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LC-MSn柱后衍生化及在线活性检测联用
技术对祁菊抗氧化活性成分的快速分离
鉴定
摘要：建立一种 LC-MSn、柱后衍生化及在线活性检测联用技术，对祁菊中的抗氧化活性成分进行快速分离鉴定。

对祁菊乙醇提取物的不同极性的萃取物进行 DPPH离线活性检测，确定正丁醇萃取物具有较高抗氧化活性。采用
HPLC–PDA–ESI-MSn和柱后衍生方法对正丁醇部分的化合物进行快速的分离和鉴定；与 HPLC-PDA-DPPH在线活性
检测方法联用确定祁菊的抗氧化活性物质基础。将此方法应用于祁菊抗氧化活性成分分析，在线分离并鉴定了 21个
化合物，其中 17个化合物为首次从祁菊中鉴定，14个化合物具有抗氧化活性，初步阐述了祁菊的抗氧化活性物质基
础。本文建立了一种快速而简便的抗氧化活性成分的快速分离、鉴定和活性检测方法，此方法对于中药的多成分活

性物质分析和检测具有重要意义。
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序言

菊花为菊科菊属植物菊 (Chrysanthemum morifolium Ramat. )的干燥头状花序 [1]。菊花除了用于观赏外，做为药用

和食用已有 2000多年的历史。《神农本草经》中记载菊花有“久服利血气，轻身耐志延年”的作用 [2]。现代药效活

性研究表明菊花具有抗氧化 [3]、抗衰老、抗菌、抗病毒等作用。其中抗氧化作用与高血脂、高血压、冠心病、动脉

硬化等疾病的发病机制有密切的关系。而菊花对上述心血管疾病也具有较好的药理活性 [4]，被认为与菊花的抗氧化

活性有关。尽管前人对菊花的抗氧化活性进行了较多的研究，但菊花中的抗氧化成分尚未见报道。

《中国药典》根据菊花产地和加工方法的不同，划分成亳菊、滁菊、杭菊和贡菊 4个品种 [1]，此外祁菊、怀菊、济菊、

川菊等也是药用品种。祁菊主产于河北省安国地区，是中国八大药用菊花品种之一。然而，祁菊的化学成分报道很少，

仅从中分离得到金合欢素、木犀草素和芹菜素 [5]。有关祁菊的药理活性及其相关物质基础的研究尚未见报道。为阐

明祁菊中的抗氧化活性成分，本文建立了一套 HPLC-PDA-ESI-MSn、柱后衍生技术，并与 HPLC-PDA-DPPH在线活
性检测方法联用的快速活性检测系统，对祁菊活性部位进行快速的分离和鉴定，现将结果报道如下。

材料和方法

2.1. 植物材料、实验仪器和样品制备
2.1.1植物材料
祁菊购自河北省安国市，经北京大学药学院植物研究室王弘副教授鉴定为菊科植物菊花（Chrysanthemum 

morifolium Ramat.）的祁菊品种。凭证标本存放在北京大学药学院植物标本馆。
2.1.2实验仪器
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岛津 LC-20ADXR液相色谱系统：LC-20ADXR高压泵，SPD-20AV紫外检测器，CTO-20AC柱温箱，CBM-20A系
统控制器，SIL-20AC自动进样器，DGU-20A5自动脱气机，LCsolution工作站。
岛津LC-ESI-IT-TOF系统：LC-20ADXR高压泵，SPD-20AV紫外检测器，CTO-20AC柱温箱，CBM-20A系统控制器，

SIL-20AC自动进样器，DGU-20A5自动脱气机，LCMS-IT-TOF离子阱 -飞行时间质谱仪，LCMSsolution 3.3工作站。
紫外分光光度计：UV7500紫外可见光分光光度计，上海天美科学仪器有限公司。
KQ2200DB型数控超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司生产。

