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基于 UHPLC–QTOF–MS技术的五倍子
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摘要：[目的 ] 基于超高效液相色谱–四极杆飞行时间–质谱（UHPLC–QTOF–MS）技术分析五倍子中单宁成

分，建立一种有效的五倍子单宁成分测定方法，并解析单宁的裂解规律。[方法 ] 使用高温和超声波辅助方法

提取五倍子中的酚类化合物，基于二级质谱推定化合物的裂解途径。[结果 ] 共鉴定到 20种化合物，包含

14种没食子单宁、3种酚酸、2种没食子酸酯和 1种黄烷醇。以高温 121℃ 为提取条件，均未鉴定到分子质量

高于 1 500 Da的没食子单宁，而在超声波辅助提取的五倍子水提取液中，成功地检测到 1–O–没食子酰基葡萄

糖至 14–O–没食子酰基葡萄糖，其中，超声功率 1 500 W，提取温度 65℃ 条件下，鉴定到更多的没食子单宁

异构体。MS/MS图谱显示，五倍子单宁主要通过没食子酸、没食子酰基、糖苷、水、羧基的损失进行裂解。

[结论 ] 本研究证明，超声波辅助提取条件下，应用 UHPLC–QTOF–MS技术能够全面高效地分析五倍子中的

单宁成分，本研究为富含单宁的植物的化学成分研究提供参考依据。
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五倍子（Chinese  gallnut）是五倍子蚜虫

（Melaphis chinensis）寄生引起植物叶变态发育

形成的虫瘿[1]。依据 2020版《中华人民共和国药

典》对五倍子的描述，漆树科植物盐肤木（Rhus
chinensis Mill.）、青麸杨（R. potaninii Maxim）、

红麸杨（R. punjabensis J.L. Stewart ex Brandis）
是五倍子蚜虫的寄生树种。五倍子可被分为角倍和

肚倍，角倍蚜（Schlechtendalia chinensis Bell）
在盐肤木上寄生形成的虫瘿被称作角倍[2]。五倍子

是我国重要的创汇林业资源，水解单宁含量丰富，

可达到五倍子干质量的 74.79%，缩合单宁最高可

达到五倍子干质量的 1.92%[3]。五倍子中富含的单

宁类多酚化合物，具备抗氧化、抗菌、抗癌、抗病

毒和神经保护等多种生物学效用，在医学、印染、

制革、化工等方面应用广泛[4-6]。

水解单宁通常被分为没食子单宁和鞣花单宁[7]。

上世纪初，研究学者便开展了对没食子单宁结构及

组分的研究，没食子单宁的中心葡萄糖可连接 1至

12个没食子酰基基团，形成没食子酰基葡萄糖

（Galloylglucose，GG） [8-9]。1,2,3,4,6–五–O–没
食子酰基–β–D–葡萄糖（PGG）具备 5个没食子

酰基，PGG结构上的没食子酰基结合 1个新的没

食子酰基，这两个没食子酰基则形成二没食子酰基

基团（图 1），增加 1个没食子酰基基团的 PGG
被称为六没食子酰基葡萄糖（图 1），PGG结构

上的没食子酰基结合两个新的没食子酰基，则形成

三没食子酰基基团（图 1），增加两个没食子酰基

的 PGG被称为七没食子酰基葡萄糖，通过形成多
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个二没食子酰基基团和三没食子酰基基团，PGG
可生成高分子质量的“复杂没食子单宁”。PGG结

构上的两个没食子酰基之间以 C–C键连接，生成

特征基团六羟基二苯（HHDP），则形成鞣花单宁

（图 1）[10-13]。

 
 
 

没食子酸
Gallic acid

1-O-没食子酰基-β-D-葡萄糖
1-O-galloyl-β-D-glucose

1,2,3,4,6-O-五没食子酰葡萄糖
1,2,3,4,6-O-Pentagalloylglucose

氧化
Oxidation

二没食子酰基
Di-galloyl三没食子酰基

Tri-galloyl

没食子酰基
Galloyl

六没食子酰基葡萄糖
6-O-galloylglucose

鞣花酸
Ellagic acid

鞣花单宁
Ellagitannins

酯
化

Es
ter
ific
atio

n

图 1    水解单宁的典型结构

Fig. 1    Typical structure of hydrolyzable tannin
 

单宁的分子质量最高可达 20 000 Da，大量的

酚羟基也易发生氧化水解反应[14]。除此之外，不同

没食子单宁之间结构性质相似，为五倍子单宁成分

分析带来了挑战。有研究表明，使用蒸馏水提取五

倍子化合物成分后，将提取液溶解于 95%乙醇溶

液， HPLC –TOF –MS技术可检测到 1 –GG至

3–GG，以及大量的单宁同分异构体[15]。一种基于

UHPLC–MS/MS的技术，使用沸水回流的方法提

取五倍子粉末，在提取液中鉴定到 1–GG至 8–
GG[16]。一种基于 HPLC–ESI–MS的方法，使用

100 ℃ 水溶液提取五倍子，在提取液中鉴定到 1–
GG至 8–GG[17]。基质辅助解析/电离–飞行时间–
质谱（MALDI–TOF–MS）在高分子质量化合物的

