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瓜拉那叶中化学成分的定性分析及咖啡因的含量测定
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摘 要：目的 利用超高效液相色谱-线性离子阱-静电场轨道阱联用质谱（UPLC-LTQ-Orbitrap-MS）技术快速鉴别瓜拉那

Paullinia cupana 叶中的化学成分，建立高效液相色谱（HPLC）法测定瓜拉那叶中咖啡因的含量。方法 定性分析采用

Waters Acquity UPLC HSS T3色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm），流动相为 0.1% 甲酸水 -乙腈，梯度洗脱，体积流量

0.3 mL·min−1，进样量 3 μL，在电喷雾正负离子模式下采集数据。定量分析采用Prevail色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），

柱温 30 ℃，流动相为纯水-乙腈，梯度洗脱，体积流量为 1 mL·min−1，进样量 10 μL，检测波长 275 nm。结果 利用UPLC-

LTQ-Orbitrap-MS技术，根据质谱一级精确相对分子质量和二级特征碎片，从瓜拉那叶中共鉴定出 46个化学成分，包括 22

个酚酸类，7个黄酮类，7个生物碱类，5个长链脂肪酸类和 5个其他类化合物。建立HPLC-UV测定瓜拉那叶咖啡因含量的

方法中，咖啡因在 0.201 8～2.018 0 μg线性关系良好（R2＝0.999 8），平均加样回收率（n＝9）为 99.52%，RSD＝1.16%，

瓜拉那叶中咖啡因质量分数在 2.8%左右。结论 首次采用UPLC-LTQ-Orbitrap-MS技术鉴定瓜拉那叶中的化学成分，提供了

一种快速、高效的分析方法，所建立的HPLC-UV测定咖啡因含量的方法准确、可靠，为瓜拉那叶后续的深入研究奠定了

基础。
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Abstract: Objective UPLC-LTQ-Orbitrap-MS technology was used to identify the chemical constituents in the leaves of Paullinia

cupana, and a method of HPLC was established for the determination of caffeine in Paullinia cupana leaves. Methods The Waters

Acquity UPLC HSS T3 column (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm) was used for qualitative analysis. The mobile phase was 0.1% formic

acid water (A) - acetonitrile (B) with gradient elution and the flow rate was 0.3 mL·min−1, the injection volume was 3 μL, and the

data were collected under the electrospray positive and negative ion mode. Quantitative analysis was carried out at 30 ℃ on a prevail

column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm), the mobile phase consisted of pure water (A) - acetonitrile (B) with gradient elution and the flow

rate was 1.0 mL·min−1, the injection volume was 10 μL and the detection wavelength was 275 nm. Results Using UPLC-LTQ-

Orbitrap-MS technology, 46 chemical constituents including 22 phenolic acids, seven flavonoids, seven alkaloids, five long-chain

fatty acids and five other compounds were identified from Paullinia cupana leaves according to the first accurate molecular weight

and secondary characteristic fragments of mass spectrometry. For the quantitative analysis method, caffeine had good linear
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relationship in the range of 0.201 8—2.018 0 μg (R2 = 0.999 8). The average recoveries (n = 9 ) was 99.52% and the RSD was

1.16%. The content of caffeine in Guarana leaves is about 2.8%. Conclusion For the first time, UPLC-LTQ-Orbitrap-MS technology

was used to identify the chemical components in Paullinia cupana leaves, which provided a fast and efficient analysis method. The

HPLC-UV method for the determination of caffeine content was accurate and reliable, which laid a foundation for the further study

of Paullinia cupana leaves.

Key words: Paullinia cupana leaves; UPLC-LTQ-Orbitrap-MS; caffeine; phenolic acids; flavonoids; alkaloids; long chain fatty acids

