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摘要  目的: 分析黄芩及其制剂复方野马追胶囊中的黄酮类成分。方法: 运用 H PLC - MS /MS对黄芩水提取液中的黄酮类成

分进行一级和二级质谱分析, 并鉴定复方野马追胶囊中相关成分。色谱柱为 Phenom enex- C18柱 ( 5 Lm, 250 mm @ 4. 6 mm );

流动相为乙腈 - 0. 4%醋酸溶液,梯度洗脱 ( 0~ 60 m in, 流动相乙腈由 5% y 95% ); 流速为 1. 0 mL# m in- 1。质谱离子源为电

喷雾离子化 ( ESI)源;正离子检测 ;毛细管电压为 3. 0 kV。结果: HPLC- M S /MS结合已有对照品的相关结果,确定黄芩及其制

剂复方野马追胶囊中黄芩素 ( baicale in)、黄芩苷 ( ba ica lin)、汉黄芩素 ( wogonin)、千层纸甲素 ( o roxy lin A )、汉黄芩苷 ( wogono-

side)的存在及其 ESI轰击裂解规律;推断了千层纸甲苷 ( oroxy lin A g lucuronide )的存在及其裂解规律。结论: 应用 H PLC–

M S /M S对黄芩及其制剂中已知或未知黄酮成分进行定性鉴别具有可行性。
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LC- MS/MS analysis of flavonoids in Scutellaria baicalensis Georg.i and
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Abstract Objective: To ana lyze flavono ids in the roots ofScu tellaria ba icalensis Georg.i and compoundYemazhu i

capsules. M ethods: A quadrupole tandem mass spectrometer w as applied to verify the structure o f flavonoids from

LC eluate by Q1 scan and product ion scan. The Phenom enex- C18 ( 5 Lm, 250mm @ 4. 6mm ) column w as adop-t

ed. Themob ile phase consisted of aceton itrile and 0. 4% acetic acid, w ith gradient elution( the percentage of aceto-

n itrile changed from 5% y 95% in 60m inu tes). The flow rate w as 1. 0mL# m in- 1. The samples w ere ana lyzed by
LC- ESI/M S in posit ive ionmode and the capillary voltagew as 3. 0 kV. Results: Three flavonoid ag lycones and tw o

flavono id g lycosides in the roots of Scutellaria baicalensis Georg .i and compound Y emazhui capsu les w ere deter-

m ined and the possib le structure of one flavono id g lycosidew as deduced based on the chrom atography andM S data.

Conc lusion: This method can be ava ilable and he lpful to find or analysis the constituents from the roots o fS cutellar-

ia baicalensis Geo rg .i and compound Yemazhui capsu les.

K ey words: Scutellaria baica lensis Georg.i; compound Yemazhu i capsu les; flavono ids; LC- M S /M S

黄芩为唇形科黄芩属植物黄芩 S cutellaria ba-

icalensis Georg.i的干燥根, 为常用中药。复方野马

追胶囊是由黄芩、野马追等中药经提取、精制而成的

复方中药制剂。在复方野马追胶囊 HPLC分析中发

现,此制剂中含有较多的黄酮类成分,经过与黄芩药

材提取液对比, 发现除黄芩苷、黄芩素之外, 还有 4

个黄酮类成分来自黄芩药材
[ 1 ~ 3 ]
。在缺乏相应对照

品的情况下, 仅靠 HPLC无法判断其归属。本文利

用LC- M S /M S联用技术
[ 4~ 9 ]

,探讨了黄芩水提取液

经 HPLC分离后电喷雾质谱在线检测的方法, 大致
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推断未知黄酮,通过对照品对照分析鉴定提取液中

5个黄酮类成分,推断 1个黄酮类成分,并确定了复

方野马追胶囊中这 6个黄酮成分的存在。

1 仪器与试药
W aters- 2695型 HPLC仪, Quattro M icro质谱

仪, M asslynx V 4. 0工作站; M illipore M illi- Q纯水

器, M ettler电子天平。

乙腈为色谱纯, 无水乙醇、甲醇、冰醋酸为分析

纯。

黄芩苷 ( ba icalin, 批号 0715 - 9909 )和黄芩素

( ba ica lein,批号 111595- 200301)均购自中国药品

生物制品检定所;汉黄芩素 ( w ogon in, 批号 051222,

纯度\ 98% )、汉黄芩苷 ( w ogonoside, 批号 071114,

纯度\ 98% )、千层纸甲素 ( oroxy lin A,批号 080325,

纯度\ 99% )均购自上海友思生物技术有限公司。

黄芩药材来源为河北沽源, 经江苏省中医药研

究院钱士挥研究员鉴定为唇形科植物黄芩 S. ba-

icalensis Georg.i的干燥根; 复方野马追胶囊为新药

临床前研究用样品 (样品由江苏省中医药研究院研

制,是江苏省科学技术厅自然基金项目结题成果之

一 )。野马追药材提取物、柴胡药材提取物是按制

剂处方,以各自工艺分别提取所得的复方野马追胶

囊中间体。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件  色谱柱: Phenomenex - C18柱 ( 5

