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射干异黄酮类化学成分的ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ分析
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［摘要］　目的：通过高效液相色谱二极管阵列光谱检测／电喷雾离子化质谱（ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ）联用技术定性分析射干中

的主要化学成分。方法：以７０％乙醇超声辅助提取中药射干原药材。高效液相色谱条件：选择ＹＭＣＯＤＳＣ１８（２５０ｍｍ×４．６

ｍｍＩ．Ｄ．，５μｍ）色谱柱，以２０％甲醇水溶液Ａ７０％乙腈水溶液Ｂ（０→３０→４５→６５ｍｉｎ，２０％→３０％→９０％→１００％ Ｂ）梯度洗

脱，流速为０．４５ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长为２６５ｎｍ。ＥＳＩ质谱条件：正离子扫描模式，喷针电压５０００Ｖ，毛细管电压２０Ｖ，干燥气

（Ｎ２）压力２０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９４．８Ｐａ），质量扫描范围ｍ／ｚ２５０～５５０，雾化温度３００℃。结果：通过 ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ联用技

术，分离检测并鉴定出射干中９个主要异黄酮类化学成分。结论：通过 ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ联用技术，为鉴定射干中的化学

成分建立起了一种快速、高效的分析方法，也为中药射干的质量控制提供更多的科学依据。

［关键词］　射干；高效液相色谱二极管阵列光谱检测／电喷雾离子化质谱联用；化学成分

［中图分类号］　Ｒ９３１．５　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００９）０７０８１７０４

ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳｉｎａｎａｌｙｚｉｎｇｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆＲｈｉｚｏｍａｂｅｌａｍｃａｎｄａ

ＦＥＮＧＣｈａｏ，ＺＨＯＵＴｉｎｇｔｉｎｇ，ＦＡＮＧｕｏｒｏｎｇ，ＷＥＩＨｕａ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＤｒｕｇＡｎａｌｙｓｉｓ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２００８１２１７　　　　［接受日期］　２００９０３１８
［作者简介］　冯　超，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｎｉｃｋ６１７５３４＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７１２６０，Ｅｍａｉｌ：Ｇｕｏｒｆａｎ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆＲｈｉｚｏｍａｂｅｌａｍｃａｎｄａｅｂｙｕｓｉｎｇｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｄｉｏｄｅａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｏｒ／ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｄｒｉｅｄ

Ｂｅｌａｍｃａｎｄａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｐｏｗｄｅｒｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｗｉｔｈ７０％ｅｔｈａｎｏｌｂｙｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎ

ａＹＭＣＯＤＳＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍＩ．Ｄ．，５μｍ）ｗｉｔｈａｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆ２０％ＣＨ３ＯＨ（Ａ）７０％ＡＣＮ（Ｂ）（０→
３０→４５→６５ｍｉｎ，２０→３０→９０→１００Ｂ），ｅｌｕｔｅｄａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ０．４５ｍｌ／ｍｉｎ，ａｎｄｔｈｅＵＶｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓｓｅｔａｔ２６５

ｎｍ．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｗｉｔｈａｎｅｅｄｌｅｖｏｌｔａｇｅｏｆ５０００Ｖ，ａｃａｐｉｌｌａｒｙｖｏｌｔａｇｅｏｆ２０Ｖ，ａｇａｓ（Ｎ２）ｐｒｅｓｓｏｆ２０ｐｓｉａｎｄａ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｔｈｅｄｒｙｉｎｇｇａｓｏｆ３００℃ ｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄ．Ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｄａｔａａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｆｒｏｍｍ／ｚ２５０ｔｏ

５５０ｉｎｆｕｌｌＭＳｓｃａｎｍｏｄｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＮｉｎｅｍａｊｏｒｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｒｏｍＲｈｉｚｏｍａｂｅｌａｍｃａｎｄａｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｉｒｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

ｂｅｈａｖｉｏｒｏｂｔａｉｎｅｄｏｎｌｉｎｅｂｙｔｈｅｉｒＵＶｓｐｅｃｔｒａａｎｄｔｈｅＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＡｒａｐｉｄａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩ

ＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｏｆＢｅｌａｍｃａｎｄａｅｃｈｉｎｅｎｓｉｓｈａｓｂｅｅｎｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓｍｏｒｅ

ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＲｈｉｚｏｍａｂｅｌａｍｃａｎｄａｅ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　Ｂｅｌａｍｃａｎｄａｅｃｈｉｎｅｎｓｉｓ；ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ；ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（７）：８１７８２０］

　　射干为鸢尾科植物射干Ｂｅｌａｍｃａｎｄａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
（Ｌ．）ＤＣ．的干燥根茎。春初刚发芽或秋末茎叶枯萎
时采挖，除去须根及泥沙，干燥，用于清热解毒，消痰
利咽。适用于热毒痰火郁结，咽喉肿痛，痰涎壅盛，
咳嗽气喘［１］。射干始载于《神农本草经》，性味苦寒，
入肝、肺经。药理及临床实验表明：射干中异黄酮类
化合物具有显著的抗炎［２３］、抗菌［４５］、抗病毒［３，６］、清
除自由基［７］、防治心血管疾病［８］等重要的生物活性

与药理作用。其中鸢尾苷、野鸢尾苷等异黄酮是射

干中的主要活性成分。

　　通过高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对射干中的一种
或多种异黄酮进行分析［９１１］，可以确定其中主要组分
并测定其含量。但此法必须在有标准对照品的情况
下，才能通过保留时间的比对来进行组分的定性和
定量分析。据此所建立的射干质量控制方法大多只
针对鸢尾苷等少数异黄酮，不够全面。

　　液质联用技术（ＨＰＬＣＭＳ）结合了高效液相色
谱的高分辨率和质谱检测的高灵敏度，是目前广泛



·８１８　　 · 第二军医大学学报　２００９年７月，第３０卷

应用的分析方法之一。利用液相色谱的高效分离能
力对被分析样品进行分离，再以质谱为检测器在线
提供化合物的分子量信息，随着电喷雾（ＥＳＩ）软电离
质谱技术的出现，液质联用技术为研究热不稳定和
无紫外吸收的化合物提供了简捷快速的分析方法，
而多级串联质谱技术还可以提供被分析成分的结构

信息。在传统的分离过程中，有些微量、痕量成分和
无紫外吸收的化合物很可能被忽略，而 ＭＳ具有高
度的灵敏性，最低能检测到皮克级的物质，因此很容
易发现这些化合物的存在［１２］。目前，ＨＰＬＣＭＳ技
术已被广泛用于植物有效成分的分离及结构鉴定

中。

　　本研究首次采用 ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ联用技
术对射干中的主要异黄酮类成分进行鉴定，该法操
作简便、快速、灵敏度高、专属性强，为全面控制射干
药材的质量提供了依据，对阐明其药效物质基础、质
量控制、开发现代中药新药和充分利用我国的药材
资源等具有重要意义。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　ＶａｒｉａｎＰｒｏＳｔａｒ高效液相色谱
仪质谱联用仪（美国 Ｖａｒｉａｎ公司），配备 ＰｒｏＳｔａｒ
２１０泵、ＰｒｏＳｔａｒ４１０自动进样器、Ｐｒｏｓｔａｒ３３０二极管
阵列光谱检测器、Ｖａｒｉａｎ１２００Ｌ三重四极杆电喷雾
质谱仪和Ｖａｒｉａｎ１２００Ｌ色谱质谱工作站。ＳＥＮＣＯ
Ｒ系列旋转蒸发器（上海申生科技有限公司）；ＴＧＬ
１６Ｇ型离心沉淀机（浙江托普仪器有限公司）；ＫＵ
ＤＯＳＳＫ５２００Ｈ 超声波清洗器（上海科导超声仪器
有限公司），ＦＡＩ６０４电子天平（上海天平仪器厂）。

　　乙腈、甲醇为色谱纯（德国 Ｍｅｒｃｋ公司），其余所
用试剂均为分析纯（中国医药集团上海化学试剂公
司），实验用水为 ＭｉｌｌｉＱ纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）制备并经微孔滤膜过滤。射干药材购于上海
童涵春药房。

１．２　色谱及质谱条件

１．２．１　 色 谱 条 件 　 ＹＭＣ ＯＤＳＣ１８ 色 谱 柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍＩ．Ｄ．，５μｍ）；流动相：Ａ为２０％
甲醇水溶液，Ｂ为７０％乙腈水溶液，梯度洗脱：０～３０
ｍｉｎ，２０％ ～３０％Ｂ；３０～４５ ｍｉｎ，３０％ ～９０％Ｂ；