瓜拉那 Paullinia cupana 为无患子科泡林腾属

植物，又名“寇纳茶”或“巴西可可”，原产于巴西亚

马逊盆地热带雨林，是亚马逊地区典型的特有热带

植物［1-2］。现代研究表明，瓜拉那种子富含生物碱、

维生素和多种酚酸类化合物，具有很高的营养价值

和生物活性，主要用于抗精神疲劳、抗衰老、补益肝

肾、降低胆固醇、减肥和调节胃肠道等［3-6］。据报道，

瓜拉那种子中富含咖啡因，其含量最高可占种子干

质量的 6%，是咖啡豆、茶叶和可乐坚果的 4～6

倍［7］。在南美洲，瓜拉那种子还被开发制作成畅销

的功能饮料和滋补品［8］。近年来，国内外学者多倾

心于研究瓜拉那种子的植物来源［9］、化学成分［10-12］

和生物活性［13-17］，而对来源更广泛，加工更便捷和价

格更低廉的瓜拉那叶报道很少，或鲜有报道［18-19］。

线性离子阱 -静电场轨道阱联用质谱（LTQ-

Orbitrap-MS）是近年来发展起来的一项新质谱联用

技术，其综合了 LTQ 的多级质谱功能以及 Orbitrap

的高分辨能力，可在较短时间内同时实现对母、子

离子的高分辨采集和多级质谱碎裂，显著提高了复

杂体系中化学成分的快速鉴别与分析能力，是天然

植物化学成分分析的强有力手段［20-21］。基于瓜拉那

叶丰富的资源和瓜拉那种子全面的生理功能［7］，本

研究拟采用超高效液相色谱（UPLC）-LTQ-Orbitrap-MS

技术对鲜有报道的瓜拉那叶中的化学成分进行系

统的表征分析，并利用高效液相色谱-紫外（HPLC-

UV）法对瓜拉那叶中咖啡因的含量进行测定，对瓜

拉那叶进行初探研究，以期为进一步研究瓜拉那叶

的生物活性提供参考，并为瓜拉那叶资源的合理开

发奠定基础。

1 材料

LTQ-Orbitrap XL 质谱 ，配有热电喷雾离子

源（HESI）、Xcalibur 2.1 工 作 站（ 美 国 Thermo

Scientific 公 司 ）；Agilent1260 高 效 液 相 色 谱

仪（美国 Agilent 公司），配有自动进样器、四元

泵和紫外检测器；DFT-50A-型粉碎机（温岭市林

大机械有限公司）；CPA225D 十万分之一电子天

平、BS110S 万分之一天平（德国 Sartorius 仪器有

限公司）；KO-300DB 型数控超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司）。

瓜拉那叶购于厄瓜多尔瓜亚基尔市，经北京中

医药大学中药学院刘春生教授鉴定为无患子科泡

林腾属瓜拉那 Paullinia cupana 的干燥叶片。咖啡

因、茶碱和可可碱（南通飞宇生物科技有限公司，批

号 分 别 为 FY1138B0322、 FY1380B0515 和

FY1392B0223，质量分数均＞98%）；乙腈（质谱纯，

Fisher公司）；乙腈（色谱纯，Fisher公司）；甲酸（质谱

纯，德国Merk公司）；超纯水（广州屈臣氏食品饮料

有限公司）；其他试剂均为市售分析纯（北京化

工厂）。

2 方法

2.1 色谱及质谱条件

2.1.1 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 色 谱 条 件 采 用

Waters Acquity UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm×

2.1 mm，1.8 µm），柱温 30 ℃，流动相为 0.1% 甲酸

水（A）-乙腈（B），梯度洗脱 0～3 min（5%～15%B），

3～5 min（15%～25%B），5～20 min（25%～65%B），

20～33 min（65%～80%B），33～37 min（80%～

100%B），37～40 min（100%B）；进样量3 μL；体积流量

0.3 mL·min−1。

2.1.2 质谱条件 HESI 离子源，正负离子检出模

式，离子源温度 350 ℃，电离源电压 4 kV，毛细管电

压 35 V，管透镜电压 110 V，鞘气和辅助气均为高纯

氮气（质量分数＞99.99%），鞘气体积流量 40 arb，辅

助气体积流量 20 arb；激活能量单位 0.25 q；激活时

间 30 ms；归一化碰撞能量 35%；傅里叶高分辨扫描

范围 m/z 100～1 500；一级扫描分辨率 30 000；数据

采用傅里叶变换高分辨全扫方式数据依赖性 ddMS2

和ddMS3。

2.1.3 HPLC-UV 定 量 条 件 采 用 Prevail 色 谱

柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流 动 相 为 纯

水（A）- 乙腈（B），梯度洗脱 0～8 min，10%～

30%B；8～15 min，30%B；15～20 min，30%～

10%B；进样量 10 μL，体积流量 1 mL·min−1，柱温

30 ℃，检测波长275 nm。
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2.2 溶液制备

2.2.1 供试品溶液的制备 取适量干燥瓜拉那叶，

粉碎机粉碎，过60目筛，准确称取瓜拉那叶0.100 0 g置

具塞三角瓶中，加 70%甲醇 30 mL，精密称质量，超

声（功率 300 W、频率 40 kHz）处理 45 min后，放冷，

再称定质量，用溶液补足减失的量，摇匀，过0.22 μm

微孔滤膜，取续滤液，即得定性用供试品溶液和定

量用供试品溶液。

2.2.2 咖啡因对照品溶液的制备 精密称取咖啡

因对照品适量 ，加甲醇溶解配成质量浓度为

1.009 mg·mL−1 ，以此为对照品母液，置于 4 ℃冰箱

中避光保存备用，根据需要配成所需浓度，进样前过

0.22 μm微孔滤膜，取续滤液，即得咖啡因对照品溶液。

3 结果

3.1 瓜拉那叶化学成分定性分析

色谱及质谱条件下，分别测定瓜拉那叶正负离

子 模 式 下 的 总 离 子 流 图 ，使 用 Xcalibur 软

件（Thermo Fisher Scientific）对质谱数据进行分析，

通过一级高分辨率质谱信息推导其可能的分子式，

质谱偏差范围 δ≤5×10−6 ，结合多级质谱裂解特

征碎片、相对丰度和相关文献数据报道，对瓜

拉那叶中的化学成分进行定性分析，质谱正负

离子模式下的基峰离子流图见图 1，化合物的

详细数据见表 1。

图1 瓜拉那叶UPLC-LTQ-Orbitrap-MS正离子（A）和负离子（B）质谱基峰离子流图

Fig. 1 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS positive ion (A) and negative ion (B) mass spectrums base peak ion flow diagrams of

Paullinia cupana leaves
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表1 瓜拉那叶化学成分质谱鉴定结果

Table 1 Mass spectrometry identification results of chemical constituents of Paullinia cupana leaves

1

2

3

4

5
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14

15

16

17

18

19

20
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22
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24

