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摘   要：【目的】利用超高效液相色谱与串联四级杆飞行时间质谱仪联用技术 (ultra-high- 

performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry, UPLC-Q- 

TOF-MS/MS)结合质谱裂解规律分析，靶向分离 Alternaria panax 发酵液粗提物中次生代谢产物。

【方法】用马铃薯葡萄糖(potato dextrose broth, PDB)培养基液体发酵 A. panax 14 d，将滤液用乙

酸乙酯萃取后减压浓缩得粗提物；基于 UPLC-Q-TOF-MS/MS 方法(高分辨质谱、分子式与碎片峰

等)分析粗提物化学成分及质谱裂解规律；采用半制备高效液相色谱(high-performance liquid 

chromatography, HPLC)方法进一步分离纯化；结合核磁共振波谱(nuclear magnetic resonance, 

NMR)和质谱(mass spectrometry, MS)等谱学技术以及与文献数据对照确定化合物结构。【结果】

利用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术分析出 A. panax 发酵液中存在 9 个二酮哌嗪类化合物(1−9)，并分

析其质谱裂解规律；为验证结构推测的准确性，靶向分离鉴定了化合物 1−3，结合高分辨质谱数
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据，靶向分离得到的化合物结构与质谱分析结构一致。【结论】UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术结合质

谱裂解规律能够快速、高效地完成样品中目标成分的分析，并可以指导化合物的靶向分离。 

关键词：UPLC-Q-TOF-MS/MS；二酮哌嗪类；质谱裂解规律；靶向分离 

Rapid analysis of diketopiperazines in Alternaria panax by 
UPLC-Q-TOF-MS/MS combined with fragmentation patterns 

CHEN Huiqing1#, TAN Xiangmei1#, LI Qi1, SUN Wensong2, LI Yong1*, DING Gang1* 

1 Key Laboratory of Bioactive Substances and Resources Utilization of Chinese Herbal Medicine, Ministry of 
Education, Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union 
Medical College, Beijing 100193, China 

2 Liaoning Research Institute of Cash Crops, Liaoyang 111000, Liaoning, China 

 

Abstract: [Objective] To obtain the target compounds from the extract of Alternaria panax 
based on ultra-high-performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight tandem mass 
spectrometry (UPLC-Q-TOF-MS/MS) combined with their fragmentation patterns. [Methods] A. 
panax was fermented in potato dextrose broth (PDB) for 14 days. The filtrate was extracted with 
ethyl acetate and concentrated under reduced pressure to obtain the crude extract. The chemical 
composition and fragmentation pattern of the crude extract of A. panax were analyzed by 
UPLC-Q-TOF-MS/MS (including high-resolution electrospray ionization mass spectrometry 
(HR-ESI-MS), molecular formula, and fragment peak). Semi-preparative high-performance 
liquid chromatography (HPLC) was employed to further purify the target compounds. The 
structures of the compounds were identified by nuclear magnetic resonance (NMR), mass 
spectrometry (MS), and comparison with literature data. [Results] Nine diketopiperazines (1−9) 
were identified by UPLC-Q-TOF-MS/MS from the crude extract of A. panax and their 
fragmentation patterns were analyzed. To verify the correctness of these structures, we separated 
compounds 1−3 and determined their chemical structures. The obtained structures of compounds 
1−3 were consistent with the results of UPLC-Q-TOF-MS/MS. [Conclusion] UPLC-Q-TOF-MS/ 
MS combined with fragmentation patterns can rapidly and efficiently identify the target 
components in an unknown sample, which can guide the targeted isolation as well. 
Keywords: UPLC-Q-TOF-MS/MS; diketopiperazines; fragmentation pattern; targeted isolation 
 

二 酮 哌 嗪 类 化 合 物 (diketopiperazines, 

DKPs) ， 又 称 环二 肽 (cyclic dipeptides) ， 在

1880 年被首次发现。该类化合物可被多种生物

合成，广泛分布于细菌、放线菌、真菌和各

类海洋高等生物中 [1]。该环肽类化合物的基本

骨架是一种由 2 个氨基酸缩合形成的六元环。

因其结构稳定，且有 2 个氢键供体和氢键受

体，使得二酮哌嗪类化合物具有强亲和力和多

种活性，在药物开发领域成为重要的药效团之

一 [2-3]。据文献报道，二酮哌嗪类化合物具有

抗肿瘤、抗病毒、抗菌、抗炎、降血糖、抗心

律失常和抗高血压等多种良好药理活性，且具
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有较高的细胞通透性和与特殊靶点结合的亲和

