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HPLC-UV-ESI-MS n法分离鉴定葛根素原料药中 4种有关物质 
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Abstract:  A rapid, accurate and simple HPLC-UV-ESI-MSn method was developed for the separation and 

characterization of related impurities in puerarin bulk drug. The molecular structures and mechanism for the 

fragmentations of the related impurities were proposed by the MSn results obtained, and confirmed by  

ESI-FTICR-MS which provided accurate molecular formulations at high mass resolution. The molecular 

structures of the four related impurities are identified as 3'-hydoxypuerarin, genistin-8-C-glucoside, neopuerarin B 

and neopuerarin A on the basis of fragmentation mechanism and reference data.  
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葛根素（Puerarin）是由豆科植物野葛 Pueraria lobata（Willd．）Ohwi的干燥根中提取分离得到

的 8-β-D-葡萄吡喃糖-4′,7-二羟基异黄酮。当前，有关葛根素及其制剂引发药物不良反应病例屡有报

道，原因可能与其中的不明杂质有关。LTQ-FTICR-MS这种新的混合型质谱综合 LTQ 的稳定性、多

样性、MSn 能力和 FT 的高分辨、精确质量测定能力，可以在获得微量组分多级质谱碎片的同时对

其进行分子组成的测定。本工作采用 HPLC-UV-ESI-MSn法快速分离鉴定葛根素原料药中有关物质，

通过 MSn数据推断其结构，并使用高分辨质谱数据确证。  

1  实验部分 
1.1  主要仪器与试剂 

Surveyor LC Plus高效液相系统，线性离子阱-傅里叶变换离子回旋共振质谱仪（LTQ 

FTICR-MS）：美国 Finnigan公司产品，配有电喷雾离子源（ESI）及 Tune Plus 工作软件和 Xcalibur 

2.0.7数据处理系统。甲醇、乙腈和乙酸均为色谱纯；水为纯净水；葛根素对照品购于中检所；葛根

素原料药两批，由中国医学科学院药物研究所吴松研究员提供。 

1.2  分析条件与方法 

Agilent ZORBAX Eclipse® XDB C18色谱柱（250 mm×4.6 mm×5 µm）；流动相：水（用乙酸调

pH为 3.0）和乙腈，梯度洗脱；流速：1 mL⋅min－1；柱温：30 ℃；进样量：10 µL 或 20 µL；检测波

长：250 nm；分流比：7:3。ESI离子源，正离子检测模式；喷雾电压：3.5 kV；毛细管温度：275 ℃；
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鞘气（N2）流速：35 arb；辅助气（N2）流速：10 arb；扫尾气（N2）流速：3 arb；Tube Lens：110 V；

碰撞能量：35 V；扫描范围：100 ~ 800 u。 

将葛根素对照品和葛根素原料药的甲醇溶液分别以浓度为 0.1 g⋅L－1 和 2.0 g⋅L－1 注入

HPLC-ESI-LTQ-FTICR MS液质联用仪，采集并记录 UV 图和质谱图。 

 

2  结果与讨论 
2.1  HPLC-ESI-MSn分析 

从葛根素原料药（第Ⅰ批）的总离子流图（图 1）中可以明显观察到有关物质 S1、S2、S3 和

S4的[M＋H]＋峰，为两对同分异构体，葛根素的[M＋H]＋峰也是 m/z 417，S1、S2的[M＋H]＋峰比其

多 16 u，可能为葛根素的羟基化产物。通过分别对 m/z 433和 m/z 417的 MS2图谱进行中性丢失碎片

为 120 u的提取，可以观察到 4种有关物质都有显著的[M＋H－120]＋峰，提示它们都为碳苷类化合

物[1-2]。 

S1和 S2的 MS2、MS3 和 MS4谱图基本相同，主要都是在糖环上发生脱 H2O和脱 CH2O反应，

形成特征碎片离子 m/z 415、397、379、367、351、337、319、313、309、295、291、281、269、263

和 253；但是，在 MS5图谱中，S2的碎片离子 m/z 191比 S1的 m/z 175刚好多出 16 u，提示 S2的

羟基化位置在 A 环，而 S1在 B 环，且 S1中 m/z 337离子裂解产生了碎片离子 m/z 203和 161，进

一步证明了 S1的羟基化位置在 B 环，再根据二者的 UV 图特征和在反相色谱中的保留行为特征，

即可确定 S1为 3’-羟基葛根素，S2为染料木素-8-C-葡萄糖苷[1-2]。S3、S4与葛根素是同分异构体，

它们的 MSn数据及 UV 图谱基本相同，说明三者可能是相同母核，通过与文献数据比对[2]，并结合

其 UV 特征吸收峰以及在反相色谱中保留行为特征，确定 S3为新葛根素 B，S4为新葛根素 A。 

 

2.2  ESI-FTICR-MS 2分析 

由葛根素对照品和原料药的高分辨质谱数据可知，葛根素、S1、S2、S3和 S4的[M＋H]＋峰分

别为 m/z 417.117 95、433.112 95、433.112 92、417.118 01 和 417.118 01，经软件精确质量检索得其

元素组成分别为 C21H21O9（计算值为 417.118 01，误差为－0.14×10－6）、C21H21O10（计算值为 

433.112 92，误差为 0.06×10－6）、C21H21O10（计算值为 433.112 92，误差为 0）、C21H21O9（计算值

为 417.118 01，误差为 0）和 C21H21O9（计算值为 417.118 01，误差为 0），非常准确的得出葛根素及

其有关物质的分子组成，再根据高分辨二级质谱数据可以确定各主要碎片的分子组成，进而得出丢

失碎片的分子组成，为根据 LTQ-MSn数据推断化合物质谱裂解机制提供了准确可靠的信息。 
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