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基于离线 2D-HPLC-DPPH-ESI-Q-TOF/MS 联用技术的金银花抗氧化成分
系统筛选研究 
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摘  要：目的  建立基于离线二维色谱-二苯基三硝基苯肼-电喷雾飞行时间质谱结合技术（2D-HPLC-DPPH-ESI-Q-TOF/MS）

的金银花中抗氧化成分系统筛选方法。方法  采用离线二维色谱对金银花提取物进行分段富集、分析，第一维采用

semi-PREP-HPLC 技术对金银花提取物进行极性分段制备和富集浓缩，第二维分别采用亲水和反相色谱技术进行分析；进一

步结合 DPPH 在线筛选技术实现金银花复杂组分中抗氧化成分的快速发现；采用 ESI-Q-TOF/MS 技术进行初步鉴别，并通过

部分单体化合物的体外抗氧化活性评价对筛选结果进行验证。结果  该方法可以实现金银花中不同极性和不同含量抗氧化成

分的快速筛选，从金银花提取物中共筛选出 36 种具有抗氧化活性的成分，采用高分辨质谱初步鉴定出 12 种，对 9 种成分进

行活性验证，其中 7 种成分（异绿原酸 B、异绿原酸 A、1,3-二咖啡酰奎宁酸、异绿原酸 C、芦丁、隐绿原酸、绿原酸）的

半数抑制浓度（IC50）优于阳性对照维生素 C。结论  该方法高效、快速，为复杂体系天然产物中不同极性和含量抗氧化成

分的发现提供了技术和平台支持。 
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Abstract: Objective  A two-dimensional liquid chromatography (2D-HPLC-DPPH-ESI-Q-TOF/MS) method combined with 

on-line antioxidant screening technique was established for rapid detection of trace antioxidants in Lonicerae Japonicae Flos. 

Methods  The 2D-HPLC method was used for the preparation, which can achieve the enrichment and polarity grouping of trace 

components in Lonicerae Japonicae Flos. In the first dimension, the extract was subjected to polar grouping and enrichment by 

semi-PREP-HPLC technique. In the second dimension, HILIC and RP2-UPLC techniques were used for analysis. Furthermore, 

DPPH online screening technology was combined to achieve the rapid discovery and screening of trace antioxidant components in 

the complex components of Lonicerae Japonicae Flos. ESI-O-TOF/MS technique was used for preliminary identification, and the 

screening results were verified by the in vitro antioxidant activity evaluation of some monomeric compounds. Results  The results 

showed that this method can rapidly enrich and screen different polar antioxidants in Lonicerae Japonicae Flos, and 36 compounds 

with antioxidant activity were screened in Lonicerae Japonicae Flos. Twelve compounds were identified by high resolution mass 
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spectrometry. The activity of nine components was verified, and the IC50 value of seven compounds (isochlorogenic acid B, 

isochlorogenic acid A, 1,3-dicaffeoylquinic acid, isochlorogenic acid C, rutin, cryptochlorogenic acid, and chlorogenic acid) was 

better than positive control-vitamin C. Conclusion  The method is efficient and rapid, which provides technical basis and platform 

support for the rapid discovery of trace antioxidant components in natural products of complex systems. 

Key words: Lonicerae Japonicae Flos; trace antioxidants; on-line screening; two-dimensional liquid chromatography (2D-HPLC); 

electrospray ionization-time of flight-mass spectrum (ESI-TOF/MS); isochlorogenic acid B; isochlorogenic acid A; 

1,3-dicaffeoylquinic acid; isochlorogenic acid C; rutin; cryptochlorogenic acid; chlorogenic acid 

 

