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摘要　目的：评价利用超高压液相色谱／线性离子阱静电场轨道阱高分辨质谱法（ＵＰＬＣ／ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐａＭＳ）测定锁阳改善
认知功能障碍有效部位的化学成分。方法：选取ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（１７μｍ２１ｍｍ×１００ｍｍ）色谱柱，柱温：３０℃，
流速：０３ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：５μＬ，流动相为０１％甲酸水（Ａ）乙腈（Ｂ）梯度洗脱。质谱采用电喷雾（ＥＳＩ）离子源，在正负离
子模式下采集数据。结果：共鉴别了２１个化合物，包含６个潜在新化合物。鉴定的化合物包含核苷类、多酚类、黄酮苷
类、氨基酸类、香豆素类化合物。结论：ＵＰＬＣ／ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐａＭＳ方法能快捷、准确、较全面地鉴定锁阳有效部位的化学成
分，为明确锁阳药效学物质基础及进一步提取分离提供科学依据。
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　　锁阳（ＣｙｎｏｍｏｒｉｕｍｓｏｎｇａｒｉｃｕｍＲｕｐｒ）俗称“不老
药”，又名地毛球、锁严子等，是锁阳科多年生、全寄

生种子植物，寄生于蒺藜科白刺属植物根部。锁阳

在中药中用作补肾、助阳、益精、润肠药物［１］。现代

药理学研究发现，锁阳具有抗氧化、保护神经系统、

抗疲劳、调节激素水平，调节糖代谢等作用［２５］，本课

题组前期对锁阳的不同部位进行筛选，发现锁阳乙

酸乙酯部位具有雌激素样作用［６］，对于痴呆及慢性

应激所致动物认知功能障碍具有明显的改善作

用［７９］，为锁阳治疗认知功能障碍及抗衰老的有效部

位，但对于此部位的化学成分并不清楚。

由线性离子阱（ＬｉｎｅａｒＴｒａｐＱｕａｄｒｕｐｏｌ，ＬＴＱ）与
轨道离子阱串联的质谱仪（ＬｉｎｅａｒＴｒａｐＱｕａｄｒｕｐｏｌｅ
ＯｒｂｉｔｒａｐＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＭＳ）是近年
发展起来的一项新技术，具有高达１０００００的质量
分辨率、进行快速模式切换、高于２ｐｐｍ的质量准确
度等特点，可用于未知物的快速筛选和结构确认、药

物开发前期药代动力学的研究［１０］。本研究将其与

超高压液相结合，利用精确质量数、裂解规律及特征

碎片离子信息，对于研究锁阳有效部位化学成分，及
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相关化合物质谱裂解规律具有重要的意义。

１　材料
１１　仪器　ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００ＵＨＰＬＣ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，包
括二元梯度泵，真空脱气机，自动进样器，自动控温

箱），通过电喷雾离子源与 ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐａＸＬ质谱仪
连接，数据采集及处理软件为Ｘｃａｌｉｂｕｒ２２０，质谱裂
解规律模拟软件为 ＭａｓｓＦｒｏｎｔｉｅｒ７０，均为 Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ。
１２　试剂　儿茶素，表儿茶素购自中国食品药品鉴
定研 究 院 （批 号 分 别 为 １０８７７２０１６０４，１１９８７
２０１５０１），乙腈（Ｓｉｇｍａ，批号：１７１４４８）、甲醇（Ｓｉｇｍａ，
批号：１７５１５９）均为色谱级，甲酸为分析纯级别（福晨
化学）。流动相用水由 ＭｉｌｌｉＱ纯水系统（１８２ＭΩ
·ｃｍ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）制得。
１３　分析样品　锁阳药材产自北京同仁堂饮片有
限公司（生产批号：６０１００３０４２），购于北京中医药大
学国医堂。

２　方法
２１　色谱条件　超高效液相色谱条件：色谱柱为
ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（１７μｍ２１ｍｍ×１００ｍｍ）；
柱温：３０℃；流速：０３ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：５μＬ；流动
相为０１％甲酸水（Ａ）乙腈（Ｂ），梯度洗脱：０～７
ｍｉｎ，１０％～４０％ Ｂ；７～２１ｍｉｎ，４０％ Ｂ；２１～２１ｍｉｎ，
４０％～８０％ Ｂ；２１～２８ｍｉｎ，８０％ Ｂ。

