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分析的不同产地(不同部位乌药中

核苷和氨基酸类成分分析
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摘要!本研究建立了一种超快速液相色谱
?

三重四极杆'线性离子阱
?

串联质谱!
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时测定乌药中
==

种核苷类和
=!

种氨基酸类成分的分析方法"并结合多元统计分析比较不同产地&不同

部位乌药的质量%采用
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甲酸水溶

液!
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甲酸乙腈溶液!
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$为流动相进行梯度洗脱#在电喷雾正离子模式下"以多反应监测!

6`6

$

进行质谱检测#基于各成分的质量浓度"用方差分析!

E(B$E

$&主成分分析!

A1E

$&正交偏最小二乘法

判别分析!

BAN7?RE

$&层次聚类分析!

M1E

$&逼近理想解排序法!

ZBA7@7

$以及灰色关联度分析

!

K̀ E

$"对不同产地&不同部位乌药样品进行综合评价%结果表明"所测成分在一定浓度范围内具有良

好的线性关系"相关系数均大于
)lFF#!

#精密度&重复性&稳定性良好"平均加样回收率为
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"相对标准偏差!
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$均小于
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%不同产地&不同部位乌药样品间存在一定的差异"

M1E

和
A1E#

种方法均将样品分为
*

类%

BAN7?RE

模型分析通过
$@A

值共筛选得到
C

个差异性化合物"

分别为尿苷&丙氨酸&胞嘧啶&黄嘌呤&腺嘌呤&鸟嘌呤%该方法简便&灵敏度高&重现性好"可用于乌药中

核苷和氨基酸类成分的同时测定"为药材质量评价和综合利用提供方法参考%
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系樟科山胡椒属植物"
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版/中国药典0收

载其呈纺锤形的块根入药)

=

*

"主产于我国东南

沿海省份"其中以浙江省天台县最为著名"故

称之为天台乌药"

#)=>

年被遴选为新-浙八

味.之一)

#

*

%乌药性辛&温"归肺&脾&肾&膀胱

经"具有行气止痛&温肾散寒之功效"主要用

于治疗寒凝气滞&胸腹胀痛&气逆喘急&膀胱

虚冷&遗尿尿频等症)

=

*

%目前"各版/中国药

典0和各省市施行的中药炮制技术规范亦均

记载乌药以块根入药"且规定质老&不呈纺锤

状的直根不可供药用)

*

*

%有研究发现)

!

*

"乌药

直根的各项指标均符合/中国药典0要求%

/中华本草0/中药大辞典0等均记载乌药叶"
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具有温中理气&消肿止痛之功效"主治脘腹冷

痛&小便频数&风湿痹痛&跌打伤痛&烫伤等病

症)

"?C

*

%乌药的茎&叶等地上部分含有与块根

相同的化学成分"有些成分含量甚至高于块

根)

D

*

%氨基酸是蛋白质的基本组成部分"具

有较好的营养价值和药用价值)

>

*

"例如"丝

氨酸具有降血糖活性)

F

*

"精氨酸具有免疫调

节作用)

=)

*

%核苷是生物细胞维持生命活动

的基本组成基团"是增强免疫和抗病毒作用

的生 物 活 性 成 分)

==

*

"具 有 广 泛 的 生 理 活

性)

=#?=*

*

%国内外学者已对乌药中萜类&内

酯&挥发油&生物碱和黄酮等化学成分进行

了大量的质量控制研究"但关于氨基酸&核

苷的报道较少)
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%

目前"氨基酸&核苷类成分的分析以高效液

相色谱!

MAN1

$法)

=>

*和液相色谱
?

质谱!

N1?

67

$法)

=F

*最为广泛"然而
MAN1

一般需要衍生

化处理"操作繁琐且精确度比
N1?67

低)

#)

*

%

与
MAN1

相比"超高效液相色谱!

QAN1

$法可

以提高峰容量"对待测物有着较好的保留时

间&重现性和信噪比"可以缩短分析时间)

#=

*

"

具有较高的灵敏度和选择性"能够提取特征

离子"且不需要对样品进行衍生化处理"操作

简便&快速"现已广泛用于中药复杂体系的定

性和定量分析)

##?#!

*

%根据待测物极性大小选

择不同的色谱柱"常用的反相色谱
1=>

柱适

用于分析弱极性或中等极性物质"正相色谱

柱适用于分析强极性成分)

#"?#C

*

%

N1?67

技术

多采用多反应监测模式!