自由基是 1 个含有不成对电子的原子团，性质

极不稳定。体内过盛的自由基会攻击人体细胞对人

体造成严重损伤，维持体内自由基平衡是保证人体

健康的重要途径。抗氧化剂是一类能帮助捕获并中

和自由基，从而祛除自由基对人体损害的一类物质。

具有自由基清除作用的抗氧化剂的研究已成热点，

其中天然抗氧化剂以其高安全性、强环保性等优势

成为科学研究中的重要目标[1-2]。天然抗氧化剂的发

现也是天然产物研究领域的重要研究方向。 

金银花为忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica 

Thunb. 的干燥花蕾或带初开的花[3]，在我国传统中

药处方中广泛用于治疗发烧、感染、疮疡和肿胀等

疾病[4-5]，2002 年被列入原卫生部公布的《既是食

品又是药品的药物名单》，成为药食同源食品被广泛

应用于保健食品和功能饮料行业[6-7]。现代药理学研

究表明，金银花提取物具有解热、保肝、抗菌、抗

炎、抗氧化、抗病毒等广泛的生物活性[8-11]。王春

鹏等[12]建立了金银花抗氧化活性指纹图谱，从其中

筛选出绿原酸和异绿原酸 A 为主的 8 个抗氧化成

分；梁从莲等[13]建立金银花指纹图谱及清除 DPPH

自由基的谱-效关系，由此可见，金银花也是天然抗

氧化剂的一个良好来源。研究发现，金银花中含有

酚酸类、黄酮类、环烯醚萜类等多种化学成分[14-16]，

且各成分含量、极性差异较大，是复杂体系天然产

物的代表。由于化学成分的复杂性对其提取物中抗

氧化活性成分的发现造成了较大的干扰，尤其是对

低含量化合物的活性发现和应用造成了较大困难。 

传统的天然产物活性成分发现方法一般是采用

一系列的分离和纯化技术得到单体成分，再进行体

内或体外药理学筛选，该方法在药物开发中发挥着

重要作用[17-19]。但是，该方法存在耗时、耗能、效

率较低、较为盲目等不足。另外，某些化合物由于

含量较低和分离纯化过程中性质不稳定等因素使其

抗氧化活性难以被发现。近年来，基于液相色谱-

二苯基 - 三硝基 - 苯肼 [high performance liquid 

chromatography-2,2-diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl)

hydrazyl，HPLC-DPPH] 技术的在线抗氧化成分筛

选技术，具有色谱分离和活性筛选同时进行，高效、

快速等优势，目前已广泛用于天然抗氧化活性成分

的快速筛选[20-25]，成为天然产物中抗氧化成分筛选

的主要方法之一。本课题组也应用该技术进行了

木瓜、厚朴等多种天然产物中抗氧化成分的快速

筛选[26-27]，取得了较好的结果。但综合对比以往的

研究可以发现，该方法对化学成分相对简单，含量

较高成分的筛选效果较好，但对复杂体系天然产物

中极性差异大和含量较低活性成分的同时筛选仍然

存在一定困难，制约了该技术在天然产物抗氧化成

分筛选中的应用。 

离线二维色谱技术具有分辨率高、通量大、仪

器配置要求低等优点，结合高分辨飞行时间质谱技

术可以实现复杂体系天然产物中化学成分的分析表

征。特别适合不同极性成分、结构类似物的分析表

征，并且可以实现低含量成分的富集。离线二维色

谱技术与 DPPH-HPLC 技术联用将大大增加复杂体

系天然产物中抗氧化成分的筛选能力，有关这方面

的研究未见报道。 

本研究提出了离线二维色谱联合 DPPH- 

HPLC-ESI-Q-TOF/MS 技术的金银花抗氧化成分的

系统筛选方法。运用该方法从金银花中筛选出 36

种具有抗氧化活性的化学成分。该研究为复杂体系

天然产物中抗氧化成分的系统筛选研究提供方法和

技术支持。 

1  仪器与材料 

赛默飞 Unimates3000 系列高效液相色谱系统

（美国赛默飞世尓科技公司）；高速离心机（上海安

亭科学仪器厂）。Tecan M20 系列多功能酶标仪（瑞

士帝肯集团有限公司）；布鲁克 IMPACT II 

ESI-Q-TOF/MS 质谱仪（美国布鲁克公司）；

MICROTESTTM96 孔酶标板（波士顿狄金森公司）；

SB-5200D 系列高功率超声波清洗仪（宁波新芝公

司）；CPA225D 型十万分之一电子分析天平（德国

Sartorius 公司）。 
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1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）购买于 Sigma

