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HPLC-DAD-ESI-MSn/PCD-CL 偶联技术
分离鉴定和在线检测枳壳中抗氧化活性
成分

摘要：建立一种对枳壳中化学成分快速分离鉴定及其抗氧化活性成分的在线检测方法。应用 HPLC–DAD–ESI-MSn-
CL和柱后衍生化的方法对枳壳中化合物进行快速分离鉴定并在线检测其抗氧化活性成分。从枳壳药材中分离并鉴定
了 26个化合物，包括 2个黄酮醇、4个黄酮、13个二氢黄酮和 7个多甲氧基黄酮；其中 16个首次从枳壳中分离鉴定，
6个 (化合物 4、6、8、9、14、15)首次从该属植物中分离鉴定，18个化合物具有抗氧化活性。该方法能快速准确分
离鉴定枳壳中的化学成分，并首次应用鲁米诺 -铁氰化钾系统在线检测抗氧化活性成分，可作为中药材成分分析和
活性物质检测的一个有效方法。

关键词：枳壳；黄酮；分离鉴定；抗氧化活性；HPLC–DAD–ESI-MSn/PCD-CL；鲁米诺 -铁氰化钾
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枳壳为芸香科植物酸橙 Citrus aurantium L.及其栽培变种的干燥未成熟果实。具有理气宽中，行滞消胀等功效。
黄酮类化合物是枳壳药材中的主要成分，且具有良好的抗氧化、抗炎、抗病毒等多种生物活性。目前对于枳壳的黄

酮类成分分析和含量测定方法主要有 HPLC、HPLC-DAD-ESI-MS、UPLC-PAD-Q-TOF/MS，其发挥药理作用的活性
成分尚不明确。采用 HPLC-MS的方法是鉴定枳壳中的主要黄酮类成分的有效方法，但随着柱后衍生技术在黄酮类
化合物的结构鉴定中广泛应用，尤其是 PCD与 HPLC-MS的技术联用，弥补了仅靠化合物的裂解规律对阐明化合物
结构的不足，为进一步明确中药材中的化学成分提供了方法基础。

活性氧 (ROS)作为机体的正常代谢产物，在疾病的发生和发展过程中起着重要的作用，如 DNA损伤、诱发肿瘤
的形成、炎症的发生等。目前，DPPH、ABTS、CL等方法已应用于寻找对活性氧具有清除作用的化合物，以期发现
中药材中新的抗氧化剂成分。但用上述方法对各个单一化合物进行抗氧化活性评价并不能反应中药材的整体药理作

用，且通过提取分离获得各成分耗时费力。检测抗氧化活性的几种在线方法如 HPLC-CUPRAC(抗氧化剂的铜离子还
原能力 )、HPLC-ABTS、HPLC-ABTS-CL、HPLC-CL和 HPLC–DAD–ESI-MSn-CL，用于检测化合物清除 ABTS自由
基、H2O2等的能力，但仍不能评价化合物清除超氧阴离子的能力。铁氰化钾 -鲁米诺发光系统是研究化合物清除超
氧阴离子的理想模型，但其应用于复杂样品的在线检测缺乏研究。

目前，对枳壳药材的在线活性检测方法尚未见报道，因此，建立一种同时分离、鉴定和检测枳壳中生物活性成

分的分析方法显得十分必要。该分析方法，利用 HPLC分离枳壳中的化学成分，DAD、MS检测器和 PCD系统准确
鉴定化合物结构、CL检测器在线检测其药理活性物质，仪器具体配置见图 1。这种新的在线检测方法准确、可靠、
稳定，可应用于中药材的多成分分析及质量、药理活性评价。
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实验部分

