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罗丹明 B 衍生化超高效液相色谱

三重四极杆质谱高灵敏测定人参二醇
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摘 要 以罗丹明 B 为质谱增敏衍生化试剂，标记羟基化合物，通过超声波辅助-分散液液微萃取( Ultrasonic
assisted-dispersive liquid-liquid microextraction，UA-DLLME) 和罗丹明 B 衍生化联合的策略，建立了超高效液相

色谱三重四极杆质谱检测人参二醇( Panaxadiol，PD) 的分析方法。化妆品和人参药材中 PD 经 UA-DLLME 进

行萃取富集( 150 μL 氯仿作为萃取剂，500 μL 乙醇作为分散剂，3 min) ，以罗丹明 B 为衍生试剂，在 N，N-羰基

二咪唑( N，N-Carbonyldiimidazole，CDI) 和 4-二甲氨基吡啶( 4-Dimethylaminopyridine，DMAP ) 的催化作用下，

70 ℃微波辅助衍生反应 30 min 得到稳定的衍生产物。PD 衍生物的多反应监测 ( Multiple reaction monitoring，

MＲM) 模式质谱测定 3 min 内完成，方法检出限 4．0 ng /L，定量限 15．0 ng /L，线性、精密度和回收率良好，与以

往报道的方法相比，本方法具有灵敏度高和基质效应低的特点。
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1 引 言

人参二醇( Panaxadiol，PD) 是原人参二醇类人参皂苷共同的水解产物，具有多种重要的药理活性，

是多种药品、食品和化妆品的功能性成分［1］，但它无明显的特征紫外吸收，也缺乏能带来高效质谱离子

化效率的化学结构，因此，直接检测的光谱法［2］、色谱法［2，3］、质谱法［4～6］等分析方法在灵敏度和分离度

等方面都不尽人意，往往难以满足实际需求。
目前，对于缺乏色谱 /质谱灵敏检测响应基团的含羟基化合物，采用衍生化提高检测灵敏度是一种

行之有效的手段［7］。罗丹明 B 是常用的荧光染料，主要用于生化分析中的传感分析和细胞染色，鉴于

罗丹明 B 分子结构中含有一个季铵型的正电荷，其 PD 衍生产物呈现正离子状态，这符合衍生化质谱增

敏的原理［8，9］，因此，本研究提出以罗丹明 B 为衍生试剂对 PD 分子中的羟基进行衍生化和质谱增敏检

测。同时，结合超声辅助-分散液液微萃取( UA-DLLME) 的样品处理技术［10］，显著提高分析灵敏度、降
低基质效应，建立了 PD 高效萃取和高灵敏分析方法，实现了化妆品和人参中 PD 的准确、快速、测定。

2 实验部分

2．1 仪器与试剂

Agilent 1290 超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用仪( Agilent 公司) 配备四元梯度泵，在线真空脱

气机，自动进样器，恒温柱温箱，电喷雾电离源; 超声波清洗器( 浙江昆山超声仪器有限公司) ; 微波催

化萃取 /合成仪( 北京祥鹄科技有限公司) ; 旋转蒸发仪( 上海亚荣生化仪器厂) 等。
PD 标准品( 中国药品检定所) ; 乙腈、甲醇、甲酸( 色谱纯，Sigma 公司) ; 罗丹明 B( 99%，阿拉丁试

剂公司) ; 其它试剂均为分析纯，水为 Millipore 纯水。
2．2 实验方法

2．2．1 溶液配制 称取适量 PD 标准品及罗丹明 B，分别溶于乙腈，配制 1．2×10 4 mol /L PD 标准溶液及
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5×10 3mol /L 罗丹明 B 溶液，相应低浓度用乙腈稀释而成。7．5×10 2 mol /L N，N-羰基二咪唑( N，N-Car-
bonyldiimidazole，CDI) 和 0．16 mol /L 4-二甲氨基吡啶( 4-Dimethylaminopyridine，DMAP) 同法配制。
2．2．2 衍生化方法 按照羧酸类试剂标记氨基或羟基的反应机理［11］，本研究采用微波辅助的两步法，