４５～６５ｍｉｎ，９０％～１００％Ｂ。流速：０．４５ｍｌ／ｍｉｎ；柱
温：室温；检测波长：２６５ｎｍ；进样量：１０μｌ。

１．２．２　ＥＳＩＭＳ条件　电喷雾离子化源，正离子模
式扫描，喷针电压：５０００Ｖ，毛细管电压：２０Ｖ，雾化
气（Ｎ２）压力为２０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９４．８Ｐａ），干燥气温
度为３００℃，质量扫描范围：ｍ／ｚ２５０～５５０。

１．３　样品制备　称取药材粗粉２０ｇ，用２００ｍｌ
７０％乙醇超声提取３０ｍｉｎ，提取２次，将滤液合并，
减压挥干有机相，得射干粗提取粉末。

１．４　供试品溶液的制备　精密称取射干提取物粉
末２ｍｇ置于离心管中，加５ｍｌ２０％乙腈涡旋溶解，
离心１２７５０×ｇ１０ｍｉｎ后取上清，经０．４５μｍ微孔
滤膜过滤，得待测样品。

２　结　果

２．１　色谱行为　供试品的色谱行为如图１所示，流
动相为２０％甲醇水溶液 Ａ７０％乙腈水溶液Ｂ，梯
度洗脱：０～３０ｍｉｎ，２０％～３０％Ｂ；３０～４５ｍｉｎ，

３０％～９０％Ｂ；４５～６５ ｍｉｎ，９０％ ～１００％Ｂ，流速

０．４５ｍｌ／ｍｉｎ的条件下，不仅能使各色谱峰得到较好
的分离，而且不存在峰拖尾现象，可见此色谱条件对
射干中的主要化学成分具有较好的分离效果。

２．２　质谱行为　根据供试品的总离子流图（图２）、
准相对分子质量、及有关文献报道［１３１５］，鉴定出射干
中９种化合物的可能结构，其中鸢尾苷、野鸢尾苷、
鸢尾苷元、野鸢尾苷元和次野鸢尾黄素为射干中主
要的５种异黄酮类化合物。经过高速逆流色谱分离
纯化后，通过１ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ 结构解析并与文
献［１６１７］比对，进行了结构确证。各色谱峰的解析与
鉴定如下：

　　峰１（保留时间为２５．２ｍｉｎ）相对分子质量为

４６２，紫外最大吸收波长为２６５ｎｍ 和３３４ｎｍ，ｍ／ｚ
分别为４６３．１、４８５．１和５０１．０，是异黄酮类化合物在
正离子检测方式下常见的［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ＋Ｎａ］＋和
［Ｍ＋Ｋ］＋峰。因此推断为鸢尾苷（ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ）。

　　峰２（保留时间为２６．４ｍｉｎ）相对分子质量为

４９２，紫外最大吸收波长为２６６ｎｍ，ｍ／ｚ分别为

４９３．０、５１５．１和５３１．１，是异黄酮类化合物在正离子
检测方式下常见的［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ＋Ｎａ］＋和［Ｍ＋
Ｋ］＋峰。因此推断为鸢尾新苷Ｂ（ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ）。

　　峰３（保留时间为３１．３ｍｉｎ）相对分子质量为

５２２，紫外最大吸收波长为２６６ｎｍ 和３４６ｎｍ，ｍ／ｚ
分别为５２３．１和５４５．０，是异黄酮类化合物在正离子
检测方式下常见的［Ｍ＋Ｈ］＋和［Ｍ＋Ｎａ］＋峰。因此
推断为野鸢尾苷（ｉｒｉｄｉｎ）。

　　峰４（保留时间为４２．４ｍｉｎ）相对分子质量为

３１６，紫外最大吸收波长为２６５ｎｍ，ｍ／ｚ分别为３１７．１
和３５５．２，是异黄酮类化合物在正离子检测方式下常
见的［Ｍ＋Ｈ］＋和［Ｍ＋Ｋ］＋峰。因此推断为ｉｒｉｌｉｎ
Ｄ。

