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［摘要］ 目的: 对水飞蓟中七种黄酮木脂体类活性成分在电喷雾串联质谱碎裂机制进行了探讨。方法: 利用超高效液相

色谱-离子肼电喷雾串联质谱( UPLC-ESI-MS /MS) 与诱导碰撞解离技术( CID) 在负离子模式下选择合适碰撞能量对水飞蓟中

七种黄酮木脂体类活性成分进行了分析，并对其二级质谱碎裂机制进行了探讨。超高效液相色谱条件 ACQUITY UPLC C18 色

谱柱( 2. 1 mm × 50 mm，1. 7 μm ) ; 流动相水-甲醇( 0. 1%甲酸) 70∶ 30; 流速 0. 25 mL·min －1 ; 进样 5 μL。结果: 超高效液相色

谱可以很好地对此 7 种化合物进行分离，在二级质谱中异构体产生其特征碎片离子，呈现出一定的裂解规律，据此可以快速灵

敏地区分此异构体。结论: 本文为黄酮木脂体类化合物的快速检测提供了一种有效的方法。
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水飞蓟素( silymarin) 是菊科水飞蓟属的药用植

物水飞蓟 Sihbum manalttlm L. Gaert. 种子的提取

物［1-2］。水飞蓟原产南欧、北非，1972 年作为一种观

赏植物由德国引入我国，现江苏、陕西、北京等地有

栽培，后来作为保肝药用植物推广种植。水飞蓟素

为黄酮木脂素类 ( flavonolignans) 化合物的混合物，

主要有效成分为水飞蓟亭 A 和 B ( silychristin A，

B) 、水飞蓟宁 ( silychristin) 、水飞蓟宾 A 和 B ( sily-
bin A，B) 、异水飞蓟宾 A 和 B ( isosilybin A，B) ，见

图 1。
水飞蓟素具有清除活性氧、对抗脂质过氧化、抗

肝中毒、保护肝细胞膜、促进肝细胞修复、再生、免疫

调节、抗肝纤维化、抗谷胱甘肽( GSH) 排空作用、抗
肿瘤、降血脂等多种药理学活性，临床用于治疗肝

炎、胆囊炎等［3-5］。在欧洲，用乳蓟治疗肝病已有数

千年的历史，而在我国，水飞蓟素被广泛用于治疗急

慢性肝炎、早期肝硬化、脂肪肝及中毒性肝损害等，

是一种常用临床制剂，已经开发出了许多药品，如益

肝灵、利肝隆、肝泰胶囊和水飞蓟宾葡甲胺片等。
水飞蓟素中的主要有效成分均为同分异构体，

图 1 化合物 1 ～ 7 的化学结构图

且其中还存在空间立体异构体，使得该类化合物的分

析和 分 离 纯 化 较 为 困 难。目 前 报 道 较 多 的 是 用

HPLC、毛细管电泳等方法［6-14］对水飞蓟素中有效成

分进行分析。但这些方法往往不能对水飞蓟亭 B 和

水飞蓟宁实现有效分离。因此，建立一种简便、快速

的类化合物分离和结构鉴定方法，对其药理活性、体
内代谢产物以及其他作用的研究具有重要意义。

超高效液相色谱 ( ultra-performance liquid chro-
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matography，UPLC) 由于其分析时间短、分离效果好

等因素受到越来越多的重视。本文成功的运用 UP-
LC 对 7 种活性进行了完全的分离，在此基础上，使

用超高效液相色谱-串联质谱 ( UPLC-MS /MS) 对其

二级质谱裂解规律进行了系统的研究，见图 2。与

高效液相色谱-串联质谱( HPLC-MS /MS) 相比，不

仅可以获得高分析速度和高分离度，而且显著地提

高了质谱检测的灵敏度。

2. 水飞蓟亭 A; 3. 水飞蓟宁; 4. 水飞蓟亭 B; 5. 水飞蓟宾 A;

