
浙江理工大学学报,第53卷,第3期,2025年5月

Journal
 

of
 

Zhejiang
 

Sci-Tech
 

University
DOI:10.3969/j.issn.1673-3851(n).2025.03.013

收稿日期:
 

2024-10-21  网络出版日期:
 

2025-01-23
基金项目:

 

浙江省“领雁”科技攻关计划项目(2023C02017);绍兴市“三位一体”科技项目(2024B3002)
作者简介:

 

刘 洁(2000— ),女,安徽宣城人,硕士研究生,主要从事中药活性成分方面的研究。
通信作者:

 

俞梅兰,E-mail:meilanyu@zstu.edu.cn

基于UPLC-Q-TOF-MS/MS技术的枸骨叶和
果实化学成分的比较研究

刘 洁1a,2,翁佳琦1b,2,祝塍轲1a,2,郭建军1a,2,俞梅兰1a,2

(1.浙江理工大学,a.
 

生命科学与医药学院;b.
 

化学与化工学院,杭州
 

310018;2.浙江理工大学绍兴生物医药研究

院有限公司,浙江绍兴
 

312090)

  摘 要:
 

为探索枸骨不同部位的化学成分及其差异,采用超高效液相色谱串联四极杆飞行时间质谱(Ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

with
 

quadrupole
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry,
 

UPLC-Q-TOF-MS/MS)技术

快速鉴定枸骨叶和果实中的化学成分,进一步运用正交偏最小二乘法-判别分析(Orthogonal
 

partial
 

least
 

squares-
discriminant

 

analysis,
 

OPLS-DA)和聚类热图分析两者的成分差异,并初步探索枸骨叶中三萜类化合物的质谱裂解

规律。结果表明:从枸骨叶中鉴定出54种化合物,包括29个萜类、7个黄酮类和18个其他类化合物;从枸骨果实中

鉴定出52种化合物,包括27个萜类、7个黄酮类和18个其他类化合物。枸骨叶和果实存在12种差异性成分,其中

枸骨叶中的活性成分种类更为丰富且含量更高,较枸骨果实含有较丰富的三萜类化合物;枸骨果实中有机酸类化合

物较多。枸骨叶中三萜类化合物在质谱裂解过程中易发生C环的断裂和逆狄尔斯-阿德尔(Retro
 

Diels-Alder
 

reaction,
 

RDA)裂解反应,且常出现重排。该研究探索了枸骨叶和果实发挥药效的物质基础,并揭示了它们不同部

位间化学成分的差异,为相关研究提供了科学依据,也为进一步开发和综合利用不同部位的枸骨提供了理论基础。
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Abstract:
  

To
 

explore
 

the
 

chemical
 

components
 

and
 

their
 

differences
 

in
 

different
 

parts
 

of
 

Ilex
 

cornuta,
 

the
 

ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

with
 

quadrupole
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry
 

(UPLC-Q-TOF-MS/MS)
 

technology
 

was
 

employed
 

for
 

the
 

rapid
 

identification
 

of
 

these
 

constituents.
 

The
 

orthogonal
 

partial
 

least
 

squares-discriminant
 

analysis
 

(OPLS-DA)
 

and
 

cluster
 

thermograms
 

were
 

utilized
 

to
 

analyze
 

the
 

differences
 

between
 

them,
 

and
 

the
 

mass
 

spectrometry
 

fragmentation
 

patterns
 

of
 

triterpenoids
 

in
 

Ilex
 

cornuta
 

leaves
 

were
 

preliminarily
 

examined.
 

The
 

findings
 

indicated
 

that
 

54
 

chemicals
 

were
 

discovered
 

from
 

Ilex
 

cornuta
 

leaves,
 

comprising
 

29
 

terpenoids,
 

7
 

flavonoids,
 

and
 

18
 

other
 

compounds.
 

A
 

total
 

of
 

52
 

chemicals
 

were
 

discovered
 

from
 

the
 

fruit
 

of
 

Ilex
 

cornuta,
 

comprising
 

27
 



terpenoids,
 

7
 

flavonoids,
 

and
 

18
 

other
 

compounds.
 

Altogether,
 

there
 

were
 

12
 

different
 

components
 

in
 

Ilex
 

cornuta
 

leaves
 

and
 

fruits.
 

Specifically,
 

the
 

active
 

constituents
 

of
 

Ilex
 

cornuta
 

leaves
 

were
 

more
 

prevalent
 

and
 

of
 

greater
 

concentration.
 

The
 

leaves
 

of
 

Ilex
 

cornuta
 

possessed
 

a
 

higher
 

concentration
 

of
 

triterpenoids
 

compared
 

to
 

its
 

fruits,
 

although
 

the
 

fruits
 

exhibited
 

a
 

greater
 

abundance
 

of
 

organic
 

acids.
 

During
 

mass
 

spectrometry
 

fragmentation,
 

triterpenoids
 

in
 

Ilex
 

cornuta
 

leaves
 

underwent
 

C-ring
 

cleavages
 

and
 

Retro
 

Diels-Alder
 

reactions
 

(RDA),
 

and
 

rearrangement
 

occured
 

frequently.
 