电离上有一定优势，有研究考察了阳离子化试剂

对 MALDI–TOF–MS技术鉴定五倍子单宁的影

响，在购买的分析试剂级五倍子提取物中，鉴定

到 3–GG至 14–GG[18]，然而，该方法未能分离单

宁的同分异构体。目前，五倍子单宁成分的分析，

没有统一的标准和方法，很多研究不能全面地鉴定

高分子质量的没食子单宁。超高效液相色谱–四极

杆飞行时间–质谱联用技术（UHPLC–QTOF–
MS）具备优越的分离和定性鉴别能力[19]，该技术

可被用来鉴定水解单宁、黄酮类等多酚化合物[20-21]，

是植物活性成分分离和表征的重要分析手段。依据

前人的研究基础，本实验以–80 ℃ 冻存的角倍和

烘干处理的角倍为材料，采用高温提取和超声波辅

助提取 2种提取方式，选用乙醇、水和丙酮 3种

不同的提取溶剂，基于 UHPLC–QTOF–MS技术

对五倍子单宁成分进行测定、并探讨单宁的裂解规

律，以期为五倍子中活性物质的开发提供实验依据。

 1　 材料与仪器

 1.1    试验材料

 1.1.1    植物材料　供试材料为盐肤木叶翅上着生
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的角倍，于 2020年 8月采于湖北省宜昌市五峰

县。角倍采摘后进行清洗，并清除角倍内蚜虫及杂

质，液氮速冻后保存在–80 ℃ 超低温冰箱，另一

部分角倍放于烘箱内，105 ℃ 杀青 30 min，之后

80 ℃ 烘干至质量恒定。

 1.1.2    化学试剂　乙醇、丙酮、甲酸（色谱纯）购

自 Sigma公司；乙腈购自 Honeywell公司；质谱

级超纯水（18.2MΩ·cm）由 Milli–Q水净化系统

制备。

 1.1.3    标准品　没食子酸甲酯（CAS：99–24–
1）、鞣花酸（CAS：476–66–4）购自普西堂生物

有限公司，单宁酸（CAS：1401–55–4）、PGG
（CAS：14937–32–7）、没食子酸（CAS：149–
91–7）购自索莱宝生物有限公司。

 1.2    试验仪器

试验仪器为 Agilent6560Q  UHPLC–Q–TOF
液质联用系统，美国 Agilent公司；PoroshellSB–
AqC18(2.1  ×  100  mm， 2.7  μm)色谱柱，美国

Agilent公司；KQ–500DE数控超声波清洗器，昆

山市超声仪器有限公司；CPA224S电子天平，德

国 Sartorius公司；MLS–3750高压蒸汽灭菌锅，

日本 SANYO公司；Milli –Q水净化系统，德国

MerckKGaA公司。

 2　 研究方法

 2.1    进样溶液的制备

 2.1.1    单宁成分的提取　使用液氮研磨冷冻保存

的角倍样本，研磨后的粉末过 60目筛，称取均质

后的五倍子粉末 0.100 g；
将 0.100 g五倍子粉末分散于 50 mL纯水，

放入高压蒸汽灭菌锅（121 ℃）提取 30 min，滤

纸过滤后重复提取 30 min；
将 0.100 g五倍子粉末分散于 50 mL纯水，

超声波提取，提取功率 1 500 W，提取 30 min，
过滤后重复提取 30 min；提取温度 65 ℃。

将以上提取液放置室温后，使用超纯水定容

至 100 mL，0.22 μm滤膜过滤后获得待测液。

 2.1.2    标准品溶液的制备　称取 PGG、鞣花酸、

没食子酸甲酯、没食子酸和单宁酸，分别使用超纯

水配制为 1.00 mg·mL–1 的标准溶液，用来作对照

品溶液，辅助化学物质的鉴定。

 2.2    UHPLC–QTOF–MS条件

 2.2.1    色谱条件　柱温 35 ℃，进针体积 5 μL。

流动相为 0.1%甲酸水溶液（A），乙腈（B）。流

速：0.3  mL·min–1。梯度洗脱程序为 0～5 min，
98%A；5～8  min，90%A；8～40  min，75%A；
40～45 min，10%A；保持 5 min，后运行 4 min
停止。