性，已作为未来创新药物进行广泛研发 [4-5]。

例如，Nilov 等 [6]首次证明了天然二酮哌嗪

类化合物可以抑制重要的抗癌靶点聚腺苷二

磷酸核糖聚合酶(poly ADP-ribose polymerase, 

PARP)，为 PARP 抑制剂基础结构提供了新的

思路；Mohanlal 等[7]证明海洋源 Aspergillus sp.

的 plinabulin 可以提高非小细胞肺癌患者的生存

率，且目前已进入Ⅲ期临床试验；Liddle 等[8]发

现 retosiban 可作为临床早产的催产素拮抗剂使

用。环二肽类化合物对酶水解有明显的抗性，

并有自组成凝胶的倾向，在功能材料领域也具

有巨大的应用前景 [9-10]。此外，二酮哌嗪类化

合物也常作为调味剂等添加在食品中[11]。这种

独特的环肽类化合物以其稳定的结构和丰富的

生物活性，吸引着众多研究者的深入挖掘。然

而，使用传统的分离方法很难在复杂的未知生

物样品中快速检测并靶向分离到目标化合物，

这也成为了继续发掘该类化合物的一大阻碍。

因此，亟需找到更高效的方法寻找结构新颖或

拥有良好活性的二酮哌嗪类化合物。 

超 高 效 液 相 色 谱 (ultra-high-performance 

liquid chromatography, UPLC)与质谱技术联用，

具有高效、高灵敏度等众多优势，能够提供复

杂样品中单一化合物的元素组成和离子碎片信

息。该技术在许多研究中都已被证实可以在化

合物鉴定过程中与核磁共振波谱等技术提供的

数据互为补充，既可以用于检测新的化合物，

也可以通过分析化合物元素组成和离子碎片裂

解规律等进行结构推测、目标化合物鉴定等，

为复杂样品的检测和鉴定提供了有效思路[12-16]。

例如，Wang 等[17]总结 seco-sativene 倍半萜的

质谱裂解规律，并结合超高效液相色谱与串

联四级杆飞行时间质谱仪联用技术(ultra-high- 

performance liquid chromatography-quadrupole 

time-of-flight tandem mass spectrometry, UPLC- 
Q-TOF-MS/MS)技术成功实现了类似物的靶向

分离。Tan 等[18]通过总结 Alternaria oxytropis 
(Pleosporaceae)中愈创木烷类倍半萜烯的质谱

裂解规律，也利用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 实现

了类似物的靶向分离。 

本研究利用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术结

合质谱裂解规律分析了人参黑斑菌 Alternaria 

panax 的发酵液粗提物，暗示提取物中存在

9 个二酮哌嗪类化合物(不同立体构型 15 个类

似物 )。为验证该分析方法的可靠性，通过

HPLC 的追踪实现 3 个主要化合物的靶向分

离。结合 1H-NMR 和高分辨质谱数据进行结构

鉴定，3 个化合物实际结构与前期推测一致，

证实了 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术结合质谱裂

解规律分析提取物中化合物结构的高效、准确

与可靠性(图 1)。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂及仪器 
1.1.1  供试菌株 

本研究使用的人参黑斑菌 Alternaria panax
菌株由沈阳农业大学傅俊范教授提供，该菌株

对人参的致病性已得到证实[19-20]。 

1.1.2  试剂 

色谱乙腈、色谱甲醇、水和甲酸，默克

公司；石油醚、乙酸乙酯、二氯甲烷、甲

醇、乙醇、丙酮等其他试剂，天津精细化工

有限公司。  

1.1.3  仪器 

KQ-500E 超声波清洗器，昆山市超声仪器

有限公司；配有低温冷却循环泵(长城科技工贸

有限公司)的旋转蒸发仪(EYELA)；超高效液相

色谱仪 UPLC：采用 Waters Acquity UPLC-PDA

系统，配置分析反相色谱柱 C18 (100 mm2.1 mm,  
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图 1  Alternaria panax 成分分析及目标化合物靶向分离流程 
Figure 1  Constituent analysis and targeted separation processes based on Alternaria panax. 
 