2.1仪器及试剂
岛津 LC-ESI-IT-TOF液相质谱联用仪 (LC-20ADXR高压泵，CTO-20AC柱温箱，SPD-M20A二极管阵列检测器，

SIL-20AC自动进样器，CBM-20A控制器，DGU-20A5自动脱气机，离子阱 -飞行时间质谱仪，LCMSsolution工作站 )；
超声波提取器 (KQ-250DE，昆山市超声仪器有限公司 )；电子天平 (Sartorius，赛多利斯科学仪器 (北京 )有限公司 )；
UV7500紫外可见光分光光度计 (上海天美科学仪器有限公司 )，荧光分光光度计 (RF-10A，Shimadzu)，可控温化学
反应室 (CRB 6A Chemical reaction box，Shimadzu)。色谱柱：DiomonsilTM C18柱 (250 mm×4.6 mm，5 μm)
枳壳 (北京同仁堂药店，经北京大学药学院天然药物系王弘副教授鉴定为芸香科植物酸橙 Citrus aurantium L的

干燥未成熟果实 )。
乙腈 (天津赛孚瑞科技有限公司 , HPLC级 )，甲醇 (北京化工厂 , 分析纯 )，超纯水，鲁米诺 (分析纯，苏州工

业园区亚科化学试剂有限公司 )，铁氰化钾、氢氧化钠 (分析纯，北京北化精细化学品有限责任公司 )，EDTA(分析纯，
苏州工业园区亚科化学试剂有限公司 )，甲酸、硼酸、盐酸、醋酸钠 (Wako，Japan)，氯化铝 (分析纯，北京化学试
剂有限公司 )。

                                                              图 1 HPLC-DAD-MS-CL检测系统原理

2.2 CL溶液的制备
配制含 0.1 mol•L-1的 NaOH(pH=13)的 10-2mol•L-1的鲁米诺贮备液，避光保存并放置在冰箱中至少 7天后使用。

取该贮备液适量，用 0.1 mol•L-1的 NaOH(pH=13)稀释定容，得 3×10-4 mol•L-1的鲁米诺反应液 (含 10-4 mol•L-1的

EDTA)。另外，配制含 0.1 mol•L-1的 NaOH(pH=13)的 3×10-4 mol•L-1的铁氰化钾溶液 (含 10-4 mol•L-1的 EDTA)。以
上各反应液在实验过程中均避光保存。

2.3供试品溶液的制备
取枳壳药材粉末 1g(过 60目 )，精密称定 , 置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇 50 mL，超声提取 30 min，放冷称定，

用甲醇补足减失质量，滤过，取续滤液并经 0.45 μm微孔滤膜滤过，进样 5微升进行 HPLC分析。
2.4 HPLC-DAD-ESI-IT-TOF-MSn/PCD-CL分析条件
2.4.1 HPLC分析条件
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采用上述色谱柱，用乙腈 (含 0.02%甲酸，流动相 A)和水 (含 0.02%甲酸，流动相 B)二元梯度洗脱，洗脱程
序见表 1，柱温：40℃；检测波长：280 nm；流速：0.8 mL/min；进样量：5 μL。

                                                                    表 1  HPLC 梯度洗脱条件

2.4.2ESI-IT-TOF-MSn分析条件

毛细管温度 200 ℃，负离子模式下的喷雾电压 -3.5 kV，端盖加速电压 3.5V，碰撞能 50%，氮气流速 1.5 L.min，
检测器电压 1.70 kV。CID所使用的碰撞气为高纯氩气。使用三氟醋酸钠 (2.5 mM)进行质量数校正，校正范围为 50-
1000 Da，数据分析采用 Predictor数据分析软件。
2.4.3 PCD系统条件
根据文献报道，采用以下柱后衍生化试剂：醋酸钠和醋酸钠 /硼酸；氯化铝和氯化铝 /盐酸。具体操作条件见表 2。
                                                         表 2  加入紫外位移试剂的 PCD实验条件

2.4.4 CL分析条件
检测池容积：12 μL，发射波长：425 nm，信号放大倍数：1，反应线圈温度：25℃。管路部分均以 PEEK管连接，

柱后液体分流比DAD：CL=0.2:0.6，通过调整T型管连接的 PEEK管内径和长度和测量各部分流出液的流速实现分流。
鲁米诺 (1.1mL/min)和铁氰化钾 (0.9 mL/min)溶液经液相泵泵出后，立即与柱后分流液混合流经反应线圈 (0.25 mm，
10 m)后进入 CL检测器。根据流经线圈的反应时间和 CL检测器流速调节鲁米诺和铁氰化钾的流速，以保证分流比
(DAD:CL=0.2:0.6)。

