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摘要!采用高效液相色谱$紫外检测器$傅里叶变换离子回旋共振质谱"/̂ MD$SJ$RT,D[-F’-F6#技术获得

了葛根素及其有 关 物 质 的 -F6 和 /[-F数 据$分 析 其 可 能 的 裂 解 机 制$推 断 有 关 物 质 的 结 构$并 依 据

/[-F数据确证了有关物质及其部分碎片的分子 组 成$最 终 鉴 定 葛 根 素 原 料 药 中%种 有 关 物 质$其 准 分 子

离子峰(-g/)g 分别为2’M%’’>##!*+*%’’>##!*!*%#&>##)"#和%#&>##)"#$通过质谱裂解机制研究以

及与文献数据的对比$推测它们的结构分别为’+$羟 基 葛 根 素*染 料 木 素$)$"$葡 萄 糖 苷*新 葛 根 素Y和 新 葛

根素L%
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!!近年来!利用高效液相色谱$紫外检测器$傅

里叶变 换 离 子 回 旋 共 振 质 谱"/̂ MD$SJ$RT,$
D[-F#-F6$技 术 鉴 定 原 料 药 及 制 剂 中 的 有 关

物质结构%#$%&!已成 为 一 种 快 速’准 确’灵 敏 的 方

法!为药物的生产’贮存’运输及临床应用过程中

的质量安全控制提供了高效便捷的手段(由于

原料药是药物制剂产品的起始材料和主要成分!
对其进行有关物质的检测鉴定直接关系到后续

产品的质量安全!因此建立快速’准确的分析方

法 来 鉴 定 原 料 药 中 有 关 物 质 的 结 构 具 有 重 要

意义(
葛根素"G<EC2C36$是由豆科植物野葛A()+<

$+5$7,@$*$"P344U>$O953的 干 燥 根 中 提 取 分 离

得 到 的 )$!<>$葡 萄 吡 喃 糖$%k!&$二 羟 基 异 黄

酮%+&!结构示 于 图#(葛 根 素 具 有 扩 张 血 管’促

进血液循环’改善血液流变性等作用!在治疗心

脑血管疾病 方 面 具 有 广 泛 应 用%($&&(当 前!有 关

葛根素及其制剂引发药物不良反应的病例屡有

报道%)&!原因可能与其中的不明杂质有关(
线性离子阱"MT\$的灵敏度比三维离子阱

"MD\$提高 了#个 数 量 级!可 以 获 得 更 高 的 采

集速度’分辨 率 及 高 质 量 的 -F6 谱 图(傅 里 叶

变换离子 回 旋 共 振 质 谱"RT,D[$-F$具 有 灵 敏

度高"#"b#)1:4$!分 辨 率 高"在+"""""半 峰 宽

以上$!外 标 法 可 获 得 高 质 量 精 度"#!!&7)