2.1.2样品制备
取祁菊药材，粉碎，过 20目筛，取 20 g药材粉末，加 95%乙醇 100 mL超声提取三次 (40KHz，250W)，滤过，

滤液置旋转蒸发仪中减压回收乙醇，浸膏经冷冻干燥得 3.17 g棕黄色浸膏粉，用 100 mL去离子水混悬，分别用石油醚、
正丁醇 20 mL萃取 3次。每个提取部分减压回收溶剂至干，冷冻干燥，分别得石油醚萃取 0.87 g，正丁醇萃取物 0.76 g，水
萃取物 1.67 g。萃取物分别进行DPPH抗氧化方法检测，选取具有抗氧化活性的萃取物采用HPLC-PDA-ESI-IT-TOF仪、
HPLC柱后衍生技术进行成分分离和结构鉴定，并与 HPLC-PDA-DPPH在线活性检测方法联用对活性提取部位进行
快速活性检测。

DPPH抗氧化活性检测供试溶液：将三种不同极性的萃取物和芦丁 (阳性对照 )配制成浓度为 640 mg/L，320 mg/L，
160 mg/L，80 mg/L，40 mg/L，20 mg/L，10 mg/L，5 mg/L的甲醇溶液，做为活性检测的供试溶液。

HPLC分析用样品溶液：取具有抗氧化活性萃取物 50 mg，置 10 mL容量瓶中，加甲醇溶解，定容，分析前用 0.22 μm
的滤膜滤过，精密吸取 10 μL进样。
2.2 祁菊提取物的抗氧化活性

DPPH测定采用文献方法 [6-7]并进行改进，将样品配制成一系列浓度 (见 2.1项 )，取 0.15 mL样品溶液，加入 2.85 mL 
DPPH溶液 (甲醇，0.12 mmol•L-1)，37℃育温 30 min，用 UV7500紫外可见光分光光度计测定 515 nm处吸光度。每
份样品平行操作 3次，取算术平均值，计算不同浓度的样品溶液对 DPPH的清除率，计算公式为：

[(Acontrol – Asample)/Acontrol] × 100%
Acontrol空白对照的吸光度值，Asample指加入 DPPH溶液后样品溶液的吸光度值。清除 50%DPPH自由基所需

浸膏的质量浓度 (mg•L-1)，即半数消除率，用 IC50表示。HPLC-PDA-DPPH在线抗氧化活性检测出的化合物活性强弱
以自由基清除贡献率 (RSP, Radical Scavenger Profi le)衡量，计算公式如下：

RSP= [A(x)/Area(total)] × 100%
A(x)是具有活性的化合物在 515 nm的峰面积，Area(total)指贡菊提取物中所有活性化合物在 515 nm的峰面积之

和。

2.3. HPLC-PDA-ESI-IT-TOF和 HPLC-PDA-DPPH/ UV shift reagents在线活性检测方法及柱后衍生化参数
色谱柱采用 YMCTM C18 column(150 mm×4.6 mmi.d.; 5 μm)与 DiamonsilTM C18 column (250 mm×4.6 mm i.d.;5 μm)色谱

柱串联。洗脱方法：二元梯度洗脱；柱温：40℃；检测波长：335 nm；流速：1.0 mL•min-1；洗脱条件见 Table1。
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                                                   Table1  Gradient conditions of HPLC mobile phase
                                                                     表 1  HPLC流动相洗脱条件

                      Solution A: Acetonitrile, containing 0.08%formic acid (%, v/v)
                      Solution B: Water, containing 0.08% formic acid (%, v/v)
HPLC-PDA-IT-TOF质谱仪质谱条件为：自动调谐毛细管温度 200℃，正离子模式下的喷雾电压 4.5 kV，端盖加

速电压 -3.0 V；负离子模式下的喷雾电压 -3.5 kV，端盖加速电压 3.0 V；碰撞能 50%；氮气流速 1.5 L•min-1，检测器

电压 1.70 kV，流动相流速 5 μL•min-1。CID所使用的碰撞气为高纯氩气。使用三氟醋酸钠 (2.5 mmol•L-1)进行质量数
校正，校正范围为 50-1000 Da。

HPLC-PDA-柱后衍生方法是采用文献报道 [8-10]，加入诊断试剂可以准确的判断黄酮类化合物的类型、取代基的

数目和位置，用于弥补质谱分析数据在结构鉴定上的不足；加入 DPPH溶液可以在线检测指纹图谱中具有抗氧化活
性的化学成分。仪器示意图见 Fig.1，柱后衍生条件见 Table2。

