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摘要!为了探讨不同产地对何首乌代谢物合成积累的影响"采用超高效液相色谱
K

串联四极杆飞行时间

高分辨质谱法!
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:
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$结合多元统计分析技术对不同产地何首乌中差异性化学成

分进行研究%通过二级串联质谱分析"对其质谱数据进行峰匹配&峰对齐&滤噪处理等"以提取特征峰#

用主成分分析!

C3I

$和偏最小二乘法
K

判别分析!

CW9KFI

$进行数据处理#根据一级质谱精确质荷比和

二级质谱碎片信息"结合软件数据库搜索及相关文献进行成分鉴定%结果显示"

J

个不同产地的何首乌

样品间的化学组成可得到有效区分#初步筛选出
!#

种差异显著的化学成分并鉴定出
!!

种成分"其中有

+)

种共有差异化学成分呈现不同的变化规律%该结果可为揭示产地对何首乌代谢物合成积累的影响

规律提供基础资料%

关键词!何首乌#超高效液相色谱
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何首乌为蓼科植物何首乌
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的干燥块根"具有消痈&

解毒&截疟&润肠通便的功效"用于治疗疮痈&瘰

疬&风疹瘙痒&久疟体虚&肠燥便秘等疾病-

+

.

%

除此之外"何首乌还具有抗衰老&增强免疫力&

抗肿瘤&保肝&止痛&抗菌等作用-

)K!

.

%何首乌主

产于我国广东&贵州&四川&湖北等省%由于何

首乌野生资源日渐减少"而原药材市场需求量

逐年加大"现已在贵州&广东等地建立了大规模

的种植基地%随着何首乌栽培地域的扩大"产

地不同导致何首乌有效成分的积累差异较大"

药材质量参差不齐"难以实现商品药材标准化"

因而无法保证其临床使用的有效性%研究表

明"不同产地何首乌的化学成分存在一定差异"

但这些研究仅限于对其中二苯乙烯苷类&蒽醌

类等单一类成分的测定-

JK,

.

"得到的信息相对较

少"难以实现对药材质量的综合评价%为了更

加全面地了解产地对何首乌代谢物合成积累的

影响以及不同产地药材品质的差异"有必要建立

基于何首乌整体化学成分的质量分析方法%

植物代谢组学技术是对植物提取物中代谢组

进行高通量&无偏差全面分析的技术"特别适合于

中药多组分复杂体系的分析-

"

.

"使中药研究更符

合祖国医学的整体观念%近年来"液相色谱
K

质谱

联用技术被广泛应用于中药复杂体系的定性和定

量分析中%目前"常用的质谱技术有四极杆质谱&

离子阱质谱&飞行时间质谱以及复合式串联质谱

等%相比于低分辨质谱"高分辨质谱能够测得更

多的碎片离子&更精确的分子质量"进而获得化合

物的分子式%根据多级质谱的化合物裂解碎片信

息"结合相关数据库和文献资料"能快速鉴定其中

大部分化合物的结构%高效&快速分离性能的
W3

与灵敏&准确的
89

或
89

4 结合"被广泛应用于难

挥发性化合物&极性化合物&热不稳定化合物和大
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技术分析不同产地何首乌的差异化学成分



分子化合物!如蛋白质&多肽&多糖&多聚物等$的

分析"既可定性"也可定量"是最具前景的代谢组

学研究技术之一-

LK+)

.

%

本研究借鉴植物代谢组学的研究思路和方

法"拟采用超高效液相色谱
K

串联四极杆飞行时

间高分辨质谱!

BCW3K]/5

:
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89

$技

术分析不同产地何首乌化学成分的差异性"并

通过多元统计分析找出差异显著的化学成分"

探究其变化规律"希望为揭示产地因素对何首

乌代谢产物合成积累的影响规律及探讨何首乌

药材的品质形成机制提供基础资料%
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超高效液相色谱仪*美国

V1<6/7

公司产品#
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电喷雾飞行时间高分辨质谱仪"

C61ZK

?56P+_)

数据处理工作站*美国
IN9;56D

公司

产品#

9A83IKC+!_*

数据处理软件*瑞士

B=6</5;7

公司产品#

I0Z6]XWK+#N

离心机*

上海安亭科学仪器厂产品#

N9I))J9

电子天

平*德国赛多利斯公司产品#

cEKH**N

型超声

波清洗器*昆山市超声仪器有限公司产品"超声

功率为
H**V

"频率为
J*Z[U

#甲醇*色谱纯"德

国
86/;Z

公司产品"用于色谱流动相配制#甲

酸*色谱纯"德国
86/;Z

公司产品#甲醇!批号*

*"+++*"#H

$*化学纯"南京化学试剂有限公司产

品"用于供试品溶液制备#实验用水*由
85&&5K

:

%/6

纯水器制得%

何首乌样品*

)

年生"分别采自贵州省施秉&

湖北省英山&广东省高州和四川省阿坝"每个产地

采集样品
J

份%所有样品均由南京中医药大学药

学院刘训红教授鉴定为蓼科植物何首乌
-*>

'5

*N

4:..:>#/

,

>*+:. ]4.0Q_

的干燥块根"留样凭证

保存于南京中医药大学中药鉴定实验室%

=>?