质谱条件：电喷雾（ＥＳＩ）电离源，采用正离子与负
离子２种扫描方式。正离子模式喷雾电压４ＫＶ，负离
子模式喷雾电压３ＫＶ。仪器操作参数为：鞘气
（ＳｈｅａｔｈＧａｓ）４０单位；毛细管温度（ＣａｌｉｌｌａｒｙＴｅｍｐ）３２０
℃；毛细管电压（ＣａｐｉｌｌａｒｙＶｏｌｔａｇｅ）２５Ｖ，管透镜（Ｔｕｂｅ

Ｌｅｎｓ）电压１１０Ｖ。质量扫描范围为：１００～１２００。
２２　对照品溶液的制备　分别精密称量儿茶素３４
ｍｇ、表儿茶素４２ｍｇ，置于１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇
定容至１０ｍＬ，摇匀，过０４５μｍ微孔滤膜，冷藏待
用。

２３　供试品溶液的制备　取适量锁阳粉末，用乙醇
浸泡２４ｈ，超声１ｈ，重复３次，过滤，滤液旋转蒸发，
得甲醇提取物，将甲醇提取物溶解于水中，依次用二

氯甲烷、乙酸乙酯萃取，重复３次，回收乙酸乙酯至
干，得乙酸乙酯提取物萃取物。精密称量乙酸乙酯

萃取物１０ｍｇ，置于１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容至
刻度，摇匀，过０４５μｍ微孔滤膜，冷藏待用。
３　结果

采用上述优化后分析条件，锁阳提取物中的化

学成分可以得到较好分离，对其正负离子模式分析，

得到锁阳提取物的总离子流（ＴＩＣ）色谱图如图１所
示。根据实测碎片信息并结合参考文献，以及相关

化合物的一级质谱和二级质谱、同位素的分布和化

合物裂解规律，进行未知化合物的分析与鉴别。已

鉴定的化合物保留时间、质谱信息见表１。
２４１　核苷类鉴定　化合物 ２保留时间为 １１９
ｍｉｎ，一级质谱图中 ｍ／ｚ２６８１０４０３［Ｍ＋Ｈ］＋，准分
子离子给出 Ｃ１０Ｈ１３Ｏ４Ｎ５分子式。其二级质谱主要
ｍ／ｚ１３５离子碎片，是由母离子失去一份子核糖
（Ｒｉｂ）形成。其二级质谱与银线莲中腺苷的数据一
致［１１］，故鉴定化合物２为腺苷。腺苷是核苷类的主
要成分，是构成核酸ＤＮＡ、ＲＮＡ的重要前体，也是能
量代谢的重要中间体［１２］。腺苷可能的裂解方式如

图２。

图１　锁阳提取物的ＵＰＬＣ／ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐａＭＳ正离子（Ａ）和负离子（Ｂ）的总离子流
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表１　锁阳有效部位化学成分

峰号 ｔＲ／ｍｉｎ
准分子离子峰

理论值 实测值

误差

（ｐｐｍ）
二级碎片特征离子峰（ＭＳ／ＭＳ） 化学式 鉴定

１ ０９７ ５７７１３４０ ５７７１３７３ ５７ ４５１１５６６，４２５２１２５，４０７１６４７，２８７０５６，２４５１３３４Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ１
２ １１９ ２６８１０４０ ２６８１０４４ １５ １３５９９５８ Ｃ１０Ｈ１３Ｎ５Ｏ４ 腺苷
３ ２３９ ５７７１３４１ ５７７１３７８ ６５ ４５１１５６６，４２５２１２５，４０７１６４７，２８７０５６，２４５１３４４Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ３（Ｂ６）
４ ２７６ ５７７１３４１ ５７７１３７６ ６１ ４５１１５６６，４２５２１２５，４０７１６４７，２８７０５６，２４５１３４４Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ４（Ｂ２）
５ ３０８ ２９１０８６３ ２９１０８６４ ０３ ２７３１６１８，１６４９３４２，１３８９４３６，１２２８４７７ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ６ 儿茶素

６ ３１１ １３９０３８９ １３９０３９０ ０４ １３９０８９３，１１０９９１３，９４９３５２，６６９４３９ Ｃ７Ｈ６Ｏ３ 水杨酸

７ ３３２ ５７７１３４１ ５７７１３７６ ６１ ４５１１５６６，４２５２１２５，４０７１６４７，２８７０５６，２４５１３４４Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ４（Ｂ４）
８ ３８７ ２９１０８６３ ２９１０８６６ ０８ １３８９４３６，１２２８４７７ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ６ 表儿茶素