25

＋

＋

−
−
−
＋

＋

−
−
−
−
＋

＋

−
−
−

−

−
−
−
−
＋

＋

−

−

1.26

1.27

1.99

2.52

3.43

3.76

4.52

4.56

5.31

5.41

5.43

5.50

5.52

5.54

5.56

5.73

5.86

6.24

6.40

6.64

6.89

6.90

7.26

7.29

7.50

136.061 77

142.086 25

357.102 75

282.083 29

341.107 83

181.072 00

181.072 00

179.033 88

227.070 27

337.091 79

163.038 97

195.087 65

138.054 95

191.055 01

353.086 70

353.086 70

473.165 35

595.129 36

337.091 79

367.102 35

609.145 01

303.049 92

287.055 01

593.150 09

463.087 10

136.062 16

142.086 56

357.106 20

282.085 24

341.110 78

181.072 17

181.072 51

179.035 45

227.067 63

337.093 41

163.040 54

195.087 97

138.066 28

191.056 53

353.087 89

353.088 35

473.167 94

595.131 65

337.093 29

367.103 76

609.147 34

303.050 87

287.055 66

593.151 73

463.089 51

−0.160

0.305

2.899

1.945

2.942

−0.380

−0.040

1.565

−3.189

1.616

1.569

−0.231

0.092

1.515

1.181

1.641

2.039

2.289

1.496

1.401

2.329

0.941

0.645

1.634

2.408

C5H6N5

C7H12NO2

C12H21O12

C10H12N5O5

C12H21O11

C7H9N4O2

C7H9N4O2

C9H7O4

C14H11O3

C16H17O8

C9H7O3

C8H11N4O2

C7H8NO2

C7H11O6

C16H17O9

C16H17O9

C21H29O12

C26H27O16

C16H17O8

C17H19O9

C27H29O16

C15H11O7

C15H11O6

C27H29O15

C16H25O13

107.99（100）、106.92（44.29）、
118.92（31.12）、118.07（24.83）

69.89（100）、113.91（95.48）、
123.95（36.34）、95.89（18.66）

314.20（100）、180.09（6.24）、
338.67（1.14）、195.07（0.50）

149.92（100）、132.99（4.96）、
263.85（0.87）、

298.12（100）、179.12（32.12）、
160.98（9.26）

162.96（100）、137.00（71.05）、
137.98（35.72）、181.08（8.34）、

123.93（100）、162.95（11.00）、
136.95（5.73）、152.88（1.36）、

134.93（100）、178.84（60.05）

182.93（100）、154.99（15.12）、
180.99（10.17）、164.96（7.70）

162.99（100）、191.05（7.36）、
172.96（5.71）

118.92（100）、134.18（0.29）、
134.92（0.28）

137.99（100）、109.95（2.29）

109.98（100）、109.33（11.93）、
111.02（10.88）、138.07（4.10）

172.98（100）、126.94（66.17）、

191.02（100）、179.06（3.64）、
173.02（0.59）、135.07（0.62）

172.97（100）、178.96（54.97）、
190.96（15.29）、135.06（7.42）、
137.00（0.69）

455.28（100）、146.95（86.63）、
323.24（28.27）、191.08（18.90）、
299.01（16.16）、

421.08（100）、577.18（37.33）、
377.18（10.43）、191.06（5.04）

191.02（100）、172.92（9.19）、
163.06（7.28）

191.00（100）、172.97（34.63）、
192.96（9.59）

300.13（100）、271.02（19.08）、
301.10（18.52）、445.12（14.26）

257.06（100）、285.01（59.19）、
274.05（19.08）、152.99（14.39）

241.04（100）、152.90（57.02）、
258.00（46.64）、231.15（34.03）、

283.99（100）、429.20（48.94）、
285.07（36.79）、255.02（27.37）、
447.06（9.16）

301.05（100）、300.04（29.08）、
343.09（3.01）、

腺嘌呤（adenine）

3，3-二甲基谷酰胺（3，3-
dimethylglutarimide）

乳糖酸（lactobionic acid）

鸟苷（guanosine）

蔗糖（sucrose）

可可碱（theobromine）

茶碱（theophylline）

咖啡酸（caffeic acid）

白藜芦醇（resveratrol）

3-p-CoQA

p-coumaric acid

咖啡因（caffeine）

异烟肼（isoniazid）

奎尼酸（quinic acid）

1-CQA

隐绿原酸（4-CQA）

junipercomnoside E

檞皮素-3-阿拉伯糖葡萄

糖苷

5-p-CoQA

5-FQA

芦丁（rutin）

槲皮素（quercetin）

山柰酚（kaempferol）

山柰酚3-O-芸香糖苷

（kaempferol 3-O-
rutinoside）

金丝桃苷（hyperoside）

序

号

离子

模式

tR/

min

m/z

观察 计算

误差

（×10−6）
分子式 碎片离子m/z 化合物
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26

27
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29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