从而快速制备衍生物，如图 1 所示。

图 1 罗丹明 B ( ＲB) 与人参二醇( PD) 衍生化反应示意图

Fig．1 Scheme of derivatization reaction between Ｒhodamine B ( ＲB) and Panaxadiol ( PD)

第一步: 一次性大量制备衍生试剂中间体 2'-羰基咪唑罗丹明 B ( 2'-Carbonylimidazole rhodamine B，

CIＲB，密封保存使用至少一周内稳定) ，方法如下: 向圆底烧瓶中加入 5 mL 罗丹明 B，300 μL DMAP，

305 μL CDI 溶液，于微波反应器中 70 ℃、800 W 反应 15 min，使罗丹明 B 与 CDI 反应生成活性中间体

CIＲB; 第二步: 安培瓶中加入适量 PD 标液或实际样品 DLLME 萃取液氮吹干后乙腈复溶物、300 μL 上

述活性中间体 CIＲB 溶液和 100 μL DMAP 溶液，密封后，于 70 ℃、微波 800 W 反应30 min 衍生完成，过

滤膜后即可进样分析。
2．2．3 样品前处理方法 分别称取 1．0 g 人参药材粉末和某人参类化妆品，按照文献［12］方法提取处

理和酸水解，使原人参二醇类人参皂苷转化为 PD，之后进行 UA-DLLME: 吸取 5 mL 上述样品溶液于尖

底离心试管中，加入 500 L 乙醇作为分散剂，150 L 氯仿作为萃取剂，再加入适量纯净水定容至

10 mL，室温下 UA-DLLME 3 min，离心 2 min ( 12000 r /min) ，吸取下层有机相氮吹干，乙腈复溶后进行

衍生化。
2．2．4 色谱-质谱条件 色谱柱 Agilent ZOＲBAX Eclipse C18( 50 mm 2．1 mm，1．8 μm) 。流动相 A( 5%
乙腈溶液，含 0．3%甲酸) -B( 乙腈，含 0．3%甲酸) ，洗脱程序: 保持 25% A+75% B 等度洗脱3 min，流速

0．2 mL /min，进样量 5 μL，柱温 30 ℃。Agilent 6460 三重四极杆质谱，电喷雾电离源，干燥气温度 300
℃，干燥气流速 9 L /min，雾化气压力 40 psi，鞘气温度 300 ℃，鞘气流速 8 L /min，毛细管电压 3．5 kV。
PD 罗丹明 B 单取代衍生物质谱 MＲM 检测参数: 定量离子对 m/z 885．4→443．1，碎裂电压280 V，碰撞能

76 eV; 定性离子对 m/z 885．4→399．1，碎裂电压280 V，碰撞能 82 eV。

3 结果与讨论

3．1 衍生条件优化

本研究用羧酸类衍生试剂在 CDI 和 DMAP 催化作用下标记羟基的衍生反应机理与本研究组已报

道的方法相同［11］，如图 1。研究表明，采用常规水浴加热法进行衍生化，第一步需要在 80 ℃ 反应

30 min，第二步需要在 80 ℃反应 2 h。为了提高反应速度，本研究使用了微波辅助衍生，第一步反应在

微波反应器中 70 ℃、800 W 反应 15 min，即可使罗丹明 B 与 CDI 充分反应形成中间体 CIＲB; 第二步在

微波反应器中 70 ℃、800 W 反应 30 min，过量的活性中间体 CIＲB 即可使 PD 被完全衍生化。微波辅助

衍生化反应大大提高了衍生化速度。
3．2 UA-DLLME 条件优化

萃取剂和分散剂的种类及用量是影响萃取效率的重要因素。对 5 种萃取剂( 二氯甲烷、氯仿、三氯

乙烯、四氯乙烯和氯苯) 和 4 种分散剂 ( 乙腈、甲醇、乙醇和丙酮) 进行分别组合考察。结果表明，氯仿与

乙醇组合时，萃取效率最高，仪器的响应值最高。因此，实验选定氯仿作为萃取剂( 图 2A) ，乙醇作为分

散剂 ( 图 2C ) 。考 察 了 萃 取 剂 和 分 散 剂 的 用 量。以 氯 仿 用 量 150 L ( 图 2B ) 、乙 醇 用 量 为
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500 L ( 图 2D) 时，萃取效率最高。在上述最佳条件下优化了超声辅助萃取时间，在室温下超声波处理

