洗脱梯度等参数，得到较好的流动相条件: 当采用甲醇和 0． 5% 醋酸溶液

两相溶 剂，在 30 min 内，甲 醇 体 积 分 数 由 30% 线 性 变 为 80%，再 等 度 洗 脱 10 min。流 速

图 1 黄芩甲醇提取物与 DPPH·反应前后的高效液

相色谱图

Fig． 1 Chromatograms of methanol extract of Scutellariae
radix before and after reaction with diphenyl-1-picryl-

hydrazly( DPPH· )

a． 黄芩甲醇取提物与 DPPH·反应前的高效液相色谱图; b．

黄芩甲醇提取物与 DPPH·反应后的高效液相色谱图。

a． Chromatograms of the methanol extract of Scutellariae Radix

before reaction with DPPH· ; b． Chromatograms of the methanol

extract of Scutellariae Radix after reaction with DPPH· ．

为 1 mL /min 时，黄芩甲醇提取物中的主要成分得到

了较好的分离。
调节 DPPH·自由基与黄芩甲醇提物的反应比

例，确保 DPPH·在反应中是过量的，同时尽量将谱

图中过量的 DPPH·的吸收峰控制在与其它主要成

分的吸收峰相当的高度范围之内，以减少由于 DP-
PH·自由基的峰太高而导致黄芩甲醇提物中的主要

成分的峰过低所带来的误差。
在前期实验条件优化的阶段，合适的质谱条件

对于更好地质谱分析也是十分重要的。本实验采用

了 2． 3 节所述的质谱条件。
3． 2 筛选结果分析

将实验组和空白组用液相色谱分析，结果如图 1
所示。实验组的未反应的 DPPH·在 38 min 时被分

离，说明 DPPH·过量。若实验组中化合物与空白组

进 行 比 较 峰 面 积 有 所 减 少，则 说 明 该 化 合 物 能

与 DPPH·反应，即具有抗氧化活性。化合物 1 ～ 6
的峰面积均减少，说明这几种化合物都可以与 DP-
PH·发生反应，都具有一定的抗氧化活性。

有抗氧化活性的组分与 DPPH·反应后，峰面积减少的程度取决于其与 DPPH·的结合强度，抗氧

化活性越强，与 DPPH·的结合能力就越强，该化合物的反应程度越大，反应后峰面积的减少程度越大。
因此，定义活性组分与 DPPH·的相对结合强度( RBA) 为:
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RBA=100% ×( PA0－PA1 ) /PA0 ( 1)

式中，PA0 和 PA1 分别为反应前后的峰面积。6 种化合物与 DPPH·的相对结合强度见表 1。化合物 1，

2，3 和 6 与 DPPH·有一定的结合，因此，可以说明这 4 种化合物有一定的抗氧化活性。需要注意的是，

峰 4 的相对结合强度小于 1%，既说明峰 4 不能和 DPPH·反应，也说明在本方法中不存在假阳性结果。
结合强度越大，抗氧化活性越强，这 4 种化合物的基于 DPPH 自由基筛选系统的抗氧化活性依次为化合

物 6＞化合物 2＞化合物 1＞化合物 3。但是，基于不同的抗氧化活性筛选系统测得的抗氧化活性有所区

别。为进一步确定这 4 种具有较强抗氧化活性成分，利用一级质谱和串联质谱获得其结构信息。

表 1 黄芩甲醇提取物中 6 个化合物与 DPPH·自由基的相对结合强度
Table 1 Relative binding affinities of six compounds from methanol extract of Scutellariae Radix to DPPH·

峰 Peak 峰 1 Peak 1 峰 2 Peak 2 峰 3 Peak 3 峰 4 Peak 4 峰 5 Peak 5 峰 6 Peak 6

相对结合强度
Relative binding affinities

( n=3)
15． 9% ±1． 2% 74． 0% ±0． 8% 12． 7% ±1． 5% 0． 6% ±2． 2% 3． 2% ±1． 9% 100% *

* 由于实验组中未检测到峰 6，可以近似认为该化合物完全反应。* Peak 6 was thought to be reacted completely because it was not
detected in the experiment group．

3． 3 抗氧化活性物质的鉴定

用质谱直接检测峰 1，2，3 和 6 的结构信息，所测得的 4 种化合物的一级质谱全扫描图如图 2 所示。
对 4 种有抗氧化活性的化合物进行二级和三级质谱分析，所得的碎片离子的信息列入表 2。

表 2 4 种具有抗氧化活性的化合物的结构鉴定
Table 2 Structure identification of four antioxidants

峰
Peak

保留时间
Retention time ( min) ［M－H］" ESI-MSn

MS2 MS3
化合物

Compounds

1 15． 8 445 269 241，225，197，169 黄芩苷 Baicalin

2 18． 1 459 283，175 268 千层纸素 A-7-O-Β-D-葡萄糖醛酸苷
Oroxylin A-7-O-glucuronide

3 19． 1 459 283，175 268 汉黄芩苷 Wogonoside
6 24． 5 283 268 239，240，184，163 千层纸素 A Oroxylin A

