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技术分析

苍耳子炒制前后的差异化学成分
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摘要!为探讨苍耳子炒制前后化学成分的变化"采用超高效液相色谱
F

串联四极杆飞行时间高分辨质谱
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$法"结合多元统计分析技术"对苍耳子炒制前后化学成分的差异性进行分

析%通过分析二级串联质谱"针对峰匹配&峰对齐&滤噪处理等进行特征峰提取#采用主成分分析!

[2@

$

和偏最小二乘
F

判别分析!

[O8FY@

$法进行数据处理#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&标准品比对及相关文献数据进行成分鉴定%结果表明"苍耳子炒制前后的化学组成

得到了有效区分"初步筛选出
EE

个差异化学成分"并鉴定出其中的
E#

个成分#所分析的样品共有
#*

个

差异化学成分"在不同样品中呈现不同的变化规律%该方法可为解析苍耳子药材的品质形成机制提供

基础资料"也可为解释苍耳子炒制减毒的科学内涵提供依据%

关键词!苍耳子#炒制#超高效液相色谱
F

串联四极杆飞行时间高分辨质谱法!
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苍耳子系菊科植物苍耳!

Y,%61#2.'#B#5#J

+2. [0;.e

$的干燥成熟带总苞的果实"是中医

临床常用药材"收载于
)*#D

年/中国药典0"具

散风寒&通鼻窍&祛风湿之功效"为历代治疗鼻

渊及头痛的要药)

#

*

%苍耳子化学成分复杂"主

要含有酚酸类&倍半萜内酯类&挥发油&脂肪油

和水溶性苷类等)

)FE

*

%现代研究表明"酚酸类成

分具有抗炎&抗菌和抗血栓等作用)

DF+

*

#蒽醌类

成分具有抗菌消炎&抗病毒&降血脂和增加免疫

力等作用)

"

*

#黄酮类成分具有抗炎&抗氧化和抗

肿瘤等作用)

GF#*

*

%苍耳子资源丰富"临床使用

量大"但其生品药材有毒"经炒制后可降低毒

性%目前"苍耳子炮制规范及制品质量标准尚

不完善"炒制过程缺乏客观&科学的工艺参数"

导致药材质量参差不齐"难以实现商品药材标

准化及保障临床使用的有效性%

目前"对苍耳子药材的质量评价及炮制研

究主要集中在环烯醚萜苷&苯丙素苷及有机酸

等几种指标成分的含量测定)

##F#+

*以及其指纹图

谱分析)

#"

*

"分析方法多为高效液相色谱!

H[O2

$

法)

##F#E

"

#G

*或高效毛细管电泳!

H[2I

$法)

#D

*

"尚

未见苍耳子炮制前后化学成分的整体变化或显

著差异化学成分的研究报道%其中"

H[O2

法

操作简便&灵敏度较高#

H[2I

法载样量小&柱

效高&分辨率好"但重现性差&灵敏度较低%以

上两种方法主要用于定量分析"定性分析则需

要标准品对照%液相色谱
F

质谱技术广泛用于

中药复杂体系的定性和定量分析"常用的质谱

技术有四极杆质谱&离子阱质谱&飞行时间质谱

及复合式串联质谱等)

)*

*

%其中"低分辨率的四

极杆质谱和离子阱质谱得到的碎片离子较少"

而高分辨率质谱能够测得化合物的精确分子质

量"进而获得化合物的分子式%根据多级质谱

给出的化合物碎片信息"并结合相关文献)

)#

*资

料"可快速鉴定化合物的结构%近年来"超高效

液相色谱
F

串联四极杆飞行时间高分辨质谱
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$法已成为植物代

谢组学研究的重要手段之一%

植物代谢组学技术是对植物抽提物中代谢

组进行高通量&无偏差&全面分析的技术"可用

于研究生物整体&系统或器官的内源性代谢物

质的代谢途径及其所受内在或外在因素的影响"

该技术也适用于中药多组分复杂体系的分析%

本研究借鉴植物代谢组学的思路和方法"

采用超高效液相色谱
F

串联四极杆飞行时间高

分辨质谱法分析苍耳子炒制前后化学成分的变
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化%通过多元统计分析找出变化显著的差异化

学成分"并探讨其变化规律"希望为揭示苍耳子

炒制前后化学成分变化规律及其品质形成机制

提供基础资料%

<

!