This
 

study
 

clarified
 

the
 

pharmacodynamic
 

material
 

basis
 

of
 

Ilex
 

cornuta
 

leaves
 

and
 

fruits
 

and
 

revealed
 

the
 

differences
 

in
 

chemical
 

components
 

among
 

different
 

parts,
 

thus
 

forming
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

future
 

research
 

and
 

a
 

theoretical
 

framework
 

for
 

the
 

comprehensive
 

use
 

of
 

different
 

parts
 

of
 

Ilex
 

cornuta.
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0 引 言

  枸骨(Ilex
 

cornuta
 

Lindl.
 

et.
 

Paxt)是一种冬

青科冬青属药用植物,广泛生长于长江中下游地区。
其根、茎、叶、果均具有药理活性[1],《中华本草》记
载,枸骨叶具有养阴清热、祛风除湿和平肝益肾等药

学功效[2];《中国药典》记载,枸骨叶是枸骨的主要用

药部位,可用于治疗肺痨咯血、骨蒸潮热、头晕目眩

和高血压等症状[3]。现代药理研究表明,枸骨叶具

有保护心肌细胞、抑菌抗炎、护肝、保护神经、抗生育

等药理作用[4-5],而枸骨根也具有清风热、活血化

瘀[6]以及治疗关节疼痛和牙痛[7]的功效。
枸骨中含有三萜类、黄酮类和多糖类化合物等

多种活性成分[8]。三萜类化合物是枸骨中最主要的

药理活性物质,主要结构类型为熊果烷型、齐墩果烷

型和羽扇豆烷型,以游离态、苷或酯的形式存在,具
有抗癌、抗肿瘤、抗炎、抗菌、降血脂、改善糖尿病和

增强免疫功能等功效[9]。目前对枸骨的研究和应用

主要集中在枸骨叶上,有关枸骨果实的研究主要围

绕其观赏价值[10]和活性成分提取工艺[11-12]展开,关
于枸骨果实中的化学成分研究较少,有关枸骨叶和

果实2个不同部位成分差异的系统性研究尚未见

报道。
液质联用分析技术(Liquid

 

chromatograph
 

mass
 

spectrometer,
 

LC-MS)是中草药天然活性成

分分析和鉴定的常用手段,同时兼具高效液相色谱

的高效分离能力和质谱的高灵敏度。其原理是利用

液相色谱对待测物质初次分离,通过质荷比完成二

次分离,收集不同化合物保留时间、分子量及特征碎

片等信息,并根据被测组分在质量分析器中的响应

曲线关系进行定性分析和定量计算对中草药中复杂

组分混合物的分离鉴定[13]。超高效液相色谱串联

四极 杆 飞 行 时 间 质 谱 (Ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

with
 

quadrupole
 

time-of-
flight

 

mass
 

spectrometry,
 

UPLC-Q-TOF-MS/MS)
技术属于液质联用分析技术中的一种,该技术将超

高效液相色谱和四极杆-飞行时间质谱结合,不仅能

对中药材中的微量成分进行更准确的定量,还能对

复杂物质进行全成分分析,从而得到样品的整体化

合物信息,广泛应用于中药的质量鉴别、含量测定及

代谢组学研究等[14-15]。
本文利用UPLC-Q-TOF-MS/MS技术分别对

枸骨叶和果实中的活性成分鉴定分析,进而明确枸

骨叶和果实中的活性成分,揭示其发挥药效的物质

基础;通 过 正 交 偏 最 小 二 乘 法-判 别 分 析

(Orthogonal
 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis,
 

OPLS-DA)和聚类热图进一步分析枸骨

叶和果实的成分差异,筛选出差异性成分并将分析

结果可视化;基于质谱信息,本文进一步对枸骨叶中

三萜类化合物的裂解途径进行了初步解析。为枸骨

叶和果实的药理活性提供了研究思路,也为枸骨的

全面应用提供了科学依据。

1 实验部分

1.1 材料、试剂与仪器

1.1.1 植物材料

  枸骨由宁波吉道贝叶植物有限公司提供,产地

为中国浙江省宁波市象山县丁塘镇下营村药材生产

基地(北纬29°14',东经121°52')。
1.1.2 试 剂

  质谱纯试剂甲醇、乙腈和甲酸均为上海麦克林

生化科技股份有限公司提供,实验用水为娃哈哈纯

净水。
1.1.3 仪 器

  DF-35中药粉碎机(大德中药机械有限公司)、
旋转蒸发仪(德国艾卡仪器有限公司)、超高液相色
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谱/高分辨四极杆飞行时间串联液质联用仪(美国沃

