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基于 ＵＦＬＣＩＴＴＯＦ／ＭＳ技术分析不同产地黄芪的化学成分
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摘　要　为研究不同产地黄芪的化学成分差异，制备了甘肃和内蒙古２个产地共１５批黄芪药材的水煎液，利用超快速液
相色谱离子阱飞行时间质谱仪（ＵＦＬＣＩＴＴＯＦ／ＭＳ）采集１５批黄芪药材水煎液化学成分的指纹图谱，进而运用偏最小二乘
判别分析（ＰＬＳＤＡ）和（非）参数检验对数据进行模式识别和统计分析，以变量投影重要性大于１、统计学差异小于００５以
及倍数变化大于１５为阈值，筛选并鉴定其差异成分。结果发现，不同产地的黄芪水煎液中毛蕊异黄酮、芒柄花素、亚油酸
等７个化学成分的含量有明显差异，涉及木脂素、黄酮、脂肪酸等４种类别。本研究为黄芪药材的全面质量控制、准确区分
产地以及合理种植栽培提供了重要依据。
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　　黄芪为豆科植物蒙古黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａ
ｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ）Ｂｇｅｖａｒｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ（Ｂｇｅ）Ｈｓｉａｏ
或膜荚黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ）Ｂｇｅ
的干燥根，具有补气升阳、固表止汗、利水消肿、生

津养血等功效［１－２］。现代药理学研究表明，黄芪主

要含有皂苷、黄酮、氨基酸以及多糖等多种活性成

分，具有免疫调节、抗肿瘤、降血压、降血糖、保护肝

肾等药理作用［３－６］。黄芪的主产区位于我国甘肃、

内蒙古等地，由于各地区海拔、土壤、光照等环境因

素的不同，各地区黄芪的化学成分亦有所差别。

目前，有研究利用高效液相色谱法、紫外分光

光度法等手段，分析比较了内蒙古、甘肃、山西和吉

林等产地黄芪的化学成分，初步证实在各地的黄芪

中总皂苷、总黄酮等成分的含量有所不同［７－９］。这

些研究为不同产地黄芪的质量评价和控制提供了

一定的科学依据。然而，由于技术手段和研究思路

的限制，前期研究大多只分析测定了黄芪的几个成

分或某一类总提物，未能全面比较不同产地黄芪的

化学成分的差异性，所得结果具有一定片面性。对

此，本文以甘肃和内蒙古产区的黄芪为研究对象，

引入基于超快速液相色谱离子阱飞行时间质谱联
用（ＵＦＬＣＩＴＴＯＦ／ＭＳ）的代谢组学方法，采集不同
产地黄芪水煎液的 ＬＣＭＳ指纹图谱，运用偏最小
二乘判别分析（ＰＬＳＤＡ）、（非）参数检验等数据挖
掘方法，全面分析甘肃和内蒙古黄芪的化学成分差

异，为准确鉴定黄芪药材的产地提供潜在的质控标

志物（Ｑｍａｒｋｅｒ）。

!

　材　料

１１　药品与试剂
黄芪药材购自亳州药材市场，其中甘肃（ＧＳ）

９个批次，内蒙古（ＮＭ）６个批次，由安徽中医药大
学彭灿副教授鉴定为蒙古黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａ
ｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ）Ｂｅｇｖａｒｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ（Ｂｇｅ）Ｈｉｓａｏ
的干燥根。对照品黄芪甲苷 （批号 １１０７８１
２０１７１７）、毛蕊异黄酮葡萄糖苷（批号 １１１９２０
２０１６０６）、芒柄花素（批号 １１１７０３２０１５０４）等均购
自中国药品生物制品检定所；毛蕊异黄酮（批号

ＤＳＴ１７１１０８０１２，成都德思特生物技术有限公司）；
亚油酸（批号Ｌ１３７６５００ＭＧ，美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司）。ＨＰＬＣ级甲醇和乙腈（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；甲
酸（分析纯，南京化学试剂有限公司）；超纯水（实

验用自制）。

１２　仪　器
超快速液相色谱离子阱飞行时间质谱仪

（ＵＦＬＣＩＴＴＯＦ／ＭＳ，日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；ＭｉｌｌｉＱ
超纯水制备系统（美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司）；冻干机（德
国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司）；５４３０Ｒ冷冻离心机（德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

'

　方　法

２１　样品制备
将１５批药材样品粉碎后过４０目筛，称取１０ｇ

药粉，加超纯水１００ｍＬ，煎煮２ｈ后，收集滤液；滤
渣再加超纯水１００ｍＬ，再次煎煮２ｈ，收集滤液；合
并两次滤液冻干成粉。取冻干粉适量（相当于生

药０１ｇ），精密称定，加入７０％甲醇１０ｍＬ，涡旋
（１ｍｉｎ）、超声（１０ｍｉｎ）、离心（１６０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ），取上清液，过０２２μｍ滤膜后进样分析。
２２　色谱条件

