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摘　要 :采用液相色谱 /离子阱质谱 (HPLC / IT2MS)联用技术研究何首乌中糖苷类化合物 ,并对大黄素甲醚糖苷

和大黄素糖苷的分子离子或准分子离子的离子化机理进行探讨。实验采用反相 C18色谱柱 ,二元线性梯度洗

脱 ,分离出 12个主要成分。利用质谱的诱导碰撞解离技术获得碎片裂解信息 ,结合文献鉴定出 9种糖苷的化学

结构 ,其中顺式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃葡萄糖苷、决明酮 282O2(6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖
苷和大黄素甲醚 282O2(6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷为首次鉴定。
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Abstract:HPLC /MS was developed for analysis and identification of glycosides in radix Polygoni m ultif lori, and the

p rocess of ionization of molecular ion of physcion glycoside and quasi2molecular ion of emodin glycoside were studied.

Samp les were analyzed by a reversed2phase C18 column using a binary eluent under gradient conditions, and twelve com2
ponents were isolated. A collision induced dissociation (C ID) experiment was carried out in order to identify the structure

of glycosides. The structures of nine glycosideswere inferred byMS and information from reports. Three of them: cis22, 3,

5, 4′2tetrahydroxystilbene222O 2β2D 2glucopyranoside, torachrysone282O2( 6′2O2acetyl) 2β2D 2glucopyranoside, physcion282
O2(6′2O2acetyl) 2β2D 2glucopyranoside have not been reported until now.

Key words: high performance liquid chromatography/mass spectrometry (HPLC /MS) ; ion trap ( IT) ; atmospheric2p res2
sure chem ical ionization (APC I ) ; radix Polygoni m ultif lori; glycosides

　　何首乌 ( radix Polygon i m u ltif lori)为蓼科植物何

首乌 ( Polygonum m ultif lorum Thunb)的干燥块根。

生首乌具有润肠、通便和解毒等功效 ,经炮制后成为

制首乌 ,具有补肝肾、益精血、乌须发、抗衰老等功

效。关于何首乌中的有效成分蒽醌类、二苯乙烯苷

及磷脂类等已有不少研究报道 [ 1 ]。二苯乙烯苷的

全称为 2, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃葡
萄糖苷 ,具有抗衰老、降低胆固醇、提高免疫功能、防

治动脉硬化及保肝等功效 [ 2 ]
;蒽醌苷可促进肠道的

蠕动以通便 ,孙桂波等人研究了何首乌蒽醌苷对小

鼠细胞免疫功能的影响 ,表明何首乌中的蒽醌苷可

显著增强小鼠细胞免疫功能 ,与何首乌可调节机体

的免疫功能相一致 ,蒽醌苷可能是其调节免疫功能

的有效成分之一 [ 3 ]
,陈万生等人对大黄素 282O2β2D 2

吡喃葡萄糖苷的促智活性进行了研究 [ 4 ]。对何首

乌中糖苷的分离提纯已有研究报道 ,李建北等人在

何首乌乙酸乙酯溶解部分分离得到了大黄素 282O2β2
D 2吡喃葡萄糖苷、大黄素甲醚 282O2β2D 2吡喃葡萄糖
苷和反式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃
葡萄糖苷等 [ 5 ] ;陈万生等人从何首乌提取物中分离

出了 2, 3, 5, 4, 2四羟基二苯乙烯 222O2( 6″2O2乙酰
基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷和决明酮 282O2β2D 2吡喃葡萄
糖苷等 [ 6 ]