3 min 即可获得最高的检测器响应值。

图 2 ( A) 萃取剂种类、( B) 萃取剂氯仿用量、( C) 分散剂种类和( D) 分散剂乙醇用量对人参二醇衍生物峰

面积的影响

Fig．2 Effect of extraction solvent type ( A) ，volume of chloroform ( B) ，disperser solvent ( C) and volume of
ethanol on the peak area of panaxadiol derivative ( D)

3．3 方法评价

3．3．1 PD-ＲB 衍生物光谱性质 考察了 PD-ＲB 衍生物的光谱性质。经半制备液相色谱仪制得 PD-ＲB
的 50%乙腈 /水溶液( 5 × 10 5 mol /L) ，经扫描得到 PD-ＲB 衍生物的最大可见吸收波长为 554 nm，该波

长下摩尔吸光系数 ε 为 6． 5 × 105 L / ( moL·cm ) 。最大荧光激发和发射波长分别为 λex = 550 nm，

λem = 577 nm。质谱正离子模式下母离子 m/z 885．4，在 280 V 碎裂电压、76 eV 碰撞能下，产生两个特异

性的产物离子 m/z 443．1 和 399．1( 分别对应的化学结构为 ＲB 和失去一分子二氧化碳的 ＲB，碎片离子

归属见图 3) 。

图 3 人参二醇衍生物质谱离子流图( A) 和二级质谱裂解图( B)

Fig．3 Ion current chromatogram ( A) and MS /MS ( B) of Panaxadiol derivative

3．3．2 UHPLC-MS /MS 条件 优化在 Agilent 1．8 μm 粒径色谱柱上，对比优化了不同流动相及洗脱条

件。结果表明，水-乙腈体系中需添加 0．3% 甲酸，才能得到良好的峰形( 图 3A) ，无酸或低于 0．3%甲酸

会导致峰拖尾，这是因为罗丹明 B 分子底环上 2'位的羧基容易与氧杂蒽环上相连接的碳原子发生环
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化，整个分子异构化为不带正电荷的分子结构。
PD 罗丹明 B 衍生物按照实验部分优化的 MＲM 质谱参数检测时，母离子能够碎裂生成两个特异性

的产物离子: 罗丹明 B 和失去一分子 CO2 的罗丹明 B ( 如图 3B) 。因罗丹明 B 结构带有一个天然的正

电荷，具有极高的质谱离子化效率和灵敏度，将这两个特异性的产物离子分别作为质谱 MＲM 检测的离

子通道，大大提高了分析方法的选择性和灵敏度。
3．3．3 线性回归方程、检出限及定量限 按照上述实验条件，进样浓度在 20～500 ng /L 范围内，依据峰

面积和实际进样浓度进行线性回归，所得 PD 衍生物的线性回归方程为 Y = 458．4X+161．5( Y 为峰面积，

X 为进样浓度 ( ng /L) ) ，相关系数为 0． 998，检出限 ( S /N = 3 ) 为 4． 0 ng /L，定量限为 ( S /N = 10 ) 为

15．0 ng /L。
3．3．4 精密度和回收率 在相同实验条件下，同一份 PD 衍生物溶液，平行 6 次进样分析，保留时间和

峰面积的相对标准偏差分别为 1．8%和 4．6%，精密度良好。按照本研究前处理条件测定化妆品和人参

药材样品加标回收率，结果在 81．3%～114．6%之间，能够满足实际检测需求。
3．3．5 与其它分析方法的比较 在衍生化方法方面，与以往的苯甲酰氯( 衍生耗时 2 h) 和 9-甲基芴甲