公司，乙腈（色谱纯）购于 Merch 公司；对照品新

绿原酸（批号 M07GB140938）、绿原酸（批号

Y24J7K16726）、隐绿原酸（批号 M06GB147634）、

芦丁（批号 A05GB144263）、木犀草苷（批号

Y13J10H93050）、异绿原酸(批号 AP11D11L134209）、

异绿原酸（批号 BP17N11L131404）、异绿原酸 C（批

号 M11GB140940）、1,3-二咖啡酰奎宁酸（批号

P22J11F116507）均购于上海源叶生物技术公司，质

量分数＞98%。甲醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

实验用水为超纯水（Millipore Q-Plus 系统，美国）。 

金银花样品购于济南漱玉平民大药房，经齐鲁

工业大学（山东科学院山东省分析测试中心）王晓

教授鉴定为忍冬科植物忍冬 L. japonica Thunb.的干

燥花蕾。 

2  方法 

2.1  供试品溶液制备 

2.1.1  待测样品  精密称定金银花粉末 10 g，加入

70%甲醇 1000 mL，超声提取 30 min，减压蒸干后

用 20 mL 70%甲醇复溶，过 0.45 微孔滤膜，备用。 

2.1.2  筛选试剂  精密称定 DPPH，用 80%乙腈配

制成浓度为 60 μmol/L 的 DPPH 自由基溶液，置于

4 ℃保存。 

2.1.3  对照品溶液  分别精密称定各对照品 1.0 mg

于 1 mL 量瓶中，溶解后用甲醇定容，配制成质量

浓度为 1.0 mg/mL 的对照品溶液。 

2.2  色谱条件   

2.2.1  一维色谱条件  采用 RIGOL-3245 半制备液

相色谱系统结合反相制备色谱柱对金银花粗提物进

行初步分段制备。色谱柱：YMC-Pack ODS-A柱（250 

mm×10.0 mm，5 μm）；流动相：0.2%甲酸水溶液

（A）-乙腈（B）。梯度洗脱：0～20 min，10%～40% 

B；20～30 min，40%～50% B；30～31 min，50%～

100% B。体积流量 3.0 mL/min，检测波长为 280 nm。

进样量为 100 μL。3 部分流分（流分 A～C）收集

后冷冻干燥，用 70%甲醇复溶，经 0.22 μm 微孔滤

膜滤过后用于后续分析、鉴定和筛选。 

2.2.2  二维色谱条件  采用赛默飞U3000超高效液

相色谱系统完成样品的分段分析。鉴于组分间极性

和含量的差异，需针对 3 个流分分别优化出不同的

液相分离条件和质谱鉴别条件，以获得更多的色谱

分离峰和较好的分离效果。 

（1）流分 A 色谱分析：沃特世 XBridge Amide

色谱柱（250 mm×4.6 mm，3.5 μm）；流动相：水

（含 0.8%甲酸、10 mmol/L 甲酸铵，A）-乙腈（B）；

梯度洗脱：0～5 min，96%～93% B；5～20 min，

93% B；20～30 min，93%～85% B；30～40 min，

85%～82% B；40～50 min，82%～78% B；50～51 

min，78%～50% B；体积流量 1.0 mL/min；检测波

