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摘要 目的: 建立利用超高效液相色谱 － 电喷雾电离质谱 ( UPLC － ESI /MS) 快速检测和鉴定荭草素 ( orientin) 和异荭草

素( isoorientin) 、牡荆素( vitexin) 和异牡荆素( isovitexin) 2 对碳苷化合物的方法，并将其应用于荭草中上述 2 对碳苷化合

物的分析鉴定。方法:采用 BEH C18 ( 2. 1 mm × 150 mm，1. 7 μm) 色谱柱，柱温 45 ℃ ，以甲醇 ( A) － 0. 1% 甲酸水溶液

( B) 为流动相，梯度洗脱，流速 0. 3 mL·min － 1 ; 通过电喷雾电离源 ( ESI) ，考察了以正离子多反应监测 ( MRM) 与不同能

量下碰撞诱导解离 ( CID) 对标准对照品中这 2 对碳苷化合物的检测和鉴定的可行性，利用所建立的方法筛选并鉴定了

荭草粗提物中的这 2 对异构体。结果:建立了 MRM 筛选分析和 CID 快速鉴定荭草素和异荭草素、牡荆素和异牡荆素 2
对碳苷化合物的方法。应用这一方法，完成了荭草中这 2 对碳苷异构体的快速分析鉴定。结论:该方法简便、快速、可

靠，可以用于荭草等含荭草素和异荭草素、牡荆素和异牡荆素 2 对异构体的药材及其相关产品中这些化合物的快速分

析鉴定。
关键词:红蓼; 荭草; 碳苷异构体; 碰撞诱导解离; 多反应监测; 红草素; 异红草素;、牡荆素; 异牡荆素; 快速分析
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Rapid detectionand identification of two isomeric C － glycosides，
orientin / isoorientin and vitexin / isovitexin*

FENG Guang － wei，LI Cui － bing，LIAO Shang － gao，ZHANG Li － juan，

LI Yong － jun，WANG Yong － lin＊＊

( Guiyang Medical College，Guiyang 550004，China)

Abstract Objective: To develop a rapid method for the detection and identification of two isomeric C － glycosides，
orientin / isoorientin and vitexin / isovitexin，by ultra performance liquid chromatography － electrospray ionization －
mass spectrometry( UPLC － ESI /MS) and to evaluate its application in the analysis of the four glycosides in Polygo-
num orientale．Methods:The samples were separated on a BEH C18 column( 2. 1 mm ×150 mm，1. 7 μm) at 45 ℃
with gradient mobile phase of methanol( A) and 0. 1% formic acid in water( B) at the flow rate of 0. 3 mL %min －1 ;

Multi － reaction monitoring( MRM) and collision － induced dissociation ( CID) at different collision energy in the
positive electrospray ionization( ESI) mode was evaluated，respectively，for the rapid detection and identification of
the two isomeric C － glycosides in the standards and crude extracts． Results:A method of MRM and CID in the posi-
tive ESI was developed for the rapid detection and identification of the two isomeric C － glycosides． Orientin / isoori-
entin and vitexin / isovitexin were rapidly detected and identified in P． orientale． Conclusion:The method is simple，

rapid and reliable and can be used in the rapid detection and identification of the two isomeric C － glycosides in
their enriched plants and products．
Key words: Polygonum orientale; isomeric C － glycosides; collision － induced dissociation ( CID) ; multi － reaction
monitoring( MRM) ; orientin; isoorientin; vitexin; isovitexin; rapid detection
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黄酮碳苷广泛存在于多种药用植物中，是多种