7b#$!是目前世界上测量准确度和分辨率最高的

质谱(线性离子阱$傅里叶变换离子回旋共振质

谱"MT\$RT,D[$-F$综合MT\的稳定性’多样

性’-F6能 力 和RT的 高 分 辨’精 确 质 量 测 定 能

力%*&!可以在获得微量组分的多级质谱碎片的同

时对其进行分子组成的测定!所有工作在一次分

析中完成!为快速准确鉴定物质结构提供了技术

手 段(本 工 作 拟 采 用 /̂ MD$SJ$RT,D[-F#

-F6 方法快速分离鉴定葛根素原料药中有关物

质!通过 -F6 数据推断其结构!并使用高分辨质

谱数据确证其分子组成(

=!实验部分

=>=!仪器与材料

F<CXEI:CMD 4̂<=高 效 液 相 系 统*美 国

R3663726公司产品!配有 -F泵’自动进样 器 和

光电二极管 阵 列 检 测 器"̂NL$+线 性 离 子 阱$傅

里叶 变 换 离 子 回 旋 共 振 质 谱 仪*美 国R3663726
公 司 产 品!配 有 电 喷 雾 离 子 源"0F,$及 T<6E

图=!葛根素及其有关物质的结构和相对分子质量

L$6>=!M2.,’/3%’3/.,&)4/.#&’$Q.0(#.%3#&/

9.$62’,(*"3./&/$)&)4$’,/.#&’.4$0"3/$’$.,

4̂<=工作软件和‘?243V<C!>">&数据处理系统(
甲醇"农 残 级$’乙 腈"农 残 级$’乙 酸"分 析

级$*美 国 -24436?]C:UHY2]EC公 司 产 品+纯 净

水*杭州娃哈哈公司产品!使用前经">%+&1微

孔 滤 膜 过 滤+葛 根 素 对 照 品 "批 号*##"&+!$
!""+##$*中国药品生物制品检定所提供+两批葛

根素原料药!由中国医学科学院药物研究所吴松

研究员提供(

=>?!色谱条件

L734E6H公司QO[YL‘0?43G=E‘NYD#)色

谱柱"!+"11f%>(11f+&1$+流 动 相*水

"L!用乙酸调G/为’>"$和乙腈"Y$+梯度洗脱!
洗脱程序*"!+136!+c!#%c Y++!#"136!

#%c Y+#"!##136!#%c!#)c Y+##!!"
136!#)c!!!cY+流速#1M)136b#+柱温’"
d+进样量#"&M或!"&M+检测波长!+"61+分
流比为&l’(

=>@!质谱条件

0F,离子源!采 用 正 离 子 检 测 模 式+喷 雾 电

压’>+]J+毛 细 管 温 度!&+d+鞘 气"K!$流 速

’+2CV+辅助气"K!$流速#"2CV+扫尾气"K!$流

速’2CV+管状透镜*##"J+碰撞能量’+J+扫描

范围#""!)""<+扫描方式*MT\采用全扫描

方式 -F+ 扫描!且 -F! 采用数据相关扫描模式

对2#M%’’’%#&进 行 碰 撞 诱 导 解 离"D,N$全 扫

描!-F’!-F+ 则依次对上一级谱图中最强离子

峰进行D,N全 扫 描+RT采 用 全 扫 描 方 式 -F!

扫描!且 -F! 采用N2H2NEGE6UE6HF?26模式对
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2!M%’’"%#&进行D,N全扫描#

=>B!样品处理

精密称 取">#17葛 根 素 对 照 品$G<EC2C36
FHU%及!17第 一 批 葛 根 素 原 料 药$G<EC2C36
%%"!17第 二 批 葛 根 素 原 料 药$G<EC2C36(%&
分别用#1M甲 醇 溶 解&涡 旋 混 匀&过">%+&1
滤膜&待测#

?!结果与讨论

?>=!;DI:分析

将=>B项下的样品G<EC2C36FHU"G<EC2C36%
和G<EC2C36(分别注入F<CXEI:CMD 4̂<=高效

液相色谱仪&按=>?项的色谱条件测定#结果显

示&葛根素原料药中除主药外&还存在%种有关

物质&按 出 峰 顺 序 将 其 依 次 记 作F#"F!"F’和

F%&紫 外 图 谱 显 示F#和F!有 明 显 区 别&葛 根

素"F’和F%几乎没有区别&后三者可能为同 一

母核&示于图!#值 得 注 意 的 是&葛 根 素 化 学 对

照品中也含有这%种有关物质&只是含量低于原

料药&说明这些有关物质是葛根素中常见的较难

除去的杂质&提示其可能来源于药材的提取分离

过程中&由葛根素原药材引入#

?>?!;DI:AR-7A+-) 分析

按=>?"=>@项的分析条件&在MD流出组分

进入0F,源之前&采用三通进行分流&使得每分

钟仅有’""&M组分进入质谱仪&以保证充分的

离子 化 效 果#其 中G<EC2C36FHU是 以">#7’