1.7 μm, Acquity BEH, Waters)；飞行时间质谱仪

UPLC-TOF-MS (Waters)：采用 Xevo G2-SQTOF

系统(Waters)，配备电喷雾电离源(ESI)，使用

MassLynx 4.1 软件(Waters)；核磁共振仪：Bruker 

AM 500 (核磁共振仪，Bruker)；半制备液相色谱：

SEP LC-52 [森诺达(北京)分离技术有限公司]，配

有MWD紫外检测器和YMC-pack ODS-A色谱柱

(250 mm×10 mm, 5 μm)；TG16-WS 高速离心机，

湖南湘仪实验室仪器开发有限公司。 

1.2  真菌发酵与提取 
将菌块接种在 PDA 平板上，25 °C 培养 7 d，

于菌落边缘取 8 个直径 8 mm 的菌饼，接种

到事先灭菌的 8 瓶 200 mL PDB 培养液中，

25 °C、120 r/min 振荡培养 14 d。最终得到

发酵液 1.6 L，用 1.6 L 乙酸乙酯萃取 3 次，减

压浓缩得粗提物 400 mg。 

1.3  二酮哌嗪类化合物 1−3 的纯化与分离 
粗提物(400 mg)经过 UPLC-Q-TOF-MS/MS

及 HPLC 跟踪进行化合物的靶向分离，在分离

过程中通过保留时间及质谱数据等的对比，只

保留含有目标化合物的馏分。最终得到馏分

Fr.1 (10 mg)，通过高效液相(UV 210 nm，45%

甲醇-水)进一步纯化，得化合物 2 (tR=15.0 min，

2.0 mg)；Fr.2 (23 mg)，进一步通过高效液

相 (UV 210 nm，23%乙腈 -水 )纯化，得化合

物 1 (tR=12.3 min，2.1 mg)；Fr.3 (10 mg)通过半

制备液相(UV 210 nm，23%乙腈-水)进一步纯

化，得化合物 3 (tR=24.5 min，1.4 mg)。 

1.4  高效液相色谱-质谱联用条件 
UPLC 采用 Waters Acquity UPLC-PDA 系

统，配置分析反相色谱柱C18 (100 mm2.1 mm，

1.7 μm，Acquity BEH, Waters)，吸光度范围

210−500 nm。柱温 40 °C。流动相为乙腈(A) 

−0.1%甲酸水溶液(B)，梯度条件为：0−18 min，

5%−95% A；18.5 min，5% A；20 min，5% A。

UPLC 系统进入 ESI-Q-TOF-MS 检测器的流速

为 0.5 mL/min，进样量 1 μL。 

飞行时间质谱检测采用 Xevo G2-SQTOF

系统 (Waters)，配备电喷雾电离源 (ESI)。使

用负离子和正离子模式设置分析参数，在

m/z=50−1 500 质量范围内获取数据。设定离子

源温度(source temperature)为 100 °C，脱溶剂

气温度(desolvation temperature)为 450 °C，脱

溶剂气流速(desolvation gas flow)为 900 L/h。

锁定质量数(lock mass)为 m/z=556.277 1 所使

用的锁定质量化合物为 Leu 脑啡肽，浓度为
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200 pg/μL。毛细管电压为 2.5 kV。锥孔电压

(sampling cone) 40 V。低能量扫描时碰撞能量

6 eV，高能扫描时碰撞能量 25−40 eV。仪器采

用 MassLynx 4.1 软件控制。 

2  结果与分析 

2.1  Alternaria panax 乙酸乙酯部粗提物的

UPLC-Q-TOF-MS/MS 与裂解规律分析 
乙酸乙酯部粗提物的 UPLC-Q-TOF-MS/ 

MS 谱显示(图 2)，从 1.00 min 到 4.00 min (正离

子模式)出现了 15 个主要的分子离子峰([M+H]+) 