图 1 用于祁菊中化学成分鉴定和在线活性检测的 HPLC柱后衍生仪器示意图。样品溶液为祁菊的正丁醇萃取部
分 (甲醇溶解 )，3-通的分流比为 1:1，反应线圈为 10米长的 PEEK管 (内径 0.25 mm)。
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                                           表 2  柱后反应条件以及所加入的紫外位移试剂和 DPPH溶液。

a, 0.02mol•L-1NaOH aqueous solution; b,0.06mmol•L-1DPPH methanol solution; c,0.3mol•L-1AlCl3 aqueous solution; d, 
0.5mol•L-1NaOAc aqueous solution; e, 0.1mol•L-1NaOAc-0.7 mol•L-1H3BO3=1:1(v/v)

结果和讨论

3.1 DPPH抗氧化活性检测法分析祁菊不同极性萃取物的抗氧化活性
按照 2.2项方法测定贡菊不同极性萃取部位的抗氧化活性，清除 DPPH自由基趋势图见 Fig 2。

图 2  祁菊不同萃取部位清除 DPPH自由基能力的趋势图。

由 Fig. 2可以看出，祁菊的石油醚萃取物、正丁醇萃取物、水萃取物均有清除 DPPH自由基的作用，但正丁醇
提取物清除 DPPH自由基的能力最强 (IC50为 115.46 mg•L-1)，其次是石油醚提取物 (IC50为 1728.47 mg•L-1)，而水提
取物清除自由基的能力很弱（IC50为 3608.28 mg•L-1）。基于上述实验结果，本研究选用正丁醇部分进行在线抗氧化

活性检测，以确定祁菊中的抗氧化活性成分。
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3.2祁菊化学成分的 LC-MSn数据及柱后衍生化分析
按 2.3项所述方法，所得 335 nm下贡菊正丁醇萃取物的 HPLC指纹图谱 (Fig.3)；正离子模式下 ESI-MSn总离子

流图如 Fig. 4。根据 ESI -MSn(Table 3)数据，结合 HPLC-PDA-柱后衍生数据 (Table 4)，从祁菊正丁醇萃取物中共鉴
定 21个化合物，其中咖啡酰奎宁酸类成分 4个，黄酮类成分 12个，二氢黄酮类成分 5个。
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                         表 4  已鉴定化合物的紫外吸收数据及加入柱后紫外诊断试剂后的紫外吸收数据
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3.2.1 绿原酸类化合物
                                                                 表 5  祁菊中已鉴定的绿原酸类化合物结构

在柱后衍生化实验中，加入各种衍生化试剂后，化合物 1，4，5，8紫外光谱中的最大吸收均无改变，故这四种
化合物非黄酮类化合物。

化合物 1的紫外光谱的最大吸收为 241nm和 326 nm。在负离子模式下，其分子离子峰 [M-H]-为 m/z353.0846(校
正值为 m/z353.0873)，确定其分子式为 C16H18O9，根据文献报道的紫外及质谱数据

[11-12]，推测其为单咖啡先奎宁酸类

化合物。MS2中基峰为 m/z191.0575(校正值为 m/z191.0556，C7H11O6-)，无 m/z179的碎片；MS3中基峰为 m/z85.0318，
这些特征与文献报道 [12]的 5-CQA相符。进一步验证，化合物 1的保留时间、LC-MSn数据及色谱行为与 5-CQA对
照品一致，因此判断化合物 1为 5-CQA。
化合物 4、5、8 的紫外光谱均在 242 nm和 328 nm有最大吸收。在负离子模式下，三者分子离子峰 [M-H]-

