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摘要 采用自制的电喷雾萃取电离源(EESI)，结合串联质谱(MS )技术，对芹菜素这一典型的黄酮类化合 

物的质谱行为进行了研究．实验结果表明，在正、负离子检测模式下，该化合物均能得到较好的EESI—MS信 

号，且在负离子检测模式下灵敏度更高．通过对比芹菜素的EESI—MS和电喷雾电离质谱(ESI—MS)谱图发现， 

芹菜素在EESI—MS和ESI—MS中的裂解规律相似，但是EESI是一种比ESI更软的电离模式．根据对芹菜素 

EESI～MS特征碎片离子的分析提出了芹菜素在 EESI—MS中的基本裂解规律，为 EESI—MS技术用于复杂基质 

中痕量芹菜素的快速直接分析提供了参考． 
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芹菜素(Apigenin)是一种广泛存在于植物中的黄酮类化合物 ，结构如Scheme l所示，其对人体 

肿瘤、衰老及心血管等退行性疾病的治疗和预防有重要 

意义 ．目前，对芹菜素等植物活性成分的分析方法 H 

主要有电喷雾电离质谱(ESI．MS)法 和液相／气相色 

谱一质谱联用(LC／GC—MS)法 ，m 等，这些方法通常需要 

提取、分离和富集等较繁琐的样品预处理过程，不能直 

OH 

接反映样本的原始理化状态．因此建立针对植物活性物 Scheme 1 Molecular structure of apigenin 

质的快速、活体、在线的直接分析新方法具有重要的理论意义和实用价值．近年发展起来的新兴质谱 

技术如电喷雾解吸电离(DESI)̈ 、介质阻挡放电(DBDI)̈ 、表面解吸化学电离(SDAPCI)。。 和 

电喷雾萃取电离(EESI)̈ 等均可在常压和无需样品预处理的条件下实现对复杂样品的直接分析． 

在这些技术中，由于 EESI离子源结构的特殊性，使其具有不污染样本的优点，特别适合于动植物体的 

活体分析 ，有望用于植物中芹菜素的直接测定．目前，对芹菜素的EESI—MS研究尚未见文献报 

道．为了掌握芹菜素的EESI．MS碎片离子特征及基本裂解规律，本文采用 EESI—MS对芹菜素的质谱行 

为进行了研究，并与芹菜素的ESI．MS谱图进行比较和验证，为植物等复杂基体中痕量芹菜素的快速 

直接分析提供了前提和基础． 

1 实验部分 

1．1 试剂与仪器 

芹菜素标准物(纯度 97％，A Johnson Matthey公司)；甲醇(色谱纯，Fisher Scientific公司)；乙酸 

和氨水(分析纯，上海国药集团)；芹菜素用甲醇／水(体积比1：1)溶解，配成浓度为10 ng／mL的标准 

溶液． 

LTQ—XL线性离子阱质谱仪，配有 Xcalibur数据处理系统(美国 Finnigan公司)；EESI离子源为 自 

制，其结构和原理如Scheme 2所示．KQ3200超声波清洗器(昆山超声仪器有限公司)． 
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1．2 质谱条件 