 2.2.2     质谱条件　离子源为 ESI负离子源；扫

描质量数范围为 m/z  100～3 200；干燥气温度

320 ℃；干燥气流速 8 L·min–1；鞘气温度 350 ℃；

鞘气流速 12 L·min–1；雾化器压力 40 psi；毛细管

电压负离子 3 500 V；去簇电压 380 V；采集模式

为 Full scan Auto MS/MS。
 2.3    数据分析

UHPLC–QTOF–MS技术能够提供测定物质的

精确分子质量和离子裂解碎片信息。在总离子流图

的基础上，由提取离子流图和一级高分辨率质谱信

息获得相应化合物的保留时间和精确的分子质量，

使用软件对采集到的酚类化合物进行定性，产生化

合物相应的分子式。获得化合物的特征裂解碎片信

息后结合标准品及文献报道数据进行鉴定，并推测

化合物可能的裂解途径。使用 Chem Draw 20.0
和 Adobe Illustrator 2021软件进行化合物结构图

的绘制。

 3　 结果与分析

 3.1    五倍子单宁成分的鉴定

本试验关注的有效物质为多酚类化合物，负离

子模式响应效果优于正离子模式。因此，选择负离

子 ESI进行电离。对五倍子的提取溶液进样分

析，得到了负离子模式下的总离子流图（图 2）。
基于目标化合物的保留时间和高分辨率质谱数据，

结合标准品及查阅文献进行确定。在高温 121 ℃
提取条件下，干五倍子和冻存五倍子提取液中均只

鉴定到 1–GG至 8–GG，而在超声波辅助提取条件

下，五倍子水提取液中均检测到 1–GG至 14–GG。

除此之外，还检测到没食子酸、间双没食子酸、鞣

花酸、橡碗酸二内酯、儿茶素及没食子酸甲酯。

 3.1.1    超声波 65 ℃ 提取条件下五倍子化合物的

鉴定　在超声波辅助提取条件下均鉴定到了 14种

没食子单宁， 65 ℃ 水浴条件下鉴定到最多的单宁

异构体，其中，2–GG检测到 8个异构体（图 3），
3–GG检测到 5个异构体，鞣花酸检测到 5个异构

体，4–GG检测到 4个异构体，7–GG、9–GG、

11–GG、12–GG分别检测到 2个异构体（表 1）。
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而在 60 ℃ 和 55 ℃ 条件下，仅 3–GG和 4–GG
检测到异构体。

表 1中的编号与总离子流色谱图中图 A的编

号相对应，编号为 2的准分子离子峰为 m/z331
[M–H]–，确定该化合物的分子质量为 332 Da，产

生了 m/z271[M–H–60]–、m/z169[M–H–162]–的裂

解碎片，其中，母离子脱去一个特征性的葡萄糖苷

（162 Da）得到 m/z169碎片离子，表明该物质结

构包含一个没食子酸的取代基，结合文献数据推测

该化合物为 1–GG[22]，1–GG的裂解规律主要体现

在糖苷的损失及 C2H2O（60  Da）的特定中性

损失。

编号为 3、5、6、8、9、11、13、14的化合

物准分子离子峰为 m/z483[M–H]–，确定其分子质

量为 484 Da，主要裂解离子为m/z313[M–H–170]–、
m/z271[M–H–170–42]–、m/z211[M–H–170–42–60]–、
m/z169[M–H–170–42–60–42]–、m/z151[M–H–
170–42–60–42–18]–、m/z125.0243[M–H–170–
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图 2    超声波提取（A）和高温提取（B）条件下五倍子水提取液的总离子流色谱图

Fig. 2    Total ion chromatograms of water extract of Chinese gallnut under ultrasound method ( A ) and high
temperature method ( B ).
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图 3    2–GG的 8个同分异构体质谱图

Fig. 3    Mass spectra of the eight isomers of 2–O–galloyl–β–D–glucose
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表 1    超声波 65 ℃ 条件下五倍子水提取物的酚类化合物

  Table 1    Phenolic compounds of water extract in Chinese gallnut, as extracted by ultrasound 65 ℃ method
编号
No

化合物
Compounds

分子式
Formula

保留时间
Rt/min

测定值
Measured

理论值
Calculated

碎片离子
Fragments

误差
Error

1 橡碗酸二内酯 C21H10O13 2.38 469.010 6 469.004 8 451.094 3, 425.115 4, 407.104 5 2.56

2 1–GG C13H16O10 4.45 331.070 3 331.067 1 271.047 9, 169.014 4 9.67

3 2–GG C20H20O14 5.17 483.082 3 483.078 0 331.069 9, 271.047 8, 211.025 8, 169.015 5,
151.004 3, 125.025 1 8.90

4 没食子酸* C7H6O5 5.32 169.015 5 169.014 2 125.025 2, 107.030 3, 79.019 6 7.69

5 2–GG C20H20O14 6.55 483.082 2 483.078 0 331.069 4, 313.058 6, 271.047 3, 211.025 4,
169.015 2, 151.003 2, 125.024 5 8.69