长 280 nm；柱温 35 ℃。 

（2）流分 B 色谱分析：安捷伦 Eclipse Plus C18

色谱柱（100 mm×3.0 mm，1.8 μm）；流动相：水

（含 0.6%甲酸，A）-乙腈（含 10%水，B）；梯度洗

脱：0～5 min，5%～6% B；5～15 min，6%～8% B；

15～25 min，8%～10% B；25～40 min，10%～13% 

B；40～45 min，13%～15% B；45～55 min，15%～

17% B；55～65 min，17%～30% B；65～70 min，

30%～45% B；体积流量 0.5 mL/min；检测波长 254 

nm；柱温 35 ℃。 

（3）流分 C 色谱分析：沃特世 Xselect HSS T3

色谱柱（150 mm×3.0 mm，3.5 μm）；流动相：水

（含 0.8%甲酸、10 mmol/L 甲酸铵，A）-乙腈（B）；

梯度洗脱：0～10 min，14%～17% B；10～20 min，

17%～18% B；20～30 min，18%～19% B；30～50 

min，19%～23% B；50～65 min，23%～28% B；

65～75 min，28%～35% B；体积流量 0.5 mL/min；

检测波长 345 nm；柱温 40 ℃。 

2.3  在线抗氧化筛选 

利用赛默飞U3000双三元液相色谱系统完成各

组分在线抗氧化筛选。各流分利用右泵经最优化的

色谱条件进样分析，样品经过色谱柱分离后与左泵

泵出的 DPPH 溶液混合，混合液在反应池中反应后

流入 HPLC 系统的 DAD 检测器进行检测。鉴于

DPPH在波长 517 nm处的特征峰由于DPPH自由基

被抗氧化活性成分清除后会形成倒峰。对比样品最

佳吸收波长下和 DPPH 自由基特征波长下的 HPLC

图谱确定筛选出抗氧化活性成分。 

2.4  ESI-Q-TOF/MS 分析 

电喷雾正负离子全扫描检测；全扫描范围 m/z 

50～1500；锥孔电压 60 V；毛细管电压 5.0 kV；裂

解电压 120 V；喷雾气压 310 kPa；干燥气体积流量

8.0 L/min；干燥气温度 200 ℃，通过以上质谱条件

对这 3 组流分分别进行质谱鉴别分析。 

2.5  活性验证 

将各单一对照品储备液分别稀释至 7 个不同的

质量浓度（0.50、0.25、0.10、0.05、0.02、0.01、0.005 
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mg/mL），作为待测样品备用。 

取待测溶液 50 μL，0.04 mg/mL DPPH 溶液 100 

μL 加入到 96 孔板中混匀，室温避光孵育 30 min 后在

酶标仪 517 nm 下测定吸光度（A）值。对照组中以

50 μL 甲醇代替 50 μL 待测溶液，其余添加溶液不变。

空白组仅添加 150 μL 甲醇。以维生素 C 作为阳性对

照。按照公式计算 DPPH 自由基清除率，以清除率为

纵坐标，浓度为横坐标绘制标准曲线，计算各对照品

的半数抑制浓度（IC50）值。 

自由基清除率＝(A 对照－A 样品)/(A 对照－A 空白) 