−

−
＋

−
−
−
−

−
−
−
−
−
−
−

−

−
−
−
−
−
−

7.85

8.07

8.11

8.16

8.16

8.41

8.43

9.02

9.11

9.22

9.26

9.32

9.43

9.43

9.50

10.46

20.26

23.14

23.37

33.20

37.42

515.118 40

447.092 18

163.038 97

353.086 70

515.118 40

515.118 40

353.086 70

337.091 79

353.086 70

367.102 35

367.102 35

337.091 79

367.102 35

529.134 05

529.134 05

677.150 09

277.216 20

199.132 87

255.231 85

279.231 85

281.247 50

515.120 97

447.094 48

163.039 40

353.088 20

515.120 61

515.120 48

353.088 07

337.093 29

353.088 29

367.104 13

367.103 97

337.093 60

367.104 06

529.136 29

529.136 47

677.152 83

277.217 86

199.134 45

255.233 32

279.233 37

281.249 36

2.568

2.292

0.429

1.491

2.208

2.078

1.361

1.496

1.581

1.771

1.611

1.806

1.701

2.237

2.417

2.734

1.653

1.031

0.915

0.965

1.305

C25H23O12

C21H19O11

C9H7O3

C16H17O9

C25H23O12

C25H23O12

C16H17O9

C16H17O8

C16H17O9

C17H19O9

C17H19O9

C16H17O8

C17H19O9

C26H25O12

C26H25O12

C34H29O15

C18H29O2

C11H19O3

C16H31O2

C18H31O2

C18H33O2

353.14（100）、172.96（11.98）、
335.17（11.44）、179.09（8.79）、
191.10（5.18）

284.07（100）、285.05（58.69）、
255.01（16.39）、227.11（3.39）、

144.89（100）、134.94（12.14）、
162.94（3.20）、116.87（3.72）

191.02（100）、179.00（42.82）、
134.92（9.82）、173.02（2.70）

353.13（100）、190.94（1.23）、
179.00（0.87）

353.11（100）、335.16（4.36）、
179.00（3.86）

172.96（100）、179.03（53.12）、
190.95（17.76）、134.91（7.72）、
137.06（0.89）

162.90（100）、191.04（6.47）、
173.03（5.79）

191.01（100）、178.99（44.40）、
173.07（10.42）、134.97（10.67）、

192.96（100）、172.96（3.74）、
191.12（1.90）

193.00（100）、191.02（18.68）、
173.05（3.78）

172.90（100）、162.96（10.48）、
191.05（2.59）

173.01（100）、192.98（12.54）、
191.09（1.15）

367.17（100）、173.06（6.15）、
193.05（3.21）、335.15（3.01）、
353.19（2.96）、179.05（0.88）

353.15（100）、367.11（40.17）、
173.00（7.96）、335.25（5.82）、
178.99（5.30）

515.19（100）、353.06（5.11）

233.23（100）、259.18（39.49）、
232.45（24.69）、179.19（6.12）、

181.05（100）、155.08（31.94）、
162.83（1.83）

237.11（100）、182.88（10.48）、
162.88（8.11）、210.12（3.59）

261.20（100）、191.07（16.93）、
251.39（5.58）、234.78（4.10）

