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HPLC-MS 鉴定黄芪水煎液中黄酮类成分 
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摘  要：目的  建立黄芪水煎液中黄酮类成分 HPLC-MS 鉴定方法。方法  黄芪水煎液采用 C18 固相萃取小柱获得黄酮类化

学成分。采用 HPLC-DAD-MS 的方法对黄芪水煎液中黄酮类成分进行了定性研究，对比所建立化合物库的化学成分与实测

的化学成分质荷比信息以及化合物的裂解规律确定各化学成分。结果  液相色谱质谱联用技术可对黄芪水煎液所含黄酮类成

分进行快速鉴别。根据相对分子质量信息确定了黄芪水煎液所含 22 个黄酮类化学成分的结构信息。结论  高效液相-质谱联

用技术可快速对黄芪水煎液所含黄酮类成分进行表征，为其药效物质基础研究提供新思路。 
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HPLC-MS identification on flavonoids in Astragali Radix decoction 
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Abstract: Objective  To establish an identification method for flavonoid chemical constituents in Astragali Radix decoction by 

HPLC-MS. Methods  The samples were prepared by SPE C18 column. HPLC-DAD-MS method was used to identify the flavonoids 

in Astragali Radix decoction. The chemical constituents of the library were compared with the measured mass charge ratio of 

chemical composition in Astragali Radix decoction, and the chemical constituents was determined by the pyrolysis law of the 

compounds. Results  HPLC-MS provided high analysis efficiency of chemical components in Astragali Radix decoction. Based on 

the mass information and MS fragmentation behaviors of the chemical components, 22 compounds in Astragali Radix decoction 

were identified. Conclusion  HPLC-MS technology can quickly characterize the flavonoids in in Astragali Radix decoction, and 

provide a new idea for the study of its pharmacodynamic material basis 
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黄芪为豆科蒙古黄芪 Astragalus membranaceus 

(Fish) Bunge var. Mongholicus (Bunge) Hsiao 或膜荚

黄芪 A. membranaceus (Fisch.) Bge.的干燥根，具有

益气、固表、托毒生肌、利水退肿的功效，为历代

医家最常用的中药之一。黄芪之所以能够发挥药效

与其所含的化学成分是密不可分的。在以往的研究

中，人们对其所含的黄芪甲苷等三萜苷类化学成分

研究较多。近年的研究表明黄芪所含的黄酮类成分

也具有较强的生物活性[1]。然而黄酮类化合物在黄

芪中的含量相对较低，采用传统先分离再鉴定化合

物结构的方法来研究这类化合物的困难较大，对于

含黄芪的复方中药的化学成分研究更是如此。近年

来，人们逐渐将高效液相色谱 -质谱联用技术

（HPLC-MS）应用于分析、鉴定黄芪中化学成分收

到了较好的效果[2-3]。但这些研究均以黄芪醇提液为

研究目标，而中医临床用药常以水煎煮汤剂为主要

治疗手段。不同极性的提取溶液中所含的化学成分

不完全相同，这一点已引起学者们的重视[4]，2016  
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年国家药典委员会也要求进一步重视“经典名方”

（大都是以水煎剂的形式为历代医家收载）的研究，

并提出了标准煎剂的概念。黄芪作为“补气圣药”

是中医临床应用较多的中药之一，在经典方剂中又

多以“君药”的形式呈现，深入研究黄芪水煎液中

化学成分分析方法是十分必需的。故本研究通过

HPLC-MS 联用技术并结合固相萃取技术对黄芪水

煎液中化学成分进行研究，建立一种快速鉴定黄芪

水煎液所含黄酮类成分的分析方法。 

1  仪器与试剂 

1.1  材料 

乙腈、甲醇（色谱纯，百灵威公司）；水为超

纯水，其他试剂均为国产分析纯。黄芪药材购自安

国药材市场，经天津医科大学药学院唐铖副教授鉴

定为蒙古黄芪 Astragalus membranaceus (Fish) 

Bunge var. Mongholicus (Bunge) Hsiao 的干燥根。 

1.2  仪器 

高效液相色谱（Agilent 1200）-质谱（Bruker 

HCT）联用仪；BSA124S 型十万分之一电子天平（赛

多利斯股份公司）；循环水式真空泵（上海翔雅仪

器设备有限公司）；旋转蒸发器（上海申生科技有

限公司）；KQ-200VED 型超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司）。 

2  方法与结果 

2.1  样品溶液的制备 

取适量黄芪药材，粉碎，过 30 目筛，精密称

取 2 g 粉末加入水 50 mL，煎煮 2 h，冷却至室温，

即得。取 1 mL 水煎液加入 C18 固相萃取小柱，依次

加入 5mL 水、15 mL 50%甲醇洗脱。收集 50%甲醇

洗脱部分，浓缩至 200 μL，即得水煎液样品溶液，

4 ℃保存。 

2.2  化学成分库的建立 

采用 Sciencedirect、Springer、Pubmed、CNKI

等数据库检索黄芪化学成分研究的文献，收集黄芪

所含的化学成分名称、相对分子质量信息共 66 个。

采用 Chemicaldraw13.0 软件根据各个化学成分碳、

氢、氧的个数计算化合物的相对分子质量，建立了

包括化合物名称、分子式、[M＋H]
＋
、[M＋Na]

