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关于赛默飞世尔科技
赛默飞世尔科技（纽约证交所代码：TMO）是科学服务领域的世界领导者。公司年销售额 170 亿美元，在 50 个国家拥有约

50,000 名员工。我们的使命是帮助客户使世界更健康、更清洁、更安全。我们的产品和服务帮助客户加速生命科学领域的研究、

解决在分析领域所遇到的复杂问题与挑战，促进医疗诊断发展、提高实验室生产力。借助于首要品牌 Thermo Scientific、Applied 

Biosystems、Invitrogen、Fisher Scientific 和 Unity Lab Services，我们将创新技术、便捷采购方案和实验室运营管理的整体解决方

案相结合，为客户、股东和员工创造价值。欲了解更多信息，请浏览公司网站：www.thermofisher.com

赛默飞世尔科技中国
赛默飞世尔科技进入中国发展已有 30 多年，在中国的总部设于上海，并在北京、广州、香港、台湾、成都、沈阳、西安、南京、

武汉、昆明等地设立了分公司，员工人数约 3700 名。我们的产品主要包括分析仪器、实验室设备、试剂、耗材和软件等，提供实

验室综合解决方案，为各行各业的客户服务。为了满足中国市场的需求，现有 8 家工厂分别在上海、北京和苏州运营。我们在全

国共设立了 6 个应用开发中心，将世界级的前沿技术和产品带给国内客户，并提供应 用开发与培训等多项服务；位于上海的中国

创新中心结合国内市场的需求和国外先进技术，研发适合中国的技术和产品；我们拥有遍布全国的维修服务网点和特别成立的中

国技术培训团队，在全国有超过 2000 名专业人员直接为客户提供服务。我们致力于帮助客户使世界更健康、更清洁、更安全。欲

了解更多信息，请登录网 站：www.thermofisher.com

Thermo ScientificTM 品牌下生命科学质谱（Life Science Mass Spectrometry）
前身为著名的质谱先驱－美国菲尼根（Finnigan）质谱仪制造商。从 1967 年成立至今的五十年来，Finnigan 质谱一直以无与伦比

的研究成果保持着质谱技术的世界领先地位，拥有最全的质谱产品线。Thermo ScientificTM 专利独有的 3 大质量分析器技术：可

以产生完美理论电场的共轭双曲面四极杆、可以用于定量定性的线性离子阱（LTQ）以及超高分辨的静电场轨道阱（Orbitrap）。

Thermo ScientificTM 色谱与质谱产品进入中国二十多年来，与改革开放中的中国一起成长壮大。在北京、上海、广州等多个地区设

有分支机构，发展并建立了以客户需要为中心的组织架构，业务内容覆盖中国大陆及香港地区，并拥有广大用户的积极认可与支持。

在环保、农业、公安、商检、石油、化工、地质、检疫、制药、卫生、核科学等领域与中国研究单位开展积极的科研合作。

服务科学 · 世界领先

                 赛默飞世尔科技
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1967 Finnigan 成立于美国加利福尼亚的 Palo Alto

1968 世界上第一台四极杆型 GC/MS ( Model 1015 ) 用于斯坦福大学

1971 世界上第一台智能 GC/MS/DS 用于美国环境保护局 ( EPA )

1976 历史上最成功的质谱仪，推出 4000 系列 GC/MS 和 INCOSTM MS 数据系统

1977 推出世界上第一台商品化 LC/MS

1978 发展了具有专利权的脉冲正负离子化学电离源；推出世界上第一台配备冷柱头进样器的定量毛细管 GC

1980  推出世界上第一台三重四极杆 MS/MS ( TSQ® ) 质谱仪

1981 MAT 公司是世界上著名的有机磁质谱仪和气体同位素质谱仪的生产厂商， Finnigan 与之合并并重新命名为 Finnigan   

 MAT 公司。生产高灵敏度、高准确度和高精密度的气体同位素比质谱仪 ( Model 251/261 )

1982 推出低价位、结构紧凑的 Delta 系列同位素比 MS

1983 推出获得专利权的离子阱 DetectorTM ( ITDTM  ) 和热喷雾 LC/MS 接口

1986 推出全数字化三重四极杆质谱仪 ( TSQ® 70 ) 和磁式质谱仪 ( MAT 90 )

1989 LDC/Milton Roy 被 Thermo Electron 收购；ESI 源作为 LC/MS 的接口用于 TSQ® 70 质谱仪

1990 Finnigan MAT 被 Thermo Electron 收购

1991 推出世界上第一台 MALDI/TOF ( LASERMATTM  )

1993 Spectra-Physics Analytical 被 Thermo Electron 收购

1995 Finnigan 推出 GCQTM 和 LCQTM 台式离子阱质谱仪；并推出 ELEMENT，高分辨的磁式 ICP/MS

1997 推出 TraceTM GC 和 GC/MS 多进样器 / 多检测器毛细管系统、AQATM 台式四极杆 LC/MS；推出全面兼容 MSn 数据系

 统的 XcaliburTM 质谱控制及数据处理软件

1999 推出 LCQTM DUO 和 LCQTM DECA 离子阱质谱仪；TRITON TI 同位素比 MS

2000 推出 TEMPUSTM 超快速 GC/TOF-MS；NEPTUNE 多接收器高分辨 ICP-MS 

 用于 LC/MSn 的 SurveyorTM HPLC；Polaris QTM EI/ CI GC/MS/MS

2001 推出世界上第一台高分辨、超小型的台式三重四极杆质谱仪 TSQ Quantum

2001 推出第三代离子阱质谱仪 LCQTM Advantage 和 LCQTM DECA XP

2002 推出世界上最小的液质联用仪 Surveyor-MSQ、更高灵敏度的 LCQTM DECA XP plus、最领先的第五代气质联用仪 Trace   

 DSQTM、超快速气相色谱 FastGC、Focus GC 和高通量蛋白质组学研究平台 ProteomeX

2003 推出线性离子阱 - 高分辨傅立叶回旋共振质谱 LTQ FTTM MS，可精测质量的高分辨三重四极杆质谱 TSQ Quantum   

 Ultra AM 和线性离子阱质谱 LTQTM

2004 推出单通道气质联用仪 Focus DSQ、第二代 Proteome X LTQ、TSQ Quantum Discovery MAX 和 vMALDI 源；推出  

 MSQ Plus 单级四极杆质谱系统；推出 LCQTM Advantage MAX 和 LCQTM DECA XP MAX

2005 推出结合了精确质量数测定和多级质谱功能的新一代仪器 LTQ Orbitrap，适合于超高要求的蛋白质组学和药物研究；推  

 出 LXQ 线性离子阱，推出 Focus PolarisQ 和新型高分辨磁质谱 DFS

2006 推出灵敏度更高的 Trace DSQTM Ⅱ和更高性价比的 TSQ Quantum Access

2007 推出 LCQ Fleet，结合 ETD 电子转移解离裂解源这一创新技术的 LTQ XLTM

2008 推出结合电子转移解离 ( ETD ) 和基质辅助激光解析电离 ( MALDI ) 能力的 LTQ OrbitrapTM 系列高分辨组合质谱

2011 推出世界首款商业化混合型四极杆静电场轨道阱质谱 Q Exactive

2013 推出世界首款商业化三合一 FusionTM TribridTM 质谱仪以及全新一代高性能三重四极杆液相质谱仪 TSQ Endura 和

 TSQ Quantiva

2014 推出专为常规分析应用而设计的 Q Exactive TM Focus 四极杆 Orbitrap 组合型质谱仪，确保系统的稳定运行和超高的分析  

 性能；推出 TSQ 8000TM Evo 三重四极杆 GC-MS/MS，提供高质量分析结果

2015 推出 Q Exactive™ GC Orbitrap™ GC-MS/MS 高分辨气质联用系统，以及全新一代 Orbitrap FusionTM LumosTM TribridTM

 三合一质谱仪

赛默飞生命科学质谱悠久的技术传统历史
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UltiMate® 3000 高效液相色谱系统的所有

模块均具有超高效液相兼容性，让所有使

用者获得最佳性能。UltiMate® 3000 系列

提供各类型输液泵，流速涵盖 20 nL/min

到 10 mL/min 范围。可根据需要选择自动

进样和检测器模块，为您的化学分析提供

全方位解决方案。

Q Exactive 系列超高分辨液质联用

系统将共轭双曲面的四极杆质量分

析器与具有超高分辨率和质量精度

的 Orbitrap 检测技术相结合，提供

正负切换扫描功能，优异定性和高

分辨定量能力。
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LTQ Orbitrap 系列超高分辨液质联用系统

使用赛默飞专利的线性离子阱及高分辨质

谱技术 Orbitrap，实现多级质谱，超高质

量精确度，分辨率，动态范围和灵敏度。

  客户服务热线：800 810 5118， 400 650 5118

质谱技术的创新者与领导者

赛默飞生命科学质谱
源于质谱先驱－美国菲尼根（Finnigan）质谱，拥有业内最为完整的质谱产品线。

我们非常愿意与您分享长达 50 年的科学质谱仪器的制造和使用经验，可以为您提

供临床检验和研究分析的完整解决方案。

Orbitrap FusionTM TribridTM 质谱仪集赛默飞独有

的共轭双曲面四极杆质量分析器、线性离子阱

质量分析器和超高分辨率的 Orbitrap 于一体，

具备了创新性的三合一质量分析器结构，能够

对复杂生物样品进行前所未有的深度分析。
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灵活多样的中药分析应用软件

Compound Discoverer 软件

Compound Discoverer 软件是智能的小分子化合物发现和鉴定

软件。研究人员使用该软件，可以方便的实现以下功能：

●  可根据预设的分类对不同条件下的样品进行分组和批量处理；

● 根据研究需要设定自定义的数据处理流程；

● 利用多种先进的处理技术：多重质量亏损过滤（MMDF）、

同位素过滤（IPF）、碎片离子检索（FISh Scoring）等功能

对预期和未知的有关物质进行提取分析；

● 在结果浏览中直观的获得不同条件下样品差异比对结果。

Mass Frontier 软件

Mass Frontier 是专业的结构解析软件。其含有小分子碎裂机理

的 Fragmentation LibraryTM 碎裂谱图库，该谱图库几乎涵盖了

所有已发表的文献。

● 谱图注解功能：利用 Fragmentation LibraryTM 碎裂谱图库，

加上软件所带的预测碎裂工具以及自动谱图注解功能，可对

不同碎片离子及其所对应的结构进行自动归属，从而帮助简

化中药成分质谱谱图数据的结构说明。

● 碎裂机理功能：利用 Fragments and Mechanisms 功能，可

以方便地得到各碎片的裂解途径，从而可对中药同类化合物

的质谱裂解规律进行研究。

● FISh 功能：Fragment Ion Search (FISh) 功能可以在成分复杂

的中药样品中寻找具有相似结构的成分，从而有助于在已知

化合物的基础上，鉴定出更多结构相似的未知化合物。

TraceFinder 软件

TraceFinder 是一款高通量的筛查定量软件，并集仪器控制、

方法编辑、数据采集、自动数据处理和报告于一体。

● 灵活选择保留时间、一级精确质量数、碎片离子信息、同位

素分布、数据库谱图比对等多重指标，进行目标成分的高通

量筛查。

● 建立管理数据库，通过数据对成分进行检索鉴定。

● 目标成分的高通量定量分析。
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集成多种数据处理功能 

模块化设计，可灵活 

组合的数据处理流程 

碎片离子搜索 

同位素分布匹配搜索 

质量亏损过滤 

同位素和加合离子自动归属 

… 

数据处理软件 
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TraceFinder 

数据处理软件 

筛查 

多重指标搜寻目标成分 

一级精确质量数 

保留时间 

碎片离子信息 

同位素分布匹配 

谱库检索 

谱图数据库 

定量 

数据定量分析 

建立管理数据库，通过数
据库对成分进行检索鉴定 
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中药及制剂中的化学成分表征

1. 中药及制剂中化学成分表征工作流程

2. 动物类中药斑蝥中斑蝥素类成分鉴定

3. 人参皂苷提取物中的化学成分鉴定

4. 葛根中含硫成分的快速发现鉴定

5. 葛根中丙二酰基葡萄糖苷不稳定结合物鉴定

6. 中药复方防己黄芪汤口服液中活性成分鉴定 

 

天然产物代谢

1. 天然产物代谢工作流程

2. 人尿样中乌头碱及其代谢产物鉴定

 

中药组学

1. 中药组学工作流程

2. 绿茶和红茶提取物的代谢组学分析

3. 中药目标类群成分发现、鉴定和中药组学研究策略：基于特征类群苯乙醇苷类成分的肉苁蓉品种区分

中药及保健品中非法添加筛查

1. 中药及保健品中非法添加筛查工作流程

2. 中药及保健品中非法添加的 5 型磷酸二酯酶抑制剂进行快速筛查、确证及定量分析

3. 中药及保健品中非法添加的降糖药进行同时鉴定、确证及定量分析

中药及天然产物定量

1. 中药及天然产物定量工作流程

2. 中药活性成分汉黄芩苷高分辨质谱定量

中药及天然产物分析部分发表文章列表

附录 

目录
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动物类中药斑蝥中斑蝥素类成分鉴定

关键词

Q Exactive，Mass Frontier，斑蝥，中药，Orbitrap

李晨 刘国强 赛默飞世尔科技（中国）有限公司

张毅 杨大坚 重庆市中药研究院

引言

中药是一个高度复杂的化学物质体系，其化学成分结构

复杂，结构相似的化合物多，一些低含量成分难以检测，为分

析工作带来诸多挑战。液相色谱质谱联用技术结合了液相色谱

对复杂样品的高分离能力，以及质谱高灵敏度、高选择性等优

点，近年来已被广泛用于中药成分分析。由于中药成分复杂，

因此要求质谱系统具有足够高的分辨率以区分质量数接近的成

分，从而可以提高中药成分的鉴定率；足够高且稳定的质量

精度，以保证成分鉴定结果的准确性；足够高的灵敏度和足

够宽的动态范围，以满足各种浓度水平中药成分的检测。基于

Orbitrap 静电场轨道阱技术的 Q Exactive 高分辨质谱系统，具

有分辨率高、质量精度高、灵敏度高、质量轴稳定性好、可快

速正负切换扫描等优点，可有效应对中药成分的复杂性问题。

动物类中药是中药的重要组成部分，但长久以来由于其缺

乏特异的次级代谢产物或专属性强的化学成分，为其研究工作

带来很多困难。斑蝥作为常用的动物类中药，具有攻毒蚀疽、

破血散结等作用，但目前其化学成分研究较少，仅分离得到 5

个斑蝥素类化合物。本文结合 Q Exactive 四极杆 - 静电场轨道

阱高分辨质谱及 Mass Frontier 结构鉴定软件，建立了中药成

分的高效快速鉴定流程，并应用该流程从斑蝥中鉴定出 21 个斑

蝥素类成分，其中 16 个成分为从斑蝥中新发现的成分，并首次

从斑蝥中发现了 3 个斑蝥素上酸酐的氧被二肽取代的化合物。

实验目的

建立基于 Q Exactive 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱

及 Mass Frontier 软件的中药成分分析流程，用以在中药复

杂成分样品中快速准确的寻找并鉴定具有相似结构的成分，

从而有助于发现新的天然产物。本文以中药斑蝥为例，应用

所建立流程对斑蝥中斑蝥素类成分进行高分辨质谱分析。

时间 (min) A（%） B（%）

0 90 5

20 85 35

24 40 45

27 10 70

47 10 90

48 90 100

实验方法

液相色谱方法

色谱系统：Thermo Scientific™ Dionex UltiMate 3000 液相色谱仪

色谱柱：Thermo Scientific™ Hypersil Gold (150×2.1mm, 3µm)

流动相：A 为水相：0.1% 甲酸水，B 为有机相：乙腈

梯度条件：

流速：0.3 mL/min，进样量：1µL，柱温：35℃
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图 1. 基于 Q Exactive 高分辨质谱及 Mass Frontier 软件的中药

成分鉴定流程

数据分析

Q Exactive 采集的数据文件由专业的结构鉴定软件 Mass 

Frontier 进行处理。Mass Frontier 含有小分子碎裂机理的

Fragmentation LibraryTM 碎裂谱图库，该谱图库几乎涵盖了所

有已发表的文献。利用 Fragmentation LibraryTM 碎裂谱图库，

加上软件所带的预测碎裂工具以及自动谱图注解功能，可对

不同碎片离子及其所对应的结构进行自动归属，从而帮助简

化中药成分质谱谱图数据的结构说明。利用 Mass Frontier 的

Fragments and Mechanisms 功能，可以方便地得到各碎片的

裂解途径，从而可对中药同类化合物的质谱裂解规律进行研究。

并且，Mass Frontier 的 Fragment Ion Search (FISh) 功能可以

在成分复杂的中药样品中寻找具有相似结构的成分，从而有助

于在已知化合物的基础上，鉴定出更多结构相似的未知化合物。

实验结果

由 Q Exactive 高分辨质谱与 Mass Frontier 结构鉴定软

件所构成的中药成分高效快速鉴定流程如图 1 所示。利用

Q Exactive 质谱系统进行数据采集，通过 MS 全扫描和 MS2

数据关联扫描，一次进样同时得到中药样品中各成分的 MS

和 MS2 的高分辨数据。然后采用 Mass Frontier 软件进行成

分结构的解析，并在已知成分的基础上，利用 FISh 功能以

同类成分的母核结构特征碎片寻找具有相似结构的成分。

图 2 为利用 Mass Frontier 软件对斑蝥素二级质谱碎片自

动归属的结果。从图中可看出，利用软件所带的预测碎裂工具

以及自动谱图注解功能，可以方便地解释斑蝥素质谱中各碎片

离子所对应的结构。同时利用 Mass Frontier 的 Fragments and 

Mechanisms 功能，可以方便地得到各碎片的裂解途径，从

而可对化合物的质谱裂解规律进行总结（如图 3、4 所示）。

样品制备

数据关联 MS/MS 扫描

（高分辨，精确质量数测定）

已知成分 未知成分

FlSh 功能（Mass Frontier）

以母核结构特征碎片搜索同

类成分

成分鉴定

• Fragments and Mechanisms 功能（Mass Frontier）

• Chemspider 等数据库

• 文献检索

成分鉴定结果 

离子源参数 扫描参数

离子化方式 HESI MS 分辨率 70,000 FWHM

喷雾电压 3 kV MS2 分辨率 17,500 FWHM

鞘气 40 arb 扫描范围 m/z 115-1000

辅助气 10 arb 裂解方式 HCD

离子源温度 350℃ 碰撞能量 35%

离子传输管温度 300℃ 扫描模式 Full scan+ dd-MS2

质谱条件

质谱系统：Thermo Scientific™ Q Exactive 四极杆 - 静电场轨

道阱高分辨质谱

参数设置：

图 2. Mass Frontier 自动归属斑蝥素质谱碎片所对应结构的界面
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图 3. Mass Frontier 界面中斑蝥素各碎片离子所对应的裂解途径
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图 4. 通过 Mass Frontier 软件总结出的斑蝥素质谱裂解途径

表 1. 中药斑蝥中斑蝥素类成分鉴定结果

表 1 为利用所建立流程从中药斑蝥中鉴定出的斑蝥素类

成分结果，共鉴定出 21 个成分，其中 16 个成分为从斑蝥中

新发现的成分（化合物 5-12，14-21）。在鉴定的成分中，首

次从斑蝥中发现了 3 个斑蝥素上酸酐的氧被二肽取代的化合物

编号 RT (min) 分子式 理论精确质量数 实测精确质量数
质量偏差
（ppm）

结构

1 4.50 C15H22O5N2 311.16015 311.15994 -0.67  
O

O

N

O

H2N

OH

O

2 4.56 C10H13O3N 196.09682 196.09680 -0.10  NH

O

O

O

3 5.40 C16H24O5N2 325.17580 325.17551 -0.89  
O

O

N

O

NH2

OH

O

4 6.00 C16H24O5N4 353.18195 353.18179 -0.45 

O

O

N

O

HN

OH

O

H2N

NH

5 7.21 C13H17NO6 284.11286 284.11282 -0.15 O

O

N

O

OH

O

HO

6 7.43 C14H18N2O6 311.12376 311.12366 -0.33 
O

O

N

O

OH

O

O NH2

（化合物 14、17、21）。所有成分质量精度均在 1 ppm 以内，

因此可以计算得到唯一的分子式，从而减小中药成分鉴定的工

作量，提高成分鉴定的准确率。
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7 7.78 C14H17NO7 312.10778 312.10770 -0.25 
O

O

N

O

OH

O

O OH

8 7.81 C15H20N2O6 325.13941 325.13937 -0.13 
O

O

N

O

OH

O

NH2

O

9 8.62 C12H15NO5 254.10230 254.10219 -0.43 O

O

N

O

OH

O

10 9.18 C14H19NO6 298.12851 298.12845 -0.21 O

O

N

O

OH

O

HO

11 9.24 C15H19NO7 326.12343 326.12347 0.13 
O

O

N

O

OH

O

OH

O

12 9.67 C13H17NO5 268.11795 268.11792 -0.11 O

O

N

O

OH

O

13 10.03 C10H12O4 197.08084 197.08084 0.03 O

O

O

O

14 14.05 C22H35O6N3 438.25986 438.25983 -0.07 O

O

N

O

NH2

HN

O

OH

O

15 17.23 C15H21NO5S 328.12132 328.12128 -0.12 
O

O

N

O

OH

O

S

16 17.63 C15H21NO5 296.14925 296.14902 -0.77 O

O

N

O

OH

O

17 18.39 C21H30O8N2 439.20749 439.20743 -0.14 

O

O

N

O

O

HO

HN

OH

O

O
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18 19.94 C21H22N2O5 383.16015 383.16003 -0.31 

O

O

N

O

OH

O

HN

19 20.66 C16H23NO5 310.16490 310.16467 -0.74 O

O

N

O

OH

O

20 21.34 C16H23NO5 310.16490 310.16479 -0.35 
O

O

N

O

OH

O

21 26.20 C22H34O6N2 423.24896 423.24863 -0.78 O

O

N

O

N
H

O

OH

O

结论

结合 Q Exactive 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱及

Mass Frontier 结构鉴定软件，建立了中药成分的高效快速鉴

定流程，简化了中药成分结构鉴定的工作，大大提高了中药

成分的发现和鉴定效率。通过一级全扫描、二级数据关联扫

描以及正负切换扫描，一次进样即可全面获得中药样品中各

成分的高分辨一级和二级质谱数据，并且采用高能碰撞诱导

解离（HCD）方式获得的二级质谱碎片信息更加丰富，有助

于得到中药成分更多的结构信息。Q Exactive 的超高分辨率

和高质量精度，提高了中药成分的鉴定率，保证了鉴定结果

的准确性。Mass Frontier 结构鉴定软件大大简化了中药成分

质谱数据的解析工作，其 FISh 功能可以在成分复杂的中药样

参考文献

1. 江励华等 , 斑蝥的研究进展 . 医药导报 , 2004, 23(6): 385-386.