263.20（100）、236.85（20.99）、
281.52（11.09）、139.30（9.08）

异绿原酸B（3，4-DiCQA）

紫云英苷（astragalin）

伞形花内酯

（7-hydroxycoumarin）

新绿原酸（3-CQA）

苷类（DiCQA）

1，3-DiCQA

隐绿原酸（4-CQA）

3-p-CoQA

绿原酸（5-CQA）

3-FQA

3-FQA同系物

4-p-CoQA

4-FQA

CFQA

CFQA-2

3，4，5-Tri-CQA

亚麻酸（linolenic acid）

cis-3-hydroxyundec-8-
enoic acid

棕榈酸（palmitic acid）

亚油酸（linoleic acid）

油酸（oleic acid）

续表1

序

号

离子

模式

tR/

min

m/z

观察 计算

误差

（×10−6）
分子式 碎片离子m/z 化合物

＋-正离子；−-负离子

+- positive ion；− - anion

3.1.1 酚酸类及其衍生物的结构鉴定 从瓜拉那

叶中共鉴定出 22个酚酸类化合物，其中以绿原酸及

其衍生物居多。绿原酸类化合物（chlorogenic

acids，CGAs）是由奎宁酸和 1～4个肉桂酸类形成的

酯类化合物，最常见的是咖啡酸、对香豆素和阿魏

酸，因肉桂酸类可以在奎宁酸的不同位置取代而存

在很多的同分异构体。奎尼酸及常见的肉桂酸结

构见图2。

单咖啡酰奎宁酸（caffeoylquinic acid，CQA）：负

离子模式下，根据所获得的高分辨质谱数据（准分
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子离子［M－H］−，m/z 353.086 70），推断化合物 15、

16、29、32和 34的元素组成可能为C16H17O9，误差≤
5×10−6，初步推断其为单咖啡酰奎宁酸及其同系

物。根据文献数据报道［22-25］，当咖啡酸在奎尼酸的

4-位取时，MS2谱的基峰离子为m/z 173［quinic acid -

H2O-H］-，而在 1、3和 5位取代的基峰离子为m/z 191

［quinic acid－H］−，确定化合物 16 和 32 为隐绿原

酸（4-CQA）及其异构体；3 位取代时，其 m/z 179 碎

片峰强度较 1位和 5位取代高，从而确定化合物 29

为新绿原酸（3-CQA）；根据反相柱的色谱保留行为，

确定化合物 15 和 34 为 1-CQA 和绿原酸（5-CQA）。

4种绿原酸的二级质谱图见图3。

双 咖 啡 酰 奎 尼 酸（dicaffeoylquinic acid，

DiCQA）：根据一级高分辨质谱数据得到精确相对

分子质量（［M－H］−，m/z 515.118 40），推断化合物

26、30 和 31 可能的分子式为 C25H23O12，误差≤5×

10−6，推断其为双咖啡酰奎尼酸及其同系物。此类

化合物产生的二级碎片主要包括 m/z 353［CQA－

H］−、m/z 179［caffeic acid－H］−、m/z 173［quinic

acid－H－H2O］−和 m/z 191［quinic acid－H］−，根据

文献数据［22-26］，3，4-DiCQA易产生m/z 353的基峰和

峰度较高的 m/z 173 二级碎片；1，3-DiCQA 易产生

m/z 353的基峰和峰度较高的 m/z 335的二级碎片，

因此，推断化合物 26和 31分别为 3，4-DiCQA和 1，

3-DiCQA。化合物 30产生的基峰为m/z 353和丰度

较高的m/z 191，根据文献报道［22］，化合物 30可能为

双咖啡酰奎尼酸与单糖形成的苷类。如图 4所示，

以3，4-DiCQA为例推断其可能的裂解途径。

三咖啡酰奎尼酸（dicaffeoylquinic acid，Tri-

CQA）：化合物 41 的准分子离子（［M－H］−，m/z

图2 奎宁酸及常见肉桂酸的结构式

Fig. 2 Structural formula of quinic acid and common cinnamic acids

图3 负离子模式下绿原酸异构体的二级质谱图

Fig. 3 Negative MS2 spectra for isomeric CQA

图4 3，，4二咖啡酰奎尼酸可能的裂解途径

Fig. 4 Proposed fragmentation pathways of 3, 4-DiCQA
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677.150 09），误差≤5×10−6，其可能的分子式为