3  结果与分析 

3.1  金银花提取物的离线二维色谱分析 

本课题组在前期研究中建立了 RP-HPLC-DAD

法分析金银花活性成分的方法[28]，并且发现金银花

甲醇水提取物中活性成分较多，种类较为复杂，含

量差异较大，除绿原酸和异绿原酸含量较高外，其

他大部分成分含量较低[16]。另外，部分化学成分极

性较高，采用反相色谱柱难以分离。含量和极性的

显著差异对在线筛选的分辨率和灵敏度提出了更高

要求。针对以上问题，本研究采用反相半制备液相

色谱技术，根据色谱图中各色谱峰的出峰顺序和含

量特点，对金银花提取物进行初步分离，从而实现

低含量成分的富集和不同极性成分的初步分段。进

一步采用不同类型色谱柱进行分析，以提高在线筛

选的分辨率和灵敏度。 

3.1.1  一维色谱条件优化  反相高效液相色谱系统

已广泛应用于天然产物的分离纯化中，具有高效率，

高分离度和高回收率的优点[29]。本部分利用反相半

制备液相色谱技术将金银花提取物进行分段分析。

在本研究中，考虑到金银花提取物的复杂性，采用

梯度洗脱方法进行初步分离。通过半制备液相色谱

柱洗脱出的样品按照极性和含量等综合评估分别收

集 A、B、C 3 个流分（制备分离结果见图 1）。其

中，流分 A 所含化学成分极性较强且含量较低，流

分 C 化学成分极性稍弱、含量亦较低，需要多次进

行富集。为从金银花中发现更多的低含量抗氧化成

分，本研究对流分 A 和 C 进行了多次制备和浓缩，

对流分 B 进行了适当制备浓缩。 

3.1.2  二维色谱分析条件优化  流分A在半制备液

相上出峰较快。所含化学成分极性较强，采用普通

反相色谱柱难以实现其有效分离，因此选用亲水色

谱柱进行分析。考察了 XBridgeTM HILIC column

（150 mm×2.1 mm，3.5 μm），SeQuantTMZIC-HILIC  

 

 

A-流分 A  B-流分 B  C-流分 C 

A-fraction A  B-fraction B  C-fraction C 

图 1  金银花流分富集制备 HPLC 图谱 (280 nm) 

Fig. 1  Preparative chromatogram of Lonicerae Japonicae 
Flos segmentation (280 nm) 

column（150 mm×2.1 mm，3.5 μm；）和 XBridgeTM 

Amide column（250 mm×4.6 mm，3.5 μm）3 根不

同的亲水色谱柱对该组分的分离效果。结果表明，

利用 XBridgeTM Amide column（250 mm×4.6 mm，

3.5 μm）进行分离时，出峰数量较多、分离度较好、

峰形较尖锐，因此选用该色谱柱对流分 A 进行色谱

分离。流动相是影响色谱分离的又一项重要因素。

经过考察发现，采用乙腈-水体系梯度洗脱可以实现

流分 A 中化学成分的较好分离。为了改善色谱峰拖

尾现象，经过优化在水相中加入 0.8%甲酸、10 

mmol/L 甲酸铵可以得到较好的色谱峰型。HILIC 色

谱柱分离效果受柱温影响较大，因此本研究考察了

4 个不同柱温（25、30、35、40 ℃）对色谱分离的

影响。结果表明，柱温为 35 ℃时，峰形尖锐、分

离度高、对称性好。优化后的色谱图见图 2-A。 

根据流分 B 在半制备液相色谱上的出峰时间，

选择反相色谱柱进行分析。另外，由于流分 B 中化

学成分较多，各成分间极性差异性较小，单纯采用

乙腈-水体系梯度洗脱难以实现其有效分离。进一步

考察了在乙腈中加入不同比例水（5%、10%、15%）

的分离效果，结果表明，采用乙腈（10%水）-水体

系，梯度洗脱，可以实现流分 B 的较好分离。同时，

考虑到金银花中所含主要化学成分为酚酸、黄酮类

化合物，易造成 C18 柱拖尾现象，通过优化考察，

在水相中添加一定比例的酸（0.6%甲酸）以达到改

善色谱峰形的效果。在优化的色谱条件下，流分 B

的色谱分离图见图 2-B。 

流分 C 在半制备色谱柱上出峰时间较晚，说明

其极性稍弱，本研究采用反相色谱柱用于其分析研

究。采用跟流分 B 相同的方法和思路对流分 C 色谱 

0                 10                 20                30 
t/min 

A                B                  C 
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图 2  金银花不同流分 (A～C) 的 HPLC-DPPH 筛选图谱 

