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HPLC-ESI-MS法同时测定虎杖
提取物中的 17 种成分
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摘要: 目的 采用 HPLC和电喷雾质谱联用技术并结合核磁共振和紫外光谱技术分析测定虎杖复
合酶提取物中的化学成分。方法 液相色谱条件为色谱柱: Agilent C18色谱柱( 250 mm × 4. 6 mm，
5 μm) ，流动相:质量分数为 0. 2%的醋酸溶液( A) -乙腈( B) 进行梯度洗脱，流速为0. 8 mL·min －1 ;

检测波长为 254 nm，以 Thermo-LCQ-FLEET多级离子阱质谱仪进行检测。结果 采用 HPLC-ESI-MS
法检测了中药虎杖中 17 个化学成分，分别为芦丁( rutin) 、大黄酚( chrysophanol) 、6-OH-大黄素( 6-
OH-emodin) 、大黄素( emodin) 、金丝桃苷( hyperoside) 、异槲皮素( isoquercetin) 、三叶豆苷( trifolin) 、
紫云英苷( astragalin) 、何首乌乙素 ( polygonimitin B) 、大黄酚 ( chrysophanol) 、大黄素-8-葡萄糖苷
( emodin-8-glucoside) 、新芒果苷 ( neomangiferin) 、芒果苷 ( mangiferin) 、槲皮素 ( quercetin) 、山奈酚
( kaempferol) 、I3-II8 双芹菜苷元( I3-II8-biapigenin) 和芹菜素( apigenin) 。结论 HPLC-EST-MS 法可
用于虎杖提取物中的 17 种成分的含量测定。
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中药虎杖 ( Polygonum cuspidatum Sieb． et
Zucc． ) 是蓼科植物虎杖的干燥根茎及根［1］，其化
学成分主要为游离蒽醌及其苷

［2］，临床常用于抗
血栓、降脂［3］，且具有治疗白细胞减少［4］，抗抑
郁
［5］
等功效。传统的提取方式包括回流法和超

声波提取法
［6 － 7］
等，传统的提取方法由于受植物

细胞壁的阻碍，使提取效率低。复合酶法提取天
然药物是最近发展起来的一种新型提取方

法
［8 － 9］，可以通过酶解植物细胞壁使有效成分最

大程度地溶出，从而达到增加提取效率的目的。
液相色谱—电喷雾质谱联用技术( HPLC-ESI-MS)
同时具备液相色谱的高度分离性能及电喷雾质谱

的高敏感性和检测能力，在天然药物化学的分析

研究中具有独特的优势
［10 － 11］。本文作者采用

HPLC-ESI-MS 方法并结合紫外光谱( UV) 和核磁
共振技术( NMR) 对复合酶法提取虎杖得到的提
取物进行了分析检测，建立了“虎杖复合酶法提
取—液相色谱电喷雾质谱联用技术”的系统的分
析研究方法。

1 仪器与材料
Waters 2695 高效液相色谱仪，配备 2996

二极管阵列监测器 ( DAD，美国 Waters 公司 ) ，
LCQTM
电喷雾质谱仪 ( 美国 Thermo-Finnigan 公

司) 。
乙腈和醋酸 ( 色谱纯，美国 Fisher 公司) ，其

他所用试剂均为分析纯( 北京化工厂) ，水为超纯

水( 18. 2 MΩ·cm) ，Viscozyme L 酶制剂( 丹麦 No-
vozymes公司) ，D101 型大孔树脂( 天津南开大学
化工厂) 。
虎杖( 产地: 江苏，购自北京同仁堂 ) ，大黄

酸、6-OH-大黄素、大黄素、何首乌乙素、大黄酚、
大黄素-8-葡萄糖苷、芦丁、槲皮素、山奈酚、金丝
桃苷等对照品( 中国药品生物制品检定所) ，紫云

英苷、三叶豆苷、异槲皮素、I3-II8-双芹菜苷元和
芹菜素( 上海西格玛公司) 。

2 方法
2. 1 样品、对照品溶液的制备
样品溶液的制备:常规提取，精确称取虎杖粉

末 10. 00 g，置 500 mL 回流瓶中，均加入 200 mL
体积分数为 70%的乙醇溶液，回流提取 1 h，滤
过，同法提取 2 次，合并滤液，浓缩至干，用 20 mL