6`6

$定量分析"对

目标分析物进行中性碎片扫描"从而解决

QAN1

分离困难的问题"或通过各目标分析物

的色谱图进行定性定量分析)

#D

*

%

本研究将在前期研究的基础)

D

"

#>?*)

*上"采

用超快速液相色谱
?

三重四极杆'线性离子阱
?

串联质谱!
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$法测定乌药

中
==

种核苷和
=!

种氨基酸类成分的含量"通

过方差分析!

E(B$E

$&主成分分析!

A1E

$&正

交偏最小二乘法判别分析!

BAN7?RE

$&层次聚

类分析!

M1E

$&逼近理想解排序!

ZBA7@7

$法

以及灰色关联度分析!

K̀ E

$"对不同产地&不

同部位的乌药样品进行综合评价"以期为乌

药的质量控制与资源综合开发利用提供科学

依据%

@

!

实验部分

@A@

!

仪器与试剂

(4H4-/N1?*)ER

超快速液相色谱仪(日

本
723;/YG,

公司产品#

Z-3

8

&4?X,/Y?!"))

型三

重四极杆线性离子阱质谱仪(美国
E[71@OU

公司产品"配有电喷雾离子源和
6,&:3X,/.:

软件#

7/-:%-3,5[Z=#"R

型电子天平(德国

7/-:%-3,5

公司产品#

64-9]63&&3?XR3-49:

超纯

水系统(美国
63&&3

8

%-4

公司产品#

cX?#")[

型

超声波清洗仪(昆山超声仪器有限公司产品%

胸苷!批号(

[*)C**

$&尿嘧啶!批号(

[#)F)>

$&

#z?

脱氧尿苷!批号(

[#D*C=

$&

#z?

脱氧腺苷!批

号(

[#"!#"

$&腺嘌呤!批号(

[#=*"D

$&肌苷!批

号(

[#)">#

$&黄嘌呤!批号(

[#)"C=

$&胸腺嘧啶

!批号(

[#"!#C

$&鸟苷!批号(

[#)F)"

$&胞苷!批

号(

[#))D*

$(纯度均大于
F>m

"上海源叶生物

科技 有 限 公 司 产 品#氨 基 酸 混 标 !批 号(

[#))D)D#

$(含异亮氨酸&亮氨酸&苏氨酸&苯丙

氨酸&缬氨酸&脯氨酸&酪氨酸&丙氨酸&甘氨酸&

丝氨酸&精氨酸&赖氨酸&组氨酸&谷氨酸&天冬

氨酸&胱氨酸&甲硫氨酸&盐酸赖氨酸"纯度均大

于
FFm

"坛墨质检科技股份有限公司产品#乙

腈&甲醇(均为色谱纯"美国
Z24-;%V3524-

公

司产品#超纯水(由超纯水系统制备#其他试剂

均为分析纯%

@AB

!

样品信息

实地采集不同产地&不同部位的乌药"所有

样品经浙江药科职业大学陈宏降副教授鉴定为

樟科植物乌药
=+)8.,11

22

,.

2

1/1
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73;5
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c%5?

:4-;l

的干燥块根&直根和叶"留样凭证存放于

浙江药科职业大学中药学院科研实验室"具体

样品信息列于表
=

%

@AC

!

对照品溶液的制备

精密称取适量的氨基酸&核苷对照品"加水

制成含
#"l));

P

'

N

胸苷&

#"l));

P

'

N

尿嘧

啶&

#"l));

P

'

N#z?

脱氧尿苷&

#"l));

P

'

N

尿

苷&

#"l));

P

'

N#z?

脱氧腺苷&

#"l));

P

'

N

腺

嘌呤&

#"l));

P

'

N

肌苷&

#"l));

P

'

N

黄嘌呤&

#"l));

P

'

N

胸腺嘧啶&

#"l));

P

'

N

鸟苷&

#"l))

;

P

'

N

胞苷&

Cl"*);

P

'

N

异亮氨酸&

Cl!FC;

P

'

N

亮氨酸&

"lF==;

P

'

N

苏氨酸&

>l=FC;

P

'

N

苯丙

氨酸&

"l>=!;

P

'

N

缬氨酸&

"lD#";

P

'

N

脯氨

酸&

Fl))!;

P

'

N

酪氨酸&

!l!##;

P

'

N

丙氨酸&

=D#
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表
@

!

样品信息

M,64/@

!

$-5(7;,1)(-(50,;

3

4/0

编号

(%l

产地

B-3

P

3.

部位

A/-:

编号

(%l

产地

B-3

P

3.

部位

A/-:

编号

(%l

产地

B-3

P

3.