6 2–GG C20H20O14 7.32 483.081 1 483.078 0 331.069 0, 271.045 7, 169.015 0, 125.024 4 6.42

7 鞣花酸* C14H6O8 8.03 301.000 2 300.998 9 169.014 2, 151.005 0, 123.009 3, 107.013 8 4.32

8 2–GG C20H20O14 9.64 483.082 6 483.078 0 331.069 9, 313.059 0, 271.047 8, 211.026 1,
169.015 4, 151.004 1, 125.025 1 9.52

9 2–GG C20H20O14 10.68 483.082 5 483.078 0
465.071 3, 331.069 4, 271.047 8, 253.036 4,
211.026 1, 193.015 4, 169.015 3, 151.003 8,
125.024 9

9.32

10 橡碗酸二内酯 C21H10O13 12.57 469.008 5 469.004 8 450.997 0, 425.019 0, 407.007 6, 379.012 4,
353.032 0, 299.993 2, 273.005 3 9.32

11 2–GG C20H20O14 13.19 483.082 7 483.078 0
423.060 0, 331.069 7, 313.058 8, 195.047 5,
271.047 9, 211.026 3, 193.015 4, 169.015 4,
151.004 6, 125.025 0

9.73

12 3–GG C27H24O18 13.34 635.085 3 635.088 9 483.082 3, 465.071 3, 313.058 9, 271.047 7,
193.015 3, 169.015 3, 125.025 1 –5.67

13 2–GG C20H20O14 14.65 483.080 0 483.078 0
423.060 7, 331.069 6, 313.059 4, 271.047 9,
211.026 4, 169.015 7, 151.004 9, 125.025 3,
107.014 6

4.14

14 2–GG C20H20O14 15.07 483.082 8 483.078 0 423.060 9, 313.058 6, 271.047 8, 211.026 3,
193.015 4, 169.015 4, 151.004 4, 125.025 0 9.94

15 间双没食子酸 C14H10O9 15.59 321.026 0 321.025 2 169.015 5, 125.025 3, 79.019 5 2.49

16 3–GG C27H24O18 16.50 635.095 2 635.088 9 617.083 0, 465.071 9, 423.060 4, 313.059 0,
271.026 2, 169.015 4, 125.024 9 9.92

17 3–GG C27H24O18 17.27 635.095 2 635.088 9 483.082 4, 423.060 3, 331.069 3, 211.026 1,
169.015 4, 125.025 0 9.92

18 4–GG C34H28O22 18.68 787.107 6 787.099 9 635.095 1, 617.084 5, 465.071 3, 295.048 2,
169.015 2, 125.024 9 9.78

19 3–GG C27H24O18 20.05 635.089 4 635.088 9 465.067 2, 321.024 4 0.79

20 3–GG C27H24O18 20.57 635.094 8 635.088 9 483.081 9, 465.071 7, 423.060 0, 313.058 8,
271.025 9, 169.015 2, 125.024 9 9.29

21 4–GG C34H28O22 21.77 787.107 7 787.099 9 635.094 8, 465.071 0, 295.048 1, 169.015 2,
125.024 9 9.91

22 4–GG C34H28O22 23.58 787.107 5 787.099 9 635.094 8, 465.071 4, 295.048 0, 169.015 2 9.66

23 4–GG C34H28O22 24.87 787.100 8 787.099 9 635.094 3, 617.084 5, 465.071 4, 295.048 2,
169.015 3 1.14

24 鞣花酸* C14H6O8 40.99 301.001 8 300.998 9 283.958 5, 257.011 1, 229.016 0, 185.025 7,
145.030 2 9.63

25 鞣花酸* C14H6O8 43.57 301.001 4 300.998 9 283.998 2, 257.011 0, 229.015 8, 201.020 5,
185.025 5, 145.030 2, 129.035 3 8.31

26 9–GG C69H48O42 44.33 773.080 0 773.073 7 769.095 0, 621.078 0, 545.062 5, 469.055 9,
393.049 4, 169.014 9 8.15

27 10–GG C76H52O46 44.38 849.088 2 849.079 2 769.095 0, 697.073 9, 621.068 3, 545.062 4,
469.056 4, 393.049 2, 169.014 9 10.06

28 11–GG C83H56O50 44.55 925.094 3 925.084 7 849.087 2, 773.081 4, 697.074 7, 621.068 2,
545.062 6, 469.056 1, 393.049 1 10.38

29 12–GG C90H60O54 44.62 1 001.102 0 1 001.090 1 925.090 5, 849.086 4, 773.081 3, 697.075 4,
621.068 4, 545.062 5, 469.056 2, 393.047 6 11.89

