
1. 前言

中药产业是中华民族文化产业的重要组成部分，凝结了我国无数先

辈的智慧结晶。一直以来，国家对中药产业的投入持续加强，聚焦

于中药的安全性和有效性上研究也越来越多。另一方面，天然产物

中结构的独特性和多样性对新药开发具有重大指导意义。天然含硫

化合物作为中药的次级代谢物，普遍存在于动植物界中，且具有多

种生理活性，如抗癌[1-2]、抗高血压[3]、抗病毒[4]，因此天然含硫化

合物有很大的潜力和发展空间成为先导药物。

复方中药中的含硫化合物含量很低，液相色谱-高分辨质谱联用方

法作为常用高灵敏度的检测手段，可用于复方中药中检测鉴定低

含量的含硫化合物。此次实验以复方中药为实验对象，基于Van-

quish-Exploris 120高分辨液质联用平台结合Compound Discoverer 

3.2软件开发出全面鉴定含硫化合物的方法，正离子模式下鉴定出

12个含硫化合物，负离子模式下鉴定出37个含硫化合物，可被广

泛用于中药复方中筛查鉴定含硫化合物，从而为先导化合物的开发

利用提供更多的可能性。

2. 实验方法

2.1 样品信息

某复方中药粉末，称取适量以80%甲醇超声提取30min，以0.22μm

微孔滤膜过滤后，离心，取上清10μL进样分析。

2.2 色谱方法

超高液相Vanquish �ex系统，色谱柱为Xbridge (4.6×150 mm, 5μm), 

柱温为35℃，流动相水相为0.1%甲酸水，有机相为乙腈，以三通

分流方式进质谱，梯度洗脱条件如下：
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Time(min) Flow Rate (ml/min) A B
0.0 1.0 95 5
25.0 1.0 0 100
35.0 1.0 0 100
35.1 1.0 95 5
40.0 1.0 95 5

2.3 Exploris120质谱方法

采用DDA模式获得样本的一级和二级信息。离子源参数如下：喷雾电

压（+/-）：3500V/2800V; 离子传输管温度：300℃；鞘气压力 50 arb；

辅助气压力 10 arb；S-lens：60。离子源温度：350℃。质谱扫描参数：

扫描范围（DA）：100-1000；Full Mass分辨率：120000，MS/MS分辨

率：15000；二级归一化碰撞能设置为 15、30和60，以TOP4的模式采

集二级数据。

3. 实验结果与讨论

3.1 数据处理流程

采集的数据均导入Compound Discoverer 3.2软件（简称CD）进行

数据处理，将空白溶剂样本类型设置为blank（空白）组，中药复

方采集样本设置为sample（样品）组，软件会自动将样本中的化

合物响应与空白样本的对应化合物响应进行比较，默认将响应值比

值在5倍以内的化合物标记为空白离子，在结果表格中自动隐藏。

选择CD软件天然产物应用方向的默认工作流程（Natural Product 

Unknown ID w Stats Online and Local Database Searches）进行一

些node的增删后进行含硫化合物的鉴定。   

如图1所示，根据实验目的在默认工作流程模板上增加了“Create 

Pattern trace”、“Pattern Scoring”和“Search neutral losses”。
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“Pattern Scoring”这个node功能是对所有提峰出来的化合物进行

特征同位素模式的匹配，匹配成功的化合物在最终的化合物表格

中会进行“pattern matches”的标记。图2列出了“Pattern Sco-

ring”设置的参数，设置了两个特征同位素组成，其中一个特征元

素组成设定为C17S，另一个特征元素组成设定为C23S，选择A0

和两个A2同位素（34S和213C）构建特征同位素分布模式去进行匹

配搜索，只要满足A0和两个A2同位素峰的测定的质量精度偏差在

5ppm以内，同时，两个A2峰的丰度比在设定的丰度比偏差阈值以

内，即认为该化合物符合设定的特征同位素分布模式。增加了两

个“Create Pattern trace”以对应两个不同的特征同位素组成，用

于提取匹配特征同位素模式成功的化合物的离子流图。

“Search neutral losses”的功能是搜索特定的中性丢失，在二级谱

图中观察到含硫化合物在碎裂时容易丢失SO3这个中性碎片分子，

因此将SO3写入中性丢失碎片库中，并在“Search neutral losses”