;张志国等人从何首乌中分离制得了大黄

素 282O2(6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷等 [ 7 ]。但

还未见对何首乌中各种糖苷同时检测的研究报道。

本文采用液相色谱 /离子阱质谱 ( HPLC / IT2



MS)联用对何首乌进行分析 ,鉴定出 9种糖苷 ,其中

3种糖苷为首次报道 ,为何首乌中糖苷的快速同时

检测提供了新的方法 ,为何首乌的质量评价及其深

加工的质量控制提供了科学依据。发现的 3种新糖

苷对何首乌有效成分的进一步研究有重要意义。

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

Agilent 1100LC /Trap2XCT MSD液相色谱 /离子

肼质谱联用仪 ; AS3120超声波发生器 (Auto Science

公司 )。

以色谱纯甲醇为 HPLC /MS的流动相 ( SK

Chem ical公司 ) ;分析纯甲醇 ,作为提取用 (广州化

学试剂厂 ) ;乙酸铵为分析纯 (广州化学试剂厂 ) ;实

验所用水为二次蒸馏水。

对照品 :反式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2
D 2吡喃葡萄糖苷对照品 (中国药品生物制品检定所

提供 ) ;大黄素对照品 (中国药品生物制品检定所提

供 )。

生首乌购于广东德庆县药材市场 ,制首乌购于

广州杏园春药店 ,经鉴定均为正品。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　对照品溶液及样品溶液的制备

1. 2. 1. 1　反式二苯乙烯苷对照品溶液的制备

精密称取反式 2二苯乙烯苷对照品 2. 15 mg,用

70%甲醇定容至 10 mL,配成质量浓度为 0. 215 mg/

mL的对照品溶液。

1. 2. 1. 2　顺式二苯乙烯苷对照品溶液的制备

因为二苯乙烯苷与白藜芦醇苷结构相似 ,参照

文献 [ 8 ]将反式二苯乙烯苷标准溶液在紫外光 (λ =

365 nm)下照射 20 m in转化为顺式二苯乙烯苷 ,转

化率为 72. 0%。

1. 2. 1. 3　大黄素对照品溶液的制备

精密称取大黄素对照品 1. 31 mg,用 70%甲醇

定容至 10 mL,配成质量浓度为 0. 131 mg/mL的对

照品溶液。

1. 2. 1. 4　样品溶液的制备

称取 1 g样品于 50 mL带塞试管中 ,用 20 mL

70%甲醇超声波提取 10 m in,提取 3次 ,合并滤液 ,

然后蒸干 ,用 70%甲醇定容到 10 mL,过 0. 45μm膜

后待分析。

1. 2. 2　分析条件

色谱条件 : U ltimate XB2C18色谱柱 (5μm, 4 mm

×250 mm) ;流速 : 1 mL /m in, DAD检测器的检测波

长 : 254 nm,进样量 : 20μL。流动相 A为甲醇 ,流动

相 B为 10 mmol/mL乙酸铵水溶液 ,梯度洗脱程序

见表 1。
表 1　梯度洗脱条件

Table 1　Condition of gradient elution

时间 Time (m in) A ( % ) B ( % )

0 0 100

20 30 70

50 95 5

60 95 5

　　质谱条件 :离子源为 APC I源 ,负离子模式 ,离

子阱质量分析器 ,放电电流 : 20μA ,干燥气流速 : 7

L /m in ,毛细管加热温度 : 350 ℃ ,汽化温度 : 400

℃,扫描质量范围 m / z: 50～800;自动二级质谱。

2　结果与讨论

2. 1　何首乌中糖苷的 HPLC / IT2MS结构推断

图 1是何首乌的 HPLC / IT2MS的总离子流图。

实验结果表明 ,采用 1. 2. 2节的分析条件 ,何首乌中

的糖苷类化合物可以得到较好的分离。蒽醌类化合

物和二苯乙烯苷类化合物在λ= 254 nm的紫外波长

下都有较好的吸收 [ 9211 ]
,何首乌中的糖苷主要是蒽

醌类糖苷和二苯乙烯苷 ,所以 TIC图上的色谱峰对

应化合物在λ= 254 nm紫外光谱图上也都得到了较

好的吸收峰。通过对化合物的紫外光谱信息及一级

质谱、二级质谱裂解信息的研究 ,并结合文献 [527 ]报道

对何首乌的提取物中的糖苷成分进行了结构解析。

图 1　何首乌的总离子流图

Fig11　TIC of radix Polygoni m ultif lori

2. 1. 1　4、6、7、8、11号化合物的结构推断
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1～8号、10号和 12号化合物的一级质谱均得