特世科技有限公司)、XS205型电子分析天平(美国

梅特勒托利多国际公司)、Icen-24R台式微量冷冻

离心机(杭州奥盛仪器有限公司)和DS-5510DT超

声仪(上海方需科技有限公司)。
1.2 实验方法及数据处理

1.2.1 枸骨醇提物的制备

  分别取20
 

g烘干粉碎的枸骨叶片和枸骨果实

粉末,按照1∶45的料液比加入900
 

mL的体积浓度

为55%乙醇,混合均匀后放入72
 

℃超声仪中超声

1.5
 

h,超声后抽滤保存滤液,剩余滤渣重复上述步

骤2次后弃去,以充分提取滤渣中的有效成分。合

并3次滤液后旋转蒸发至1/3体积,置于4
 

℃冰箱

保存备用。
1.2.2 色谱条件

  枸骨叶片和果实醇提物分别经0.22
 

μm微孔

滤膜过滤后,取1
 

μL直接进样分析。采用超高液相

色谱/高分辨四极杆飞行时间串联液质联用仪进行

分离鉴定,色谱柱为BEH
 

C18柱(2.1
 

mm×100
 

mm,
 

1.7
 

μm),流动相为0.1%甲酸水溶液(A)-5
 

mmol/L甲酸铵水(B),流速为0.5
 

mL/min。梯度

洗脱条件如下:在0~15
 

min内90%~5%
 

A,
10%~95%

 

B;在15~18
 

min内5%
 

A,95%
 

B;在
18~19

 

min内5%~90%
 

A,95%~10%
 

B;在19~
20

 

min中,90%
 

A,10%
 

B。
1.2.3 质谱条件

  质谱离子化采用电喷雾离子源,正、负离子模式

全扫描,采集质量数范围:50~1200
 

Da。质谱仪的

流速为0.5
 

mL/min,毛细管电压2.5
 

kV,锥孔电压

30
 

V,离子源温度135
 

℃,雾化气温度500
 

℃,锥孔

气流速为50
 

L/h,雾化气流速为800
 

L/h。
1.2.4 数据处理

  采用Waters自带的UNIFI软件收集保留时间

和碎片离子等数据,并对色谱峰进行自动识别、峰匹

配、峰对齐、峰提取、峰积分和归一化等处理,根据得

到的二级质谱结合本地冬青属化合物数据库、
ChemSpider在线数据库及相关文献对代谢物进行

鉴定,以推测可能的化合物裂解规律。通过OPLS-
DA对得到的数据进行分析,基于OPLS-DA模型

的变 量 重 要 性 投 影 (Variable
 

importance
 

in
 

projection,
 

VIP)值,本文初步筛选出了枸骨叶和果

实中存在差异的化合物,并进一步通过聚类热图分

析进行数据可视化。

2 结果与讨论

2.1 枸骨叶化合物的鉴定

  采用UPLC-Q-TOF-MS/MS技术对枸骨叶醇

提物进行分离鉴定,得到枸骨叶醇提物正、负离子模

式下的总离子流图,如图1所示。图1显示:相较于

ESI-模式,ESI+模式下的质谱响应更强。对正离

子模式下总离子流图中各色谱峰进行精确质量数识

别,结合文献数据、冬青属植物数据库及裂解规律等

信息,将对照品、精确准分子离子峰和二级谱图等进

行比对,共鉴定得到54个化合物,包括7个黄酮类、
29个萜类、3个多酚类、3个生物碱类、3个酯类、3
个有机酸、1个脂肪酸类、1个苯丙烷类、1个芳香醇

类、1个酰胺类和2个甾醇类化合物,以上结果说明

枸骨叶中的化合物以萜类为主(见表1)。其中29
个萜类包括27个三萜类、2个倍半萜类化合物,三
萜类以五环三萜类为主,主要包括熊果烷型、齐墩果

烷型和羽扇豆烷型这三种类型,且熊果烷型三萜为

主要结构类型。
2.2 枸骨果实化合物的鉴定

  采用UPLC-Q-TOF-MS/MS技术对枸骨果实

醇提物进行分离鉴定,得到枸骨果实醇提物正、负离

子模式下的总离子流图,如图2所示。图2显示:相
较于ESI-模式,ESI+模式下质谱响应更强。

对正离子模式下总离子流图中各色谱峰进行了

精确质量数识别,结合文献数据、冬青属植物数据库

及裂解规律等信息,将对照品、精确准分子离子峰和

二级谱图等进行比对,共鉴定得到52个化合物,包
括7个黄酮类、27个萜类、6个有机酸类、3个多酚

类、2个生物碱类、2个脂肪酸类、1个酯类、1个苯丙

烷类、1个醌类、1个酰胺类、1个甾醇类化合物(见
表2)。枸骨果实中的化合物以萜类为主,其中27
个萜类包括24个三萜类、2个倍半萜类和1个二萜

类化合物,枸骨果实中的三萜类化合物以五环三萜

类为主,且五环三萜类化合物的结构类型以熊果烷

型三萜为主。
2.3 枸骨叶和果实差异性成分对比分析

  采用UPLC-Q-TOF-MS/MS技术对枸骨叶和

果实中的活性成分进行分析与鉴定,正离子模式下

在枸骨叶和果实中分别鉴定出54和52种活性成

分,筛选出12种差异性成分,并对其药理活性进行

整理归纳,发现其中有7种成分只存在于枸骨叶,有
5种成分只存在于枸骨果实中(见表3)。
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图1 枸骨叶醇提物的总离子流图