部位

A/-:

Z,?=

天台石梁 块根
Z/?=

湖北咸宁 直根
N?=

浙江富阳 叶

Z,?#

江西上饶 块根
Z/?#

江西樟树 直根
N?#

江西上饶 叶

Z,?*

浙江富阳 块根
Z/?*

湖南岳阳 直根
N?*

广东韶关 叶

Z,?!

丽水遂昌 块根
Z/?!

广东韶关 直根
N?!

丽水遂昌 叶

Z,?"

湖南永州 块根
Z/?"

湖南衡山 直根
N?"

江西樟树 叶

Z,?C

天台三洲 块根
Z/?C

天台石梁 直根
N?C

天台三洲 叶

Z,?D

广东韶关 块根
Z/?D

浙江富阳 直根
N?D

湖南永州 叶

Z,?>

江西樟树 块根
Z/?>

丽水遂昌 直根
N?>

湖北咸宁 叶

Z,?F

湖南衡阳 块根
Z/?F

天台三洲 直根
N?F

天台石梁 叶

N?=)

天台坦头 叶

=>l"*";

P

'

N

甘氨酸&

"l##=;

P

'

N

丝氨酸&

>lC*C

;

P

'

N

精氨酸&

Dl#"=;

P

'

N

赖氨酸&

DlD=";

P

'

N

组氨酸&

Dl=D*;

P

'

N

谷氨酸的对照品储备液%

分别精密量取适量的上述对照品储备液"混合

并逐级稀释成系列不同浓度的混合对照品溶

液"

!y

冰箱保存"备用%

@AL

!

供试品溶液的制备

精密称定
=l)

P

各样品粉末"置于
=));N

具塞锥形瓶中"加入
#";N

水"称定质量"超声

!";3.

"加水补足失量"摇匀"过滤"取续滤液过

)l##

"

;

滤膜"即得供试品溶液%

@AP

!

实验条件

@APA@

!

色谱条件
!

色谱柱(

J/:4-5U[-3Y

P

4

E;3Y4

柱!

#l=;;n=));;n*l"

"

;

$#流动相(

)l#m

甲酸水溶液!

E

相$

?)l#m

甲酸乙腈溶液

!

[

相$#梯度洗脱(

)

!

#l";3.

!

="mE

$"

#l"

!

";3.

!

="m

!

")mE

$"

"

!

D;3.

!

")mE

$"

D

!

>

;3.

!

")m

!

="mE

$"

>

!

==;3.

!

="mE

$#柱温

*)y

#流速
)lC;N

'

;3.

#进样量
=

"

N

%

@APAB

!

质谱条件
!

电喷雾离子源正离子!

O7@

a

$

模式"多反应监测!

6̀ 6

$模式"毛细管电压
!l"

]$

"离子源温度
=")y

"脱溶剂气流速和温度分

别为
=)))N

'

2

和
"")y

"锥孔气流速
")N

'

2

%

B

!

结果与讨论

BA@

!

色谱条件优化

为了获取最佳的色谱条件"比较了
J/:4-5

U[-3Y

P

4E;3Y4

柱!

#l=;;n=));;n*l"

"

;

$和
J/:4-5E9

^

,3:

<

[OM7234&Y À1=>

柱

!

=));;n#l=;;n=lD

"

;

$的分离效果%结

果发现"核苷和氨基酸类成分在
1=>

柱上难保

留"分离效果较差"因此选择
J/:4-5U[-3Y

P

4

E;3Y4

柱%本实验还考察了乙腈!

E

$

?)l#m

甲酸水溶液!

[

$&

)l#m

甲酸水溶液!

E

$

?)l#m

甲酸乙腈溶液!

[

$&

)l#m

甲酸水溶液!

E

$!含

";;%&

'

N

甲酸铵和
";;%&

'

N

乙酸铵$

?)l#m

甲酸

乙腈溶液!

[

$!含
=;;%&

'

N

甲酸铵和
=;;%&

'

N

乙酸铵$作为流动相的色谱分离效果"同时

对梯度洗脱程序进行系统优化%结果表明"

当选择
)l#m

甲酸水溶液
?)l#m

甲酸乙腈溶

液作为流动相时"各目标成分的峰形稳定&

响应值较高"示于图
=

%优化的洗脱程序见

=l"l=

节%

BAB

!

质谱条件优化

本实验分别在正&负离子模式下对
#"

种目

标成分进行全扫描%结果表明"正离子模式下

有较好的响应%因此"选择正离子模式进行测

定"各化合物的质谱参数列于表
#

%

BAC

!

方法学考察

BACA@

!

标准曲线&检出限和定量限
!

取
=l*

节

的系列不同浓度混合对照品溶液!至少
C

个$"

按照
=l"

节条件进样分析"以对照品浓度!

