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　　［摘要］　目的　采用超高效液相色谱仪与四极杆飞行时间串联质谱仪联用技术（ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ）对藜芦中化学成
分进行分析鉴别。方法　应用ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，１．８μｍ），以０．１％甲酸水溶液（Ａ）乙腈
（Ｂ）为流动相梯度洗脱，电喷雾离子源，正离子模式下采集数据。结果　共鉴别出黎芦药材中３２个化学成分，通过比较碎片
离子对其中的３对同分异构体进行了结构解析。结论　采用 ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ方法能快速地在一张图谱上表征出藜芦
中的主要化学成分，为藜芦的药效物质基础及化学成分体内代谢与作用机制的深入研究奠定了基础。

　　［关键词］　 藜芦；ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ；化学成分鉴别
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　　藜芦为百合科藜芦属，中医用藜芦的根及根茎
入药的历史可追溯到《神农本草经》，通常认为藜芦
有涌吐风痰、杀虫疗疮的功效，主要用于治疗高血
压、中风、癫　等疾病［１］。然而，藜芦的治疗剂量和
中毒剂量非常接近。西藜芦碱类是藜芦中种类最
多、含量最高的一类甾体生物碱。

　　超高效液相色谱仪与四极杆飞行时间串联质谱
仪联用技术（ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ）是一种新兴且发
展比较迅速的液质联用技术，具有速度快、选择性
强、检测限低、定性和定量能力强等优点，现已广泛用
于中药及生物样品的分离分析。采用 ＵＨＰＬＣＱ
ＴＯＦ／ＭＳ方法可以在线获取分析样品中各化合物离
子的精确质荷比和分子式，通过对比自建化学成分数

据库，可对中药复方中化学成分进行快速分析鉴别。

　　目前有文献报道采用离子阱技术鉴别藜芦中西
藜芦碱类成分［２５］，但尚未见应用 ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／

ＭＳ联用技术对藜芦药材提取液中化学成分进行分
析的报道。本研究采用 ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ联用
技术对藜芦中各化学成分进行分析鉴别，为进一步
研究其代谢和作用机制奠定基础。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ６５３８ＵＨＤＡｃｃｕｒａｔｅＭａｓｓＱＴＯＦ
ＬＣ／ＭＳ；十万分之一电子天平（梅特勒，美国）；高速离心
机（ＡＢＢＯＲＴ，美国）；上海淀久ＤＪ０４药材粉碎机。

１．２　试药　藜芦药材购于河北安国药材市场，经第
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为百合科藜芦属藜芦（Ｖｅｒａｔｒｕｍｎｉｇｒｕｍ Ｌ．）的根
茎。乙腈、甲酸为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ，美国），实验用水为
娃哈哈纯净水，其他试剂均为分析纯。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８色谱柱
（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，１．８μｍ），柱温为４０℃。流动相

０．１％甲酸溶液（Ａ）和乙腈（Ｂ），洗脱梯度如下：０～３
ｍｉｎ，５％→１５％ Ｂ；３～６ｍｉｎ，１５％→２３％ Ｂ；６～１１
ｍｉｎ，２３％ Ｂ；１１～１３ｍｉｎ，２３％→３５％ Ｂ；１３～１６
ｍｉｎ，３５％→８０％Ｂ；１６～１７ｍｉｎ，８０％→９０％ Ｂ。流
速为０．３５ｍｌ／ｍｉｎ，进样量为２μｌ。

２．２　质谱条件　采用电喷雾电离（ＥＳＩ）离子源，在
正离子模式下采集数据。数据采集范围 ｍ／ｚ１００～
１１００。离子源参数：毛细管电压４０００Ｖ，雾化气压
力３４４．７５ＭＰａ（５０ｐｓｉ），干燥气流速１１Ｌ／ｍｉｎ（温度

３５０℃），碎片电压１５０Ｖ。

２．３　供试样品的配制　藜芦药材粉碎，过２号筛，
精密称取粉末５ｇ，加入１０倍量的水，浸泡３０ｍｉｎ后
煎煮，煮沸６０ｍｉｎ提取煎液，３层纱布过滤取上清

１００μｌ，加入９００μｌ甲醇，涡旋，经４５００×ｇ离心５
ｍｉｎ，取上清２００μｌ待测。

２．４　藜芦药材化学成分数据库的建立　根据藜芦

药材的化学成分研究文献，收集藜芦化学成分信息，
通过 Ａｇｉｌｅｎｔ提供的“ｆｏｒｍｕｌａｄａｔａｂａｓｅｇｅｎｅｒａｔｏｒ”
软件建立藜芦中化学成分的分子式与理论相对分子