(表 1)，图 S1 数据已提交国家微生物科学数据

中心，编号：NMDCX0000173，分子量(MW)

为 m/z=261 (3 个立体异构体，tR=2.14、2.86 和

3.11 min，相同分子量和类似的质谱裂解规

律)，m/z=227 (1 个立体异构体，tR=2.56 min)，

m/z=245 (2个立体异构体，tR=3.63和 3.92 min)， 

m/z=211 (3 个立体异构体，tR=3.06、3.23 和

3.37 min)，m/z=211 (1个立体异构体，tR=1.21 min)，

m/z=197 (2个立体异构体，tR=2.22和 2.28 min)，

m/z=195 (1 个立体异构体，tR=1.67 min)，

m/z=169 (1 个立体异构体， tR=1.26 min)和

m/z=155 (1 个立体异构体，tR=1.00 min)。在这

些分子离子峰的 MS/MS 数据中，28 (CO)和

18 (H2O)的中性丢失占主导。根据乙酸乙酯部粗

提物 UPLC-Q-TOF-MS/MS 谱的高分辨分子量和

碎片峰，共推断出 9 个二酮哌嗪类化合物(平面

结构)，包括 cyclo(Phe-hydroxy-Pro) (1, [M+H]+= 

261), cyclo(Hyp-Leu) (2, [M+H]+=227)，cyclo(Pro- 

Phe) (3, [M+H]+=245), cyclo (Pro-Leu) (4, 

[M+H]+=211)，cyclo(Hyp-Pro) (5, [M+H]+=211)，

cyclo(Pro-Val) (6, [M+H]+=197)，cyclo(Pro-Pro) 

 

 
 

图 2  Alternaria panax 发酵液粗提物在 0.60−4.00 min (正源模式)的 UPLC-UV-Q-TOF 和 UPLC-Q- 

TOF-MS/MS 总离子流图 
Figure 2  UPLC-UV-Q-TOF and UPLC-TOF-MS/MS profiles from 0.60 to 4.00 min (positive mode) of the 
extract from liquid culture of Alternaria panax. Number 1−9: Compounds 1−9 respectively; a, b, c: Isomers. 
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(7, [M+H]+=195)，cyclo(Pro-Ala) (8, [M+H]+=169)

和 cyclo(Pro-Gly) (9, [M+H]+=155) (图 3 为 1−9 的

结构，图 4 为 1−9 的裂解规律；表 2 为分子离子

与子离子质谱数据；化合物 1−9 的 UPLC-Q- 

TOF-MS/MS 图(图 S2)已提交国家微生物科学数

据中心，编号：NMDCX0000173)。 

 
表 1  使用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 对 15 个离子峰进行精确分子量鉴定 
Table 1  Mass accuracy measurement of fifteen peaks using UPLC-Q-TOF-MS/MS 
Number Retention time 

(min) 

Experimental mass  

(m/z) 

Theoretical mass  

(m/z) 

Molecular 

formula 

Error  DBE Fit Conf % 

mDa 10−6 

1 0.999 155.082 7 155.082 1 C7H10N2O2 0.6 3.9 4 − 

2 1.218 211.109 1 211.108 3 C10H14N2O3 0.8 3.8 5 100.00 

3 1.268 169.098 3 169.097 7 C8H12N2O2 0.6 3.5 4 100.00 

4 1.670 195.113 8 195.113 4 C10H14N2O2 0.4 2.1 5 99.78 

5 2.141 261.124 3 261.123 9 C14H16N2O3 0.4 1.5 8 99.74 

6 2.226 197.129 1 197.129 0 C10H16N2O2 0.1 0.5 4 100.00 

7 2.279 197.129 2 197.129 0 C10H16N2O2 0.2 1.0 4 100.00 

8 2.559 227.141 3 227.139 6 C11H18N2O3 1.7 7.5 4 98.23 

9 2.857 261.124 9 261.123 9 C14H16N2O3 1.0 3.8 8 99.99 

10 3.064 211.145 0 211.144 7 C11H18N2O2 0.3 1.4 4 99.98 

11 3.110 261.125 2 261.123 9 C14H16N2O3 1.3 5.0 8 99.92 

12 3.241 211.145 3 211.144 7 C11H18N2O2 0.6 2.8 4 99.87 

13 3.374 211.145 3 211.144 7 C11H18N2O2 0.6 2.8 4 100.00 

14 3.631 245.130 3 245.129 0 C14H16N2O2 1.3 5.3 8 92.25 

15 3.918 245.130 3 245.129 0 C14H16N2O2 1.3 5.3 8 100.00 

−: No data. 
 

