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前言

大豆异黄酮被称为是植物性雌激素，许多研究表明食用含

大豆异黄酮的保健食品如豆奶和豆粉可以预防乳腺癌和前

列腺癌，预防心血管疾病和降低糖尿病和绝经后骨质疏松

的发生。已经发现的十二种大豆异黄酮分别为大豆甙元(De),

黄豆黄素(Gle),染料木素(Ge)和它们各自的丙二酰基(6”-O-丙

二酰基-β-配糖体-)，乙酰基(6”-O-乙酰基-β-配糖体-)和葡萄糖

基(β-葡萄糖苷)构型1。它们的结构见图 1。

许多研究已经表明食用含大豆异黄酮的保健食品如豆奶和

豆粉，对身体各方面都有好处，包括预防乳腺癌和前列腺

癌，预防心血管疾病和降低糖尿病和绝经后骨质疏松的发

生2-6。

美国 FDA 在 1999 年批准针对心脏健康推销大豆蛋白7，食品

行业以大豆异黄酮含量为主题进行产品宣传，此类保健食

品的销售额逐年增加。

本应用介绍了使用反相 UPLC® - PDA 和 MS 检测器快速检测和

鉴定大豆类营养品中大豆异黄酮葡萄糖基共轭体的方法。

实验条件

将大豆胶囊用甲醇：水溶液(9:1)超声处理 10 分钟以提取出

大豆异黄酮，提取物经 0.45 μm 滤膜过滤。

质谱检测采用两种模式：全扫描(m/z:50-550)和选择离子监

测(SIR)模式。

液相条件

液相系统: 沃特世 (Waters®) ACQUITY UPLC® 系统

色谱柱:  ACQUITY UPLC BEH C8 色谱柱 
 2.1 x 100 mm, 1.7 µm

柱温:  35 °C

流速:  500 µL/min 

流动相 A:  含 0.2% 甲酸水溶液 

流动相 B:  甲醇

梯度:  0.4 min 内达到 25% B，25-40%/1.1 

 min，维持 0.8 min

PDA 条件

PDA: ACQUITY UPLC PDA

波长范围: 205-450 nm

分离度: 1.2 nm

采集速度: 20 spectra/s

使用UPLC- PDA和SQD质谱检测器分析保健食品中的大豆异黄酮

Antonietta Gledhill 
沃特世公司，曼彻斯特，英国

图 1. 三种大豆异黄酮的结构：大豆苷元、染料木素、黄豆黄素
和它们的共轭体。
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质谱条件

质谱系统: SQ 检测器

电离模式: ESI（+）

毛细管电压: 2000 V

去溶剂温度: 400 °C

去溶剂气体: 1000 L/Hr

源温度: 130 °C

全扫描设置

锥孔电压: 37 V

采集范围: m/z 50 - 550

SIR 设置

每个 SIR 驻留时间为 10 ms，延迟时间 5 ms。

SIR 1 (大豆苷元) SIR 2 (染料木素) SIR 3 (黄豆黄素)

m/z 锥孔  
电压(v) m/z 锥孔  

电压(v) m/z 锥孔  
电压(v)