中草药质量控制的重要指标。在这些碳苷中，有很

多是同分异构体，结构差异不大，即使是在同一药材

中，具有相同相对分子质量的化合物也往往很多，鉴

定这些化合物的结构困难不小。荭草素和异荭草

素、牡荆素和异牡荆素是 2 对黄酮碳苷异构体
［1 ～ 3］，

是多种药材的主要有效成分。但是，由于结构差异

小，化合物间具有相似的紫外吸收和一级质谱碎片，

仅凭二极管阵列检测器和单极质谱仪等常规检测仪

器与液相色谱仪串联难以在复杂的中草药粗提物中

检测到这些异构体的存在并有效鉴定它们的结构。
因此，开发一种快速检测和鉴定这些化合物的有效

方法显得非常重要。Ferreres 等
［4］

利用离子阱的多

级质谱功能鉴定了大量的黄酮氧苷和碳苷，建立

了不同苷化位置异构体的鉴别方法; Pereira 等
［5］

利用源内 CID 高分辨质谱技术有效地检测并鉴别

了 4 个药材中荭草素和异荭草素、牡荆素和异牡

荆素 2 对黄酮碳苷异构体。但是，由于一级质谱

的灵敏度不高，源内 CID 较难重现，这一方法的应

用受到很大限制。
荭草为蓼科植物红蓼 Polygonum orientale L． 的

干燥全草，为贵州少数民族用药，收载于《贵州省中

药材质量标准) 1988 年版，荭草具有清热解毒、祛风

除湿、活血消肿之功效，临床用于风湿性关节炎、冠
心病、心胃气痛等

［6］。根据文献
［7］

报道及李勇军

等
［8］

对荭草化学成分的研究结果，荭草主要含荭草

素、异荭草素、荭草苷 A 和 B、牡荆素、异牡荆素、
槲皮素等黄酮类化合物和酚酸类物质原儿茶酸、
没食子酸等。在荭草药材

［9］
及黄勇等

［10］
以荭草提

取物研制的几个品种中，荭草素 /异荭草素、牡荆

素 /异牡荆素这 2 对碳苷化合物是其主要的药效

物质基础，因此对这 2 对异构体的快速检测鉴定

意义重大。
液相色谱 － 质谱联用技术( LC － MS) 是 20 世

纪 90 年 代 成 熟 起 来 的 一 项 新 技 术，具 有 灵 敏 度

高、选 择 性 强、分 离 和 结 构 确 证 一 次 完 成 等 特

点
［11，12］。考虑到多反应监测 ( MRM) 在质谱检测

中的高灵敏度和二级质谱在位置异构体结构鉴别

中较强的能力
［13］，在本实验中，作者研究并开发了

一种应用 三 重 四 极 杆 质 谱 的 正 离 子 多 反 应 监 测

( MRM) 与碰撞诱导解离( CID) 分别快速检测和鉴

定荭草素 /异荭草素、牡荆素 /异牡荆素这 2 对黄

酮碳苷的有效方法，并应用该方法实现了荭草中

这 2 对碳苷化合物的快速检测和鉴定，为荭草药

材及其相 关 产 品 的 进 一 步 开 发 应 用 提 供 了 实 验

基础。
1 仪器与试药

Waters ACQUITY UPLC ( 美 国 Waters 公 司 ) ;

Waters ACQUITY TQD 型 质 谱 仪 ( 美 国 Waters 公

司) ; MasslynX 工作站。
荭草素、异荭草素、牡荆素、异牡荆素的对照

品从荭草中分离得到，且均通过与文献中各化合

物相应的 MS、IR、1H － 和
13 C － NMR、比旋光数据

对比确定结构，经 UPLC 在多个波长下测定纯度

都大于 95% ; 荭草药材，采自贵州省惠水县，经贵

阳医学院药学院生药学教研室龙庆德老师鉴定。
甲醇、甲 酸 为 色 谱 纯 ( 美 国 TEDIA 公 司 ) ，盐 酸、
乙 醚、正 丁 醇 等 试 剂 为 分 析 纯，水 为 屈 臣 氏 蒸

馏水。
2 溶液制备

2. 1 对照品溶液 称取荭草素、异荭草素、牡荆

素、异牡荆素各对照品适量，用甲醇超声溶解，制备

各化合物浓度均为 0. 1 mg·mL －1
的混合对照品溶

液，用 0. 22 μm 微孔滤膜滤过，即得。
2. 2 供试品溶液 取荭草药材粉末( 过 80 目筛)