表1 枸骨叶醇提物正离子模式下的UPLC-Q-TOF-MS/MS鉴定结果表

序
号

化合物
化合物
类型

保留时
间/min

分子式
实测

质荷比
理论

质荷比
加合离子

误差

×106

1 3-羟基去甲酰苯-2-酮 黄酮类 12.42 C29H48O2 429.3722 428.3654 [M+H]+ -2.0
2 金丝桃苷 黄酮类 0.82 C21H20O12 465.1008 464.0955 [M+H]+ -4.2
3 异鼠李素 黄酮类 0.85 C16H12O7 317.0636 316.0583 [M+H]+ -6.2
4 异鼠李素3-半乳糖苷 黄酮类 1.20 C22H22O12 479.1171 478.1111 [M+H]+ -2.6
5 三叶豆苷 黄酮类 0.87 C21H20O11 449.1056 448.1006 [M+H]+ -4.9
6 山柰酚 黄酮类 0.85 C15H10O6 287.0530 286.0477 [M+H]+ -7.0
7 槲皮素 黄酮类 0.81 C15H10O7 303.0478 302.0427 [M+H]+ -7.1

8

(1S,4αR,6αR,6Αs,6βR,8αR,10S,
12Αr,14βS)-1-羟基-2,2,6α,6β,9,9,
12α-七甲基-10-[(2S,3R,4S,5R)-3,
4,5-三羟基氧嘧-2-基]氧基-1,3,4,
5,6,6α,7,8,8α,10,11,12,13,
14β-十四氢吡烯-4α-羧酸

三萜类 5.95 C35H56O8 622.4312 604.3975 [M+NH4]+ -0.3

9 23-羟基熊果酸 三萜类 6.18 C30H48O4 473.3628 472.3553 [M+H]+ 0.5
10 (3β)-3-羟基羽扇-20(30)-烯-29-醛 三萜类 9.04 C30H48O2 441.3722 440.3654 [M+H]+ -1.2
11 3-表齐墩果酸 三萜类 9.06 C30H48O3 474.3930 456.3604 [M+NH4]+ 1.7
12 阿酚酸 三萜类 8.30 C30H48O5 506.3837 488.3502 [M+NH4]

 

+ -0.6
13 积雪草酸 三萜类 8.30 C30H48O5 506.3837 488.3502 [M+NH4]+ -0.6
14 马尾柴酸 三萜类 8.30 C30H48O5 506.3837 488.3502 [M+NH4]+ -0.6
15 苦丁茶甙A 三萜类 1.23 C43H68O14 826.4937 808.4609 [M+NH4]+ -1.2
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续表1
序
号

化合物
化合物
类型

保留时
间/min

分子式
实测

质荷比
理论

质荷比
加合离子

误差

×106

16 苦丁茶甙C 三萜类 4.81 C41H66O13 784.4834 766.4503 [M+NH4]+ -1.0

17
去糖基化

苦丁茶甙C
三萜类 6.18 C30H48O4 490.3885 472.3553 [M+H]+ 0.5

18 长梗冬青苷 三萜类 6.99 C36H58O10 668.4363 650.4030 [M+NH4]+ -0.8

19
去糖基化

长梗冬青苷
三萜类 8.30 C30H48O5 506.3837 488.3502 [M+NH4]+ -0.6

20 科罗索酸 三萜类 6.18 C30H48O4 473.3628 472.3553 [M+H]+ 0.5
21 乌发醇 三萜类 8.66 C30H50O2 460.4137 442.3811 [M+NH4]+ -2.6
22 表羽扇豆醇 三萜类 13.75 C30H50O 444.4192 426.3862 [M+NH4]+ -1.8
23 α-香树脂醇 三萜类 13.75 C30H50O 444.4192 426.3862 [M+NH4]+ -1.8
24 β-香树脂醇 三萜类 13.75 C30H50O 444.4192 426.3862 [M+NH4]+ -1.8
25 冬青苷Ⅱ 三萜类 6.18 C47H76O18 946.5391 928.5032 [M+NH4]+ 2.3