Lm, 250 mm @ 4. 6 mm );柱温: 35 e ;流动相: A为

乙腈, B为 0. 4%醋酸溶液,梯度洗脱 ( 0~ 60m in,流

动相 A由 5% y 95% );流速: 1. 0 mL# m in- 1; 检测
波长: 280 nm; 理论板数按 4号峰计算均不低于

8000。

2. 2 质谱条件  电喷雾离子化 ( ESI)源;离子源温

度: 110 e ; 正离子检测; 脱溶剂气 ( N2 )流速: 350 L

# h
- 1
;锥孔气 ( N 2 )流速: 50 L# h

- 1
; 毛细管电压:

3. 0 kV;扫描范围 m /z: 80~ 800; 锥孔电压: 10, 30,

50 V;碰撞气体为氩气 ( A r) ;碰撞室能量: 30 eV。

2. 3 供试品溶液制备  取黄芩药材粗粉约 0. 1 g,

精密称定, 置圆底烧瓶中, 精密加入沸水 25 mL,加

热回流 1 h, 滤过, 精密量取续滤液 10 mL, 蒸干,残

渣加甲醇溶解并定容至 10 mL, 即得药材供试品溶

液;取复方野马追胶囊内容物 0. 1 g,精密称定,加甲

醇 25mL, 超声提取 ( 250W, 40 kH z) 30 m in,即得胶

囊供试品溶液;取野马追药材提取物 75 mg、柴胡药

材提取物 15mg,混匀,按胶囊供试品溶液制备方法

制备缺黄芩阴性样品溶液。

2. 4 结果
2. 4. 1 HPLC分析  对黄芩、复方野马追胶囊及缺

黄芩阴性样品进行 HPLC分析,利用二极管阵列 UV

检测器检测,黄芩及复方野马追胶囊中的 6个色谱

峰具有黄酮的 UV特征吸收, 且其阴性样品在同一

位置未见相应峰。为进一步获取各组分的结构信

息, 利用质谱技术对其进行分析, 见图 1- A、B、C。

图 1 黄芩药材 ( A )、复方野马追胶囊 ( B )及缺黄芩阴性样品 ( C )

H PLC色谱图

F ig 1 HPLC chromatogram s of roots of Scutel laria baicalen sis(A ) , com-

poundY emazhu i capsu les( B) and negative samp le w ithou tR ad ix S cu te-l

lariae( C )

2. 4. 2 LC- M S /M S分析

2. 4. 2. 1 4号峰及 1号峰的结构分析

在全扫描一级质谱图中, 4号峰正离子扫描的

m /z为 271. 0,为 [ M + H ]
+
峰,对 [M + H ]

+
离子进

行二级质谱分析,产生碎片 m /z 169. 1[ A 1 ]
+
, 141. 1

[ A1 - CO ]
+
, 122. 9[A 1 - 3OH + H]

+
, 104. 8[ B2 ]

+
,

102. 9[ B1 ]
+
,表明 A环上含有 3个 - OH, B环上无

取代基。推断可能为黄芩素, 进一步与黄芩素对照

品比较,发现两者相对分子质量、色谱、质谱行为一

致, 故此峰为黄芩素。

在全扫描一级质谱图中, 1号峰正离子扫描的

m /z为 448. 0,为 [M + H ]
+
峰,通过调节不同的锥孔

电压,同时还得到 m /z 271. 7, 而且随着电压的加

大, m /z 448. 0的丰度逐渐减小, m /z 271. 7的丰度
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逐渐增加,说明 m /z 448. 0失去 1个质量数为 177

(葡萄糖醛酸 )的中性碎片后生成m /z 271. 7的离子

[M - 177+ H ]
+
。对 m /z 271. 7离子进行二级质谱

分析, 产生的碎片离子 m /z 169. 1, 141. 1, 122. 9,

104. 8, 102. 9,与黄芩素二级质谱一致。表明 1号峰

可能是黄芩素的葡萄糖醛酸苷,进一步与黄芩苷对

照品比较,发现两者相对分子质量、色谱、质谱行为

一致, 故此峰为黄芩苷。

2. 4. 2. 2 5号峰及 2号峰的结构分析

在全扫描一级质谱图中, 5号峰正离子扫描的

m /z为 285. 3, 为 [M + H ]
+
峰,对 m /z 285. 8离子进

行二级质谱分析,产生的碎片离子 m /z 270. 4[M -

CH 3 + H ]
+
, 168. 1[ A1 ]