?

$

为横坐标"峰面积!

9

$为纵坐标"绘制标准曲线

并进行线性回归%分别以
*

倍和
=)

倍信噪比

确定检出限!

NBR

$和定量限!

NBX

$"

==

种核苷

和
=!

种氨基酸在相应的线性范围内呈现良好

的线性关系"相关系数!

,

$

*

)lFFF!

"且具有较

高的灵敏度"详细数据列于表
*

%

#D#
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注(

=l

胸苷#

#l

尿嘧啶#

*l#z?

脱氧尿苷#

!l

尿苷#

"l#z?

脱氧腺苷#

Cl

腺嘌呤#

Dl

肌苷#

>l

黄嘌呤#

Fl

胸腺嘧啶#

=)l

鸟苷#

==l

胞苷#

=#l

异亮氨酸#

=*l

亮氨酸#

=!l

苏氨酸#

="l

苯丙氨酸#

=Cl

缬氨酸#

=Dl

脯氨酸#

=>l

酪氨酸#

=Fl

丙氨酸#

#)l

甘氨酸#

#=l

丝氨酸#

##l

精氨酸#

#*l

赖氨酸#

#!l

组氨酸#

#"l

谷氨酸

图
@

!

@@

种核苷和
@L

种氨基酸类化合物的
!=!

色谱图

E)

F

G@

!

!=!.27(;,1(

F

7,;0(5@@-H.4/(0)'/0,-'@L,;)-(,.)'0)-7/5/7/-./0H601,-./0

表
B

!

乌药中
@@

种核苷和
@L

种氨基酸的质谱参数

M,64/B

!

!&

&

!&

3

,7,;/1/70(5@@-H.4/(0)'/0,-'@L,;)-(,.)'0)--"#.$(&&

//

($

/

&'&

$

&);0

%

>(01/7;G

序号

(%l

化合物

1%;

8

%.4.:

分子式

V%-;,&/

保留时间

/

`

'

;3.

母离子

A-49,-5%-3%.

!

-

'

3

$

子离子

A-%Y,9:3%.

!

-

'

3

$

去簇电压

RA

'

$

碰撞电压

1O

'

4$

=

胸苷
1

F

M

=*

(

*

B

"

)lD! #!*l# =#Dl) C! =D

#

尿嘧啶
1

!

M

!

(

#

B

#

)lDF ==*l# FCl) ># #"

* #z?

脱氧尿苷
1

F

M

=#

(

#

B

"

)l>= ##Fl# ==*l= C! #!

!

尿苷
1

F

M

=#

(

#

B

C

)lF" #!!l* ##Cl* C) =!

"

异亮氨酸
1

C

M

=*

(B

#

=l*= =*#l= >Cl= C) ="

C

亮氨酸
1

C

M

=*

(B

#

=l*= =*#l) >Cl= "C ="

D #z?

脱氧腺苷
1

=)

M

=*

(

"

B

*

=l!) #"#l# =*Cl= =D* =F

>

苏氨酸
1

!

M

F

(B

*

=l!= =#)l* DDl= =#F *C

F

苯丙氨酸
1

F

M

==

(B

#

=l!= =CCl) =#)l# C* #)

=)

缬氨酸
1

"

M

==

(B

#

=lCD ==>l= D#l) "# =C

==

腺嘌呤
1

"

M

"

(

"

=lD" =*Cl) ==Fl) =*D *)

=#

肌苷
1

=)

M

=#

(

!

B

"

=lD" #CFl= =*Dl= "! #!

=*

脯氨酸
1

"

M

F

(B

#

#l)" ==Cl= D)l) C# ##

=!

酪氨酸
1

F

M

==

(B

*

#l=> =>#l) =*Cl= C! #)

*D#
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续表
B

序号

(%l

化合物

1%;

8

%.4.:

分子式

V%-;,&/

保留时间

/

`

'

;3.

母离子

A-49,-5%-3%.

!

-

'

3

$

子离子

A-%Y,9:3%.

!

-

'

3

$

去簇电压

RA

'

$

碰撞电压

1O

'

4$

="

丙氨酸
1

*

M

D

(B

#

#l#D F)l) !!l= ") #)

=C

甘氨酸
1

#

M

"

(B

#

#l!D D"lF *)l= ") #=

=D

黄嘌呤
1

"

M

!

(

!

B

#

#lC) ="=lF =*!lF ==C #>

=>

胸腺嘧啶
1

"

M

C

(

#

B

#

#l>F =#Cl) DFl) D# =>

=F

鸟苷
1

=)

M

=*

(

"

B

"

*l)> #>*l> ="#l) "! #!