＋
、

[M－H]−、[M－H＋HCOOH]−等常见分子离子峰相

应化学成分数据库。 

2.3  定性分析 

采用 HPLC-DAD-MS 法对黄芪水煎液中黄酮

类成分进行定性研究。经过优化，确定了适用于分

析黄芪水煎液中化学成分的最佳色谱条件。在此色

谱条件下，所有色谱峰均能够实现较为完全的分离

（图 1），通过进一步对质谱数据进行归属，对化学

成分进行指认（图 2）。 

 

图 1  黄芪水煎液的 HPLC-UV 色谱图 

Fig. 1  HPLC-UV chromatogram of Astragali Radix decoction 

 

图 2  黄芪水煎液的总离子流图 

Fig. 2  Total ion current chromatogram of Astragali Radix 

decoction 

色谱条件：Aglient XDB C18 色谱柱（250 mm× 

4.6 mm，5 μm）；流动相 0.1%甲酸水溶液（A）–

乙腈（B）梯度洗脱（0～10 min，85%~80% A；10～

30 min，80%～70% A；30～60 min，70%～30% A；

60～90 min，30%～10% A；90～95 min，10%～0% 

A）；检测波长：247 nm；柱温：30 ℃；体积流量：

0.8 mL/min。 

质谱参数：ESI 源，正、负离子交替模式，雾

化气为高纯氮气。毛细管电压 3 500 V，干燥气温

度 300 ℃，干燥气流量 8 mL/min，雾化气压力 172 

kPa（25 psi），碎片电压 180 V，扫描范围 m/z 200～

1 000。 

2.4  鉴别结果 

综合考虑各个色谱峰的质谱信号、紫外吸收特

征确定了黄芪水煎液中黄酮类化学成分的组成。从

结果上看，黄芪水煎液中所含黄酮类成分在正、负

离子条件下均有响应。其中正离子信号主要由[M＋

H]
＋
、[M＋Na]

＋
组成，负离子信号主要由[M－H]−、
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[M＋HCOO]−、[2M－H]−组成。 

在黄酮类成分的二级质谱中常裂解获得的碎

片主要为（m/z 162）葡萄糖基。因黄酮结构中存在

2-苯基色原酮结构，故在多级质谱裂解碎片中也可

检出因 RDA 裂解产生的碎片。总之通过对比所建

立化合物库的化学成分与实测的化学成分质荷比

信息以及化合物的裂解规律共确定了 22 个化学成

分，见表 1。 

 

表 1  黄芪水煎液 HPLC-MS 质谱数据 

Table 1  MS data of Astragali Radix decoction 

序号 m/z 化合物名称 相对分子质量 分子式 裂解方式 

1 491.5 毛蕊异黄酮-7-O-葡萄糖苷[5] 446.4 C22H22O10 [M＋HCOO]− 

2 463.2 红车轴草素-7-O-葡萄糖苷[6] 462.4 C22H22O11 [M＋H]
＋
 

3 477.3 3'-羟基-6,4'-二甲氧基异黄酮-7-O-葡萄糖苷[5] 476.4 C23H24O11 [M＋H]
＋
 

4 421.3 芒果苷[7] 422.3 C19H18O11 [M－H]− 

5 483.3 6,4'-二甲氧基异黄酮-7-O-葡萄糖苷[3] 460.4 C23H24O10 [M＋Na]
＋
 

6 449.3 山柰酚-3-O-葡萄糖苷[8] 448.4 C21H20O11 [M＋H]
＋
 

447.5 [M－H]− 

7 279.4 甘草素[8] 256.3 C15H12O4 [M＋Na]
＋
 

8 477.6 染料木苷[9] 432.4 C21H20O10 [M＋HCOO]− 

9 453.3 芒柄花苷[5] 430.4 C22H22O9 [M＋Na]
＋
 

10 461.5 9,10-二甲氧基紫檀烷-3-O-葡萄糖苷[5] 462.4 C23H26O10 [M－H]− 

11 463.5 2'-羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷-7-O-葡萄糖苷[5] 464.5 C23H28O10 [M－H]− 

12 285.5 毛蕊异黄酮[8] 284.3 C16H12O5 [M＋H]
＋
 

283.5 

13 253.5 7,4'-二羟基异黄酮[10] 254.2 C15H10O4 [M－H]− 

14 303.5 槲皮素[8] 302.2 C15H10O7 [M＋H]
＋
 

15 539.3 染料木素[8] 270.2 C15H10O5 [2M－H]− 

16 267.5 芒柄花素[5] 268.3 C16H12O4 [M－H]− 

17 241.5 3-羟基二氢黄酮[7] 240.3 C15H12O3 [M＋H]
＋
 

18 301.6 7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异黄烷[5] 302.3 C17H18O5 [M－H]− 