选用 ＷａｔｅｒｓＸＳｅｌｅｃｔＨＳＳＴ３ＸＰ（２１ｍｍ×
１００ｍｍ，２５μｍ）色谱柱，以甲醇（Ａ）和０１％甲
酸的水溶液（Ｂ）为流动相进行梯度洗脱，具体梯度
如下：０～６ｍｉｎ，１％ Ａ；６～７ｍｉｎ，１％～３５％ Ａ；７～
１３ｍｉｎ，３５％ Ａ；１３～１５ｍｉｎ，３５％ ～５０％ Ａ；１５～
１７ｍｉｎ，５０％ Ａ；１７～１８ｍｉｎ，５０％ ～７５％ Ａ；１８～
２１ｍｉｎ，７５％ Ａ；２１～２２ｍｉｎ，７５％ ～１００％ Ａ；２２～
２６ｍｉｎ，１００％ Ａ；２６～２７ｍｉｎ，１００％ ～１％ Ａ；２７～
３０ｍｉｎ，１％ Ａ。流速：０２５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４０℃；进
样量：５μＬ。
２３　质谱条件

离子源为电喷雾（ＥＳＩ）源，采用正、负离子切
换同时检测模式；雾化气流速：１５Ｌ／ｍｉｎ；干燥气
气压：１０４ｋＰａ；检测电压：１８ｋＶ，离子源入口电
压：正极４５ｋＶ，负极 －３５ｋＶ。曲线脱溶剂管温
度和加热模块温度均为 ２００℃；离子积聚时间：
２０ｍｓ；扫描范围：ｍ／ｚ１００～１０００。
２４　数据处理与统计分析

采用ＰｒｏｆｉｌｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ软件（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公
司）对ＵＦＬＣＩＴＴＯＦ／ＭＳ采集的原始谱图进行峰提
取和峰匹配，所得数据矩阵依次进行扣减空白、填

补缺失值、面积归一化处理。所得结果导入 Ｍａｔｈ
ｅｍａｔｉｃａ软件（Ｖｅｒ１１３，Ｗｏｌｆｒａｍ，ＵＳＡ）进行统计分
析，首先利用主成分分析（ＰＣＡ）和偏最小二乘法判
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别分析（ＰＬＳＤＡ）对样品进行模式识别，以变量投
影重要性（ＶＩＰ）反映各个离子对分组的贡献大小。
除多元统计分析外，还进行单变量分析，根据每个

变量（即离子）是否成正态分布，采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓＴ
Ｔｅｓｔ或ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵＴｅｓｔ检验其组间差异的显
著性。此外，计算每个离子在两组间的倍数变化

（ＦＣ）。最终以 ＶＩＰ＞１、调整 Ｐ值（ａｄｊｕｓｔｅｄＰ）＜
００５以及｜ＦＣ｜＞１５为阈值，筛选与不同产地相
关的差异离子。

２５　化学成分鉴定
将差异离子的质荷比、多级碎片等信息与 ＴＣ

ＭＳＰ（ｌｓｐｎｗｕｅｄｕｃｎ）、ＧＮＰＳ（ｇｎｐｓｕｃｓｄｅｄｕ）等
中药化学成分数据库以及文献中黄芪的化学成分

信息进行比对，初步鉴定其化学结构；进而购买标

准品，通过比对保留时间、准确质量数以及碎片离

子，确定差异变量的归属。

２６　质控样本
为保障方法的可靠性，从１５批药材的粉末中各

取适量，充分混合后拆分成４份质控（ＱＣ）样本，穿
插于药材样品中进行样品前处理和仪器分析。

(

　结　果

３１　分析方法可靠性
甘肃和内蒙古黄芪的代表性 ＬＣＭＳ指纹图谱

如图１所示。从正、负离子流图可以看出，不同产
地的黄芪水煎液的指纹谱整体轮廓较为相似，但个

别物质的含量（峰高）有明显区别。原始谱图经

ＰｒｏｆｉｌｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ软件进行峰提取和峰匹配，在正、
负离子模式下分别识别出６２２和５４９个离子，经扣
减空白和“８０％规则”筛选，分别剩余３９７和３８０个
离子，整合而成一个１９×７７７的数据矩阵。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｙｐｉｃａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｗａｔｅｒｄｅｃｏｃｔｉｏｎｓｏｆＡｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓｉｎＧａｎｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（ＧＳ）ａｎｄＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓ
Ｒｅｇｉｏｎ（ＮＭ）

　　为保障数据的可靠性，采用无监督的模式识别
方法———主成分分析（ＰＣＡ）研究了４份 ＱＣ样本
的分布情况，结果如图２Ａ所示，所有 ＱＣ样本均
得以良好聚集。此外，进一步分析从 ＱＣ样本中提
取出的每一个离子信息的变异情况，发现所有离子