Fig. 2  HPLC-DPPH screening chromatogram of 

honeysuckle fraction A, B and C 

条件进行了系统优化，最终选用 0.8%甲酸和

10mmol/L甲酸铵作为流动相A，乙腈作为流动相B，

柱温 40 ℃作为最优色谱条件用于分析，所得色谱

图如图 2-C 所示。 

3.2  提取物的在线筛选   

3.2.1  在线筛选条件优化  本研究所用在线筛选条

件是在本课题组前期建立的在线抗氧化筛选模型[26]

基础上进行了适当调整。重点针对 DPPH 溶剂、

DPPH 浓度、DPPH 体积流量和反应池规格（内径

和长度）等进行优化考察。 

由于流分 A、B、C 的色谱分析均采用乙腈-水

为流动相，为了保证基线稳定，研究选取 3 种不同

体积分数（50%、80%、100%）的乙腈作为 DPPH

溶解溶剂进行了对比优化。结果表明，针对该实验

体系 80%乙腈水为溶剂时基线较为平稳。通过对比

3 个不同浓度的 DPPH 溶液（0.6、6、60 μmol/L）

的筛选效果，可以看出在一定范围中筛选效果随着

浓度的增大而增大，直至平稳。但过大的浓度影响

基线的稳定性。因此，选择 60 μmol/L 作为最适浓

度用于筛选。另外，针对不同色谱分离条件需优化

调整 DPPH 溶液泵入体积流量，本研究结合各组分

色谱条件对 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL/min 5 个 DPPH

溶液泵入体积流量进行分析，结果表明在合适的范

围内随着泵入体积流量的增大，倒峰峰高不断增高，

渐趋平稳。但相应可知，过大的体积流量会造成基线

的强烈波动影响筛选灵敏度。因此，流分 A 筛选体积

流量确定为 0.8 mL/min，流分 B 和 C 筛选体积流量确

定为 0.4 mL/min。 

反应池规格会影响反应时间的长度，从而影响

筛选效果。反应池规格包含反应管内径和反应管长

度两项。本实验对 2 种内径（0.18、0.25 mm）和 3

个长度（5、10、15 m）进行优化分析。研究结果

表明：反应管越短，峰宽越窄，负峰分离度越高；

反应管越长，峰高越高，负峰分离度越差。反应管

内径越小，峰宽越窄，负峰分离度越高；反应管内

径越大，峰高较高，分离度越差。综合考虑以上因

素，确定内径为 0.25 nm，长度为 10 m 的 PEEK 管

为流分 A 最适反应池，确定内径为 0.25 nm，长度

为 10 m 的 PEEK 管为流分 B、C 最适反应池。 

3.2.2  抗氧化成分的筛选  采用最优化的色谱分析

条件和在线筛选条件对金银花提取物的 3 个组分进

行抗氧化成分在线筛选，结果见图 2。从图 2 可以

看出，金银花提取物 A、B、C 3 个流分均实现了较

好的色谱分离，色谱峰的数量较金银花提取物的色

谱图（图 1）明显增加，且色谱峰信号强度适中，

可以满足在线筛选的需求。最终，在 A 组分中共筛

选出 7 个具有抗氧化活性的化合物，B 组分中共筛选

出 12 个具有抗氧化活性的化合物，C 组分中筛选出

17 个抗氧化活性成分。综合上述筛选结果发现，经过

离线二重分离分析后，在金银花不同极性组分中共筛

选出 36 种具有抗氧化活性的化学成分，研究结果明

显优于文献报道中金银花中的抗氧化成分数量[30]。 

3.3  抗氧化成分的 ESI-Q-TOF/MS 鉴别 

按最优化的 HPLC 条件和 ESI-Q-TOF-MS 条件

对流分 A、B、C 分别进行高分辨飞行时间质谱分

析，根据各化合物的精确相对分子质量、特征吸收

波长，并参照文献报道[31-33]对筛选出的抗氧化活性

成分进行鉴别，结果见表 1。其中，初步鉴定出 12  
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表 1  金银花中抗氧化成分 ESI-Q-TOF-MS 鉴别 