 
 

图 3  Alternaria panax 粗提物中的 9 个二酮哌嗪类化合物 
Figure 3  Nine diketopiperazines from the extract of Alternaria panax. 1: cyclo(Phe-hydroxy-Pro); 2: 
cyclo(Hyp-Leu); 3: cyclo(Pro-Phe); 4: cyclo(Pro-Leu); 5: cyclo(Hyp-Pro); 6: cyclo(Pro-Val); 7: cyclo(Pro-Pro); 8: 
cyclo(Pro-Ala); 9: cyclo(Pro-Gly). 
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2.2  二酮哌嗪类化合物 1−9 的质谱裂解规

律及质谱特征 

通过分析二酮哌嗪类化合物 1−9 的质谱裂

解规律，可见该类化合物母离子丰度较高，以

基峰形式呈现。其余碎片丰度较低。中性丢失

为该类化合物的主要质谱裂解方式，主要包括

羰基 CO (28)和羟基−OH (18)的丢失(图 4)。例

如，化合物 1 的母离子 m/z=261.123 6 [M+H]+

丢失一个水分(H2O，−18)后得到子离子 m/z= 

243.114 1。随后，该碎片离子通过连续丢失羰

基(CO，−28)分别得到碎片离子 m/z=215.118 4

和 m/z=187.124 5。化合物 2 的质谱裂解规律与 
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图 4  二酮哌嗪类化合物(1−9)的质谱裂解规律 
Figure 4  MS/MS fragmentation of diketopiperazines (1−9). 1: cyclo(Phe-hydroxy-Pro); 2: cyclo(Hyp-Leu); 
3: cyclo(Pro-Phe); 4: cyclo(Pro-Leu); 5: cyclo(Hyp-Pro); 6: cyclo(Pro-Val); 7: cyclo(Pro-Pro); 8: cyclo(Pro-Ala); 
9: cyclo(Pro-Gly). 
 

化合物 1 呈现一致性，根据化合物的质谱数据

分 析 ， 可 见 其 分 子 离 子 峰 丰 度 最 高 (m/z= 
227.140)，为基峰。碎片离子 m/z=209.128 6、

181.132 9、153.137 5和m/z=199.142 7、181.132 9、

153.137 5 分别是由分子离子峰逐级失去 1 分

子 H2O 和 2 个分子 CO，或失去 2 分子 CO 和

1 分子 H2O 得到的。化合物 3 的子离子

m/z=217.134 5 和 m/z=189.136 2 分别是 m/z= 

245.128 3 母离子失去 1 分子 CO 或 2 分子 CO 得

到的。化合物 4−9 也主要表现为 2位和 5 位酰胺

羰基的丢失，其中，化合物 5还会出现 8位羟基

的丢失。 

由此，结合化合物元素组成分析中 2 个氮

原子的出现及同骨架类似物特征的质谱裂解规

律，可以实现二酮哌嗪类化合物的质谱跟踪及

靶向分离。 
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表 2  九个二酮哌嗪类化合物的 HR-ESI 和 MS/MS 数据 
Table 2  UPLC-Q-TOF-MS/MS HR-ESI and MS/MS data of nine diketopiperazines 
Compound Retention 

time (min) 

Experimental 

mass (m/z) 

Theoretical 

mass (m/z) 

Molecular 

formula 

Diff 

(10−6) 

Loss mass Loss formula 

 

0.999 155.082 7 155.082 1 C7H10N2O2 3.9 − − 

127.087 5 127.087 1 C6H10N2O 3.1 27.994 9 CO 

99.092 9 99.092 2 C5H10N2 7.1 55.989 8 C2O2 

 