30 6–GG C48H36O30 44.96 1 091.122 4 1 091.121 3 939.110 5 1.01

31 鞣花酸* C14H6O8 45.09 301.001 3 300.998 9 283.998 1, 257.010 6, 229.015 6, 201.020 3,
185.025 5, 145.029 9, 129.034 5 7.97

32 PGG* C41H32O26 45.10 469.052 8 469.051 8 787.100 8, 635.089 9, 617.079 5, 465.068 3,
169.014 5 2.13
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42–60–42–18–44]–，m/z169的裂解离子表明该化

合物存在没食子酸取代结构，m/z125的特征碎片

离子是由没食子酸脱去一个羧基（44 Da）形成

的。该化合物的裂解规律主要体现在没食子酸

（170 Da）、羧基、H2O（18 Da）、C2H2O（60 Da）
及 42 Da的中性损失。化合物 12、16、17、19、
20的准分子离子峰为 m/z635[M–H]–，确定其分子

质量为 636 Da，该化合物典型碎片离子有 m/z617
[M–H–18]–、m/z483[M–H–152]–、m/z465[M–H–
18–152]–、m/z331[M–H–152–152]–、m/z313[M–H–
18 –152 –152]– 及 m/z271、 m/z211、 m/z169、
m/z125等特征性裂解碎片，mz/152的特征性损失

是化合物脱去一个没食子酰基（152 Da）形成

的。该化合物的裂解规律主要体现在没食子酰基的

连续损失及水分子的损失。结合文献数据，这两种

化合物分别鉴定为 2–GG和 3–GG[23]。

编号为 18、21、22、23的化合物准分子离子

峰为m/z787，化合物 32的准分子离子峰为m/z469
[M–2H]2–，两者特征裂解碎片主要表现出没食子

酰基和水的损失，并产生了特征性碎片离子

m/z169、m/z125。结合文献数据 [24-25]，将两种化

合物鉴定为 4–GG和 PGG。对于 PGG，m/z787
碎片离子是由母离子脱去一个没食子酰基形成的，

继续损失一个没食子酰基则生成 m/z635碎片，再

丢失一个水分子形成 m/z617碎片，之后失去一个

没食子酰基，则生成 m/z465离子碎片，也可能由

m/z635丢失没食子酸形成的（图 4）。
编号为 30的化合物准分子离子为 m/z1 091

[M–H]–，化合物 33、34的准分子离子峰为 m/z1
243[M–H]–，并在碰撞过程中连续失去没食子酰

基。化合物 36的准分子离子峰为m/z1395[M–H]–，
经活化碰撞产生了裂解碎片 m/z1 243[M–H–152]–、
m/z1 091[M–H–152–152]–、m/z621[M–2H–152]2–、
m/z545[M–2H–152–152]2–。结合文献信息，这

3种化合物被推定为 6–GG、7–GG和 8–GG[23]。

化合物 26的准分子离子峰为 m/z773[M–2H]2–、化

合物 38的准分子离子峰为 1 547[M–H]–，两者的

分子质量均为 1 548 Da。化合物 27的准分子离子

峰为 849[M–2H]2–，化合物 39的准分子离子峰为

m/z1 699[M–H]–、确定两者的分子质量均为 1 700
Da。化合物 35的准分子离子峰为m/z925[M–2H]2–，
确定该物质的分子质量为 1 852 Da，二级质谱显

示它们都具备特征性的没食子酰基的丢失情况，

这 3种化合物分别被推定为 9–GG、10–GG和

11–GG[26]。化合物 40的准分子离子峰为 m/z1
001[M–2H]2–、确定其分子质量为 2 004 Da，并产

生了 m/z1 699[M–H–152–152]–、m/z1 395[M–H–
152–152–152–152]–及 m/z301和 m/z183.030等

特征性裂解离子，被鉴定为 12–GG。化合物 41的

准分子离子峰为为 m/z1 077[M–2H]2–、确定其分

子质量为 2 156 Da，化合物 42的准分子离子峰

续表 1
编号
No

化合物
Compounds

分子式
Formula

保留时间
Rt/min

测定值
Measured

理论值
Calculated

碎片离子
Fragments

误差
Error

33 7–GG C55H40O34 45.13 1 243.133 2 1 243.132 3 1 091.121 0, 939.107 7 0.72

34 7–GG C55H40O34 45.35 1 243.133 2 1 243.132 3 1 091.123 7, 939.111 7 3.46

35 11–GG C83H56O50 45.42 925.083 8 925.084 7
1 699.163 1, 1 547.154 1, 1 395.144 4,
1 243.133 1, 849.078 7, 697.067 7,
621.062 1, 469.051 6, 301.000 0