化合物 1 的全扫描一级质谱图如图 2a 所示。负离子扫描的 m/z 445 为［M－H］"峰; 对 m/z 445 离

子进行二级质谱分析，分子离子失去 1 分子葡萄糖醛酸( "176) ，得到 m/z 269 碎片离子; 对 m/z 269 的

碎片离子进行三级质谱分析，得到了 m/z 241，225，197，169 碎片离子。通过查阅文献［12 ～ 17］，该化合

物的色谱出峰顺序及质谱行为与黄芩苷一致，判断该化合物可能是黄芩苷。
化合物 2 的全扫描一级质谱图如图 2b 所示。负离子扫描的 m/z 459，为［M－H］-

峰; 对 m/z 459 离

子进行二级质谱分析，得到 m/z 283( 失去 1 分子葡萄糖醛酸"176 ) 和 m/z 175 的碎片离子; 对 m/z 283
的碎片离子进行三级质谱分析，得到 m/z 268 碎片离子。该化合物与黄芩的主要成分汉黄芩苷和千层

纸素 A-7-O-Β-D-葡萄糖醛酸苷的质谱行为一致，可以推断化合物 2 可能是两种化合物中的一种。此外，

这两种同分异构化合物在 C18 柱中的出峰顺序不同，根据文献［12 ～ 17］中的保留时间和出峰顺序，可以

推测化合物 2 可能是千层纸素 A-7-O-Β-D-葡萄糖醛酸苷。
化合物 3 的全扫描一级质谱图如图 2c 所示。负离子扫描的 m/z 459 为［M－H］"峰; 对 m/z 459 离

子进行二级质谱分析，同样得到 m/z 283，175 的碎片离子; 对 m/z 283 碎片离子进行三级质谱分析，得

到 m/z 268 碎片离子。该化合物与化合物 2 的质谱行为一致，分子量和质谱行为一致的情况下，推断化

合物 3 与化合物 2 是同分异构体。化合物 2 已经推断出为千层纸素 A-7-O-Β-D-葡萄糖醛酸苷，则根据

文献中的相关信息可推断化合物 3 为汉黄芩苷
［13 ～ 18］。

化合物 6 的全扫描一级质谱图如图 2d 所示，负离子扫描的 m/z 283 为［M－H］－
峰; 对 m/z 283 离子

进行二级质谱分析，得到 m/z 268 碎片离子; 对 m/z 268 碎片离子进行三级质谱分析，得到了 m/z 240，

184，163 和 239 的碎片离子。根据文献［12 ～ 17］，在黄芩的主要成分中，具有该质谱行为的化合物可能

是汉黄芩素和千层纸素 A，而化合物 5 的质谱行为与化合物 6 的一致，二者可能是同分异构体，根据二

者在色谱种的保留时间和出峰顺序的差异，可以推断化合物 6 为千层纸素 A。
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图 2 4 种具有抗氧化活性的化合物的负离子模式下的全扫描一级质谱

Fig． 2 Full-scan mass spectrum of four antioxidants in negative ion mode
a． 黄芩苷的全扫描一级质谱图; b． 千层纸素 A-7-O-B-D-葡萄糖醛酸苷; c． 汉黄芩苷; d． 千层纸素 A。a． Full-scan

mass spectrum of baicalin; b． Full-scan mass spectrum of Oroxylin A-7-O-glucuronide; c． Full-scan mass spectrum of

wogonoside; d． Full-scan mass spectrum of oroxylin A．

结果表明，本方法可高通量快速检测、筛选中药中具有抗氧化活性的多种组分，通过与DPPH·自由基

的结合强度推断抗氧化活性的强弱，并借助高效液相色谱-质谱的定性分析鉴定手段对这些成分进行推断

和鉴定。
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Rapid Screening and Structures Characterization of Antioxidants from
Methanol Extract of Scutellariae Radix by High Performance Liquid

Chromatography-Mass Spectrometry

YANG Si-Min1，CHEN Rui-Zhan* 1，DONG Hang1，LI Yuan1，LI Shi-Zhe1，

LI Xin-Long1，SONG Feng-Rui2，LIU Zhi-Qiang2
1( College of Chemistry，Changchun Normal University，Changchun 130032，China)

2( Changchun Institute of Applied Chemistry，Chinese Academy of Sciences，Changchun 130022，China)

Abstract A new method based on HPLC-MS for the rapid screening and identification of antioxidants from
methanol extract of Scutellariae Radix has been developed． An appropriate amount of diphenyl-1-picrylhydra-
zyl( DPPH． ) was added to the methanol extract of Scutellariae Radix and incubated in dark place at room
temperature for half an hour while DPPH． was replaced by methanol in the control group． This two group sam-
ples were analyzed by HPLC-MS． Comparing the chromatograms of experiment and control group，the peak
areas of antioxidants after the interaction with DPPH． had a decrease in the chromatogram while for those not
responsible for DPPH． had no change in their peak areas． The relative binding affinities of antioxidants were
calculated based on HPLC data while the structure identification was carried out based on MS data． Four an-
tioxidants were screen out from methanol extract of Scutellariae Radix by this novel method and were identified
as baicalin，Oroxylin A-7-O-glucuronide，wogonoside and oroxylin A based on HPLC and MS date． Because
of the powerful ability of HPLC-MS for small molecule separation and identification，the method has the poten-
tial to be a high throughput tool for screening antioxidants from complicated systems such as herbal extracts
while do not need laborious pre-separation and additional instrument improvement．
Keywords High performance liquid chromatography-mass spectrometry; Screening; Antioxidants; Diphenyl-
1-picruyl; Scutellariae Radix
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