26
去糖基化
冬青苷Ⅱ

三萜类 8.14 C30H48O4 473.3628 472.3553 [M+H]+ 0.5

27 枸骨叶皂甙Ⅱ 三萜类 1.15 C47H76O18 946.5391 928.5032 [M+NH4]+ 2.3

28
去糖基化

枸骨叶皂甙Ⅱ
三萜类 6.18 C30H48O4 473.3628 472.3553 [M+H]+ 0.5

29 坡模酸 三萜类 6.18 C30H48O4 473.3628 472.3553 [M+H]+ 0.5

30
坡模酸-3β-O-α-L-2-乙酰氧基阿拉伯
吡喃糖基-28-O-β-D-吡喃葡萄糖苷

三萜类 1.23 C43H68O14 826.4937 808.4609 [M+NH4]+ -1.2

31 铁冬青酸 三萜类 8.30 C30H48O5 506.3837 488.3502 [M+NH4]+ -0.6
32 泰国树脂酸 三萜类 8.14 C30H48O4 490.3885 472.3553 [M+H+NH4]2+ -1.2
33 熊果酸 三萜类 4.22 C30H48O3 457.3668 456.3604 [M+H]+ -1.8
34 地榆皂苷I 三萜类 3.75 C41H66O13 784.4849 766.4503 [M+NH4] -1.0
35 δ-卡丁醇 倍半萜类 5.80 C15H26O 240.2308 222.1984 [M+NH4]+ -5.6
36 补身醇 倍半萜类 5.80 C15H26O 240.2308 222.1984 [M+NH4]+ -5.6
37 绿原酸 多酚类 0.78 C16H18O9 355.1009 354.0951 [M+H]+ -4.0
38 异绿原酸 多酚类 1.67 C16H18O9 355.1009 354.0951 [M+H]+ -4.0
39 3,4-二咖啡酰奎宁酸 多酚类 0.79 C25H24O12 517.1324 516.1268 [M+H+NH4]2+ -3.3
40 光泽乌头碱 生物碱类 1.09 C24H35NO4 401.2580 401.2566 [M]- 4.9
41 腺嘌呤核苷 生物碱类 0.84C10H13N5O4 267.0975 267.0977 [M+NH4]

 

+ 5.7
42 腺苷 生物碱类 0.84C10H13N5O4 267.0975 267.0977 [M+NH4]

 

+ 5.7
43 邻苯二甲酸二异丁酯 酯类 6.74 C16H22O4 279.1580 278.1518 [M+H4]+ -3.9
44 二氢猕猴桃内酯 酯类 3.70 C11H16O2 181.1206 180.1150 [M+H]+ -9.5
45 间苯二甲酸二辛酯 酯类 3.88 C24H38O4 408.3103 390.2770 [M+NH4]+ -1.3
46 邻苯二甲酸二甲酯 有机酸类 0.79 C10H10O4 195.0635 194.0579 [M+H]+ -8.6
47 油酰胺 有机酸类 8.34 C18H35NO 282.2781 281.2719 [M+H]+ -3.6
48 N-十六烷酸 有机酸类 5.54 C16H32O2 274.2728 256.2428 [M+NH4]+ -4.6
49 油酸 脂肪酸类 5.91 C18H34O2 283.2613 282.2559 [M+H]+ -6.4
50 芥子醇 苯丙烷类 0.83 C11H14O4 211.0944 210.0892 [M+H]+ -9.8
51 2-苯乙醇 芳香醇类 0.88 C8H10O 123.0792 122.0732 [M+H]+ -9.7
52 肉豆蔻酰胺 酰胺类 14.72 C14H29NO 228.2307 227.2249 [M+H]+ -6.5
53 胡萝卜苷 甾醇类 10.34 C35H60O6 594.4734 576.4390 [M+NH4]+ 1.0
54 叶酸-5,22-二烯-3-醇 甾醇类 13.80 C29H48O 413.3771 412.3705 [M+H]+ -4.0
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图2 枸骨果实醇提物的总离子流图

表2 枸骨果实醇提物正离子模式下的UPLC-Q-TOF-MS/MS鉴定结果表

序
号

化合物
化合物
类型

保留时
间/min

分子式
实测

质荷比
理论

质荷比
加合离子

误差

×106

1 3-羟基去甲酰苯-2-酮 黄酮类 12.29 C29H48O2 446.4008 428.3654 [M+NH4]+ 3.5
2 金丝桃苷 黄酮类 0.81 C21H20O12 465.1010 464.0955 [M+H]+ -3.8
3 异鼠李素 黄酮类 0.85 C16H12O7 317.0630 316.0583 [M+H]+ -8.1
4 异鼠李素

 

3-半乳糖苷 黄酮类 0.86 C22H22O12 479.1171 478.1111 [M+H]+ -2.6
5 三叶豆苷 黄酮类 0.85 C21H20O11 449.1057 448.1006 [M+H]+ -4.7
6 山柰酚 黄酮类 0.84 C15H10O6 287.0524 286.0477 [M+H]+ -9.1
7 槲皮素 黄酮类 0.81 C15H10O7 303.0482 302.0427 [M+H]+ -5.7

8

(1S,4αR,6αR,6Αs,6βR,8αR,10S,
12Αr,14βS)-1-羟基-2,2,6α,6β,9,9,
12α-七甲基-10-[(2S,3R,4S,5R)-3,4,
5-三羟基氧嘧-2-基]氧基-1,3,4,5,6,
6α,7,8,8α,10,11,12,13,14β-

