
摘要

本应用简报介绍了：

•  天然产物提取物中已知化合物和未知新化合物的计算机辅助分析

•  Agilent MassHunter 代谢产物鉴定（MetID）软件的使用。该软件带有用于在复杂数据

中定位化合物的分子特征提取（MFE）算法，以及其它几种用于分析天然产物提取物的

算法

•  采用 Agilent 1200 系列快速高分离度液相色谱系统（RRLC）分离天然产物提取物中的

成分

•  采用电喷雾离子化四极杆飞行时间质谱（Q-TOF）测定精确分子量

•  对两个人参亚种提取物的数据进行比较分析，寻找只属于某一亚种的化合物，以及在不

同亚种间浓度存在差异的化合物
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本应用简报介绍了一个计算机辅助工作流

程，以 Agilent MassHunter 代谢产物鉴定

软件为基础，进行复杂天然产物提取物中

已知化合物的检测和未知化合物的鉴定。

该流程以人参根提取物的各种组分为例，

分析基于 Agilent 6520 Accurate-Mass 

Q-TOF LC/MS 系统的精确质量数测定。

实验部分

仪器设备

• Agilent 1200 系列快速高分离度液相色

谱系统（RRLC）。包括带脱气机的

Agilent 1200 系列二元泵 SL、带温控的

Agilent 1200 系列高性能自动进样器

SL、Agilent 1200 系列柱温箱（TCC）

和 Agilent 1200 系列二极管阵列检测器

SL（DAD SL）

• Agilent 6520 精确质量 Q-TOF LC/MS 系

统。采用双喷雾器接口进行质谱校正

• Agilent Zorbax SB-C18 柱，2.1 x 150 mm，

1.8 µm

• Agilent MassHunter 工作站软件。用于

数据采集和数据分析（定性分析软件、

MetID 软件）

样品制备

将两种冻干的人参根粉末（各 1g）分别置

于 10mL 甲醇中超声提取 30 分钟，过滤，

然后直接用于分析。这两种样品分别为：

• 亚洲人参（Panax ginseng）。购自

ILHWA 有限公司（韩国）

• 美洲人参（西洋参，

Panax quinquefolius）购自

Sigma-Aldrich 公司（德国，

Taufkirchen）

内标为利血平（C33H40N2O9
），分子量

（MW）为 608.2733，配制为 10 ng/mL

的溶液。天然产物提取液与内标标准溶液

以 10:1 混合，利血平终浓度为 1 ng/mL。

进样量为 10 µL，利血平的柱上浓度为

10 pg。

实验方法

LC 条件：

• 溶剂 A： 水 + 0.1% 甲酸（FA）

• 溶剂 B： 乙腈 + 0.1% 甲酸

• 流速： 0.5 mL/min

• 梯度： 0 min 5% B、

1 min 5% B、

30 min 95% B

• 停止时间： 30 min

• 后运行时间：15 min

• 进样量： 10 µL

• 恒温自动进样器温度：4 ºC

• 自动延迟体积减少：ON

• 柱温： 50 ºC

• DAD SL：220 nm/4，参比 360 nm/16 

• 流通池： 2 µL（10 mm 光程）

Agilent 6520 精确质量 Q-TOF LC/MS 系

统以下列条件运行：

• 离子源：电喷雾（ESI）正离子模式，

带双喷雾器，用于参比标样校正

（121.05087 m/z 和 922.00980 m/z）

• 干燥气流速：12 L/min

• 干燥气温度：200 ºC

• 雾化器： 60 psi

• 扫描范围： 200–1300

• 碎裂电压： 150 V

• 锥孔电压： 60 V

• 毛细管电压：3000 V

• 数据相关MS/MS 分析：2 MS 和

2 MS/MS 谱图/秒，每个MS 谱图包含

2 个化合物以进行MS/MS 分析，2 个

MS / MS 谱图后进行 0.25 分钟动态

排除

引言

在全球各地的史前古文明中，草药粗提取

物就已被用于治疗各种疾病。草药对各种

疾病的疗效是经过几百年来的反复试验发

现的，关于草药的知识也得以代代相传。以

草药为基础的传统中医学（TCM）作为这

一优化过程的结晶，正是一个很好的例子。

由于这些药物往往是含有成百上千种不同

化合物的复杂混合物，且这些化合物具有

不同的功效或具有协同作用，因此，很难

将药物的疗效归因于其中的某一个化合物。

在西方医学中，天然来源的药物由于它们

的巨大潜力正变得越来越重要。但是西方

药品质量标准要求对基于天然产物的药物