均为 m/z515.1，结合文献 [11-14]推测为二咖啡酰奎尼酸 (DCQA)，分子式为 C25H24O12。其中化合物 8的MS2基峰为 m/
z353.0894；MS3基峰为m/z173.0468，并观察到碎片离子m/z299(相对丰度 9.05%)和m/z203(相对丰度 11.32%)；MS4基峰为

m/z93.0380，MS2中无 m/z335离子碎片，因此确定其为 4,5-DCQA[13]。化合物 4、5的MS3基峰均为 m/z191.0556，MS4基

峰为m/z85.0290，推测二者可能为 1,3-DCQA，1,5-DCQA或 3,5-DCQA。由于化合物 5的MS3中 m/z179.0351相对丰
度为 51.23%，与对照品进行对照，确定其为 3,5-DCQA。而化合物 4的MS3中未观察到 m/z179碎片，因此判断其为
1,5-DCQA[7-9]。
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3.2.2黄酮类化合物
                                                         表 6  祁菊中已鉴定的黄酮类化合物结构

本研究从祁菊中分离鉴定的黄酮类化合物包括木犀草素、芹菜素、香叶木素和金合欢素及其苷，其结构特点为：

在 A环上均含有 5,7-二羟基结构，在 B环上则含有羟基和甲氧基，在 LC-MSn质谱裂解规律和柱后衍生分析中均具

有以下特点：

在质谱裂解中，黄酮类化合物容易发生 RDA裂解，产生 1,3A+和 1,3B+碎片，根据高分辨质谱的 1,3A+碎片的质
量可以精确的推算出 A环取代基的类型和数目，而 1,3B+碎片的质量或分子离子峰减去 1,3A+碎片的质量可以精确的
推算出 B环取代基的类型和数目。裂解规律见图。

图 55,7-  二羟基取代黄酮化合物的 RDA裂解规律
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柱后衍生分析中，根据加入衍生化试剂后造成的紫外吸收峰的移动值，可以推测取代基的类型和取代位置。如

黄酮化合物加入 AlCl3/HCl诊断试剂后，带 I红移 35-55 nm，表明黄酮化合物结构中含有 5-游离羟基；加入醋酸钠
诊断试剂，带 II红移 5-20 nm，表明黄酮化合物结构中含 7-游离羟基；加入 AlCl3诊断试剂，带 I比 AlCl3/HCl谱红
移 18 nm，或加入 NaOAC/H3BO3后，带 I红移 16 nm，说明 B环有邻二羟基等等。二氢黄酮也具有类似的质谱裂解
规律和柱后衍生规律。

3.2.2.1芹菜素类成分
UV光谱中，化合物 17，6，10 的带 II在 267 nm有吸收，带 I在 336 nm有吸收，具有黄酮类成分的特征吸收。
在正离子模式下，化合物 17的分子离子峰 [M+H]+为 m/z271.0641(校正值 m/z271.0606)，根据高分辨质谱确

定其分子式为C15H10O5，推测其为3个羟基取代黄酮；MS2中可见RDA裂解产生的 1,3A+碎片m/z153.0200(校正值m/z153.0188，
C7H5O4

+)和 1,3B+碎片 m/z119.0482(校正值 119.0497，C8H7O
+)，说明 A环有两个羟基，B环有一个羟基。在负离子模

式下，分子离子峰 [M-H]-为 m/z269.0435(校正值 m/z269.0450)，MS2中存在 [M-H-C3O2]
-碎片离子 m/z201.0537(校正值

m/z201.0552，C12H9O3
-)、[M-H-C3O2-C2H2O]-碎片离子 m/z159.0411(校正值 m/z159.0446，C12H9O3

-)，根据文献报道 [15]，

失去 C3O2后接着裂解 C2H2O碎片发生在 C环，且 4’位存在羟基。在柱后衍生分析中，加入 AlCl3/HCl诊断试剂，
带 I红移 38 nm，说明具有 5-羟基；加入 NaOAC诊断试剂后，带 II红移 6 nm，说明有 7-羟基；综上分析推测峰 17
结构为 5,7,4'-三羟基黄酮，即芹菜素。经与芹菜素对照品对照，峰 17的保留时间、紫外吸收、ESI-MSn中的离子碎

片均与芹菜素对照品一致，故确定化合物 17为芹菜素。
在正离子模式下，化合物 6的分子离子峰 [M+H]+为 m/z433.1105(校正值 m/z433.1135)，根据高分辨质谱推测其