0. 5 g，加水 50 mL，水浴回流 2 h，趁热滤过，取续滤

液 25 mL 于分液漏斗中，用稀盐酸调 pH 至 2，用乙

醚提取 3 次，每次 15 mL，弃乙醚液，水层用水饱和

的正丁醇提取 3 次，每次 15 mL，合并正丁醇液，再

用正丁醇饱和的水洗涤 2 次，每次 15 mL，弃水洗

液，正丁醇液蒸干，残渣加甲醇适量溶解，转入 5 mL
量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，用 0. 22 μm 微孔滤膜

滤过，即得。
3 色谱 －质谱条件

3. 1 UPLC 色谱分离条件 采用 BEH C18 ( 2. 1 mm ×
150 mm，1. 7 μm) 色谱柱，柱温 45 ℃，流动相为甲醇

( A) －0. 1%甲酸水溶液( B) ，梯度洗脱［0 min，A － B
( 15 ︰ 85) ; 6 min，A －B( 25 ︰75) ; 10 min，A －B( 40 ︰

60) ; 20 min，A － B ( 100 ︰ 0) ; 21 min，A － B ( 15 ︰

85) ］，流速 0. 3 mL·min －1，进样量 2 μL。
3. 2 ESI /MS 分析条件 离子源为电喷雾电离源

( ESI) ，正离子方式检测。采集参数如下: 碰撞气为

氩气; 雾化和干燥气为氮气; 离子源温度 120 ℃ ; 去

溶剂气温度 350 ℃ ; 去溶剂气流量 650 L·h －1 ; 锥孔

气流速 50 L·h －1 ; 碰撞气流量 0. 18 mL·min － 1 ;

RF 棱镜 0. 50 V; 质量扫描范围 ( m / z) 50 ～ 1000。
全扫描一级质谱 ( full scan) : 毛细管电压 3 kV，锥

孔电压 50 V; 二级质谱: 毛细管电压 3 kV，锥孔电
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压 50 V，碰 撞 能 量 ( CE ) 20 /30 eV; 多 反 应 监 测

( MRM) : 毛细管电压 3 kV，锥孔电压 50 V，碰撞能

量( CE) 30 V，m /z 449 ＞ 329 与 m /z 433 ＞ 313 分别

为荭草素 /异荭草素和牡荆素 /异牡荆素的检测离

子通道。
4 荭草素 /异荭草素、牡荆素 /异牡荆素质谱检测方

法的建立

荭草素 /异荭草素 ( C21 H20 O11，相对分子质量:

448) 、牡荆素 /异牡荆素( C21H20O10，相对分子质量:

432) 为 2 对同分异构体。荭草素和牡荆素是在 8 位

连接有 1 个葡萄糖基的黄酮 C － 苷类化合物，而异

荭草素和异牡荆素是在 6 位连接有 1 个葡萄糖基的

黄酮 C － 苷类化合物。通过对这 2 对化合物的质谱

研究发现，正离子模式比负离子模式更灵敏。在一

级质谱( 锥孔电压 50 V) 中，荭草素与异荭草素在正

离子模式下有 m/z 相同的［M + H］+
加合离子 m/z

449，牡荆素与异牡荆素在正离子模式下有 m/z 相同

的［M + H］+
加合离子 m/z 433。由于相对分子质量

一样的化合物比较多，应用一级质谱不能准确检测

出荭草素与异荭草素、牡荆素与异牡荆素这 2 对异

构体。在［M + H］+
加合离子的二级质谱中( 图 1) ，

荭草素与异荭草素、牡荆素与异牡荆素各异构体具

有基本相同的碎片离子( 如在碰撞能量为 30 eV 下，

荭草素与异荭草素均有 m/z 353，339，329，299 等离

子; 牡荆素与异牡荆素均有 m/z 337，323，313，283 等

离子) 。鉴于 MRM 的高选择性和高灵敏度，本实验

在对质谱条件进行优化后，在碰撞能量为 30 eV 下，

将采用 MRM 的扫描方式，分别以荭草素 /异荭草素、
牡荆素 /异牡荆素的离子对 m/z 449 ＞ 329、m/z 433 ＞
313 作为检测离子通道，对这 2 对异构体进行检测。