的质量精度偏差小于 ５ｍＤ，保留时间偏移小于
０１０ｍｉｎ，峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ）均低于
２０％（图２Ｂ）。以上结果表明本研究采用的样品

前处理和仪器分析方法稳定、可靠，所得数据可用

于进一步分析。

３２　模式识别与统计分析
通过ＰＣＡ得分图，除了展现ＱＣ样本的分布之

外，还能观察到不同产地黄芪药材的聚集情况。本

研究中，甘肃产的药材聚集度较高，而内蒙古产的

药材分布较为离散，以至于两组之间有一定交叠，

这可能是由于 ＰＣＡ是一种无监督的模式识别方

１６
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法，没有利用到各样本的分组信息。因而，进一步

采用有监督的ＰＬＳＤＡ方法分析数据，所得模型参
数为 Ｒ２Ｙ（ｃｕｍ）＝０９９６，Ｑ２（ｃｕｍ）＝０６０５。
ＰＬＳＤＡ得分图如图３Ａ所示，除一个离群点外，甘
肃产黄芪与内蒙古产黄芪各自能较好的聚为一类，

且两组之间有清晰的分界，说明同一产区的黄芪化

学成分较为相似，而不同产地则有明显区别。接

着，计算了每个离子的变量投影重要性（ＶＩＰ）、组
间统计学差异以及倍数变化，发现符合 ＶＩＰ＞１、
ａｄｊｕｓｔｅｄＰ＜００５和｜ＦＣ｜＞１５的离子个数分别为
２８４、７２和５７，最后利用Ｖｅｎｎ图（图３Ｂ）筛选出２４
个差异离子同时满足上述３个条件。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｄａｔａｑｕａｌｉｔｙａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｂｙｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ（ＱＣ）ｓａｍｐｌｅｓ
Ａ：ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｓｈｏｗｓｔｈｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｆｏｒａｌｌ１５Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓｓａｍｐｌｅｓａｎｄ４ＱＣｓａｍｐｌｅｓ；Ｂ：Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐｅａｋａｒｅａｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｅｘ
ｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｓｉｎＱＣｓａｍｐｌｅｓ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｆｅａｔｕｒｅｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎＧＳａｎｄＮＭｇｒｏｕｐｓ
Ａ：ＰＬＳＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｓｈｏｗｓｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１５ｓａｍｐｌｅｓ；Ｂ：ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆＶＩＰ，ａｄｊｕｓｔｅｄＰ，ａｎｄｆｏｌｄｃｈａｎｇｅｒｅｓｕｌｔｓ

３３　差异化学成分鉴定
通过查询数据库、参阅文献［２，１０－１１］，鉴定出落

叶松脂醇、丁香树脂酚、７，３′二羟基２′，４′二甲氧
基黄烷、毛蕊异黄酮、芒柄花素、黄芪甲苷Ⅳ、维生

素Ｂ２和亚油酸共计７个差异成分（表１），分属于
木脂素、黄酮、维生素和脂肪酸等４大类。在此基
础上，本课题组购买标准品，确证了毛蕊异黄酮、芒

柄花素和亚油酸的结构，结果如图４所示。
Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｓｔｏｆ７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｅｔｗｅｅｎＧＳａｎｄＮＭｇｒｏｕｐｓ

Ｎｏ Ｃｏｍｐｄ ｍ／ｚ ｔＲ／ｍｉｎ ＋／－ａ ＶＩＰｂ Ａｄｊ．Ｐｃ ＦＣｄ Ｃａｔｅｇｏｒｙ
１ Ｌａｒｉｃｉｒｅｓｉｎｏｌ ３５９０８８７ １１０ － １７０ ００１２５ １７５ Ｌｉｇｎａｎｓ
２ Ｓｙｒｉｎｇａｒｅｓｉｎｏｌ ４１７１２９０ １３５ － １７０ ００１２８ １７８ Ｌｉｇｎａｎｓ
３ Ｍｕｃｒｏｎｕｌａｔｏｌ ３０３１２２３ １８９ ＋ ２０１ ０００１４ １５７ Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
４ Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ ２８３０５４０ １９３ － １４８ ００３５９ ０６２２ Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
５ Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ ２６７０５８２ ２０５ － １４９ ００２９０ ０５６４ Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
６ Ｆｌａｖａｘｉｎ ３７７２６６６ ２４９ ＋ １３４ ００４７７ １８７ Ｖｉｔａｍｉｎｓ
７ Ｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄ ２７９２２３７ ２５３ － １６３ ００１２７ １７２ Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ

ＣｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｓｔａｎｄａｒｄｓａＰｏｓｉｔｉｖｅ（＋）ｏｒｎｅｇａｔｉｖｅ（－）ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅ；ｂＶａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ；ｃＴｈｅＢｅｎｊａｍｉｎｉＨｏｃｈｂｅｒｇ
ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｏｎｔｒｏｌｔｈｅＦＤＲａｔ００５；ｄＴｈｅｆｏｌｄｃｈａｎｇｅｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｄｉｖｉｄｉｎｇｔｈｅｍｅａｎｖａｌｕｅｏｆｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｉｏｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｎＧＳｇｒｏｕｐｂｙ
ｔｈａｔｏｆＮＭｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃａｌｙｃｏｓｉｎ，ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎａｎｄｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄｉｎＡｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓｓａｍｐｌｅｓｂｙｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
ａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｗｉｔｈｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ

&

　讨　论

中药材有效成分的形成、转化与积累除受本身

的遗传特性决定外，还与环境因素密切相关。甘肃

和内蒙古作为黄芪的两个主要产区，其地理位置与

气候特征等环境因素不尽相同。目前，甘肃地区黄

芪栽培主要集中在陇西县、岷县等地，位于甘肃省

东南部，属黄土高原地区，具有海拔高（１４２０～
３９４１ｍ）、日照充足、昼夜温差大、年降水量少等特
点［１２］。内蒙古地区黄芪栽培主要集中在赤峰、包

头、呼和浩特等地，平均海拔高度１０００ｍ左右，土
壤形成过程中钙积化强烈，有机质积累较多，其气

候特征与甘肃相似，具有昼夜温差大、日照充足、降

水变率大等特点［１３］。本研究发现，甘肃与内蒙古

种植环境的不同确实造成了黄芪中部分化学成分

含量的差异，如图５所示，有５种成分在甘肃黄芪

中含量较高，包括落叶松树脂醇、丁香树脂酚、７，
３′二羟基２′，４′二甲氧基黄烷、维生素 Ｂ２和亚油
酸，而内蒙古黄芪则含有更多的毛蕊异黄酮和芒柄

花素。

本研究鉴定出的７个差异性化学成分，均被现
代药学研究证明具有重要的药理作用［１４－２０］。例

如，毛蕊异黄酮具有抗纤维化和保护内皮细胞等作

用，可能通过抑制ＴＧＦβ１诱导的内皮细胞转分化
防治糖尿病肾病［１５－１６］；芒柄花素具有降血压、调节

雌激素、调节代谢等活性，而且对女性生殖系恶性

肿瘤、泌尿系肿瘤等多种恶性肿瘤的抗肿瘤效应具

有广泛性，有望开发为新型广谱抗肿瘤药物［１７－１８］；

维生素 Ｂ２是体内多种氧化酶系统不可缺少的辅
酶，对维持人体正常物质代谢和某些特殊生理功能

是不可缺少的［１９］；亚油酸则是人体必需的脂肪酸，

具有抗氧化、降低血液中的胆固醇、减少冠心病的

３６
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发生等作用［２０－２１］。黄芪作为一味中药，其临床疗

效的发挥有赖于多种成分药效作用的叠加［２，２２］，那

么由于产地环境不同所引起的物质基础差异很可

能会反映在黄芪的功效作用上。因此，在临床应用

中应充分考虑产地因素对黄芪药材的影响，根据具

体药材调整剂量、提高疗效。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｈａｒｔｓｏｆ７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎＡｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＧＳａｎｄＮＭ

　　值得注意的是，黄芪甲苷和毛蕊异黄酮葡萄糖
苷被２０１５版《中华人民共和国药典》规定为黄芪
药材的含量测定项［１］，作为黄芪的主要活性成分，

它们已被证实具有降血糖、抗凋亡、抗氧化、抗肿

瘤、抗炎症等多种药理作用［２，２３］。在本实验中通过

与标准品比对确证检测到这两种成分（保留时间

分别为２３５ｍｉｎ和１５１ｍｉｎ），但是在甘肃和内蒙
古产的黄芪中其含量并未见显著差异，说明仅以黄

芪甲苷和毛蕊异黄酮葡萄糖苷为指标不能有效区

分不同产地的黄芪。与之相比，本研究发现的７个
差异性化学成分则可以提供更多维度的信息，更有

利于全面表征药材的质量。

)

　结　论

本研究利用 ＵＦＬＣＩＴＴＯＦ／ＭＳ技术和模式识
别方法，比较分析了甘肃与内蒙古产区黄芪水煎液

的化学指纹图谱，发现毛蕊异黄酮、芒柄花素、亚油

酸等７个差异性化学成分。初步证实产地的不同
会影响黄芪的化学成分，但对于土壤、光照等环境

因素如何改变黄芪的化学成分，尚需要进一步研

究。本实验为黄芪药材的全面质量评价、科学区分

产地以及合理种植栽培提供理论参考。
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