Table 1  ESI-Q-TOF-MS identification of antioxidants in Lonicerae Japonicae Flos 

峰号 化合物 分子式 正离子 (m/z) 负离子 (m/z) λ/nm 类型 

A1 未知  [2M＋Na]+ 467.171 4, [M＋H]+ 445.193 1 [M－H]
− 

443.163 9 254、280  

A2 新绿原酸 C16H18O9 [2M＋Na]+ 731.152 3 [2M－H]
− 

707.180 7 280、354 有机酸 

A3 未知  536.193 3 589.773 2 262、280  

A4 未知  701.468 1 547.128 8, 678.360 0 254、280  

A5 未知  599.094 6 600.347 6, 627.365 2 280  

A6 pomacerone C30H44O3 [M＋Na]+ 475.316 2  254、280 三萜 

A7 未知  623.185 9 578.742 0 254、280  

B1 绿原酸 C16H18O9 [2M＋Na]+ 731.176 9 [2M－H]
− 

707.180 2 280、327 有机酸 

B2 隐绿原酸 C16H18O9 [2M＋H]+ 709.197 4 [2M－H]
− 

707.182 9 254、327 有机酸 

B3 未知  699.231 1, 721.213 0 697.214 2 280、327  

B4 芦丁 C27H30O16 [M＋H]+ 611.158 4, [M＋Na] + 633.140 2 [M－H]
− 

609.133 2 254、327 黄酮 

B5 木犀草苷 C21H20O11  [M－H]
− 

447.094 1 254、280、327 黄酮 

B6 未知  566.425 1, 588.406 9 743.2342 254  

B7 异绿原酸 B C25H24O12  [M－H]
− 

515.115 9 254、280 有机酸 

B8 异绿原酸 A C25H24O12 [M＋H]+ 517.131 9, [M＋Na]+ 539.113 6 [M－H]− 515.115 9 280、327 有机酸 

B9 异绿原酸 C C25H24O12 [M＋H]+ 517.131 9, [M＋Na]+ 539.113 6 [M－H]− 515.115 9 254、327 有机酸 

B10 未知  745.251 3, 767.233 2 743.234 6 280、327  

B11 未知  [M＋H]+ 679.509 0, [M＋Na]+ 701.490 8 515.111 5, 537.090 7 254  

B12 未知  745.252 2, 767.234 1 789.237 3 254  

C1 未知  622.026 9  254  

C2 未知  566.414 9, 687.507 1, 787.259 2  280、345  

C3 未知  567.418 4  254  

C4 未知  584.157 8, 562.178 5, 566.414 0 546.693 4, 729.177 7 254  

C5 1,3-二咖啡酰奎宁酸 C25H24O12 [M＋H]+ 517.121 0, [M＋Na]+ 539.102 9 [M－H]−515.116 2 254、280、345 有机酸 

C6 未知  [M＋H]+ 461.166 9, [M＋Na]+ 483.116 7  254、280  

C7 未知  [M＋H]+ 523.108 4, [M＋Na]+ 545.089 4  280  

C8 squarrosidine C27H24O9 [M＋Na]+ 515.133 5  254、280、345 黄酮 

C9 未知  513.123 8 470.818 2 345  

C10 未知  792.575 1, 814.556 5  280、345  

C11 未知  579.203 4  254  

C12 未知  585.201 7, 747.250 9, 687.244 1  345  

C13 啤酒甾醇 C28H46O3 [M＋Na]+ 453.332 2  262、345 甾醇 

C14 未知  509.871 6  262、345  

C15 未知  497.027 8, 622.952 5, 745.038 4  262、345  

C16 未知  523.202 7, 702.277 5, 762.333 2  262、345  

C17 未知  468.999 6, 572.749 9, 643.388 6, 904.259 3  262、345  

A1～A7、B1～B12、C1～C17 分别对应图 2 中 3 个流分 A、B 和 C 中筛选出的抗氧化成分 

A1—A7, B1—B12, C1—C17 represents the antioxidants screened from the three streams (A, B, C) in Figure 2, respectively 