成分有深入的了解。在现代工作流程中，

计算机辅助鉴定技术可用于植物和草药复

杂提取物中已知化合物的鉴定和未知化合

物的检测。该工作流程包括复杂的 MS 和

MS/MS 数据的数据库比对，以期找到已

知化合物；还包括采用基于计算机的算法

进行新化合物的鉴定。

人参根（Panax 种属）是一种著名的亚洲

草药，已有 5000 多年的药用历史。其主

要活性成分人参皂甙属于三萜皂甙类化合

物。在过去，通过电喷雾质谱已分离并鉴

定了其中的 80 多种人参皂甙1。复杂天然

产物提取物（如人参根提取物）分析的首

选方法是高效液相色谱法（HPLC）2。目前

采用可进行精确质量数测定、MS/MS 和

MSn 分析进行结构鉴定的现代 LC/MS 系

统来确定人参皂甙的复杂且相似的结构3。
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结果与讨论

第 1 步：

已知化合物的鉴定

首先，采用 Agilent 1200 系列 RRLC 系统

通过 Agilent ZORBAX 超高压快速高分离

度（RRHT）色谱柱对亚洲参（Panax

ginseng）根提取物的各种成分进行分离，

接着使用 Agilent 6520 精确质量 Q-TOF

LC/MS 系统测定洗脱化合物的精确质量

数。高分辨率的 LC 系统对于天然产物提

取物中的高丰度和低丰度组分均可实现出

色的分离。得到的结果数据文件采用实验

部分描述的数据分析方法，用 Agilent

MassHunter 代谢产物鉴定软件进行分析。

该数据库以 Agilent METLIN 个人代谢产

物数据库为基础，包含最重要的人参皂甙

化合物的精确质量数、保留时间（RT）以

及结构信息。

在图 1 所示的结果中，可得到 EIC（提取

离子流色谱）、ECC（提取化合物色谱）、

紫外检测、所有提取出的分子特征的分子

量以及它们与数据库的匹配结果等信息。

具体到本例中，报道的化合物 ＃2 与已知

化合物人参皂甙 Rb1（C54H92O23
，MW =

1108.6029，RT = 16.447）相匹配。

以测得的分子离子峰（m/z为 1109.6117）

及其同位素分布为基础，计算得到了分子

量，证实该分子量与数据库中的分子式具

有 -1.37 ppm的非常低的质量相对偏差。

此外，经计算，本例中的保留时间与数据

库中的保留时间相比偏差为 -0.007分钟。

数据分析

数据分析的第一步是将亚洲人参（Panax

ginseng）的 Q-TOF 数据文件在 Agilent

MassHunter 代谢产物鉴定软件中打开，

采用分子特征提取算法（MFE）进行化合

物提取。该分子特征提取条件采用低浓度

水平的加标化合物利血平进行了优化。经

过分子特征提取，可得到所有MFE 化合物

的提取离子流色谱图（EIC）。将这些化合

物与定制的 Agilent METLIN 个人天然产

物代谢物数据库中的化合物进行比较。该

数据库包括精确质量数和保留时间。最

后，基于精确质量数计算得到所有化合物

的化学式。

数据分析的第二步是更为细致地检查样品

中的未知化合物，以鉴定新的天然产物化

合物。首先假设给定的天然样品中的大量

天然产物化合物属于某已知化合物的衍生

物，可通过与该已知化合物的比较鉴定出

来。由此，我们采用了一个已知化合物作

为参考化合物，对剩下的化合物就同位素

分布、MS/MS 裂解模式和特征质量数变

化进行相似性检索。这些检索采用的算法

包括在 Agilent MassHunter 代谢产物鉴

定软件中。

第三步，将以前分析的样品与一种

同其相关的新样品（西洋参，

Panax quinquefolius）进行比较。经过比

较，新样品中的化合物被分为以下三种：

1) 全新的化合物

2) 响应增加的化合物

3) 响应降低的化合物

接着，采用上述检索方法对西洋参中的新

化合物进行检索，寻找与亚洲参中给定的

参考化合物相关的化合物。
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图 1
A）结果一览表给出了通过METLIN 数据库检索和其他搜索标准过滤的所有化合物。B）所选化合物的详细的
数据库检索结果，包括分子式和相对质量偏差、保留时间和保留时间偏差以及结构信息。C）包括所选化合物
的 ECC 和 EIC，以及 UV 谱图在内的所有的详细色谱图。D）详细质谱图，表明所选化合物的同位素分布。
E）选定化合物的计算化学式和质量精度，包括同位素分布。
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第 2 步：未知化合物的详细分析