+
, 140. 0[ A 1 - CO ]

+
, 表明

A环上可能含有 3个 - OH, 同时出现碎片离子 m /z

104. 8[ B1 ]
+
, 由于从苯环上直接脱甲基的可能较

小,结合 m /z 270. 3[M - CH 3 + H ]
+
,认为 A环上接

有 1个 - OCH3, 2个 - OH, B环上无取代基团。根

据相对分子质量及相关文献
[ 9~ 15]

, 此峰可能为汉黄

芩素或千层纸甲素。结合对照品的 LC- MS /M S分

析,与汉黄芩素的相对分子质量、色谱保留时间一

致,选择性离子监测主要碎片离子相似。判断 5号

峰为汉黄芩素。

在全扫描一级质谱图中, 2号峰正离子扫描的

m /z为 462. 0, 为 [M + H ]
+
峰, 表明 2号峰的相对分

子质量为 461, 通过调节不同的锥孔电压,同时还得

到 m /z 285. 8, 而且随着电压的加大, m /z 462. 0的

丰度逐渐减少, m /z 285. 8的丰度逐渐增加, 说明

m /z 462. 0失去 1个质量数为 177 (葡萄糖醛酸 )的

中性碎片后生成 m /z 285. 8的离子 [M - 177 +

H ]
+
。对 m /z 285. 8离子 [M - 177+ H ]

+
进行二级

质谱分析, 产生的碎片离子 m /z 270. 3, 168. 1,

14010,与 5号峰二级质谱一致。根据相对分子质量

及相关文献
[ 9~ 15 ]

,此峰可能是汉黄芩苷或千层纸甲

苷。结合对照品的 LC- M S /M S分析, 与汉黄芩苷

的相对分子质量、色谱保留时间一致,选择性离子监

测主要碎片离子相似。判断 2号峰为汉黄芩苷。

2. 4. 2. 3 6号峰及 3号峰的结构分析

在全扫描一级质谱图中, 6号峰正离子扫描的

m /z为 285. 3, 为 [M + H ]
+
峰,对 m /z 285. 8离子进

行二级质谱分析,产生 m /z 270. 3的碎片离子 [M -

CH 3 + H ]
+
, 168. 1[ A1 ]

+
, 140. 0[ A 1 - CO ]

+
, 表明

A环上可能含有 3个 - OH, 同时出现碎片离子 m /z

104. 8[ B1 ]
+
, 由于从苯环上直接脱甲基的可能较

小,结合 m /z 270. 3[M - CH 3 + H ]
+
,认为 A环上接

有 1个 - OCH 3, 2个 - OH, B环上无取代基团。根

据相对分子质量及相关文献
[ 9~ 12, 14~ 16]

,此峰可能是

千层纸甲素, 与 5号峰推断结构互为异构体, 即 -

OCH 3与 A环连接位置不同。通过对照品对照,其相

对分子质量、色谱保留时间与千层纸甲素一致,选择

性离子监测主要碎片离子相似。判断 6号峰为千层

纸甲素。

在全扫描一级质谱图中, 3号峰正离子扫描的

m /z为 462. 0,为 [M + H ]
+
峰,通过调节不同的锥孔

电压,同时还得到 m /z 285. 8, 而且随着电压的加

大, m /z 462. 0的丰度逐渐减少, m /z 285. 8的丰度

逐渐增加,说明 m /z 462. 0失去 1个质量数为 177

(葡萄糖醛酸 )的中性碎片后生成 m /z 285. 8的离子

[M - 177 + H ]
+
。对 m /z 285. 8离子 [ M - 177 +

H ]
+
进行二级质谱分析, 产生的碎片离子 m /z

270. 3, 168. 1, 140. 0, 104. 8, 与 6号峰二级质谱一

致。根据相对分子质量及相关文献
[ 9~ 12, 14~ 16]

, 此峰

可能是千层纸甲苷, 与 2号峰互为异构体, 即 -

OCH 3与 A环连接位置不同。

  1~ 6号峰的分析结果见表 1。

表 1 1~ 6号峰的 ESI- M Sn情况及紫外吸收光谱数据

Tab 1 ESI- M Sn and UV data of peaks 1- 6

峰号

( peak No. )
M S/M S data m /z UV Km ax 化合物 ( compound)