这个node的参数界面中选中SO3这个中性碎片分子（如图3所示）

和质量精度偏差范围，这样设置后只要在二级谱图中匹配到了SO3

的中性丢失，就会对化合物进行“neutral losses”的标记。

图1 Compound Discoverer 3.2软件用于含硫化合物鉴定的work�ow

图2 用于搜索含硫化合物的“Pattern Scoring”设置界面

图3 中性丢失碎片导入以及搜索设置

3.2 含硫化合物鉴定示例

在结果表格中对特征同位素匹配成功的以及中性丢失匹配成功的化

合物分别进行了标记，两者相互结合可以快速全面地查找含硫化合

物。

含硫化合物的鉴定以m/z 380.99194为例，具体鉴定流程如图4所

示，图4a为色谱图，图4b为一级质谱图，图4c显示的化合物结构

框中画出推测的化合物结构，并用Fish scoring功能根据给定的母

离子结构结合碎裂机理和碎片离子库预测母离子的碎片离子，图4d

为二级碎片离子结构标注图，标注的碎片结构为母离子结构的进一

步确证提供了参考依据。图4b中对化合物离子的加合形式进行了标

注，除了[M-H]-外还有[2M-H]-的加合离子形式，同时放大[M-H]-的

A2同位素，可以看到两个A2同位素峰均落在了绿色的阈值框

里，说明匹配上了设定的特征含硫同位素的分布模式。由图4d可

以看到，主要的碎片离子均进行了结构标注，说明拟定的化合物结

构可信度高，同时从碎片离子谱图上，有特征的SO3的中性丢失，

说明含有磺酸基团。

图4 m/z 380.99194代谢物鉴定流程

3.3 精准测定含硫化合物的同位素分布

本次实验中，为了达到精准测定含硫化合物的同位素分布，将一

级分辨率设定为12万。对如图5所示，我们可以看到对于分子量在

500以上的含硫化合物，分辨率需要达到12万，两个A2同位素峰才



能达到分离的效果。另外，12万分辨率下实测的A2同位素的分离

图，相比于理论12万分辨率下模拟的A2同位素分离图来说，由于

受到基质的干扰和灵敏度的影响，A2同位素峰的分离效果通常要

差于理论模拟的同位素分离情况。而在6万分辨率条件下，我们可

以看到分子量大于500的化合物模拟的A2同位素分布中，两个A2同

位素峰是没有分开的，说明对于分子量超过500的化合物，一级如

果设定为6万分辨率，是不足以满足准确测定含硫化合物的同位素

分布的。从上我们可以得出结论，分辨率是特征同位素模式精准测

定的基础。

4. 总结

此次复方中药含硫化合物筛查的部分结果如图6所示。以Vanquish-

Exploris120采集的分辨率高达12万的高质量数据达到精准测定含硫

同位素分布模式的目的，搭载Compound Discoverer3.2的特征同位

素模式搜索和中性丢失功能，快速全面地锁定复方中药中的含硫化

合物，并结合碎裂机理和碎片离子库进行进一步的结构鉴定，为含

硫化合物高效全面的筛查鉴定提供标准化流程，同时也可以延伸拓

展到其他含有特征同位素或特征中性丢失的化合物的快速筛查鉴定

上，为先导化合物的开发利用提供便捷性。

万，两个 A2 同位素峰才能达到分离的效果。另外，12 万分辨率下实测的 A2 同位素的分离

图，相比于理论 12 万分辨率下模拟的 A2 同位素分离图来说，由于受到基质的干扰和灵敏

度的影响，A2 同位素峰的分离效果通常要差于理论模拟的同位素分离情况。而在 6 万分辨

率条件下，我们可以看到分子量大于 500 的化合物模拟的 A2 同位素分布中，两个 A2 同位

素峰是没有分开的，说明对于分子量超过 500 的化合物，一级如果设定为 6 万分辨率，是

不足以满足准确测定含硫化合物的同位素分布的。从上我们可以得出结论，分辨率是特征同

位素模式精准测定的基础。

图 5 分辨率对于含硫化合物同位素分布的精准测定影响

4 总结

此次复方中药含硫化合物筛查的部分结果如图 6 所示。以 Vanquish-Exploris120 采集

的分辨率高达 12 万的高质量数据达到精准测定含硫同位素分布模式的目的，搭载

Compound Discoverer 3.2 的特征同位素模式搜索和中性丢失功能，快速全面地锁定复方

中药中的含硫化合物，并结合碎裂机理和碎片离子库进行进一步的结构鉴定，为含硫化合物

高效全面的筛查鉴定提供标准化流程，同时也可以延伸拓展到其他含有特征同位素或特征中

性丢失的化合物的快速筛查鉴定上，为先导化合物的开发利用提供便捷性。
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图5 分辨率对于含硫化合物同位素分布的精准测定影响

图6 含硫化合物鉴定的部分结果
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