结果与讨论

3.1HPLC-DAD-MS/PCD-CL条件的优化
梯度程序中，流动相酸度和有机相比例的变化会导致化学发光强度的变化，为使色谱条件能同时满足分离度要

求和 DAD、MS、CL的检测，并获得足够的化学发光强度和平稳的化学发光基线，流动相中水和乙腈均采用 0.02%
甲酸 (V/V)并建立了上述洗脱程序。实验表明，酸度的增加会降低 CL反应的 pH，进一步降低发光强度。为获得适
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合检测枳壳中自由基清除剂 CL条件，我们考察了影响 CL检测的不同因素，首先比较了鲁米诺 (1×10-2、1×10-3、

1×10-4、2×10-4、3×10-4、4×10-4、5×10-4、10-5mol•L-1) 和铁氰化钾 (1×10-2、1×10-3、1×10-4、2×10-4、3×10-

4、4×10-4、5×10-4、10-5mol•L-1)的浓度，实验表明鲁米诺和铁氰化钾浓度的升高会增加 CL的发光强度，二者浓度
均为 3×10-4mol•L-1时基线较为平稳；考虑到化学发光对碱性条件的要求，比较了不同的 pH值的溶液 (pH=10、11、
12、13)，pH=13时，在线检测的发光强度大和基线平稳，优选 pH=13作为化学发光的 pH；对二者的流速比 (总流
速 =2，从 0.8:1.2到 1.2:0.8)和反应温度 (20-30℃ )进行了比较，流速比为 1.1:0.9时发光强度最大，较低的温度可适
当提高发光强度，当温度为 25℃时发光系统可灵敏检测枳壳中的活性成分；固定线圈长度时，同时增加鲁米诺和铁
氰化钾的流速可获得不同反应时间下 CL的发光强度，实验表明，总流速大于 1.6时，可获得较平稳的基线，总流速
在 2.4以上时，对发光强度的增加和基线漂移的改善并不明显，且因柱后流出液的相对比例变小而不利于抗氧化活
性的检测，综合考虑，确定了上述流速比；对鲁米诺 -铁氰化钾发光系统的发射光谱进行扫描，选择最大发射波长
EMmax=425 nm作为 CL检测波长。

3.2HPLC-DAD-MS/PCD鉴定枳壳中的化学成分
通过 ESI-IT-TOF-MSn给出的质谱碎片结构信息、裂解规律和柱后衍生化得到的化学位移信息，并结合文献报道，

对枳壳进行结构鉴定，共鉴定了枳壳中 26个化合物的结构。具体MS和 PCD信息见表 3和表 4。
                                              表 3  正、负离子模式分析各化学成分的 LC-MSn特征
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所鉴定化合物均具有黄酮类化合物的特征 UV谱，根据 UV光谱的特点，结合质谱和柱后衍生化数据，鉴定的
化合物可分成 3类，即：黄酮醇类、黄酮类和二氢黄酮类化合物。
黄酮苷元的 C环容易发生裂解，其中包括 RDA裂解，裂解产生的碎片可以明确黄酮化合物 A环和 B环的取代

基和数量。

所鉴定的黄酮苷类化合物有单糖苷和双糖苷两类，单糖苷均为葡萄糖苷，双糖苷分别为芸香糖苷、新橙皮糖苷

和槐糖，其中芸香糖苷和新橙皮糖苷均为 1分子葡萄糖和 1分子鼠李糖连接而成，其中芸香糖苷因 1→ 6位连接直
接失去糖生成黄酮苷元。新橙皮糖苷因 1→ 2连接则先在糖部分连续脱掉一些特殊的离子碎片，然后形成黄酮苷元，
所以根据两种糖的裂解加以区分。