1.218 211.109 1 211.108 3 C10H14N2O3 3.8 − − 

193.098 7 193.097 7 C10H12N2O2 5.2 18.010 6 H2O 

165.102 7 165.102 8 C9H12N2O −0.6 46.005 5 CH2O2 

137.107 7 137.107 9 C8H12N2 −1.5 74.000 4 C2H2O3 

 

1.268 169.098 3 169.097 7 C8H12N2O2 1.5 − − 

141.102 6 141.102 8 C7H12N2O −1.4 27.994 9 CO 

113.107 6 113.107 9 C6H12N2 −2.7 55.989 8 C2O2 

 

1.670 195.113 8 195.113 4 C10H14N2O2 2.1 − − 

167.118 8 167.118 4 C9H14N2O 2.4 27.994 9 CO 

139.124 5 139.123 5 C8H14N2 7.2 55.989 8 C2O2 

 

2.226 197.129 1 197.129 0 C10H16N2O2 0.5 − − 

169.134 1 169.134 1 C9H16N2O 0.0 27.994 9 CO 

141.138 7 141.139 2 C8H16N2 −3.5 55.989 8 C2O2 

 

2.559 227.141 3 227.139 6 C11H18N2O3 7.5 − − 

209.130 4 209.129 0 C11H16N2O2 6.7 18.010 6 H2O 

199.145 0 199.144 7 C10H18N2O2 1.5 27.994 9 CO 

181.134 1 181.134 1 C10H16N2O 0.0 46.005 5 CH2O2 

153.139 4 153.139 2 C9H16N2 1.3 74.000 4 C2H2O3 

 

2.857 261.124 9 261.123 9 C14H16N2O3 3.8 − − 

243.113 7 243.113 4 C14H14N2O2 1.2 18.010 6 H2O 

233.129 1 233.129 0 C13H16N2O2 0.4 27.994 9 CO 

215.118 5 215.118 4 C13H14N2O 0.5 46.005 5 CH2O2 

187.124 2 187.123 5 C12H14N2 3.7 74.000 4 C2H2O3 

 

3.064 211.145 0 211.144 7 C11H18N2O2 1.4 − − 

183.149 8 183.149 7 C10H18N2O 0.5 27.994 9 CO 

155.153 7 155.154 8 C9H18N2 −7.1 55.989 8 C2O2 

 

3.631 245.130 3 245.129 0 C14H16N2O2 5.3 − − 

217.134 2 217.134 1 C13H16N2O 0.5 27.994 9 CO 

189.138 9 189.139 2 C12H16N2 −1.6 55.989 8 C2O2 

−: No data. 
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2.3  化合物 1−3 的分离纯化结构鉴定 
为验证本研究推测的一系列二酮哌嗪类化