９ ３９８ ５７７１３４１ ５７７１３７８ ６５ ４５１１５６６，４２５２１２５，４０７１６４７，２８７０５６，２４５１３４４Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ６（Ｂ３）
１０ ４３４ ５７７１３４１ ５７７１３７９ ６６ ４５１１５６６，４２５２１２５，４０７１６４７，２８７０５６，２４５１３４４Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ８
１１ ４６３ ５７７１３４１ ５７７１３７５ ５９ ４５１１５６６，４２５２１２５，４０７１６４７，２８７０５６，２４５１３４４Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ７
１２ ４８５ ５７７１３４１ ５７７１３７６ ６２ ４５１１５６６，４２５２１２５，４０７１６４７，２８７０５６，２４５１３４４Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２ 原花青素Ｂ５
１３ ５１９ ４６５１０２８ ４６５１０３６ １８ ３０３１２７７，２７３０７６３ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１２ 异槲皮苷

１４ ５２７ ４４３０９７２ ４４３０９７９ １４ ２９１０６１８，２７３０１１９，１３９０３９１，１２３０４４１ Ｃ２２Ｈ１８Ｏ１０ 表儿茶素没食子酸酯

１５ ５７４ ３４１１２３０ ３４１１０１０ ０６４ １５０８５２６，２１６９６５９，１６１１０４０ Ｃ１６Ｈ２２Ｏ８ 松苷

１６ ５７６ ３４３０８１２ ３４３０８２２ ２８ ２０２９１１９，１９００２６１ Ｃ１８Ｈ１４Ｏ７ Ｅｐｉｐｈｙｌｌｏｃｏｕｍａｒｉｎ
１７ ５９９ ４４９１０７８ ４４９１０９０ ２６ ２８７０８７４ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１ 木犀草苷

１８ ６１６ ３４３０８１２ ３４３０８１６ １０ ２０２９１１９，１９００２６１ Ｃ１８Ｈ１４Ｏ７ Ｅｐｉｐｈｙｌｌｏｃｏｕｍａｒｉｎ
１９ ６１７ ４３３１１２９ ４３３１１６２ ７６ ４１５１１７１，３４３１６３５，２７１９９７２ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ１０ 南酸枣苷

２０ ６５１ ４３５１２８６ ４３５１３１７ ７２ ２７３０２６０，１６９０１５１ Ｃ２１Ｈ２４Ｏ１０ 根皮苷

２１ ２４４５ １５００５８３ １５００５８３ ０１ １２０８９６４，１５０１２０８，１０４８６７８ Ｃ５Ｈ１１Ｏ２ＮＳ 蛋氨酸

图２　正离子模式下腺苷的可能裂解途径

２４２　多酚类化合物鉴定　化合物 １，３，４，７，９，
１０，１１，１２，保留时间分别是 ０９７ｍｉｎ，２３９ｍｉｎ，
２７８ｍｉｎ，３３２ｍｉｎ，３９８ｍｉｎ，４３４ｍｉｎ，４６３ｍｉｎ，
４８５ｍｉｎ，这８个化合物的一级质谱图的［ＭＨ］－准
分子离子峰分别如下：化合物１ｍ／ｚ５７７１３７３９，化
合物 ３和 ９ｍ／ｚ５７７１３７８２，化合物 ４和 ７ｍ／ｚ
５７７１３７５７，化合物１０ｍ／ｚ５７７１３７８８，化合物 １１
ｍ／ｚ５７７１３７５１，化合物１２ｍ／ｚ５７７１３７６３，这８个
化合物均给出分子式Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１２。８个色谱峰在相同
的二级质谱条件下，均能产生 ｍ／ｚ２４５，２８７，４０７，
４２５，４５１的离子碎片，只是相对丰度有些差异，提示
这８个化合物应为同分异构体，初步判定这些化合
物为原花青素 Ｂ，原花青素有多种二聚体形式的同
分异构体，以２个结构单元 Ｃ４Ｃ８、Ｃ４Ｃ６位连接的
儿茶素或表儿茶素的结构单元间聚合成二聚体形式

