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摘要　目的 :通过液相色谱 2二极管阵列光谱检测 /电喷雾离子化质谱 (HPLC2DAD / ESI2MS)联用技术定性

分析山楂叶中的主要化学成分。方法 :以 60%乙醇回流提取山楂叶原药材 ,再经 D101大孔吸附树脂纯化。

高效液相色谱条件 :使用 YMC ODS2C18 (250 mm ×4. 6 mm i. d. ; 5μm )色谱柱进行分析 ,以乙腈 20. 1%甲酸

溶液 (15ζ 85 v /v)为流动相 ,流速为 0. 6 mL /m in,检测波长为 254 nm。ESI质谱条件 :负离子扫描模式 ,喷针

电压 3 500 V,毛细管电压 220 V,干燥气 (N2 )压力 21 p si,扫描范围 3002800 amu,雾化温度 300 ℃。结果 :通

过液 2质联用技术以及紫外扫描 ,鉴定出山楂叶中 11个主要化学成分。结论 :通过 HPLC2DAD / ESI2MS联用

技术 ,为鉴定山楂叶中的化学成分建立起了一种快速、高效的分析方法。
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ABSTRACT　O bjective: To analyze the chem ical constituents of hawthorn leaves by high2performance liquid chromatography

(HPLC) 2diode array detector/ electrosp ray ionization2mass spectrometry ( HPLC2DAD /ESI2MS). M ethods: D ried hawthorn leaves

were extracted under reflux with 60% ethanol and purified by D101 macroporous resin again. The chromatographic separation was per2
formed on a YMC ODS2C18 column (250 mm ×4. 6 mm i. d. ; 5μm ) with a mobile phase composed of aceonitrile20. 1% form ic acid

(15ζ 85 v/v) , eluted at a flow rate of 0. 6 mL /m in, and UV detection was set at 254 nm. The negative ionization mode with needle

voltage 3 500 V, cap illary voltage 220V, gas(N2 ) p ress 21 p si and temperature of the cap illary 300 ℃was selected. Relative molecular

mass data acquisition was performed from m /z 300 to 800 in fullMS scan mode. Results: Eleven of the major chem ical constituents of

hawthorn leaveswere characterized based on their retention behavior obtained on2line by theirUV spectra and the HPLC2DAD /ESI2MS.

Conclusion:A rap id and efficient method for studying the chem ical constituents of hawthorn leaves by HPLC2DAD /ESI2MS was estab2
lished.
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　　山楂叶为蔷薇科山楂属植物山楂 (R osaceae cra2
taegus L1)的干燥叶 ,我国约有 17种 [ 1 ]。其多产于

我国北方 ,野生资源非常丰富 ,是一种常用天然药用

植物。山楂叶主要含有黄酮类化合物、有机酸类化

合物及一些微量元素。其中黄酮类化合物具有调血

脂、防止动脉硬化、增加冠脉流量、抗心肌缺氧及心

律失常等活性以及抗炎、镇痛作用 [ 2, 3 ]。根据文献

报道 ,已经从山楂叶中分离出牡荆素、槲皮素、山萘

酚、芦丁、金丝桃苷、熊果酸、胡萝卜苷及二十九烷醇

等成分 [ 4, 5 ]。

通过高效液相色谱法 (HPLC)对山楂叶中的一

种或多种黄酮进行分析 ,可以确定其中主要组分并

测定其含量。但该法对化合物的定性能力很有限 ,

必须在有标准对照品的情况下才能进行保留时间的

比对定性和定量分析。据此所建立的山楂叶质量控

制方法大多只针对牡荆素等少数黄酮 ,不够全面。

液质联用技术 (HPLC2MS)是目前广泛应用的

分析方法之一 , 它利用液相色谱的高效分离能力对

被分析样品进行分离。再以质谱为检测器在线提供

化合物的分子量信息 ,特别是电喷雾 SI1软电离质

谱技术的出现 ,为研究热不稳定和极性较大的化合

物提供了简捷快速的分析方法 ,而多级串联质谱技

术还可以提供被分析成分的结构信息。有些微量、

痕量成分和无紫外吸收的化合物在用 HPLC分析时

很可能被忽略 ,而 MS具有高度的灵敏性 ,可检测到

皮克级物质 ,因此很容易发现这些化合物的存在。

目前 , HPLC2ESl2MS技术已被广泛用于植物有效成

分的分离及结构鉴定中。

本研究采用 HPLC2DAD /ESI2MS联用技术对山
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楂叶中的主要化学成分进行鉴定 ,该法操作简便、快

