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气相色谱
一

质谱法和模式识别技术用于

雷公藤和昆明山海棠的分类鉴定

张 亮 张正行 盛龙生 安登魁

(药物分析学研究室 )

摘 要 在样品色谱分离较完全的条件下
,

依据一定原则
,

将样品的成分质谱益加
.

形成总质

谱
。

用总质谱表征每一样本
,

并以总质谱的质量信道编码作指标
。

经 hs an
n

on 信息理论特征选取
,

采

用模式识别方法对雷公藤去皮根和根皮进行了分类
,

并对同属植物昆明山海棠作了定性预报
。

模式

识别方法是 sl M C A 和 L O A 法
,

总预示率均为 1 00
.

0 %
。

结果表明
:

雷公藤去皮根心和根皮差异明

显
,

可分为两类
;
昆明山海棠和雷公藤亲缘关系密切

,

被划为同类
。

本法灵敏
、

快速
,

不仅为联用技术

中信息的综合应用
,

而且为从化学本质上研究中药质量提供了依据
。
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见

表 1
,

所有药材由江西庐 山植物园赖书坤研

究员鉴定
。

其它化学试剂为分析纯
。
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目前
,

中药分类
、

鉴定和质量分析的方法

仍是以形 态学特征鉴定为主
,

辅以少量现代

理化分析 (薄层色谱法居多 )
。

高分辨气相色

谱
一

质谱联用技术不仅具有色谱的高分离效

能
,

而且兼备了质谱鉴定的高灵敏性和准确

性
,

是研究物质分子的有效手段
,

也是现代分

析中不可缺少的工具之一
。

本文采用气相色

誉质谱法和模式识别技术以 中药雷公藤为
例对药用植物质量分析进行了研究

,

首次提

出谱图叠加技术
,

将每一样本经色谱分离后

的各成分质谱
,

依据一定原则叠加
,

形成样本

总质谱
,

从而在利用二维信息的基础 上获得

了模式分类器可按受的数值特征
;
其次将总

质谱用于表征样本
,

并以总质谱的质量信道

的编码作指标
,

经 hs an on
n
信息理论特征提

取
,

从化学成分角度
,

对中药雷公藤去皮根

心
、

根皮和昆明山海棠作 了模式识别分类研

究
。

尹汤抑卯如曰溯

` i n d i c扭 t留 r 砚洲〕 t a n d b a r k

实验与结果

仅器与试药

惠普 5 9 8 8A G C / M S 联用仪
。

分类用样本

1
.

2 样品预处理

取样品粉末 10 9
,

准确称定
,

置索氏提取

器中
,

用氯仿提取至完全
,

氯仿提取液减压浓
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缩至小体积
,

转移到 60 ml 分液漏斗中
,

加入

l % H e 一溶液 i o m一
,

振摇 5 m i n ,

分去水层
。

上

述酸处理连续操作两次
,

然后
,

用水 10 ml 洗

涤氯仿提取液
,

并用无水硫酸钠脱水
,

中性氧

化铝脱色
,

最后
,

将氯仿提取液浓缩至 l ml
,

从中吸取 50 川
,

转移到 l m l 反应瓶中
,

氮气

流吹去氯仿
,

加无水乙醚溶解残渣后
,

通入重

氮 甲烷 (氢氧化钾 + 乙酞氨基脉 )
,

直至黄色

不消失
。

用氮气流吹干
,

加毗吮 50 川 和 T M
-

s MI (三 甲基 硅 基咪哩 ) 50 时 振 荡 混 匀后
,

9 0℃保温 5 0 m i n ,

供样品分析
。

1
.

3 o C / M S 条件

色谱柱 H P
一

l ( 2 5 m x 0
.

2 m m
,

1
.

D
. ,

膜

厚 0
.

33 协m
,

熔融二氧化硅毛细管柱 )
。

柱前

压 1 5 P s i
,

载气为高纯氦 ( 9 9
.

9 9 9 % )
,

初始柱

温 150 C
,

停留 5 m in
,

升温速率 5
`

C / m in
,

终

温 2 9 0℃
,

保持 2 0 m i n 。

分流进样 ( 2 0 : 1 )
,

进

样 口温度 3 60 ℃
,

离子源温度 2 80 ℃
,

接 口 温

度 2 90
’

C
,

溶剂延迟 2
.

5 m in
,

离子化方式 IE
,

离子能量 7 0 e v
,

质量扫描 刁5 ~ s o o a
·

m
·

u 一
一

1
.

4 数据采集
`

吸取样品溶液 0
.