到 [M 2H ]
2的准分子离子峰 , 9号和 11号化合物的一

级质谱得到 [M ]
2分子离子峰 ,从而可确定这 12种

化合物的相对分子质量。结合相关文献 [ 527 ] , 4、6、7、

8、11号化合物的相对分子质量分别与反式 22, 3, 5,

4′2四羟基二苯乙烯 222O2(6″2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡
萄糖苷、决明酮 282O2β2D 2吡喃葡萄糖苷、大黄素 282
O2β2D 2吡喃葡萄糖苷、大黄素 282O2( 6′2O2乙酰基 ) 2
β2D 2吡喃葡萄糖苷及大黄素甲醚 282O2β2D 2吡喃葡萄
糖苷的相对分子质量一致。这五种糖苷的质谱碎裂

过程的解析如下 : 4号化合物反式 22, 3, 5, 4′2四羟基
二苯乙烯 222O2(6″2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷的
准分子离子 m / z = 447丢失乙酰基吡喃葡萄糖基中

的 CH2 = C =O得到 m / z = 405碎片离子 ,再进一步

丢失吡喃葡萄糖基得到 m / z = 243的碎片离子 ,或由

m / z = 447准分子离子直接丢失乙酰基吡喃葡萄糖

基得到 m / z = 243苷元碎片离子 ; 6号化合物决明

酮 282O2β2D 2吡喃葡萄糖苷的准分子离子 m / z = 407

丢失吡喃葡萄糖基得到苷元碎片离子 m / z = 245,再

进一步丢失甲基得到 m / z = 230的碎片离子 ; 7号化

合物大黄素 282O2β2D 2吡喃葡萄糖苷的准分子离子
m / z = 431很容易直接丢失吡喃葡萄糖基得到苷元

碎片离子 m / z = 269; 8号化合物大黄素 282O2( 6′2O2
乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷的准分子离子 m / z =