合物结构的准确性，基于UPLC-Q-TOF-MS/ MS

结果及质谱裂解规律，将A. panax乙酸乙酯部粗

提物经过质谱、UPLC-Q-TOF-MS/MS及HPLC

的跟踪实现化合物1−3的靶向分离(在化合物1

和3中，选取了1a和3b两个紫外吸收较高的同分

异构体进行分离)，应用高效液相(UV 210 nm，

45%甲醇-水)从Fr.1 (10 mg)中纯化，得化合物2 

cyclo(Hyp-Leu) (对应表1中的8号峰)；(UV 210 nm，

23%乙腈-水)从Fr.2 (23 mg)中纯化，得化合物1 

cyclo(Phe-hydroxy-Pro) (对应表1中的9号峰，

图2中的1b)；(UV 210 nm，23%乙腈-水)从Fr.3 

(10 mg)中纯化，得化合物3 cyclo(Pro-Phe) (图3，

对应表1中的14号峰，图2中的3a)。 

化合物1：黄色油状，正离子HR-ESI-MS显

示其准分子离子峰为m/z=[M+H]+=261.123 6，

母离子丰度最高，推测其分子式为C14H16N2O3，

根据不饱和度为8，推测化合物1有3环结构。基

于1H-NMR图谱分析，在化学位移值7.20−7.30

范围内存在5个单取代苯环氢信号 (δH 7.20，

7.20，7.30，7.30，7.30)；1个酰胺氢信号(δH 6.14)；

存在3个次甲基信号(δH 4.38，4.24，3.86)，其

中化学位移值为4.38的氢信号(δH 4.38, tdd)为

H-8，暗示C-8与羟基相连；其中化学位移值为

4.24的氢信号(δH 4.38, m)为H-3，化学位移值为

3.86的氢信号(δH 3.86, dd)为H-6，表明C-3和

C-6都连接氮。低场区存在3个亚甲基信号(H2-9, 

δH 3.30, 3.12; H-10, δH 3.12; H2-7, δH 2.34, 

2.20)。其核磁数据见表3，化合物1核磁数据与

文献报道的波谱数据一致，鉴定为cyclo(Phe- 

hydroxy-Pro)[21]。 
 

表 3  化合物 1、3 的 1H (600 MHz)核磁数据(CDCl3)和化合物 2 的 1H (500 MHz)核磁数据(CDOD) 
Table 3  1H NMR data of compounds 1/3 in CDCl3 and 2 in CDOD 
Pos δH (mult, J in Hz) 

1a 2b 3a 

2    

3 4.24, m 4.17, m 4.09, t (7.8) 

4    

5    

6 3.86, dd (12.6, 1.8) 4.46, t (4.0) 4.28, dd (11.2, 3.6) 

7 2.34, m; 2.20, m 2.27, ddt (13.0, 6.5, 1.0); 

2.08, ddd (13.0, 11.0, 4.0) 

2.35, m; 2.03, m 

8 4.38, tdd (5.6, 4.2, 3.0) 4.52, ddd (11.0, 6.5, 1.5) 2.03, m; 1.92, m 

9 3.30, dd (12.6, 5.0); 

3.12, m 

3.65, m; 3.43, m 3.65, m; 3.65, m 

10 3.12, m; 3.12, m 1.90, m; 1.51, m 3.59, m;  

2.77, dd (15.0, 10.8) 

11  1.90, m  

12 7.20, m 0.95, d (5.5); 0.95, d (5.5); 

0.95, d (5.5) 

7.23, m 

13 7.30, m 0.96, d (5.5); 0.96, d (5.5); 

0.96, d (5.5) 

7.36, m 

14 7.30, m  7.30, m 

15 7.30, m  7.36, m 

16 7.20, m  7.23, m 

4-NH 6.14, s 2.55, s 5.60, s 
a: Recorded at 600 MHz (1H NMR); b: Recorded at 500 MHz (1H NMR). 
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化合物 2：黄色固体，正离子HR-ESI-MS显

示其准分子离子峰为 m/z=[M+H]+=227.140 5，

推测其分子式为 C11H18N2O3，该化合物分子式

不饱和度为 4，比化合物 1 少 4 个不饱和度，

表明化合物 2 中不含苯环。化合物 2 的 NMR

数据与化合物 1 相似，但多了 2 个双峰甲基(δH 

0.96, d, J=5.5, H3-13; δH 0.95, d, J=5.5, H3-12)，

缺少了 1 个苯基，H2-10 的化学位移也分别下

降至 1.90 和 1.51。结合不饱和度，认为在结构

2 中存在 2 个环。其核磁数据见表 3，化合物 2

核磁数据与文献报道的波谱数据一致，鉴定为

cyclo(Hypo-Leu)[21]。 

化合物 3：黄色固体，正离子HR-ESI-MS显

示其准分子离子峰为 m/z=[M+H]+=245.128 3，

推测其分子式为 C14H16N2O2。化合物 3 的 NMR

数据与化合物 1 相似，但少了一个活泼氢，

H2-8 的化学位移值降低至 2.03 和 1.92，结合化

合物分子式，表明在化合物 3 中不存在与 C-8

相连的羟基。其核磁数据见表 3，化合物 3 核

磁数据与文献报道的波谱数据一致，鉴定为

cyclo(Pro-Phe)[22]。 

利用 HR-ESI-MS 和 NMR 技术鉴定出的化

合物 1−3 (图 5 化合物 1−3 的质谱裂解规律)的

结构与前期实验中依据 UPLC-Q-TOF-MS/MS

数据推测的结构一致。证明了基于 UPLC-Q- 

TOF-MS/MS 结合质谱裂解规律推测化合物结

构的可靠性。 

3  讨论与结论 

本研究基于 UPLC-Q-TOF-MS 技术结合质

谱裂解(MS/MS)规律从人参病原菌 A. panax 发

酵液粗提物中解析出 9 个二酮哌嗪类化合物，

并构建其可能的质谱裂解规律。其中中性丢失

即 2、5 位酰胺羰基(CO, 28)和 8 位羟基(H2O, 18)