2. Nakatani T, et al. Three novel cantharidin-related compounds 

from the Chinese blister beetle,Mylabris phalerata Pall. Chemical 

& pharmaceutical bulletin, 2004, 52(7): 807-809.

品中快速搜索到更多与已知化合物结构相似的未知化合物。

对斑蝥中斑蝥素类化合物进行鉴定，共鉴定出 21 个斑蝥素类

成分，其中 16 个成分为从斑蝥中新发现的成分，并首次从

斑蝥中发现了 3 个斑蝥素上酸酐的氧被二肽取代的化合物。

本文所建立的流程结合了 Q Exactive 硬件及 Mass Frontier 软

件的优势，有助于从中药中高效准确的发现并鉴定新成分。

注：阴影标识的化合物为从斑蝥中新发现的成分
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人参皂苷提取物化学成分鉴定

关键词

人参皂苷；中药；Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨道阱

串联高分辨质谱

摘要

建立了同时鉴定人参提取物中多种皂苷类化合物的反相超

高效液相色谱 -四极杆静电场轨道阱高分辨质谱（UHPLC-MS）

的分析方法。通过 Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨道阱串联

高分辨质谱所提供的超高质量精度的一级和二级质谱图，并结

合运用数据处理软件 Mass FrontierTM 对数据进行辅助解析，

从人参提取物中共鉴定 24 种达玛烷型人参皂苷。

引言

人参为五加科植物人参（Panax ginseng C. A, Mey.）的干

燥根，是珍贵的中药材，在我国药用历史悠久，主要产于我国

吉林的长白山等地区。具有滋补、强壮、抗疲劳、抗肿瘤等多

方面的生理和药理活性。人参中含有非常丰富的化学成分，包

括皂苷类、糖类、挥发性成分、有机酸及其酯、蛋白质、甾醇

及其苷、木质素、黄酮类等成分。其中主要有效成分为人参皂

苷。因此，对人参皂苷进行全面的分析对建立皂苷的指纹图谱

和评价人参质量具有重要的意义。

本文采用超高效液相 - 四极杆静电场轨道阱高分辨质谱联

用技术对人参皂苷乙醇提取物的化学成分进行了全面的分析。

本实验在优化的液质条件下，采用一级全扫描 + 数据依赖自

动触发二级质谱扫描（Full scan+ddms2）模式，根据仪器所

采集的精确分子量，在 1 ppm 的质量偏差范围内拟合出唯一

可能的元素组成，再结合高质量精度的二级质谱碎片和结构解

析辅助软件 Mass FrontierTM 对各个化合物进行了碎片结构归

属，确保了实验结果的准确性。运用此方法，从人参提取物中

共鉴定了 24 个皂苷成分。

侯朋艺 明红

赛默飞世尔科技（中国）有限公司

流速：0.3 mL/min，进样量：10 µL，柱温为 35℃

1. 实验方法

1.1 试剂与样品制备

甲醇、乙醇、乙腈、二甲基亚砜（色谱纯，美国 Fisher 

Scientific）、乙酸铵（色谱纯，Merck）；取人参乙醇提取物适量，

用甲醇溶解后，经 0.22 µm 微孔滤膜过滤，直接进样分析。

1.2 液相色谱条件

仪器：Thermo Scientific™Dionex UltiMate 3000 液相色谱仪

色谱柱：Thermo Scientific™Syncronis C18 (150 × 2.1 mm, 3 µm)

流动相：A 为水相 5 mM 乙酸铵 - 水溶液，B 为有机相乙腈

时间 (min) A（%） B（%）

0 80 20

2 80 20

40 50 50

60 5 95

60.1 80 20

65 80 20

1.3 质谱条件

仪器：Thermo Scientific™Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨

道阱串联高分辨质谱仪

质谱参数：HESI Spray voltage: +3.5 kV/-3.2 kV; Sheath Gas 

Pressure: 35 arb; Aux Gas Pressure: 10 arb; Capillary Temp: 

320 ℃ ; Heater Temp: 350 ℃ ; Scan mode: Full MS (Resolution 

70,000) and dd-MS2 (Resolution 17,500，NCE 30 ~ 80); Scan 

range: m/z 120 ~ 1800。
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2. 实验结果

图 1 为样品在正负切换扫描模式下的总离子流色谱图（TIC）。

化合物 1 和 14 的一级质谱图如图 2 所示。化合物 1 在 

tR = 11.07 min 处，负离子模式下可见 [M–H]– m/z 945.54230 

和 [M–H+CH3COOH]– m/z 1005.56366。准分子离子峰 [M–

H]– 实测值与理论值 [C48H82O18 –H]– m/z 945.54283 的偏差

为 – 0.572 ppm；准分子离子峰 [M–H+CH3COOH]– 实测值与

理论值 [C48H82O18–H+CH3COOH]– m/z 1005.56397 的偏差为 

–0.307 ppm，可知其分子式为 C48H82O18。化合物 14 在 tR = 

26.51 min 处，负离子模式下可见 [M–H]– m/z 945.54242 和 [M–

H+CH3COOH]– m/z 1005.56348。准分子离子峰 [M–H]– 实测

值与理论值 [C48H82O18 − H] − m/z 945.54284 的偏差为 –0.443 

ppm；准分子离子峰 [M–H+CH3COOH]– 实测值与理论值

[C48H82O18–H+CH3COOH]– m/z 1005.56397 的偏差为 –0.489 

ppm 可知其分子式为 C48H82O18。由上述结果可知，化合物 1 

和 14 具有相同的分子式，互为同分异构体。

如图 3a 所示，负离子模式下，化合物 1[M–H]– m/z 

945.54230 的二级质谱图可见其主要的碎片离子为丢失一分

子葡萄糖所得的 m/z 783.49243，进一步丢失一分子鼠李糖

所得的 m/z 637.43384，进一步丢失一分子葡萄糖所得的 m/

z 475.38110，以及一分子葡萄糖的碎片 m/z 161.04439。由

RT: 0.00 - 65.01
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图 1. 正负切换扫描模式下的总离子流色谱图

图 2. 化合物 1 和 14 负离子模式一级质谱图

图 3. 化合物 1 和 14 的二级质谱图
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二级质谱裂解特征结合文献查阅结果，推测化合物 1 为人参

皂苷 Re。如图 3b 所示，化合物 4 负离子模式下，[M–H]– m/

z 945.54242 的二级质谱图可见其主要的碎片离子为丢失一分

子葡萄糖所得的 m/z 783.49084，进一步丢失一分子葡萄糖

所得的 m/z 621.43738，进一步丢失苷元上的侧链所得的 m/z 

537.34253，丢失三分子葡萄糖所得的碎片 m/z 459.38452，

以及一分子葡萄糖的碎片 m/z 161.04448。由二级质谱裂解特

征结合文献查阅结果，推测化合物 6 为人参皂苷 Rd。化合物 

14 与化合物 1 互为同分异构体，区别在于化合物 1 为原人参

三醇型皂苷，结构上连接两分子葡萄糖和一分子鼠李糖；而化

合物 14 为原人参二醇型皂苷，结构上连接三分子葡萄糖，故

可根据丢失鼠李糖的碎片将二者区分开来。

Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨道阱串联高分辨质谱在

获得超高质量精度的一级质谱图的同时，亦能同时获得超高

质量的二级谱图，由二级碎片的精确质量数可以准确拟合其

碎片的化学式。Mass FrontierTM 软件含有小分子碎裂机理的 

Fragmentation LibraryTM 碎裂谱图库，该谱图库几乎涵盖了所

有已发表的文献。利用 Fragmentation LibraryTM 碎裂谱图库，

加上软件所带的预测碎裂工具以及自动谱图注解功能，可对不

同碎片离子及其所对应的结构进行自动归属，从而帮助进行化

合物结构解析。其自动归属化合物碎片的拷屏见图 4。

图 4 运用 Mass Frontier 软件对化合物 1 的二级碎片进行归属图
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图 5. 化合物 1 ～ 24 结构图

利用 Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨道阱串联高分辨质

谱对样品中各个色谱峰进行了精确分子量测定，并在 1 ppm 

的质量偏差范围内拟合出唯一可能的元素组成，再结合二级质

谱的碎片裂解规律和数据库的筛查，在人参提取物样品中共鉴

定出 24 个主要皂苷成分，其结构和主要的碎片离子分别如图 

5 和表 1 所示。
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表 1. 人参提取物样品中鉴定出的 24 个化合物

Peak No. tR (min) [M–H]–m/z Formula Delta (ppm) Proposed Constituent

1 11.07 945.5423 C48H82O18 –0.57 人参皂苷 Re

2 19.20 799.4847 C42H72O14 –0.29 人参皂苷 Rg1

3 19.76 799.4853 C42H72O14 0.46 人参皂苷 Rf

4 21.59 1209.6265 C58H98O26 –0.71 人参皂苷 Ra2

5 22.03 1107.5957 C54H92O23 0.03 人参皂苷 Rb1

6 22.05 783.4894 C42H72O13 –0.79 20 (S)- 人参皂苷 Rg2

7 22.53 783.4893 C42H72O13 –0.91 20 (R)- 人参皂苷 Rg2

8 22.53 637.4321 C36H62O9 –0.01 20 (S)- 人参皂苷 Rh1

9 23.03 1209.6270 C58H98O26 –0.29 人参皂苷 Ra1

10 23.12 1077.5847 C53H90O22 –0.37 人参皂苷 20 (S)-Rc

11 23.39 637.4321 C36H62O9 –0.01 20 (R)- 人参皂苷 Rh1

12 24.13 1077.5848 C53H90O22 –0.28 人参皂苷 20 (R)-Rc

13 24.47 1077.5852 C53H90O22 0.10 人参皂苷 Rb2

14 26.51 945.5424 C48H82O18 –0.46 人参皂苷 Rd

15 26.62 1119.5957 C55H92O23 0.03 人参皂苷 Rs2

16 27.60 1119.5967 C55H92O23 0.93 人参皂苷 Rs1

17 37.89 783.4893 C42H72O13 –0.91 20 (S)- 人参皂苷 Rg3

18 38.60 783.4897 C42H72O13 –0.40 20 (R)- 人参皂苷 Rg3

19 47.02 621.4370 C36H62O8 –0.31 20 (S)- 人参皂苷 Rh2

20 48.04 621.4367 C36H62O8 –0.79 20 (R)- 人参皂苷 Rh2

21 48.61 475.3793 C30H52O4 0.04 20 (S)- 原人参三醇

22 49.21 475.3794 C30H52O4 0.25 20 (R)- 原人参三醇

23 59.04 459.3845 C30H52O3 0.29 20 (S)- 原人参二醇

24 59.68 459.3848 C30H52O3 0.94 20 (R)- 原人参二醇

3 结论

3.1 Thermo Scientific Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨道阱串

联高分辨质谱将高性能四极杆的母离子选择性与高分辨的准确

质量数（HR/AM）Orbitrap 检测技术相结合，提供优异性能和

出色多功能性。其具有快速扫描和多重检测能力，是一种可提

供快速色谱分离技术的优秀检测器。静电场轨道阱高分辨质谱

能够实现只进样一针，即可同时获得正负离子模式下的色谱图，

且能保证良好的质量精度，质量偏差小于 1 ppm，能准确的预

测元素组成，其 MS/MS 数据的超凡品质提供更加可靠的化合

物定性和定量检测。

3.2 Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨道阱串联高分辨质谱在

二级质谱图中依然能保证良好的质量精度，运用二级质谱获得

的碎片信息，结合结构解析软件 Mass FrontierTM 帮助解析化

合物结构，提高工作效率，可得到更可靠的结果。

3.3 通过 Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨道阱串联高分辨质

谱，在人参提取物中共鉴定出 24 个皂苷成分。
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概述

目标：示范如何使用精细同位素模式筛选法和超高分辨质谱数

据来准确筛查传统中草药中的硫化物

方法：使用Thermo ScientificTM LTQ Orbitrap 高分辨质谱仪进

行数据采集。MS 数据处理使用 Thermo ScientificTM Compound 

DiscovererTM 软件进行。

结论：本文成功地利用Orbitrap质谱超高分辨率分离精细同

位素模式的筛查方法，根据 34S 与 13C2+
18O 同位素之间低至 

0.00981 amu 的精细质量之差实现分析了葛根类物质中的十

二种主要含硫衍生物。对其中十一种衍生物根据其 HRMSn 数

据进行了初步鉴定，同时对影响筛查结果准确性的因素进行了

评估。

实验方法

样品制备

将粉末样品 （40 目，0.2 g 野葛 （YG，Pueraria lobata （Wild）

根部）Ohwi），0.1 g 葛根芩连片剂和愈风宁心片剂，0.8 g 粉

葛（FG， Pueraria thomsonii Benth 根部）分别用 30 mL 30% 乙

醇超声提取 30 分钟，过滤。

液相色谱

色谱分离使用 Thermo ScientificTM UltiMate 3000 二元 RSLC 

系统进行，该系统配有二元溶剂泵、自动进样器、和二极管阵

列检测器（DAD）。分离使用的色谱柱是 Zorbax Eclipse Plus 

C18柱（100×2.1 mm，1.8 µm），柱温设定为 35 ˚C，流速

为 0.5 mL/min。流动相分别为含 0.1% 甲酸的水相 （A）和含 

0.1% 甲酸的乙腈。

葛根中含硫成分的快速发现鉴定

周哲 赛默飞世尔科技（中国）有限公司

杨敏 中国科学院上海药物研究所

P
N

 64417_C
_LC

M
S

M
S

_201604Y

质谱分析

样品分析使用 LTQ Orbitrap 质谱仪 （图 1）， 借助 HESI-Ⅱ 

喷头在负离子模式下进行。离子源参数：加热温度，300 ˚C；

毛细管温度，350 ˚C； 喷雾电压，3.2 kV；鞘气流速，45 单

位； 辅气流速，5 单位。分辨率设置为：全扫模式下 100,000 

FWHM，数据依赖 MSn （DDA）模式下 30,000 FWHM。扫

描范围为150 至 1400 amu，DDA 采集的隔离窗口宽度为 2 

amu，碰撞能 40%。

时间 (min) A（%） B（%）

0 91 9

9.5 91 9

25.5 83.5 16.5

33 77 23

44 46 54

45 0 100

50 0 100

50.1 91 9

60 91 9

图 1. LTQ Orbitrap 质谱仪
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图 2. Compound Discoverer 软件的同位素模式筛查界面

图 4. 传统工作流程与 FIP 筛查工作流程

图3. 不同分辨率下A2的变化情况

数据分析

数据分析和含硫衍生物相关谱峰的检测使用 Thermo ScientificTM 

Compound DiscovererTM 软件进行，选用芍药苷亚硫酸酯

（paeoniflorin sulfonate），分子式为 C23H28O13S （图 2），作

为参考标品。整个工作流程中设置了多个节点，以便分别优化

会影响筛查结果精确性的各个因子。

分析结果

在高分辨率下分离不同同位素分布模式

由于含氯、含溴化合物的同位素分布模式极具特异性，同位素

分布模式筛查方法经常用于这些化合物的分析。而含硫化合物

的 34S 离子会受到13C2+
18O同位素离子的影响，故很少会被作

为同位素分布模式筛查方法的分析对象，因为分辨率通常达不

到分析要求，会产生大量假阳性结果。幸而随着质谱技术的发

展，质谱仪的分辨能力也在不断提高，现在已经能够分离分子

量非常接近的等分子量化合物，也能够解析小分子化合物的精

细同位素分布模式。以 C25H24O15S 为例，图 3 展示了随着分

辨率从30K 提高到100K时 A2 是如何从单一的宽峰变成了清晰

可见的两个相邻谱峰。分辨率的提高绝对增强了该算法的谱峰

识别能力，使得直接提取 34S 信息成为可能。

含硫衍生物的结构表征

根据 HRMSn 谱图，C25H23O15S 应该具有大豆苷的母核结构（图 

4）, m/z 253.0505 的谱峰显示应该有O-糖苷结构存在。此外，

它还含有琥珀酰基，应该很容易脱羧产生 CO2。 m/z 551.0867 

谱峰产生了两个不同的子离子， m/z 253.0505（C15H9O4）和 

297.0283（C9H13O9S）。前者为醣体而后者应为糖苷基团。磺

酰基显然是与糖苷相连。因此 C25H23O15S 应该是 O-磺酰基-琥

珀酰基-大豆苷。

含硫衍生物搜索

传统的化合物鉴定工作流程中并没有非常有效的含硫衍生物

筛查方法。通常需要费时费力地人工从复杂的质谱信号中将

它们挑拣出来，有时结果可能还非常令人困惑：即便质量精

度已经高达 1 ppm，还是会有无数可能的分子式。不过，现

在在 Orbitrap 技术能够提供的超高分辨率质谱数据基础上，

精细同位素分布模式（FIP）筛查法已经可以用于筛选含硫化

合物对应的谱峰并规定偏差范围（若看重精确度，可将质量

偏差范围设为 5 ppm，若希望得到最全面的结果，可将峰高

偏差范围设为 60%）。经 FIP 筛选过的数据中可以得到相当

可靠的含硫化合物谱峰。甚至可以通过精细的同位素峰比值

计算出含硫原子的个数，排除掉绝大部分假阳性结果，得到

更准确的分析结果。以 595.07672 m/z 为例， 34S 的峰高比

例为 4.6% 而 13C2+
18O 为 6.2%，因此唯一可能的元素组成应

为：C25H23O15S。
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图 6. 检测出的含硫衍生物的可能结构

图 8. 不同质量偏差下 FIP 筛查结果比较

图 7. 不同质量分辨率下 FIP 筛查结果比较
图5. C25H23O15S 的HRMSn 谱图

本研究进一步根据 HRMSn 数据对其中十一种含硫衍生物进行

了初步鉴定（图 5），通过检测这十一种衍生物的成分，我们

可以对葛根和粉葛产品中的硫化物进行了评估。

随着质量偏差窗口设置从 15 缩窄至 5 ppm，假阳性结果也显著

减少。这意味着准确的筛查结果需要在质量偏差小于 5 ppm 时

才能得到。不然真正的含硫化合物谱峰就会淹没在浩如烟海的

干扰峰之中。

影响因素

无论是进行 MS 数据采集，还是初步筛查中，分辨能力都对最

终结果的质量准确度至关重要。我们在两种分析中都评估了分

辨率和质量准确度的重要性。

图 6A 显示了在通常普遍使用的 30K 分辨率下的分析情况，可

见大量的假阳性结果。将分辨率提高到 60K 虽然显著减少了

假阳性结果的数量，但是仍无法精确检测到含硫化合物对应的

谱峰（图 6B）。而在分辨率达到 100K 后，A2 
34S 与 A2 

13C2 

+18O 的谱峰终于实现了彻底分离，得到了完美的筛查结果（

图 6C），这也就意味着 34S FIP 筛查在分辨率达不到 60K 以

上时只能形同摆设。
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结论

随着质谱分析技术的不断发展，质谱仪分析能力不断提高，

质量分辨能力也在一路突飞猛进。如今，质谱仪已经能够

进行精细地同位素分布模式测定。本文建立了一个能够区分 

34S、13C2+
18O 的同位素分布模式的创新型分析方法，并成功

地应用于葛根硫化物的鉴定。比较分析的结果显示，超高分

辨率、高质量准确度、和新颖的 FIP 算法是本方法的三大关

键因素。

此外，本创新型 FIP 方法不仅仅适用于含硫化合物的鉴定，同

样也适用于其他元素，如 15N 及 18O 的分析并适用于多种应用

场景，如：

a） 从传统中草药中发现、鉴定出含有特定元素的天然产物

b） 在复杂生物基质中筛查药物代谢产物

c） 在复杂的从头分析中进行确定性地元素分析
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葛根中丙二酰基葡萄糖苷不稳定
结合物鉴定

关键词

 Ion mapping；丙二酸酯；静电场轨道阱；高分辨质谱；葛根

1. 引言

丙二酸酯是一种在人参和大豆中常见的酰化物，在丙二酰

辅酶 A 的催化作用下，由丙二酸衍生而成。除了生理学作用外，

丙二酰基类人参皂苷和异黄酮糖苷还常被用来评估人参和大豆

不同种类和形态的组分。

葛根作为一种传统中药，有解肌退热，透疹，生津止渴，

升阳止泻之功。被广泛用于表证发热，项背强痛，麻疹不透，

热病口渴，阴虚消渴，热泻热痢，脾虚泄泻。作为一种富含

异黄酮的豆科中药，除了 O- 糖苷，其主要成分还有丰富的 C-

糖苷。而其丙二酰结合物往往含量低，且在 ESI 负离子模式下

不稳定，故目前仅有关于丙二酰大豆苷及染料木素的文献报道。

为了更好的分析和表征葛根中的丙二酰基结合物，本研究

采用了一种基于线性离子阱 - 静电场轨道阱高分辨串联质谱的

扫描方式：Ion mapping 中性丢失扫描，结合带有动态排除的

母离子列表数据依赖多级质谱扫描，可以有效的检测到葛根中

微量的丙二酸酯类衍生物。

2. 实验条件

2.1  液相色谱条件：  

仪器：  Thermo Scientific™ UltiMate 3000 超高效液相色谱仪

色谱柱：Zorbax Eclipse Plus C18 (100×2.1mm, 1.8 µm)

流动相：A 为水相 0.1% 甲酸水，B 为有机相乙腈

梯度条件：

2.2  质谱条件

仪器：Thermo Scientific™ LTQ Orbitrap 线性离子阱 - 静电场

轨道阱组合式多级高分辨质谱。

1) 母离子列表数据依赖触发多级：LC-MS

质谱扫描参数：全扫描范围 110-1200 m/z，分辨率 60,000 

FWHM；正离子 CID 碰撞能量 25%（MS2）、35%（MS3、

MS4），负离子 CID 碰撞能量 40%；动态排除参数：repeat 

count 2, repeat duration 10 s, exclusion list size 50, exclusion 

duration 10 s。

HESI 离子源参数：Spray Voltage +3.5 KV、–3.2 KV; Sheath 

Gas Pressure: 45 arb; Aux Gas Pressure: 5 arb; Capillary 

Temp: 320 ℃ ; Heater Temp: 350 ℃。

2) Ion mapping：Infusion-MS

扫描范围 400-700 m/z；直接进样 3 µL/min；母离子步进

值：1.0 Da；隔离宽度：2.0 Da，正离子模式，CID 碰撞能量 

25%，中性丢失 86、218 和 248 Da（图 1）

HESI 离 子 源 参 数：Spray Voltage +3.5 KV; Sheath Gas 

Pressure: 6 arb; Aux Gas Pressure: 1 arb; Capillary Temp: 

320℃ ; Heater Temp: 60℃。

杨敏 1，周哲 2   
1 中国科学院上海药物研究所，上海中药现代化研究中心
2 赛默飞世尔科技（中国）有限公司

流速 0.5 mL/min，进样量：10 µL，柱温为 35℃

时间 (min) A（%） B（%）

0 91 9

9.5 91 9

25.5 83.5 16.5

33 77 23

44 46 54

45 0 100

55 0 100
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2.3  样品制备

取样品粉末（40 目，0.8 g），加 10 mL 甲醇超声提取 20 

分钟，离心后取上清液蒸发至干，取 1 mL 甲醇复溶后过滤进样。

3. 结果

3.1 Ion mapping 扫描具有特定中性丢失母离子

选择 86、218（86+132）、248（86+162）作为目标中

性丢失，获取丙二酰基，木糖 / 芹菜糖基，葡萄糖基相关信

息。由图 2 三维图中可知不同的母离子及相应子离子和响应强

度信息，通过输入中性丢失值，可以获得对应母离子质谱图，

因为葛根素 m/z 为 417，且大于 700 未见明显母离子，故扫

描范围从 450 至 700 m/z。由 Ion mapping 扫描可知能够产

生上述三个中性丢失的离子为：m/z 503、513、517、519、

525、531、533、541、543、547、579、615 和 665。

图 1. Ion mapping 扫描原理

图 2. Ion mapping 获得特定中性丢失谱图

3.2 带有动态排除（DE）的母离子列表（PL）数据依赖

（DDA）多级质谱扫描

数据依赖可在一针进样内从全扫描数据中选择符合要求的

离子进行多级碎裂，通过导入由 Ion mapping 获得的特定母离

子，结合动态排除，可以有效的提高特征谱图采集率。
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图 3. 采用 (B, D) 与不采用 (A, C)PL+DE 扫描获得的中性丢失

提取离子流图比对

图 3 为两种葛根样品中性丢失 86 提取离子流图，由红框

部分可见，采用母离子列表（PL）和动态排除（DE）可采集

到传统方法可能会丢失的组分。传统方法仅能鉴定 20 个相关

组分，而采用本研究方法可以采集到 66 个相关组分的多级质

谱信息（表 1），有效谱图采集率比传统方法显著提升。
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图 4. m/z 503.1190、517.1348、519.1138、531.1122、

533.1296、547.1448 及 665.1697 提取离子流图和总离子流图

    在上述方式采集到的数据中，用高分辨母离子数据m/z 

503.1190、517.1348、519.1138、531.1122、533.1296、

547.1448 和 665.1697 进行提取离子流分析（图 4），共获得 

66 个组分，大部分丙二酸酯由葛根中的糖苷衍生而成。
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YG1: Gegen sample 1; YR: Reference drug of Gegen; N: 

Normal method; PL+DE: Combined use of PL and DE; 

√ : MS/MS spectra were triggered; 

* Malonyl conjugates.