水溶解，上 D101 型大孔树脂柱，先用 5 倍柱体积
水洗脱，弃去，再用 5 倍柱体积的体积分数为
60%的乙醇溶液洗脱，收集并浓缩至干，残渣用甲
醇定容至 50 mL 量瓶中，试验前分别取 10 mL 经
0. 45 μm膜滤过，即得。
复合酶法提取: 精确称取虎杖粉末 10. 00 g，

置 500 mL烧杯中，加入 200 mL 水，用 HCl 调节
pH 值至 4. 8，添加 Viscozyme L 酶制剂 1. 001 g，50
℃水浴酶解 90 min，反应后将提取液煮沸2 min，
使酶灭活，滤过，滤液减压浓缩至 20 mL，上 D101
型大孔树脂柱，先用 5 倍柱体积水洗脱，弃去，再
用 5 倍柱体积的体积分数为 60%的乙醇溶液洗
脱，收集并浓缩至干，残渣用甲醇定容至 50 mL量
瓶中，试验前分别取 10 mL 经 0. 45 μm 膜滤过，
即得。
对照品溶液的制备: 分别精确称取大黄素

( emodin ) 、大 黄 酚 ( chrysophanol ) 、大 黄 酸
( rhein) 、何首乌乙素 ( polygonimitin B ) 、没食子
酸( gallic acid) 、新芒果苷( neomangiferin) 和芒果
苷( mangiferin) 对照品约 2 mg，精密称定，用甲

醇定容至 2 mL量瓶中，得约 1 g·L － 1
对照品溶液

备用。
2. 2 液相色谱与电喷雾质谱联用分析条件
采用 Waters2695 高效液相色谱仪，配备 2996

二极管阵列监测器( DAD，美国 Waters公司) ; Ag-
ilent C18色谱柱 ( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm，美国
Agilent公司) ;柱温为 28 ℃ ; 二元线性梯度洗脱:
流动相为体积分数为 0. 2%的醋酸溶液( A) -乙腈
( B) ，梯度洗脱 ( 0 ～ 20 min: 18% ( φ) B; 20 ～ 50
min: 18 ～ 50% ( φ) B; 50 ～ 90 min: 50 ～ 80% ( φ)
B) ;流速为0. 8 mL·min －1 ; 样品进样量为10 μL;
检测波长为 254 nm。电喷雾质谱分析条件:
LCQTM 电喷雾质谱仪 ( 美国 Thermo-Finnigan 公
司) ，负离子模式，扫描范围: m/z 50 ～ 1000，离子
阱的条件: 喷雾电压 5. 0 kV，壳气 ( N2 ) 60 units;
辅助气 ( N2 ) 10 units，金属加热毛细管温度
100 ℃，毛细管电压 20 V。

3 结果与讨论
实验所得虎杖各成分的结构式见图 1。

Fig． 1 Major compounds in Giant knotweed R

3. 1 常规方法与复合酶法提取虎杖的 HPLC-
ESI-MSn分析
虎杖的常规提取方法和复合酶法提取虎杖的

HPLC-DAD如图 2 所示，各化学成分的色谱保留

时间( tR ) 、紫外最大吸收波长 λmax、负离子模式下
质谱信息及 ESI-MSn

产生的主要碎片离子如表 1
所示，将主要成分的色谱行为和质谱信息与对照

品进行比对并依据相关文献鉴定了 17 个成分。
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Fig． 2 HPLC chromatogram of the extract by reflux，λ =254 nm(a); HPLC chromatogram of the extract by complex
enzyme(b) from G． knotweed

从图 2 看出，复合酶法提取虎杖的 HPLC /
DAD色谱图中化合物的含量和数量均高于回流
法提取。对主要成分进行分析，虎杖中的成分主
要为黄酮和蒽醌及其相应的苷类。分析数据如表
1 所示。
化合物 1 在紫外光谱 228、265、360 nm 处有

最大吸收，准分子离子峰［M-H］－
为 m/z 609 离

子，二级质谱得到 MS2［M-H］－ m/z 301. 5 离子
( 表 1) ，表明该化合物为黄酮，且黄酮苷的苷元为
槲皮素，在黄酮苷元上连接了双糖，通过与对照品