的丢失是该类化合物主要的裂解方式。其次，

在该类化合物的质谱中分子离子峰丰度一般较

高。因此，在未知样品分析中出现以上特征信

号，则可以考虑二酮哌嗪类化合物的存在。为

验证该分析方法的可靠性，通过 HPLC 追踪靶

向分离到化合物 1−3，利用 NMR和高分辨质谱

等对其进行结构鉴定，其结构与推测结果相

同，从而证明了 UPLC-Q-TOF-MS/MS 结构推

测的准确性与可靠性。 

本文的关注对象为二酮哌嗪类化合物，该

类化合物因其特殊的结构及与多种酶的高亲和

力[12]，常表现出多种活性。例如，化合物 1 和

3 曾从一种与 Palythoa sp.相关的海洋细菌中分

离得到，并且对莴苣(Lactuca sativa)种子生长

有促进作用[23]；来源于红树林 Streptomyces sp. 

Q24 的化合物 1 可以抑制人脑胶质瘤细胞

U87-MG 和 U251 细胞的增殖，IC50 分别为 5.8

和 18.6 μmol/L[24]。Wei 等[21]发现化合物 2 对萝

卜(Raphanus sativus)幼苗生长有抑制作用，浓

度于 100 mg/L 时抑制率达 60%，优于阳性对照

草甘膦；Stierle[25]等从植物病原菌 A. alternata

中分离出 7 个二酮哌嗪类化合物 (包括化合

物 3、4、6 和 8)，其中，化合物 3 对寄主植

物斑点矢车菊有植物毒活性；此外，来源于

Streptomyces sp.的化合物 4 可抑制耐万古霉素

肠球菌(vancomycin-resistant Enterococci, VRE)

的生长，其 MIC 值为 12.5 μg/mL，为耐药性菌

株提供了新的组合治疗方案[26]。来源于海洋真

菌 Penicillium purpurogenum G59 的化合物 6 在

100 μg/mL 浓度下对人癌细胞 HeLa 的抑制率为

33.3%[27]；Lin 等[28]发现化合物 7 在 20 μmol/L

对人癌细胞 HeLa-S3 的抑制率为 40%。 

UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术能为结构表征

快速提供高分辨的结构碎片，现已发展成为
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一种成熟、通用的分析技术，目前广泛应用

于分析各种生物资源的次生代谢产物分析，

识别其中结构新颖的次生代谢产物或对目标

化合物(如活性化合物、毒性化合物等)进行快

速检测[29-30]。UPLC-Q-TOF-MS/MS 作为一种高

效的分析方法，其主要优势在于分析速度快、

灵敏度高、准确性好等，可以在短时间内大规

模筛选目标化合物，如本研究中对 A. panax 二

酮哌嗪类化合物的 UPLC-Q-TOF-MS/MS 分析

在 5 min 内即可完成，该技术可应用于批量菌

株中目标化合物的筛选，还可以通过结合定量

方法筛选出其中产量最高的菌株作为工业生产

中应用的菌株。 

本研究首次建立了人参黑斑病 A. panax 发酵

液提取物中次级代谢产物快速分析、靶向分离与

结构鉴定方法，总结了二酮哌嗪类化合物的质谱

裂解规律，为其他生物样本中二酮哌嗪类化合物

的结构快速分析和靶向分离奠定了基础。 
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图 5  化合物 1−3 的 HR-ESI 和 MS/MS 数据 
Figure 5  The HR-ESI and MS/MS data of compounds 1−3. 1: cyclo(Phe-hydroxy-Pro); 2: cyclo(Hyp-Leu); 
3: cyclo(Pro-Phe). 
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