EESI．MS：设置为正(或负)离子检测模式，质谱扫描范围m／z：50～500；喷雾电压为 ±4．0 kV；离 

子传输管温度为 180℃；喷雾气压为 1．4 MPa；萃 

取剂是体积比为1：9的乙酸(或氨水)一甲醇溶液，流 

速为 5 txL／min；样 品溶 液的流速为 5 ixL／min． 

Scheme 2中的 Og为 155。， 为 60。；距离 0为 1．0 

cm，b为0．2 cm．其它参数由LTQ—MS系统自动优 

化产生． 

ESI—MS：设置为正(或负)离子检测模式，质谱 

扫描范围m／z：50～500；喷雾电压为 ±4．0 kV；离 

子传输管温度为 180 ；氮气为鞘气，流速为25 Scheme 2 Schematic diagram of an EESI source 

arb(arbitrary unit)，样品溶液流速为5 IxL／min．其它参数由LTQ—MS系统自动优化产生 

2 结果与讨论 

2．1 芹菜素的 EESI-MS检测 

2．1．1 负离子检测模式 在负离子检测模式下得到的芹菜素标准溶液的质谱图如图1所示．图1中 

基峰 m／z 269是芹菜素去质子化后形成的准分子离子峰，说明芹菜素具有较强的酸l生，易失去氢质子 

形成负离子而被检测．质谱峰m／z 241，227，225和201等可能是m／z 269的碎片离子，另一些相对丰 

度较低的峰则可能来自溶液中电喷雾溶剂和样品溶剂或芹菜素标准品所含的杂质． 
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m／z m／z 

Fig．1 EESI-M S spectrum of apigenin in negative Fig．2 EESI-MS spectrum of m／z 269 in negative 

ion mode ion mode 

为了考察芹菜素在碰撞诱导解离(CID)中的裂解规律，实验选择去质子化的芹菜素(m／z 269)进 

行多级串联质谱研究．芹菜素的二级质谱如图2所示，当碰撞能量(CE)为25％时，母离子m／z 269主 

要分别丢失H 0，CO，C H：0，CO2和C，0 ，产生m／z 251，241，227，225和201等碎片离子(芹菜素 

失水的机理在2．1．2节讨论；其余离子可能的裂解机理见Scheme 3)，而其它碎片离子如 m／z 183和 

181等则可能是来 自m／z 225(与下文中m／z 225的三级质谱一致)．根据 RDA理论，带双键的六元环 

化合物在离子源作用下可分解成双烯和亲双烯的碎片离子．因此芹菜素作为六元环上带双键的黄酮类 

化合物，还可发生 C环开环反应_8 J，其中的碎片离子 m／z 165，151，145，135，117和 107分别是由 

Scheme 4所示断裂得到的 A一， A一， B ，。‘ A一， B一和 A一离子，而 。A (即m／z 151)丰度较 

大，本实验对其进行了三级质谱分析，结果表明，lI A一离子还可进一步失去 CO，得到碎片离子m／z 

107． 

相对丰度为 100％的二级质谱碎片离子 m／z 225(Scheme 3中的2)为母离子 m／z 269(1)丢失 CO， 

后形成的，表明在实验条件下，去质子化的芹菜素极易丢失 CO：．黄酮类化合物一般在相同的环内丢 

失CO ，而且2个含氧官能团之间的距离不能超过2个碳原子，因此芹菜素离子丢失CO 只会发生在 

A或 C环．芹菜素的 c环较 A环活泼，先从 C环丢失 c0：，离子重排后得到[M—H—C0，]一(m／z 

225)，它具有稳定的菲骨架．对其进行三级质谱分析，主要碎片离子有m／z 197(3)，183(4)和 181 
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Scheme 3 Proposed fragmentation pathway for apigenin detected using negative ion detection mode 

(5)，它们是从 m／z 225(2)离子的 A环分别丢失 

CO，C H 0和CO。等中性分子所得；而丰度较低的 

碎片离子m／z 169(6)和155(7)则可能是由m／z 197 

(3)和 183(4)离子分别再丢失一个 CO分子所得． 

继续对 m／z 197(3)和 183(4)离子进行四级质谱分 

析，也分别得到了 m／z 169(6)和 m／z 155(7)碎片 

离子，这与三级质谱中碎片离子 m／z 169(6)和 155 

(7)是来 自于m／z 197(3)和 183(4)离子的推测一致 

H 

Hn 

Scheme 4 Principal fragmentations of apigenin 

二级碎片离子 m／z 241(8)为母离子 m／z 269(1)失去 C环 C 处的 CO后得到的，该离子 c环变成 

呋喃环结构，稳定性较差，丰度低(<5％)．对其进行三级质谱分析，主要得到碎片离子 m／z 213(9)和 

197(1O)，其中m／z 213(9)离子是 C环丢失 CO所得；而 m／z 197(1O)离子则由C环上的 0原子和与 

其相隔2个 c原子的A环的CO以CO：形式失去后再重排．由于碎裂途径的不同，m／z 197(10)与 

197(3)在结构上是不同的．继续对m／z 213(9)和197(1O)进行四级质谱分析，m／z 213(9)离子还可以 

分别继续丢失 CO，CO2和 C H20生成 m／z 185(11)，171(12)和 169(13)离子；m／z 197(10)则可以丢 

失 CO得到 m／z 169(6)离子． 

研究表明，黄酮类化合物在c环可能丢失c H：0碎片  ̈．相应地，本实验在母离子m／z 269(1) 