6. 水飞蓟宾 B; 7. 异水飞蓟宾 A; 8. 异水飞蓟宾 B。

图 2 水飞蓟素的 HPLC 谱

1 材料

液-质联用仪 Waters UPLC 超高压液相色谱仪

( 二极管阵列检测器) ; THERMO LCQ FLEET 型质

谱仪。色谱纯甲醇、色谱纯甲酸( 均为 Merk 公司，

德国) ，水为双蒸水并经 0. 45 μm 滤膜过滤。
2 方法

2. 1 色谱条件

ACQUITY UPLC C18色谱柱( 2. 1 mm × 50 mm，

1. 7 μm) 。流动相水-甲醇( 0. 1% 甲酸 ) 70∶ 30。流

速 0. 25 mL·min －1，进样 5μL。
2. 2 质谱条件

ESI 离子源，离子源温度 350 ℃，毛细管电压 －
4. 5 kV，负离子检出模式，氮气流速 30 L·min －1。
扫描范围 m/z 100 ～ 1 000。
2. 3 样品处理

将 5 kg 干燥水飞蓟种皮干粉，用石油醚( 沸程

60 ～90 ℃ ) ，脱脂 8 h，过滤，滤渣再用石油醚脱脂 4
h，得滤渣。将经过脱脂处理后的滤渣，分 3 次在超声

波辅助下用乙酸乙酯浸提，每次加入乙酸乙酯 10 L，

每次浸提 8 h。将 3 次得到的浸提液混合，在 40 ℃减

压浓缩，得到黄色粉末，即水飞蓟素。取此样品1 mg，

置于 50 mL 量瓶中，甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，以

0. 22 μm 滤膜过滤，取 5μL 注入 UPLC-MS 进行分析。

3 结果与讨论

3. 1 液相色谱条件优化

水飞蓟素中的 7 种主要有效成分都是属于黄酮

木脂素类的结构类似物，因此该类化合物的分析和

分离纯化较为困难。此类化合物带有酚羟基，在水

中会部分解离，而未解离的羟基与固定相作用较强，

从而常导致拖尾。因此，黄酮类化合物的 RP-HPLC
中需要加入酸如乙酸、甲酸、磷酸或高氯酸等调节

pH，抑制解离，克服拖尾现象［10-12，15-16］。考虑到要

进行液质联用分析，故本实验中采用在甲醇和水的

体系中加入 0. 1% 甲酸来提高各峰之间的分离度，

使各峰达到比较理想的分离效果。
3. 2 质谱分析

3. 2. 1 质谱条件的优化

黄酮木脂素类化合物的 LC-MS /MS 分析方法

中离子化模式有 APCI，ESI( － ) ，ESI( + ) 。选

定 ESI( － ) 模式，分别对电离电压、锥孔电压、离

子源温度、去脱溶剂气温度、碰撞能量等条件进

行优化。通过全扫描方式观察总离子流图，得到

母离子峰，通过碰撞反应进行子离子扫描，确定

各物质 分 别 的 定 量 和 辅 助 定 性 离 子，然 后 进 行

CID 测定。反复调整仪器参数，直至仪器检测达

到最佳状态。
3. 2. 2 电喷雾串联质谱研究

在负离子模式下，用电喷雾质谱对 7 种活性

成分进行了研究。结果表明，他们的一级质谱有

着相同的准分子离子峰 m /z 481 ［M － H］－ 出现，

可知，这 7 种成分的相对分子质量均为 482，为同

分异构体。为进一步确证这些化合物的结构，采用

串联质谱技术进行了 CID-MS /MS 分析研究，实验结

果见图 3，二级质谱的主要碎片离子峰见表 1。
3. 2. 2. 1 水飞蓟亭 A ( silychristin A) 和水飞蓟亭

B ( silychristin B) 的二级质谱裂解 水飞蓟亭 A 和

水飞蓟亭 B 在负离子模式下的二级质谱图，见图 3，

水飞蓟亭 A 和 B 主要产生 m/z 为 463( ［M － H －
H2O］－ ) ，453( ［M － H － CO］－ ) ，451( ［M － H －

HCHO］－ ) ，433( ［M － H － H2 O － HCHO］－ ) ，419

( ［M － H － H2 O － CO2］－ ) ，355 ( ［M － H －

C6H6O3］
－ ) ，337 ( ［M － H － C6 H6 O3 － H2 O］－ ) ，