较为常见，即原花青素 Ｂ１Ｂ８［１３１４］。根据原花青素
Ｂ类同分异构体的反相液相色谱洗脱顺序［１５］，推测

化合物１，３，４，７，９，１０，１１，１２分别为原花青素 Ｂ１，

Ｂ３，Ｂ４，Ｂ２，Ｂ６，Ｂ８，Ｂ７，Ｂ５。化合物７保留时间及二
级质谱离子碎片与文献报道基本一致［１６］，因此推测

化合物７为花青素Ｂ２。
化合物 ５，８，保留时间分别为 ３０８ｍｉｎ，３８７

ｍｉｎ，一级质谱图均显示 ｍ／ｚ２８９０７０６６［ＭＨ］－的
准分子离子峰，且均给出分子式 Ｃ１５Ｈ１４Ｏ６。二者的
二级质谱均有ｍ／ｚ２４５［ＭＨＣＯ２］

－，及ｍ／ｚ２０５［Ｍ
Ｈ２Ｃ２Ｈ２Ｏ］

－的碎片峰，但丰度不同。由于二者峰

成对出现，裂解规律相似，因此推测这２个化合物为
同分异构体。根据儿茶素、表儿茶素标准品质谱离

子碎片及文献中［１６１８］二级质谱碎片峰和裂解规律，

鉴定化合物５，８分别为儿茶素和表儿茶素。
化合物６，保留时间为３１１ｍｉｎ，一级质谱显示

ｍ／ｚ１３９０３８９７［Ｍ＋Ｈ］＋，准分子离子峰给出分子
式Ｃ７Ｈ６Ｏ３。［Ｍ＋Ｈ］

＋作为母离子进入二级质谱后

发生断裂产生特征碎片 ｍ／ｚ９４，由前者丢失 ＣＯＯＨ
所得。参考水杨酸的裂解方式［１９］，鉴定化合物６为
水杨酸。
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图３　正离子模式下Ｅｐｉｐｈｙｌｌｏｃｏｕｍａｒｉｎ和Ｉｓｏｅｐｉｐｈｙｌｌｏｃｏｕｍａｒｉｎ的可能裂解途径

　　化合物１４，保留时间为５２７ｍｉｎ，一级质谱图
显示ｍ／ｚ４４１０８１６２［ＭＨ］－的准分子离子峰，且给
出分子式 Ｃ２２Ｈ１８Ｏ１０。二级质谱有 ｍ／ｚ２８９［ＭＨ
Ｃ７Ｈ４Ｏ４］

－，ｍ／ｚ２４５［ＭＨＣ８Ｈ４Ｏ６］
－，ｍ／ｚ２０５［Ｍ

ＨＣ１１Ｈ８Ｏ６］
－，ｍ／ｚ１７９［ＭＨＣ１３Ｈ１０Ｏ６］

－的碎片峰，

后３个碎片峰应为ｍ／ｚ２８９碎片峰进一步发生环裂
解，分别丢失 ＣＯ２，２Ｃ２Ｈ２Ｏ，Ｃ６Ｈ６Ｏ２所得。对比表
儿茶素没食子酸酯标准品和文献中该化合物二级质

谱离子碎片峰和裂解规律［１８］，鉴定化合物１４为表
儿茶素没食子酸酯。

２４３　黄酮苷元类化合物鉴定　化合物１３，保留
时间为５１９ｍｉｎ，一级质谱图显示 ｍ／ｚ４６５１０２７５
［Ｍ＋Ｈ］＋的准分子离子峰，给出分子式为 Ｃ２１Ｈ２０
Ｏ１２。二级质谱有 ｍ／ｚ３０３［Ｍｇｌｕｃｏｓｙｌ＋Ｈ］

＋，ｍ／ｚ
２７４［ＭｇｌｕｃｏｓｙｌＣＨＯ＋Ｈ］＋，即母离子进入二级质
谱后糖苷键断裂形成 ｍ／ｚ３０３的碎片峰，后者再次
丢失ＣＨＯ形成 ｍ／ｚ２７４的碎片峰。参照文献中二
级质谱离子碎片峰及保留时间［２０］，鉴定化合物１３
为异槲皮苷。

化合物１５，保留时间为５７４ｍｉｎ，一级质谱显
示ｍ／ｚ３４１１２３０９［ＭＨ］－的准分子离子峰，确定化
合物１５的相对分子质量为 ３４２，其二级质谱含有
ｍ／ｚ１６１１０４０［ＭｇｌｕｃｏｓｙｌＨ２Ｏ］