–0.97

36 8–GG C62H44O38 45.43 1 395.145 9 1 395.143 2 1 243.136 8, 1 091.123 6, 621.064 5,
545.058 2, 301.000 0 1.94

37 儿茶素 C15H14O6 45.49 289.071 3 289.071 7 261.005 8, 242.994 6, 217.015 5, 189.020 4,
161.025 2 1.38

38 9–GG C69H48O4 45.59 1 547.156 5 1 547.154 7 1 395.149 0, 1 243.138 6, 1 091.124 2,
697.070 9, 545.058 7, 301.000 7 1.16

39 10–GG C76H52O46 45.61 1 699.156 7 1 699.165 6 1 547.162 4, 1 395.085 8 –5.24

40 12–GG C90H60O54 45.67 1 001.091 6 1 001.090 1 1 699.167 1, 1 395.146 6, 849.080 4,
301.000 8, 183.030 6 1.50

41 13–GG C97H64O58 45.69 1 077.598 6 1 077.597 3 925.085 9, 301.000 8, 183.030 5 1.21

42 14–GG C104H68O62 45.69 1 153.603 6 1 153.602 8 925.085 7, 301.000 9, 183.030 6 0.69

43 鞣花酸 C14H6O8 47.44 301.001 4 300.998 9 229.015 5 8.31

　　注：“*”表示与标准品对照的化合物。
　　Note: “*” Represent identified by the standard compound.
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为 m/z1 153[M–2H]2–、确定其分子质量为 2 308
Da，两者产生了 m/z925、m/z301、m/z183等特

征性裂解离子，被推定为 12–GG、13–GG和

14–GG[18]。

 3.1.2    高温提取条件下五倍子化合物的鉴定　在

高温 121 ℃ 条件下，烘干的五倍子和冻存的五倍

子水提取溶液中都只能鉴定到 1–GG至 8–GG，其

中 3–GG鉴定到 5个同分异构体，PGG鉴定到

4个同分异构体，1–GG、4–GG、6–GG、7–GG
均鉴定到 2个同分异构体（表 2）。表 2中的编号

与总离子流色谱图中图 B的编号相对应。

值得注意的是，不同分子质量的没食子单宁之

间存在规律的 m/z152的差值，与化合物结构间相

差一个没食子酰基（152 Da）相吻合，特定没食

子酰基的中性损失是该类化合物的特征之一。

 3.2    其他化合物的鉴定

负离子模式下，鉴定到其他类化合物共 6个。

其中，没食子酸、鞣花酸、没食子酸甲酯是与标准

品品比对确定的。表 1中编号为 1、10的化合物

准分子离子峰为 m/z469[M–H]–，并检测到碎片离

子 m/z451[M –H –18]– 、 m/z425[M –H –44]– 、
m/z407[M–H–44–18]–，该化合物的碎片离子主要

依赖于水分子和羧基的损失，结合文献鉴定为橡碗

酸二内酯[27-28]。化合物 4被鉴定为没食子酸，该化

合物在负离子模式下产生 m/z169[M–H]–的准分子

离子峰，羧基键能较弱，容易发生断裂，形成稳定

性高的 m/z125[M–H–44]–离子，之后，m/z125
[M–H–44]–脱去一个水分子形成 m/z107[M–H–
44–18]–，损失一个 CO后形成 m/z79[M–H–44–
18–28]–[29]。化合物 15的准分子离子峰为 m/z321、
对应的分子质量为 322 Da，产生特征裂解碎片

m/z169、m/z125和 m/z79，参照文献数据[17]，推

定为间双没食子酸。化合物 7、24、25、31、43
的准分子离子峰为 m/z301[M–H]–，化合物 7的特

征裂解离子有m/z169、m/z151、m/z123、m/z107，
除此之外，其他 4个化合物的裂解离子为 m/z283、
m/z257、m/z229、m/z185、m/z145，结合文献

数据鉴定为鞣花酸[30-31]。

 4　 讨论

解析五倍子中的化合物质成分，是五倍子进一

步开发利用的基础。然而，单宁组成成分复杂，分

子质量大，鉴定到高度没食子酰基化的单宁较为困

难。据报道，乙醇、水、乙醇–水溶液、丙酮、丙

酮水溶液、甲醇、乙酸乙酯都是提取植物单宁成分

的良好溶剂[23, 32-34]。基于不同的提取溶剂对单宁提

取效率的影响[35]，选定了 3种提取溶剂，丙酮、乙

醇和水，提取方式为高温高压提取，分别采用了烘

 

−没食子酰基m/z152

−没食子酸 m/z170−C34H26O21

−H −H −H

−H −H −H

−C34H26O21

−H 2
O m

/z18 −没食子酸 m/z170

−没食子酰基 m/z152

−没食子酰基 m/z152

gallic acid m/z: 169.014 5 C27H21O17-m/z: 617.079 5 C20H17O13-m/z: 465.068 3

C34H27O22-m/z: 787.100 8C41H31O26-m/z: 939.111 3 C27H23O18-m/z: 635.089 9

图 4    PGG的质谱裂解途径

Fig. 4    Fragmentation behavior of PGG by mass spectrometry
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干的角倍样本和–80 ℃ 冷冻保存的角倍样本，经