No. m/z tR

YG1 YR
No. m/z tR

YG1 YR

N PL+DE N PL+DE N PL+DE N PL+DE

4* 503.1190 12.45 √ √ 28* 533.1296 22.10 √ √

17* 17.90 √ √ √ 31 22.91 √

23* 20.11 √ √ √ √ 32 23.26 √ √

26* 21.37 √ √ 39* 25.94 √ √ √ √

36* 24.25 √ √ √ √ 46* 27.36 √ √

42* 26.45 √ √ √ 47* 27.78 √ √

27 517.1348 21.94 √ √ 48* 28.03 √ √

45 27.21 √ √ 53* 31.47 √ √

50* 29.78 √ √ 59* 33.52 √

51 30.15 √ 60* 33.78 √

58* 33.27 √ √ √ 66* 37.55 √ √ √ √

62* 34.97 √ √ √ √ 29 547.1448 22.33 √ √

64* 35.56 √ √ √ 35 24.11 √ √

2* 519.1138 6.23 √ √ 38 25.29 √ √ √ √

6* 12.22 √ √ 41 26.25 √ √ √

11* 14.57 √ 43 26.61 √

22* 19.58 √ √ √ 52* 31.40 √ √

37* 24.55 √ √ 54* 32.04 √ √

44* 26.76 √ √ 56 32.39 √ √

49* 29.59 √ √ √ √ 57 32.59 √ √

20 531.1122 19.40 √ 63* 35.28 √ √

34 23.71 √ √ 65* 36.29 √ √ √

55 32.12 √ √ 1* 665.1697 5.68 √ √

61* 34.16 √ √ 3* 10.92 √

7 533.1296 12.56 √ √ 5* 11.51 √ √ √

10 14.41 √ √ √ 8 12.86 √

13* 15.12 √ √ 9* 13.96 √

16 17.59 √ √ 12* 14.74 √ √ √

18 17.98 √ 14* 15.86 √ √

19 18.37 √ √ 15* 16.20 √ √

21* 19.49 √ √ √ √ 30* 22.69 √ √

24 20.83 √ √ √ 33* 23.49 √ √

25 21.22 √ √ √ 40* 25.96 √ √

表 1. 传统方法与本方法结果比较
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图 5. 化合物 64 的 MS3 谱图

通 过 相 同 方 式， 对 另 外 的 母 离 子 m/z 503.1190、

519.1138、531.1122、533.1296、547.1448 和 665.1697 进

行了结构推测，共鉴定 66 个化合物（图 6），其中 43 个为

丙二酰基异黄酮糖苷。
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4. 小结

丙二酰基异黄酮糖苷是普遍存在于豆科中药中的成分，在

代谢和生物合成中起到重要作用。其在葛根中的含量很低，使

用常规检测方法往往被高含量的组分所干扰，难以获得满意的

检测结果。为了更好的筛查和鉴定葛根中微量的丙二酰基黄酮

糖苷，本研究开发了一种独特的采集方式： Ion mapping 扫描

获得具有特定中性丢失的母离子，继而采用母离子列表数据依

赖扫描采集相关化合物多级质谱数据。通过本方法对两份样品

的扫描，共检测到 66 个化合物，其中 43 个为丙二酰基异黄

酮糖苷，而传统方法仅能鉴定 20 个相关化合物，表明本方法

对更深入的认识葛根成分十分有益。本研究不仅提供了一种用

以高专属性筛查丙二酰基结合物的方法，也为中药中含有其他

特征官能团的低含量组分研究提供了一条有价值的思路。

3.3 结构解析

葛 根 中 大 部 分 异 黄 酮 由 7,4'-dihydroxylisoflavone

（大豆苷）、5,7,4'-trihydroxylisoflavone（染料木素）及 

7,3',4'-trihdyroxylisoflavone 衍生而成，在正离子模式下，O-

糖苷会持续丢失 CO，7,3',4'-trihdyroxylisoflavone 的失水

峰比 5,7,4'-trihydroxylisoflavone 高。另外逆狄尔斯 - 阿德

耳反应使 7,3',4'-trihdyroxylisoflavone 产生 m/z  137.0233

的 主 要 碎 片， 使 5,7,4'-trihydroxylisoflavone 产 生 m/z  

153.0182 的主要碎片，据此可区分不同的环 A 和环 B 取代。

而 C- 糖苷会在葡糖基丢失双份 H2O 和 CH2O，低丰度的 

m/z  297.0757, 313.0707 和 327.0863 分 别 为 puerarin、

3'-hydroxypuerarin 和 3'-methoxypuerarin 的母核结构。

以 m/z 517.1348 为例，说明结构解析过程。具有相同母

离子 m/z 517.1348 的化合物有 7 个，根据上述裂解特点，可

以推测出化合物 58、62 为丙二酰基 O-糖苷，50 为丙二酰基 C-

糖苷，但其他化合物显示与葛根素相似但与化合物 50 有所区

别的质谱图，表明该类化合物有葛根素母核但不含有丙二酰基

官能团，结合中性丢失，推测酰基为 3-carboxypropanoyl。因

此化合物 27 为 O-(3-caboxypropanoyl)-puerarin、45 和 51 为 

O-(3-caboxypropanoyl)-daidzin。化合物 64 二级质谱图中的碎

片 m/z 269.0815 和化合物 58 及 62 相同，但该碎片离子的裂

解规律与 formononetin 不同（图 5），化合物 64 的碎片离子 

m/z 269.0815 会丢失一系列 CO，表明 O 与 C 直接相连，碎

片离子 m/z 151.0392 和 163.0390 表明羰基与异黄酮环 A 相

连，所以化合物 64 为 6'-O-malonyl-C-methyl-daidzin。
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图 6. 推测的化合物结构
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中药复方防己黄芪汤口服液中活性
成分鉴定

关键词

中药复方；防己黄芪汤；成分鉴定；Q Exactive 系列四极杆 -

静电场轨道阱串联高分辨质谱

摘要

建立了同时鉴定复方中药口服液防己黄芪汤中多种活性化

合物的反相超高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场轨道阱串联高分

辨质谱的分析方法。通过 Q Exactive 系列高分辨质谱所提供的

超高质量精度的一级和二级质谱图，并结合运用数据处理软件 

Mass FrontierTM 和在线数据库 mzCloud 对数据进行辅助解析，

从口服液中共鉴定 48 种活性成分。

引言

国内外对中药复方的研究多集中在药理、药效方面，包括

生物整体、离体器官、受体或作用靶点等层次的研究。其中，

药物的作用靶点是当今药学研究的热点。而对于复方化学成分

的研究较少。但是复方化学成分的研究更能本质地阐明复方药

理作用的物质基础，解释中医方剂配伍的科学内涵，探索复方

制剂过程中化学成分的变化规律，从而优化处方，制定科学的

制剂工艺，提高制剂质量。因此，中药复方化学成分研究在中

药复方研究中占有非常重要的地位。

本文采用超高效液相 - 四极杆 - 静电场轨道阱串联高分辨

质谱联用技术对中药复方口服液防己黄芪汤的化学成分进行了

全面的分析。本实验在优化的液质条件下，采用一级全扫描 +

数据依赖自动触发二级质谱扫描 (Full scan+ddms2) 模式，根

据仪器所采集的精确分子量，在小于 ±1 ppm 的质量偏差范

围内拟合出唯一可能的元素组成，再结合超高质量精度的二

级质谱碎片、结构解析辅助软件 Mass FrontierTM 和网络在线

数据库 mzCloud 对各个化合物进行了碎片结构归属，确保了

实验结果的准确性。运用此方法，从该口服液样品中共鉴定了 

48 个活性成分。

侯朋艺  明红

赛默飞世尔科技（中国）有限公司

流速：0.3 mL/min，进样量：5 µL，柱温为 35℃

3. 实验方法

3.1 试剂与样品制备

甲醇 ( 色谱纯 , 美国 Fisher chemical)；精密吸取口服液样品 

500 µL，用等体积的甲醇溶液稀释，经 0.22 µm 微孔滤膜过滤，

离心后，直接进样分析。

3.2 液相色谱条件

仪器：Thermo Scientific™Dionex UltiMate 3000 液相色谱仪

色谱柱：Thermo Scientific™Syncronis C18 (150×2.1 mm, 3 µm)

流动相：A 为水相；B 为有机相甲醇

时间 (min) A B

0 95 5

2 95 5

20 70 30

50 5 95

55 5 95

55.1 95 5

60 95 5
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Sample-Fullms-switching #435 RT: 4.10 AV: 1 NL: 1.38E9
T: FTMS + p ESI Full ms [100.00-1500.00]
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3.3 质谱条件

仪器：Thermo Scientific™Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨

道阱串联高分辨质谱仪

质 谱 参 数：HESI Spray voltage: +3.5/–3.2 kV; Sheath Gas 

Pressure: 35 arb; Aux Gas Pressure: 10 arb; Capillary Temp: 

320 ℃ ; Heater Temp: 350 ℃ ; Scan mode: Full MS (Resolution 

70,000) and dd-MS2 (Resolution 17,500，NCE 20 ~ 60); Scan 

range: m/z 100 ~ 1500。

4. 实验结果

图 1 为样品在正负切换扫描模式下的总离子流色谱图（TIC）。

以化合物 6 为例对结构解析过程进行展示。化合物 6 的

一级质谱图如图 2 所示。化合物 6 在 tR= 4.10 min 处，正离子

模式下可见 [M+H]+ m/z 166.08632。准分子离子峰 [M+H]+ 实

测值与理论值 [C9H11O2N + H]+ m/z 166.08626 的偏差为 0.38 

ppm。

图 1. 正负切换扫描模式下的总离子流色谱图

图 2. 化合物 6 正离子模式一级质谱图
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Q Exactive 系列高分辨质谱具有超高质量精度的同时，具

有高稳定性，其每个质谱扫描点所对应的质谱图均为高质量和

可信赖的谱图。图 3 为化合物 6 在整个色谱峰出峰过程中每个

扫描点的质量精度。由图可知，化合物 1 每个扫描点的质量精

度均小于 1  ppm。

Q Exactive 系列高分辨质谱仪采用外标校正法，其校正过

程简单、快速。该系列仪器只需进样一针，即可同时获得正负

离子两种扫描模式的一级和二级质谱图。一级质谱图具有超高

质量精度，其质量偏差小于 ±1 ppm，与此同时，在所获得的

二级质谱图中，各个碎片亦具有超高质量精度，根据实测质量数，

可以准确地拟合出各碎片离子的化学式，为进一步的结构解析

工作奠定了坚实的基础。化合物 6 的二级质谱图如图 4 所示。

图 3. 化合物 6 每个扫描点的质量精度图
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图 4. 化合物 6 的二级质谱图

如 图 4 所 示， 正 离 子 模 式 下， 化 合 物 6[M+H]+ m/z 

166.08632 的二级质谱图可见其主要的碎片离子为丢失 NH3 

所得的 m/z 149.05984，进一步丢失一分子 H2O 所得的 m/z 

131.04919，丢失 HCOOH 所得的 m/z 120.08080，以及进一步

丢失 NH3 的碎片 m/z 103.05415。由二级质谱裂解特征结合文

献查阅结果，推测化合物 6 为 L- 苯丙氨酸。

Mass FrontierTM 软件含有小分子碎裂机理的 Fragmentation 

LibraryTM 碎裂谱图库，该谱图库几乎涵盖了所有已发表的文献。

利用 Fragmentation LibraryTM 碎裂谱图库，加上软件所带的预测

碎裂工具以及自动谱图注解功能，可对不同碎片离子及其所对

应的结构进行自动归属，从而帮助进行化合物结构解析。其自

动归属化合物碎片的拷屏见图 5。
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图 5. 运用 MassFrontier 软件对化合物 6 的碎片进行归属结果图

mzCloud 数据库是由赛默飞世尔科技开发，用于代谢组学、

环境、药物和食品安全等方面研究的高分辨率高质量精度质谱

数据库。识别未知物是代谢组学、毒理学、药物、食品安全和

环境应用研究的瓶颈之一。很多研究者在鉴定化合物结构时需

要参考碎片数据库，数据库的高质量和多样性是非常必要的。

基于此方面的需求，赛默飞将静电场轨道阱（Orbitrap）质谱的

完美谱图质量及化合物方面的资源与 HighChem 的化学结构知

识相结合，创建了帮助研究人员鉴定未知化合物的碎片数据库。

研究人员可以利用实测质谱图进行谱库搜索，从而对未知化合

物进行结构鉴定。对化合物 6 的数据库搜索结果拷屏见图 6。

利用 Q Exactive 系列质谱仪对样品中各个色谱峰进行了精

确分子量测定，并在 1 ppm 的质量偏差范围内拟合出唯一可能

的元素组成，再结合二级质谱的碎片裂解规律和数据库的筛查，

在复方中药防己黄芪汤样品中共鉴定出 48 个活性成分，其结构

和主要的碎片离子信息如表 1 所示。

3 结论

3.1 Thermo Scientific Q Exactive 系列质谱仪将高性能四极

杆的母离子选择性与高分辨的准确质量数（HR/AM）Orbitrap 检

测技术相结合，提供优异性能和出色多功能性。Q Exactive 系列

质谱仪具有快速扫描和多重检测能力，是一种可提供快速色谱

分离技术的优秀检测器。静电场轨道阱高分辨质谱能够实现只

进样一针，即可同时获得正负离子模式下的色谱图，且能保证

良好的质量精度，质量偏差小于 ±1 ppm，能准确的预测元素

组成，其 MS/MS 数据的超凡品质提供更加可靠的化合物定性和

定量检测。

3.2 Q Exactive 系列质谱仪在二级质谱图中依然能保证良

好的质量精度，运用二级质谱获得的碎片信息，结合使用赛默

飞世尔科技开发的在线数据库 mzCloud 和结构解析软件 Mass 

FrontierTM 帮助解析化合物结构，提高工作效率，可得到更可靠

的结果。

3.3 通过 Q Exactive 系列质谱仪，在复方中药防己黄芪汤样

品中共鉴定出 48 个活性成分。

图 6. 化合物 6 的 mzCloud 数据库搜索结果图
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表 1. 复方中药防己黄芪汤口服液样品中鉴定出的 48 个化合物

No.
tR 

(min)
m/z Adduct 

ion
Delta 
(ppm)

Formula Identification

1 1.29 179.05624 [M-H]- 0.72 C6H12O6 葡萄糖
2 1.4 133.01434 [M-H]- 0.7 C4H6O5 苹果酸
3 1.5 116.07065 [M+H]+ 0.39 C5H9O2N 脯氨酸
4 2.11 182.08122 [M+H]+ 0.28 C9H13O3N 酪氨酸
5 2.33 132.10197 [M+H]+ 0.49 C6H13O2N 亮氨酸
6 4.12 166.08629 [M+H]+ 0.21 C9H12O2N L- 苯丙氨酸
7 11.75 342.1698 [M]+ -0.54 C20H24O4N 木兰花碱
8 12.85 314.17496 [M]+ -0.35 C19H24O3N 莲心季胺碱
9 13.67 342.16977 [M]+ -0.63 C20H24O4N 黄柏碱

10 15.19 417.11917 [M-H]- 0.16 C21H22O9 甘草苷
11 15.39 609.29535 [M+H]+ -0.93 C37H40O6N2 防己诺林碱
12 16.41 356.1853 [M+H]+ -0.94 C21H25O4N 延胡索乙素
13 16.45 623.31128 [M+H]+ -0.46 C38H42O6N2 汉防己碱
14 16.76 121.02956 [M-H]- 0.47 C7H6O2 对羟基苯甲醛
15 20.08 296.16431 [M+H]+ -0.66 C19H21O2N 荷叶碱
16 21.43 255.06653 [M-H]- 0.97 C15H12O4 甘草素
17 26.96 807.4178 [M-H]- 0.69 C42H64O15 甘草皂苷 B2
18 27.17 255.06645 [M-H]- 0.66 C15H12O4 异甘草素
19 27.81 821.39708 [M-H]- 0.7 C42H62O16 甘草酸

20 28.6 871.4701 [M-H]- 0.49 C44H72O17
(3β, 5β)-Spirostan-3-yl-β-D-glucopyranosyl-(1->2)-[β-D- 

xylopyranosyl -(1->3)]-β-D-glucopyranoside
21 28.71 807.41797 [M-H]- 0.9 C42H64O15 甘草皂苷 B2 同分异构体
22 28.83 821.39701 [M-H]- 0.61 C42H62O16 乌拉尔甘草皂苷乙
23 29.52 313.19095 [M+H]+ -0.33 C19H24O2N2 吡喹酮

24 29.66 871.46995 [M-H]- 0.32 C44H72O17
(3β, 5β)-Spirostan-3-yl-β-D-glucopyranosyl-(1->2)-[β-D- 

xylopyranosyl -(1->3)]-β-D-glucopyranoside 同分异构体

25 30.36 871.47001 [M-H]- 0.39 C44H72O17
(3β, 5β)-Spirostan-3-yl-β-D-glucopyranosyl-(1->2)-[β-D- 

xylopyranosyl -(1->3)]-β-D-glucopyranoside 同分异构体

26 30.55 805.40093 [M-H]- -0.83 C42H62O15
2β-30-Hydroxy-30-oxooleana-11,13(18)-dien-3-yl-2-O-β-D- 

glucopyranuronosyl-α-D-glucopyranosiduronic acid

27 30.9 805.40103 [M-H]- -0.7 C42H62O15
2β-30-Hydroxy-30-oxooleana-11,13(18)-dien-3-yl-2-O-β-D- 

glucopyranuronosyl-α-D-glucopyranosiduronic acid 同分异构体
28 31.04 807.41801 [M-H]- 0.95 C42H64O15 甘草皂苷 B2 同分异构体
29 31.21 367.1188 [M-H]- 0.24 C21H20O6 甘草香豆素

30 32.62 805.40231 [M-H]- 0.89 C42H62O15
3β-30-Hydroxy-30-oxooleana-11,13(18)-dien-3-yl-2-O-β-D- 

glucopyranuronosyl-α-D-glucopyranosiduronic acid 同分异构体

31 33 805.40219 [M-H]- 0.74 C42H62O15
3β-30-Hydroxy-30-oxooleana-11,13(18)-dien-3-yl-2-O-β-D- 

glucopyranuronosyl-α-D-glucopyranosiduronic acid 同分异构体
32 33.06 353.10324 [M-H]- 0.51 C20H18O6 甘草异黄酮甲
33 33.34 337.14471 [M-H]- 0.53 C21H22O4 甘草查尔酮 A
34 34.02 365.10312 [M-H]- 0.16 C21H18O6 新甘草酚
35 34.74 323.12897 [M-H]- 0.27 C20H20O4 光甘草定
36 34.79 335.09265 [M-H]- 0.46 C20H16O5 光果甘草酮
37 35.29 323.12909 [M-H]- 0.64 C20H20O4 光甘草定同分异构体
38 36.8 391.19177 [M-H]- 0.74 C25H28O4 光甘草酚
39 37.39 407.18671 [M-H]- 0.77 C25H28O5 台湾山豆根黄烷酮 A16
40 37.95 423.1817 [M-H]- 0.92 C25H28O6 S-3',4',5,7-Tetrahydroxy-5',8-diprenylflavanone
41 38.5 407.18665 [M-H]- 0.62 C25H28O5 山豆根黄烷酮 A
42 38.91 423.18172 [M-H]- 0.97 C25H28O6 R-3',4',5,7-Tetrahydroxy-5',8-diprenylflavanone
43 43.78 419.15039 [M-H]- 0.9 C25H24O6 Tonkinensisol
44 48.02 279.23312 [M-H]- 0.6 C18H32O2 9E, 12E- 十八碳二烯酸
45 48.19 459.25446 [M-H]- 0.82 C30H36O4 广豆根素
46 48.36 279.23306 [M-H]- 0.38 C18H32O2 亚油酸
47 50.23 255.23318 [M-H]- 0.89 C16H32O2 棕榈酸
48 50.74 281.24866 [M-H]- 0.2 C18H34O2 油酸
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人尿样中乌头碱及其代谢产物鉴定

