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摘 　要 : 分别在 ESI( + )、ESI( - )和 APC I( + ) 3种电离检测模式下对绵马贯众抗禽流感病毒活性部位进行

了液相色谱分离及离子阱质谱检测 , 共有 21种组分能在 2种或 3种检测模式下被同时检测到。比较分析 3种

检测模式下得到的总离子流色谱图及各色谱峰的多级质谱图 , 并参考相关文献 , 推测活性部位中含有 15种

间苯三酚衍生物 , 是绵马贯众抗 A IV活性部位的主要成分。
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Ab s trac t: The anti2A IV site of D ryopteris C rassirh izom a (DC) was analyzed by HPLC - IT - MS under

three different ionization modes, viz. ESI ( + ) , ESI( - ) and APC I ( + ) , respectively. Twenty2
one constituents had been detected simultaneously under two or three ionization modes. By comparing

the total ion chromatogram s and the chromatographic peaks of multistage mass spectra obtained under

three different detection modes, together with the related references, it was found that there were 15

phlorophenone derivatives in the active site of DC and were confirmed to be the main constituents of

the anti2avian influenza virus site of DC.

Key wo rd s: D ryopteris C rassirh izom a; anti2avian influenza virus (A IV ) ; liquid chromatography -

tandem mass spectrometry (HPLC - MSn ) ; phlorophenone derivatives

绵马贯众系鳞毛蕨科植物 D ryopteris crassirh izom a Nakai的根茎 , 是中药贯众的主流品种 , 具有清热

解毒、驱虫、止血等功效 , 现代研究表明 , 绵马贯众具有抗肿瘤、抗疟、抗病毒等活性 [ 1 ]。本课题组

利用鸡胚试验发现绵马贯众醇提物的正丁醇萃取物对禽流感 H9 N2 亚型病毒具有显著抑制作用 [ 2 ]。为

探明绵马贯众抗禽流感病毒 ( avian influenza virus, A IV)活性部位的化学成分 , 本文采用高效液相色谱 -

离子阱质谱 , 对其活性部位 ———正丁醇萃取物进行了初步分析 , 获得了该活性部位主要组分的相对分

子质量信息 , 并根据色谱组分的多级质谱推测间苯三酚类衍生物是其活性部位的主要成分 , 为绵马贯

众抗流感病毒药效成分的深入研究及绵马贯众药材的 “色谱 -质谱 ”指纹图谱的构建提供依据。

1　实验部分

111　试剂与样品

乙腈为色谱纯 , 水为 M iliQ超纯水 , 甲酸、石油醚 (60～90 ℃沸程 )、乙酸乙酯、正丁醇及体积分
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数为 95%的乙醇均为分析纯。绵马贯众药材由北京中医药大学中药学院高增平副研究员鉴定。

112　样品处理

将 50 g绵马贯众粉碎成粗粉 , 用 500 mL体积分数为 50%的乙醇水溶液分 3次加热回流提取 , 合

并提取液 , 减压旋蒸至膏状后用 100 mL水溶解 , 依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇各萃取 3次 , 取对

禽流感病毒有显著抑制活性的正丁醇萃取部位进行液相色谱 -质谱分析。

113　仪器及实验条件

美国 Agilent公司 1100型液相色谱 - 离子阱质谱联用仪。色谱柱 : XDB 2C18柱 ( 150 mm ×211 mm

i1d1, 315μm) ; 二元梯度洗脱 , A相为乙腈 , B相为水 , 均含 1% (体积分数 )甲酸 ; 梯度程序 : 20%

A保持 2 m in, 逐渐增加 A比例 , 至 50 m in时 A为 100% , 保持 10 m in; 流速 : 015 mL /m in; 进样量

20μL。

质谱条件 : ESI离子源 , 正、负离子模式检测 ; APC I离子源 , 正离子模式检测 ; 雾化气 N2 , 压力

276 kPa; 干燥气 N2 , 流速 9 L /m in; 质量扫描范围 100～1 000 u; 自动三级质谱 (自动选择最强离子进

行源内诱导裂解 )。

图 1　绵马贯众正丁醇萃取物在不同电离和
检测模式下的总离子流色谱图

Fig11　TIC of n2butanol extract of D ryopteris

C rassirh izom a (DC) under different

ionization and detection modes
A1APC I2MS( + ) ; B1ESI2MS( + ) ; C1ESI2MS( - )