酰肼( 衍生耗时 4 h) 衍生化方法［12～14］相比，本研究使用微波辅助能够大大加快衍生化反应的速度，由

于本方法第一步衍生反应溶液可以大体积制备且至少一周内稳定使用，因此，批量分析过程中每个样品

的衍生化时间由第二步决定，耗时 30 min 衍生化反应即可完成。
针对人参药材中 PD 的检测，本研究建立的 UA-DLLME 联合衍生化 UHPLC-MS /MS( MＲM) 法 PD

的 LOD 为 0． 004 μg /L，苯 甲 酰 氯 类 衍 生 HPLC-UV ( 230 nm ) 检 测 法 PD 的 LOD 为 70 μg /L［12］ 或

2．4 μg /L［13］。除此之外，文献报道 9-甲基芴甲酰肼衍生 HPLC 荧光检测人参皂苷 Ｒg1 和 Ｒb1 的 LOD 为

100～200 μg /L ［14］，不经衍生化的 HPLC-MS /MS 直接检测人参皂苷 Ｒg1 的 LOD 为1．02 μg /L［15］。本方

法灵敏度比上述文献方法提高至少 250 倍以上。
3．4 样品分析应用

按照实验部分方法，分别测定人参药材( 购自济南同仁堂药店) 和某人参化妆品( 上海某化妆品公

司) 中 PD 含 量。平 行 测 定 3 次 取 平 均 值，人 参 药 材 和 某 人 参 化 妆 品 中 PD 含 量 分 别 为

9．2 mg /g 和 35．8 μg /g。
虽然在实际样品分析中罗丹明 B 也能够与三醇型皂苷的水解产物人参三醇( Panaxotriol，PT) 进行

衍生化反应，但由于 PD 和 PT 分子量不同，衍生化产物在进行质谱分析时，它们的多反应监测母离子与

产物离子不同且色谱分离出峰时间不同，因此，检测不会有干扰。只测定 PD 用于人参药材及产品的质

量控制有两方面原因，一方面，二醇型皂苷和三醇型皂苷在人参生长过程中是协同产生的，每一类都能

反映其皂苷含量水平; 另一方面，只测定 PD 能够缩短分析时间、提高分析通量，在大批量样品分析中具

有优势。
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Sensitive Determination of Panaxadiol Using Ｒhodamine B as Sensitizing
Derivatization-Ｒeagent by Ultrahigh Performance Liquid
Chromatography-Triple Quadrupole Mass Spectrometry

ZHAO Xian-En* 1，L Tao1，WEI Na1，ZHU Shu-Yun1，YOU Jin-Mao* 1，2

1( Shandong Provincial Key Laboratory of Life-organic Analysis，Key Laboratory of Pharmaceutical Intermediates and
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Abstract In virtue of the strategy of ultrasonic-assisted dispersive liquid-liquid microextraction ( UA-
DLLME) combined with Ｒhodamine B derivatization，a new ultrahigh performance liquid chromatography-
triple quadrupole mass spectrometry ( UHPLC-MS /MS) method was devepled for the sensitive determination of
Panaxadiol ( PD) ． UA-DLLME and derivatization conditions were investigated． PD in cosmetics and ginseng
was extracted by UA-DLLME ( 150 μL of chloroform as extraction solvent and 500 of μL ethanol as disperser
solvent，3 min) ． Using Ｒhodamine B as precolumn derivatization reagent，the stable derivative of PD was
obtained in acetonitrile at 70 ℃ for 30 min under microwave radiation ( 800 W) with the catalyst of N，N'-
carbonyldiimidazole ( CDI) and 4-dimethylaminopyridine ( DMAP) ． And then the PD derivative was separated
and detected within 3 min by multiple reaction monitoring ( MＲM ) mode of UHPLC-MS /MS． LOD was
4．0 ng /L，and the LOQ was 15．0 ng /L． This method had good linearity，precision and recovery，and showed
obvious advantages such as sensitivity and low matrix effect comparing to the previously reported methods．
Keywords Ultrasonic-assisted dispersive liquid-liquid microextraction; Ｒhodamine B; Derivatization; Mass
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