的二级质谱中也得到了碎片离子m／z 227(14)．继续进行多级质谱分析发现，m／z 227(14)离子的MS 

分别丢掉 C0，C0：和 C H20得到 m／z 199(15)，183(16)和185(17)离子；m／z 183离子的MS 则丢失 

CO得到 m／z 155(18)离子． 



No．8 丁健桦等：芹菜素的电喷雾萃取电离串联质谱 

二级质谱中m／z 201(19)离子为A环丢失 C30 后经氢重排所得，其结构较不稳定，在较低的碰撞 

能量(18％)下即可发生 C环开环，丢失CO，CO 和c：H 0等形成稳定的具有共轭结构的离子m／z 173 

(2O)，159(21)和 157(22)．对 m／z 159(21)和 157(22)离子进行四级质谱分析发现，二者均可丢失 

c H O分别生成碎片离子 m 117(23)和 115(24)，其中m／z 159(21)离子还能丢失 CO而得到碎片离 

子 131(25)． 

2．1．2 正离子检测模式 在正离子检测模式下，芹菜素标准样品的电喷雾萃取电离质谱图如图3所 

示．可以看出，其谱图比负离子模式下的谱图更复 

杂，且芹菜素的准分子离子峰(m／z 271)相对丰度 

较低(小于30％)，表明芹菜素得到质子的能力较 i 

弱，如果选择正离子模式下进行芹菜素的检测，其 | 

灵敏度较低．但是作为参考，本实验仍研究了芹菜 

素在正离子模式下的质谱行为．选择离子m／z 271耄 

进行多级质谱分析，其主要的多级质谱碎片离子数 

据见表 1．由表 1可见，与负离子检测模式相比，在 

正离子模式下，二级质谱中芹菜素母离子更易失去 
一 分子H20得到丰度较高(76％)的m／z 253离子， positive ion m0de 

该离子具有较稳定的大7r键体系；继续对 m／z 253离子进行三级质谱分析，主要分别丢失 H O，CO， 

C H：0和C，H：0 ，产生m／z 235，225，211和183等碎片离子(可能的裂解机理见Scheme 5)．其它离 

子如 m／z 243，229和227为m／z 271分别丢失 CO，C H O和CO 得到的碎片离子，其裂解机理与负离 

子模式下 m／z 241，227和225的裂解类似．表 1中从 m／z 163到 109则为 c环断裂得到的一系列碎片 

离子，其 C环断裂方式与负离子模式下相似． 

Table 1 Product ions obtained from m／z 271 in ion trap MS spectra for apigenin in positive ion mode 

MS2 MS3 MS4 

[M+H—H20] (m／z 253，76％) 

[M+H—CO] (m／z 243，36％) 

I M+H—H，0一H，0l (m／z 235，50％) 

l M+H—H，0一C0『 (m／z 225．9O％) 

[M+H—H20一c2H20] (m／z 211，100％) 

[M+H—H20一c3H202] (m／z 183，25％) 

J M+H—CO—CO l (m／z 215，1O0％) 

l M+H—CO—CO，1 (m／z 199，40％) 

[M+H—C2H20] (m／z 229，100％)[M+H—C2H2O—CO] (m／z 201，100％) [M+H—C2H20一CO—CO] (m／z 173) 

[M+H—c2H2O一2C0] (m／z 173，26％) [M+H—C2H2O一2C0一C2H4] (m／z 145) 

[M+H—C2H2O—C4H402] (m／z145，24％) 

[M+H—C2H20一C2H20] (m／z 187，38％) [M+H—C2H2O—C2H2O—CO] (m／z 159) 

[M+H—CzH2O—CO2] (m／z 185，21％) 