Mb#的浓度进样#"&M&由MD$SJ图得知葛根素

的保留时 间 约 为*>+136#为 了 提 高 原 料 药 中

有关物质 的 检 测 灵 敏 度&将G<EC2C36%"(以!
7’Mb#的浓度进样!"&M&并在)>+!##>+136
区段把 MD流 出 的 高 浓 度 葛 根 素 组 分 切 换 至

P2=HE阀&以防其污染质量分析器#
葛根 素 原 料 药$第 % 批%的 总 离 子 流 图

$T,D%示于 图’&可 以 明 显 观 察 到F#"F!"F’和

F%的(-g/)g 峰 依 次 为2!M%’’"%’’"%#&和

%#&&是!对同分异构体&葛根素的(-g/)g 峰

也是2!M%#&&F#"F!的(-g/)g 峰 比 其 多#(
<&可 能 为 葛 根 素 的 羟 基 化 产 物#通 过 分 别 对

2!M%’’和%#&的 -F! 图谱进行中性丢失碎片

为#!"<的提取&可以观察到%种有关物质都有

显著的(-g/b#!")g 峰&提示它们都为碳苷类

化合物(’$%&#")&示于图%#葛根素原料药$第%批%
的 /̂ MD$-F6 数 据 列 于 表#&实 验 获 得 的 葛 根

素 -F#!-F+ 数 据 均 与 文 献(#")一 致&具 有 相

同的特征碎片离子2!M’**"’)#"’(’"’+#"’!#"

!*&和!(&&裂解行为相同&其机制不再赘述#

注*F#"F!"F’和F%为检测出来的有关物质

图?!葛根素对照品!&"和原料药!8#第!批"的;DI:AJK图谱

L$6>?!;DI:AJK%2/(0&’(6/&0(*"3./&/$),’&)4&/4!&"&)483#P4/36!8#8&’%2S(>="

+%#!第’期!!!!!!王鹏远等*/̂ MD$SJ$RT,D[-F!-F6 法分离鉴定葛根素原料药中%种有关物质



图@!葛根素原料药!第!批"的IMTA+-总离子流图!M7:"

L$6>@!IMTA+-’(’&#$()%3//.)’%2/(0&’(6/&0(*"3./&/$)83#P4/36!8&’%2S(>="

图B!葛根素原料药!第!批"的M7:图!&"及分别对!#"B@@!8"和

!#"B=G!%"的 +-? 图谱进行中性丢失碎片为=?U3的离子流提取图谱

L$6>B!M2.M7:%2/(0&’(6/&0!&"(*"3./&/$)83#P4/36!8&’%2S(>="&)4’2..V’/&%’.4$()%3//.)’

%2/(0&’(6/&0(*).3’/&#$(,,*/&60.)’=?U3*(/!#"B@@!8"&)4!#"B=G!%"

!!F#和F!的 -F!!-F’ 和 -F% 谱图基本 相

同"主 要 都 在 糖 环 上 发 生 脱 /!O 和 D/!O 反

应"形成 特 征 碎 片 离 子2#M%#+!’*&!’&*!’(&!

’+#!’’&!’#*!’#’!’"*!!*+!!*#!!)#!!(*!!(’
和!+’"其裂解 机 制 示 于 图+$但 是"在 -F% 图

谱中"F#出现特有的碎片离子2#M!"’和#(#"
且 -F+ 图 谱 中F#出 现 特 有 的 碎 片 离 子 2#M
#&+"F!出现特有的碎片离子2#M#*#和#(’"都
为异黄酮母核经过D环的[NL裂解 得 到 的 L
环残基"并进一步脱D!/!O和DO产生"其裂解

(%# 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第’#卷!