实验部分

<><

!

仪器和材料

8HA7@YQL8AOF)*@NZ

超快速液相色

谱仪,日本岛津公司产品"配有
YMLF)*@!

脱

气装置"

O2F)*@YNZ

液相"

8AOF)*@NZ

自动

进样器"

2WBF)*@2

柱温箱#

W.4

9

&5 bFWB\

DC**

质谱仪,美国
@]8:45K

公司产品"配有电

喷雾离子源!

I8A

$系统"

@/0&

=

6;8%1;U0.5W\#eC

数据采集处理工作站#

]8@))E8

型电子分析天

平,德国
80.;%.4-6

公司产品#

_bFD**I

型超声

波清洗器!功率
D**P

"频率
E*SH?

$,昆山市

超声仪器有限公司产品#

YHMFG#E*@

型电热

恒温鼓风干燥箱,上海沪粤明科学仪器有限公

司产品#湘仪
H#CD*FP

高速离心机,湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司产品%

甲醇"甲酸,均为质谱纯"德国
75.:S

公司产

品#实验用水,超纯水"由
74&&4

9

%.5

纯水器制备%

苍耳子样品分为商品药材和实地采集两

种"均由南京中医药大学刘训红教授鉴定为菊

科植物苍耳
Y,%61#2.'#B#5#+2. [0;.e

的成熟

带总苞的果实"样品信息列于表
#

%其中"

8"

为

8E

根据/中国药典0

)*#D

版一部的炒苍耳子制

法制得的对应炮制品%每种样品平行取
!

份进

行分析"留样凭证存放于南京中医药大学中药

鉴定实验室%

表
<

!

苍耳子药材样品详情

?(-&.<

!

3(,

%

&.!.)(#&2"+F&0$7##!"-5$-=

编号

(%e

药材

80<

9

&5

加工方式

[.%:5664/

J

<5;3%T

产地

[.%T-:4/

J

0.50

批号

]0;:3/-<>5.

来源

8%-.:5

8#

苍耳子 晒干 河南
)*#!#*)*

河南开封

8)

苍耳子 晒干 四川
)*#!##*!

四川成都

8!

苍耳子 晒干 湖北
)*#!#*)"

湖北十堰

8E

苍耳子 晒干 江苏
)*#!#*#D

南京中医药大学药苑

8D

苍耳子 炒黄 湖北
)*#!*E*#

大华中药店

8C

苍耳子 炒黄 江苏
#)*D#!**+

北京同仁堂南京分店

8+

苍耳子 炒黄 河南
#!*G##

益丰大药房

8"

苍耳子 炒黄 江苏
)*#!#*#D

南京中医药大学药苑

<>=

!

实验条件

<>=><

!

色谱条件
!

@

J

4&5/;Q%.>0K8]F2#"

色

谱柱!

)D*<<gEeC<<

"

D

$

<

$#流动相,甲醇

!

@

$"

*e)f

甲酸水溶液!

]

$#梯度洗脱程序,

*

#

#*<4/

!

)*f

#

!*f@

$"

#*

#

)*<4/

!

!*f

#

!Df@

$"

)*

#

!* <4/

!

!Df

#

"*f@

$"

!*

#

ED<4/

!

"*f

#

#**f@

$"

ED

#

E"<4/

!

#**f

#

)*f@

$#流速
#e*<O

-

<4/

#柱温
!Dh

#进样量

#*

$

O

%

<>=>=

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

I8A

$负离

子模式"质量扫描范围
.