进行天然产物提取物中的未知化合物分析

时，首先假设这些化合物与那些已经鉴定

的化合物类似。例如，它们可能与某些已

知化合物属于一类化合物，或者是某些已

知化合物的衍生物。进行这一比较分析时，

已鉴定的化合物人参皂甙 Rb1 被用作参考

化合物。

用于比较的第一个特征是各个化合物测得

的同位素分布。在这个比较中，将所有测

得的同位素分布与参考化合物人参皂甙

Rb1（C54H93O23
，m/z = 1109.6108，

RT = 16.447）的计算同位素分布（CIP）

进行了比较。Agilent MassHunter 代谢

产物鉴定软件中的同位素分布匹配算法会

标记超过预设匹配得分值的所有化合物。

其中一个化合物的分子量为 1194.6034，

保留时间在 16.612 分钟到 16.890 分钟之

间（图 2）。与计算化学式 C57H94O26
匹

配得最好，相对质量偏差仅为 0.09ppm

（图 3）。相对于参考化合物，该未知化

合物增加了 C3H2O3
部分。
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图 2 
测得的 m/z为 1195.6109 的化合物（RT 16.612 分钟到 16.890 分钟）的同位素分布与人参皂甙 Rb1 的计算
同位素分布（CIP，绿色）的匹配结果。

图 3
m/z为 1195.6109 的化合物的计算化学式，包括同位素分布和计算出的绝对和相对质量偏差。



进行相似性检索的第二个特征是 MS/MS

谱。出于这一目的，将所有采集的MS/MS

谱图与选定的参考化合物人参皂甙 Rb1 的

MS/MS 谱进行了比较（图 4）。在该谱

图内，发现了相似化合物的典型碎片。在

本例中，这些碎片是典型的糖基和甾体化

合物的碎片。对于所有的碎片离子，计算

了分子式和质量精度（表 1）。

为了实现手动比较，通过碎裂模式匹配算

法生成了一个特殊的碎片离子概览图

（图 5）。在本概览图中，列出了与人参

皂甙 Rb1 MS/MS 谱相关的所有化合物的

MS/MS 碎片。图中显示了碎片离子，x 轴

为碎片质量数，y 轴为化合物保留时间。

选择与人参皂甙 Rb1 的碎片离子匹配的化

合物进行进一步分析。在图中表示为灰色

条带。对具有质量数已知、m/z为 325 的

碎片离子的新化合物也继续进行进一步分

析。发现一种保留时间在 16.7 分钟的化合

物还包含了质量数已知、m/z为 407、

425 和 443 的典型碎片。

5

图 4 
人参皂甙 Rb1 的MS/MS 谱图和碎片离子归属。（另见表 1）。

表 1 
人参皂甙 Rb1 的MS/MS 碎片、计算化学式和质量精度。



对该化合物的 MS/MS 谱进行进一步考察

时，通过比较参考化合物人参皂甙 Rb1 的

MS/MS 谱图，发现m/z为325.1138、

407.3666、425.3778 和 443.3906 的碎片

可解释为葡萄糖组分和甾体分子母体的碎

片离子（图 6）。

分析至此，以所有数据进行了参考化合物

人参皂甙 Rb1 的衍生物检索。为此，将母

离子分子式变化引入转化搜索列表。软件

计算得到了质量数和分子式，并对鉴定出

的化合物划分了归属。这样，m/z为

1195.6109、保留时间为 16.7 分钟的化合

物被归为人参皂甙 Rb1 的丙二酰衍生物

（mRb1），与 Rb1 的区别为一个 C3H2O3

（△m 为 86.0004）基团4。有了这些信息，

MS/MS 谱图中的 m/z 为 411.1119 和

249.0590 的碎片离子可进一步得到解释，

结构也可得以确定（图 6）。对于所有

MS/MS 碎片离子的全部信息，如质量数、

分子式、母离子中性丢失基团、质量精度、

衍生物质量数变化值、与参考化合物相比的

质量数变化值等所有信息均列于表 2 中。
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表 2 
丙二酰人参皂甙 Rb1（mRb1）的MS/MS 碎片离子、质量数、通过精确质量数计算得到的化学式、与母离子相比的中性丢失基团、通过精确质量数得到的中性丢失基
团的化学式、由于衍生而产生的质量数变化值以及与参考化合物相比的质量数变化值。