的保留时间和紫外光谱进行比对，并结合质谱数

据证明化合物 1 为芦丁( rutin) 。
化合物 5 和 6 的保留时间分别为 25. 68 min

和 27. 54 min，准分子离子峰均为［M-H］－ m/z:
463 离子，二级质谱均产生 m/z 301 离子，表明裂
解掉相对分子质量为 162 的碎片，通过与对照品
进行比对证明二者分别为金丝桃苷 ( hyperoside)
和异槲皮素( isoquercetin) 。化合物 7 和 8 的保留
时间分别为 33. 25 和 35. 87 min，准分子离子峰均
为［M-H］－ m/z 447 离子，证明二者相对分子质
量为 448，二级质谱得到 m/z 285 离子，证明裂解
掉相对分子质量为 162 的碎片，且二者的黄酮苷

元均为山奈酚，通过对照品证明二者分别为三叶

豆苷( trifolin ) 和紫云英苷 ( astragalin ) 。化合物
14 和 15 的保留时间分别为 64. 09 和66. 02 min，
准分子离子峰分别为［M-H］－ m/z 301 和 285，经
过与对照品进行比对证明二者分别为槲皮素

( quercetin) 和山奈酚( kaempferol) ，以上化合物均
通过与对照品进行紫外光谱、色谱保留时间和质
谱裂解信息而确认。
化合物 16 和 17 色谱的保留时间分别为

74. 05 和 76. 34 min，在质谱的负离子模式下准分
子离子峰分别为: ［M-H］－ m/z 537 离子和 m/z
269，表明二者相对分子质量分别为 538 和 270，
化合物 16 产生的碎片离子包括: 433 ( ［M-
C7H5O-H］

－ ) ，385( ［M-C7H4O4-H］
－ ) ，417，151

( ［M-C23H14O6-H］
－ ) ，化合物产生的碎片离子为

151( 1，3A-H － ) ，通过与对照品进行比对并结合文

献［12 － 13］，证明二者分别为 I3-II8-双芹菜素
( I3-II8-biapigenin) 和芹菜素( apiginin) 。
化合物 2、3、4 和 12 的液相色谱保留时间分

别为 15. 73、19. 02、21. 75 和 51. 56 min，在紫外光
谱 的 220 ～ 240 nm 处 有 强 吸 收 峰 ，在 270 ～
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Table 1 The HPLC-ESI-MS data in the negative ion mode of the extract by complex enzyme from G． knotweed