种活性成分。另外，由表 1 信息结合各类化合物的

光谱特征可以看出金银花中筛选出的抗氧化成分以

有机酸类为主，同时含有部分黄酮类成分等，以化

合物 B4 为例，其 m/z 609.133 2 为 [M－H]−峰，碎
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片离子含有 300.028 3 且其在 254、327 nm 处有较大

吸收，符合黄酮类化合物甲醇溶液在 200～400 nm 的

区域内存在 2 个主要的紫外吸收带——峰带 I（300～

400 nm）和峰带 II（220～280 nm）的特征,因此结

合文献报道[34]鉴定化合物 B4 为黄酮类化合物芦

丁；研究表明金银花中有机酸类化合物紫外特征吸

收光谱最大值约在 280、330 nm[35]，化合物 B8 m/z 

515.115 9 为 [M－H]−峰，且含有离子峰 [M＋H]+ 

517.131 9 和 [M＋Na]+ 539.113 6，因此初步鉴别 B8

为有机酸类化合物异绿原酸，结合出峰顺序等因素

判定其为异绿原酸 A。 

3.4  活性验证 

本研究采用化合物体外 DPPH 自由基清除试

验来实现单体化合物的活性验证。测定了其中 9

个化合物的抗氧化活性及 IC50 值，结果见表 2。

结果表明，这 9 个化合物均具有一定的抗氧化

活性且在一定范围内呈现良好的量效关系。其

中异绿原酸 B 的 IC50 值最小（19.0 μmol/L），表

明其抗氧化活性最好。对比各化合物的 IC50 值，

得出抗氧化活性顺序为：异绿原酸 B＞异绿原酸

A＞1,3-二咖啡酰奎宁酸＞异绿原酸 C＞芦丁＞

隐绿原酸＞绿原酸＞维生素 C＞新绿原酸＞木

犀草苷。其中，有 7 种成分的抗氧化活性明显

优于阳性对照维生素 C。该结果进一步表明金银

花的抗氧化活性是其中所含多种抗氧化成分共同

作用的结果。 

表 2  金银花中抗氧化成分活性验证 

Table 2    Antioxidant activity verification of components in Lonicerae Japonicae Flos 

化合物 抑制率 a/% IC50/(μmol·L−1) 化合物 抑制率 a/% IC50/(μmol·L−1) 

新绿原酸 20.7 333.9 异绿原酸 B 68.2 19.0 

绿原酸 58.4 45.2 异绿原酸 A 76.4 22.8 

隐绿原酸 63.4 44.9 异绿原酸 C 65.0 27.1 

芦丁 49.2 34.2 1,3-二咖啡酰奎宁酸 70.2 24.8 

木犀草苷 16.9 634.1 维生素 C 72.1 56.8 

a-表示样品浓度为 20 mg·L−1时对 DPPH 的清除率 

a-scavenging rate of DPPH at the concentration of 20 mg·L−1 

4  讨论 

本研究建立了离线二维色谱 -DPPH-ESI-Q- 

TOF/MS 法系统筛选金银花中抗氧化活性成分的方

法。通过该发法从金银花提取物中共筛选出 36 种具

有抗氧化活性的成分，采用高分辨质谱鉴别出 12

种，体外 DPPH 自由基清除活性验证实验表明，其

中 7 种成分的抗氧化活性优于阳性对照（维生素

C）。该方法克服了金银花化学成分种类多、含量和

极性差异较大而造成的抗氧化成分筛选假阴性问

题。为后续从复杂体系中较为全面的筛选抗氧化活

性成分提供了新的研究思路和方法技术支持。 
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