!

供试品溶液的制备

精密称取
+_*

Y

干燥恒重的何首乌样品粉

末!过
"*

目筛$"置于
+**=W

具塞锥形瓶中"

加入
)H=W

甲醇"称其质量后"室温下超声提

取
JH=50

"放置冷却"再次称其质量"并以甲醇

补足质量损失"静置冷却"以
+)***/

,

=50

离心

+*=50

"取上清液"过
*_))

'

=

微孔滤膜"即得

供试品溶液%

=>B

!

实验条件

=>B>=

!

色谱条件
!

色谱柱*

I

Y

5&60<eG\NI@

9NK3+"

柱!

)H*==gJ_#==gH

'

=

$#流动

相*甲醇!

I

$

K*_+̂

甲酸水溶液!

N

$#梯度洗脱

程序*

*

"

!=50

!

)*̂

"

!Ĥ I

$"

!

"

+* =50

!

!Ĥ

"

JĤ I

$"

+*

"

+H=50

!

JĤ

"

#*̂ I

$"

+H

"

)*=50

!

#*̂

"

"*̂ I

$"

)*

"

!*=50

!

"*̂

"

+**̂ I

$#流速
+_*=W

,

=50

#柱温
!*h

#进样

量
+*

'

W

#检测波长
)HJ0=

%

=>B>?

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

O9A

$"负离

子模式采集数据#质量扫描范围
.

,

JH*

"

+***

#喷雾电压
H_*Z$

#气帘气流速
!*W

,

=50

#

雾化气
HHW

,

=50

#辅助气
HHW

,

=50

#离子源温

度
H**h

#碰撞室射出电压!

3@C

$

L$

#去簇电

压!

FC

$

+**$

%

=>I

!

数据预处理与统计分析

将原始质谱数据和色谱图导入
C61Z?56P

+_)

数据处理工作站进行峰匹配&峰对齐&滤噪

处理等"然后将结果导入
9A83IKC+!_*

软件

进行分析%采用主成分分析!

C3I

$法"通过初

步观察各样品的聚集情况"直观地表达不同产

地何首乌的化学组成差异#再用偏最小二乘判

别分析!

CW9KFI

$法对各样品分类"其中
6

)

C

&

6

)

Z

越接近
+

"表示模型越稳定"

W

)

%

*_H

表示

预测率高%根据
CW9KFI

模型得到的变量权重

值!

$AC

%

+

$找到潜在的差异化学成分%采用
#

检验验证多维统计中找到的差异化学成分是否

在单维统计中具有显著性差异"若
-

$

*_*H

"则

表示有显著性差异%

=>K

!

差异化学成分的鉴定

通过一级质谱确定精确相对分子质量"二

级质谱获得裂解信息"结合
[8FN

!

4<<

:

*

"

PPP_4=RQ_;1

,$和
8O]WA(

!

4<<

:

*

"

=6<&50'

9;/5

::

7_6R.

,$数据库搜索及文献报道推测化

合物结构式信息%

?

!

结果与讨论

?>=

!

样品处理方法的选择

在供试品溶液的制备中"分别考察了纯甲

醇&

,*̂

甲醇&

H*̂

甲醇
!

种溶剂对实验结果的

影响"结果表明"以纯甲醇为溶剂的色谱峰峰形

优于其他两种溶剂%同时考察了超声提取时间

分别为
+H

&

!*

&

JH

和
#*=50

对提取结果的影

*"#
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响"结果表明"超声提取
JH=50

时色谱峰峰面

积明显较大"因此"最终选择以纯甲醇溶液超声

提取
JH=50

%

?>?

!

色谱条件的优化

分别考察了流动相为甲醇
K

水&乙腈
K

水&甲

醇
K*_+̂

甲酸水溶液&乙腈
K*_+̂

甲酸水溶液在

梯度洗脱条件下对样品各色谱峰分离度的影响"

结果表明"采用甲醇
K*_+̂

甲酸水溶液为流动相

时"色谱峰峰形较好且具有良好的分离效果%

?>B

!

样品分析

根据设定的液相色谱&质谱条件"取供试品

溶液进样分析%

J

个不同产地何首乌样品在负

离子模式下的
BCW3K]/5

:

&6]GM 89

,

89

基

峰强度离子流!