图 1 荭草素 /异荭草素和牡荆素 /异牡荆素在不同碰撞能量( CE: 20 /30 eV) 下的二级质谱图

Fig 1 MS2 spectra of orientin / isoorientin and vitexin / isovitexin at different collision energy( CE: 20 /30 eV)

5 荭草素 /异荭草素、牡荆素 /异牡荆素质谱鉴定方

法的建立

虽然利用上述 MRM 方法能够快速检测出荭

草素 /异荭草 素 和 牡 荆 素 /异 牡 荆 素 2 对 碳 苷 化

合物，但由于母、子离子质荷比相同，该方法尚不

能对各异 构 体 进 行 有 效 的 鉴 定。考 虑 到 CID 对

化合物结构鉴定的有效性，考察了利用不同碰撞

能量 的 二 级 质 谱 对 2 对 异 构 体 进 行 鉴 定 的 可

行性。
按照 Domon 和 Costello 的表示方法

［1 4］，在不同
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碰撞能量下，对照品荭草素和异荭草素、牡荆素和异

牡荆素的加合离子［M + H］+
的二级质谱及其裂解

途径图分别见图 1 和图 2。m/z 449 为荭草素和异

荭草素的加合离子［M + H］+ ; m/z 为 431［M + H －
H2O］+、413［M + H － 2H2 O］+、395［M + H － 3H2

O］+
的离子分别为母离子［M + H］+

连续丢失水分

子而产生的碎片离子; m/z 329 为［M + H］+
失去 1

个质量数为 120 的中性碎片后生成［M + H － 120］+

得到的碎片离子，是在葡萄糖基上 O 位和 2 位断裂

所得到的
0，2X +

离子; m/z 299 为［M + H］+
失去 1 个

质量数为 150 的中性碎片后生成［M + H － 150］+
得

到的碎片离子，是在葡萄糖基上 O 位和 1 位断裂所

得到的
0，1X +

离子。牡荆素和异牡荆素的裂解规律

与荭草素和异荭草素的基本一致。m/z 433 为母离

子［M + H］+ ; m/z 为 415［M + H － H2O］+、397［M +
H －2H2O］+、379［M + H －3H2O］+

的离子分别为母

离子［M + H］+
连续丢失水分子而产生的碎片离子;

m/z 313 为［M + H］+
失去 1 个质量数为 120 的中性

碎片后生成［M + H － 120］+
得到的碎片离子，是在

葡萄糖基上 O 位和 2 位断裂所得到的
0，2 X +

离子;

m/z 283 为［M + H］+
失去 1 个质量数为 150 的中性

碎片后生成［M + H － 150］+
得到的碎片离子，是在

葡萄糖基上 O 位和 1 位断裂所得到的
0，1 X +

离子。
从荭草素和异荭草素的二级质谱图可以看出，利用

子离子在相对丰度上的差异可以有效而快速地区分

这 2 对异构体。在碰撞能量为 20 eV 下( 图 1) ，这 2
对异构体的主要区别在于加合离子［M + H］+ ( m/z
449 或 433) 和碎片离子

0，1X + ( m/z 299 或 283，［M +
H －150］+ ) 峰的丰度。8 － 碳苷类化合物 ( 荭草素

和牡荆素) 的准分子离子［M + H］+
峰的相对丰度约

为 70% ～80%，而碎片离子峰
0，1X +

的相对丰度小于

5% ; 相反，6 － 碳苷类化合物 ( 异荭草素和异牡荆

素) 的准 分 子 离 子 峰［M + H］+
的 相 对 丰 度 小 于

5%，而 相 应 碎 片 离 子 峰
0，1 X +

的 相 对 丰 度 约 为

35% ～40%。

图 2 荭草素 /异荭草素和牡荆素 /异牡荆素的结构及其主要裂解途径( 化合物的裂解参照 Domon 和 Costello ( 1988) 的方法加以命名和标注)

Fig 2 Structures and the main fragmentation pathways of orientin / isoorientin and vitexin / isovitexin annotated according to the nomenclature adopted by

Domon and Costello ( 1988) ．

上标表示参与裂解的键( The superscripts indicate bonds that have been broken)