473丢失乙酰基吡喃葡萄糖基中的 CH2 = C = O得

到 m / z = 431碎片离子 ,再进一步丢失吡喃葡萄糖

基得到 m / z = 269碎片离子 ,或直接由准分子离子

m / z = 473丢失乙酰基吡喃葡萄糖基得到 m / z = 269

苷元碎片离子 ; 11号化合物大黄素甲醚 282O2β2D 2吡
喃葡萄糖苷得到的是分子离子峰 m / z = 446,其直接

丢失吡喃葡萄糖基得到苷元碎片峰 m / z = 283。各

化合物质谱信息见表 2。

　　何首乌中的糖苷化合物在 APC I源中质谱碎裂

具有一定的规律性 ,它们的一级质谱除了出现准分

子离子峰或分子离子峰外 ,还出现丢失糖基后的苷

元碎片 ,其裂解程度与该糖苷稳定性和质谱分析条

件相关。4、5、8、9号化合物是乙酰基吡喃葡萄糖

苷 ,在它们的一级质谱中均出现了丢失相对分子质

量为 42的 CH2 = C =O中性分子的碎片离子峰。以

各化合物的分子离子峰或准分子离子峰为母离子通

过质谱的碰撞诱导解离 ( C ID )实验 ,获得对应的二

级质谱信息。所有糖苷的二级质谱均得到其丢失糖

基后的苷元碎片离子峰 ; 6号化合物是决明酮糖苷 ,

二级质谱中还出现了苷元碎片丢失甲基的碎片离子

m / z = 230; 11号化合物是大黄素甲醚糖苷 ,二级质

谱中都出现了母离子丢失甲基的碎片峰。

2. 1. 2　2、3、12号化合物的结构推断及确证

2号和 3号化合物的质谱图相同 ,它们的相对

分子质量与二苯乙烯苷的相对分子质量相同 ,推测

2号和 3号化合物可能为二苯乙烯苷的顺反异构

体 ,它们的一级质谱中均出现了 m / z = 405的准分子

离子峰和丢失吡喃葡萄糖基后的苷元碎片离子峰

m / z = 243,二级质谱中得到其苷元碎片峰 ,符合

211. 1节总结的何首乌中糖苷的碎裂规律。二苯乙

烯苷的顺式结构比反式结构的极性大 ,反相高效液

相色谱体系中顺式 2二苯乙烯苷应先于反式 2二苯乙
烯苷出峰 ,推断 2号化合物为顺式 22, 3, 5, 4′2四羟基
二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃葡萄糖苷 , 3号化合物为反

式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃葡萄糖
苷。通过与对照品的保留时间 (图 2)、一级质谱图

和二级质谱图 (见图 3)对照确证了推断的正确性。

其中顺式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃
葡萄糖苷在何首乌中首次发现。

　　12号化合物相对分子质量为 270,与大黄素的

相对分子质量相同 ,通过与大黄素对照品的保留时

间 (图 4)、一级质谱图和二级质谱图 (图 5)对照 ,确

定 12号化合物是大黄素。

2. 1. 3　何首乌中新发现的 5、9号两种化合物的结

构推断

5号化合物的一级质谱中出现了 m / z = 449、

图 2　二苯乙烯苷对照品 HPLC /MS的 TIC图

Fig12　TIC of reference substance 2, 3, 5, 4′2tetrahydrox2
ystilbene 222O2β2D 2glucoside

a.反式二苯乙烯苷 ( S2) ; b.顺式二苯乙烯苷 ( S1)和反式二苯

乙烯苷 ( S2)
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图 3　二苯乙烯苷对照品的质谱图

Fig13　MS spectra of reference substance 2, 3, 5, 4′2tetrahydroxystilbene222O2β2D 2glucoside

i.顺式二苯乙烯苷对照品的一级质谱图 ( a)和二级质谱图 ( b) ; ii.反式二苯乙烯苷对照品的一级质谱图 ( c)和二级质谱图 ( d)

图 4　大黄素对照品 HPLC /MS的 TIC图

Fig14　TIC of reference substance emodin

407、245的峰 ,以其准分子离子为母离子做二级质

谱 ,得到丢失乙酰基吡喃葡萄糖基的碎片峰 m / z =

245,和其进一步失去甲基的碎片峰 m / z = 230。9号

化合物的一级质谱中出现了 m / z = 488、446、283的

峰 ,二级质谱出现了 m / z = 473、283的峰。根据对何

首乌中成分的研究及何首乌糖苷在 APC I源中的一

级质谱和二级质谱的碎裂规律 ,推测 5号化合物可

908Vol121 　　　　　　孙晋苓等 :液相色谱 /离子阱质谱法研究何首乌中糖苷类化合物 　



图 7　9号化合物大黄素甲醚 282O2(6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷的质谱碎裂过程
Fig17　MS fragmentation p rocess of the ninth compound physcion282O2(6′2O2acetyl) 2β2D 2glucopyranoside

表 2　何首乌中的主要化学成分

Table 2　Main components of radix Polygon i m ultif lori

峰号
Peak
No.