图 6 
m/z为 1195.6115、保留时间为 16.7 分钟的化合物的MS/MS 谱图，及其推测的结构和主要碎片归属。

图 5 
碎片离子概览图。对含 m/z 为 325 的已知质量数碎片的化合物（以绿色突出显示）进行进一步研究。一种保
留时间为 16.7 分钟的化合物含有质量数已知、m/z 为 407、425 和 443 的典型碎片（以蓝色突出显示）。



第三步：两个样品成分的差异分析

同一植物家族的不同种属，甚至是生长在不

同条件下的同种植物中天然产物提取物的含

量往往也会存在差别。人参植物存在各种亚

种，其组成和成分的浓度是不同的5。通过

LC/MS 分析有可能区分不同的亚种及相关

药物产品，测定所含的各种人参皂甙及其

含量6。

为调查这些天然产物提取物，将所研究的

提取物与已知的相关天然产物提取物进行

了比较。该比较可采用 Agilent MassHunter

代谢产物鉴定软件进行。采用分子特征提

取功能从每个样品数据中提取得到了化合

物列表，并对来自这两个不同样品的化合

物列表进行了比较。通过比较，可得到下

列三类化合物：

1) 新化合物

2) 在两个样品中都存在，但在所研究样品

中响应增加的化合物

3) 在两个样品中都存在，但在所研究样品

中响应降低的化合物

在本文中，将西洋参（Panax 

quinquefolius）的提取物与已作过详细研

究的亚洲参（Panax ginseng）的提取物

进行了比较。采用利血平和人参皂甙 Rb1

（在这两个样品中的含量相等）作为内标，

将两个化合物列表进行归一化比较。

例如，在西洋参样品中响应增加的化合物

中有一个 m/z 为 801.5012 的化合物，该

化合物在西洋参中的含量相对亚洲参样品

增加了 8.5 倍（图 7）。响应的增加可通

过西洋参样品和亚洲参对照样品的提取化

合物色谱图和提取离子流色谱图（ECC 和

EIC）的比较清楚地得到。对于这种 m/z

为 801.5012 的化合物，计算得到的化学

式为 C42H72O14
，分子量为 800.4940，相
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图 8
拟人参皂甙 F11 的测定和计算质量数、计算化学式以及计算质量偏差，该化合物在西洋参样品中含量增加了
8.5 倍。

图 7
保留时间为 15.5 分钟、m/z 为 801.5012 的化合物在亚洲参和西洋参中的比较。A）质量数为 800.4940 的化
合物的 ECC 色谱图，在西洋参中的响应增加。B）m/z 为 801.5012 的化合物的 EIC 色谱图。C）m/z 为
801.5020 的化合物的同位素分布。
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图 9
拟人参皂甙 F11 的MS/MS 的谱图和结构解析。
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对质量偏差为 2.22 ppm。该化学式和分子

量与已知化合物拟人参皂甙 F11 相匹配

（图 8）。MS/MS 谱图分析得到的碎片

与该化合物的结构一致（图 9），这些碎

片的计算化学式表明质量相对偏差很低

（表 3）。

结论

本应用简报报道了一种通过计算机软件辅

助，在高度复杂的植物提取物中鉴定天然

产物的方法。在本例中，采用 Agilent 6520

精确质量 Q-TOF LC/MS 系统对极其复杂

的人参根提取物进行了分析。数据文件采

用 Agilent MassHunter 代谢产物鉴定软

件进行数据处理。首先，通过软件辅助分

析进行数据库检索鉴定已知化合物。第二

步，通过软件辅助搜索与已知化合物的相

似性来鉴定未知化合物。为此，采用了同

位素分布匹配和 MS/MS 碎裂模式匹配算

法。人参皂甙（提取物中的主要成分）的

复杂结构可通过对碎裂模式匹配结果和基

于精确质量数的化学式计算结果的解释进

行解析。第三步，将已经解析的样品与另

一个人参品种的新样品进行比较，鉴定了

新化合物和表达量增加的化合物。
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表 3
拟人参皂甙 F11 的MS/MS 碎片质量数、计算化学式和计算质量精度。