十四氢吡烯-4α-羧酸

三萜类 4.93 C35H56O8 622.4314 604.3975 [M+NH4]+ 0.0

9 23-羟基熊果酸 三萜类 9.07 C30H48O4 490.3887 472.3553 [M+H+NH4]2+ -0.9
10 (3β)-3-羟基羽扇-20(30)-烯-29-醛 三萜类 14.06 C30H48O2 441.3715 440.3654 [M+H]+ -2.7
11 3-表齐墩果酸 三萜类 10.96 C30H48O3 474.3936 456.3604 [M+H+NH4]2+ -2.4
12 阿酚酸 三萜类 5.93 C30H48O5 506.3839 488.3502 [M+H+NH4]2+ -0.2
13 积雪草酸 三萜类 5.93 C30H48O5 506.3839 488.3502 [M+H+NH4]2+ -0.2
14 马尾柴酸 三萜类 5.93 C30H48O5 506.3839 488.3502 [M+H+NH4]2+ -0.2
15 苦丁茶甙A 三萜类 0.84 C43H68O14 808.4636 808.4609 [M]- 4.0
16 苦丁茶甙C 三萜类 4.84 C41H66O13 784.4862 766.4503 [M+NH4]+ 2.5
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续表2
序
号

化合物
化合物
类型

保留时
间/min

分子式
实测

质荷比
理论

质荷比
加合离子

误差

×106

17
去糖基化
苦丁茶甙C

三萜类 9.07 C30H48O4 490.3887 472.3553 [M+H+NH4]2+ -0.9

18 长梗冬青苷 三萜类 4.00 C36H58O10 668.4357 650.4030 [M+NH4]+ -1.6
19 去糖基化长梗冬青苷 三萜类 5.93 C30H48O5 506.3839 488.3502 [M+H+NH4]2+ -0.2
20 科罗索酸 三萜类 9.07 C30H48O4 490.3887 472.3553 [M+H+NH4]2+ -0.9
21 乌发醇 三萜类 10.94 C30H50O2 443.3873 442.3811 [M+H]+ -2.4
22 冬青苷Ⅱ 三萜类 3.56 C47H76O18 946.5421 928.5032 [M+H+NH4]2+ 5.4
23 去糖基化冬青苷Ⅱ 三萜类 9.07 C30H48O4 490.3887 472.3553 [M+H+NH4]2+ -0.9
24 枸骨叶皂甙Ⅱ 三萜类 0.93 C47H76O18 928.4978 928.5032 [M]- -5.2

25
去糖基化

枸骨叶皂甙Ⅱ
三萜类 9.07 C30H48O4 490.3887 472.3553 [M+H+NH4]2+ -0.9

26 坡模酸 三萜类 9.07 C30H48O4 490.3887 472.3553 [M+H+NH4]2+ -0.9

27
坡模酸-3β-O-α-L-2-

乙酰氧基阿拉伯吡喃糖基-
28-O-β-D-吡喃葡萄糖苷

三萜类 0.84 C43H68O14 808.4636 808.4609 [M]- 4.0

28 铁冬青酸 三萜类 5.93 C30H48O5 506.3839 488.3502 [M+H+NH4]2+ -0.2
29 泰国树脂酸 三萜类 9.07 C30H48O4 490.3887 472.3553 [M+H+NH4]2+ -0.9
30 熊果酸 三萜类 10.96 C30H48O3 474.3936 456.3604 [M+H+NH4]2+ -1.3
31 地榆皂苷I 三萜类 4.84 C41H66O13 784.4862 766.4503 [M+NH4]+ 2.5
32 卡山烷二萜A 二萜类 0.82 C22H28O8 420.1745 420.1784 [M] -8.1
33 δ-卡丁醇 倍半萜类 5.80 C15H26O 240.2306 222.1984 [M+NH4]+ -6.6
34 补身醇 倍半萜类 5.80 C15H26O 240.2306 222.1984 [M+NH4]+ -6.6
35 绿原酸 多酚类 0.79 C16H18O9 355.1059 354.0951 [M+H+NH4]2+ 9.8
36 异绿原酸 多酚类 0.79 C16H18O9 355.1059 354.0951 [M+H+NH4]2+ 9.8
37 3,4-二咖啡酰奎宁酸 多酚类 0.78 C25H24O12 517.1306 516.1268 [M+H]+ -6.6
38 腺嘌呤核苷 生物碱类 0.80 C10H13N5O4 268.1016 267.0977 [M+H]+ -9.1
39 腺苷 生物碱类 0.84 C10H13N5O4 267.0975 267.0977 [M+NH4] 5.7
40 间苯二甲酸二辛酯 酯类 14.01 C24H38O4 391.2832 390.2770 [M+H]+ -2.7
41 肉桂酸 有机酸类 0.82 C9H8O2 166.0848 148.0524 [M+NH4]+ -8.9
42 邻苯二甲酸二异丁酯 有机酸类 6.56 C16H22O4 279.1578 278.1518 [M+H]+ -4.6
43 邻苯二甲酸盐 有机酸类 0.78 C8H6O4 184.0601 166.0266 [M+NH4]+ -1.6
44 油酰胺 有机酸类 12.07 C18H35NO 282.2779 281.2719 [M+H]+ -4.4
45 N-十六烷酸 有机酸类 5.54 C16H32O2 274.2728 256.2402 [M+NH4]+ -4.5
46 邻苯二甲酸二甲酯 有机酸类 0.80 C10H10O4 195.0634 194.0579 [M+H]+ -8.9
47 肉豆蔻酸 脂肪酸类 3.85 C14H28O2 246.2412 228.2089 [M+NH4]+ -6.4
48 油酸 脂肪酸类 12.14 C18H34O2 300.2888 282.2559 [M+NH4]+ -3.0
49 芥子醇 苯丙烷类 0.84 C11H14O4 211.0946 210.0892 [M+H]+ -9.1
50 肉豆蔻酰胺 酰胺类 8.98 C14H29NO 228.2308 227.2249 [M+H]+ -6.0
51 胡萝卜苷 甾醇类 15.73 C35H60O6 594.4738 576.4390 [M+NH4]+ 1.7
52 对苯醌 醌类 0.81 C6H4O2 126.0573 108.0211 [M+NH4] -9.9