C34H29O15，判断化合物 41 可能是三咖啡酰奎尼酸，

根据文献数据［23］和二级碎片裂解规律，推断化合物

41为3，4，5-Tri-CQA。

对香豆酰奎宁酸（p-coumaroylquinic acid，p-

CoQA）：根据高分辨精确相对分子质量（［M－H］−，
m/z 337.091 79），推断化合物 19、33 和 37 的分子式

为C16H17O8，误差≤5×10−6，初步推断其为对香豆酰

奎尼酸及其同系物。此类化合物出现的特征碎片

离子为m/z 163、m/z 191和m/z 173，根据文献数据报

道［22-25］，推断化合物 19、33 和 37 分别为 5-p-CoQA、

3-p-CoQA和4-p-CoQA。

阿魏酰奎宁酸（feruloylquinic acid，FQA）：根据

一级精确相对分子质量（［M－H］−，m/z 367.102

35），推断化合物 20、35、36 和 38 可能的分子式为

C17H19O9，误差≤5×10−6，初步推断其为阿魏酰奎宁

酸及其同系物，此类化合物的二级特征碎片离子有

m/z 193［ferulicacid－H］−、m/z 191和m/z 173。3-、4-

和 5-取代的阿魏酰奎尼酸，二级的基峰离子分别为

m/z 193、m/z 173和m/z 191，与文献报道一致［22-25］，推

断化合物 20 和 38 分别为 5-FQA 和 4-FQA，化合物

35和 36表现出相同的裂解途径，MS2主要碎片峰丰

度相差不大，由于缺少三级碎片的佐证，只能确认

化合物35和36为3-FQA及其异构体。

咖啡基阿魏酰奎尼酸（caffeoyl feruloylquinic

acids，CFQA）：根据精确相对分子质量（［M－H］−，
m/z 529.134 05），推断化合物 39和 40可能的分子式

为C26H25O12，初步推断其为咖啡基阿魏酰奎尼酸，此

类化合物产生的二级碎片主要有 m/z 367［FQA－

H］−、m/z 353［CQA－H］−、m/z 193、m/z 191 和 m/z

179。2-位取代的咖啡基阿魏酰奎尼酸二级基峰离

子为 m/z 353.15，与化合物 39 相区别，根据文献报

道［22］，推断化合物 40为 CFQA-2；化合物 39产生的

基峰离子为m/z 367.17，由于缺少三级碎片的佐证，

未能鉴定出化合物39在哪个位置取代。

小分子酚酸类化合物：化合物 14精确相对分子

质量（［M－H］−，m/z 191.055 01），推导可能的分子

式为 C7H11O6，根据二级特征碎片 m/z 172.98［M－

H－H2O］−、m/z 126.94［M－H－COOH－H2O］−和文

献数据报道［25］，确认化合物14为奎尼酸。

3.1.2 黄酮类化合物的结构鉴定 黄酮苷元：在瓜

拉那叶质谱的正离子模式下，鉴定出槲皮素和山柰

酚 2个黄酮类苷元化合物。化合物 22的精确相对

分子质量（［M＋H］＋，m/z 303.050 87），推导其可能

的结构式为C15H11O7，误差≤5×10−6，二级特征碎片

有 m/z 257.06［M+H－CO－H2O］＋、m/z 285.01［M＋

H－H2O］＋和 m/z 274.05［M+H－HCO］＋，经高分辨

精确相对分子质量、二级碎片裂解规律和碎片信

息，推测化合物 22为槲皮素（quercetin）。化合物 23

的精确相对分子质量（［M＋H］＋，m/z 303.050 87），

推导其可能的结构式为C15H11O7，误差≤5×10−6，二

级特征碎片有 m/z 241.06［M＋H－CO－H2O］＋ 、

RDA 裂解生成 m/z 152.90［M＋H－C8H6O2］
＋和 m/z

258.00［M＋H－HCO］＋，经高分辨精确相对分子质

量、二级碎片裂解规律和碎片信息，推测化合物 23

为山柰酚（kaempferol）。

黄酮苷：黄酮苷类化合物主要的裂解途径表现

在糖基部分的裂解和苷元的特征裂解。化合物 21

精确相对分子质量（［M－H］−，m/z 609.147 34），可

能的结构式为C27H29O16，误差≤5×10−6，特征碎片为

丢失芸香糖基形成的m/z 300.13［M－H－C12H21O9］
−、丢

失鼠李糖形成的m/z 445.12［M－H－C6H13O5］
+和槲

皮素苷元丢失 HCO 形成的 m/z 271.02［M－H－

HCO］−，经高分辨精确相对分子质量、二级碎片裂解

规律、碎片信息和文献数据［16］报道，推测化合物 21

为芦丁（rutin）。同理，根据一级高分辨质谱、黄酮类