－的碎片离子，结合

文献对松苷的ＭＳ分析结果［２１］，鉴定化合物１５为松
苷。

化合物１７，保留时间为５９９ｍｉｎ，一级质谱图
显示ｍ／ｚ４４９１０７８４［Ｍ＋Ｈ］＋的准分子离子峰，给
出分子式Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１。准分子离子峰失去ｍ／ｚ１６２，产
生碎片离子明显的苷元母核离子ｍ／ｚ２８７［Ｍ１６２＋
Ｈ］＋，根据相对分子质量，初步判定失去的中性片段
为葡萄糖。结合文献对木犀草苷的 ＭＳ分析结
果［２２２３］，鉴定化合物１７为木犀草苷。

化合物１９，保留时间为６１７ｍｉｎ，一级质谱图
显示 ｍ／ｚ４３３１１２９２［ＭＨ］－的准分子离子峰，给

出分子式 Ｃ２１Ｈ２２Ｏ１０。二级质谱图有 ｍ／ｚ２７１［Ｍ
１６２Ｈ］－，推测为母离子进入二级质谱丢失一份子
葡萄糖所得，文献中南酸枣苷一级质谱及结构鉴定

时显示其母核为二氢芹菜素，并含有１个 βＤ葡萄
糖基，推测化合物 １９为柑桔素４Ｏ吡喃葡萄糖苷
（南酸枣苷）［２４２５］。

化合物２０，保留时间为６５１ｍｉｎ，一级质谱图
显示ｍ／ｚ４３５１２８５７［ＭＨ］－的准分子离子峰，给出
分子式Ｃ２１Ｈ２４Ｏ１０。二级质谱有ｍ／ｚ２７３［Ｍｇｌｕｃｏｓｙｌ
Ｈ］－的碎片峰，为母离子进入二级质谱丢失一份子
葡萄糖所得，鉴定化合物２０为根皮苷［２６］。

２４４　香豆素类化合物鉴定　化合物１６，１８，保留
时间分别为５７６，６１４ｍｉｎ，一级质谱图均显示 ｍ／ｚ
３４１０６５５［ＭＨ］－的准分子离子峰，且给出分子式
Ｃ１８Ｈ１４Ｏ７。２个化合物的二级质谱均有 ｍ／ｚ１９０，但
丰度有差异，因此认为这２个化合物为同分异构体，
推测这２个化合物为 Ｅｐｉｐｈｙｌｌｏｃｏｕｍａｒｉｎ，Ｉｓｏｅｐｉｐｈｙｌ
ｌｏｃｏｕｍａｒｉｎ［２７］。Ｅｐｉｐｈｙｌｌｏｃｏｕｍａｒｉｎ已在锁阳中被鉴
定出［２８］，因此推测 Ｉｓｏｅｐｉｐｈｙｌｌｏｃｏｕｍａｒｉｎ为锁阳的潜
在新化合物。２个化合物可能的裂解规律如图３所
示。

图４　正离子模式下蛋氨酸的可能裂解途径

２４５　氨基酸类的鉴定　化合物２１，保留时间为
２４４５ｍｉｎ，一级质谱图显示 ｍ／ｚ１５００５８３２［Ｍ＋
Ｈ］＋的准分子离子峰，给出分子式 Ｃ５Ｈ１１Ｏ２ＮＳ。二
级质谱有ｍ／ｚ１０４［ＭＣＯＯＨ＋Ｈ］＋碎片峰，为母离
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子断裂ＣＯＯＨ键所得，推测化合物２７为蛋氨酸［２９］。

蛋氨酸可能的裂解方式如图４所示。
４　讨论

本实验采用 ＵＰＬＣ／ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐａＭＳ快速分析
的方法，采用正、负２种离子模式进行检测，在分析
过程中发现负离子模式更适用于锁阳乙酸乙酯部位

的成分鉴定。基于化合物的精确相对分子量、标准

品质谱图和参考文献，鉴定了锁阳改善认知功能障

碍有效部位的２１个化合物，并推测出锁阳中潜在的
６个新化合物。在此次研究中，我们推测出花青素
Ｂ的各种异构体，除原花青素 Ｂ３已在锁阳中被报
道［３０］，其余原花青素Ｂ类同分异构体可能是锁阳中
的潜在新化合物。但目前不能区分花青素 Ｂ异构
体的结构，事实上，在分离和表征高纯度低聚物方面

存在许多实际困难。因此，目前采用高分辨质谱法

很难对花青素Ｂ单个分子进行鉴定或结构表征。
前期的实验研究表明，锁阳乙酸乙酯部位具有

改善痴呆所致认知功能障碍的作用［７９］，此次通过采

用有效，简便快速的分析方法对该部位化学成分进

行分析鉴定，为进一步从该部位总分离出药效活性

成分提供科学依据。
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