137 90 153 90 167 90

255 60 271 70 285 70

471 30 433 25 447 25

459 30 475 35 489 25

503 30 519 35 533 45

结果

分析物相应洗脱顺序为：葡萄糖基、丙二酰基、乙酰基和大

豆异黄酮，保留时间见表 2。ACQUITY UPLC C8 与 C18 柱相比，C8 

柱在本流动相系统中有更好的分离。

本工作中两个方法分别采用全扫描方式和目标化合物选择

性离子检测(SIR)的方式。 

保留时间 (min) 化合物 [M+H]+

1.59 黄豆甙元         
葡萄糖甙 417

1.70 黄豆黄素         
葡萄糖甙 447

2.20 异黄酮葡萄糖甙 433

2.69 黄豆甙元丙二酰
葡萄糖甙 503

2.86 黄豆黄素丙二酰
葡萄糖甙 533

3.23 黄豆甙元乙酰   
葡萄糖甙 459

3.41 黄豆黄素乙酰   
葡萄糖甙 489

3.98 黄豆甙元 255

4.00 异黄酮乙酰      
葡萄糖甙 489

4.13 黄豆黄素 285

3.21 异黄酮丙二酰   
葡萄糖甙 519

4.72 异黄酮 271

全扫描含碎片信息的质谱图(图 2)可帮助进行结构确定和鉴

定未知化合物。

采用全扫描方法得到的大豆苷元 MS 谱见图 2。对于共轭的

大豆异黄酮系统，列出共轭体的母离子([M+H]+：m/z 417)和大

豆异黄酮母离子([M+H]+：m/z 255)。它们的钠加和物 [M+Na]+ 分

别为 m/z 439 和 m/z 277。

表 1. 相应每个质荷比锥孔电压的 SIR 设置。 表 2. 大豆异黄酮和它们共轭体的保留时间。
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从全扫描数据中可以提取所需要离子的信息，图 3A 显示了

m/z 分别为 255，271 和 285的选择离子色谱图。相同的程序

也可以由 PDA 检测器在 260 nm 实现。 

图 3B 显示的是染料木素和染料木素共轭体的选择离子色谱

图。m/z 153 是大豆异黄酮结构的碎片离子之一(见讨论)。

相对于全扫描，SIR 可以提供更高的灵敏度(图4)，更适合用

于定量实验。
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图 2. 大豆苷葡萄糖苷(大豆苷元)和大豆苷的谱图，ESI(+)母
离子分别为 417 和 255。

图 3. A:选择波长 260 nm，由 TIC 提取得到的全扫描大豆苷元、染
料木素和黄豆黄素 m/z 离子 MS 数据。B:SIR 方法和大豆食品中染
料木素的各个离子。

图 4. 用 SIR(上图)和全扫描提取离子模式(下图)得到的数据
的信噪比。
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讨论

目前对大豆异黄酮的研究主要集中于染料木素 8-10和大豆

苷元的各种生物性质，临床研究也支持它们对健康的有益

作用12,13。

串联四级杆 MS 的研究显示大豆异黄酮和它们的葡萄糖基

共轭物除了大豆异黄酮的 [M+H]+ 以外还有共同的子离子。

反应路径(图 5)显示子离子可能为[a+1]：对大豆苷元、染料木

素和黄豆黄素而言，[a+1] m/z 分别为 137，153 和 167。

我们运用 SIR 模式做 [a+1] 离子检测。SIR 方法建立时允许对

三个检测离子分别运用其各自所需的高锥孔电压(如表 1 所

示)。

色谱数据点

用质谱做定量分析时，每个色谱峰至少要有 10 个数据点。

这样才可以得到重现性好的峰。因 UPLC 的峰宽比常规 HPLC 

峰要窄得多，质谱采集速度必须很快才可以实现每峰 10 个

数据点的采集。图 6 显示在 SIR 模式下，当 SIR 驻留时间改变

后的时间点的比较。

在本应用指南中的 SIR 实验，每个化合物分析采用 10 ms 的驻

留时间可使每个色谱峰获得所需要的数据点。

图 5. 大豆苷元的碎裂途径。

图 6. SIR 驻留时间和数据点的比较。 
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Waters, ACQUITY UPLC 和 UPLC 是沃特世公司的注册商
标。The Science of What’s Possible 是沃特世公司的商标。
所有其他商标属于各自所有者。
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结论

本应用介绍了保健食品中大豆异黄酮的分析方法。随着对

保健食品研究的不断深入，此方法对于分析有效成份在人

体内的生物利用度也具有非常重要的参考价值。 

本文中的结果使用 UV 和 MS 做检测器建立了一个 5.5 分钟的

分析方法。我们利用 MS 全扫描得到化合物的结构信息，用

SIR 方法获得更好的灵敏度从而更适合用于定量。
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