NCA

$色谱图示于图
+

%

注*

1_

贵州施秉#

Q_

湖北英山#

;_

广东高州#

R_

四川阿坝

图
=

!

负离子模式下&不同产地何首乌样品提取离子流#

W$O

$色谱图

@#

0

A=

!

M$T7PL&#

,

5(LJ@89

"

89:%1(

,

(%F#2)(21#)

6

#

W$O

$

*-&"'%)"

0

&%'

".)*+

,-

*(./0+1.

2

*3.#45.6.&"'!#..(&(2)-%:#)%)1#22(

0

%)#D(#"2'"!(

+"#
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?>I

!

多元统计分析

?>I>=

!

C3I

分析
!

采用
C3I

多变量模式识

别方法对
J

个不同产地何首乌样品进行降维分

析%

J

个不同产地何首乌
C3I

分析的散点图

!

<+

*

J,_#̂

#

<)

*

))_,̂

$示于图
)

%

J

个产地何

首乌样品分布在不同区域"分类结果较为理想"

说明
J

个产地的何首乌样品的化学成分存在明

显差异%相比于其他
)

个产地的样品"贵州施

秉和湖北英山的样品得分较接近"说明这
)

个

产地的何首乌样品组内的均一性较好"即化学

成分组成接近%广东高州和四川阿坝的样品得

分距离其他
)

组较远"说明这
)

组何首乌样品

与其他
)

组样品差异较大%

?>I>?

!

CW9KFI

分析
!

采用有监督模式识别

方法
CW9KFI

分析确定不同产地何首乌之间

的差异变量"即差异化学成分%使用常用变

量载荷评价参数!

$AC

$值描述变量的贡献程

度"当
$AC

%

+

时"认为存在潜在的差异化学

成分%

注*

I_

贵州施秉#

N_

湖北英山#

3_

广东高州#

F_

四川阿坝

图
?

!

负离子模式下&不同产地何首乌的
$7+

得分图

@#

0

A?

!

$7+1*"&(1".)*+

,-

*(./0+1.

2

*3.#45.6

.&"'!#..(&(2)-%:#)%)1#22(

0

%)#D(#"2'"!(

分别对不同产地何首乌样品进行两两比较

和
CW9KFI

分析"结果示于图
!

"

"

%

)

个产地

的何首乌样品沿着
C3+

轴明显分开%模型验

证结果!

6

)

Z

和
W

)

$显示模型有效可靠%

$AC

的得分图示于图
!Q

"

"Q

"对
)

组分类贡献较大

的差异性成分!

$AC

%

+

$数据列于表
+

%

图
B

!

贵州施秉和湖北英山的何首乌样品的
$T9PC+

得分图#

%

$和
]O$

得分图#

:

$

@#

0

AB

!

$T9PC+1*"&(1

,

5")

#

%

$

%2!D%&#%:5(#'

,

"&)%2*(

,

5")

#

:

$

".1%'

,

5(1.&"'9-#:#2

0

%2!_#2

0

1-%2

图
I

!

贵州施秉和广东高州的何首乌样品的
$T9PC+

得分图#

%

$和
]O$

得分图#

:

$

@#

0

AI

!

$T9PC+1*"&(1

,

5")

#

%

$

%2!D%&#%:5(#'

,

"&)%2*(

,

5")

#

:

$

".1%'

,

5(1.&"'9-#:#2

0

%2!\%"Z-"4

)"#
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图
K

!

贵州施秉和四川阿坝的何首乌样品的
$T9PC+

得分图#

%

$和
]O$

得分图#

:

$

@#

0

AK

!

$T9PC+1*"&(1

,

5")

#

%

$

%2!D%&#%:5(#'

,

"&)%2*(

,

5")

#

:

$

".1%'

,

5(1.&"'9-#:#2

0

%2!+

'

:%

图
N

!

湖北英山和广东高州的何首乌样品的
$T9PC+

得分图#

%

$和
]O$

得分图#

:

$

@#

0

AN

!

$T9PC+1*"&(1

,

5")

#

%

$

%2!D%&#%:5(#'

,

"&)%2*(

,

5")

#

:

$

".1%'

,

5(1.&"'_#2

0

1-%2%2!\%"Z-"4

图
Q

!

湖北英山和四川阿坝的何首乌样品的
$T9PC+

得分图#

%

$和
]O$

得分图#

:

$

@#

0

AQ

!

$T9PC+1*"&(1

,

5")

#

%

$

%2!D%&#%:5(#'

,

"&)%2*(

,

5")

#

:

$

".1%'

,

5(1.&"'_#2

0

1-%2%2!+

'

:%

图
R

!