分子式为 C21H20O10；MS2中碎片离子峰 [M+H-162]+m/z271.0606为 [M+H]+失去一分子葡萄糖或半乳糖基的苷元碎片，

半乳糖与苷元脱离后，可以失去一分子 H2O，形成 m/z145的碎片，而葡萄糖与苷元脱离后不发生裂解 [10]，在化合物

6的质谱图中未见 m/z145碎片，故推测其为葡萄糖苷。该化合物苷元在正负离子模式下的裂解行为均与化合物 17相
同，因此推测化合物 6为芹菜素的葡萄糖苷。
在正离子模式下，化合物 10的分子离子峰 [M+H]+为 m/z519.1082(校正值 m/z 519.1139)，根据高分辨质谱推测

其分子式为 C24H22O13；MS2级质谱中有碎片离子峰 [M+H-248]+m/z271.0606(基峰 )和 [M+H-86]+m/z433.1154(校正值
m/z433.1135，C21H21O10+,相对丰度16.89%)分别为分子离子峰失去一分子丙二酰葡萄糖基和丢失丙二酰基后所得碎片。
MS4的裂解行为与化合物 17的MS2相同，因此推测化合物 6为芹菜素的丙二酰葡萄糖苷。
化合物6，10的柱后衍生数据与化合物17相似，但加入NaOAC诊断试剂后带 II没有红移，因而不具有游离7-羟基，

说明其在 7位上形成 O苷。因此确定化合物 6为芹菜素 -7-O-葡萄糖苷，化合物 10为芹菜素 -7-O-丙二酰葡萄糖苷。
3.2.2.2木犀草素类成分
化合物 14，3的 UV谱中带 I在 253，266 nm，带 II在 348 nm附近有吸收，具有黄酮化合物的特征吸收，且 B

环可能含 3’,4’-二羟基取代。
在正离子模式下，化合物 14的 [M+H]+为 m/z287.0538(校正值 m/z287.0556)，故推测其分子式为 C15H10O6，为 4

个羟基取代黄酮 ；MS2的 RDA裂解产生 1,3A+m/z153.0204和 1,3B+ m/z135.0478碎片，说明 A环和 B环上各含有两个
羟基。在柱后衍生分析中，加入 AlCl3/HCl诊断试剂使带 I红移 34 nm；加入 NaOAC诊断试剂后带 II红移 5 nm，说
明具有游离 5,7-二羟基。加入 AlCl3后带 I比 AlCl3/HCl谱红移 18 nm，且在加入 NaOAC/H3BO3后，比带 I红移
16 nm，说明 B环有邻二羟基；结合质谱数据，确定化合物 14为 5,7,3',4'-四羟基黄酮，即木犀草素。峰 14与木犀草
素对照品的保留时间、紫外吸收、ESI-MSn中的离子碎片及相对丰度均一致，故确定化合物为木犀草素。
化合物 3的分子离子峰 [M+H]+为 m/z449.1109(校正值 m/z449.1084)，根据高分辨质谱数据推测其分子式为

C21H20O11；MS2中 [M+H-162]+m/z287.0543为 [M+1]+失去一分子葡萄糖的苷元碎片，且与木犀草素的 [M+1]+质量数
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相同；MS3的裂解基本与峰 14的MS2相同，说明峰 3的苷元部分与峰 14的结构一致。且柱后衍生数据基本同化合
物 14，但在加入 NaOAC诊断试剂后带 II未红移，因此不具有游离 7-羟基，故推测为 7位上形成 O-苷。确定化合
物 5为木犀草素 -7-O-葡萄糖苷。
3.2.2.3金合欢素类成分
化合物 21，13，15，18的 UV谱中带 II在 268 nm，带 I在 330 nm有最大吸收，具有黄酮类成分的特征吸收。
在正离子模式下，化合物 21的分子离子峰 [M+H]+为 m/z285.0789(校正值 )，推测分子式为 C16H12O5，为 2个羟