2　结果与讨论

211　不同电离方式得到的总离子流色谱及组

分质谱比较
尽管色谱分离条件完全一致 , 但不同电离模式

得到的总离子流色谱 (见图 1)及各色谱组分的质谱

有显著差异。3种电离检测模式得到的色谱峰数分别

为 : ESI( + )共 52个、ESI( - )共 38个、APC I( + )

共 20个。ESI( - )检测到的大部分组分在色谱图的

后半段 , 而 ESI( + )检测到的组分在色谱图上的分

布较均匀 , 表明贯众活性部位组分较易在 ESI电离

源中捕获 H +及 Na+ , 但极性较大组分在 ESI电离源

中不易失去质子 ; APC I( + )检测到的组分较少 , 表

明大部分组分在 APC I电离源中不能电离 ; APC I

( - )检测到的组分更少。大部分组分不能在 3种电

离模式下同时被检出 , 表 1比较了 3种检测模式在

同一保留时间检测到的一级质谱离子 , 共有 8个色

谱组分能在 APC I( + )、ESI( + )和 ESI( - ) 3种电离

模式下同时被检出 , APC I( + )和 ESI( + )检测到的

离子质量相同 , 且与 ESI( - )检测到的离子质量相

差 2; 共有 7个组分能在 APC I( + )和 ESI( + ) 2种电

离模式下同时检测到相同质量的离子 , 共有 3个组

分能在 APC I( + )和 ESI( - )两种电离模式下同时检

测到质量数相差 2的离子。此外 , ESI( + )检测模式

得到的色谱图中共有 7个组分的一级质谱包含质量

数相差 22的离子对 , 很可能是组分分子电离同时生

成了 H +和 Na+的加合离子。比较 3种电离模式得到

的色谱图及其质谱图 , 推测绵马贯众活性部位至少

含 21种成分 , 其相对分子质量见表 1。在 APC I( + )检测模式下 , 保留时间 3715、3916和 4119 m in的

色谱组分均检测到 m / z 405离子 , 在 ESI( - )检测模式下 , 对应保留时间的色谱组分均检测到 m / z 403

离子 , 而且它们具有相同的二级质谱图 , 表明它们是同分异构体 , 相对分子质量均为 404 u。此外 , 相

对分子质量为 418、612 u的组分也存在同分异构体。
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表 1　2种或 3种电离模式能同时检测出的贯众提取物组分
Table 1　Results of HPLC - MS analysis in ESI/APC I ionization modes for DC extract

No Retention time tR /m in
MS1 major ion m / z

APC I( + ) ESI( + ) ESI( - )
M r　

1 018 (APC I) , 110 ( ESI + ) 2663 , 248 381, 2663 , 365 265

2 1111 (APC I) , 1018 ( ESI + ) 3553 3553 , 377, 311 354

3 1218 (APC I) , 1216 ( ESI + ) 4533 , 333, 373 4533 , 362, 340 452

4 1512 (APC I) , 1419 ( ESI + ) , 1418 ( ESI - ) 3493 , 331 3493 , 371, 387 695, 3473 348

5 1713 (APC I) , 1713 ( ESI + ) 4533 , 317, 306 475, 4533 453

6 1818 (APC I) , 1816 ( ESI + ) 2893 , 435, 451 457, 597, 2893 288

7 2916 (APC I) , 2915 ( ESI + ) 2953 353, 2953 , 277 294

8 3113 (APC I) , 3112 ( ESI - ) 353, 311, 5573 5553 556

9 3512 (APC I) , 3419 ( ESI + ) , 3419 ( ESI - ) 3913 , 451 355, 3913 3893 , 581 390

10 3715 (APC I) , 3711 ( ESI - ) 4053 4033 , 375 404

11 3818 (APC I) , 3815 ( ESI + ) , 3815 ( ESI - ) 4193 4193 4173 418

12 3916 (APC I) , 3914 ( ESI + ) , 3913 ( ESI - ) 4053 , 295, 209 4053 , 295 4033 404

13 4119 (APC I) , 4115 ( ESI + ) , 4115 ( ESI - ) 4053 4053 , 427, 419 4033 404

14 4219 (APC I) , 4217 ( ESI + ) 4133 4133 , 453 412

15 4417 (APC I) , 4413 ( ESI + ) , 4413 ( ESI - ) 4193 4193 , 377, 355 4173 418

16 4713 (APC I) , 4710, 4713 ( ESI + ) , 4616, 4619 ( ESI - ) 4633 , 405, 6133 6133 , 5853 , 4633 , 485 5833 , 6113 , 585 462, 612, 584