-

LD*

#

#***

"喷雾电

压
De*S$

"气帘气流速
!*O

-

<4/

"雾化气流速

DDO

-

<4/

"辅助气流速
DDO

-

<4/

"离子源温度

D**h

"碰撞室射出电压!

2N[

$

G$

"去簇电压

!

Y[

$

#**$

%

<>@

!

供试品溶液的制备

精密称取
#e*

J

药材粉末!已过
!

号筛$"

置于
#**<O

具塞锥形瓶中"加入
E*<O

甲醇"

称其质量#在室温下超声提取
!*<4/

后取出"

放冷"用甲醇补足质量损失"静置冷却#以

#)***.

-

<4/

离心
#*<4/

"取上清液"经
*e))

$

<

微孔滤膜过滤"即得供试品溶液%

<>A

!

方法学考察

<>A><

!

精密度实验
!

精密吸取同一供试品溶

液"连续进样
C

次"对各主要色谱峰的峰面积进

行积分"计算其相对保留时间和相对峰面积的

Z8Y

值"考察仪器的精密度%

<>A>=

!

稳定性实验
!

精密吸取同一供试品溶

GD#

第
#

期
!!

刘娟秀等,基于
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技术分析苍耳子炒制前后的差异化学成分



液"分别于第
*

&

E

&

"

&

#)

&

)E3

进样检测"对各主

要色谱峰的峰面积进行积分"计算其相对保留

时间和相对峰面积的
Z8Y

值"考察供试品溶液

的稳定性%

<>A>@

!

重复性实验
!

精密称取
#

J

苍耳子样

品"按
#e!

节方法制备
C

份供试品溶液"色谱分

析后"对各主要色谱峰的峰面积进行积分"计算

其相对保留时间和相对峰面积的
Z8Y

值"考察

样品制备的重复性%

<>B

!

谱图处理与统计分析

将原始质谱数据和色谱图导入
[50SX45U

#e)

数据处理工作站进行峰匹配&峰对齐&滤噪

等处理"结果保存为文本格式"然后将文本文件

调整后导入
8A72@F[#!e*

软件进行分析%采

用主成分分析!

[2@

$法"通过初步观察各样品

的聚集情况"直观地表达苍耳子炒制前后的化

学成分差异#采用偏最小二乘判别分析!

[O8F

Y@

$法对各样品进行分类"其中
D

)

Y

&

D

)

W

越

接近
#

"表示模型越稳定"

P

)

*

*eD

表示预测率

高%根据
[O8FY@

模型得到的变量权重值

!

$A[

*

#

$找到潜在的差异化学成分"采用
6

检

验法验证多维统计中的差异化学成分是否在单

维统计中具有显著性差异"其中
A

"

*e*D

表示

有显著性差异%

<>R

!

差异化学成分的鉴定

通过一级质谱确定精确的相对分子质量"

二级质谱获得裂解信息"结合
H7Y]

!

3;;

9

,

)

UUU'3<T>':0

-$和
7IWOA(

!

3;;

9

,

)

<5;&4/'

8:.4

99

6'5T-

-$数据库搜索&标准品比对及相关

文献报道"确定或推测化合物结构信息%共有差

异成分的含量以各样品对应的峰强度数值表示"

通过对生苍耳子与炒苍耳子样品间同一物质峰

强度的平均值和标准差进行计算"得到共有差异

成分在苍耳子炒制前后的相对含量变化%

=

!

结果与讨论

=><

!

色谱条件的优化

分别考察了甲醇
F

水&乙腈
F

水&甲醇
F*e#f

甲酸水&甲醇
F*e)f

甲酸水等溶液作为流动相

时对样品中各峰分离度的影响%结果表明"在

流动相中加入一定比例的甲酸可增强样品中待

测物的保留"并减少色谱峰拖尾%采用甲醇
F

*e)f

甲酸水溶液作为流动相时"峰形较好且可

达到良好的分离效果%

=>=

!