化合物的裂解规律和文献数据报道［26-27］，鉴定化合

物 18、24、25和 27分别为檞皮素-3-阿拉伯糖葡萄糖

苷 、山 柰 酚 3-O- 芸 香 糖 苷（kaempferol 3-O-

rutinoside）、金 丝 桃 苷（hyperoside）和 紫 云 英

苷（astragalin）。

3.1.3 生物碱类化合物的结构鉴定 瓜拉那叶质

谱正离子模式下鉴定出 7个生物碱类化合物，主要

包括咖啡因和一些补益类生物碱，如腺嘌呤、鸟苷、

可可碱和茶碱等。根据定量液相色谱图可知，瓜拉

那叶中咖啡因的含量最高，在质谱正离子模式下的

总离子流图中发现，保留时间在 5.50 min时，其强度

最高，化合物 12 的一级精确相对分子质量（［M＋

H］＋ ，m/z 195.087 97），推 导 可 能 的 分 子 式 为

C8H11N4O2，偏差为−0.231，化合物 12 的二级特征碎

片 表 现 为 RDA 裂 解 生 成 m/z 137.99［M＋H－

C2H3NO］+ 的基峰离子 ，鉴定化合物 12 为咖啡

因（caffeine）。化合物 6 和 7 具有相同的分子式

C7H9N4O2，根据液相标准品比对，初步确认是可可碱

和茶碱，因 2个化合物甲基取代位置不同，质谱的二

级碎片也表现出不同的裂解行为。化合物 6和 7均

可发生 RDA 反应，分别生成 m/z 137.98［M＋H－

CNOH］＋和m/z 123.93［M＋H－C2H3NO］＋的碎片离
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子 ，据此可以判断化合物 6 和 7 分别为可可

碱（theobromine）和茶碱（theophylline），如图 5所示，

为咖啡因、可可碱、茶碱的二级质谱图与可能的裂

解过程。化合物 4 的一级精确相对分子质量

为（［M－H］−，m/z 282.085 24），推导其可能的分子式

为 C10H12N5O5，误差≤5×10−6，根据二级特征碎片m/z

149.92［M－H－C5H8O4］
− 和 m/z 132.99［M－H－

C5N5H3O］−，推断化合物4为鸟苷（guanosine）。

3.1.4 长链脂肪酸类化合物的结构鉴定 质谱负

离子模式下共鉴定出 5个长链脂肪酸类化合物，这

类化合物主要的裂解行为表现为丢失 H2O 和

COOH。化合物42的精确相对分子质量是（［M－H］−，m/z

277.217 86），推导其可能的分子式为C18H29O2，二级

特 征 碎 片 有 m/z 233.23［M－H－COO］− 、259.18

［M－H－H2O］−和 232.45［M－H－COOH］−，根据一

级高分辨质谱和二级特征裂解行为推断化合物 42

为亚麻酸（linolenic acid）。化合物 45和 46相对分子

质量相差 2，特征碎片表现出丢失H2O和COOH，根

据一级高分辨相对分子质量、二级特征碎片和裂解

行为，鉴定化合物 45 和 46 分别为亚油酸（linoleic

acid）和油酸（oleic acid）。

3.1.5 其他类化合物的结构鉴定 瓜拉那叶中除

鉴定出上述 4类化合物，还鉴定出蔗糖、白藜芦醇和

伞形花内酯等化合物。

3.2 瓜拉那叶中咖啡因的含量测定

3.2.1 专属性考察 咖啡因对照品以及瓜拉那叶

供试品色谱图见图6，结果表明专属性良好。

3.2.2 线性关系考察 精密吸取“2.2.2”项下咖啡

因对照品母液 1.0 mL 至 10 mL 量瓶中加甲醇稀释

至刻度，即得 0.100 9 mg·mL−1对照品，以进样体积

为 2、4、6、8、10、20 μL分别注入色谱仪，测定并记录

各对照品溶液色谱图，以对照品质量（μg）为横坐

标，各对照品色谱峰面积为纵坐标，绘制咖啡因标

准曲线，得回归方程：Y＝2 810.8 X＋10.618，R2＝0.999 8。

咖啡因对照品质量在 0.201 8～2.018 0 μg 线性关系

良好。

图 5 咖啡因（A）、可可碱（B）和茶碱（C）的二级质谱图与可能的裂解途径

Fig. 5 Secondary mass spectrograms of caffeine (A), theobromine (B) and theophylline (C) and theirs possible fragmenta‐

tion pathways
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3.2.3 精 密 度 试 验 取 咖 啡 因 对 照 品 溶

