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摘要：采用反相 &10 毛细管液相色谱柱，以乙腈（ 含 "C 1’（ 体 积 分 数，下 同）三 氟 乙 酸）和 水（ 含 "C 1’ 三 氟 乙 酸）为

流动相梯度洗脱，在 !B ()* 内分离了葛根异黄酮提取物以及愈风宁心片中的主要成分。采用毛细管液相色谱 + 四
极杆飞行时间串联质谱仪对葛根提取物以及片剂中的几种主要异黄酮类化合物做了结构分析，发现葛根素是主成

分（ 提取物中其平均质量分数是 1,C ,!’；片剂中每片含量 1$C !0 / !-C ,- (,）。对微量未知化合物，用它们 的 子 离

子谱图与已知化合物的谱图比较，推测其成分为 ,-.甲氧基葛根素和 ,-.甲氧基大豆苷。
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A A 野葛（1)*7"7$" #+8"("（F)##@$ ）/5F)）为豆科

（L6,9()*">:6）葛 属 植 物，是 重 要 的 药 用 植 物 之

一［1］，其根为常 用 生 药（ 其 中 黄 酮 类 化 合 物 的 质 量

分数可达 1"’ / 1-’ ），具有降低血管阻力，改善心、

脑血液循环，减 慢 心 率，降 低 心 肌 耗 氧 量 等 药 理 作

用［!，,］，在肌体抗氧化、退热止汗、治呕吐、防治老年

痴呆症等方面也有治疗作用［-，#］。葛根中主要异黄

酮成分 为 葛 根 素（ E96C:C)*）、大 豆 苷（ @:)@4)*）、大

豆苷元（@:)@46)*）等，据 报 道 这 几 类 化 合 物 都 具 有

药理活性［B，.］。

A A 目前，对葛根异黄酮提取物的测定方法主要有

高效液相色谱法、紫外分光光度法、薄层色谱法以及
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毛细管电泳!紫外、荧光或者电化学检 测 法 等［# $ %"］。

但上述方法 无 法 对 提 取 物 中 的 未 知 化 合 物 进 行 定

性。液相色谱!质谱联用技 术（ "#!$%）已 广 泛 应 用

于未知化合物的定性分析［%&］，尤其近年来发展起来

的生物质谱采用软电离和串联质谱技术，可得到很

强的分子离子峰以及易于解析的分子碎片峰，从而

可确定基团的连接位置，进一步推断化合物的结构。

’ ’ 本文以优化的乙腈!水（ 含 () %&（ 体积分数）三

氟乙酸）流 动 相 体 系，用 梯 度 洗 脱 模 式 分 离 了 葛 根

提取物以及葛根制剂愈风宁心片中的主成分（ 葛根

素、大豆苷、大 豆 苷 元 等 ）；同 时 采 用 "#!$%!$% 对

提取物中的异黄酮类化合物进行定性。结果表明，

该方法适用于上述活性成分的定性分析。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

’ ’ 毛细管液相色谱系统：$’()*!+,(- 毛细管液相

色谱 仪，四 元 梯 度 泵，"’.,/) !(( 01!12% 检 测 器，

#-)*3!4,)5,(6 色谱 工 作 站（$’()*!+,(- %(’,.6’5’(
2.(）。"#!$% 联 用 系 统：7/6,)8 毛 细 管 液 相 色 谱