Peak No． tR /min λmax /nm m/z ESI-MSn Compound

1 11. 81 228，265，360 609 301［M-C6H10O4-C6H10O5-H］
－ Rutin

2 15. 73 230，272 283 255［M-CO-H］－，227［M-C2O2-H］
－ Rhein

3 19. 02 240，281 285 257［M-CO-H］－，259［M-C2O2-H］
－ 6-OH-emodin

4 21. 75 223，274 269 241［M-CO-H］－，213［M-C2O2-H］
－ Emodin

5 25. 68 228，254，356 463
301［M-C6H10 O5H］

－，179［1，2 A-H］－，

255［M-H2O-CO-H］
－ Hyperoside

6 27. 54 228，254，346 463
301［M-C6H10 O5H］

－，179［1，2 A-H］－，

255［M-H2O-CO-H］
－ Isoquercetin

7 33. 25 235，265，350 447
284［M-C6H10 O5-H］

－，151［1，3 A-H］－，

179［1，2A-H］－ Trifolin

8 35. 87 235，265，350 447
284［M-C6H10 O5-H］

－，151［1，3 A-H］－，

179［1，2A-H］－ Astragalin

9 39. 79 224，259 417 255［M-C6H10O5-H］
－ Polygonimitin B

10 48. 25 245，251，335 583
421［M-C6H10 O5-H］

－，259［M-C6H10 O5-
C6H10O5-H］

－ Neomangiferin

11 49. 16 240，257，319 421 259［M-C6H10O5-H］
－ Mangiferin

12 51. 56 227，274 255 227［M-CO-H］－，199［M-C2O2-H］
－ Chrysophanol

13 55. 17 254，360 431 269［M-C6H10O5-H］
－ Emodin-8-glucoside

14 64. 09 254，368 301
271［M-CH2O］

－，255［M-H2O-CO-H］
－，

151［1，3A］－，179［1，2A-H］－ Quercetin

15 66. 02 254，365 285
255( ［M-H2O-CO-H］

－ ) ，151 ( 1，3 A － ) ，

179( ［1，2A-H］－ )
Kaempferol

16 74. 05 268，333 537
443，385［M-C7H4O4-H］

－，417，151［M-
C23H14O6-H］

－ I3-II8-biapigenin

17 76. 34 264，349 269 151( 1，3A-H － ) Apigenin

280 nm处也有较强吸收，但吸收强度较 220 ～
240 nm处弱，表明该 4 个化合物为蒽醌类化合
物，4 者在质谱的负离子模式下的准分子离子
峰分别为: ［M-H］－ m /z: 283、285、269 和 255
离子，表明 4 者相对分子质量分别为 284、286、
270 和 256，4 者的二级质谱裂解掉的碎片离子
相同，其相对分子质量均为 28 和 56，表明裂解
掉 1 个或者 2 个羰基基团，通过与对照品进行
比对，证明 4 者分别为大黄酸 ( rhein) 、6-OH-大
黄素 ( 6-OH-emodin ) 、大黄素 ( emodin ) 和大黄
酚( chrysophanol) 。
化合物 9 和 13 的液相色谱保留时间分别为

39. 79 min和 55. 17 min，在紫外光谱 224、259 nm
处和 254、360 nm 处有最大吸收，表明 2 者为蒽醌
类化合物，2 者在质谱负离子模式下的准分子离
子峰分别为［M-H］－ m/z 417 和 431 离子，表明 2
者相对分子质量分别为 418 和 432，2 者的二级质
谱裂解掉的碎片离子相同，均为 162，表明裂解掉
1 个六碳糖基团，通过与对照品进行比对，证明 2

者分别为大黄酸何首乌乙素( polygonimitin) 和大
黄素-8-葡萄糖苷( emodin-8-glucoside) 。
化合物 10 的准分子离子峰为［M-H］－ m/z

583 离子，表明相对分子质量为 584，二级质谱得
到 m/z 421 和 259 离子，表明裂解掉 1 个或 2 个
相对分子质量为 162 的基团。化合物 11 的准分
子离子峰均为［M-H］－ m/z 421 离子，表明相对
分子质量为 422，二级质谱得 m/z 259离子，如图 3
所示，表明裂解掉相对分子质量为 162 的基团，将
二者用制备型高效液相色谱分离后进行核磁共振

技术检测，核磁数据如下所示。
化合物 10: 1H-NMR ( 400 MHz，DMSO )

δ: 6. 37 ( 1H，s，H-4 ) 、6. 93 ( 1H，s，H-5 ) 、7. 69
( 1H，s，H-8 ) 、4. 57 ( 1H，d，2-Glu，H-1'，J =
9. 2 Hz ) 、4. 87 ( 1H，d，7-Glu，H-1'，J = 7. 6 Hz ) ;
13C-NMR( 400 MHz，DMSO ) δ: 162. 5 ( C-1 ) 、
108. 3 ( C-2 ) 、164. 5 ( C-3 ) 、94. 0 ( C-4 ) 、103. 3
( C-5 ) 、156. 9 ( C-6 ) 、144. 4 ( C-7 ) 、112. 4 ( C-8 ) 、
1 79. 8( C-9) 、154. 7( C-4a) 、151. 5( C-4b) 、108. 8
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Fig． 3 ESI-MS/MS( － )spectral of neomangiferin(a)and mangiferin(b)

( C-8a) 、102. 0 ( C-8b) ; 2-Glu: 73. 8 ( C-1') 、71. 3
( C-2') 、79. 7 ( C-3') 、71. 0 ( C-4') 、82. 2 ( C-5') 、
61. 4 ( C-6') ; 7-Glu: 103. 4 ( C-1') 、73. 5 ( C-2') 、
76. 1( C-3')、69. 6( C-4')、77. 3( C-5')、60. 7( C-6')。
化合物 11: 1H-NMR ( 400 MHz，DMSO ) δ:

6. 34( 1H，s，H-4) 、6. 84( 1H，s，H-5) 、7. 35( 1H，s，
H-8 ) 、4. 56 ( 1H，d，H-1'，J = 9. 6 Hz ) ; 13C-NMR
( 400 MHz，DMSO ) δ: 162. 5 ( C-1) 、108. 3 ( C-2 ) 、
164. 5( C-3) 、93. 8 ( C-4) 、103. 3 ( C-5 ) 、154. 7 ( C-
6) 、144. 4( C-7) 、108. 8( C-8) 、179. 8( C-9) 、156. 9
( C-4a) 、151. 5 ( C-4b) 、112. 4 ( C-8a) 、102. 0 ( C-
8b) ; 2-Glu: 82. 3 ( C-1') 、73. 8 ( C-2')、71. 3( C-3')、
70. 9( C-4')、79. 7( C-5')、62. 2( C-6')。
通过与文献［14 － 15］比对证明化合物 10 为