基 1甲氧基取代黄酮；MS2中 m/z270.0538的 [M+H-15]+。离子，为 [M+1]+失去一个自由基 CH3•所得；MS3的 RDA
裂解产生 m/z153.0290的 1,3A +离子，说明 A环上含 2个羟基，B环含 1个甲氧基。在柱后衍生分析中，加入 AlCl3/
HCl诊断试剂使带Ⅰ红移 46 nm；加入 NaOAC诊断试剂使带 II红移 5 nm，说明具有游离 5,7-二羟基。故推测为 5,7-
二羟基 -4'-甲氧基黄酮，即金合欢素。化合物 21的保留时间、紫外吸收、ESI-MSn中的离子碎片均与对照品金合欢

素一致，故确定为金合欢素。

化合物 15的 [M+H]+为 m/z447.1268，根据高分辨质谱数据推测其分子式为 C22H22O10；MS2中 m/z285.0768的
[M+H-162]+碎片为 [M+1]+失去单分子葡萄糖所得苷元碎片。MS3的质谱裂解与峰 12的MS2相同，推测化合物 15
为化合物 21的葡萄糖苷。峰 18的 [M+H]+为m/z533.1295，推测其分子式为C25H24O13；MS2中m/z285.0763的 [M+H-248]+

和 m/z447.1291的 [M+H-86]+的碎片分别为 [M+1]+失去丙二酰葡萄糖基和丢失丙二酰基后所得碎片。MS3的质谱裂

解与峰 22的MS2相同，推测为峰 21的丙二酰葡萄糖苷。峰 13 的 [M+H]+为 m/z593.1932，分子式：C28H32O14；MS2

中 [M+H-146]+m/z447.1263为 [M+1]+失去单分子鼠李糖后的碎片，[M+H-146-162]+m/z285.0720为 [M+H-146]+继续

丢失单分子葡萄糖形成的苷元碎片，且 [M+H-146]+丰度大于 [M+H-146-162]+[14]，故确定其为芦丁糖苷。MS4质谱裂

解与峰 21的MS2相同，推测峰 13为峰 22的芦丁糖苷。
化合物 13，15，18的柱后衍生分析与化合物 21相似，只是加入 NaOAC诊断试剂后带 II没有红移，说明不具

有游离 7-羟基。以上数据提示化合物 13，15，18在黄酮的 7位上形成O苷。故确定峰 15为金合欢素 -7-O-葡萄糖苷，
峰 18为金合欢素 -7-O-丙二酰葡萄糖苷，峰 13为金合欢素 -7-O-芦丁糖苷，即蒙花苷。
3.2.2.4香叶木素及其苷类成分
化合物20，9，12的UV谱中带 II在251，267 nm(sh)，带 I 在346 nm，推测该化合物为黄酮类成分，且B环可能为3',4'-

二氧取代。

在正离子模式下，化合物 20的分子离子峰 [M+H]+为 m/z301.0841(校正值 m/z 301.0712)，根据高分辨质谱数据
推测其分子式为 C16H12O6，为 3个羟基和 1个甲氧基黄酮。MS2质谱中 m/z286.0541的 [M+H-15]+。离子为分子离子

峰失去一个自由基 CH3•所得；MS4中的 m/z153.0171的 1,3A+离子说明其 A环具有两个羟基；因此 B环 3',4'-位为一
个羟基和一个甲氧基。在柱后衍生分析中，加入 AlCl3/HCl诊断试剂后带 I红移 36 nm，加入 NaOAC诊断试剂后带
II红移 5 nm，说明具有游离 5,7-二羟基；综合质谱数据和柱后衍生化数据，推测该化合物为 5,7,3'-三羟基 -4'-甲氧
基黄酮，即香叶木素。

化合物 9的分子离子峰 [M+H]+为 m/z463.1228(校正值 m/z463.1240)，根据高分辨质谱数据推测其分子式为
C22H22O11；MS2中 [M+H-162]+m/z301.0679碎片为 [M+1]+失去一分子葡萄糖或半乳糖基后的苷元碎片，根据文献 [17]，
确定其为葡萄糖苷。MS3后的质谱裂解行为与化合物 20的一致，因此推测化合物 9为香叶木素的葡萄糖苷。化合物
12的分子离子峰 [M+H]+ m/z549.1286(校正值 m/z549.1244)，根据高分辨质谱数据推测其分子式为 C25H24O14；MS2级