1 448. 0y 271. 7y 169. 1,

141. 1, 122. 9, 104. 8, 102. 9

276. 3,

315. 3

黄芩苷

( ba ica lin)

2 462. 0y 285. 8y 270. 3,

168. 1, 140. 0, 104. 8

272. 3,

310. 3

汉黄芩苷

( wogonoside)

3 462. 0y 285. 8y 270. 3,

168. 1, 140. 0, 104. 9

273. 3,

345. 0

千层纸甲苷

( oroxy lin A g lucuronide)

4 271. 0y 169. 1, 141. 1,

122. 9, 104. 8, 102. 9

274. 3,

321. 3

黄芩素

( baicale in)

5 285. 3y 270. 3, 168. 1,

140. 0, 104. 8

274. 3,

341. 2

汉黄芩素

( wogon in)

6 285. 3y 270. 3, 168. 1,

140. 0, 104. 9

270. 3,

317. 3

千层纸甲素

( oroxy lin A )

3 讨论
3. 1 液质联用技术能够将色谱的强分离性能与质

谱的强定性优势相结合,在分析过程中,首先利用二

极管阵列 UV检测器, 可初步判断化合物的结构类

型; 一级质谱能给出化合物的准分子离子峰,结合多

级质谱功能,获得进一步的结构信息,可对供试液中

未知化合物进行结构预测,有助于推断化合物结构,

从而简化了分离、纯化及结构鉴定的过程, 但是, 化

合物结构的最终确定还需要与对照品进行对照。
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3. 2 通过对黄芩中黄酮的 LC- M S /MS分析, 探讨

它们在电喷雾电离下的裂解情况。实验表明, 以黄

芩素 (苷 )、汉黄芩素 (苷 )、千层纸甲素 (苷 )为代表

的黄酮苷元、黄酮苷在电喷雾质谱条件下的裂解方

式与黄酮类化合物苷元的电子轰击质谱 ( E I- M S)

的裂解规律基本相似, 裂解主要发生在 C环上

( RDA裂解 ) ,如图 2所示。电喷雾串联质谱对黄酮

苷的分析可通过不断调节锥孔电压, 得到逐个脱糖

基的碎片离子,以糖基完全脱去后产生丰度最大苷

元碎片的锥孔电压,对苷元碎片进行二次轰击,可根

据碎片的裂解情况推测苷元的结构。

图 2 黄酮类物质裂解方式简图

Fig 2 Fragm entat ion of flavon oids

3. 3 汉黄芩素与千层纸甲素互为同分异构体, 单凭

质谱信息难以判断其归属,通过文献检索,汉黄芩素

极性大于千层纸甲素
[ 10 ]
,在反相色谱中先出峰,结

合色谱情况,初步判断其色谱图上出峰顺序为汉黄

芩苷、千层纸甲苷、汉黄芩素、千层纸甲素。进一步

用对照品对照,证实以上判断, 对色谱峰进行归属。

3. 4 黄芩供试品溶液中的 6种黄酮成分在复方野

马追胶囊供试品溶液 HPLC色谱图中均找到,对相

应色谱峰进行二级质谱分析,所得质谱信息与黄芩

中相应成分相似性高,主要裂解碎片都能找到。在

UV和 MS分析提供化合物信息的基础上,可快速检

索并判断出所分析样品中的未知成分, 进一步用对

照品加以证实。本实验利用上述方法对黄芩中部分

黄酮的色谱峰进行了归属,鉴定了 3个黄酮苷元、2

个黄酮苷,推断了 1个黄酮苷,可为黄芩化学成分的

进一步研究及质量控制提供参考。同时判断了复方

野马追胶囊中部分黄酮成分的来源及归属。

3. 5 供试品溶液制备时,通过比较 50%甲醇、80%

甲醇及纯甲醇分别超声 20, 30, 60 m in, 发现用纯甲

醇提取的黄酮类化合物峰面积较大, 但种类相同,且

超声 30m in即可提取完全,故采取甲醇超声 30 m in

的方法制备胶囊供试品溶液。由于胶囊生产时,黄

芩药材是采用沸水提取的, 所以本法的黄芩药材供

试品溶液采用与胶囊生产中相同的方法制备, 得到

提取物后用甲醇定容。

3. 6 确定本实验色谱条件前,还选用了乙腈 -水及

甲醇 -水的流动相组成,色谱峰均没有乙腈 - 0. 4%

醋酸条件下理想, 梯度洗脱的方法能在较短时间内

使目标色谱峰与杂质峰分离, 以免影响质谱分析结

果。
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