关键词

Q Exactive，MetWorks，乌头碱，代谢物鉴定

引言

体内代谢物研究主要针对各类生物基质样本，如全血、血

浆、血清、尿样、胆汁或组织等，对其中痕量的代谢物进行分离、

结构鉴定或定量分析。液相色谱质谱联用技术（LC-MS）以其

分离效率高、检测速度快、定性和定量能力强等优势，被广泛

应用于体内代谢物研究，而其中高分辨质谱的使用更是趋于普

及。以高分辨静电场轨道阱 Orbitrap 为核心的串联质谱平台 Q 

Exactive，具有分辨率高、质量精度高、灵敏度高、质量轴稳定

性好、可快速正负切换扫描等优点，可有效提高代谢物研究的

分析通量和分析效果，尤其对于复杂基体中的痕量代谢组分的

识别效率好、同时定性和定量能力强。配合相应的代谢物研究

软件，Q Exactive 为生物基质样品中目标或非目标代谢物的定

性鉴别和定量分析提供了完整高效的高分辨质谱分析流程。

乌头属（Aconitum）类植物中的生物碱类成分具有镇痛、

抗炎、抗癫痫、抗肿瘤、提高免疫力等生理活性，用以治疗跌

打损伤等病症。但其中所含的乌头碱（Aconitine）等双酯二萜

生物碱安全系数小，治疗剂量与中毒剂量接近，加之对毒物耐

受性的个体差异、误服或投毒等原因，常引起乌头碱中毒。乌

头碱中毒无特异性临床表现，至今没有准确的法医鉴定及临床

诊断方法。此外，乌头碱在体内浓度低、代谢速度快，因此研

究乌头碱在人体内的代谢过程，通过代谢产物表针其中毒情况

和中毒程度，对于刑侦断案以及临床施救都有着实际应用价值。

乌头碱体内代谢物研究主要面临以下几个难点：一是乌头碱代

谢迅速，尿样中的原药及代谢物浓度低；二是生物样品复杂，

内源性干扰严重；三是代谢途径多样，代谢物众多。因而，对

于高分辨质谱系统要求其全质量轴的扫描灵敏度高、特异性强、

质量精度好、动态范围宽且可采用多种扫描方式用以最完整和

可靠的代谢物鉴定。

江峥，叶芳挺

赛默飞世尔科技（中国）有限公司

流动相 A： 10 mM 醋酸铵水溶液

流动相 B： 乙腈

流速： 300 µL/min

梯度： 时间（min） A% B%

0.00 95 5

1.00 95 5

14.00 50 50

14.01 5 95

17.00 5 95

17.01 95 5

20.00 95 5

实验目的

建立以 Q Exactive 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱为核心

的代谢物鉴定高效流程，用于准确、快速地筛选和定性目标及

非目标代谢产物，提高代谢物鉴定的覆盖率，尤其是含量较低

的代谢产物的检出效率。以人体内乌头碱代谢物鉴定为例，对 

24、48、72 小时所采集尿样中的代谢产物进行高分辨质谱分析。

实验条件

液相色谱条件

• 色谱系统：Thermo Scientific™ Accela 600 快速液相色谱系统

• 色谱柱：Thermo Scientific™ Hypersil Gold C18 (50×2.1 

mm, 1.9 µm)

• 进样量：10 µL
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质谱条件

• 质谱系统：Thermo Scientific™ Q Exactive 四极杆 - 静电场轨

道阱高分辨质谱

• 参数设置：

数据分析

Q Exactive 采集的数据文件由专业的代谢物鉴定软件 

MetWorks 进行处理，自动筛选并定性 可能的代谢产物。

MetWorks 支持高分辨质谱数据，软件中集成了 I 相、II 相和 III 

相代谢通路，仅需提供母体药物的分子式或者结构就能够依据

精确质量数自动检索数据文件中已知代谢方式的目标产物。除

次之外，MetWorks 也能够通过 MMDF（多重质量亏损过滤）

排除总离子流色谱图中的干扰信号，放大低浓度代谢物的响应。

对于非目标代谢产物，软件可以通过二级谱图相关性、空白及

样品中组分对比分析、同位素匹配、色谱峰检索等多个角度进

行代谢物的筛查，以确保最为完整的代谢物鉴定覆盖率。

结果

代谢物鉴定通常以体内或体外生物基质样品为研究对象，

代谢产物结构迥异且浓度高低不一，因此对于质谱系统要求

具备足够高的分辨率以区别与目标分析物质量数接近的干扰

组分，足够准确和稳定的精确质量数测定能力以在整个分析

周期内获得有效的样品数据，同时也需要足够高的灵敏度和

足够宽的动态范围以满足各种浓度水平代谢物的检测。基于 

Orbitrap 静电场轨道阱高分辨质谱技术的 Q Exactive LC-MS/

MS 系统不仅具有分辨率高、质量精度高、灵敏度高的特点，

还能够提供正负切换扫描、数据关联 MS/MS 扫描、中性丢失

扫描等多种高分辨数据采集模式，以便获得最为全面的代谢物

筛选和鉴定所需的数据。所采集的高分辨数据文件可直接导入 

MetWorks 代谢物鉴定软件，仅需在软件中输入母药的分子式

或结构式，即能自动根据内置的代谢通路、MS/MS 谱图相关性、

同位素特征等信息对目标及非目标代谢产物进行多角度的定性

分析，最终生成报告。Q Exactive 高分辨质谱与 MetWorks 代

谢物鉴定软件，构成了一套完整、高效、快速的代谢物鉴定流

程，无论是目标还是非目标、高浓度还是低浓度的代谢物，都

能够获得最佳的鉴定效果（图 1 为代谢物鉴定流程）。

根据上述代谢物鉴定流程，对 24hr、48hr、72hr 采集的

尿样中乌头碱的代谢物进行筛查，分别鉴定出 49、40、14 

种代谢产物。图 2 为 24hr 采集尿样中所鉴定出的部分代谢

产物，以精确质量数对目标组分信号进行提取，提取窗口为 

5 ppm。表 1 中列出了主要代谢产物的代谢修饰方式、保留

时间及实测精确质量数等信息，大部分化合物的质量精度均

在 1 ppm 以内。

图 1. 基于 Q Exactive 高分辨质谱及 MetWorks 软件的代谢物

鉴定流程

离子源参数 扫描参数

离子化方式 HESI (+) MS 分辨率 70,000 FWHM

喷雾电压 3000 V MS2 分辨率 17,500 FWHM

鞘气 35 arb 扫描范围 m/z 200-1200

辅助气 10 arb 裂解方式 HCD

离子传输管温度 350℃ 碰撞能量 35%

RT: 0.00 - 20.00 SM: 15G
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图 2. 24 hr 尿样中部分代谢产物的提取离子流色谱图

（质量提取窗口 5 ppm）

目标及非目标代谢物列表

计算可能代谢物的精

确质量数（MetWorks）

高分辨质谱信号的多重质量亏

损过滤（MetWorks）

代谢物鉴定（MetWorks）
• 已知代谢通路的代谢物筛选

• MS/MS 谱图相关性

• 同位素匹配

• 空白及样品中组分对比分析

• 色谱峰检索

通用的数据关联 MS/MS 扫描

（高分辨，精确质量数测定）
基于母离子列表的数据关联 MS/

MS扫描（高分辨，精确质量数测定）

实验方案的制备及样品制备
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No. Modification RT (min) Formula Theoretical Mass Measured Mass Precision (ppm)

M1 +O-C2H2O 7.53 C32H45NO11 620.30654 620.30719 1.0479

M2 -C3H6 8.33 C31H41NO11 604.27524 604.2757 0.7612

M3 -C3H6 9.51 C31H41NO11 604.27524 604.27502 -0.3641

M4 +O-C2H4 9.28 C32H43NO12 634.2858 634.28644 1.0090

M5 +O-C2H4 9.58 C32H43NO12 634.2858 634.28644 1.0090

M6 -C2H4 9.49 C32H43NO11 618.29089 618.2915 0.9866

M7 -C2H4 9.89 C32H43NO11 618.29089 618.29108 0.3073

M8 -H2-C2H2O 10.75 C32H43NO10 602.29597 602.29633 0.5977

M9 -CH2 9.84 C33H45NO11 632.30654 632.30707 0.8382

M10 -CH2 11.44 C33H45NO11 632.30654 632.30652 -0.0316

M11 -H2-CH2 9.35 C33H43NO11 630.29089 630.2912 0.4918

M12 -H2-CH2 11.87 C33H43NO11 630.29089 630.29132 0.6822

M13 -H2-CH2 12.26 C33H43NO11 630.29089 630.29108 0.3014

M14 -C4H8 6.70 C30H39NO11 590.25959 590.25897 -1.0504

M15 -CH2-OC2H2 7.99 C31H43NO10 590.29597 590.29645 0.8132

M16 +O-CH2 8.99 C33H45NO12 648.30145 648.30164 0.2931

M17 +O-CH2 10.17 C33H45NO12 648.30145 648.3017 0.3856

M18 +O-H2 10.00 C34H45NO12 660.30145 660.30188 0.6512

M19 -H2 10.45 C34H45NO11 644.30654 644.30701 0.7295

M20 +H2O 10.86 C34H49NO12 664.33275 664.33252 -0.3462

M21 +O 9.10 C34H47NO12 662.3171 662.31757 0.7096

M22 +O 11.98 C34H47NO12 662.3171 662.31769 0.8908

M23 +CH2 12.59 C35H49NO11 660.33784 660.33838 0.8178

M24 +CH2 15.24 C35H49NO11 660.33784 660.33844 0.9086

M25 -BZ-OC2H2 3.77 C25H41NO9 500.28541 500.28534 -0.1399

M26 -BZ 5.77 C27H43NO10 542.29597 542.29626 0.5348

M27 +OC2H2+O 7.38 C36H49NO13 704.32767 704.32782 0.2130

M28 -C2H4O2 9.21 C32H43NO9 586.30106 586.30157 0.8699

M29 +2O 9.57 C34H47NO13 678.31202 678.31165 -0.5455

M30 +O+CH2 9.63 C35H49NO12 676.33275 676.33276 0.0148

M31 -C3H6O 10.25 C31H41NO10 588.28032 588.28101 1.1729

M32 +OC2H2 12.87 C36H49NO12 688.33275 688.3327 -0.0726

M33 -C2H2O 8.50 C32H45NO10 604.31162 604.31177 0.2482

M34 -CH2O 10.17 C33H45NO10 616.31162 616.31219 0.9249

M35 -CH2+H2 10.19 C33H47NO11 634.32219 634.32257 0.5991

M36 -O 12.15 C34H47NO10 630.32727 630.32758 0.4918

表 1. 所鉴定出的主要代谢产物及精确质量数测定结果
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图 3. 脱乙酰基代谢产物 M33 的二级高分辨质谱图及质量精度

和碎片结构

对于通过一级全扫描鉴定出的代谢产物，Q Exactive 可通

过母离子列表形式，有针对性的采集目标代谢物的二级高分

辨质谱数据，用于进一步的结构确证。以脱乙酰基的代谢产

物 M33 为例，图 3 中显示了 M33 的二级高分辨质谱对比图。

M33 碎裂后可产生与乌头碱类似的碎片离子，提示其主要结

构与乌头碱类似，为其脱侧链乙酰基后的产物。Q Exactive 的 

HCD 高能碰撞碎裂模式可获得 M33 丰富的碎片离子用于结构

确证（图 3），且基本所有 MS/MS 二级离子的精确质量数均

在 1 ppm 以内，可通过软件确定碎片离子的元素组成，对其

碎裂途径进行合理归属，用于该代谢物的结构确证。
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结论

通过应用 Q Exactive 四极杆 - 静电场轨道阱串联高分辨质

谱系统，大大提高了体内代谢物的鉴定和结构确证的效率，简

化了仪器操作和数据解析的流程。通过精准的一级高分辨全扫

描、数据关联 MS/MS 扫描以及正负切换扫描，全面采集可能

代谢产物的高分辨质谱数据，分别采用 MS 和 MS/MS 精确质

量数对代谢物进行定性筛查和结构确证。Q Exactive 的超高分

辨率和精确的质量数测定功能，大幅减少了假阳性结果，提升

整体的数据结果质量。MetWorks 代谢物鉴定软件中的 MMDF 

功能有效滤除基质中的信号干扰，从多维角度对痕量代谢组

分进行自动筛查。对 24hr、48hr、72hr 采集的人体尿样中的

乌头碱及其代谢物进行鉴定，共鉴定出近 50 种代谢产物，即

使在服药 3 天后依然能检出 14 种代谢物。所采用 MS 和 MS/

MS 数据关联扫描，使得一次进样同时获得高分辨一级和二级

质谱数据，用于代谢产物研究。Q Exactive 的特异性和灵敏度

也使其成为兼具优异的同时定性和定量功能，成为最佳的体内

或体外代谢物研究的全能高分辨质谱平台。
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绿茶和红茶提取物的代谢组学分析

关键词

SIEVETM 软件；高能碰撞解离（HCD）；Mass FrontierTM 软件；

天然产物分析

概述

目的：展示完整的分析代谢组学工作流程，包括（1）采

用高分辨率准确质量数质谱仪配备高能碰撞解离（HCD）池，

与高压 LC 联用技术进行数据采集（图 1），（2）代谢物差异

分析，和（3）利用准确质量数和 HCD 碎片信息鉴定相关代

谢物的结构，以区分绿茶和红茶成分的差别。

方法：采用带 HCD 池的 LTQ Orbitrap XLTM 分析绿茶和红

茶提取物。色谱柱为Hypersil GOLDTM柱（内径2.1 mm，粒径1.9 

µm）。Data DependentTM 分析是在 LTQ Orbitrap XL 上进行，

采集分辨率为 30000 的全扫描数据和随后 HCD 裂解后分辨率

为 7500 的 MSn 数据。

结果：本研究采用差异分析软件对绿茶和红茶进行了对比

分析以鉴定这两种茶样品的成分差异。采用 UHPLC 和小粒径

的色谱柱能实现快速分析并保持非常高的色谱分辨率。高质量

数准确度的数据（使用外标法校准时优于 3 ppm）用于测定

元素组成，和通过数据库搜索对各化合物进行试验性的鉴定。

HCD 碎裂有利于结构鉴定和验证。这些可以通过表没食子儿

茶素没食子酸酯（EGCG）的例子进行阐述。

Donna L. Wilson，Charles Yang

赛默飞世尔科技，San Jose, CA, USA

前言

代谢组学是对生物样品中很宽范围的代谢物进行全面和定

量的分析，并标记潜力无穷的新研究领域。这些样品中的大量

分析物具有不同的化学性质和极性。另外，某一特定的样品中

的代谢物的浓度范围也很宽。因此，LC-MS/MS 可以帮助解决

全面的代谢组学调查中产生的诸多分析难题。茶叶中含有各种

不同的成分，包括维生素、氨基酸和多酚。其中的很多成分具

有相似的结构，可能只在侧链的类型和位置上稍有区别。采用

高分辨率色谱仪对这些复杂混合物进行分离极其重要。此外，

在全扫描和 MSn 两种模式下采集准确质量数数据能实现完整

的结构分析。

本文中介绍了通过代谢物 ID 采集数据进行的非目标物代

谢组学工作流程。研究包括对多酚类儿茶素（黄烷 3 醇）衍生

物和绿茶和红茶中的茶黄素组分进行差异和结构分析。

图 1. 带 HCD 碰撞池的 LTQ Orbitrap XL 质谱仪示意图。LTQ 

Orbitrap XL 带 HCD 碰撞池能为复杂混合物中低浓度成分提供

额外的灵活性。离子在线性离子阱中被选出，并在离子阱（CID）

或 HCD 碰撞池中进行裂解。如果是 HCD，离子通过 C-trap

后进入充气的碰撞池，提供高灵敏度和高信噪比的碎片。
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方法

样品

测试采用未经过任何前处理的绿茶和红茶水提物。每个样品平

行测定四次。

色谱条件

LC 条件如下：

色谱柱：Hypersil GOLD，100 × 2.1 mm，1.9 µm 粒径（赛默

飞世尔科技，Bellefonte，PA）

流动相：（A）含 0.1% 甲酸的水溶液

（B）含 0.1% 甲酸的乙腈

流速：500 µL/min

图 2. Camellia sinensis 叶子加工成的三种类型茶叶：绿茶（不发酵）、乌龙茶（半发酵）和红茶（全发酵）。儿茶素属于一类叫

黄烷 3 醇的黄酮类化合物的多酚类抗氧化剂植物代谢物，广泛存在于茶树中。发酵能引起黄烷 3 醇的酶催化氧化，形成红茶样品

中的两个主要色素成分，茶黄素（TFs）和茶红素（TRs）。儿茶素在绿茶中含量更高，而茶黄素主要存在于红茶中。图中列出的

这些化合物的推荐裂解路径是按照 Retro-Diels-Alder 重排来进行的。

进样体积：10 µL

梯度：A 相在 20 分钟内由 100% 线性变成 1%。

质谱条件

质谱分析采用 LTQ Orbitrap XL 质谱仪（赛默飞世尔科技，San

Jose，CA）。MS 条件如下：

正离子电喷雾离子源电压：5.0 kV

所有方法：质量数分辨率为 30000 的 Orbitrap 全扫描 MS。采

用 Orbitrap 的 Data Dependent MS/MS 对全扫描中强度最高的

三个离子在质量数分辨率 7500 下进行分析。
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图 3. SIEVE 软件的差异代谢物相对含量分析。A) SIEVE 流程

的第一步，不同样品的色谱分离。图中可看出绿茶样品（蓝色）

和红茶样品（红色）的区别。UHPLC 提供高分离度的色谱分

离和高信噪比。B）色谱分离后，比较绿茶样品（蓝色）和红

茶样品（红色）对应的峰强度。几种目标化合物的相对含量比

值显示在图中。这些代谢物是通过 Mass Frontier 软件的准确

质量数数据库搜索和 MSn 质谱解释相结合来进行鉴定的。

结果

茶叶潜在的健康功效引起了越来越多的关注，特别是其中

一些多酚类儿茶素和茶黄素（图 2）的抗氧化性和其他性能。

本文的重点集中在对绿茶和红茶样品中的低分子量化合物进行

检测、相对定量和鉴定。

茶叶样品的 HPLC 分离显示了优异的峰分离效果和低噪

声，大多数成分在 10 分钟以内洗脱出来。高分辨率全扫描质

谱的质量数准确度优于 3 ppm。

数据采集完成后，采用 SIEVE 软件对绿茶和红茶样品的代

谢物成分进行统计上的显著性差异分析（图 3）。通过比较色

谱图上的峰强度能测定出两个茶叶样品中代谢物浓度的差异。

测定目标的差异代谢物后，准确质量数和 MSn 数据用于

结构鉴定。元素组成是通过准确质量数数据测定的，而质量数

数值本身被用于代谢物数据库搜索。EGCG 的代谢物就是采用

这些工具相结合进行试验性鉴定的。

更进一步的代谢物分析是在 MSn 质谱和 Mass Frontier 软

件上完成的。Mass Frontier 通过其全面的质谱数据库和预测裂

解算法实现可靠的代谢物鉴定和结构分析（图 4）。图 3 中的

化合物是通过此工作流程进行鉴定的。

图 4. 从图 3 中选出一个目标代谢物进行进一步分析。此离子

的浓度是红茶中的 ~3 倍，鉴定为可能的抗氧化剂，EGCG。

准确质量数用于数据库搜索鉴定代谢物，而 Mass Frontier 软

件通过使用母离子的碎片图谱被用于验证EGCG的鉴定结果。

结论

本文介绍的分析代谢组分工作流程包括数据采集、差异代

谢物的发现和代谢物鉴定。LTQ Orbitrap XL 与 UHPLC 联用系

统提供了快速的分析，并保持了高色谱分离度。准确质量数的

测定增加了元素组成分析和最终代谢物鉴定的可靠性。SIEVE

差异分析软件能实现大量复杂的 LC-MS 数据的大规模评估和

比较绿茶和红茶样品的代谢物组成。Mass Frontier 软件的图谱

数据库和碎裂算法能利用 MSn 碎裂图谱帮助目标代谢物的结

构鉴定。
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引言
中药存在多基源问题，很多中药品种来源于不止一种植

物、动物或矿物。不同基源的药材通常化学成分有一定差异，

从而导致药理活性存在差异，直接影响到中药的有效性与安全

性。因此中药基源是关系中药质量与疗效非常重要的因素。 

肉苁蓉是我国传统的名贵中药材，素有“沙漠人参”之美

誉，具有极高的药用价值。其可用以治疗精血不足之阳痿、遗

精、白浊、尿频余沥、腰痛脚弱、耳鸣目花、月经衍期、宫寒

不孕、肠燥便秘等症。在历史上就被西域各国作为上贡朝廷的

珍品，也是历代补肾壮阳类处方中使用频度最高的补益药物之

一。肉苁蓉作为多基源中药，有多个品种均被作为肉苁蓉药材

使用，其中肉苁蓉 Cistanche deserticola Y.C. Ma （CD）、管花

肉苁蓉 C. tubulosa (Schrenk) Wig （CT） 和沙苁蓉 C. sinensis 

(C. A. Mey.) G. Beck（CS）为常用的三个品种。2010 版《中国

药典》规定肉苁蓉为肉苁蓉（CD）或管花肉苁蓉（CT）的干

燥带鳞叶的肉质茎。因此，揭示不同品种肉苁蓉化学成分的差

异，并且区分不同的品种，对于保证肉苁蓉的质量与临床疗效

至关重要。

肉苁蓉中含有多种成分，其中苯乙醇苷类成分为肉苁蓉的

主要特征成分。本文结合 LTQ Orbitrap 线性离子阱- 静电场轨

道阱高分辨质谱及相关软件，建立了中药目标类群成分发现、

鉴定和中药组学研究策略，并应用该流程从 2 种正品和 1 种混

淆品肉苁蓉中鉴定出 69 个苯乙醇苷类成分，并找到 8 个可清

晰区分三种肉苁蓉的生物标志物。

实验目的
建立基于 LTQ Orbitrap 线性离子阱-静电场轨道阱高分辨

质谱及相关软件的中药目标类群成分发现、鉴定和中药组学研

究流程，用以快速发现并鉴定中药的目标类群成分，并对中药

品种进行区分。本文以中药肉苁蓉为例，应用所建立流程对肉

苁蓉中苯乙醇苷类成分进行发现与鉴定，并利用苯乙醇苷类成

分实现了 3 个不同品种肉苁蓉的清晰区分。

中药目标类群成分发现、鉴定和中药组
学研究策略：基于特征类群苯乙醇苷类
成分的肉苁蓉品种区分

A
N

_C
_LC

M
S

M
S

_14_201509Y

实验条件

液相色谱条件

色谱柱：Agilent Zorbax Extended C18 (250 × 4.6 mm, 5 µm) 

流动相：A 为水相，0.1% 甲酸水；B为有机相，乙腈

梯度条件：

时间（min） A（%） B（%）

0 90 10

20 65 35

32 65 35

55 58 42

75 52 48

流速：1.0 mL/min。

质谱条件

质谱系统：Thermo Scientific™ LTQ Orbitrap 线性离子阱-静电

场轨道阱高分辨质谱

参数设置：

离子源参数 扫描参数

离子化方式 HESI MS分辨率 30,000 FWHM

喷雾电压 4 kV MS2分辨率 15,000 FWHM

鞘气 30 arb 扫描范围 m/z 100-1000

辅助气 5 arb 裂解方式 CID

离子源温度 350℃ 碰撞能量 40%

离子传输管温度 350℃ 扫描模式 Full scan+ dd-MS2
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实验结果