[M+H—CO2] (m／z 227，40％) [M+H—CO2一CO] (m／z 199，100％) 

【M+H—CO2—2CO] (m／z 171，15％) 

0,4B (m／z 163．8％ ) 

， A (m／z153，52％) 

ll B (m／z147，24％) 

， B 一CzH20(m／z 105) 

A (m／z 137，6％) 

。， B (m／z 135，64％ ) 

B (m／z119，8％) 

。， A (m／z 109，10％) 

A 一CO(m／z125)， 

B 一CO(m／z 119)， 

， 

A 一CO2(m／z 109) 
， 

B 一C2H20(m／z 105) 

。， B 一0(m／z 119)，。， B 一C2H20(m／z 93) 

Percentages in the parentheses represent the relative abundance of the ions in the mass spectrum． 

2．2 芹菜素的 ESI-MS检测 

由于芹菜素在负离子模式下检测的灵敏度更高，本文仅在ESI—MS负离子模式下对芹菜素的质谱 

行为进行了研究．如图4所示，从芹菜素的一级质谱图中可观察到，相对丰度为100％的芹菜素准分子 

离子m／z 269[M—H]一以及m／z 241，227，225和201等来自m／z 269的主要碎片离子．对m／z 269离 
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Scheme 5 Proposed fragmentation pathway of m／z 253 detected using positive ion detection mode 

子进行二级质谱分析，在碰撞能量为25％时，也可以获得 m／z 251，241，227，225和201等主要碎片 

离子，以及 m／z 165，151，145，135，117和 107等 c环断裂得到的相应碎片离子(见图5)．这些结果 

与芹菜素的EESI—MS(图 1和图2)是一致的．继续对上述二级碎片离子进行多级质谱分析，所得的结 

果与 EESI—MS 的结果也是相吻合的．但是对比图4和图 1可以发现，在 ESI—MS中，rn／z 251，241， 

227，225和201等碎片离子的相对丰度(分别约为 16％，35％，46％，63％和 8％)明显较 EESI．MS中 

这些碎片离子的相对丰度(分别约为0．2％，2％，7％，12％和5％)高，其它碎片离子的相对丰度也更 

高，碎片离子信号也更丰富，说明采用 ESI对芹菜素进行电离比采用 EESI电离其准分子离子峰 m／z 

269有更多的裂解，从而证明EESI是一种比ESI更软的电离方式，此结果与文献  ̈研 报道一致． 
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Fig．4 ESI·M S spectrum of apigenin in negative 

ion mode 
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Fig．5 ESI-M S spectrum of m／z 269 in negative 

ion mode 
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Extrative Electrospray Ionization Tandem M ass Spectrometry of Apigenin 

DING Jian—Hua ’ ，WANG Xing．Xiang。，ZHANG Hui ，PAN Su—Su ，LUO Ming—Biao ， 

LI Jian．Qiang ．CHEN Huan．Wen ， 

(1．College of em ，Biology and Material Science，East China Institute of Technology，Fuzhou 344000，China； 

2．College of Chem~tu，]ilin University，Changchun 130012，China； 

3．Institute of Soil Science，Chinese Academy of Sciences，Nanfing 210008，China) 

Abstract The extractive electro@ray ionization tandem mass spectrometry(EESI—MS )of apigenin was stu— 

died using both positive and negative ion modes．The results showed that the detection of apigenin was more 

sensitive in negative ion mode than that in positive ion mode．By comparing EESI-MS spectra with electrospray 

ionization mass spectrometry(ESI-MS)spectra of apigenin，we found that EESI mode is softer than ESI mode． 

The mechanism of the fragmentation of apigenin was also discussed in detail based on the experimental colli— 

sion—induced dissociation(CID)data recorded in these experiments，and was confirmed by the ESI—MS．The 

study is useful for the rapid and direct determination of trace amount of apigenin in complex matrix by EESI- 

MS． 

Keywords Apigenin；Tandem mass spectrometry；Extraction electrospray ionization mass spectrometry ； 

Electrospray ionization mass spectrometry；Fragmentation mechanism 
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