17 4719 (APC I) , 4715 ( ESI - ) 6273 , 419 6253 626

18 4910 (APC I) , 4815 ( ESI - ) 5993 5973 , 611 598

19 5010 (APC I) , 4915 ( ESI + ) , 4910, 4915 ( ESI - ) 6133 , 405, 417 6133 639, 6113 612

　　3 based ions for determ ining relative molecular mass of constituents(推测组分相对分子质量依据的离子 )

212　多聚间苯三酚类衍生物的结构推测

已有的研究表明 [ 3 - 4 ]
, 多聚间苯三酚类衍生物在绵马属植物中分布广泛 , 是绵马属植物的标志成

分。本实验利用 HPLC - ESI/APC I - MS联用分析贯众活性部位 , 得到了活性部位的总离子流色谱图及

各色谱组分的多级质谱图。在 ESI( + )和 APC I( + )的检测模式下 , 多个色谱组分的质谱包含 m / z 191、

193、197、209、211、223、391、403、417、431等间苯三酚衍生物的特征离子 ; 在 ESI( - )的检测模

式下 , 多个色谱组分的质谱包含 m / z 195、207、209、211、389、401、403、417、429等间苯三酚衍生

物的特征离子。在前人对绵马属植物中间苯三酚类衍生物化学结构的研究基础上 [ 5 - 6 ]
, 本文根据贯众

活性部位色谱组分的质谱图对含有以上特征离子的组分进行结构推导 , 推测绵马贯众活性部位含有 15

种多聚间苯三酚类衍生物 , 其名称 (相对分子质量 )初步鉴定为 : 根皮吡喃酮 PB ( 348) ( phloropyrone

PB)、黄绵马酸 AA (390) ( flavasp idic acid AA)、白绵马素 AA (404) ( albasp idin AA )、绵马素 AA (404)

( asp idin AA )、绵马素 AP ( 418) ( asp idin AP)、黄绵马酸 AB ( 418) ( flavasp idic acid AB )、绵马酸 ABA

(598) ( flicic acid ABA )、绵马根酸 ABA ( 612) ( filixic acid ABA )、三环黄绵马酸 APB ( 612) ( trisflavas2
p idic acid APB )、绵马酸 ABB (626) ( flicic acid ABB )、绵马酸 PBP (640) ( flicic acid BPB)、东北贯众素

ABAA (792) ( dryocrassin ABAA )、东北贯众素 ABPP ( 820 ) ( dryocrassin ABPP)、东北贯众素 ABBP

(834) ( dryocrassin ABBP)、东北贯众素 PBBP (848) ( dryocrassin PBBP)等。图 2A是 ESI( - )检测模式

下保留时间 4619 m in色谱组分的一级质谱 , B和 C分别是其二级和三级质谱 ; 图 3A是 APC I( + )检测

模式下对应保留时间 (4713 m in)色谱组分的一级质谱 , B和 C分别是其二级和三级质谱。根据质谱推

测该组分为三环黄绵马酸 APB (M r = 612) , 图 4表示其在 APC I( + )检测模式下可能的质谱裂解途径。

3种质谱检测模式均检测到贯众药效部位含有多种多聚间苯三酚衍生物。APC I( + )和 ESI( - ) 2种

检测模式得到的总离子流色谱中 , 含有多聚间苯三酚衍生物的组分峰面积分别占全部组分色谱峰面积

的 6116%和 7718% , 表明多聚间苯三酚类衍生物是绵马贯众抗流感病毒活性部位的主要成分。
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图 4　三环黄绵马酸 APB在 APC I ( + ) 模式下可能
的电离裂解途径

Fig14　Fragmentation scheme of APB in APC I positive mode

3　结 　论

在相同的色谱分离条件下 , 同时运用多种

质谱电离模式 ( ESI/APC I( ±) )对绵马贯众抗病

毒活性部位进行分析 , 利用不同检测模式下得

到的 [M + H ] + 、 [M + Na ] +及 [M - H ] - 相

互印证 , 可以较准确地推测出活性部位各组分

的相对分子质量。

一般而言 , 仅凭质谱很难确定物质的结

构。但由于天然产物常含有骨架结构相同的同

系物 , 它们具有相同的质谱裂解规律 , 基于未

知组分与已知组分质谱的异同 , 往往可以对未

知组分的结构进行初步鉴定。本文利用 HPLC

- MS
n 初步检测到绵马贯众抗病毒活性部位含

有 15种多聚间苯三酚类衍生物 , 其中根皮吡喃

酮等 5种在绵马属其它植物中含有 , 但在绵马

贯众中未见报道。
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