中药目标类群成分发现、鉴定和中药组学研究流程

由 LTQ Orbitrap 高分辨质谱与相关软件所构建的中药目

标类群成分发现、鉴定和中药组学研究流程如图 1 所示。利用 

LTQ Orbitrap 质谱系统进行一级和多级数据的同时采集。

肉苁蓉中苯乙醇苷类成分的鉴定

采用LTQ Orbitrap质谱同时采集MS1～MS3的多级数据，

并用Mass Frontier软件进行解析。利用Mass Frontier软件可自

动生成离子树，将多级数据相关联，并可以用该软件的谱图注

解功能进行多级谱图的解析。以异毛蕊花糖苷为例，对多级谱

图解析结果如下。

图 1. 基于 LTQ Orbitrap 高分辨质谱与相关软件的

中药目标类群成分发现、鉴定和中药组学研究流程

图 2. Mass Frontier 软件

自动注解异毛蕊花糖苷多级质谱离子树

在目标类群成分发现和鉴定部分，对于已知的目标类群成

分，将文献报道的一级精确质量数等信息录入TraceFinder 

软件实现已知成分的搜索。对于未知的目标类群成分利用

Compound Discoverer软件自带的代谢通路以及FISh功能，分

别从一级和多级进行同类型结构的搜索。在发现目标类群成分

之后，采用 Mass Frontier软件进行成分结构的解析。

在中药组学研究部分，首先用TraceFinder软件提取成

分的峰面积信息，然后通过主成分分析（PCA）和载荷分析

（Loading Analysis）筛选生物标志物，最后通过 OPLS-DA 分

析对生物标志物进行验证。
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鉴定出的苯乙醇苷类成分结果如表 1 所示。

Peak
tR

/min
Formula

Theoretical 

Mass/m/z
Experimental

Mass/m/z
Mass error /

ppm
ESI–MS2 (m/z) ESI–MS3 (m/z) Structural identi�cation

1 12.16 C26H39O17 623.2182 623.2173 -1.44 

477(100), 

461(77.4), 

459(22.0)

315(100), 

221(12.6)
Kankanoside F

2 12.45 C20H29O12 461.1654 461.1657 0.65 

315(100), 

297(10.9), 

161(11.8)

135(100), 

113(3.6)
Decaffeoylacteoside isomer

3 13.79 C14H19O7 299.1125 299.1130 1.67 
119(100), 

137(91.2)
- Salidroside 

4 14.81 C20H29O12 461.1653 461.1664 2.39 

315(100), 

135(74.9), 

161(28.8)

135(100) Decaffeoylacteoside

5 15.71 C20H29O11 445.1704 445.1710 1.35 
299(100), 

161(27.7)

179(100), 

143(97.0), 

113(81.0), 

161(41.1), 

119(80.7)

Cistanoside G isomer 

6 16.74 C20H29O11 445.1704 445.1711 1.57 

299(100), 

161(22.2), 

205(19.1)

179(100), 

161(66.2), 

143(33.5)

Cistanoside G 

7 17.25 C21H31O12 475.1810 475.1815 1.05 

329(100), 

161(32.6), 

143(10.5)

161(100), 

179(86.2), 

149(77.1)

Cistanoside E isomer 

8 18.76 C28H41O18 665.2287 665.2285 -0.30 

623(100), 

605(8.6), 

461(1.9)

477(100), 

461(96.0), 

459(18.1), 

315(13.1), 

179(1.0)

Decaffeoyltubuloside A

9 19.57 C21H31O12 475.1810 475.1821 2.31 

329(100), 

311(22.9), 

161(34.3)

161(100), 

179(85.4), 

149(78.3)

Cistanoside E 

10 19.91 C22H31O13 503.1759 503.1768 1.79 
461(100), 

443(3.5)

315(100), 

135(35.0), 

297(12.0)

Cistanoside H isomer

11 20.13 C16H21O8 341.1231 341.1235 1.17 

281(100), 

179(24.7), 

161(14.0), 

119(12.1)

- 6’- acetylsalidroside 

12 21.06 C35H45O21 801.2448 801.2442 -0.75 

783(100), 

621(29.0), 

639(11.3)

621(100) Cistantubuloside C1/C2

13 22.17 C22H31O13 503.1759 503.1768 1.79 
443(100), 

461(69.0)

261(100), 

297(77.5), 

215(25.0), 

177(25.0)

Cistanoside H

14 23.24 C29H33O15 621.1814 621.1822 1.29 
475(100), 

295(6.0)

295(100), 

269(76.9), 

267(55.3)

Crenatoside

15 23.85 C36H47O21 815.2604 815.2587 -2.09 

653(100), 

797(27.6), 

635(10.3)

491(100), 

507(34.6), 

329(10.3)

Kankanosides K1/K2

16 24.38 C35H45O20 785.2499 785.2489 -1.27 
623(100), 

477(1.0)

477(100), 

461(87.9), 

459(22.1)

Echinacoside 

表 1. 肉苁蓉中苯乙醇苷类成分鉴定结果
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Peak
tR

/min
Formula

Theoretical 

Mass/m/z
Experimental

Mass/m/z
Mass error /

ppm
ESI–MS2 (m/z) ESI–MS3 (m/z) Structural identi�cation

17 25.25 C16H21O8 341.1231 341.1233 0.59 

281(100), 

119(11.5), 

179(9.7),

164(100) 4’- acetylsalidroside 

18 28.06 C35H45O19 769.2550 769.2543 -0.91 

607(100), 

461(13.9), 

445(11.2)

445(100), 

461(81.1), 

443(31.2)

Cistantubuloside A

19 29.25 C36H47O20 799.2655 799.2647 -1.00 

637(100), 

623(18.9), 

491(10.2)

491(100), 

475(48.3), 

473(34.7)

Cistanoside A

20 29.43 C35H45O19 769.2550 769.2543 -0.91 
623(100), 

605(6.8)

477(100), 

461(92.2), 

459(20.9)

Cistantubuloside B1/ B2

21 32.02 C34H43O19 755.2393 755.2384 -1.19 
593(100), 

623(2.3)

447(100), 

461(98.4), 

429(23.3)

Arenarioside 

22 32.22 C37H47O21 827.2604 827.2592 -1.45 

665(100), 

623(63.2), 

785(8.2)

623(100), 

605(69.4), 

519(10.7), 

503(7.8)

Tubuloside A 

23 32.88 C29H35O15 623.1970 623.1960 -1.60 

461(100), 

315(41.9), 

443(10.6), 

477(8.9)

315(100), 

297(26.1), 

135(17.0)

Acteoside  

24 33.97 C43H53O23 937.2972 937.2973 0.11 
811(100), 

607(43.1)
- Tubuloside D

25 34.32 C29H35O15 623.1970 623.1969 -0.16 

461(100), 

443(12.6), 

477(6.9)

315(100), 

135(77.0), 

205(36.7)

Cisacteoside

26 35.06 C43H53O23 937.2972 937.2968 -0.43 
811(100), 

607(77.9)
- Cistubuloside D

27 36.32 C36H47O20 799.2655 799.2651 -0.50 

637(100), 

653(16.0), 

623(4.9)

461(100) Wiedemanninoside C

28 37.67 C37H49O20 813.2811 813.2802 -1.11 

619(100), 

473(19.1), 

491(13.7)

473(100), 

457(38.8), 

443(16.8)

Cistanoside B

29 41.04 C30H37O16 653.2076 653.2073 -0.46 
491(100), 

476(4.1)

476(100), 

345(38.9), 

150(10.0)

Campneoside I

30 40.81 C35H45O19 769.2550 769.2543 -0.91 
607(100), 

623(3.4)

461(100), 

443(14.5)
Poliumoside 

31 40.41 C29H33O15 621.1813 621.1822 1.45 

459(100), 

179(19.2), 

487(15.7)

151(100), 

277(39.8)
Crenatoside isomer 

32 40.69 C38H49O21 841.2761 841.2757 -0.48 

665(100), 

623(33.5), 

799(34.5)

623(100), 

605(8.4) 
Cistanoside N isomer

33 41.93 C30H37O16 653.2076 653.2075 -0.15 

491(100), 

638(9.3), 

507(6.1)

476(100), 

345(38.9)
Isocampneoside I 

34 41.97 C29H35O14 607.2021 607.2017 -0.66 

445(100), 

461(11.2), 

427(11.2)

299(100), 

161(15.0), 

179(11.2)

Kankanoside G 

35 42.87 C37H47O20 811.2655 811.2654 -0.12 

665(100), 

649(27.1), 

769(12.6 )

623(100), 

605(7.8)
Kankanoside H1/H2  
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Peak
tR

/min
Formula

Theoretical 

Mass/m/z
Experimental

Mass/m/z
Mass error /

ppm
ESI–MS2 (m/z) ESI–MS3 (m/z) Structural identi�cation

36 42.62 C29H34O15 623.1970 623.1968 -0.32 

461(100), 

315(11.3) , 

477(7.4) 

315(100), 

297(42.6), 

135(16.4)

Isoacteoside

37 43.76 C38H49O21 841.2761 841.2757 -0.48 

799(100), 

637(49.8), 

619(19.0)

- Cistanoside N isomer

38 43.86 C30H37O15 637.2127 637.2117 -1.57 

475 (100), 

461(45.9), 

491(14.8), 

457(12.2)

329(100), 

161(30.2), 

315(12.5)

Cistanoside C

39 44.06 C29H35O14 607.2021 607.2017 -0.66 

461(100), 

443(1.4), 

445(100) , 

461(11.2), 

427(11.2)

315(100), 

297(17.0)
Cis-Kankanoside G

40 47.04 C31H37O16 665.2076 665.2072 -0.60 

461(100), 

503(38.9), 

443(5.7)

315(100), 

297(19.6)
2′-O-acetylacteoside 

41 47.58 C35H45O18 753.2600 753.2593 -0.93 
591(100), 

607(11.3)

445(100), 

427(34.2)
Kankanoside I 

42 49.45 C30H37O15 637.2127 637.2129 0.31 

475(100), 

461(31.1), 

457(15.7)

329(100), 

161(35.3)
Jionoside D 

43 50.36 C38H49O21 841.2761 841.2754 -0.83 

695(100), 

653(39.9), 

799(23.8)

- Cistanoside N 

44 52.34 C29H35O14 607.2021 607.2017 -0.66 
461(100), 

445(49.1)

315(100), 

135(59.2), 

161(18.9)

Isosyringalide-3′-α-L 

rhamnose

45 52.78 C35H45O18 753.2593 753.2606 1.73 
607(100), 

589(4.5)

461(100), 

443(15.2)
Ciskankanoside I  

46 53.77 C31H37O16 665.2076 665.2078 0.30 

503(100), 

605(48.6), 

443(39.1), 

623(34.0), 

461(23.0), 

519(4.0)

443(100), 

461(70.2), 

357(36.7)

Cistubuloside B 

47 53.52 C29H35O13 591.2072 591.2068 -0.68 
445(100), 

427(28.6)

299(100), 

145(24.7), 

163(23.5), 

161(22.9)

Osmanthuside B 

48 53.75 C30H37O15 637.2127 637.2117 -1.57 

461(100), 

491(36.9), 

475(17.3)

315(100), 

135(67.6), 

297(17.6)

Isocistanoside C 

49 53.83 C30H37O14 621.2178 621.218 0.32 

445(100), 

427(44.7), 

175(40.7)

- Cistanoside M ismor

50 54.18 C29H35O14 607.2021 607.2025 0.66 
461(100), 

443(2.39)

315(100), 

135(46.5), 

161(16.0)

Syringalide A-3′-α-L–

rhamnose 

51 56.04 C32H39O17 695.2182 695.2174 -1.15 

491(100), 

653(34.3), 

533.2(23.4)

345(100) Kankanosides J1/J2

52 55.35 C30H37O14 621.2178 621.218 0.32 

475(100), 

457(42.8), 

443(11.6)

329(100), 

161(45.3)
Cistanoside M 
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Peak
tR

/min
Formula

Theoretical 

Mass/m/z
Experimental

Mass/m/z
Mass error /

ppm
ESI–MS2 (m/z) ESI–MS3 (m/z) Structural identi�cation

53 55.55 C31H39O15 651.2283 651.2282 -0.15 

475(100), 

193(24.3), 

457(22.7)

329(100), 

161(62.6), 

311(17.6)

Cistanoside D 

54 56.14 C37H47O20 811.2655 811.2655 0

607(100), 

649(66.4), 

769(22.8)

461(100), 

443(18.5)
2′-O-acetylpoliumoside

55 58.99 C32H39O16 679.2232 679.2227 -0.74 

637(100), 

475(16.6), 

461(8.3)

461(100), 

491(11.6), 

475(6.3)

Isocistansinenside A 

56 58.71 C30H37O15 637.2126 637.2129 0.47 

475(100), 

461(88.3), 

491(74.7)

329(100), 

161(37.2)
Plantainoside C 

57 58.61 C31H37O15 649.2127 649.2131 0.62 

607(100), 

503(39.4), 

461(356.6)

461(100), 

443(2.6)
Salsaside D 

58 58.73 C31H37O16 665.2076 665.2072 -0.60 

461(100), 

503(53.9), 

623(47.2)

315(100), 

135(46.1), 

297(19.3), 

161(14.3)

Tubuloside B  

59 60.80 C31H39O15 651.2283 651.2289 0.92 

475(100), 

457(49.6), 

505(31.3)

329(100), 

161(45.3), 

311(10.3)

Epimeridinoside A  

60 62.81 C32H39O16 679.2232 679.2239 1.03 
637(100), 

475(25.7)

475(100), 

461(58.3), 

491(36.6)

Salsaside E

61 66.07 C31H39O15 651.2283 651.2282 -0.15 

505(100), 

475(52.4), 

487(27.8)

161(100), 

193(48.1), 

297(37.3)

Isomartynoside 

62 66.38 C29H35O13 591.2072 591.2068 -0.68 
445((100), 

427(13.9)

145(100), 

299(47.8), 

163(42.4), 

265(30.6)

Osmanthuside B6 (Z/E) 

63 68.55 C33H41O16 693.2389 693.2384 -0.72 

651(100), 

633(21.8), 

505(14.7)

505(100), 

475(46.5), 

487(27.1)

Cistanoside J  

64 69.12 C31H37O15 649.2126 649.2131 0.77 

607(100), 

461(36.4), 

503(34.5)

461(100), 

443(2.7)
Salsaside F 

65 69.16 C38H49O20 825.2811 825.2817 0.73 

783(100), 

621(56.2), 

603(27.0), 

663(22.6)

637(100) Cistansinenside B

66 70.28 C32H41O16 679.2232 679.2227 -0.74 

637(100), 

503(14.5), 

461(11.0)

461(100), 

491(8.4)
Isocistanoside K 

67 71.71 C33H41O16 693.2389 693.2396 1.01 
651(100), 

633(21.1)

475(100), 

505(94.3), 

193(29.5)

Isocistanoside J  

68 71.26 C32H39O16 679.2232 679.2227 -0.74 

637(100), 

461(9.6), 

619(8.7)

461(100), 

491(39.9), 

475(11.2)

Cistanoside K 

69 73.65 C32H39O16 679.2232 679.2239 1.03 

637(100), 

475(8.3), 

619(8.3), 

461(4.7)

461(100), 

491(51.0), 

475(46.8)

Ciscistanoside K 
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图 3. 三种肉苁蓉品种区分主成分分析图（A）和载荷分析图（B）

图 4. 8 个生物标志物在三种肉苁蓉（CD、CS、CT）中的相对

含量

图 5. 三种肉苁蓉（CD、CS、CT）的 OPLS-DA 分析图

肉苁蓉品种区分生物标志物筛选

用 TraceFinder 软件提取鉴定出的 69 个苯乙醇苷类成

分的峰面积信息，然后进行主成分分析（PCA）和载荷分析

（Loading Analysis），进行生物标志物的筛选。主成分分析

图（图 3A）和载荷分析图（图 3B）如图 3 所示。

如图 3A 所示，三种肉苁蓉可以清晰的按照品种区分为三

组，说明三种肉苁蓉所含成分有一定差异。结合载荷分析图（

图 3B），选取化合物 echinacoside (C16)、cistanoside A (C19)、 

tubuloside A (C22)、poliumoside (C30)、isosyringalide–3'–α–L–

rhamnose (C34)、cistanoside C (C38)、2'–O–acetylacteoside (C40) 

和 2'–O–acetylpoliumoside (C54) 为品种区分的生物标志物。

选取的 8 个生物标志物在三种肉苁蓉（CD、CS、CT）中

的相对含量如图 4 所示。从图中可看出，8 个生物标志物在三

种肉苁蓉中的相对含量差异明显。

Samples
Recognition value

 CD
Recognition value

 CT
Recognition value

 CS

CD–6 1.0089 –0.1005 0.0916

CD–10 0.7158 –0.8682 0.1974

CD–14 1.0351 –0.0373 0.0023

CT–1 0.1160 0.7510 0.0427

CT–9 0.2059 0.7513 0.1330

CS–8 –0.0009 –0.0029 1.0038

CS–12 –0.0849 0.0185 1.0663

表 2. 验证组样品判别结果

肉苁蓉品种区分生物标志物验证

将 36 批肉苁蓉样品随机分为 2 组：建模组和验证组。其中

样品 CD-6、CD-10、CD-14、CT-1、CT-9、CS-8、CS-12 为验

证组，其余样品为建模组。以选取的 8 个生物标志物为指标，

用建模组样品建立 OPLS-DA 模型（图 5），并用验证组样品进

行判别分析，判别结果如表 2 所示。从表 2 中可看出，7 份样品

品种判别结果均正确。
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结论

本文结合LTQ Orbitrap线性离子阱-静电场轨道阱高分辨质谱及

相关软件，建立了中药目标类群成分发现、鉴定和中药组学的

研究流程。并将此流程应用于肉苁蓉中苯乙醇苷类成分的发现

与鉴定，以及肉苁蓉的品种区分。

利用LTQ Orbitrap的多级质谱功能，一次进样同时获得MS1

～MS3的丰富质谱数据，有助于成分结构的解析。结合 

TraceFinder、Compound Discoverer 软件的相应功能，从

肉苁蓉中发现并鉴定出69个苯乙醇苷类成分。结合统计学软

件，实现了3个不同品种肉苁蓉的清晰区分，并找到可用于

肉苁蓉品种区分的8个生物标志物。

本文建立策略可用以快速发现并鉴定中药的目标类群成分，并

对中药品种、产地等进行区分。
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中药及保健品中非法添加筛查方法包及
高分辨质谱数据库

保健品非法添加筛查方法包中包含完整的筛查仪器方法、数据

处理方法、非法添加成分高分辨质谱数据库以及使用指南。非

法添加高分辨数据库囊括了 10 大类（安神、激素、减肥、降

糖、降压、降脂、抗病毒、止咳、止痛、壮阳）市面上常见的 

139 种非法添加成分，并包含分子式、保留时间、碎片离子等

信息。按照使用指南中的步骤，调用相应的仪器方法和数据处

该方法包还可以用于保健品非法添加成分的定量。利用 Q 

Exactive 高分辨质谱系统的卓越性能，可以在一个方法中同时

实现定性与定量。下图为部分非法添加成分基质加标的标准曲

线，线性范围可以达到 4 个数量级以上，并且可以达到 ppt 级

的灵敏度。

该非法添加筛查方法包简单易用，可以帮助用户省却方法开发

的环节，即使在缺乏部分标样的情况下也可开展非法添加筛查

工作，同时也可以满足广大检测机构保健品中非法添加成分检

测的需求。

理方法，分别进行数据采集和数据分析，在 TraceFinder 软件

中可直接查看筛查结果。如下图所示，通过对宣称有降糖作用

的某保健品进行筛查，发现其中含有降糖药格列本脲和苯乙双

胍。通过保留时间、一级精确质量数、碎片离子信息、同位素

分布等信息，从多角度确证了样品中两种降糖药的存在。
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中药及保健品中非法添加的 5 型磷酸二
酯酶抑制剂进行快速筛查、确证及定量
分析

1. 简介

近年来，中药和保健品在世界范围内的流行度大大提高，

因为人们普遍相信其比合成类药物更为安全和健康，且无甚副

作用。然而，有些不法份子却通过向中药和保健品中非法添加

未说明的合成化合物成份来达到其产品标识中声称的作用，给

用户带来严重的健康隐患，并给全球的分析监管带来挑战。5 

型磷酸二酯酶（PDE-5）抑制剂是一类用于治疗勃起障碍（ED）

的药物。在过去几年中，在声称具有“壮阳”作用的“纯天

然”中药和保健品、假药和其他未经批准的产品中，都频繁

检出西地那非、他达拉非、Thiohomosildenafil、那红地那非、

piperidenafil、乙酰伐地那非等合成  PDE-5 抑制剂。 而这些中

药和保健品均未在包装上注明非法添加的药物，以便生产商向

监管部门和消费者隐瞒其不法添加的行为。中药和保健品以及

未经批准的药物剂型中出现 PDE-5 抑制剂有可能给公众健康

带来极大隐患。因为  PDE-5 抑制剂会带来一系列的不适副反

应，包括头痛、脸红、消化不良、视觉干扰、肌肉疼痛等等，

甚至严重的情况下会造成失眠或失聪，因此在不知情的情况下

从中药或保健品中摄入  PDE-5 抑制剂是非常危险的。此外，

正在服用硝酸酯类药物的患者是不能服用 PDE-5  抑制剂的，

因为这两类药物同服有可能会造成危及生命的高血压。 因此，

开发高灵敏度、高选择性的分析方法来筛查中药和保健品中的 

PDE-5 抑制剂刻不容缓。

在本研究中，我们使用四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱

建立了一套能够对中药和保健品中非法添加的 PDE-5 抑制剂

进行迅速筛查、确认和定量分析的方法。

石峰 a，郭常川 a，巩丽萍 a，李军 a，董蓬 a，张金岭 b，崔平 c，姜树银 a，赵艳霞 a，曾苏 d

（a. 山东省食品药品检验研究院；b. 临沂市人民医院； c. 赛默飞世尔科技； d. 浙江大学）

时间 (min) A（%） B（%） 流速 µL/min

0 65 35 200

0.5 65 35 200

7.5 15 85 200

8.5 15 85 200

8.51 65 35 200

10 65 35 200

2. 实验方法

2.1 液相色谱方法

色谱柱：Thermo Scientific™ Hypersil GOLD aQ C18

（100*2.1 mm，1.9 µm）

柱温：35 ℃，进样器：20℃

进样体积：5 µL

流动相：A 水相（w）0.1% 甲酸水溶液  B 有机相（M）0.1% 

甲酸乙腈溶液

梯度洗脱：

2.2 质谱方法

质谱仪：Thermo Scientific™ Q Exactive 台式高分辨质谱仪。

质谱分析采用电喷雾正离子模式。在 70,000 和 17,500 

分辨率（FWHM@ m/z 200）下分别采集高分辨全扫描一级质

谱数据和数据依赖 TopN 二级质谱数据。
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图 1. PDE-5 抑制剂的提取离子流图