　　峰５（保留时间为５０．８ｍｉｎ）相对分子质量为
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３００，紫外最大吸收波长为２６６ｎｍ，ｍ／ｚ分别为３０１．０
和３２３．１，是异黄酮类化合物在正离子检测方式下常

见的［Ｍ＋Ｈ］＋和［Ｍ＋Ｎａ］＋峰。因此推断为鸢尾苷
元（ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ）。

图１　射干粗提取的高效液相色谱图和紫外吸收图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣＵＶｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｅｘｔｒａｃｔｆｒｏｍＢｅｌａｍｃａｎｄａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
１：Ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ；２：ＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ；３：Ｉｒｉｄｉｎ；４：ＩｒｉｌｉｎＤ；５：Ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ；６：ＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎＢ；７：Ｉｒｉｇｅｎｉｎ；８：Ｉｒｉｓｆｌｏｒｅｎｔｉｎ；９：Ｄｉｃｈｔｏｍｉｔｉｎ

图２　射干粗提物的ＨＰＬＣＥＳＩ／ＭＳ的正离子流图

Ｆｉｇ２　ＴＩＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｅｘｔｒａｃｔｆｒｏｍＢｅｌａｍｃａｎｄａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄ）

１：Ｔｅｃｔｏｒｉｄｉｎ；２：ＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｎＢ；３：Ｉｒｉｄｉｎ；４：ＩｒｉｌｉｎＤ；５：Ｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ；６：ＩｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎＢ；７：Ｉｒｉｇｅｎｉｎ；８：Ｉｒｉｓｆｌｏｒｅｎｔｉｎ；９：Ｄｉｃｈｔｏｍｉｔｉｎ
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　　峰６（保留时间为５１．３ｍｉｎ）相对分子质量为

３３０，紫外最大吸收波长为２６６ｎｍ，ｍ／ｚ为３３１．０，是

异黄酮类化合物在正离子检测方式下常见的［Ｍ＋

Ｈ］＋峰。因此推断为鸢尾甲黄素 Ｂ（ｉｒｉｓｔｅｃｔｏｒｉｇｅｎｉｎ

Ｂ）。

　　峰７（保留时间为５１．９ｍｉｎ）相对分子质量为

３６０，紫外最大吸收波长为２６６ｎｍ，ｍ／ｚ分别为３６１．０
和ｍ／ｚ为３８３．０，是异黄酮类化合物在正离子检测方

式下常见的［Ｍ＋Ｈ］＋和［Ｍ＋Ｎａ］＋峰。因此推断为

野鸢尾黄素（ｉｒｉｇｅｎｉｎ）。

　　峰８（保留时间为５６．８ｍｉｎ）相对分子质量为

３８６，紫外最大吸收波长为２６６ｎｍ和３２５ｎｍ，ｍ／ｚ分

别为３８７．１和４０９．２，是异黄酮类化合物在正离子检

测方式下常见的［Ｍ＋Ｈ］＋和［Ｍ＋Ｎａ］＋峰。因此推

断为次野鸢尾黄素（ｉｒｉｓｆｌｏｒｅｎｔｉｎ）。

　　峰９（保留时间为５７．６ｍｉｎ）相对分子质量为

３５８，紫外最大吸收波长为２７１ｎｍ，ｍ／ｚ分别为３５９．０
和３８１．０，是异黄酮类化合物在正离子检测方式下常

见的［Ｍ＋Ｈ］＋和［Ｍ＋Ｎａ］＋峰。因此推断为白射干

素（ｄｉｃｈｔｏｍｉｔｉｎ）。

３　讨　论

　　色谱分离条件本文考察了甲醇水、乙腈水、甲

醇水乙腈水，发现甲醇水对分离鸢尾苷类化合物有

优势，而乙腈水对分离鸢尾苷元类化合物有优势，所

以最终采用了２０％甲醇水７０％乙腈水溶液的溶剂

体系梯度洗脱，获得了良好的分离效果。对于检测

波长的选择，经过ＤＡＤ在线全波长扫描，射干中各

异黄酮类化学成分在 ２６５ｎｍ 附近均有较大的

吸收。　　　　

　　结果表明，运用 ＨＰＬＣＤＡＤ／ＥＳＩＭＳ技术能够

有效、快速地对射干中的化学成分进行分析测定，为

射干的质量控制以及指纹图谱的建立提供了可靠的

依据。
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