广东高州和四川阿坝的何首乌样品的
$T9PC+

得分图#

%

$和
]O$

得分图#

:

$

@#

0

AR

!

$T9PC+1*"&(1

,

5")

#

%

$

%2!D%&#%:5(#'

,

"&)%2*(

,

5")

#

:

$

".1%'

,

5(1.&"'\%"Z-"4%2!+

'
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表
=

!

不同产地何首乌样品
$T9PC+

分析结果

L%:5(=

!

/(145)1".$T9PC+#2)*+

,-

*(./0+1.

2

*3.#45.6.&"'!#..(&(2)-%:#)%)1

样品

91=

:

&67

模型验证结果
!

\67.&<7%2=%R6&?1&5R1<5%0

6

)

Z W

)

$AC

%

+

的特征峰数

(.=Q6/%2;41/1;<6/57<5;

:

61Z7

!

$AC

%

+

$

贵州施秉与湖北英山
*_LLL *_LLJ L,

贵州施秉与广东高州
*_LL# *_L#, "!

贵州施秉与四川阿坝
*_LLL *_LLH +++

湖北英山与广东高州
*_LLL *_LLJ L#

湖北英山与四川阿坝
*_LLH *_L"* ++,

广东高州与四川阿坝
*_LL, *_L"! +*#

?>K

!

差异化学成分的鉴定

通过对
[8FN

和
8O]WA(

数据库搜索"

结合相关文献报道-

+!K)J

.

"对
$AC

%

+

且
G

$

*_*H

的
!#

种差异化学成分进行结构鉴定"初

步鉴定出
!!

种化学成分"其质谱数据列于

表
)

%

?>N

!

共有差异化学成分的相对含量变化

所分析的
J

个不同产地何首乌样品中共有

+)

种差异化学成分"分别为
!

"

HK

二羟苯基
K+KAK

#

KFK

!

#mKAK

没食子酰$

K

吡喃葡萄糖苷&没食子

酸&原始车菊素
NK,K!KA

没食子酰&儿茶素葡萄

糖苷&白皮杉醇
K!KAK

#

KFK

!

#mKAK

没食子酰$

K

吡

喃葡萄糖苷&二苯乙烯苷&二苯乙烯
K

葡萄苷酸&

决明柯酮
KAK

#

KFK

葡萄糖苷&大黄素
K"KAK

!

#oKAK

乙酰基$

K

#

KFK

葡萄糖苷&大黄素&掌叶二蒽酮

I

&大黄素甲醚%提取各共有差异成分在各组

样品间对应的峰面积来表示其相对含量"对同

一化学成分在不同产地何首乌样品间的峰面积

平均值的标准差进行计算"得到共有差异成分

在不同产地何首乌间的相对含量变化"结果示

于图
L

%

+)

种共有差异成分中"二苯乙烯苷&决

明柯酮
KAK

#

KFK

葡萄糖苷和大黄素
K"KAK

!

#oKAK

乙酰基$的相对含量以产自贵州施秉的何首乌

较高#

!

"

HK

二羟苯基
K+KAK

#

KFK

!

#mKAK

没食子酰$

K

吡喃葡萄糖苷&没食子酸和掌叶二蒽酮
I

的相

对含量以产自湖北英山的何首乌较高#儿茶素

葡萄糖苷&白皮杉醇
K!KAK

#

KFK

!

#mKAK

没食子

酰$

K

吡喃葡萄糖苷二苯乙烯
K

葡萄苷酸
K

#

KFK

葡

萄糖苷和大黄素的相对含量以产自广东高州的

何首乌较高#原始车菊素
NK,K!KA

没食子酰和

大黄素甲醚的相对含量以产自四川阿坝的何首

乌较高%

B

!

小结

建立了基于
BCW3K]/5

:

&6]GM 89

,

89

结合多元统计分析技术的不同产地何首乌差异

化学成分的分析方法"并从样品制备&色谱图分

析&数据处理等方面进行探讨"找出积累差异显

著的化学成分"探索其变化规律%实验结果表

明"串联四极杆飞行时间高分辨质谱!

]/5

:

&6

]GM89

,

89

$可准确获取化合物的精确分子

质量和裂解碎片质量信息"快速鉴定化合物的

结构#贵州施秉&湖北英山&广东高州和四川阿

坝
J

个产地的何首乌样品中化学成分存在明显

差异"找出了
!#

种共有差异显著的化学成分"

并鉴定出
!!

种成分"其中
+)

种共有差异成分

呈现不同的变化规律%该结果可为揭示产地因

素对何首乌代谢产物合成积累的影响规律以及

探究何首乌药材的品质形成机制提供基础资

料"为中药复杂体系分析&差异化学成分的鉴定

提供一种可靠&准确的方法参考%
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时
间
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