6 荭草中荭草素 /异荭草素、牡荆素 /异牡荆素的快

速检测与鉴定

利用所建立的 MRM 筛选方法，对荭草提取物

进行了研究，检测并鉴定出了荭草素 /异荭草素( 图

3 － b) 、牡荆素 /异牡荆素( 图 3 － c) 这 2 对黄酮碳苷

化合物。结合对照品的色谱保留时间和二级质谱特

征，这 2 对 异 构 体 的 结 构 分 别 得 到 了 鉴 定 ( 图

3 － d) 。
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图 3 荭草提取物中荭草素、异荭草素、牡荆素、异牡荆素的 MRM 检测与鉴定

Fig 3 MRM screening and identification of orientin，isoorientin，vitexin，and isovitexin in the crude extract of Polygonum orientalea

a． UPLC － ( + ) － ESI － MS 图［UPLC － ( + ) － ESI － MS］b． UPLC － MRM( 离子通道 449 ＞ 329) 筛选( UPLC － MRM profiling of the transition 449

＞ 329) c． UPLC － MRM( 离子通道 433 ＞ 313) 筛选( UPLC － MRM profiling of the transition 433 ＞ 313) d． 对照品荭草素( A) 、异荭草素( B) 、牡荆

素( C) 和异牡荆素( D) 混合样的 UPLC － ( + ) － ESI － MS 图［UPLC － ( + ) － ESI － MS of the mixture of standards orientin( A) ，isoorientin( B) ，vi-

texin( C) ，and isovitexin( D) ］

7 讨论

7. 1 在流动相的选择中，比较了甲醇 － 0. 1% 甲酸

和乙腈 － 0. 1% 甲酸 2 种溶剂系统。发现以乙腈

－ 0. 1%甲酸作为流动相得到的质谱图，各色谱峰的

响应不高，可能是由于乙腈引起的离子抑制的原因。
最后，选择了甲醇 － 0. 1% 甲酸作为本次实验的流

动相。
7. 2 MRM 技术于 20 世纪 80 年代中期开始走向成

熟，本实验采用 MS 的 MRM 扫描方式分别检测液相

色谱流出的荭草素 /异荭草素、牡荆素 /异牡荆素 2
对异构体，选择性大大优于紫外检测器; 三重四极杆

MRM 检测荭草素 /异荭草素、牡荆素 /异牡荆素的原

理是: 样品经液相色谱分离、富集后在离子源被离子

化，然后进入第 1 个四极杆，调整质量扫描参数，只

允许 m/z 449( 荭草素和异荭草素对) 或 m/z 433( 牡

荆素和异牡荆素对) 进入碰撞区，以去除其他质荷

比的离子; m/z 449、m/z 433 的离子在碰撞区( 第 2
个四极杆) 被碰撞活化解离( CID) 产生子离子; 在第

3 个四极杆中，只允许选定的特征碎片离子 m/z 329
( 荭草素和异荭草素对) 、m/z 313 ( 牡荆素和异牡荆

素对) 通过并进入质量分析器，大大提高了质谱检

测的选择性。
7. 3 碰撞诱导解离( CID) 技术在二级质谱中能给

出稳定而丰富的碎片信息，可以用于化合物定性分

析。本实验应用三重四级杆质谱不同能量 CID 技

术，根据荭草素 /异荭草素、牡荆素 /异牡荆素二级质

谱中的丰富碎片信息及其相对丰度，结合对照品的

色谱保留时间，实现了这 2 对异构体的快速鉴定。
7. 4 虽然异构体的化学式及相对分子质量完全一

致，但是由于其化学结构存在差异，导致其质谱裂解

行为有所不同，所以采用 MRM 高灵敏度的检测技

术结合 CID 下的二级特征质谱，可以对各种类型的

异构体进行快速有效的筛选和鉴定。同时，本实验

建立的方法，能够快速检测和鉴定出荭草药材中荭

草素 /异荭草素、牡荆素 /异牡荆素这 2 对异构体，该

方法科学合理，检测鉴定速度快，必将在荭草及其相

关产品以及其他富含这些异构体的中草药的研究开

发中发挥积极作用。
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