新芒果苷 ( neomangiferin) ，化合物 11 为芒果苷
( mangiferin) 。该 2 种化合物均首次在虎杖中发
现。
3. 2 回流法及复合酶法提取虎杖的 HPLC-ESI-
MS 分析及共有成分含量的比较分析
从回流法及复合酶法提取虎杖的 HPLC-

DAD 看出，复合酶法提取物中含有含量更高的6-
OH-大黄素，大黄素，紫云英苷，何首乌乙素，大黄
酚，大黄素-8-葡萄糖苷和双芹菜素，并且检测到
了常规提取方法所不能得到的的新芒果苷和芒果

苷。对两种提取方法得到的色谱图中各色谱峰面
积进行总结并比较，结果见表 2。

4 结论
利用液相色谱-质谱串联技术并结合核磁共

振技术对虎杖提取物进行了分析，结果表明，虎杖

的乙醇提取物主要包括黄酮和蒽醌类化合物，共

鉴定了 17 个化合物，分别为芦丁、大黄酚、6-OH-
大黄素、大黄素、金丝桃苷、异槲皮素、三叶豆苷、
紫云英苷、何首乌乙素、大黄酚、大黄素-8-葡萄
糖苷、新芒果苷、芒果苷、槲皮素、山奈酚、I3-II8

Table 2 The common compounds HPLC peak area of

G． knotweed by different extract method

Peak No．

A( × 106 )

Reflux
extraltion

Complex
enzyme
extraction

Increased range
of HPLC

peak area /%

1 1. 028 1. 535 49. 31
2 2. 551 3. 509 37. 55
3 1. 129 2. 646 134. 40
4 0. 825 1. 830 121. 80
5 1. 161 1. 365 17. 57
6 2. 041 2. 152 5. 43
7 2. 645 3. 165 19. 66
8 1. 201 2. 759 129. 70
9 1. 206 3. 189 164. 40
10 － 0. 147 －
11 － 0. 218 －
12 0. 136 0. 275 102. 20
13 0. 345 0. 758 119. 70
14 0. 896 0. 782 － 12. 72
15 2. 415 3. 130 29. 61
16 0. 042 0. 083 97. 60
17 0. 274 0. 451 64. 60

双芹菜苷元和芹菜素。此外，用复合酶提取与常
规方法提取虎杖相比，可以显著地提高提取物中

的 6-OH-大黄素、大黄素、紫云英苷、何首乌乙素、
大黄酚、大黄素-8-葡萄糖苷和双芹菜素的含量，
并且检测到了常规提取方法所不能得到的的新芒

果苷和芒果苷。新芒果苷和芒果苷均首次在虎杖
中发现。
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Simultaneous analysis of 17 compounds from the ex-
tract of Giant knotweed R． by HPLC-ESI-MS

YU Peng1，ZHANG Hong2

( 1. Pharmaceutical College，Changchun University of Chinese Medicine，Changchun 130117，China;
2. Northeast Pharmaceutical Group Co．，LTD．，Shenyang 110026，China)

sAbstract: Objective To apply HPLC-ESI-MS combining with NMR and UV technique for the analysis of
the major constituents of the extract of Giant knotweed R． Methods The separation was performed on the
Agilent C18 ( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) column． The mobile phase was composed of 0. 2% ( w) acetic acid in
aqueous solution( A) and acetonitrile( B) ，and the flow rate was 0． 8 mL·min －1 ． The wavelength of the UV
detector was set at 254 nm． The MS spectrometer was Thermo LCQ Fleet mass spectrometer． Results Seven-
teen compounds including of rutin，chrysophanol，6-OH-emodin，emodin，hyperoside，isoquercetin，trifolin，
austragalin，polygonimitin B，chrysophanol，emodin-8-O-glucoside，neomangiferin，mangiferin quercetin，
kaempferol I3-II8-biapigenin and apigenin from Giant knotweed R． were detected by HPLC-MS． Conclu-
sions The method of complex enzyme extraction combined with the analysis by HPLC-ESI-MS has been
proved to be effective，sensitive and intuitionistic． It can be used to analyze the micro constituent in G ． knot-
weed． This method can provide the reference for the analysis and study of other Chinese medicine．
Key words: complex enzyme; Giant knotweed R． ; HPLC-ESI-MS; mangiferin; neomangiferin
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