（#/9"#）系统，包 括 自 动 进 样 器、三 元 高 压 微 流 量

泵系统、二极管阵列检测器（4:;）、电喷雾!四极杆

飞行时间串联质谱仪（<%2!=!+>?）（7/6,)8 公 司）

和 $/88@A.B 质谱工作站。

’ ’ 试剂：乙腈，甲醇（ 色谱纯，?@CD/ 公司），实验用

水为娃哈哈纯净水。乙醇、三氟乙酸、醋酸铵均为分

析纯。葛根素、大豆苷元购自中国药品生物制品检

定所（ 含量+*#& ）。

! ! #" 样品的配制

’ ’ 葛 根 提 取 物（ 总 异 黄 酮 含 量（ 质 量 分 数 ）+
&(& ）由西安天诚医药生物工程公司提供。精确称

取葛根提取物 %( 3E，置于 %( 3" 容量瓶中，采用甲

醇定容至刻度 并 摇 匀。所 有 溶 液 用 () &+ !3 微 孔

滤膜过滤，滤液保存于 & F冰箱中备用。

’ ’ 葛根制剂愈风宁心片（ 北京同仁堂科技发展股

份有限公司 制 药 厂）供 试 品 溶 液 的 制 备：取 本 品 一

片（() !# E G 片 ），除 去 糖 衣，研 碎，精 密 称 取 () !!"
3E，放入 + 3" 带 刻 度 离 心 管 中，加 入 + 3" "(&

（ 体积分数，下同）乙醇，超声处理 "( 3’. 后，冷却，

用 "(& 乙醇补足减少的体积。摇匀后，静置 % -，然

后离心（" ((( ) G 3’.）"( 3’.，取 上 清 液 过 滤，滤 液

作为供试品溶液，保存于 & F冰箱中备用。

! ! $" 分析条件

! ! $ ! !" 液相色谱条件

’ ’ #%# 毛 细 管 液 相 色 谱 柱（%+( 33 , () "! 33
’) H) ，+ !3，$’()*!+,(- %(’,.6’5’( 2.(）。流动相 ;

为含 () %&（ 体积分数，下同）三氟乙酸的乙腈溶液，

流动相 I 为含 () %& 三氟乙酸的水溶液，梯度洗脱：

( $ "( 3’.，流动相 ; 的体积分数由 +& 到 &(&；在

随后的 + 3’.，流 动 相 ; 的 体 积 分 数 为 *+&。在 下

次分析 前 用 体 积 分 数 为 %((& 的 流 动 相 I 平 衡 %(
3’.，流速 #) ( !" G 3’.。检测波长 !&# .3，柱温 !+
F，进样量 "!( ."。

! ! $ ! #" 液质联用分析条件

’ ’ #%# 色 谱 柱（%(( 33 , () "! 33 ’) H) ，+ !3，

7/6,)8），流动相 ; 为 %( 33*@ G " 醋酸铵乙腈溶液，

流动相 I 为 %( 33*@ G " 醋酸铵水溶液，梯度洗脱：

( $ "( 3’.，流动相 ; 的 体 积 分 数 由 +& 到 -(&，流

速 &) ( !" G 3’.。4:; 检测波长 !%( $ &(( .3，柱温

!+ F，进样量 !(( ."。

’ ’ 质谱分别采用正、负离子检测模式：正离子模式

下毛细管电压" ("( 1，锥孔电压 "( 1。负离子模式

下毛细管电压 . ! !+( 1，锥孔电压 "+ 1，扫描范围

! " # !(( $ #((。 干 燥 气 为 J! ，流 量 &+( " G -，脱 溶

剂气温度 !(( F，离子源温度 #( F。用氩气作碰撞

图 !" 葛根提取物的液相色谱图

"#$! !" %&’( )*+,-./,$+.- ,0 !"#$%$&% ’()%*% 12/+.)/
#*@C3.：>:% #%#（%+( 33 , () "! 33 ’) H) ，+ !3）K $*!

L’@, 9-/8,：;，/(,6*.’6)’@, (*.6/’.’.E () %&（ M G M）6)’5@C*)*/(,!
6’( /(’H；I，() %&（ M G M）/NC,*C8 6)’5@C*)*/(,6’( /(’H 8*@C6’*.；

E)/H’,.6：( . "( 3’.，+& ;$&(& ;K ?@*O )/6,：#) ( !" G 3’.K
:,6,(6’*. O/M,@,.E6-：!&# .3K 2.P,(6’*. M*@C3,："!( ."K
’ ’ 4,/D8：% K 9C,)/)’.；! K H/’HQ’.；" K H/’HQ,’.K

气进行碰撞诱导裂解（#2:），碰撞能量 %+ $ "+ ,1。

#" 结果与讨论

# ! !" 微柱液相色谱分离

’ ’ 葛属植物成分复杂，其中主要活性成分为异黄

酮类化合 物。目 前 在 葛 属 植 物 中 已 经 发 现 了 大 约

"+ 种异黄 酮 类 化 合 物［%+］，而 在 葛 根 提 取 物 中 主 要

存在葛根素、大 豆 苷、大 豆 苷 元 和 染 料 木 苷 等 异 黄

酮。在甲醇!水体系下，葛根提取物中的主成分葛根

素与其他成分难以完全分离［%/］。本文采用乙腈!水
体系，分离了葛根提取物中的几种异黄酮（ 见图 %）。

葛根提 取 物 中 的 主 成 分 葛 根 素（ 平 均 质 量 分 数 为

·#-&·
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#$% $&! ）的保留时间、峰高和峰面积的相对标准偏