表3 枸骨不同部位差异性成分筛选结果表

序号 化合物类型 化合物名称 部位 药理活性 参考文献

1 三萜类 表羽扇豆醇 叶 抗菌性,抗肿瘤 [16-18]
2 三萜类 α-香树脂醇 叶 降血糖,降血脂,抗氧化,抗络氨酸酶活性,抗黄嘌呤氧化酶活性 [19-21]

3 三萜类 β-香树脂醇 叶
降血糖,降血脂,抗菌性,抗氧化,抗炎性,抗癫痫,改善肝纤维化和

阿尔兹海默病,抗络氨酸酶活性,抗黄嘌呤氧化酶活性
[22-25]

4 生物碱类 光泽乌头碱 叶 调节小鼠皮肤血流速度 [26]
5 酯类 二氢猕猴桃内酯 叶 抗氧化,改善阿尔兹海默病 [27-28]
6 芳香醇类 2-苯乙醇 叶 改善抑郁样行为 [29]
7 甾醇类 叶酸-5,22-二烯-3-醇 叶 抗氧化,降血糖 [30-32]
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续表3
序号 化合物类型 化合物名称 部位 药理活性 参考文献

8 二萜类 卡山烷二萜A 果实 抗肿瘤 [33]

9 有机酸类 肉桂酸 果实
改善血脂异常、心血管疾病和肝脏糖脂代谢,缓解内毒素中毒,

抗氧化,抗炎性,抗肿瘤,抗菌性,抗蛋白质水解性
[34-42]

10 有机酸类 邻苯二甲酸盐 果实 作为耐胃酸薄膜包衣 [43]
11 脂肪酸类 肉豆蔻酸 果实 抗衰老,降血糖,抗炎性,抗菌性 [44-47]
12 醌类 对苯醌 果实 抗菌性,抗肿瘤 [48-49]

图3 枸骨不同部位差异性成分统计学分析图

  将采集后的UPLC-Q-TOF-MS/MS数据导入

MetaboAnalyst软件,绘制OPLS-DA的得分图,并
对枸骨叶和果实两组数据中的组内重复性和组间差

异性进行分析。通过OPLS-DA得分图的横坐标可

以得到组间差距,纵坐标可以得到组内差距,结果发

现,枸骨叶和果实的化学成分存在一定差异,且枸骨

果实的化学成分组间差异相对较小(见图3(a))。
根据枸骨不同部位的OPLS-DA模型分析得到的
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VIP值进行筛选,以VIP>1.0为筛选标准对数据

进行处理分析,共得到28个差异相对较大的活性物

质。VIP值越大,表示该差异活性成分在 OPLS-
DA模型中的重要性越高,其贡献率也越大,结果如

图3(b)所示。图3(b)表明:VIP值最高的化合物是

2-苯乙醇和叶酸-5,22-二烯-3-醇,在枸骨果实中并

未检测出该成分,这证明这两种化合物为枸骨不同

部位的差异标志物,可用来区分枸骨不同部位。以

UPLC-Q-TOF-MS/MS技术鉴定出的活性成分为

依据,对枸骨不同部位进行聚类热图分析,分析结果

如图3(c)所示,图中越接近红色表示该指标数值越

大,越接近蓝色表示该指标数值越小。从图3(c)可
以看出,枸骨不同部位在热图中可被区分,且不同部

位的整体化学成分存在一定的差异,枸骨叶中的活

性成分种类更为丰富且主要活性成分含量更高。
2.4 枸骨叶中三萜类化合物质谱裂解机理

  萜类化合物是枸骨叶的主要药效成分,常以游

离态、苷或酯的形式存在[50-56],其中以五环三萜类化

合物为主。五环三萜类化合物结构较为丰富,根据

其苷元结构的不同,可以分为齐墩果烷型、羽扇豆烷

型、熊果烷型和木栓烷型4大类(见图4),枸骨叶中

的主要萜类化合物是熊果烷型三萜类化合物。相关

文献表明,在质谱裂解过程中,萜类化合物常发生C
环的断裂和逆狄尔斯-阿德尔(Retro

 