质谱条件的优化

分别考察了样品中化学成分在正&负离子

模式下的响应情况%结果表明"负离子模式比

正离子模式能提供更多的质谱峰信息"故本实

验采用负离子模式进行分析%苍耳子炒制前后

样品的
L[O2FW.4
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基峰强度

离子流!

][A

$色谱图示于图
#

%

=>@

!

供试品处理方法的优化

分别考察了甲醇&

+*f

甲醇&

D*f

甲醇
!

种

溶液作为提取溶剂的情况"结果表明"以甲醇为

溶剂的色谱峰峰形优于其他两种溶剂%还考察

了超声提取
!*

&

C*

&

G*<4/

对提取效果的影响"

结果表明"超声提取
!*<4/

与其他两种超声时

间的提取效果无明显差异%同时考察了料液比

分别为
#^)*

&

#̂ !*

&

#^E*

对提取效率的影

响"结果表明"料液比为
#̂ E*

时具有较高的提

取效率%

=>A

!

方法学考察结果

按
#eE

节方法考察方法的精密度&稳定性

和重复性"结果显示"各项实验中主要色谱峰的

相对保留时间和相对峰面积的
Z8Y

值均小于

)f

"这表明仪器精密度良好"供试品溶液在

)E3

内稳定且方法重复性良好%

=>B

!

主成分分析#

T6$

%

采用
[2@

多变量模式识别方法对苍耳子

炒制前后样品进行降维分析"其得分图示于

图
)

%由图
)

可见"生苍耳子与炒苍耳子样品

可以被明显地分开"生苍耳子样品位于
[2#

轴

的负方向"炒苍耳子样品位于
[2#

轴的正方

向"而且各自聚为一类"这说明炒制前后苍耳子

化学组成明显不同%生苍耳子样品分布相对比

较集中"说明组内均一性较好"即化学物质组成

相近#而炒苍耳子样品分布相对比较分散"即组

内样品化学成分组成差异相对较大"这可能是

由炒苍耳子商品药材缺乏统一的炮制规范和工

艺参数导致的%

=>R

!

偏最小二乘判别分析#

TG3CD$

%

为进一步证实苍耳子炒制前后样品中化学

成分的差异性"采用有监督的模式识别方法

[O8FY@

来分析确定苍耳子炒制前后样品间的

差异化学成分"其得分图示于图
!

%在图
!

中"

生苍耳子与炒苍耳子样品沿
[2#

轴明显分开"

*C#
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注,

0e

生苍耳子#

>e

炒苍耳子

图
<

!

苍耳子炒制前后
STG6C?4#

%

&.?QJC13

$

13

基峰强度离子流
VT/

色谱图

J#

I

F<

!

STG6C?4#

%

&.?QJ13

$

13-(2.

%

.(E#*).*2#)

5

#

VT/

%

'74",()"

I

4(,2

"+F&0$7##!"-5$-=-.+"4.(*!(+).42)#4C+4

5

#*

I

注,

0e

生苍耳子#

>e

炒苍耳子

8#e

.

#

8)e

/

#

8!e

0

#

8Ee

#

#

8De

1

#

8Ce

2

#

8+e

3

#

8"e

4

图
=

!

负离子模式下苍耳子炒制前后的
T6$

得分图

J#

I

F=

!

T6$2'"4.2"+F&0$7##!"-5$-=-.+"4.(*!

(+).42)#4C+4

5

#*

I

#**.

I

()#L.#"*,"!.

注,

0e

生苍耳子#

>e

炒苍耳子

8#e

.

#

8)e

/

#

8!e

0

#

8Ee

#

#

8De

1

#

8Ce

2

#

8+e

3

#

8"e

4

图
@

!

苍耳子炒制前后样品的
TG3CD$

得分图

J#

I

F@

!

TG3CD$2'"4.2"+F&0$7##!"-5$-=

-.+"4.(*!(+).42)#4C+4

5

#*

I
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其模型参数为
D

)

Y

!