#)

胞苷
1

F

M

=*

(

*

B

"

!l=) #!!l= ==#l= C) #!

#=

丝氨酸
1

*

M

D

(B

*

"l"" =)"l> C)l) "* =>

##

精氨酸
1

C

M

=!

(

!

B

#

Dl*> =D"l) CFlF F! **

#*

赖氨酸
1

C

M

=!

(

#

B

#

Dl!* =!Dl) >!l) C) #*

#!

组氨酸
1

C

M

F

(

*

B

#

Dl!! ="Cl= ==)l= DC #)

#"

谷氨酸
1

"

M

F

(B

!

Dl!D =!Dl= >!l= CD #*

表
C

!

乌药中
@@

种核苷和
@L

种氨基酸的线性关系

M,64/C

!

N)-/,77/4,1)(-02)

3

0(5@@-H.4/(0)'/0,-'@L,;)-(,.)'0)--"#.$(&&

//

($

/

&'&

$

&);0

%

>(01/7;G

化合物

1%;

8

%.4.:

回归方程

4̀

P

-4553\44

^

,/:3%.

相关系数

1%--4&/:3%.

9%4003934.:

!

,

$

线性范围

N3.4/-

-/.

P

4

'!

"

P

'

N

$

检出限

NBR

'

!

"

P

'

N

$

定量限

NBX

'

!

"

P

'

N

$

胸苷
9

xCl*>D*=n=)

!

?a!l>*)C*n=)

C

)lFFF! =)

!

"))) =lCC "l)#

尿嘧啶
9

x#>)"l)!F="?u"#)>l*F)C# )lFFFF =)

!

"))) =l*) *lF#

#z?

脱氧尿苷
9

x>)!l>C!=#?a!lF!C>Dn=)

!

)lFFFC =)

!

"))) #l*> Dl=F

尿苷
9

x=#=l=D**"?a>l)!*DFn=)

"

)lFFFF =)

!

"))) =l"C !lD#

异亮氨酸
9

xCl!)DF#n=)

"

?a=lF#>=Cn=)

D

)lFFF* #lC=

!

=*)C )l!> =l"=

亮氨酸
9

x"l>>)="n=)

"

?a#l>D#=Dn=)

D

)lFFD> #lC)

!

=#FF )l"= =l")

#z?

脱氧腺苷
9

x!D)lD)D#=?aDlDC>#>n=)

!

)lFF>C =)

!

"))) #l## ClD=

苏氨酸
9

x=l!!#F=n=)

"

?a!l!)!F"n=)

C

)lFF>F #l*C

!

==># )l!" =l*C

苯丙氨酸
9

x!!l)=DF!?a=C=DlD*=>* )lFF#! *l#>

!

=C*F )lC* =l>F

缬氨酸
9

x#lF"C>)n=)

"

?a=l"#F!!n=)

D

)lFFC* #l**

!

==C* )l!" =l*!

腺嘌呤
9

xClF"!C!n=)

!

?a=l">C=Cn=)

D

)lFFC* =)

!

"))) )lFC #lF)

肌苷
9

x*l)D"DDn=)

!

?a#l==D"Fn=)

C

)lFFF> =)

!

"))) =l=" *l!D

脯氨酸
9

x#lDD!##n=)

"

?aClF)!>"n=)

C

)lFFF! #l#F

!

==!" )l!! =l*#

酪氨酸
9

x#l)D=D!n=)

"

?a=l=C>>Fn=)

C

)lFF>! *lC)

!

=>)= )lCF #l)>

丙氨酸
9

x=l==*F"n=)

"

?a*l!D*""n=)

"

)lFFFD =lDD

!

>>! )l*! =l)#

甘氨酸
9

x*DCl>"#"*?u!l>>#D)n=)

!

)lFF*D Dl!=

!

*D)D =l!* !l#>

黄嘌呤
9

x=")"Fl>FF"=?a!*>>l!#==! )lFF=> =)

!

"))) #l)! Cl=C

胸腺嘧啶
9

x*lCCFC#?a=="#l!)*!C )lFFF) =)

!

"))) =l#) *lC!

鸟苷
9

x*lD))*=n=)

!

?a#l)>"))n=)

C

)lFFFD =)

!

"))) =l)C *l#=

胞苷
9

xCl*>D*=n=)

!

?a!l>*)C*n=)

C

)lFFF! =)

!

"))) #l>C >lC*

丝氨酸
9

x!l>F"=!n=)

!

?a!lDF"D!n=)

"

)lFFF> #l)F

!