(A) 空白基质  (B) 基质添加 5.0 ng/g PDE-5 抑制剂

离子源 HESI HESI

鞘气流速 35arb

辅助气流速 10arb

喷雾电压（KV） 3.0

毛细管柱温度（℃） 350

加热器温度（℃） 250

S-lens RF 50V

质谱扫描参数 设定值

扫描模式 Full MS-ddMS2

Full MS scan 
range

350-550 m/z

Resolution
Full MS:70,000FWHM AGC 1.0e6 IT 100 ms

MS/MS:17,500FWHM AGC 2.0e5 IT 50 ms

Isolation width 0.8 m/z

Underfill ratio 1.0%
intensity  
threshold

4e4

Dynamic 
exclusion  

10s

2.3 样品配制

准确称取适量标准试剂，分别用乙腈溶解配成 100 µg/mL 

的标准储备液。

准确称取口服单剂量固体样品 ( 丸状药品需提前研磨成

粉末状，胶囊需除去药壳 0.2 g 或量取口服液 10 mL 转移到 

50 mL 离心管，加入 20mL ACN-H2O(1:1,v / v)，涡旋混合 1 

min，超声 15 min，然后在 5000 rpm/r 离心 15 min。将上层

清液用 0.22 µm 滤膜进行过滤，滤液待进行 UHPLC-MS 分析。

3. 结果与讨论

3.1 UHPLC-HRMS 优化

要得到比较好的色谱行为以及合适的离子化，色谱条件尤

其是流动相组成以及梯度是很重要的影响因素。本实验比较了

水相中添加甲酸、乙酸，有机相为甲醇、乙腈的不同流动相色

谱分离，发现 0.1% 甲酸水溶液 + 乙腈组合能够更好地分离目

标化合物并能提供良好的色谱峰型及有效强度。

质谱条件的优化通过手动调谐来完成。

3.2 方法验证

3.2.1. 选择性

选择性是指分析方法在含有其他多种成分的基质中鉴定出

被分析物并准确定量的能力。图 1A 和 B 分别展示了 PDE–5 

Q Exactive 参数设置：

离子源条件： 抑制剂在空白基质和加标基质中的提取离子流图。Q- 轨道阱 

HRMS 的分辨能力足以将基质样品中的被分析物与共流出干

扰物区分开来。对基质中所有的被分析物，无一在保留时间处

出现干扰峰。表 1 为十一种 PDE-5 抑制剂的分子式、保留时

间和精确质量数。
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表 1. 11 种 PDE-5 抑制剂的分子式、保留时间及精确质量数

表 2. 11 种 PDE-5 抑制剂检测的日间、日内准确度及精确度

3.2.2. 灵敏度与线性

十一种 PDE-5 抑制剂的 LOD 值都在 1.0–10 ng/g 范围

内，而 LLOQ 在 5.0–100 ng/g 范围内，线性相关系数（r2）均

高于 0.9996。本文所报道的 UHPLC–Q- 轨道阱方法的灵敏度

远远高于其它已报道的能够同时检测多种 PDE-5 抑制剂的方

法 [23，28，30]。

3.2.3. 准确度和精密度

本方法的准确度以质控（QC）样品的相对误差（RE）表示。

RE 由标称浓度（Cnom）和检测浓度（Cdet）的平均值计算，

公式为：RE% = [(Cdet– Cnom)/Cnom] × 100。 精度以相对

标准偏差（RSD）表示， 计算公式为 RSD% = [ 标准偏差（SD）

/Cdet] × 100。我们在三个浓度水平（低、中、高）下评估了

方法的日间和日内准确度与精密度，结果参见表 2。 日内准确

度均值的范围在 –6.6 至 6.5% 之间，日间准确度范围在 –5.8 

至 10.1% 之间。日内和日间的精密度范围分别为 0.01–13.2% 

和 0.48–13.0%。方法的准确度和精密度结果都符合要求，证

明本方法在对中药和保健品进行这十一种 PDE-5 抑制剂的定

量分析时能够提供可靠、可重复、并且准确的结果。
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Fig. 1. Extracted ion chromatograms of PDE-5 inhibitors in (A) blank matrices and (B) matrices spiked with 5.0 ng/g PDE-5 inhibitors.

the detection capability, signal intensity and occurrence of matrix
interferences [40]. In the case of PDE-5 inhibitors, a mass toler-
ance window of 5 ppm proved to be most suitable for adequate
selectivity. Table 1S demonstrated the theoretical and experimen-
tal masses for each analyte. All of the precursor ion masses were
in accordance with the protonated molecules ([M+H]+). Mass mea-
surement accuracy less than 2 ppm was attained, indicating that the
Q-Orbitrap HRMS could provide a high level of confidence between
the theoretical and experimental masses for all analytes.

Under the chromatographic conditions selected, the analytes
retention time (RT) varied from 2.01 min (noracetildenafil, m/z
453.2616) to 7.69 min (norneosildenafil, m/z 460.2009), as shown
in Fig. 1B. Acceptable chromatographic separation of eleven PDE-5
inhibitors was achieved, with the exception of vardenafil (2.03 min,
m/z 489.2282) and noracetildenafil (2.01 min, m/z 453.2616), but
this couple did not pose any problem for identification because of
their m/z distinction. Furthermore, it can be noted that some com-
pounds showed identical formula and accurate mass but different
RT, as was the case of vardenafil and homosildenafil (m/z 489.2279);
and pseudovardenafil and norneosildenafil (m/z 460.2013), among

others. Since the distinct RT and MS2 fragment ions (Fig. 2 and
Table 1S), the identical formula and accurate mass of compounds
showed no interference on the qualitation and quantitation in this
assay. Therefore, the combination of RT and mass accuracy pro-
vides a suitable detection of the compounds. As showed in Table 1,
all the mass errors (ppm) between theoretical and experimental
m/z of analytes were below 2, indicating the highly reliable mass
accuracy of Orbitrap. In addition, the extracted ion chromatograms
for product ions of PDE-5 inhibitors were demonstrated in Fig. 2S,
with a 10.0 s dynamic exclusion setting.

3.2. Method validation

3.2.1. Selectivity
The selectivity is the ability of an analytical method to differen-

tiate and quantify the analyte in the presence of other components
in the matrix. Representative extracted ion chromatograms of
PDE–5 inhibitors in blank matrices and matrices spiked with PDE–5
inhibitors were shown in Fig. 1A and B, respectively. The Q-Orbitrap
HRMS provided sufficient resolving power to distinguish analytes

Table 1
Molecular formula, retention time, and accurate mass of eleven PDE-5 inhibitors.

Analyte Molecular formula Retention time (min) Protonated ion mass [M+H]+ Mass error (ppm)

Theoretical Experimental

Vardenafil C23H32N6O4S 2.03 489.22785 489.22821 0.73
Homosildenafil C23H32N6O4S 2.87 489.22785 489.22793 0.16
Noracetildenafil C24H32N6O3 2.01 453.26087 453.26158 1.58
Acetildenafil C25H34N6O3 2.16 467.27652 467.27682 0.65
Hydroxyhomosildenafil C23H32N6O5S 2.44 505.22277 505.22328 1.02
Sildenafil C22H30N6O4S 2.61 475.21220 475.21238 0.38
Aminotadalafil C21H18N4O4 3.38 391.14008 391.14079 1.81
Tadalafil C22H19N3O4 4.33 390.14483 390.14507 0.61
Pseudovardenafil C22H29N5O4S 6.22 460.20130 460.20108 −0.48
Norneosildenafil C22H29N5O4S 7.69 460.20130 460.20092 −0.83
Thioaildenafil C23H32N6O3S2 6.33 505.20501 505.20475 −0.51
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Table 2
Intra- and inter-day accuracy and precision for the determination of eleven PDE-5 inhibitors (n = 5).

Analyte QC concentration (�g/g) Intra-day Inter-day

Accuracy (RE, %) Precision (RSD, %) Accuracy (RE, %) Precision (RSD, %)

Vardenafil
0.05 2.0 10.7 −3.2 5.7
0.50 2.2 3.1 −4.8 7.2
8.0 0.11 0.32 −2.6 4.5

Homosildenafil
0.12 0.85 9.0 5.1 4.0
1.0 −3.5 0.61 −2.4 2.45

16 0.42 0.0039 −2.5 4.2

Noracetildenafil
0.006 −0.99 13.2 10.1 13.0
0.10 −2.4 3.5 1.6 4.5
4.0 −0.33 0.24 −1.2 2.3

Acetildenafil
0.012 6.5 8.4 4.3 12.8
0.50 −3.8 0.76 −2.7 4.7
8.0 −2.6 1.6 5.6 6.3

Hydroxyhomosildenafil
0.12 0.87 1.0 −3.2 5.7
1.0 1.2 3.5 5.4 8.6

16 0.6 0.039 1.8 3.0

Sildenafil
0.06 4.5 4.8 −5.8 7.4
0.50 −1.7 0.58 2.7 0.85
8.0 0.48 0.062 0.23 3.6

Aminotadalafil
0.12 −0.67 0.51 8.0 10.9
1.0 −3.5 3.9 2.8 4.4

16 0.3 0.037 3.2 3.0

Tadalafil
0.07 −0.3 0.38 1.7 3.9
1.0 −4.1 3.9 3.3 5.4
8.0 0.31 0.044 −1.6 2.5

Pseudovardenafil
0.12 −6.6 1.0 5.4 5.5
1.0 −1.6 1.7 −4.1 3.2

16 0.15 0.046 0.51 0.89

Norneosildenafil
0.06 −0.31 0.007 0.028 0.48
0.50 −3.7 3.8 7.6 1.2
8.0 0.28 0.1 0.94 2.3

Thioaildenafil
0.12 −2.9 0.57 −3.7 1.1
1.0 2.6 0.31 −3.3 6.0

16 0.44 0.087 1.1 0.68

3.3. Application to the screening of illegal adulterated PDE-5
inhibitors in real samples

The application of the developed method for identifying the
eleven PDE-5 inhibitors in commercial herbal medicines and
dietary supplements was evaluated. Considering the fact that syn-
thetic PDE-5 inhibitors have been frequently detected in herbal
medicines and dietary supplements in recent years, the significance
of a novel high sensitive and high selective assay in this field is
obvious.

The identification of the target compounds was based on RT win-
dows (RTWs), which were defined as the average RT plus or minus
3 times the SD value of the RT (RT ± 3 × SD). If there was no sig-
nal or signal below the LOD levels within the RTW, as well as the
accurate mass error was beyond 5 ppm, the sample was consid-
ered negative. On the contrary, if a signal was detected showing
a mass error <5 ppm within the RTW, this sample was considered
as a non-negative sample and it was further processed to confirm
the results. In order to confirm the presence of the compounds,
MS2 fragment ions were utilized as diagnostic fragment ions for
each compound by accurate mass measurements. The identity of
PDE-5 inhibitors is ensured by the consistency of five diagnostic
fragment ions (showed in Table 1S). Therefore, the risk of false
positive could be minimized considering the different criteria (RT,

accurate mass and MS2 fragment ions) employed to identify the
target compounds.

The developed UHPLC–Q-Orbitrap HRMS method was adopted
for the routine screening of the eleven PDE-5 inhibitors in 68
batches of herbal medicines and 20 batches of dietary supplements
(including 83 capsules, 3 pellets and 2 liquid). Table 4 showed
the obtained results in positive samples, observing that all the
herbal medicines were negative, while 9 batches of dietary sup-
plements were positive. Fig. 3 showed the representative extracted
ion chromatograms of (A) sildenafil (m/z 475.2124) in G11382 or (B)
noracetildenafil (m/z 453.2616) in BW983 samples. The RT, accu-
rate mass and MS2 fragment ions data could confirm the presence of
sildenafil and noracetildenafil in the positive samples. In addition, it
must be highlighted that this method allowed the reliable quantifi-
cation of the identified compounds at low levels. It was important
to notice that most of the positive samples were illegal adulter-
ated with sildenafil at high levels (>75 mg/g or 0.434 mg/mL), while
noracetildenafil was detected in only one sample at 20.5 mg/g.
However, no other PDE-5 inhibitors were found. Another vital find-
ing was that all the positive samples existed in dietary supplements,
while all the herbal medicines were negative. This phenomenon
should attract high attention of the local Food and Drug Admin-
istration government organization. Results indicated that the
proposed UHPLC–Q-Orbitrap HRMS method was adequate for
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表 3. 11 种 PDE-5 抑制剂的基质效应、回收率及稳定性列表

3.2.4 回收率、基质效应及稳定性

如表 3 所示，三种不同浓度的基质添加回收率均在 85.4%–

96.7%；十一种 PDE-5 抑制剂的绝对基质效应均在可接受的范

围之内：86.3–118.6%，且标准偏差低于 12.5%；相对基质效

应则在 1.7%–8.8% 之间。可见该方法的溶剂及相对基质效应比

较低，对于基质分析能够提供可靠的分析结果。另外，由表 3 

还可以看到基质中目标分析物的稳定性在 96.4%–104.2%，表

明所有的十一种 PDE-5 抑制剂在 20℃ 的自动进样器中相当稳

定，说明该法非常适合用来进行大规模的样品筛查分析。

3.3. 应用本方法在真实样品中筛查非法添加的 PDE-5 

抑制剂

我们将本研究建立的 UHPLC–Q-Orbitrap HRMS 方法应

用于十一种 PDE-5 抑制剂的常规筛查，对 68 个批次的中药和 

20 个批次的保健品（包含 83 个胶囊，3 份丸剂和 2 份液体

制剂 ) 进行了分析。 表 4 给出了阳性样品中得到的结果，可

见检测的中药样品均为阴性，而 9 份保健品为阳性。图 2 展

示的是（A）样品 G11382 中的西地那非（m/z 475.2124）和

（B）样品 BW983 中的那红地那非（m/z 453.2616）的代表

性提取离子色谱图。保留时间、准确质量、和 MS2 碎片离子

数据都证明了阳性样品中西地那非和那红地那非的存在。 此

外，我们还必须强调本方法能够在低浓度下实现目标化合物的

可靠检测。值得注意的是大部分阳性样品违法添加西地那非的

浓度都相当高（>75 mg/g 或 0.434 mg/mL），而那红地那非

仅在一份样品中检出，浓度为 20.5 mg/g，不过并未检测到其

他 PDE-5 抑制剂。另一个重要发现就是所有阳性样品都属于

保健品，而所有检测的中药样品均为阴性。这个现象非常值得

地方政府食品药品监督管理机构注意。对真实样品的分析结果

显示，基于 UHPLC–Q- 静电场轨道阱 HRMS 的方法完全能够

胜任市售中多种 PDE-5 抑制剂的同时定性和定量分析。
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Table 3
Matrix effect, recovery and stability for the assay of eleven PDE-5 inhibitors (n = 5).

Analyte QC concentration (�g/g) Absolute matrix effect
(mean ± SD, %)

Relative matrix effect
(RSD, %)

Recovery (mean ± SD, %) Stability (mean ± SD, %)

Vardenafil
0.05 93.6 ± 8.8 7.4 92.7 ± 4.9 103.1 ± 4.7
0.50 95.7 ± 6.2 5.3 94.5 ± 3.6 98.6 ± 4.2
8.0 106.1 ± 4.3 6.8 96.2 ± 5.8 99.4 ± 5.7

Homosildenafil
0.12 112.4 ± 9.7 4.0 88.6 ± 7.8 96.8 ± 4.3
1.0 118.6 ± 9.3 5.8 93.6 ± 3.0 98.7 ± 3.8

16 103.0 ± 4.5 2.4 91.7 ± 6.5 99.2 ± 2.4

Noracetildenafil
0.006 94.8 ± 5.0 6.7 90.6 ± 8.6 97.4 ± 5.0
0.10 97.9 ± 8.3 3.9 95.1 ± 9.4 103.5 ± 6.6
4.0 108.2 ± 7.1 4.8 92.7 ± 6.0 101.2 ± 3.8

Acetildenafil
0.012 116.0 ± 11.4 5.7 91.4 ± 3.8 98.4 ± 4.0
0.50 92.4 ± 6.8 4.4 95.2 ± 7.1 101.3 ± 3.7
8.0 105.1 ± 3.7 1.8 92.6 ± 5.6 100.4 ± 6.5

Hydroxyhomosildenafil
0.12 108.4 ± 6.9 6.5 95.4 ± 4.2 99.5 ± 4.6
1.0 113.0 ± 10.8 3.7 94.6 ± 5.5 100.8 ± 7.6

16 96.4 ± 7.6 4.1 95.7 ± 3.1 100.4 ± 2.8

Sildenafil
0.06 106.0 ± 7.3 8.8 87.0 ± 6.7 96.5 ± 4.4
0.50 105.4 ± 4.8 5.2 93.9 ± 6.4 98.7 ± 3.1
8.0 95.1 ± 6.6 6.4 92.4 ± 5.8 99.5 ± 2.6

Aminotadalafil
0.12 87.2 ± 11.0 6.2 86.5 ± 6.4 104.2 ± 3.5
1.0 91.5 ± 8.7 5.4 94.0 ± 5.1 98.6 ± 2.6

16 101.6 ± 5.4 1.7 95.7 ± 8.6 100.4 ± 1.9

Tadalafil
0.07 117.4 ± 8.0 4.5 91.7 ± 4.4 100.6 ± 3.6
1.0 95.1 ± 8.3 8.1 92.5 ± 8.6 99.1 ± 5.1
8.0 104.1 ± 6.0 5.6 94.6 ± 7.2 100.4 ± 0.8

Pseudovardenafil
0.12 107.2 ± 5.8 6.8 96.7 ± 9.4 99.6 ± 6.5
1.0 115.4 ± 10.6 7.4 95.7 ± 7.3 97.2 ± 2.4

16 94.6 ± 4.1 2.5 93.7 ± 4.7 102.6 ± 4.7

Norneosildenafil
0.06 86.3 ± 6.1 5.4 85.4 ± 5.4 96.4 ± 3.7
0.50 94.2 ± 8.5 8.7 89.6 ± 6.9 98.1 ± 6.0
8.0 93.0 ± 7.4 5.9 92.6 ± 5.0 101.5 ± 2.0

Thioaildenafil
0.12 95.7 ± 3.8 8.2 93.7 ± 7.5 103.6 ± 5.7
1.0 106.2 ± 12.5 5.1 91.8 ± 8.4 96.5 ± 1.8

16 97.4 ± 6.2 5.4 94.6 ± 2.8 100.8 ± 3.1

Fig. 3. Extracted ion chromatograms of two representative positive samples.
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Table 3
Matrix effect, recovery and stability for the assay of eleven PDE-5 inhibitors (n = 5).

Analyte QC concentration (�g/g) Absolute matrix effect
(mean ± SD, %)

Relative matrix effect
(RSD, %)

Recovery (mean ± SD, %) Stability (mean ± SD, %)
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0.05 93.6 ± 8.8 7.4 92.7 ± 4.9 103.1 ± 4.7
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8.0 106.1 ± 4.3 6.8 96.2 ± 5.8 99.4 ± 5.7
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0.12 112.4 ± 9.7 4.0 88.6 ± 7.8 96.8 ± 4.3
1.0 118.6 ± 9.3 5.8 93.6 ± 3.0 98.7 ± 3.8
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0.10 97.9 ± 8.3 3.9 95.1 ± 9.4 103.5 ± 6.6
4.0 108.2 ± 7.1 4.8 92.7 ± 6.0 101.2 ± 3.8

Acetildenafil
0.012 116.0 ± 11.4 5.7 91.4 ± 3.8 98.4 ± 4.0
0.50 92.4 ± 6.8 4.4 95.2 ± 7.1 101.3 ± 3.7
8.0 105.1 ± 3.7 1.8 92.6 ± 5.6 100.4 ± 6.5
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0.12 108.4 ± 6.9 6.5 95.4 ± 4.2 99.5 ± 4.6
1.0 113.0 ± 10.8 3.7 94.6 ± 5.5 100.8 ± 7.6

16 96.4 ± 7.6 4.1 95.7 ± 3.1 100.4 ± 2.8
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0.06 106.0 ± 7.3 8.8 87.0 ± 6.7 96.5 ± 4.4
0.50 105.4 ± 4.8 5.2 93.9 ± 6.4 98.7 ± 3.1
8.0 95.1 ± 6.6 6.4 92.4 ± 5.8 99.5 ± 2.6

Aminotadalafil
0.12 87.2 ± 11.0 6.2 86.5 ± 6.4 104.2 ± 3.5
1.0 91.5 ± 8.7 5.4 94.0 ± 5.1 98.6 ± 2.6

16 101.6 ± 5.4 1.7 95.7 ± 8.6 100.4 ± 1.9

Tadalafil
0.07 117.4 ± 8.0 4.5 91.7 ± 4.4 100.6 ± 3.6
1.0 95.1 ± 8.3 8.1 92.5 ± 8.6 99.1 ± 5.1
8.0 104.1 ± 6.0 5.6 94.6 ± 7.2 100.4 ± 0.8

Pseudovardenafil
0.12 107.2 ± 5.8 6.8 96.7 ± 9.4 99.6 ± 6.5
1.0 115.4 ± 10.6 7.4 95.7 ± 7.3 97.2 ± 2.4

16 94.6 ± 4.1 2.5 93.7 ± 4.7 102.6 ± 4.7

Norneosildenafil
0.06 86.3 ± 6.1 5.4 85.4 ± 5.4 96.4 ± 3.7
0.50 94.2 ± 8.5 8.7 89.6 ± 6.9 98.1 ± 6.0
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Fig. 3. Extracted ion chromatograms of two representative positive samples.图 2. 两个代表性阳性样品的提取离子流图

表 4. 中草药及保健品等实际样品中 11 种 PDE-5 抑制剂的检测结果

4. 结论

本文建立了一套快速、高灵敏度、高选择性的 Q-Orbitrap 

HRMS 方法，并应用此方法对中药和保健品中非法添加的

PDE-5 抑制剂进行了筛查、确认和定量分析。Q-Orbitrap 串联

质谱的全扫描精确质量和 MS2 谱图采集足以支持多种被分析

物的同时鉴定、确证和定量分析，信号响应在很大浓度范围

内（e.g.，西地那非为 0.05–10 µg/g）与被分析物的浓度呈线

性，所有校准曲线的相关系数（r2）均 > 0.9996。不同被分析

物的检测限不尽相同，但均在 1.0–5.0 ng/g 范围内。回收率为 

85.4% 至 96.7%，日内和日间准确率范围为 –6.6 至 10.1%，

日内和日间精密度范围为 0.0039% 至 13.2%。在筛查的 68 

个批次的中药样品和 20 个批次的保健品样品（包含 83 个胶

囊，3 份丸剂和 2 份液体制剂）中， 有 8 份保健品样品中均

检出西地那非，另有一份保健品样品检出那红地那非。本研究

证明，新型 Q-Orbitrap 质谱仪在对中药和保健品中的非法添

加物进行常规分析、保证食品安全和公众健康方面是功能强大、

潜力巨大的工具。

文章出处：

Shi F, Guo C, Gong L, et al. Application of a high resolution 

benchtop quadrupole-Orbitrap mass spectrometry for the rapid 

screening, confirmation and quantification of illegal adulterated 

phosphodiesterase-5 inhibitors in herbal medicines and dietary 

supplements[J]. Journal of Chromatography A, 2014, 1344: 

91-98
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Table 4
Detection of eleven illegally adulterated PDE-5 inhibitors in herbal medicines and dietary supplements.