机制示于图(!其中F!的碎片离子2"M#*#比

F#的2"M#&+刚好多出#(<#提示F!的羟基化

位置在L环#而F#在Y环#且F#中2"M’’&离

子裂解产生碎片离子2"M!"’和#(##进一步证

明了F#的 羟 基 化 位 置 在Y环#再 根 据 二 者 的

SJ图特征和在反相色谱中的保留行为特征#F#
在!’#61和!))61处有最大吸收#而F!只在

!(#61处有最大吸收#且F#比F!先被洗脱出

来#与文献数据一致$’$%###$#!%#即可确定F#为’&$
羟基葛根素#F!为染料木素$)$"$葡萄糖苷!

表=!葛根素原料药!第!批"的;DI:A+-) 数据

M&8#.=!;DI:A+-)&)&#1,$,(*"3./&/$)83#P4/36!5&’%2S(>="

名称 保留时间"136 $-g/%g -F6 碎片离子"’2"M( 最大吸收波长"61

葛根素 *>+# %#&
-F!$%#&%)’**’#""(#’)#’!((#’(’’)(#’+#’’!(#

’!#’&(#!*&’!’(#!(&’">’(
!+"#’"+

-F’$’**%)’)#’#""(#’(’’!’(#’+#’*((#’!#’))(

-F%$’)#%)’(’’!)(#’+#’#""(#’!#’*#(

-F+$’+#%)!(&’#""(

F# &>&* %’’
-F!$%’’%)%#+’#""(#’*&’’!(#’&*’)(#’(&’’%(#

’+#’’(#’’&’)(#’#’’!#(#!*+’">’(#!(*’#%(
!’##!))

-F’$%#+%)’*&’()(#’&*’!"(#’(&’&#(#’+#’!(#

’’&’#""(#’#’’’(#!*+’+(

-F%$’’&%)’#*’&(#’"*’#""(#!)#’&(#!"’’#"(##(#’&(

-F+$’"*%)!*#’)"(#!)#’#""(#!(’’#+(#!+’’#%(#

#&+’%)(

F! #%>(# %’’
-F!$%’’%)%#+’#""(#’*&’!((#’&*’*(#’(&’’+(#

’+#’!(#’’&’#’(#’#’’!!(#!*+’((#!(*’#+(
!(#

-F’$%#+%)’*&’)’(#’&*’!"(#’(&’*)(#’+#’!(#

’’&’#""(#’#’’%(#!*+’%!(

-F%$’’&%)’#*’#(#’"*’#""(#!)#’+(

-F+$’"*%)!*#’%&(#!)#’#""(#!(’’*(#!+’’&*(#

#*#’+’(##(’’’(

F’ #+>!+ %#&
-F!$%#&%)’**’#""(#’)#’!%(#’(’’&(#’+#’’#(#

’!#’&(#!*&’!!(#!&*’">!(
!+"#’"%

-F’$’**%)’)#’)#(#’(’’!’(#’+#’**"#""(#

’!#’#"""*%(#(

-F%$’+#%)!(&’#""(

-F%$’!#%)!*’’#""(

-F+$!*’%)!&+’#""(

F% #(>’& %#&
-F!$%#&%)’**’#""(#’)#’!((#’(’’&(#’+#’’’(#

’!#’&(#!*&’!!(#!&*’">%(
!+"#’"%

-F’$’**%)’)#’)!(#’(’’!%(#’+#’**"#""(#

’!#’#"""*((#(

-F%$’+#%)!(&’#""(

-F%$’!#%)!*’’#""(

-F+$!*’%)!&+’#""(

!!!注)#(碎片离子2"M’+#和2"M’!#的强度都很高且相近#二者都曾以基峰出现过
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注!F#![#eO/"[!e/#F!![#e/"[!eO/

图E!有关物质-=!-?相同部分的裂解机制

L$6>E!M2.,&0."&/’(*R-7A+-)*/&60.)’0.%2&)$,0(*/.#&’.4$0"3/$’$.,-="-?

图F!有关物质-=!-?特征部分的裂解机制

L$6>F!M2.%2&/&%’./$,’$%"&/’(*R-7A+-)*/&60.)’0.%2&)$,0(*/.#&’.4$0"3/$’$.,-="-?