液（0.100 9 mg·mL−1）10 μL，连续进样 6 次，分别

测定其峰面积，计算其RSD＝1.00%，结果表明本实

验所用仪器精密度良好。

3.2.4 重复性试验 取S1瓜拉那叶样品粉末，精密

称定，按“2.2.1”项下方法平行制备供试品溶液 6份，

进样测定各峰面积，进样量为 10 μL，计算其RSD＝

1.17%，表明本法重复性良好。

3.2.5 稳定性试验 取供试品溶液进行稳定性试

验，在 0、2、4、6、8、10、12、24 h测定峰面积，进样量

为 10 μL，计算其 RSD＝0.21%，表明瓜拉那叶样品

溶液在24 h内稳定。

3.2.6 加样回收率试验 准确称取 S1瓜拉那叶粉

末 9份，每份约 0.05 g，分别精密加入 1.00 9 mg·mL−1

咖啡因对照品溶液 1.7、1.4、1.1 mL，按“2.2.1”项方

法制备加样回收样品溶液，0.22 μm滤膜过滤，进样，

测得咖啡因的平均回收率（n＝9）为 99.52%，RSD为

1.16%。

3.2.7 样品测定 取 3批瓜拉那叶，按照“2.2.1”项

下方法制备供试品，按“2.1.3”项下色谱条件进样测

定，计算瓜拉那叶中咖啡因的质量分数分别为

2.79%、2.86%、2.81%。

4 讨论

本研究建立 UPLC-LTQ-Orbitrap-MS 技术鉴定

瓜拉那叶中的化学成分，利用其一级高分辨精确相

对分子质量推导可能的化学式，再结合二级质谱的

特征碎片与可能的裂解途径，快速准确鉴定瓜拉那

叶中的化学成分。经MS技术鉴定，发现瓜拉那叶

中有众多绿原酸及其同系物的存在，利用MS技术

结合文献数据报道对绿原酸系化合物（尤其是同分

异构体）进行鉴定，可确定咖啡酸在相应肉桂酸上

的取代位置。从瓜拉那叶中共鉴定 22个以绿原酸

类为代表的酚酸类化合物，据报道［28］，这类化合物

有助于防治冠心病、动脉粥样硬化和卒中等心脑血

管疾病的发生，与瓜拉那改善微循环、防治动脉硬

化的功效相似。从瓜拉那叶中还鉴定出嘌呤类生

物碱，其可兴奋血液运动中枢，增强肾脏的血流量

和肾小球的滤出率，使其具有利尿作用，与瓜拉那

报道可治疗便泻和痢疾的功能类似。以亚油酸、油

酸、亚麻酸和棕榈酸为代表的长链脂肪酸类化合物

可以降低血脂、血压，软化血管，促进微循环，预防

动脉粥样硬化及心脑血管疾病，从而对人体起到滋

养作用。

咖啡因属精神类药品，人体摄入少量会对大脑

皮质神经网络进行刺激，增强大脑对外部刺激因素

的感知能力，有助于瞬时记忆力的增强。但长期大

量摄入咖啡因会使人精神萎靡、浑身无力，还会对

肾脏、肝脏等解毒排毒器官造成严重损害［29］。因

此，有必要利用现代分析技术对瓜拉那叶中咖啡因

的含量进行测定，为瓜拉那叶开发成醒神类产品奠

定基础。本研究利用HPLC-UV技术测定咖啡因含

量时，综合实验分析与文献报道［30-31］，选择在波长

275 nm处测定，并使用 Prevail色谱柱，可有效解决

咖啡因的拖尾问题，所建立的 HPLC-UV 技术能够

将咖啡因与其类似吸收的咖啡酸、可可碱以及茶碱

等其他成分有效分离后，再进行测定，在没有其他

物质干扰的情况下，获得的测定结果更加可靠、

精确。

本研究利用HPLC-UV技术测定瓜拉那叶中咖

啡因的含量并结合MS技术对其化学成分进行定性

分析，结果表明瓜拉那叶中咖啡因的含量较高，可

达 2.8%左右，所含化学成分丰富，且多为补益类化

合物。鉴于此，应对来源广泛，加工便捷和价格低

廉的瓜拉那叶进行深入研究，充分开发利用瓜拉那

叶资源。
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