在正离子模式下，黄酮氧苷的裂解方式与黄酮碳苷有很明显的区别。在MS1质谱图中，碳苷一般都先失去水分子，

如果邻位存在羟基结构，会连续失去水分子。碳苷很容易生成 [M-90]+、[M-120]+、[M-150]+的碎片离子，不同的取

代位置这些离子的相对丰度都不尽相同，所以可以很好区分糖苷的取代类型和位置。同时黄酮碳苷在正离子模式下

不易生成苷元离子，得到的都是在碳苷位置上生成 [M-150]+离子，这与黄酮氧苷有很明显的差别。

根据表 3和表 4的实验数据，结合各化合物的紫外吸收，共鉴定出如下化合物的结构，见表 5。

表 4  各化合物的紫外吸收位移值
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                表 5  已鉴定的化合物结构
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3.3 HPLC-DAD-MS-CL在线检测枳壳中的的自由基清除剂 (抗氧化剂 )
枳壳药品经 HPLC-DAD-MS-CL在线检测系统分析后，相应的抗氧化活性成分和液相色谱图见图 2所示，从图 2

可以看出，CL谱上共有18个负色谱峰与枳壳药材的液相色谱相对应，表明它们是具有CL抑制作用的抗氧化活性成分，
各物质的抑制 CL能力与 CL谱上的负峰强度成比例。将各个物质的抗氧化能力定义为其自由基清除率 (FRCR)，并
以下式表示：

FRCR(%)=[(ICLb-ICLs)/BICL]×100
式中，ICLb表示化学发光的基线强度，ICLs表示样品中各物质的抑制后发光强度。各个物质的自由基清除率

(FRCR)和所占 HPLC峰面积百分率见图 3。
由图 2和图 3可以看出，在 DAD检测显示的相对较小的峰，如化合物 5和 8，在 CL抑制图谱中显示出较强的

抑制活性，这些物质在枳壳药材的 HPLC指纹图谱中可能被忽略掉，但它们在 CL图谱中显示相对较大的自由基清
除作用，在评价枳壳药材的药理作用方面应当给予重视。本文建立的抗氧化剂在线检测系统共从枳壳药材中检识出

18个抗氧化活性物质，并阐明了结构。HPLC和 CL图谱中，尚有部分色谱峰并未阐明，但 DAD和MS检测器显示
它们中的大部分也均为黄酮类成分，在后续的研究工作中可采用其他方法继续深入探讨。

                                         图 3  枳壳药材的 HPLC图谱 (A、B)和 CL抑制图谱 (C)
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                                                图 4枳壳中各化合物的 FRCR和所占峰面积百分率

结论

应用本文所建立的方法，共从枳壳药材中准确鉴定了 26个黄酮类化合物的结构，包括 2个黄酮醇、4个黄酮、
13个二氢黄酮和 7个多甲氧基黄酮；并应用鲁米诺 -铁氰化钾系统在线检测出其中 18个化合物具有超氧阴离子清除
能力，弥补了前人所建立的检测方法不能在线评价药材中清除超氧阴离子能力的不足。本方法可准确应用于枳壳药

材的抗氧化活性成分分析，其他药材中的化学成分的结构鉴定和自由基清除能力有待进一步深入研究。

HPLC可对复杂样品实现良好的分离，MS的应用有利于研究化合物的裂解规律，PCD技术在准确判断黄酮类化
合物类型和取代位置的同时，也提高了化合物结构鉴定的准确性，鲁米诺 -铁氰化钾 CL系统可用于评价化合物的超
氧阴离子自由基清除能力，本文所建立的 HPLC-DAD-MSn/PCD-CL在线检测方法将 HPLC、MS、PCD和 CL结合起
来，提高了中药材中化学成分鉴定的速度和准确性，并可同时在线检测多种化合物的抗氧化活性，本方法快速、准确、

易操作，为中药材的成分分析和药理作用评价提供了分析方法基础。
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