=)!! )l!) =l#=

精氨酸
9

x"l)*")>n=)

!

?a=l*"D!"n=)

C

)lFFFC *l!"

!

=D#D )lCC =lFF

赖氨酸
9

x"l>>C")n=)

!

?a=l=F"F>n=)

C

)lFFF* #lF)

!

=!") )l"C =lCD

组氨酸
9

x=l>"D)#n=)

"

?a"l=!*D#n=)

C

)lFFF= *l)F

!

="!* )l"F =lD>

谷氨酸
9

xDl*C##Fn=)

!

?a=l!#="Fn=)

C

)lFFF! #l>D

!

=!*" )l"" =lCC

!D#
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BACAB

!

精密度&重复性&稳定性和加样回收率

实验
!

取同一混合对照品溶液"按
=l"

节条件

连续进样
C

次"记录峰面积"

#"

种成分的峰面

积
7̀R

值在
)l>=m

!

!l"=m

之间"表明仪器

的精密度良好%取
=l)

P

同一批乌药样品

!

Z,?D

$"按
=l!

节条件平行制备
C

份供试品

溶液"按
=l"

节条件进样分析"

#"

种成分含量

的
7̀R

值均小于
!l>!m

!

)xC

$"表明方法的

重复性较好%取同一样品制备供试品溶液"在

)

&

#

&

!

&

>

&

=#

&

#!2

测定的供试品溶液中
#"

种

成分的峰面积
7̀R

值均小于
!lF"m

!

)xC

$"

表明
#!2

内的稳定性良好%取
C

份已知含量

的同一批乌药样品!

Z,?D

$"每份
)l"

P

"精密

称定"根据样品中待测成分含量加入适量的

混合对照品溶液"

#"

种测定成分的平均回收率

在
F!l>Cm

!

=)Cl!Dm

之间"

7̀R

值为
=lC"m

!

!l""m

"表明方法的回收率较好"具体结果列

于表
!

%

BAL

!

样品含量测定及分析

BALA@

!

样品含量测定
!

取
=l#

节样品"按照

=l!

节条件制备供试品溶液"

=l"

节条件测定"

根据线性关系计算"含量测定结果列于附表
=

!请登录/质谱学报0网站
2::

8

5

(

"

G

8

HI'H;&?

W

%,-./&'.4:

下载$%

表
L

!

精密度(重复性(稳定性和加样回收率实验结果

M,64/L

!

=/0H410(5

3

7/.)0)(-

'

7/

3

/,1,6)4)1

8

'

01,6)4)1

8

,-'7/.(+/7

8

化合物

1%;

8

%.4.:

精密度

A-49353%.

7̀R

'

m

重复性

4̀

8

4/:/I3&3:

<

7̀R

'

m

稳定性

7:/I3&3:

<

7̀R

'

m

平均加样回收率

64/.-49%\4-

<

'

m

相对标准偏差

7̀R

'

m

胸苷
=l*> #lF" =lD! FFl#) *l!)

尿嘧啶
#l)D *l>) #lFF =)!l>F *l)"

#z?

脱氧尿苷
*l!= *lC# =l>> F!l>C =lC"

尿苷
=l"D #l"# #lF= =)*l!! *lDF

异亮氨酸
#lF# =lC! !l"" F>l)> #lF"

亮氨酸
*l)= *l#* *l=> F"l"# *l"D

#z?

脱氧腺苷
=l#" #lFC #l>) FDl>" *l)F

苏氨酸
)l>= =l!* =l>C FFl!# #l!>

苯丙氨酸
*l=) *lF" #l*> F"l#> =lDD

缬氨酸
*l") !l*" !lF" FCl"= #l!)

腺嘌呤
*l>F !l)# *l!D =)!l*C #lD*

肌苷
!l"= #lD* =lF> F>lDC #l)*

脯氨酸
#l>D #l!* #l*= =)Cl!D *l)C

酪氨酸
*l)# *l!" !l=D F"l)# =l>)

丙氨酸
#lFF *l)D *l!* =))lF= =lC>

甘氨酸
=l!# #lFC !l)" F"l#! !l=C

黄嘌呤
=l#> #l>F *l** =)Cl## *lFF

胸腺嘧啶
*l)* *l=C #l>= FFl!C !l""

鸟苷
*l>) !l>! *l** F>l=" #l=*

胞苷
*l*! *l)D *l)D =)!l"! *l)"

丝氨酸
#l#" *l!! #l># FClC" #l!D

精氨酸
!l)> *l=D =l>" F>l)! *l"#

赖氨酸
#l!D *l)> *lD= =)*l** *l"=

组氨酸
=l"> #lD> *lF* =)#l!# #l*=

谷氨酸
=lC= *lFC #l=> FDl*) *lCD
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BALAB

!