)%# 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第’#卷!



!!F’!F%与葛根素是同分异构体"它们的 -F6

数据基本相同"其裂解机制示于 图&"且 SJ图

谱基本相同"说明三者可能是相同母核#根据已

知的国内外文献$%"#’%"目前从葛根中鉴定出来的

相对分子质量为%#(<的同分异构体共有%种"
分别是葛根素!新葛根素!新葛根素L"新葛根素

Y"其中新葛根素在文献中没有可参考的 SJ数

据"而且其在反相色谱中紧接着主峰葛根素洗脱

出"而 新 葛 根 素 L 和 新 葛 根 素Y与F’!F%的

SJ特征吸收峰以及在反相色谱中的保留行 为

特征符合"它们都在!+"!’"%或’"+61处有最

大吸收"且新葛根 素Y先 于 新 葛 根 素 L被 洗 脱

出"故确定F’为新葛根素Y"F%为新葛根素L#

?>@!R-7ALM7:NA+-? 分析

RT,D[$-F相当于MT\的另一台高分辨!
高精度!高灵 敏 度 的 检 测 器"将MT\产 生 的 丰

富的 -F6 碎片离子进行精确分子质量测定"进

而确定其分子组成#葛根素对照品和原料药的

高分辨质谱 图 示 于 图)#从 图 中 可 知"葛 根 素!

F#!F!!F’和F%的准 分 子 离 子 峰$-g/%g 分

别为2&M%#&>##&*+!%’’>##!*+!%’’>##!*!!

%#&>##)"#和%#&>##)"#"经质谱精密质量检索

得其$-g/%g 的元素组成分别为D!#/!#O*’计

算 值 为%#&>##)"#"误 差 为b">#%f#"b((!

D!#/!#O#"’计算值为%’’>##!*!"误差为">"(f
#"b((!D!#/!#O#"’计算值为%’’>##!*!"误差为

"(!D!#/!#O*’计算值为%#&>##)"#"误差为"(
和D!#/!#O*’计算值为%#&>##)"#"误差为"("
非常准确的得出葛根素及其有关物质的分子组

成#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"为依据MT\$-F6 数据推断化合物的质谱裂

解机制提供了准确可靠的信息#葛根素原料药

’第%批(的0F,$RT,D[$-F6 数 据 及 各 碎 片 的

理论计算值和误差列于表!"有关物质F#的 浓

度很低"没有获得有效的二级高分辨质谱数据#
经计 算"所 有 碎 片 误 差 绝 对 值 的 平 均 值 仅 为

">+!f#"b("显 示 出 了RT,D[$-F测 定 精 确 分

子质量的独特能力#

图G!有关物质-@!-B"二者相同#的裂解机制

L$6>G!M2.R-7A+-*/&60.)’0.%2&)$,0(*/.#&’.4$0"3/$’$.,-@$-B"’2.’9(&/.’2.,&0.#
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图H!&>葛根素的一级高分辨质谱图!8>葛根素!""B=G离子的二级高分辨质谱图!%>-=的一级高分辨质谱图!

4>-?的一级高分辨质谱图!.>-?的!""B@@离子的二级高分辨质谱图!*>-@的一级高分辨质谱图!6>-@的

!""B=G离子的二级高分辨质谱图!2>-B的一级高分辨质谱图!$>-B的!""B=G离子的二级高分辨质谱图

L$6>H!&>;NA+-=,".%’/30(*"3./&/$)!8>;NA+-?,".%’/30(*"3./&/$)#+W;$W !""B=G!

%>;NA+-=,".%’/30(*-=!4>;NA+-=,".%’/30(*-?!.>;NA+-=,".%’/30(*-?#+W;$W !""B@@!

*>;NA+-=,".%’/30(*-@!6>;NA+-=,".%’/30(*-@#+W;$W !""B=G!2>;NA+-=,".%’/30(*-B!