325 ( ［M － H － C6 H6 O3 － HCHO］－ ) 的碎片离子，

其具体裂解方式见图 4。
·2632·

第 36 卷第 17 期

2011 年 9 月

Vol. 36，Issue 17

September，2011



表 1 化合物 1 ～ 7 的二级质谱的主要碎片峰

化合物

准分子离

子峰( m / z)

［M －H］－

二级质谱碎片峰［MS2］( m/z)

P-ion Loss( u) L-R

水飞蓟亭A ( sily-

christin A) 和水飞

蓟亭 B ( silychristin

B)

481 463 18 H2O

451 30 HCHO
433 48 H2O +HCHO
419 62 H2O +CO2

355 126 C6H6O3

337 144 C6H6O3 + H2O
325 156 C6H6O3 + HCHO

水飞蓟宁( silydian-

in)
481 463 18 H2O

453 28 CO
391 90 CO +H2O +CO2

301 180 C9H8O4

179 302
169 312
151 330

水飞蓟宾 A( sily-

bin A) 和水飞蓟宾

B( silybin B)

481 463 18 H2O

453 28 CO
437 44 CO2

435 46 H2O +CO
433 48 H2O +HCHO
355 126 C6H6O3

301 180 C9H8O4

283 198 C9H8O4 + H2O
257 224 C10H8O6

异 水 飞 蓟 宾 A

( isosilybin A ) 和 异

水飞蓟宾 B( isosily-

bin B)

481 463 18 H2O

453 28 CO

437 44 CO2

435 46 H2O +CO

433 48 H2O + HCHO

301 180 C9H8O4

283 198 C9H8O4 + H2O

257 224 C10H8O6

3. 2. 2. 2 水飞蓟宁 ( silychristin) 的二级质谱裂解

水飞蓟宁在负离子模式下的二级质谱图，见图 3，

水飞蓟宁主要产生 m/z 为 463 ( ［M － H － H2O］－ ) ，

453 ( ［M － H － CO］－ ) ，391 ( ［M － H － CO － H2O －
CO2］

－ ) ，301 ( ［M － H － C9H8O4］
－ ) ，179，169，151

的碎片离子，其具体裂解方式见图 5。
3. 2. 2. 3 水飞蓟宾 A ( silybin A) 和水飞蓟宾 B
( silybin B) 的二级质谱裂解 水飞蓟宾 A、水飞蓟

图 3 水飞蓟亭 A( a) ，水飞蓟亭 B( b) ，水飞蓟宁( c) ，

水飞蓟宾 A( d) ，水飞蓟宾 B( e) ，异水飞蓟宾 A( f) ，

异水飞蓟宾 B( g) 的 ESI-MS /MS 负离子质谱图

宾 B 在负离子模式下的二级质谱图，见图 3，结果

表明，它们的二级质谱有着几乎相同的碎片离子

峰。主要产生 m/z 为 463 ( ［M － H － H2O］－ ) ，453
( ［M － H － CO］－ ) ，437 ( ［M － H － CO2］

－ ) ，435
( ［M － H － H2 O － CO］－ ) ，433 ( ［M － H － H2 O －
HCHO］－ ) ，355 ( ［M － H － C6H6O3］

－ ) ，301( ［M －
H － C9 H8 O4］－ ) ，283 ( ［M － H － C9 H8 O4 －
HCHO］－ ) ，257( ［M － H － C10 H8 O6］

－ ) 的碎片离

子，其具体裂解方式见图 6。
3. 2. 2. 4 异水飞蓟宾 A ( isosilybin A) 和异水飞蓟

宾 B ( isosilybin B) 的二级质谱裂解 异水飞蓟宾 A
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图 4 水飞蓟亭 A 和 B 的二级质谱裂解途径