多元活性成分含量的比较分析
!

为了更

好地比较不同产地&不同部位乌药中核苷和氨基

酸类成分的差异"使用
7A77

软件对乌药进行基

于方差分析!

E(B$E

$的邓肯检验!

R,.9/.

$"示

于图
#

%结果表明"不同部位乌药中核苷和氨基

酸类成分的含量差异明显%块根中核苷和氨基

酸含量与直根和叶均有显著差异!

I

#

)l)"

$#块

根中的核苷含量最高"平均含量为
D!lD>C

"

P

'

P

"

其次是叶!

""l!)=

"

P

'

P

$和直根!

*Cl#F)

"

P

'

P

$#

乌药块根的氨基酸含量最高"平均含量为

")l>")

"

P

'

P

"其次是乌药的直根和叶"平均含量

分别为
!*l#=*

&

*"lCDC

"

P

'

P

%

注(

/

!

9

代表各组在
I

#

)l)"

水平上具有显著性差异

图
B

!

不同乌药样品中核苷$

*

%和氨基酸$

9

%类成分的方差分析

E)

F

GB

!

*XTS*5(7-H.4/(0)'/0

$

*

%

,-',;)-(,.)'0

$

9

%

)-')55/7/-1-"#.$(&&

//

($

/

&'&

$

&);0

%

>(01/7;A0,;

3

4/0

!!

为了进一步直观地比较不同产地&不同部

位乌药中核苷和氨基酸类成分的差异"使用

73;9/?

8

=*l=

软件对乌药中
#"

种成分进行主

成分分析!

A1E

$&正交偏最小二乘法判别分析

!

BAN7?RE

$和层次聚类分析!

M1E

$"示于

图
*

%由图
*/

可知"通过
A1E

前
#

个主成分

的累计贡献率为
F)l)Cm

"不同部位乌药样品

分布在不同区域"分类结果较理想"表明不同

部位乌药样品中的核苷和氨基酸类成分存在

明显差异%结合
A1E

得分图和载荷图得到

[3%

8

&%:

分析图"示于图
*9

%可以看出"导致乌

药块根聚集的主要是异亮氨酸&亮氨酸&尿

苷&丝氨酸&组氨酸&胸腺嘧啶&缬氨酸和精氨

酸#导致乌药直根聚集的主要是丙氨酸和脯

氨酸#导致乌药叶聚集的是
#?

脱氧腺苷&胞

苷&

#?

脱氧尿苷&胸苷&肌苷&腺嘌呤&赖氨酸和

谷氨酸%从
M1E

图!图
*Y

$可以看出"其分析

结果与
A1E

一致%通过
BAN7?RE

模型对乌

药不同部位进行差异分析"模型的
@

#

Xx

)l>F=

"

@

#

Qx)lF=>

"

R

#

x)l>"=

"表明该模型

的拟合和预测能力较好#通过
O5P

值!图
*I

$

对差异化学成分进行筛选"以变量
O5P

$

=

为

显著影响"共筛选得到
C

个差异性化合物"分别

为尿苷!

#l>!F>"

$&丙氨酸!

=lFF)=D

$&胞嘧啶

!

=l!>*C"

$&黄嘌呤!

=l**=#*

$&腺嘌呤!

=l#""!C

$&

鸟嘌呤!

=l)>FF*

$"可用于区分不同部位乌药

样品%

BALAC

!

基于
ZBA7@7

和
K̀ E

分析
!

采用
ZBA?

7@7

和
K̀ E

分析法对不同产地&不同部位乌药

样品进行质量分析"质量等级排序结果列于

表
"

%可见"在
ZBA7@7

模型中"相对接近程度

值!

;

+

$越大"表示样本的质量越高#在
K̀ E

模

型中"相对关联度!

,

+

$表示组分含量与样品之

间的相对关联关系"

,

+

值越高表示样本的质量

越好%由表
"

可知"

ZBA7@7

和
K̀ E

的分析结

果基本一致"表示不同产地&不同部位乌药样

品间的差异较大%乌药块根中"广东韶关样

品!

Z,?D

$的
;

+

值最大"而天台三洲!

Z,?C

$的

,

+

值最大#乌药直根中"湖北咸宁!

Z/?=

$的
;

+

值和
,

+

值均为较高水平#乌药叶中"丽水遂昌

!

N?!

$的
;

+

值最大"而天台三洲!