$>;NA+-=,".%’/30(*-B#+W;$W !""B=G

表?!葛根素原料药%第!批&的R-7ALM7:NA+-) 数据

M&8#.?!R-7ALM7:NA+-)&)&#1,$,(*"3./&/$)83#P4/36%8&’%2S(>=&

名称 -F! 碎片离子!"2!M# 碎片离子组成 丢失碎片组成 计算值!"2!M# 误差!#"b(

葛根素 ’**>#")"( D!#/#*O) /!O ’**>#"&%% #>+%

’)#>"*&!" D!#/#&O& !/!O ’)#>"*()) ">)%

’(’>")(++ D!#/#+O( ’/!O ’(’>")(’# ">(+

’+#>")((% D!"/#+O( D/!Og!/!O ’+#>")(’# ">*’

’!#>"&+&# D#*/#’O+ !D/!Og!/!O ’!#>"&+&+ b">#!

!*&>"&+*’ D#&/#’O+ D%/)O% !*&>"&+&+ ">(#

F! %#+>#"!+# D!#/#*O* /!O %#+>#"!’( ">’(

’*&>"*!"# D!#/#&O) !/!O ’*&>"*#&* ">+%

’(&>")#!& D!"/#+O& D/!Og!/!O ’(&>")#!’ ">##

’’&>"&"*! D#*/#’O( !D/!Og!/!O ’’&>"&"(( ">&(

’#’>"&#"# D#&/#’O( D%/)O% ’#’>"&"(( #>#"

F’ ’**>#"&%) D!#/#*O) /!O ’**>#"&%% ">"*

’)#>"*&+’ D!#/#&O& !/!O ’)#>"*()) #>&#

’(’>")(!% D!#/#+O( ’/!O ’(’>")(’# b">!#

’+#>")+)! D!"/#+O( D/!Og!/!O ’+#>")(’# b#>%#

F% ’**>#"&#) D!#/#*O) /!O ’**>#"&%% b">((

’)#>"*()* D!#/#&O& !/!O ’)#>"*()) ">"’

’+#>")(#+ D!"/#+O( D/!Og!/!O ’+#>")(’# b">%&

!*&>"&+&) D#&/#’O+ D%/)O% !*&>"&+&+ ">#"
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@!结!论

有关葛根素原料药及其注射剂中有 关 物 质

的分离分析已有文献报道!但目前还没有对葛根

素原料药中%种有关物质同时进行快速准确的

鉴定!而且也没有文献报道过葛根素及其%种有

关物质的高分辨质谱数据以及’"$羟基葛根素#
染料木素$)$"$葡萄糖苷苷元部分的质谱裂解数

据和分析$张 璐 等%’&曾 报 道 采 用MD’-F技 术

对葛根素原料药及注射剂中的有关物质结构进

行初步鉴定!在*批原料药中有)批检出了%种

有关物质!但仅初步鉴定出!种物质结构!-F6

只做到异黄酮苷的糖环裂解部分!没有苷元的裂

解数据和分析!不能通过 -F6 数据确定苷元羟

基化位置!而且MD分析 时 间 长 达("136!本 方

法仅用!"136$Q9267等%%&报道了采用MD’-F
技术对葛根素注射液中有关物质的分析!虽然在

’+136内 分 离 出*种 有 关 物 质!并 且 根 据 文 献

数据鉴定出其中)种有关物质的结构(包含本文

中鉴定出的%种)!但没有高分辨质谱数据支持!
而且没有对葛根素原料药进行分析$本研究根

据MT\$-F获 得 的 丰 富 的 -F6 数 据 推 断 出%
种有关物质的质谱裂解机制!并且根据RT,D[$
-F获得的高分辨 -F6 数据为上述结构确定提

供准确依据!建立了快速#准确的鉴定葛根素原

料药中%种有关物质的方法!其结构确定为’"$
羟基葛根素#染料木素$)$"$葡萄糖苷#新葛根素

Y和新葛根素L!对于明确葛根素原料药的成分

组成和质量控制具有重要意义$
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