保留时间
tR (m in)

一级质谱
MS1

(m / z)

二级质谱
MS2

(m / z)

相对分子质量
M r. ( u)

分子式
Molecular

formula

成分鉴定
Identification

13 21. 3 289 245, 205 290 未知 未知

2 27. 1 405, 243 243 406 C20 H22O9
顺式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃葡萄糖苷
cis22, 3, 5, 4′2Tetrahydroxystilbene222O2β2D 2glucopyranoside

3 30. 3 405, 243 243 406 C20 H22O9

反式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃葡萄糖苷
trans22, 3, 5, 4′2Tetrahydroxystilbene222O2β2D 2glucopyrano2
side

4 33. 6 447, 405, 243 243 448 C22 H24O10

反式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2(6″2O2乙酰基 ) 2β2D 2
吡喃葡萄糖苷 trans22, 3, 5, 4′2Tetrahydroxystilbene222O2(
6″2O2acetyl) 2β2D 2glucopyranoside

53 36. 9 449, 407, 245 245 , 230 450 C22 H26O10
决明酮 282O2( 6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷 Torachry2
sone282O2(6′2O2acetyl) 2β2D 2glucopyrano side

6 38. 2 407, 245 245, 230 408 C20 H24O9
决明酮 282O2β2D 2吡喃葡萄糖苷 Trachrysone2282O22β2D 2glu2
copyranoside

7 38. 9 431, 269 269 432 C21 H20O10
大黄素 282O2β2D 2吡喃葡萄糖苷 Emodin282O22β2D 2glucopyr2
anoside

8 39. 5 473, 431, 269 269 474 C23 H22O11
大黄素 282O2(6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷 Emodin282
O2(6′2O2acetyl) 2β2D 2glucopyrano side

93 41. 9 488, 446, 283 473, 283 488 C24 H24O11
大黄素甲醚 282O2( 6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷 Phy2
scion282O2(6′2O2acetyl) 2β2D 2glucopyrano side

10 42. 6 449, 283, 245 283, 245 450 未知 未知

11 43. 7 446, 283 431, 283 446 C22 H22O10
大黄素甲醚 282O2β2D 2吡喃葡萄糖苷 Physcion282β2D 2gluco2
pyrano side

12 49. 5 270, 269 241, 225 270 C15 H10O5 大黄素 Emodin

　　注 : 3为首次在何首乌中鉴定的糖苷。Note: 3 is the indican identified from radix Polygoni m ultiflori for the first time

能为决明酮 282O2( 6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖
苷 , 9号化合物可能为大黄素甲醚 282O2( 6′2O2乙酰
基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷 ,其质谱碎裂过程见图 6、7。

5号和 9号化合物为首次鉴定 ,其结构的确证还需

进一步研究。

2. 2　大黄素甲醚糖苷与大黄素糖苷的分子离子或
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准分子离子离子化机理的探讨

在 APC I离子源负离子模式下 ,痕量的 O2导致

生成 O
2
2及 O

2
2 (H2O ) n作为主要反应离子 ,是一种极

弱的电离方式。

9号和 11号化合物都是大黄素甲醚的糖苷 ,一

级质谱中的基峰都是直接得一个电子得到分子离子

峰 ,而不是失去一个 H +得到准分子离子。推测是

因为大黄素甲醚糖苷的蒽醌环上只有一个 2OH,而

这个 2OH又与羰基相邻 ,易与羰基形成分子内氢键 ,

在 APC I源极弱的电离方式下不易电离。糖苷基上

的 2OH在 APC I源中也是不易电离的。因为蒽醌环

可以很好的分散负电荷 ,大黄素甲醚糖苷的一级质

谱更容易直接得到一个电子 ,得到较稳定的分子离

子 [M ]
2 (图 8)。

图 8　大黄素甲醚糖苷分子离子的离子化过程

Fig18　Process of ionization of molecular ion of physcion

glycoside

　　7号和 8号化合物是大黄素的糖苷 ,在蒽醌环

上除了有一个易与羰基形成分子内氢键的 2OH外 ,

图 9　大黄素糖苷的准分子离子和分子离子的离子化过程

Fig19　Process of ionization of quasi2molecular ion and mo2
lecular ion of emodin glycoside