N?C

$的
,

+

值

最大%另外"通过比较
#

种分析方法的最大差

异值"发现
K̀ E

的
,

+

最大差异值为
=#l)>m

"

而
ZBA7@7

的
;

+

最大差异值高达
"*l#*m

"表

明
ZBA7@7

比
K̀ E

更适合区分乌药样品质量

的优劣%
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注(

/lA1E

分析#

Il$@A

得分图#

9l[3%

8

&%:

图#

Yl

聚类分析树状图#

图
9

中绿色圆点代表样品中
#"

种核苷和氨基酸类成分"橙色六边形代表
=>

批不同产地&不同部位乌药样品

图
C

!

不同乌药样品的多元统计分析

E)

F

GC

!

!H41)+,7),1/01,1)01).,4,-,4

8

0)0(5')55/7/-1-"#.$(&&

//

($

/

&'&

$

&);0

%

>(01/7;A0,;

3

4/0

表
P

!

不同乌药样品的质量等级排序

M,64/P

!

^

H,4)1

8

7,-K)-

F

(5')55/7/-1-"#.$(&&

//

($

/

&'&

$

&);0

%

>(01/7;A0,;

3

4/0

样品

7/;

8

&4

逼近理想解排序法
ZBA7@7

灰色关联度分析
K̀ E

相对接近程度值

1%;

8

/-/:3\4

9&%54.455

!

;

+

$

排序

/̀.]

最大差异值

R3004-4.94

%0;

+

'

m

相对关联度

4̀&/:3\4Y4

P

-44

!

,

+

$

排序

/̀.]

最大差异值

R3004-4.94

%0,

+

'

m

Z,?= )l#FCF F ")l#) )l!F"D C Cl)#

Z,?# )l*!F> > !=l*= )l!C"" F ==lDC

Z,?* )l!C*C ! ##l#* )l!>FF D Dl=#

Z,?! )l!C#) " ##l!F )l"))" " "l=#

Z,?" )l!D#D * #)lD= )l"=DF * =l>*

Z,?C )l!DF" # =Fl"C )l"#D" = )l))

Z,?D )l"FC= = )l)) )l"#!! # )l">

Z,?> )l*F=) D *!l!) )l!>"# > >l)#

Z,?F )l*F!! C **l>* )l")>" ! *lC)

Z/?= )l!F=D = )l)) )l"**D = )l))

Z/?# )l!)=" ! =>l*" )l"*=C # )l*>

Z/?* )l!*=F * =#l=> )l"#>= * =l)"

Z/?! )l!C!F # "l!C )l"=C! ! *l#!

Z/?" )l*"># " #Dl=D )l")>D C !lC>

Z/?C )l#C>! > !"l!= )l!FD" > ClDD

Z/?D )l***! C *#l#) )l"=)* " !l*D

DD#
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续表
P

样品

7/;

8

&4

逼近理想解排序法
ZBA7@7

灰色关联度分析
K̀ E

相对接近程度值

1%;

8

/-/:3\4

9&%54.455

!

;

+

$

排序

/̀.]

最大差异值

R3004-4.94

%0;

+

'

m

相对关联度

4̀&/:3\4Y4

P

-44

!

,

+

$

排序

/̀.]

最大差异值

R3004-4.94

%0,

+

'

m

Z/?> )l#>F* D !=l=> )l!F>F D Cl"=

Z/?F )l#*)) F "*l#* )l!>>= F >l"!

N?= )l#F># =) !!l#F )l!F!# D Fl=D

N?# )l*D== ! *)lC" )l"#"> * *l*>

N?* )l**F# D *ClC= )l!>!F > =)l>F

N?! )l"*"# = )l)) )l"#>= # #lFC

N?" )l***# > *DlD! )l!F># C >l!!

N?C )l!*>" * =>l)D )l"!!= = )l))

N?D )l*D)> " *)lD# )l!>** F ==l=>

N?> )l!!=* # =Dl"! )l"=C> ! "l)#

N?F )l*!"* C *"l!> )l!D>! =) =#l)>

N?=) )l*#"! F *Fl#) )l!F>F " >l*=

C

!

结论

本实验建立了超快速液相色谱
?

三重四极

杆'线性离子阱质谱法测定不同产地&不同部位

乌药中
#"

种氨基酸和核苷类成分的含量"并结

合方差分析&聚类热图分析对乌药进行综合评

价%结果表明"不同产地&不同部位乌药中核苷

和氨基酸类成分具有一定的差异%本方法快速

灵敏&准确可靠"可为乌药不同部位的质量控制

提供方法参考"同时为乌药资源的充分利用提

供基础资料%
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