过高分辨质谱分析，获得的提取物中包含相似的单

宁组分，主要为 1–GG至 8–GG。然而，经过大量

的实验分析，均未鉴定到高分子质量的没食子单宁

组分。

超声波辅助提取可显著减少处理时间，降低提

取温度，具备更高的提取效率，是提取水解单宁的

有效方法[36]，本研究采用了超声波辅助提取方法，

在五倍子水提取物中成功鉴定到了 1–GG至 14–
GG。除此之外，考察了 3种不同超声提取温度下

五倍子水提取物的单宁成分。在 55 ℃、60 ℃ 和

65 ℃ 超声提取条件下，五倍子水提取物均含有

1–GG至 14–GG。其中，在 65 ℃ 条件下，五倍

子水提取物中包含最多的没食子单宁异构体，可能

是因为温度的升高，有利于有效物质的溶解。有研

究使用蒸馏水为提取溶剂，提取时间为 20 h，在

五倍子提取液中鉴定到 1–GG至 3–GG [15]。一种

使用沸水回流提取的方法，提取时间为 3 h，在五

倍子水提取液中鉴定到 1–GG至 8–GG[16]。本研究

基于超声波辅助提取方法，提取时间为 1 h，在五

倍子水提取液中测定到 14种没食子单宁（表 1）。
本研究基于高分辨质谱技术，建立了一种有效的鉴

定方法，在超声辅助的五倍子水提取液中检测到了

高分子质量的单宁成分及大量的单宁同分异构体。

在五倍子提取物的高分辨质谱分析过程中，没

食子单宁呈现规律的没食子酰基和没食子酸的丢失

表 2    高温 121℃ 提取条件下五倍子水提取物的酚类化合物分析

  Table 2    Phenolic compounds of water extract in Chinese gallnut, as extracted by
high temperature 121℃ method

编号
No

化合物
Compounds

分子式
Formula

保留时间
Rt/min

测定值
Measured

理论值
Calculated

碎片离子
Fragments

误差
Error

1 1–GG C13H16O10   3.41    331.068 0    331.067 1 271.858 6, 169.014 1, 125.024 3 2.72

2 没食子酸* C7H6O5   3.71    169.014 6    169.014 2 125.025 1, 96.960 2 2.37

3 1–GG C13H16O10   4.24    331.067 9    331.067 1 271.048 2 2.42

4 2–GG C20H20O14   8.44    483.079 0    483.078 0 313.056 7, 271.942 5, 169.014 1, 125.024 3 2.07

5 没食子酸甲酯* C8H8O5 12.70    183.030 3    183.029 4 — 4.92

6 3–GG C27H24O18 18.32    635.090 6    635.088 9 465.068 0, 331.025 4, 169.014 4 2.68

7 间双没食子酸 C14H10O9 18.54    321.025 0    321.025 2 169.013 7, 125.024 1 0.88

8 3–GG C27H24O18 19.21    635.090 3    635.088 9 465.071 7, 423.060 0, 313.058 8, 271.026 0, 169.015 2, 125.024 9 2.20

9 3–GG C27H24O18 20.52    635.090 6    635.088 9 465.070 9, 313.058 7, 169.015 2 2.68

10 3–GG C27H24O18 21.62    635.090 4    635.088 9 483.081 9,313.058 7,169.015 3 2.36

11 3–GG C27H24O18 24.43    635.090 5    635.088 9 483.082 3, 195.047 9, 169.015 2 2.52

12 4–GG C34H28O22 25.56    787.101 9    787.099 9 635.094 4, 169.015 0 2.54

13 4–GG C34H28O22 26.20    787.101 9    787.099 9 635.094 3, 617.084 6, 465.071 4, 169.015 0 2.54

14 PGG* C41H32O26 27.44    939.113 1    939.110 9 787.104 9 , 469.052 9, 393.047 2, 321.025 6 2.34

15 PGG* C41H32O26 28.31    939.112 8    939.110 9 787.102 5, 625.049 0, 469.052 9, 393.047 1, 169.014 5 2.02

16 PGG* C41H32O26 29.27    469.053 1    469.051 8 787.100 7, 625.051 1, 469.053 0, 393.046 9, 169.014 6 2.77

17 PGG* C41H32O26 30.47    939.113 2    939.110 9 621.064 1, 545.059 2, 469.053 0 2.45

18 7–GG C55H40O34 30.81 1 243.134 2 1 243.132 3 1 091.124 8, 939.111 8, 621.065 0, 545.058 9, 469.053 0 1.53

19 6–GG C48H36O30 31.02 1 091.124 7 1 091.121 3 939.114 0, 787.188 9, 545.057 4 3.12

20 6–GG C48H36O30 31.46 1 091.124 5 1 091.1213  939.112 9 2.93

21 7–GG C55H40O34 31.70 1 243.136 0 1 243.132 3 1 091.130 9 2.98

22 鞣花酸* C14H6O8 32.02    300.999 6    300.998 9 — 2.33

23 8–GG C62H44O38 32.25 1 395.146 9 1 395.145 9 1 243.135 8, 1 091.121 9, 697.070 6, 621.064 3, 545.058 5, 300.998 3 0.72