还有一个远离羰基的游离的 2OH。这个游离的 2OH

易电离 H
+

,与蒽醌环形成大的 P2π共轭 ,有效地分

散了负电荷 ,比较稳定。大黄素糖苷的蒽醌环上 ,也

可以直接接受一个电子 ,但失去游离的 2OH的 H
+

形成的 P2π共轭体系比直接得到一个电子的共轭
体系更大 ,更有效地分散负电荷 ,相对更稳定。在竞

争机制下大黄素糖苷的一级质谱失去 H +得到准分

子离子更占优势 (图 9)。

　　上述两种离子化方式在蒽醌糖苷离子化过程中

同时存在 ,这两种离子化方式除了受到离子化环境

和蒽醌环上羟基位置的影响 ,所结合的糖基对这两

种离子化方式的竞争也产生一定影响。糖基对大黄

素甲醚糖苷的两种离子化方式影响不明显 ,大黄素

甲醚糖苷直接得电子的离子化方式占绝对优势 ,而

糖基对大黄素糖苷离子化方式的影响却比较明显。

结合的糖基不同或不结合糖基 ,大黄素糖苷一级质

谱中这两种离子化方式竞争产生的质谱峰的强度比

有明显差别。从图 10大黄素 ( a)、大黄素吡喃葡萄

糖苷 ( b)和大黄素乙酰基吡喃葡萄糖苷 ( c)一级质

谱图比较看出 ,随结合的糖基空间体积的增大 ,直接

得到电子的离子化方式的优势在减弱 (表 2中仅列

出最高峰 m / z)。

图 10　大黄素 ( a)、大黄素吡喃葡萄糖苷 ( b)和大黄素乙

酰基吡喃葡萄糖苷 ( c)的放大一级质谱图

Fig110　Magnified MS1 spectra of emodin ( a) ; The magni2
fied MS1 spectra of emodin282O2β2D 2glucopyrano2
side ( b) ; The magnified MS1 spectra of emodin282
O2( 6′2O2acetyl) 2β2D 2glucopyranoside ( c)

3　结论

在 1. 2. 2的检测条件下 ,从何首乌提取液中分

离鉴定出 9种糖苷 2反式 22, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙
烯 222O2β2D 2吡喃葡萄糖苷、反式 22, 3, 5, 4′2四羟基二
苯乙烯 222O2( 6″2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷、决
明酮 282O2β2D 2吡喃葡萄糖苷、大黄素 282O2β2D 2吡喃
葡萄糖苷、大黄素 282O2( 6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡
萄糖苷、大黄素甲醚 282O2β2D 2吡喃葡萄糖苷、顺式 2
2, 3, 5, 4′2四羟基二苯乙烯 222O2β2D 2吡喃葡萄糖苷、
决明酮 282O2(6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷和大
黄素甲醚 282O2( 6′2O2乙酰基 ) 2β2D 2吡喃葡萄糖苷 ,
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其中后三种糖苷为首次鉴定。

比较生首乌和制首乌的 HPLC /MS的 TIC图 ,

制首乌比生首乌少了 5、8、9号峰 ,比生首乌多 12号

峰。在炮制过程中 ,糖苷部分分解 ,使制首乌中糖苷

种类减少含量降低 [ 12 ] ,而游离的蒽醌从而增多。

研究发现 ,大黄素甲醚糖苷的一级质谱并不是

按常规方式出现丢失一个 H
+的准分子离子峰 ,而

是出现了得一个电子的分子离子峰的异常现象。我

们对大黄素糖苷和大黄素甲醚糖苷的离子化机理进

行了探讨 ,得出的结论是 :大黄素糖苷和大黄素甲醚

糖苷的蒽醌环可有效的分散负电荷 ,所以在 HPLC /

MS的 APC I负离子模式下蒽醌环上直接接受一个

电子得到分子离子和 2OH失去 H
+得到准分子离子

产生了竞争 ,其中哪一种离子化方式占优势与其结

构有直接关系。这种离子化竞争模式是否在其他蒽

醌类天然产物中普遍存在还需要进一步研究。
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