质谱中 m/z301.0712的 [M+H-248]+离子 (基峰 )和 m/z463.1240的 [M+H-86]+碎片 (校正值 m/z463.1240,C22H23O11
+)

分别为 [M+1]+失去一分子丙二酰葡萄糖基和丢失丙二酰基后所得苷元碎片。MS3之后的裂解行为与化合物 20相近，
推测化合物 12为香叶木素的丙二酰葡萄糖苷。化合物 9，12的柱后衍生化数据基本与峰 20相似，但加入 NaOAC
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诊断试剂后带Ⅱ没有红移，说明峰 9，12不具有游离 7-羟基，表明在 7位上形成 O苷。因此确定化合物 9为香叶木
素 -7-O-葡萄糖苷，化合物 12为香叶木素 -7-O-丙二酰葡萄糖苷。
3.2.2.5二氢黄酮类化合物

                                                           表 7  祁菊中已鉴定的二氢黄酮类化合物结构

化合物 16，11，19，2，7的UV谱中带 II 在 285 nm附近有吸收，为主峰，带 I 弱，具有二氢黄酮类成分的特征吸收。
在正离子模式下，化合物 16，11，19 的分子离子峰 [M+H]+ 分别为 m/z273.0756( 校正值 m/z273.0763)，

m/z289.0628(校正值 m/z289.0712)和 m/z303.0870(校正值 m/z303.0869)，根据高分辨质谱数据推测其分子式分别为
C15H12O5，C15H12O6和 C16H14O6；分别为 3个羟基取代，4个羟基取代和 3个羟基 1个甲氧基取代二氢黄酮；3个化
合物的MS2中均发生 RDA裂解产生 m/z153.0的 1,3A+碎片，证明 3个化合物的 A环均含有两个羟基；化合物 11的
MS3中的 1,4B+碎片离子丢失一分子 H2O，形成 m/z145.0299碎片，表明 B环上为邻二酚羟基 [16]。在柱后衍生分析中，

3个化合物加入AlCl3/HCl诊断试剂后带 II 红移 15-18 nm，加入NaOAC后带 II 红移 36-41 nm，说明含有 5,7-二羟基，
以上质谱及柱后衍生数据结合文献 [17-19]确定化合物 16为 5,7,4'–三羟基二氢黄酮 (柚皮素 )，化合物 11为 5,7,3',4'-四
羟基二氢黄酮（圣草酚），化合物 19为 5,7,3'-三羟基 -4'-甲氧基二氢黄酮（橙皮素）。
在正离子模式下 ,化合物 2的分子离子峰 [M+H]+为 m/z451.1318(校正值 m/z451.1240)，根据高分辨质谱数据推

测其分子式为 C21H22O11；MS2中产生 m/z289.0712的 [M+H-162]+碎片为 [M+H]+失去一分子葡萄糖 [15]。MS3质谱裂

解行为与化合物 11的MS2相同，推测应为圣草酚的葡萄糖苷。化合物 7的分子离子峰 [M+H]+为 m/z537.1216(校
正值 m/z537.1244)，根据高分辨质谱推测其分子式为 C24H24O14；MS2 质谱中 m/z289.0704(校正值 m/z289.0712)的
[M+H-248]+碎片是分子离子峰失去一分子丙二酰葡萄糖得到的。MS3质谱裂解与化合物 11的MS2相同，推测为圣

草酚的丙二酰葡萄糖苷。在柱后衍生分析中，化合物 2，7与化合物 11相似，只是在加入加入 NaOAC试剂后带 II
未发生位移，说明不含游离 7-羟基，应为 7位上形成 O苷。因此确定化合物 2为圣草酚 -7-O-葡萄糖苷，化合物 7
为圣草酚 -7-O-丙二酰葡萄糖苷。
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3.3 祁菊正丁醇提取物 LC-PDA-DPPH在线抗氧化活性测定
在线 DPPH活性检测结果见图

                                  图 5  在线 HPLC-PDA-DPPH法检测祁菊正丁醇萃取物抗氧化活性成分色谱图
HPLC-PDA-DPPH在线活性检测结果表明，祁菊正丁醇提取物中咖啡酰奎宁酸类化合物、木犀草素类化合物、