Inspection no. Place of production Illegally adulterated aphrodisiac Dosage form Content

BW921 Tokyo, Japan Sildenafil Oral liquid 0.434 mg/mL
BW983 Tainan, Taiwan, China Noracetildenafil Capsule 20.5 mg/g
G1113374 Hong Kong, China Sildenafil Capsule 81.2 mg/g
G1113375 Hong Kong, China Sildenafil Capsule 75.8 mg/g
G1113376 Hong Kong, China Sildenafil Capsule 104.7 mg/g
G1113377 Lhasa, China Sildenafil Capsule 115.7 mg/g
G1113379 Lhasa, China Sildenafil Capsule 96.6 mg/g
G1113381 Lhasa, China Sildenafil Capsule 82.0 mg/g
G1113382 Lhasa, China Sildenafil Capsule 76.7 mg/g

simultaneous qualitation and quantitation of PDE-5 inhibitors in
commercial herbal medicines and dietary supplements.

4. Conclusions

A rapid, sensitive and selective Q-Orbitrap HRMS method was
established and employed to screen, confirm, and quantitate illegal
adulterated PDE-5 inhibitors in herbal medicines and dietary sup-
plements. To the best of our knowledge, this is the first time that
the advanced Orbitrap technique has been applied to the detection
of illegal adulterants in herbal medicines or dietary supplements.
Simultaneous identification, confirmation and quantitation of ana-
lytes were achieved based on full-scan accurate mass and MS2

acquisition provided by the Q-Orbitrap mass analyzer. The response
showed good linear relationship with the analytes’ concentrations
over wide ranges (e.g., 0.05–10 �g/g for sildenafil) with all the coef-
ficient of determinations (r2) >0.9996. The detection limits (LODs)
were in the range of 1.0–5.0 ng/g for different analytes. The recover-
ies ranged from 85.4% to 96.7%. The intra- and inter-day accuracies
were in the range of −6.6 to 10.1%, while the intra- and inter-
day precision ranged from 0.0039% to 13.2%. Among 68 batches of
herbal medicines and 20 batches of dietary supplements (including
83 capsules, 3 pellets and 2 liquid) samples, sildenafil was detected
in 8 dietary supplements, while noracetildenafil was detected in
only one dietary supplement. The novel Q-Orbitrap mass spectrom-
etry has been proved to be a very promising and powerful tool
for routine screening of illegal adulterate in herbal medicines and
dietary supplements, ensuring food safety and public health.
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中药及保健品中非法添加的降糖药进行同
时鉴定、确证及定量分析

1. 简介

近年来，中药和保健品的使用范围和流行度蓬勃增长。然

而许多此类产品的质量都难以保证， 给消费者带来多重风险，

并引起国内外多家健康机构的担忧。世界卫生组织（WHO）

和欧盟（EU）发布了多份关于安全合理使用中药和保健品的

指令和法案。 然而，近年来向标识为“纯天然”的中药和保

健品中非法添加未说明的合成化合物成份这一现象越来越普

遍，给用户带来严重的健康隐患，并给全球的分析监管带来挑

战。国际上有些不法生产商向他们的产品中违法添加合成化

合物以欺瞒消费者，让消费者误以为他们体验到的是其产品的

神奇健康疗效。在过去几年中，在标识为“纯天然”的中药

或保健品中频繁检出未在成份中标明的二甲双胍、格列本脲

（glibenclamide）和罗格列酮 （rosiglitazone）等合成型降糖药。

大量服用这类产品的糖尿病患者有可能会产生由这些合成类药

物引起的低血糖、消化道不适、肝肾损伤等不良反应。违法添

加这一行为不但会危及消费者的健康，而且还会助长违法犯罪

行为。因此，开发快速筛查、确证和定量分析方法来筛查中药

和保健品中违法添加的降糖药刻不容缓。

Orbitrap 是高分辨质量分析器中最新的成员。它的新颖设

计结合了高的扫描速度和极佳的定量能力，在很多分析应用中

都极具前景。其分辨率能够实现超过 1 000 000 的分辨能力，

而相对质量精度可达到 < 0.1 至 1 ppm 水平。作为最新的串

联质谱技术， Q ExactiveTM（四极杆 - 轨道阱，Q-Orbitrap）

质谱仪结合了高效的四极杆初级离子选择性与高分辨率和准确

质量分析（HR/AM），使得单次分析即可实现可靠的鉴定、

确证和定量分析。这一创新型的功能被称为“quanfirmation（确

证定量）”。本研究的目标是使用先进的 Q-Orbitrap 建立一

套迅速的鉴定、确证和定量分析方法，实现对违法添加了合成

降糖药的中药和保健品的筛查分析。

郭常川 a，石峰 a，姜树银 a，巩丽萍 a，赵艳霞 a，张金岭 b，曾苏 c

（a. 山东省食品药品检验研究院；b. 临沂市人民医院； c. 浙江大学）

时间 (min) A（%） B（%） 流速 µL/min

0 96 4 300

1 96 4 300

3.5 50 50 300

7.5 30 70 300

9.5 30 70 300

9.51 96 4 300

12 96 4 300

2. 实验方法

2.1 液相色谱方法

色谱柱：Thermo Scientific™ Hypersil GOLD aQ C18（100*2.1 

mm，1.9 µm）

柱温：35 ℃，进样器：20℃

进样体积：5 µL

流动相：A 水相 0.1% 甲酸水溶液；B 有机相 0.1% 甲酸乙腈溶液

梯度洗脱：

2.2 质谱方法

质谱仪：Thermo Scientific™ Q Exactive 台式高分辨质谱仪。

质谱分析采用电喷雾正离子模式。
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离子源 HESI HESI

鞘气流速 35arb

辅助气流速 10arb

喷雾电压（KV） 3.0

毛细管柱温度（℃） 350

加热器温度（℃） 250

S-lens RF 50V

质谱扫描参数 设定值

扫描模式 Full MS-ddMS2

Full MS scan 
range

100-550 m/z

Resolution
Full MS:70,000FWHM AGC 1.0e6 IT 100 ms

MS/MS:35,000FWHM AGC 2.0e5 IT 50 ms

Isolation width 1.0 m/z

Underfill ratio 1.0%
intensity  
threshold

4e4

Dynamic 
exclusion  

10s

2.3 样品配制

准确称取适量标准试剂，分别用乙腈溶解配成 100 µg/mL 

的标准储备液。所有标液均于 –20℃ 下避光保存。

准确称取 0.5 g 样品于 10 mL 容量瓶，加入 7 mL ACN-

H2O (6:4, v/v)，涡旋混合 0.5 min，20℃ 超声 15 min，然后用 

ACN-H2O (6:4, v/v) 稀释至刻度，静置 10 min，将上层清液用 

0.22 µm 滤膜进行过滤，空白样品按上述方法制备。

3. 结果与讨论

3.1 UHPLC-HRMS 方法优化

质谱条件的优化通过手动调谐来完成，优化结果如下表所示：

Q Exactive 参数设置：

3.2 方法验证

3.2.1. 选择性

空白基质（图 1A）和降糖药基质加标（图 1B）的典型提

取离子色谱图参见图 2。由谱图可见 Q-Orbitrap HRMS 有足够

分辨率区分被分析物与共流出基质干扰。对于所有被分析物，

无一在空白基质的保留时间处出现干扰峰。

3.2.2. 标准曲线

由表 1 可见，所有 LOD 值均在 0.05–0.5 ng/g 范围内，

而 LLOQ 则在 0.2–2 ng/g 范围内。而校准曲线线性良好，所

有被分析物的相关系数（r2）均高于 0.9991。

图 1. 降糖药的提取离子流图（A）

空白基质（B）2 ng/g 基质添加
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3.2.3. 准确度和精密度

分析方法的准确度是指方法对被分析物测量结果的平均值

与真实值（浓度）的接近程度。除了在 LLOQ 处，准确度的平

均值应该在真实值的 15% 范围内，而 LLOQ 处的准确度也不

应超过 20%。 分析方法的精密度则是指在对单一均质生物基

质分装出的多份样品用同一方法进行反复测量时，单次测量值

之间的接近程度。除了在 LLOQ 浓度处，每个浓度下测得的精

度值都不应超过 15% 相对标准偏差（RSD），而 LLOQ 处的

精度则应不超过 20% RSD。表 2 给出了在（低、中、高）三

个加标浓度下测得的准确度以及日内和日间精度值。 准确度

表 1. 降糖药物的回归方程、相关系数、线性范围以及 LLOQ、LOD

表 2. 降糖药物检测的日间、日内准确度及精确度（n=5）

范围为 –6.75 至 3.85%。日内和日间精度值则分别在 0.048–

8.0 和 0.85–11.5% 范围内。为避免低估了精密度，日内和日

间精度是使用日期作为分组变量、通过单因素 ANOVA、从持

续 5 天、每天 5 次重复实验构成的数据组中计算得到的，F 值

和 P 值都参见表 2。由表可见绝大部分 P 值都小于 0.05，即

日内和日间精度并无显著差异。以上结果都在准确度和精度的

可接受范围内，证明此方法在对基质中的 11 种降糖药进行定

量分析时是可靠、可重复的。
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Table 3
Intra- and inter-day accuracy and precision for the determination of antidiabetics (n = 5).

Analyte QC concentration (ng/g) Accuracy Precision

Intra-day (RSD, %) Inter-day (RSD, %) ANOVA

F P

0.5 −0.40 7.6 6.5 3.57 0.161
Metformin 20 3.10 3.1 7.2 6.57 0.080

800 −0.77 0.32 2.5 8.41 0.059
0.5 3.15 5.0 6.7 6.54 0.081

Phenformin 20 3.35 0.61 3.5 5.80 0.093
800 −1.80 0.048 2.2 14.39 0.029

0.5 3.15 4.8 7.4 6.40 0.083
Rosiglitazone 20 −0.20 3.5 4.5 5.79 0.093

800 0.86 0.24 3.2 22.65 0.015
0.5 3.85 8.0 11.5 6.64 0.079

Pioglitazone 20 −2.75 0.66 4.7 11.59 0.039
800 0.50 1.6 3.4 8.90 0.055

2 −4.95 1.0 7.2 36.19 0.008
Glipizide 40 3.30 3.5 6.8 8.19 0.061

800 0.94 0.096 1.4 6.48 0.082
2 −6.75 4.8 4.1 3.19 0.181

Tolbutamide 40 3.20 0.58 1.2 3.13 0.184
800 −0.16 0.062 0.88 6.59 0.080

0.2 2.15 5.3 10.9 8.27 0.060
Gliclazide 10 2.95 3.4 4.4 3.20 0.181

800 0.05 0.047 3.5 27.45 0.012
0.2 0.35 0.38 1.8 7.22 0.071

Repaglinide 10 3.25 3.9 4.6 3.37 0.171
800 −0.15 0.54 0.94 4.12 0.138

2 1.40 6.0 3.4 1.44 0.365
Glibenclamide 40 −2.85 1.7 5.8 12.95 0.033

800 0.60 0.076 1.9 7.19 0.072
2 −1.20 2.7 4.8 8.10 0.062

Glimepiride 40 1.25 3.8 2.1 1.62 0.333
800 −0.43 0.40 1.3 4.56 0.123

2 −2.19 3.5 6.7 5.47 0.100
Gliquidone 40 0.85 1.3 2.1 5.58 0.097

800 −0.55 0.075 0.85 3.42 0.168

Table 4
Matrix effect, recovery and stability for the assay of antidiabetics (n = 5).

Analyte QC concentration (�g/g) Absolute matrix effect (mean ± SD, %) Relative matrix effect (RSD, %) Recovery (mean ± SD, %) Stability (mean ± SD, %)

0.5 −16.4 ± 3.8 8.0 78.7 ± 4.9 102.4 ± 3.4
Metformin 20 −14.3 ± 3.2 6.3 74.5 ± 3.6 97.6 ± 4.2

800 −11.9 ± 1.3 6.8 80.2 ± 5.8 100.3 ± 3.7
0.5 −7.6 ± 1.7 7.1 77.6 ± 7.8 96.8 ± 4.3

Phenformin 20 −11.4 ± 3.3 5.8 79.0 ± 3.0 98.4 ± 2.8
800 −6.5 ± 1.9 3.2 75.7 ± 2.7 99.2 ± 1.4

0.5 −15.2 ± 4.1 7.6 74.6 ± 8.6 98.4 ± 4.2
Rosiglitazone 20 −12.6 ± 3.3 4.5 77.3 ± 7.6 103.6 ± 2.6

800 −13.0 ± 2.4 4.8 78.7 ± 6.0 100.2 ± 2.1
0.5 −14.8 ± 4.6 5.7 81.4 ± 3.8 98.9 ± 3.4

Pioglitazone 20 −17.6 ± 5.3 4.4 75.0 ± 7.1 103.3 ± 1.8
800 −14.5 ± 3.7 3.8 78.6 ± 3.6 100.7 ± 0.86

2 −11.6 ± 3.5 6.5 75.4 ± 4.2 99.4 ± 4.6
Glipizide 40 −16.4 ± 4.8 7.3 74.9 ± 5.5 97.9 ± 3.5

800 −14.0 ± 1.6 4.1 79.7 ± 3.1 100.6 ± 1.1
2 −15.3 ± 4.3 8.6 77.0 ± 6.7 97.5 ± 3.8

Tolbutamide 40 −14.6 ± 4.6 4.8 79.3 ± 6.4 97.8 ± 3.6
800 −8.8 ± 1.2 6.4 76.6 ± 5.8 99.2 ± 1.5

0.2 −16.5 ± 4.1 6.9 76.5 ± 6.4 103.2 ± 4.9
Gliclazide 10 −12.4 ± 3.3 5.4 74.3 ± 5.1 98.8 ± 2.7

800 −18.4 ± 4.5 3.7 75.7 ± 4.2 101.4 ± 2.4
0.2 −12.6 ± 4.0 6.5 81.7 ± 4.4 100.1 ± 3.6

Repaglinide 10 −14.9 ± 5.1 8.1 82.5 ± 8.6 99.5 ± 5.1
800 −8.9 ± 2.7 3.6 94.6 ± 3.8 100.6 ± 0.85

2 −12.8 ± 3.8 6.8 86.0 ± 8.4 99.6 ± 4.2
Glibenclamide 40 −13.2 ± 3.6 8.4 89.2 ± 7.3 98.3 ± 2.4

800 −16.2 ± 4.1 2.8 90.7 ± 4.7 102.4 ± 3.7
2 −13.8 ± 4.4 5.4 85.4 ± 5.4 97.8 ± 3.6

Glimepiride 40 −10.4 ± 3.8 7.8 84.6 ± 6.9 98.1 ± 4.4
800 −6.7 ± 1.4 4.9 82.6 ± 5.0 101.0 ± 2.1

2 −14.7 ± 3.8 8.2 78.7 ± 7.5 102.6 ± 5.2
Gliquidone 40 −14.3 ± 2.9 5.6 81.5 ± 5.4 98.4 ± 1.9

800 −12.1 ± 2.5 2.5 84.6 ± 2.8 100.5 ± 3.0
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The assessment of a relative matrix effect was made based on
direct comparison of the responses (peak areas) of the analyte
spiked into extracts originating from five different lots (sources)
[46,47].

2.7.6. Stability
The post-preparative stability was conducted by repeatedly

determining the processed QC samples which were kept in the
autosampler (20 ◦C) for 24 h. The concentrations of the samples
were calculated on the basis of original calibration standards. The
post-preparative stability of analyte was investigated by quintupli-
cate determinations of QC samples.

2.8. Calculation

All calculations were performed by Microsoft Excel 2007
(Microsoft Co., USA) or OriginPro 8.0 (OriginLab Co., USA) software.

3. Results and discussion

3.1. UHPLC-Q-Orbitrap HR MS optimization

Since all the analytes included in this study possess basic groups,
0.1% formic acid was used as an aqueous component of the mobile
phase to enhance the protonation and sensitivity. For the organic
mobile solvents, methanol and acetonitrile were investigated with
the result that acetonitrile showed better chromatographic separa-
tion of the target analytes. Accordingly, 0.1% formic acid H2O–0.1%
formic acid acetonitrile was selected as the binary mobile solvents
system. The gradient elution procedure enabled detection of 11
antidiabetics within 12 min, including a 2.5 min column flush and
equilibration. The analytes were chromatographically separated
with the exception of two pairs of precursor ions: pioglitazone/I.S.,
and gliclazide/repaglinide.

Considering that the MS parameters played important roles on
the ion response of the analytes, fine tuning was operated to spray
voltage, capillary temperature, vaporizer temperature, sheath gas,
auxiliary gas and S-lens RF level by manual manipulation. Prior to
optimizing the MS conditions, each antidiabetic standard and I.S.
(500 ng/mL) was directly infused into the HESI source to obtain the
exact masses and the optimal NCEs. For each analyte, the experi-
mentally determined mass of the corresponding ion was evaluated
towards the theoretical mass that was calculated by Xcalibur 2.1
software. Mass deviations, expressed in ppm, were defined as
106 × [(measured mass − theoretical mass)/theoretical mass] and
were found to be below 2 ppm. A full MS/dd-MS2 experiment con-
sists of a full scan event followed by MS/MS scan events of top N
precursors in the inclusion list (Table 1). Resolving power of 70 000
and 35 000 were used for full MS and dd-MS2 events, respectively.
The use of an inclusion list with the monoisotopic mass and specific
NCEs of the precursors provided sensitive products as precursors

are selected in the quadrupole. For the selection of the mass resolu-
tion of the full MS scan, a compromise needs to be made between
selectivity and sensitivity. An increased mass resolution brought
a higher mass accuracy and thereby better selectivity, but a too
high resolution (such as 140 000 FWHM) would significantly affect
the sensitivity due to the reduced scanning speed. Finally, a reso-
lution of 70 000 FWHM was found to be optimal for the majority
of the analytes. For the dd-MS2 scan, 35 000 FWHM was adopted
to save scan time and ensure sufficient scan points of the full MS.
The mass tolerance window was set as 5 ppm to acquire adequate
selectivity.

Under the optimized chromatographic and MS conditions, the
analytes retention time (RT) varied from 0.96 min (metformin,
m/z 130.1087) to 8.01 min (gliquidone, m/z 528.2166), as showed
in Fig. 2B. Baseline separation was not achieved between two
pairs of precursors: pioglitazone (4.85 min, m/z 357.1267) and
I.S. (4.91 min, m/z 180.1019), gliclazide (6.34 min, m/z 324.1376)
and repaglinide (6.33 min, m/z 453.2748). However, this did not
pose any problem for identification because of their disparate m/z.
Table 1 demonstrated the theoretical and experimental masses for
each analyte. All of the precursor ion masses were in accordance
with the protonated molecules ([M+H]+). The MS measurement
accuracy was less than 2 ppm, indicating that the Q-Orbitrap HR
MS could provide a high level of confidence between the theoretical
and experimental masses for all analytes. In addition, MS2 product
ions of the analytes (showed in Fig. 3) were utilized as diagnostic
ions for each compound by accurate mass measurements.

3.2. Method validation

3.2.1. Selectivity
Typical extracted ion chromatograms of blank matrix (Fig. 2A)

and blank matrix spiked with antidiabetics (Fig. 2B) are illustrated
in Fig. 2, indicating that the Q-Orbitrap HR MS provided satisfy-
ing resolution to distinguish analytes from the isobaric co-eluting
matrix. No interfering peaks were detected at RTs of all analytes in
the blank matrix.

3.2.2. Calibration curve
As shown in Table 2, all the LOD and LLOQ values were in

ranges of 0.05–0.5 and 0.2–2 ng/g, respectively. Listed in Table 2,
the calibration curves showed good linearity with coefficients of
determination (r2) higher than 0.9991 for all analytes.

3.2.3. Accuracy and precision
The accuracy of an analytical method describes the closeness of

mean test results obtained by the method to the true value (con-
centration) of the analyte. The mean value of accuracy should be
within 15% of the actual value except at LLOQ, where it should not
deviate by more than 20%. The precision of an analytical method
describes the closeness of individual measures of an analyte when
the procedure is applied repeatedly to multiple aliquots of a single

Table 2
Regression equation, correlation coefficients, linear ranges, LLOQ and LOD of antidiabetics.

Analyte Regression equation Correlation coefficient (r2) Linear range (�g/g) LLOQ (ng/g) LOD (ng/g)

Metformin y = 0.0224 + 1.7549x 0.9994 0.0004–1 0.4 0.1
Phenformin y = 0.0332 + 2.2288x 0.9991 0.0004–1 0.4 0.1
Rosiglitazone y = 0.0139 + 1.2662x 0.9998 0.0005–1 0.5 0.1
Pioglitazone y = 0.0134 + 1.1737x 0.9996 0.0005–1 0.5 0.1
Glipizide y = 0.0023 + 0.4089x 0.9999 0.002–1 2 0.5
Tolbutamide y = 0.0034 + 0.7318x 0.9998 0.002–1 2 0.5
Gliclazide y = 0.0153 + 1.5748x 0.9992 0.0002–1 0.2 0.05
Repaglinide y = 0.0235 + 2.6194x 0.9995 0.0002–1 0.2 0.05
Glibenclamide y = 0.0060 + 0.3831x 0.9996 0.002–1 2 0.5
Glimepiride y = 0.0022 + 0.4588x 0.9999 0.002–1 2 0.5
Gliquidone y = 0.0018 + 0.3527x 0.9999 0.002–1 2 0.5
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3.2.4 回收率、基质效应及稳定性

如表 3 所示，所有被分析化合物三种不同浓度的基质添

加回收率均在 74.3% 以上；绝对基质效应均在 –17.6–6.5%，

且准偏差低于 5.3%；相对基质效应则在 2.5%-8.6% 之间。可

见该方法的溶剂及相对基质效应比较低，对于基质分析能够提

3.3 实际样品中筛查确证非法添加降糖药

我们将本研究建立的分析方法应用于非法添加的的降糖药

的筛查，对 63 个批次的中药和 34 个批次的保健品进行了分

析，并借助基质匹配的校准曲线计算出非法添加的降糖药的浓

度。阳性样品中得到的结果参见表 4，可见检测的中药样品均

为阴性，而 7 份保健品为阳性。 

图 2 显示的是有代表性的阳性样品 BC201300615 的提取

离子色谱图。违法添加的药物包括二甲双胍，苯乙双胍和 格

列本脲，浓度在 mg/g 水平。值得注意的是，违法添加的药物

浓度都相当高（>10 mg/g），对公众健康可能造成极大影响。

以上结果也证明，这套 UHPLC-Q-Orbitrap HR MS 方法能够

胜任在市售中药和保健品中进行降糖药的同时鉴定、确证和定

量分析。

表 3. 降糖药物的基质效应、回收率及稳定性（n=5）

表 4. 中药和保健品中非法添加的 11 种降糖药物的检测

供可靠的分析结果。另外，由表 3 还可以看到基质中目标分析

物的稳定性在 96.8%-103.6%，表明所有的目标分析化合物在 

20℃ 的自动进样器中相当稳定（24 h），说明该法非常适合

用来进行大规模的样品筛查分析。

图 2. 100 稀释的阳性样品 BC201300615

（二甲双胍 5.52 mg/g、格林苯脲 7.84 mg/g）提取离子流图

180 C. Guo et al. / J. Chromatogr. B 967 (2014) 174–182

Table 3
Intra- and inter-day accuracy and precision for the determination of antidiabetics (n = 5).