差（"#$）分别为 #% #’!，#% "$!，$% #’!（! ( "）。

! ! !" 葛根片剂的分析

! ! 采用上述优化条件，对愈风宁心片样品溶液进

行测定，结果见图 &。在葛根提取物样品中，葛根素

的平均（! ( "）保留时间为 &% #) %&’（ 见图 #）；而在

片剂样品中，葛根素的平均（! ( "）保留时间为 &% &*
%&’（ 见 图 &）。 片 剂 中 葛 根 素（ 含 量 为 #+% &’ ,
&)% $) %( ) 片）的保留时间、峰高和峰面积的 "#$（!
( "）分 别 为 #% &-!，)% .+!，.% #.! ，说 明 方 法 的 重

现性较好。因此采用该流动相组成和梯度洗脱方法，

图 !" 愈风宁心片样品的液相色谱图

"#$! !" %&’( )*+,-./,$+.- ,0 12034$ 5#4$6#4 7.893/
*+, -./-,&%-’012 3+’4&0&+’5 1’4 /-16 &4-’0&7&310&+’5，5--

*&(8 # 8

可以对中药提取物以及中药制剂中的葛根素进行定

性分析。

! ! #" 葛根提取物的 ’(:;< 分析

! ! 图 $ 为采用二极管阵列检测器检测的葛根提取

物的色谱图，图 ) 为其中 #，&，$，) 号峰的紫外吸收

光谱图。从图 ) 中 可 看 出，#，&，$，) 号 峰 的 紫 外 吸

收光谱与异黄酮类化合物的紫外特征吸收峰相似。

图 #" 葛根提取物的毛细管液相色谱图

"#$! #" &=>:(.?’( )*+,-./,$+.- ,0
!"#$%$&% ’()%*# 36/+.)/

9+2:%’：;10-,5 9#’（ #** %% / *% $& %% &% 4% ，" !%）8

<+=&2- />15-：?，13-0+’&0,&2- 3+’01&’&’( #* %%+2 ) ) @ AB)?3；

C，#* %%+2 ) @ 1D:-+:5 AB)?3 5+2:0&+’；(,14&-’0：* 0 $* %&’，

"! ?$.*! ?8 *2+E ,10-：)% * !@ ) %&’8 F’G-30&+’ H+2:%-：&**
’@8
! ! I-165：# 8 /:-,1,&’；& 8 41&4J&’；$ 8 41&4J-&’；) 8 :’6’+E’8

图 $" 图 # 中峰 %（.）、峰 !（8）、峰 #（ )）和峰 $（@）的紫外光谱图

"#$! $" AB C?3)/+. ,0 ?3.DC %（.），!（8），#（ )），$（@）#4 "#$! #

图 &" 葛根提取物的总离子流色谱图

"#$! &" ’(:;< /,/.9 #,4 )2++34/ )*+,-./,$+.-
,0 !"#$%$&% ’()%*# 36/+.)/

! ! 用葛根素和大豆苷元标样分别在正离子模式和

负离子模 式 下 直 接 进 样，所 得 质 谱 图（ 未 列 出 ）表

明，在正离子模式直接进样的情况下，由于加和离子

的存在以及溶剂中杂质在该模式下易于离子化而形

成干扰，谱图比较复杂，因此无法进行深入的解析。

而在负离子模式下直接进样的谱图比较清晰，没有

杂质峰干扰。因此，本文采用毛细管液相色谱与质

谱联用，在负离子模式下进行分析，其总离子流图见

图 "。

! ! 从总离子流图中几个主要峰对应的质谱图（ 见

图 -）可以发现，图 " 中 +% .. %&’ 流 出 峰 的 质 谱 特

征峰的 " # $（ 见图 - K3）与大豆苷元的质谱特征峰的

" # $ &"$（［< 0 B］0 ）相同，因此可以断定该峰为大

·+.)·
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豆苷元。图 # 中 #$ %& !"# 流出峰的质谱特征峰（ 见