　　注：“*”表示与标准品对照的化合物，“–”表示未检出。
　　Note: “*” Represent identified by the standard compound, “–” indicated as not contain.
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情况。 [M–H–152]–或 [M–H–170]–基峰离子的形

成，表明没食子单宁中氧苷键的两种特征性断裂行

为。一些碎片离子由糖苷丢失产生，没食子单宁中

的氧苷键容易断裂，通过葡萄糖的交叉环切除反

应，引起了 C2H4O2（60 Da）的丢失，并伴随着

H2O和羧基的损失。除此之外，没食子单宁及其同

分异构体会产生较为一致的裂解离子。[M–H–152–
18–152]–、[M–H–152–18–152–152]–是由于没食

子酰基和水分子的相继损失，[M–H–152–152]–是
由于没食子酰基的相继损失[33, 37]。对于 PGG，同

分异构体之间显示出不同的裂解模式。除了本实验

中推测的裂解途径外，PGG还可以裂解为 m/z769
[M –170]–、m/z617[M –170 –152]–、m/z465[M –
170 –152 –152]–、 m/z313[[M –170 –152 –152 –
152]–[38]，主要是通过没食子酸和没食子酰基的连

续损失进行裂解。

 5　 结论

超声波辅助提取方法能够有效地提取五倍子中

的水解类单宁物质，利用 UHPLC–QTOF–MS技

术分析五倍子中的单宁成分，成功检测到了

1–GG至 14–GG及大量的没食子单宁异构体。五

倍子单宁主要通过没食子酸（C7H6O5）、没食子

酰基（C7H4O4）、H2O、羧基、糖苷、60 Da和

42 Da的中性损失进行裂解。该方法能够有效的鉴

定到五倍子中的活性物质，质谱裂解模式可应用于

其他植物中没食子单宁及其同系物的快速解析，本

研究为植物中单宁成分的研究与开发提供科学

依据。
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Analysis of Tannin of Galla chinensis by UHPLC– QTOF–MS

NI Bing-bing1, LIU Hong1, YU Li-yang1, ZHANG Guo-yun1,2, HE Cai-yun1,2, ZHANG Jian-guo1,2

(1. State Key Laboratory of Tree Genetics and Breeding, Research Institute of Forestry, Chinese Academy of Forestry, Beijing
　100091, China; 2. Co-Innovation Center for Sustainable Forestry in Southern China,

Nanjing Forestry University, Nanjing　210037, Jiangsu, China)

Abstract: [Objective] To develop an effective method for characterizing tannin of Chinese gallnut by ultra-
performance  liquid  chromatography–quadrupole  time  of  flight  mass  spectrometry  (UHPLC–QTOF–MS),
and analyze the fragmentation behavior  of  gallotannins. [Methods] High temperature and ultrasonic–as-
sisted methods were implemented for extracting phenolic compounds from Chinese gallnut, and the frag-
mentation  pathway  of  gollotannins  were  characterized  by  MS/MS  spectrometry.  [Results]  A  total  of  20
compounds were identified, including 14 gallotannins, 2 gallagyl  esters,  3 phenolic acids, and 1 flavanol.
Gallotannins with molecular mass higher than 1 500 Da were not identified when high temperature 121 ℃
was used as extract method, while they were successfully detected by the ultrasound extract method, in-
cluding 1–O–galloyl–β–D–glucose to 14–O–galloyl–β–D–glucose. Under the conditions of ultrasonic power
of  1  500  W and  extraction  temperature  of  65 ℃,  more  gallotannin  isomers  were  identified.  The  MS/MS
spectrum showed that gallotannins were mainly decomposed by the loss of glucoside, gallic acid, galloyl,
H2O and carboxyl. [Conclusion]  In the study, UHPLC–QTOF–MS technology coupled with ultrasonic ex-
traction methods have been proved to determine gallnut tannin comprehensively and efficiently. The identi-
fication of gallnut tannin and the analysis of their fragmentation mechanism can provide a reference for re-
search on the chemical composition of other plants rich in tannin.
Keywords: Chinese gallnut; gallotannins; UHPLC–Q–TOF–MS; fragmentation behavior
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