Analyte QC concentration (ng/g) Accuracy Precision

Intra-day (RSD, %) Inter-day (RSD, %) ANOVA

F P

0.5 −0.40 7.6 6.5 3.57 0.161
Metformin 20 3.10 3.1 7.2 6.57 0.080

800 −0.77 0.32 2.5 8.41 0.059
0.5 3.15 5.0 6.7 6.54 0.081

Phenformin 20 3.35 0.61 3.5 5.80 0.093
800 −1.80 0.048 2.2 14.39 0.029

0.5 3.15 4.8 7.4 6.40 0.083
Rosiglitazone 20 −0.20 3.5 4.5 5.79 0.093

800 0.86 0.24 3.2 22.65 0.015
0.5 3.85 8.0 11.5 6.64 0.079

Pioglitazone 20 −2.75 0.66 4.7 11.59 0.039
800 0.50 1.6 3.4 8.90 0.055

2 −4.95 1.0 7.2 36.19 0.008
Glipizide 40 3.30 3.5 6.8 8.19 0.061

800 0.94 0.096 1.4 6.48 0.082
2 −6.75 4.8 4.1 3.19 0.181

Tolbutamide 40 3.20 0.58 1.2 3.13 0.184
800 −0.16 0.062 0.88 6.59 0.080

0.2 2.15 5.3 10.9 8.27 0.060
Gliclazide 10 2.95 3.4 4.4 3.20 0.181

800 0.05 0.047 3.5 27.45 0.012
0.2 0.35 0.38 1.8 7.22 0.071

Repaglinide 10 3.25 3.9 4.6 3.37 0.171
800 −0.15 0.54 0.94 4.12 0.138

2 1.40 6.0 3.4 1.44 0.365
Glibenclamide 40 −2.85 1.7 5.8 12.95 0.033

800 0.60 0.076 1.9 7.19 0.072
2 −1.20 2.7 4.8 8.10 0.062

Glimepiride 40 1.25 3.8 2.1 1.62 0.333
800 −0.43 0.40 1.3 4.56 0.123

2 −2.19 3.5 6.7 5.47 0.100
Gliquidone 40 0.85 1.3 2.1 5.58 0.097

800 −0.55 0.075 0.85 3.42 0.168

Table 4
Matrix effect, recovery and stability for the assay of antidiabetics (n = 5).

Analyte QC concentration (�g/g) Absolute matrix effect (mean ± SD, %) Relative matrix effect (RSD, %) Recovery (mean ± SD, %) Stability (mean ± SD, %)

0.5 −16.4 ± 3.8 8.0 78.7 ± 4.9 102.4 ± 3.4
Metformin 20 −14.3 ± 3.2 6.3 74.5 ± 3.6 97.6 ± 4.2

800 −11.9 ± 1.3 6.8 80.2 ± 5.8 100.3 ± 3.7
0.5 −7.6 ± 1.7 7.1 77.6 ± 7.8 96.8 ± 4.3

Phenformin 20 −11.4 ± 3.3 5.8 79.0 ± 3.0 98.4 ± 2.8
800 −6.5 ± 1.9 3.2 75.7 ± 2.7 99.2 ± 1.4

0.5 −15.2 ± 4.1 7.6 74.6 ± 8.6 98.4 ± 4.2
Rosiglitazone 20 −12.6 ± 3.3 4.5 77.3 ± 7.6 103.6 ± 2.6

800 −13.0 ± 2.4 4.8 78.7 ± 6.0 100.2 ± 2.1
0.5 −14.8 ± 4.6 5.7 81.4 ± 3.8 98.9 ± 3.4

Pioglitazone 20 −17.6 ± 5.3 4.4 75.0 ± 7.1 103.3 ± 1.8
800 −14.5 ± 3.7 3.8 78.6 ± 3.6 100.7 ± 0.86

2 −11.6 ± 3.5 6.5 75.4 ± 4.2 99.4 ± 4.6
Glipizide 40 −16.4 ± 4.8 7.3 74.9 ± 5.5 97.9 ± 3.5

800 −14.0 ± 1.6 4.1 79.7 ± 3.1 100.6 ± 1.1
2 −15.3 ± 4.3 8.6 77.0 ± 6.7 97.5 ± 3.8

Tolbutamide 40 −14.6 ± 4.6 4.8 79.3 ± 6.4 97.8 ± 3.6
800 −8.8 ± 1.2 6.4 76.6 ± 5.8 99.2 ± 1.5

0.2 −16.5 ± 4.1 6.9 76.5 ± 6.4 103.2 ± 4.9
Gliclazide 10 −12.4 ± 3.3 5.4 74.3 ± 5.1 98.8 ± 2.7

800 −18.4 ± 4.5 3.7 75.7 ± 4.2 101.4 ± 2.4
0.2 −12.6 ± 4.0 6.5 81.7 ± 4.4 100.1 ± 3.6

Repaglinide 10 −14.9 ± 5.1 8.1 82.5 ± 8.6 99.5 ± 5.1
800 −8.9 ± 2.7 3.6 94.6 ± 3.8 100.6 ± 0.85

2 −12.8 ± 3.8 6.8 86.0 ± 8.4 99.6 ± 4.2
Glibenclamide 40 −13.2 ± 3.6 8.4 89.2 ± 7.3 98.3 ± 2.4

800 −16.2 ± 4.1 2.8 90.7 ± 4.7 102.4 ± 3.7
2 −13.8 ± 4.4 5.4 85.4 ± 5.4 97.8 ± 3.6

Glimepiride 40 −10.4 ± 3.8 7.8 84.6 ± 6.9 98.1 ± 4.4
800 −6.7 ± 1.4 4.9 82.6 ± 5.0 101.0 ± 2.1

2 −14.7 ± 3.8 8.2 78.7 ± 7.5 102.6 ± 5.2
Gliquidone 40 −14.3 ± 2.9 5.6 81.5 ± 5.4 98.4 ± 1.9

800 −12.1 ± 2.5 2.5 84.6 ± 2.8 100.5 ± 3.0
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图 3. 降糖药物的 MS2 碎片离子谱图：（A）二甲双胍（B）苯乙双胍（C）罗格列酮（D）吡格列酮（E）非那西汀 I.S.（F）格列吡嗪（G）

甲糖宁（H）格列齐特（I）瑞格列奈（J）格列本脲（K）格列美脲（L）格列喹酮

4. 结论

本文证明 UHPLC-Q-Orbitrap HR MS 方法是进行中药和保

健品中违法添加的降糖药筛查的重要且有力的工具。本方法使

用了 FullMS/dd-MS2 模式，其中全扫描一级精确质量数能够保

证无与伦比的定量准确度、精密度和灵敏度，而 dd-MS2 则提

供了有精确质量信息的产物离子谱图以保确证结果的准确性（图 

3）。据我们所知，这是 Orbitrap HRMS 技术第一次被应用于中

药或保健品中非法添加的降糖药的鉴定、确证和定量分析。我

们也评估了本方法在鉴定市售商品中的降糖药的分析效果。在

筛查的 63 个批次的中药样品和 34 个批次的保健品样品中， 有 

7 份保健品样品中均检出非法添加的降糖药，而中药样品结果

皆为阴性。本研究证明，本研究开发的方法能够以高灵敏度、

高选择性实现未标注降糖药的鉴定、确证和定量分析。为与中

药和保健品中违法添加行为的斗争再贡献一个有力的工具。

文章出处：

Guo C, Shi F, Jiang S, et al. Simultaneous identification, 

conf i rmat ion and quant i tat ion of  i l lega l  adul terated 

antidiabetics in herbal medicines and dietary supplements 

using high-resolution benchtop quadrupole-Orbitrap mass 

spectrometry[J]. Journal of Chromatography B, 2014, 967: 

174-182.

58



Q Exactive 系列仪器将高性能四极杆与高分辨 Orbitrap 技术相结合，具有超高分辨率和长期稳定的高质量精度，媲美高端三

重四极杆的灵敏度和宽线性范围可轻松定量中药中的微量组分。其可提供不同的高分辨定量模式，满足不同性质化合物的定量需要。

a) 全扫描（FullScan）高分辨定量：所有扫描范围内的化合物离子通过四极杆，送入 Orbitrap 后得到检测，再通过精确质量

数从 Fullscan 数据中提取 EIC 图谱进行定量，因为 Q Exactive 系列具有良好的质量精度，因此可以将提取窗口缩小至 5 ppm 甚至

更低，充分保证了方法极高的选择性，该种定量方式无需预知化合物信息，可以记录所有已知和未知的化合物质谱信号，方便数

据的回溯分析。

b) 选择离子检测（SIM）高分辨定量：通过四极杆对目标化合物进行选择性通过，然后将目标化合物送入 Orbitrap 进行高分

辨扫描，然后通过一级精确质量数提取 XIC 图谱进行定量。该种定量方式通过高性能四极杆的筛选和过滤，可去除大量的干扰离子，

使目标化合物更多的进入检测器，提升了检测的灵敏度。

c) 平行反应检测（PRM）高分辨定量：通过四极杆对目标化合物进行选择性通过，离子在通过后进入碰撞池发生高能碰撞碎裂，

所产生的碎片将被同时送入 Orbitrap 进行高分辨扫描，然后选择高分辨的二级子离子进行定量。该定量方式通过四极杆过滤掉大

量干扰离子提高了灵敏度的同时，二级高分辨质谱进一步提高了定量的专属性。

多模式定量数据采集

Q Exactive系列

UltiMate 3000 
UHPLC

定量数据分析

TraceFinder

四、代谢组学主要研究内容中药及天然产物定量——解决方案

UltiMate 3000 
UHPLC

中药及天然产物定量工作流程
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中药活性成分汉黄芩苷高分辨质谱定量

关键词

汉黄芩苷；活性成分；高分辨定量；Q Exactive 系列四极杆 -

静电场轨道阱串联高分辨质谱

摘要

建立了高分辨定量分析中药活性化合物汉黄芩苷的反相超

高效液相色谱 - 四极杆 - 静电场轨道阱串联高分辨质谱的分析

方法。通过 Q Exactive 系列质谱所提供的高灵敏度和高稳定

性结果，对仪器灵敏度、稳定性以及汉黄芩苷的线性关系进行

展示，以证明该型号仪器采用高分辨率定量的可行性。

引言

中药成分繁多，含量相对较低，而其发挥药效是建立在

多种复杂化学成分综合作用基础上的，因此中药中有效成分的

含量控制具有重要的意义，尤其是多种成分的同时定量为中药

复方及相关制剂的质量控制提供了有力的保障。近年来，随着

质谱技术在药物研究领域中的广泛普及，液相色谱串联三重四

极杆质谱技术往往应用于解决中药成分定量问题。但是，中药

成分十分复杂，采用低分辨质谱对中药成分进行分析时，往往

会遇到基质干扰等问题，给方法开发带来了巨大的困难，这时

就急需一种同时具有高分辨率和高灵敏度的仪器来解决这一难

题。

本文采用超高效液相 - 四极杆 - 静电场轨道阱高分辨质谱

联用技术对中药活性成分汉黄芩苷进行了定量能力分析。本实

验在优化的液质条件下，采用一级全扫描（Full ms）模式，根

据仪器所采集的精确分子量，在小于 ± 3 ppm 的质量偏差范

围内对目标离子进行峰提取，进行灵敏度和线性关系考察，从

而展示采用 Q Exactive 系列高分辨质谱进行中药活性成分定量

研究的可行性。

侯朋艺  明红

赛默飞世尔科技（中国）有限公司

时间 (min) A（%） B（%）

0 90 10

1 90 10

4 5 95

4.5 5 95

4.6 90 10

6 90 10

1. 实验方法

1.1 试剂与样品制备

甲醇和乙腈（色谱纯，美国 Fisher Scientific）；精密称取

汉黄芩苷对照品适量，用甲醇溶解后，稀释成浓度为 10 pg/

mL~100 ng/mL 系列样品溶液，直接进样分析。

1.2 液相色谱条件

仪器：Thermo Scientific™Dionex UltiMate 3000 液相色谱仪

色 谱 柱：hermo Scientific™Hypersil GOLD C18 (50 × 2.1 

mm, 1.9 µm)

流动相：A 为水相：0.1% 甲酸 - 水；B 为有机相：乙腈

表 1. 流动相梯度条件

流速：0.3 mL/min，进样量：10 µL，柱温为 35 ℃。
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RT: 0.00 - 6.00
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3.79 3.973.20 

5.59 
0.44

4.37 4.780.63 2.850.88 1.56
3.18 4.01 4.14 

0.46

5.585.36 0.65 0.95 1.71
3.20 

3.52 4.02 5.934.64 3.030.69
3.18

3.43 4.47 5.84 2.99

NL:
TIC F: FTMS + p ESI Full ms [400.00-500.00]  MS 

NL:
TIC F: FTMS - p ESI Full ms [400.00-500.00]  MS 

NL:
m/z= 461.10323-461.11245 F: FTMS + p ESI Full 
ms [400.00-500.00]  MS 

NL:
m/z= 459.08760-459.09678 F: FTMS - p ESI Full 
ms [400.00-500.00]  MS

1.3 质谱条件

仪器：Thermo Scientific™Q Exactive 系列四极杆 - 静电场轨

道阱串联高分辨质谱仪

质谱参数：HESI Spray voltage: +3.5/–3.2 kV; Sheath Gas 

Pressure: 35 arb; Aux Gas Pressure: 10 arb; Capillary 

Temp: 320℃ ; Heater Temp: 350℃ ; Scan mode: Full MS 

(Resolution 70,000); Scan range: m/z  400 ~ 500。

2. 实验结果

图 1 为样品在正负切换扫描模式下的总离子流（TIC）和提取

离子流（EIC）色谱图。

Q Exactive 系列高分辨质谱仪采用外标校正法，其校正过

程简单、快速。该系列仪器只需进样一针，即可同时获得正

负离子两种扫描模式的一级和二级质谱图。一级质谱图具有

超高质量精度，其质量偏差小于 ±1 ppm。汉黄芩苷的一级

质谱图如图 2 所示。在 tR = 3.20 min 处，正离子模式下可见 

[M+H]+ m/z 461.10852。准分子离子峰 [M+H]+ 实测值与理论值 

[C22H20O11 + H]+ m/z 461.10784 的偏差为 –0.90 ppm；负离子

模式下可见 [M–H]– m/z 459.09369。准分子离子峰 [M–H]– 实测

值与理论值 [C22H20O11–H]– m/z 459.09328 的偏差为 0.88 ppm。

图 1. 正负切换扫描模式下的总离子流和提取离子流色谱图

Q Exactive 系列高分辨质谱具有 3 个可调节的分辨率档

位：70000、35000 和 17500 FWHM。仪器在具有高分辨率

的同时，具有高灵敏度。图 3 为同一浓度样品在不同分辨率条

件下的提取离子流色谱图，从图中可以看出，随着分辨率的不

断升高，所测目标化合物的峰面积不发生明显变化。这表明 Q 

Exactive 系列仪器能够保证在高分辨率条件下，同时不损失灵

敏度。这一优势可以真正实现复杂基质中高分辨率定量。
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AA: 17391394
SN: 2933
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AA: 17356565
SN: 41224

NL: 6.25E6
m/z= 459.09231-459.09507 F: 
FTMS - p ESI Full ms 
[400.00-500.00]  MS  ICIS 
17500

NL: 6.02E6
m/z= 459.09231-459.09507 F: 
FTMS - p ESI Full ms 
[400.00-500.00]  MS  ICIS 
35000

NL: 5.63E6
m/z= 459.09231-459.09507 F: 
FTMS - p ESI Full ms 
[400.00-500.00]  MS  ICIS 
70000

R = 17500 

R = 35000 

R = 70000 

图 3. 汉黄芩苷同一浓度不同分辨率下提取离子流色谱图

将浓度为 10 pg/mL~100 ng/mL 的系列样品溶液在全扫

描模式下分别进样分析，所得标准曲线如图 4 所示。由结果

可知，汉黄芩苷在 4 个数量级范围内，线性关系良好， R2 = 

0.9964，定量下限为 10 pg/mL，该结果可以满足该化合物在

体内和体外各类型实验的检测需求。

其每个浓度点重复进样 3 次，所得峰面积的 RSD% 见表 2。

从结果可以看出，在整个标准曲线范围内，各浓度点的 RSD% 

均小于 3%，表明此方法可以完美用于该线性范围内的准确定量。

选取标准曲线上中等浓度 100 pg/mL 和 10 ng/mL 的两个

溶液，分别连续进样 6 针，计算 RSD%，以考察仪器稳定性，

结果见图 5 和图 6。由结果可知，其 RSD% 分别为 1.1% 和 

1.0%，表明仪器具有高稳定性。

Concentration (pg/mL) Area (average) RSD (%)

10 51300 2.0

50 131617 2.7

100 245678 2.6

500 1135410 0.54

1000 2283255 1.5

5000 12112650 0.28

10000 24039849 0.9

50000 107661983 1.8

100000 205833019 1.3

表 2. 全扫描模式下各浓度点 RSD% 值

图 4. 汉黄芩苷标准曲线

Y = 26311.5+2.2605e+006*X   R^2 = 0.9964   W: 1/X^2

0 20 40 60 80 100
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50000000

100000000

150000000

200000000
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3 结论

3.1 Thermo Scientific Q Exactive 系列质谱仪将高性能四极杆

的母离子选择性与高分辨的准确质量数（HR/AM）Orbitrap 检

测技术相结合，提供优异性能和出色多功能性。Q Exactive 系

列质谱仪具有快速扫描和多重检测能力，是一种可提供快速色

谱分离技术的优秀检测器。静电场轨道阱高分辨质谱能够实现

只进样一针，即可同时获得正负离子模式下的色谱图，且能保

证良好的质量精度，质量偏差小于 ±1 ppm，能准确的预测元

素组成。

图 5. 浓度为 100 pg/mL 的汉黄芩苷连续进样 6 针提取离子流色谱图

图 6. 浓度为 10 ng/mL 的汉黄芩苷连续进样 6 针提取离子流色谱图

3.2 Q Exactive 系列质谱仪在具有高分辨率的同时，具有高灵

敏度，可以完美用于微量的中药成分定量研究。由本次实验结

果可以看出，汉黄芩苷在 10 pg/mL~100 ng/mL 浓度范围内呈

现良好的线性关系，线性范围为 4 个数量级，可以该化合物不

同实验类型的检测需求；同时，仪器在各浓度点的 RSD% 均

小于 3%，表明该方法重现性良好；仪器稳定性试验表明，该

型号仪器具有高稳定性。
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1. 什么是质谱？离子源？质量分析器 
质谱是一种测量离子质荷比（m/z）的分析仪器，质谱仪器一般由样品导入系统、离子源、离子传输组件、质量分析器、检测器、

数据处理系统等部分组成，如图 1 所示。

离子源是使待测物质转化为带电离子的部件，根据离子化原理不同，分为大气压电离电喷雾离子源（ESI）、大气压电离化学电离

离子源（APCI）等等。

质量分析器是质谱的核心部件，可以产生不同形状的电场，利用这些不同形状的电场将离子源中生成的样品离子按 m/z 的大小分开。

质量分析器分为常规分辨率的质量分析器和高分辨率的质量分析器。常规分辨率的质量分析器包括四极杆、离子阱。

图 1. 质谱示意图

附录：

共轭双曲面四极杆
线性离子阱 LTQ

Orbitrap

气相、液相
（样品引入）

离子源

（产生离子）

离子传输组件
（透镜系统，
捕捉、聚焦、
传输离子）

检测器
（检测离子）

计算机
（数据输出、
数据处理）

质量分析器
（电场按照m/z
不同选择离子）

2. 离子阱质谱原理

离子阱是时间串联的质谱技术，化合物离子的捕获，隔离，激

发和抛射都在阱中完成，正因如此，离子阱重复此扫描过程即

可完成多级碎裂（MSn）。

图 2. 离子阱时间串联扫描

离子阱中的稳定区域可以通过马绍方程计算出来，化合物离子

在特定的射频电压下按照特定频率移动，增加 RF 电压， 离子

的频率（q 值）将会增加，逐渐提高射频 , 使离子从低 m/z 到

高 m/z 逐渐依次离开，完成扫描。

图 3. 离子阱扫描原理
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3. Thermo 专利的线性离子阱质谱

作为离子阱质谱的领导者，Thermo 专利的线性离子阱提供最

快的速度同时保证优异的灵敏度。

● 离子沿着中心线方向聚集，同时也减少了空间电荷效应，极

大提高离子容量；

● 双径向检测器设计同时检测离子，离子检测速度更快，响应

强度更高，信号更加稳定；

● 离子捕获效率更高，获得更高的灵敏度，进行更多级数的碎裂；

4. Orbitrap 静电场轨道阱质谱原理

静电场轨道阱质谱是近年来新兴的一种高分辨质谱质量分析

器，它是由俄国科学家  Makarov 发明的一种新型的质谱仪，

其质量分析器形状如同纺锤体，由纺锤形中心内电极和左右 2 

个外纺锤半电极组成。仪器工作时，在中心电极逐渐加上直流

高压，在 Orbitrap 内产生特殊几何结构的静电场。当离子进入

到 Orbitrap 室内后，受到中心电场的引力，即开始围绕中心电

极作圆周轨道运动，同时离子受到垂直方向的离心力和水平方

向的推力，而沿中心内电极作水平和垂直方向的震荡。外电极

除限制离子的运行轨道范围，同时检测由离子振荡产生的感应

电势，其中水平震荡的频率和分子离子的质荷比（m/z）的关

系可由图片中数学公式来描述。从 Orbitrap 的每个外电极输出

的信号经过微分放大器放大后由快速傅叶转换变成频谱，频谱

再进而转换为质谱

5. 什么是共轭双曲面的四极杆质量分析器？

1950 年代，德国物理学家 Wolfgang Paul 申请的专利 944，

900 (1956) 指出四个共轭双曲面围成的电场可以筛选离子。四

极杆质量分析器分为圆柱形四极杆、共轭双曲面四极杆，如图 

2 所示。共轭双曲面的四极杆，对于精密铸造工艺要求非常高，

需要使用精密的三坐标磨床，对于铸造四极杆的合金材料也有

很高的要求，所以，材料和加工成本比圆柱形四极杆要高很多。

但是，只有共轭双曲面的四极杆才能产生教科书般的完美理论

电场，而圆柱形的四极杆产生电场与理论电场存在 1-2% 偏差。

共轭双曲面四极杆是可变分辨率的四极杆质量分析器，但圆柱

形四极杆分辨率不可变。

图 4. 高分辨质谱 Orbitrap（静电场轨道阱）结构示意图

图 5. 共轭双曲面四极杆（Hyperquand）与常规圆柱形四极杆

（Round rods）
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