19 313.5 熊竹素[11] 314.3 C17H14O6 [M－H]− 

20 285.5 汉黄芩素[11] 284.3 C16H12O5 [M－H]− 

283.5 

21 285.5 千层纸素 A[12] 284.3 C16H12O5 [M－H]- 

283.5 

22 339.5 异鼠李素[11] 316.3 C16H12O7 [M＋Na]
＋
 

 

以化合物 6 说明解析过程，色谱峰 6 的[M＋

H]
＋
峰 m/z 449.3 以及[M－H]−峰 m/z 447.5。其二级

质谱有[M＋H－162]
＋
信号，推测该化合物与一分子

己糖成苷。通过与所建立的化合物库中的数据比对

确定该化合物为山柰酚-3-O-葡萄糖苷。同法推断化

合物 4、8、9、10 分别为芒果苷、染料木苷、芒柄

花苷、9,10-二甲氧基紫檀烷-3-O-葡萄糖苷。 

毛蕊异黄酮、汉黄芩素和千层纸素 A 互为同分

异构体，相对分子质量均为 284.3，在正、负离子

模式下提取 [M＋H]
＋

 m/z 285.5； [M－H]− m/z 

283.5，得到了化合物 12、20、21 的色谱峰。毛蕊

异黄酮属于异黄酮类，汉黄芩素和千层纸素属于黄

酮类，根据化合物的结构判断，异黄酮类结构中 B

环由于受吡喃酮环羰基的立体障碍，分子的平面性

降低，极性增加。故推断化合物 12 为毛蕊异黄酮。

根据文献报道[13-14]汉黄芩素相比千层纸素更容易
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被分离，故推断化合物 20 为汉黄芩素，化合物 21

为千层纸素 A。 

3  讨论 

黄芪甲苷等化学成分通常被用于黄芪的质量

控制研究，但黄芪所含黄酮类化学成分的生物活性

正在为人们所重视。该类化学成分具有降血糖、抗

凋亡、抗氧化、抗肿瘤、抗炎等活性[15-16]。与传统

的乙醇提取法得到黄芪的化学成分相比较，采用水

煎液中所含毛蕊异黄酮苷等水溶性黄酮类化学成

分较多。 

黄酮是一类以 2-苯基色原酮为基本母核的化

合物，在母核中多个位置存在羟基，且羟基又可与

糖形成苷，使得黄芪水提取液中含有多种黄酮及其

苷类成分的同分异构体。对于同分异构体的判断，

本研究通过分析化合物结构与化合物的极性之间

的关系以及二次裂解碎片来确定。在质谱信号中检

出了除黄芪中常见的毛蕊异黄酮苷、芒柄花苷、毛

蕊异黄酮、芒柄花素外，还检测到了 9,10-二甲氧基

紫檀烷-3-O-葡萄糖苷、7,2'-二羟基-3',4'-二甲氧基异

黄烷、7,4'-二羟基异黄酮等黄酮类化学成分。这些

化学成分在水煎液发挥药效时必将起主导作用。更

为重要的是中药水煎剂是传统中医临床用药的主

流，水煎煮更接近服用药物的真实情况。作为临床

治疗常用中药之一的黄芪在黄芪桂枝五物汤、黄芪

建中汤、补阳还五汤等经典名方中均作为君药，且

这些经典方剂均以水煎剂的形式应用于临床[17]。研

究黄芪水煎液中的黄酮类化学成分对于该类方剂

的研究也是较为有益的。 

研究表明黄芪水煎液中含有大量的糖类物质，

该类物质无论对于色谱分离还是对于质谱鉴定都

有一定的影响。传统的方法是采用正丁醇萃取水煎

液中的化学成分或大孔吸附树脂进行纯化，但由于

正丁醇的沸点较高，浓缩时间相对较长；而采用大

孔吸附树脂的操作平行性相对较低。固相萃取

（SPE）技术是近年新兴的一种用于萃取、分离、浓

缩新技术[18]。本研究采用了 C18固相萃取柱对样品

进行预处理，收到了较好的效果。通过对比水，10%、

20%、50%、90%甲醇溶液的洗脱效果，最终确定

先采用水洗脱黄芪水煎液中的糖类等极性较大的

干扰物质，再采用 50%甲醇溶液洗脱该水煎液中的

黄酮类物质。洗脱液用量研究结果表明采用 50%甲

醇溶液15 mL可以较为完全地把水提取液中黄酮类

物质洗脱下来。 

综上所述，采用本研究方法可实现对黄芪水煎

液中的多种黄酮类化学成分进行快速鉴定，结合对

主要化学成分毛蕊异黄酮葡萄糖苷的含量测定，可

实现从多维度全面评价黄芪水煎液的质量。与传统

的黄芪中药效物质研究相比，不仅具有可较为全面

地评价水煎剂中的黄酮类化学成分组成的特点，还

在研究过程中避免了传统中药药效物质研究中先

采用色谱分离化学成分再进行结构鉴定的步骤，研

究过程较为简洁，可为黄芪中的药效物质研究提供

新思路。 
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