质量数据库。

２．５　 藜芦中成分 ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ 质谱分
析　利用ＱＴＯＦ／ＭＳ获取的目标化合物的精确质
量数与数据库中已知化合物的理论相对分子质量进

行对比，确定潜在的目标物质，通过ＡｎａｌｙｓｔＱＳ数据
分析软件设置质谱测量误差（＜５），可以计算出该质
荷比所代表化合物可能的元素组成，并将此分子式的
理论同位素分布与实测值比对来验证推导结果。研
究发现计算出来的理论值与实际值能很好地吻合。

　　从藜芦的ＱＴＯＦ／ＭＳ图谱中检测出了３５个化
合物，通过对比分子式与理论相对分子质量数据库
对其中３２个化合物进行了鉴定。藜芦中的化学成
分的ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ总离子流图如图１所示。
所有目标化合物准分子离子的精确质量数误差都在

５以内。藜芦中生物碱类化学成分的鉴别结果如表

１所示。其中，编号为１１、２０和２６；２３和２７；９、１８和

２２的化合物是同分异构体，在正离子模式下，它们的

ＭＳ／ＭＳ信息有所不同。结合文献资料［５７］，推测各
自的裂解规律，再根据正离子模式二级质谱碎片信
息，对这三对同分异构体进行解析，推断出其可能的
结构，结果如图２～４所示。

图１　藜芦中生物碱类成分的ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ总离子流图

Ｆｉｇ１　ＴｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｆｒｏｍＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳｏｆａｌｋａｌｏｉｄｓｉｎＶｅｒａｔｒｕｍｎｉｇｒｕｍＬ．

３　讨　论

３．１　化合物的确定　ＱＴＯＦ／ＭＳ是高分辨串联质
谱，可以测得经 ＵＨＰＬＣ快速分离之后的化合物准
确相对分子质量。利用 ＱＴＯＦ／ＭＳ确定精确相对
分子质量以及可能分子式之后，为进一步验证这些
色谱峰对应的化合物，在相同条件下做了质谱的碰
撞诱导解离（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｓｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＣＩＤ）
实验，即可通过 ＭＳ／ＭＳ状态下，二级质谱选取目标

离子送入碰撞活化室，与惰性气体发生ＣＩＤ后，到
达飞行时间质谱的加速器中，在推斥极的作用下，进
行质量分离，从而实现母离子和碎片离子的精确相
对分子质量测定［８］。根据碎片的精确相对分子质量
和参考文献的信息，可得到３２个化学成分。从藜芦
总离子流图可以看出，有一些响应较好的色谱峰其
质量数未能在已有数据库中找到，证明藜芦中还有
一些未知成分，有待进一步研究。
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表１　藜芦中各化学成分的ＱＴＯＦ／ＭＳ质谱分析结果（正离子）

Ｔａｂ１　ＱＴＯＦ／ＭＳａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｆｏｒｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＶｅｒａｔｒｕｍｎｉｇｒｕｍ Ｌ．（ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｓ）

Ｎｏ． Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ
ｔ／ｍｉｎ Ｎａｍｅ Ｆｏｒｍｕｌａ Ｍ＋Ｘ Ｅｘｐｅｃｔｅｄ