图 ’ $%）的 ! " # 值 与 葛 根 素 和 大 豆 苷 的 相 同，但 无

法确定是这两种异构体中的哪一种化合物，因此采

用 &’$() * () 对该峰进一步进行碎片分析，谱图见

图 %。从文献［()］可知，葛根素在 * 位形成糖苷，属

于碳苷类异黄酮；而大豆苷在 % 位形成单糖链苷，属

于氧苷类异黄酮。氧苷类异黄酮的单糖链与异黄酮

通过 ’—+ 键 相 连，其 稳 定 性 弱 于 通 过 ’—’ 键 相

连的碳苷，因此在形成子离子时，主要失去了相对分

子质量（$ ,）为 (’! 的碎片离子，形成糖苷配基

大豆苷元的脱质子峰，其 ! " # 为 !#"。因此可以推

断，图 # 中 #$ %& !"# 流出峰为大豆苷。从图 ’ $- 可

以看到，图 # 中 !$ +" !"# 流出峰是多组分。我们分

别以 ! " # )(#，))#，#)’ 为 母 离 子 进 行 () * () 分

析，结果见图 *，+ 和 (&。从 图 * 可 以 看 出，在 碰 撞

能量仅为 (# ./ 时，该化合物即失去了 $ , 为 (!& 的

碎片离子而形成 ! " # !+% 的子离子，因此可以推断

其为碳苷类异黄酮 葛根素。

图 !" 图 # 中主要峰所对应的质谱图

!"#$ !" %& ’()*+,- ./ +0) 1-2., ()-3’ "4 !"#$ #
0.1.#1"2# 1"!.3 24 5.-63 "# 7"89 #：-9 ! 9 +" !"#；%9 # 9 %& !"#；:9 + 9 %% !"#9

图 $" 图 ! 5- 中以 ! "# %%# 为母离子的子离子谱图及据此推测的化合物结构

!"#$ $" 6,.78*+ ".4 ’()*+,81 ./ +0) ".4 -+ ! "# %%# "4 !"#$ ! 5- -47 +0)", (,.(.’)7 ’+,8*+8,)’

图 &" 图 ! 59 中质谱特征峰（! "# 为 %’#）的

:;5%& < %& 谱图

!"#$ &" 6,.78*+ ".4 ’()*+,81 ./ +0) ".4
-+ ! "# %’# "4 !"#$ ! 59

图 (" 图 ! 5- 中以 ! "# %’# 为母离子的

子离子谱图

!"#$ (" 6,.78*+ ".4 ’()*+,81 ./ +0) ".4
-+ ! "# %’# "4 !"#$ ! 5-

·&*)·
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! ! 从 图 # 可 以 看 到，母 离 子 $$" 失 去 一 个 ! ! 为

%&’ 的碎片离子形成 (&") ’$ 的子离子峰，随后的碎

裂片断既包含了氧苷也包含了碳苷的碎裂途径［%$］，

因此推断该化合物可能是 ("#甲氧基葛根素和 ("#甲
氧基大豆苷的混合物。图 %’ 为图 " 中 &) #( $%& 流

出的峰以 " # $ "$* 为 母 离 子 进 行 分 析 得 到 的 子 离

子谱图，该母离子的碎片峰没有给出太多的结构信

息，虽然 与 + #木 糖 葛 根 素（ 见 图 %%）的 特 征 峰 " # $
"$+（［’ , (］, ）相似，但目前还无法确定该化合物

结构。

图 !"# 图 $ !" 中以 ! "# %&$ 为母离子的子离子谱图

#$%& !"# ’()*+,- $). /01,-(+2 )3 -41 $). "-
! "# %&$ $. #$%& $ !"

图 !!# ’ !木糖葛根素的结构

#$%& !!# 5-(+,-+(1 )3 ’ !678)/10+1("($.

图 !(# 愈风宁心片样品在负离子模式下的总离子流图

#$%& !(# 9:!;5 -)-"8 $). ,+((1.- ,4()2"-)%("2
)3 <+31.% =$.%6$. >"?81-

)*+,-：% . /0*!+!%&；& . 1+%12%&.

( & &# 愈风宁心片样品的 9:!;5 @ ;5 分析

! ! 对该样品进行负离子模式的液质联用分析结果

见图 %&。从其 总 离 子 流 图 中 各 峰 所 对 应 的 质 谱 图

（ 图略）可确定图 %& 中 () %" $%& 流出峰主要为葛根

素，$) ($ $%& 流出峰为大豆苷。由于大豆苷元含量

低，因此在联用分析中未被检测到，但在质谱直接进

样分析 中 发 现 存 在 微 量 的 大 豆 苷 元 以 及 " # $ 为

$$"，"$* 的化合物。对分子离子峰为 " # $ $$" 的化

合物进行串 联 质 谱 分 析，与 葛 根 提 取 物 中 " # $ 为

$$" 的化合物碎裂片断相同，可以确定为 ("#甲氧基

葛根素和 ("#甲氧基大豆苷的混合物，而分子离子峰

为 " # $ "$* 的化合物目前还无法确定结构。

)# 结语

! ! 本文以乙腈#水为流动相，在反相色谱中分离了

葛根提取物以及中药片剂中的主要成分。采用液质

联用方法对 提 取 物 及 其 片 剂 中 的 主 成 分 进 行 了 定

性，并对其中两种微量成分的结构进行了推测。但

另外一种微量成分目前还无法确认，对其结构需要

进一步深入地研究。
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