Diels-Alder
 

reaction,
 

RDA)裂解反应,且裂解过程中常出现重

排,其中麦氏重排为主要类型[57]。

图4 五环三萜类化合物的结构类型示意图

2.4.1 羽扇豆烷型三萜类化合物

  羽扇豆烷型三萜在质谱裂解过程中易发生α-
裂解失去异丙基碎片离子峰[58],枸骨叶中的羽扇豆

烷型三萜有(3β)-3-羟基羽扇-20(30)-烯-29-醛和表

羽扇豆醇等,在二级质谱图中出现准分子离子峰[M
+H]+

 

m/z
 

441.37,推测其分子式是C30H48O2(见
图5(a))。该羽扇豆烷型三萜类化合物一部分在正

离子条件下丢失一分子 H2O和一分子CH3 得到

m/z
 

409.34,另一部分的五元环发生断裂得到m/z
 

330.33(见图5(b)),因此推测该化合物可能为

(3β)-3-羟基羽扇-20(30)-烯-29-醛[59]。

2.4.2 熊果烷型三萜类化合物

  枸骨中的熊果烷型三萜类化合物含量丰富,
主要类型包括熊果酸、23-羟基熊果酸、马尾柴酸、
长梗冬青苷、科罗索酸、乌发醇和坡模酸等。在二

级质谱图中出现了准分子离子峰[M+H]+
 

m/z
 

456.28,推测其分子式是C30H48O3(见图6(a))。
该熊果烷型三萜类化合物在正离子条件下丢失一

分子H2O得到m/z为
 

439.35的碎片,在此基础

上进 一 步 发 生 裂 解 得 到 m/z
 

191.17和 m/z
 

141.11碎片(见图6(b)),因此推测该化合物可能

为熊果酸[60]。
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图5 (3β)-3-羟基羽扇-20(30)-烯-29-醛的质谱图及裂解途径示意图

图6 熊果酸的质谱图及裂解途径示意图

2.4.3 齐墩果烷型三萜类化合物

  枸骨中的齐墩果烷型三萜类化合物主要有3-表
齐墩果酸和泰国树脂酸等。在二级质谱图中出现准

分子离子峰[M+H+NH4]2+
 

m/z
 

490.38,推测其分

子式是C30H48O4(见图7(a))。该齐墩果烷型三萜类

化合物在正离子条件下丢失一分子H2O得到m/z
 

455.35或丢失两分子H2O得到m/z
 

437.34,在此基

础上进一步丢失羧基的同时发生RDA裂解反应得到

m/z
 

409.35、363.31和207.17等碎片(见图7(b)),
因此推测该化合物可能为泰国树脂酸[61]。
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图7 泰国树脂酸的质谱图及裂解途径示意图

3 结 论

  本文采用UPLC-Q-TOF-MS/MS技术,对枸骨

不同部位化学成分进行了鉴定,筛选出枸骨叶和果

实两个部位间的差异性成分,在此基础上针对共有

及差异性成分进行了统计学分析,对枸骨叶中含量

最丰富的三萜类化合物的质谱数据进行了分析。主

要结论如下:
a)通过UPLC-Q-TOF-MS/MS技术在枸骨叶

和果实提取物中分别鉴定出54和52个化学成分,
枸骨叶和枸骨果实中均含有丰富的活性成分,主要

包括黄酮类、三萜类、多酚类、生物碱类和有机酸类

化合物等,其中三萜类化合物是枸骨叶和果实中最

主要的活性成分。
b)枸骨叶和果实间共存在12种差异性成分,其

中有7种成分只存在于枸骨叶,有5种成分只存在

于枸骨果实中,枸骨不同部位的化学成分存在差异,
枸骨叶中的活性成分种类更为丰富且含量更高。
c)根据枸骨叶中三萜类化合物(齐墩果烷型、羽

扇豆烷型、熊果烷型)的准分子离子峰、裂解情况等

质谱特征来推测其结构类型及相关分子式等信息,
并初步推断其裂解规律,可为后续鉴定和分析枸骨

中的三萜类化合物提供参考依据。
本文对枸骨不同部位的化学成分进行了鉴定、

比较和分析,初步探究了枸骨叶中三萜类化合物质

谱裂解规律,为阐明枸骨不同部位的活性成分的差

异性提供了科学依据,也为枸骨不同部位的开发及

综合利用提供了理论基础。
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物医学领域的应用,中草药活性成分的液质联用分析、体外活性评价及其调节糖脂代谢的能力等。俞梅兰教授于2016年至

2017年任美国波士顿大学医学院质谱研究中心访问学者,2017年至2018年任中科院化学所分子纳米重点实验室高级访问学

者,曾主持国家自然科学基金1项,主持浙江省科技攻关计划等省级科研项目4项和横向科技成果转化项目十余项,在JACS
等TOP期刊发表学术论文40余篇,申报专利3项,在糖脂代谢的治疗和中草药的成分分析等方面做出了一定贡献,为中药治

疗糖尿病提供了创新思路和数据支撑。
(责任编辑:张会巍)
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