ｍ／ｚ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｍ／ｚ Ｅｒｒｏｒ

１ ３．０６０ Ｐｒｏｔｏｖｅｒｉｎｅ Ｃ２７Ｈ４３ＮＯ９ Ｍ＋Ｈ ５２６．３０１６ ５２６．３０１０ －０．７０
２ ３．１２６ Ｇｅｒｍｉｎｅ Ｃ２７Ｈ４３ＮＯ８ Ｍ＋Ｈ ５１０．３０６７ ５１０．３０５７ －０．６４
３ ３．５７６ Ｚｙｇａｄｅｎｉｎｅ Ｃ２７Ｈ４３ＮＯ７ Ｍ＋Ｈ ４９４．３１１８ ４９４．３１１０ －１．５０
４ ４．００１ Ｖｅｒｄｉｎｅ Ｃ２７Ｈ４１ＮＯ５ Ｍ＋Ｈ ４６０．３０６３ ４６０．３０５９ －２．４６
５ ５．１７０ Ｇｅｒｍｉｎａｌｉｎｉｎｅ Ｃ３９Ｈ５９ＮＯ１３ Ｍ＋Ｈ ７５０．４０６５ ７５０．４０６３ －０．５１
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３．２　同分异构体的鉴定　实验中发现藜芦中含有
大量的同分异构体，仅根据飞行时间质谱的碎片电
压功能并不能达到明确辨析，因此，对同分异构体的
二级质谱进行研究，这也正是ＱＴＯＦ／ＭＳ在定性分
析方面的优势所在。

　　藜芦药材中的甾体生物碱在ＥＳＩ正离子模式下
形成准分子离子峰［Ｍ＋Ｈ］＋或离子加合物［Ｍ＋
Ｎａ］＋，可确定其相对分子质量，根据一级质谱的准
分子离子峰得到精确相对分子质量计算出其元素组

成，与相关化合物精确分子质量比较确定其分子式。
有文献报道藜芦中西藜芦碱类的质谱数据和裂解规

律［５７］，本研究首次通过ＵＨＰＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ技术，
根据精确元素分析和二级质谱信息，结合相关文献
鉴定出黎芦中的甾体生物碱类成分，并解析其同分
异构体。以ｍ／ｚ４１２为例，编号２３和２７的化合物

相对分子质量均是４１２，而其中ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ的结构
式中含有四氢呋喃环，有四氢呋喃环者有特征离子

ｍ／ｚ１２５、１２４和１１０［６］，质谱裂解规律如图２。根据
二级质谱碎片信息，可以判断１２．４３９ｍｉｎ出峰的为

ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ，１３．６３３ｍｉｎ出峰的则是ｖｅｒａｌｏｂｉｎｅ。
以ｍ／ｚ６７４为例，编号９、１８和２２的化合物相对分
子质量均是６７４，而其中ｓｔｅｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅＡ的质谱裂
解规律可参照文献［３］得到（图３），根据二级质谱碎
片信息推断９．１４４ｍｉｎ出峰的是ｓｔｅｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅＡ；
其中 ｖｅｒａｔｒｉｄｉｎｅ的一级质谱存在碎片离子 ｍ／ｚ
６６０，推测可能为ｖｅｒａｔｒｉｄｉｎｅ的去甲氧基产物，结合
二级质谱碎片信息推断１１．３１９ｍｉｎ出峰的是ｖｅｒａｔ
ｒｉｄｉｎｅ。以ｍ／ｚ４１４为例，编号１１、２２和２６的化合
物相对分子质量均是４１４，其中ｖｅｒａｌｏｓｉｄｉｎｅ的结构
式明显区别于ｉｓｏｒｕｂｉｊｅｒｖｉｎｅ和ｒｕｂｉｊｅｒｖｉｎｅ（图５），
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结合二级质谱碎片信息 ｍ／ｚ９８推断７．１９８ｍｉｎ出
峰的是ｖｅｒａｌｏｓｉｄｉｎｅ（图４），而ｉｓｏｒｕｂｉｊｅｒｖｉｎｅ和ｒｕｂｉ
ｊｅｒｖｉｎｅ的结构式非常相似，二级质谱获得碎片图谱
也十分相似，暂时无法通过 ＱＴＯＦ／ＭＳ进行区分，
需借助其他手段进一步研究。

图２　化合物ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ可能的裂解规律

Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ

图３　化合物ｓｔｅｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅＡ可能的裂解规律

Ｆｉｇ３　Ｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｐａｔｈｗａｙｏｆｓｔｅｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅＡ

图４　化合物ｖｅｒａｌｏｓｉｄｉｎｅ可能的裂解规律

Ｆｉｇ４　Ｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｖｅｒａｌｏｓｉｄｉｎｅ

图５　相对分子质量均为４１４的三个化合物的结构式

Ｆｉｇ５　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ３ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗｉｔｈｍ／ｚｏｆ４１４
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