:-<

$

p*eG*E

"

D

)

W

!

:-<

$

p

*eG")

"

P

)

!

:-<

$

p*e"G#

"证明模型有效可靠%

与模型相对应的柱状载荷图示于图
E

"采用常

用的变量载荷评价参数!

$A[

$值来描述变量的

贡献程度"当
$A[

*

#

时"认为存在潜在的差异

化学成分%通过
$A[

值和柱状载荷图对两组

样品中的差异化学成分进行考察"初步筛选出

EE

个差异化学成分%

=>_

!

差异化学成分的鉴定

通过
H7Y]

和
7IWOA(

数据库结合已

有的文献)

))F)G

*搜索差异化学成分的精准质荷

比"对
$A[

*

#

的
EE

个差异显著化学成分进行

结构鉴定"初步鉴定出其中的
E#

个化学成分"

其质谱数据列于表
)

%

=>\

!

共有差异化学成分的相对含量变化分析

所分析的
"

个苍耳子炒制前后样品中共有

#*

种差异化学成分"包括甘草素
FElF=F

芹糖
F=F

葡萄糖苷&

!l

"

El

"

D

"

+F

四甲氧基黄酮&绿原酸&脱

氧腺苷&隐绿原酸&

#

"

!F

二咖啡酰奎宁酸&

!

"

EF

二咖啡酰奎宁酸&紫云英苷&

ElF

去磺基苍术苷

和
#

F

胡萝卜素%以共有差异成分的峰强度数值

代表其含量"对生苍耳子和炒苍耳子样品间同

一物质峰强度的平均值和标准差进行计算和作

图"得到各共有差异成分在苍耳子炒制前后后

样品间含量的变化情况"示于图
D

%由图
D

可

见"

#*

种差异化学成分中"甘草素
FElF=F

芹糖
F

=F

葡萄糖苷&脱氧腺苷&

#

"

!F

二咖啡酰奎宁酸&

!

"

EF

二咖啡酰奎宁酸&紫云英苷及
#

F

胡萝卜素

的相对含量在炒制品中较高#而
!l

"

El

"

D

"

+F

四

甲氧基黄酮&绿原酸&隐绿原酸及
ElF

去磺基苍

术苷的相对含量在生品中较高%

@

!

结论

本实验采用
L[O2FW.4
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联用技术分析苍耳子炒制前后化学成分的差

异"初步确定出
E#

个差异显著的化学成分"在

苍耳子炒制前后的
"

个样品中共同含有
#*

个

差异化学成分"其相对含量呈现不同的变化规

律%炒制后的样品中"甘草素
FElF=F

芹糖
F=F

葡

萄糖苷&脱氧腺苷&

#

"

!F

二咖啡酰奎宁酸&

!

"

EF

二咖啡酰奎宁酸&紫云英苷和
#

F

胡萝卜素的含

量增高"这可能是苍耳子'炒制增效(的物质基

础#而
!l

"

El

"

D

"

+F

四甲氧基黄酮&绿原酸&隐绿

原酸及
ElF

去磺基苍术苷的含量降低%苍术苷

是苍耳子的主要毒性成分之一"

ElF

去磺基苍术

苷为苍术苷在酸性条件下解离出
_

i

"然后脱

去一分子磺酸基而得"炒制样品中
ElF

去磺基苍

术苷含量显著降低"这可能是苍耳子'炒制减

毒(的原因之一%该方法能够找出苍耳子炒制

前后差异显著的化学成分"并揭示其变化规律"

可为解析苍耳子药材的品质形成机制提供基础

资料"也可为解释苍耳子炒制减毒的科学内涵

提供依据%

图
A

!

苍耳子炒制前后样品的
TG3CD$

柱状载荷图

J#

I

FA

!

TG3CD$'"*)4#-K)#"*&"(!#*

I%

&")"+F&0$7##!"-5$-=-.+"4.(*!(+).42)#4C+4
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