和异水飞蓟宾 B 在负离子模式下的二级质谱图，见

图 3，结果表明，它们的二级质谱的碎片离子峰几乎

相同。主要产生 m/z 为 463( ［M － H － H2O］－ ) ，453
( ［M －H － CO］－ ) ，437 ( ［M －H － CO2］

－ ) ，435 ( ［M
－ H － H2 O － CO］－ ) ，433 ( ［M － H － H2 O －
HCHO］－ ) ，301 ( ［M － H － C9 H8 O4］－ ) ，283
( ［M －H －HCHO － C9H8O4］

－ ) ，257( ［M － H － C10H8

O6］
－ ) 的碎片离子，其具体裂解方式见图 7 所示。

4 结论

使用 UPLC 成功的对水飞蓟提取物中的 7 种活

性成分进行了完全的分离。ESI-CID-MS /MS 技术

是快速区分和鉴定黄酮木脂体类化合物同分异构体

的有效方法。在负离子模式下可以提供更多的有效

信息，通过谱图中的［M － H］－ 准分子离子峰很容易

得到此类化合物的分子量，通过 CID-MS /MS 技术可

获得各化合物一系列的碎片信息，从 7 种活性物质

的二级质谱可以看出，它们均可以通过中性失去

H2O或 CO 分子得到 m/z 为 463，453 的碎片离子，

但由于其结构的不同，其二级质谱还是有非常明显

的不同。在水飞蓟亭 A 和 B 的二级质谱图中，m/z
为 355 的碎片离子丰度最大，同时此碎片离子可再

图 5 水飞蓟宁的二级质谱裂解途径

失去 1 分子 H2O 或 1 分子 HCHO 进一步产生 m/z
为 337 和 325 的碎片离子; 在水飞蓟宁的二级质谱

图中，没有出现 m/z 为 355，337，325 的碎片离子，取

而代之的是 m/z 为 301，179，169 的碎片离子，m/z为
453 的碎片峰丰度最大; 而在差象异构体水飞蓟宾

A、水飞蓟宾 B、异水飞蓟宾 A 和异水飞蓟宾 B 的二

级质谱图中，也有明显的不同，水飞蓟宾 A、水飞蓟

宾 B 的二级质谱出现了 m/z 为 355 的碎片离子，同

时丰度最大的碎片离子的 m/z 为 463。而异水飞蓟

宾 A 和异水飞蓟宾 B 的二级质谱图中，m/z 为 355
的碎片离子消失，丰度最 大 的 碎 片 离 子 的m/z为

453。这些信息为区分这些同分异构体提供了有用

的信息。
建立了超高效液相色谱-电喷雾离子阱质谱联

用测定水飞蓟素中 7 种主要有效成分方法。该法具
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有操作简单、有机试剂消耗少、测定周期短等优点，

且明显提高了检测效率，为进一步对其药理活性、体
内代谢产物以及其他作用的研究提供了一种快捷、
方便的方法。
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Determination of active components in silymarin by UPLC-ESIMS
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［Abstract］ A UPLC-ESIMS method was developed for simultaneous analysis of seven major bioactive flavonolignans in silyma-
rin including silychristins A ( 1) and B ( 2) ，silydianin ( 3) ，silybins A ( 4) and B ( 5) ，and isosilybins A ( 6) and B ( 7) . In this
study，the seven major active flavonolignans including the diastereomers 1 /2，4 /5，and 6 /7 were completely separated using UPLC
with an ACQUITY UPLC C18 column and MeOH-water ( formic acid) mobile phase system. The collision-induced dissociation ( CID)

MS /MS spectra of these flavonolignans were studied systematically using ESI-MS. The results with the present methodology showed that
UPLC-MS /MS can be used for general screening of active natural products from plant extracts and for the specific quality control of sily-
marin.

［Key words］ silymarin; UPLC-MS /MS; fragmentation mechanism
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