圣草酚类化合物均具有较强的抗氧化活性作用，而其他黄酮类化合物的抗氧化作用较差。并对上述化合物的抗氧化

活性强度进行了测定，结果见图。
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表 8  图 5  中具有抗氧化活性的化合物极其活性计算值。

Rutin was the antioxidant standard.
其中咖啡酰奎宁酸类化合物抗氧化作用最强、其次为芹菜素类化合物、木犀草素类化合物、圣草酚类化合物，

香叶木素和金合欢素类化合物的抗氧化作用很弱，说明在祁菊中咖啡酰类化合物、木犀草素类化合物和圣草酚类化

合物为其主要抗氧化活性成分。

结论

采用 LC–PDA–ESI-MSn技术，结合柱后衍生分析对中国传统药物祁菊的活性部位进行了化学成分的分析鉴定，

应用 LC-PDA-ESI-MSn技术鉴定中药中黄酮类化合物已有很多报道，但是，该技术对于黄酮类化合物中取代基的位

置判断较困难，需要借助其他鉴定技术以提高其准确性，柱后衍生技术可以较准确的确定黄酮类化合物的类型和取

代位置，与 LC-PDA-ESI-MSn技术形成很好的互补，有效地提高了化合物结构鉴定的准确性。我们采用 LC–PDA–
ESI-MSn技术，结合柱后衍生分析从祁菊中共鉴定了 21个成分，包括绿原酸类成分 4个，黄酮类成分 12个，二氢
黄酮类成分 5个。其中异绿原酸（4，5-二咖啡酰奎尼酸）、1,5-二咖啡酸奎尼酸、芹菜素 -7-O-葡萄糖苷、芹菜素 -7-O-
丙二酰葡萄糖苷、木犀草素 -7-O-葡萄糖苷、金合欢素 -7-O-葡萄糖苷、蒙花苷、金合欢素 -7-O-丙二酰葡萄糖苷、
香叶木素、香叶木素 -7-O-葡萄糖苷、香叶木素 -7-O-丙二酰葡萄糖苷、柚皮素、圣草酚、圣草酚 -7-O-葡萄糖苷、
圣草酚 -7-O-丙二酰葡萄糖苷、橙皮素等 17个化合物为首次从祁菊中分离鉴定。
本研究采用 LC–PDA–ESI-MSn与 LC-PDA-DPPH在线活性检测联用技术可以同时对祁菊正丁醇提取物中所含化

合物进行分离鉴定和活性测定。测定结果表明，祁菊中绿原酸、异绿原酸（4，5-二咖啡酰奎尼酸）、3，5-二咖啡
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酰奎尼酸、1,5-二咖啡酸奎尼酸等咖啡酰奎宁酸类成分具有很强的抗氧化活性，是祁菊中主要抗氧化活性成分；黄
酮类化合物中芹菜素、芹菜素 -7-O-葡萄糖苷、芹菜素 -7-O-丙二酰葡萄糖苷、木犀草素 -7-O-葡萄糖苷、金合欢素 -7-O-
葡萄糖苷、蒙花苷、金合欢素 -7-O-丙二酰葡萄糖苷、圣草酚、圣草酚 -7-O-葡萄糖苷、圣草酚 -7-O-丙二酰葡萄糖
苷也有较好的抗氧化活性，从结构分析看，上述黄酮类化合物均含有 3’,4’-邻二酚羟基结构，这与文献报道 [20-21]

一致；而金合欢素和香叶木素类成分因不含 3’,4’-邻二酚羟基结构，所以其抗氧化活性很弱。
本文采用 LC–PDA–ESI-MSn技术、柱后衍生化、结合 LC-PDA-DPPH在线活性检测技术对祁菊中抗氧化活性部

位进行了快速分离、鉴定和活性检测。该技术能够快速、准确地对祁菊中抗氧化活性成分及其类型进行分析鉴定，

而无需采用传统的提取、分离、鉴定和活性检测方法，具有快速、准确、省时和费用低廉等特点，该分析系统对中

药成分的快速分离、鉴定和活性检测提供了范例，为祁菊的药用和作为保健饮品预防退行性疾病提供了化学成分与

活性两方面的支持。