速、灵敏度高、专属性强 ,为全面控制山楂叶药材的

质量提供了依据 ,对阐明其药效物质基础、质量控

制、开发现代中药新药和充分利用我国的药材资源

等具有重要意义。

1　仪器与试剂

Varian ProStar高效液相色谱仪 2质谱联用仪
(Varian, Corporation, USA ) , 配备 ProStar 210泵、

ProStar 410自动进样器、Prostar 330二极管阵列光

谱检测器、Varian 1200L三重四极杆电喷雾质谱检

测器和 Varian 1200 L色谱 2质谱工作站。
乙腈、甲醇为色谱纯 (德国默克公司 ) ,水为超

纯水并经微孔滤膜过滤。其余所用试剂均为分析纯

(中国医药集团上海化学试剂公司 )。

2　实验

2. 1 　色谱及质谱条件

2. 1. 1　色谱条件 　YMC ODS2C18 ( 250 mm ×4. 6

mm i. d. ; 5μm)色谱柱 ;流动相为乙腈 ζ 0. 1%甲酸

水溶液 ( 15 ζ 85, V /V ) ;流速 0. 6 mL /m in;柱温 25

℃;检测波长 254 nm;进样量 20μL。

2. 1. 2　质谱条件 　电喷雾离子源 ,负离子扫描模

式 ,扫描范围 300～800 amu,喷针电压 3 500 V ,毛

细管电压 220V ,干燥气 (N2 )压力 21 p si,雾化温度

300 ℃。

2. 2　样品制备 　称取药材粗粉 500 g,用 60%乙

醇回流提取 2次 ,每次 2 h,将滤液减压浓缩至无

醇味 ,得山楂叶粗提液 700 mL ,将制得的山楂叶粗

提液加适量水混悬后 ,过 D101大孔吸附树脂柱 ,

先分别用水和 10%浓度的乙醇溶液充分洗脱 ,弃

去洗脱液 ,再用 20%和 30%浓度的乙醇溶液洗

脱 ,收集洗脱液 ,减压浓缩并干燥 ,即得山楂叶提

取物样品粉末。

2. 3　供试品溶液的制备 　精密称取山楂叶提取

物粉末 100 mg,置 50 mL量瓶中 ,加甲醇至刻度 ,

超声 20 m in,离心 ( 8 000 r /m in,离心 10 m in) ,精

密量取离心处理后的上清液 1. 0 mL ,置 10 mL量

瓶中 ,加甲醇稀释至刻度 ,摇匀。

3　结果

3. 1　色谱行为　供试品的色谱行为如图 1所示 ,

在流动相为乙腈 ζ 0. 1%甲酸水溶液 ( 15 ζ 85, V /

V )、流速 0. 6 mL /m in的条件下 ,不仅能使各色谱

峰得到较好的分离 ,而且不存在峰拖尾现象 ,可见

此色谱条件对山楂叶中的主要化学成分具有较好

的分离效果。

图 1　山楂叶大孔吸附树脂纯化物

　高效液相色谱图 (λ= 254 nm)

　11熊果酸 U rsolic acid; 21芦丁 24Ê2O2鼠李糖苷 ; 31Rutin24Ê2O2rh2

amnoside; 31去乙酰山楂纳 Deacetyl - cratenacin; 41巢菜素 2ⅡV i2

cenin2Ⅱ; 51牡荆素 24″2O2葡萄糖苷 V itexin4″2O2glucoside; 61牡荆

素 22″2O2鼠李糖苷 V itexin22”2O2rhamnoside; 71牡荆素 V itexin; 81

斛皮素 232鼠李糖 -半乳糖苷 Quercetin232rhamnosyl2galactose; 9芦

丁 Rutin; 101金丝桃苷 Hyperoside; 11牡荆素 4″202乙酰 22″2鼠李糖

苷 V itexin 4Ê2acety122″2rhamnoside.

3. 2　质谱行为　根据供试品的总离子流图 (图 2)、

准相对分子质量、及有关文献报道的质谱资

料 [ 6～13 ]
,鉴定出山楂叶中 11种化合物的可能结构 ,

其中芦丁 24Ê2O2鼠李糖苷、牡荆素 24″2O2葡萄糖苷和
牡荆素 22″2O2鼠李糖苷为山楂叶中主要的三种黄酮
类化合物。经过高效液相色谱分离纯化后 ,通过
1 HNMR、13 CNMR结构解析并与文献数据比对 ,进行

了结构确证 [ 14, 15 ]
,鉴定出的可能化合物的名称、紫

外最大吸收、准分子离子峰见表 1。

图 2　山楂叶大孔吸附树脂纯化物负离子流图

4　讨论

乙酸的电离常数比甲酸要小 ,使用乙酸 ,会影响

实验效果 ;而使用甲酸 ,酸度调节的范围较大 ,用量

比较小 ,对分析物在质谱上的响应不会造成太大影

响。经过实验比较分析 ,最终选择了 0. 1%的甲酸

溶液为水相 ,分离效果良好。对于检测波长的选择 ,

经过 DAD在线全波长扫描 ,山楂叶中各黄酮类化学

成分在 254 nm附近均有较大的吸收。

结果表明 ,运用 HPLC2DAD /ESI2MS技术 ,能够

有效、快速地对山楂叶中的化学成分进行分析测定 ,

为山楂叶的质量控制以及指纹图谱的建立提供了可

靠的依据。
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表 1　山楂叶中的主要化学成分

峰号 (peak No. ) tR /m in [M2H ] - m /z λmax / nm 鉴定 ( identify)

1 10. 8 451. 1 225 熊果酸 (U rsolic acid)

2 21. 7 755. 3 260 350 芦丁 24”’2O2鼠李糖苷 ( rutin24”’2O2rhamnoside)

3 30. 2 611. 1 225 去乙酰山楂纳新 (Deacetyl2cratenacin)

4 31. 9 609. 2 250 350 巢菜素 2Ⅱ (V icenin2Ⅱ)

5 33. 5 593. 4 260 330 牡荆素 [ 4”2O2葡萄糖苷 ( vitexin24”2O2glucoside)

6 38. 7 577. 3 260 330 牡荆素 22”2O2鼠李糖苷 ( vitexin22”2O2rhamnoside)

7 40. 9 431. 2 240 牡荆素 (V itexin)

8 42. 2 628. 1 254 槲皮素 232鼠李糖 2半乳糖苷 (Quercetin232rhamnosyl2galactose)

9 45. 2 609. 2 254 350 芦丁 (Rutin)

10 49. 1 463. 4 254 350 金丝桃苷 (Hyperoside)

11 53. 9 623. 1 254 350 牡荆素 24”2O2乙酰一 2”2鼠李糖苷 ( vitexin24”2O2acety122”2rhamnosyl)
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