1 川
,

直接进样分析
,

得
“

样品的总离子流色谱图
。

采用数据编辑系统
,

}

归一化法计算各峰峰面积
。

同时
,

打印各峰的

质谱图
。

1
.

5 语图登加

通过上述方法得到 的质谱图往往不纯
,

来自漏气
,

残 留样品 (记忆效应 )
,

或色 谱柱

流失所产生的本底的异常峰包含其中
,

同样
,

进样口的热分解或催化分解也会产生类似情

况
.

因此
,

在谱图叠加前
,

需要除去一些常见

的杂质峰
。

( 1 )水 ( 2 5 )
、

氮气 ( 2召)
、

氧气 ( 3 2 )和

: 二氧化碳 ( 4 4) 等
; ( 2) 超越分子离子峰及其合

理同位素组以上的质量区的怪峰
; ( 3) 不合理

` _

的中性碎片
, (峨 )质荷 比为 “ 0 7 的杂质峰 (来

用 1表示
,

低于闭值用 O表示
。

按下式对应叠

加
,

形成样本的总质谱
。

x 卜乏二卿A节 ( l )
j . 趁

,

2
,

3
,

…
, n 叼 ,

j = 1
,

2
,

3
,

…
,

m
,

q =

1
,

2
,

3
,

一
,

K
`

式中 A豁为第 q 样本第 i 成分峰第 j 质量信道

的编码
; n “

为第 q 样本参加叠加的成分峰 总

数
; s护为第 q 样本第 i 成分峰的峰面积

; x 了为

第 q 样本经叠 加后 的第 j 质量信道 的编码

值
。

1
.

6 特征选 择

经式 ( l) 处理
,

每一样本构成一个 3 90 维

特征向量
。

就微型计算机而言
,

外理高维样本

比较困难
。

同样
,

就模式分类而言
,

也应该去

掉对分类无效或反而 易造成混淆的 那些特

征
,

尽量保留对分类特别有效的特征
,

即必须

进行特征维数压缩
。

但是
,

维数 (特征数 )及其

对谱图的分辨率是相互矛盾的两个方
一

面
。

本

研究采用 hs an on
n
信息理 论进行特征选取

,

获满意结果
。

hs ar ln on 信息理论是研究从数童上 定量

描述信息的方法 〔̀ 〕。

基本出发点是以被消除

的不确定性来表示信息量
,

从而提供了评价

方法与结果的定量标度
。

信息量的 大小主要

取决于事件发生的几率和 事件间的相 互关

系
,

可用下式表示
:

I
、 』、
一 一 名 P j ( i ) l o s

Z
P j ( i )

( 2 )

自进样口垫片 )
。

l率为
去除杂质峰后的每一张质谱图

,

以分辨

1 ` 垃
·

冷进行编码
,

阐值设定 为基峰丰

}“
` ” 郡铸一质” 道

,

丰度超 出 ` 值
,

1
,

l
;

式 中 m 为第 j 质量信道的不连续的特征值
;

P j
i( ) 为第 j 质量信道特征值为 i 的样本对所

有数据集样本发生的几率
; I 、j ,

为所有样本第

j 质量信道的信息量之和
。

本研究 中计算了两

种情况 下的 I (j 》
值

:

一是 S护一 1 时的质谱 叠

加 ;
二是 S护等于峰面积时的质谱叠加

。

对所

有 29 个样本 (总质谱 )
,

每一质量信道的信息

量分别在 0
.

15 0 ~ 2
.

4 4 b i t 和 0
.

3 3 0 ~ 4
.

5 8

ib t 之间
。

质量信道的信息量分布见表 2
,

由表

可见
,

在 1 51 以下的低质量区含 50 % 以上的

信息量
。

两种叠加信息量分布趋 向一致
。

本
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研究选取质谱叠 加 (s 护~ 峰面 积 ) 中 26 个 l

值在 4
.

0以上的质量信道的编码作分类指标

( 见表 ) 3
。

26 个质量信道中有 21 个在 s 罗一 1

时也最富含信息量
。
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; P

, : i n -

加 r m a t io n co n t e n t m ea
n w he n 斗 e q u a l t o l

程序出 自 P A R v U S 软件包
,

并在 3 86 微机上

运行
。

1
.

8 数据结构显示

常用的数据结构显示有线性映射和非线

性映射法
。

由于本研究中谱图数据多为非线

性的
,

故选用非线性映射技术
,

将多维空间中

的样本点映射在便于观察判别的二维平 面

上
。

由图 1可见雷公藤去皮根心和根皮分类

明显
,

昆明山海棠 1 和 4 落在根皮区
,

其余在

根心区
。
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7 模式识别方法

模式识别方法大致可分为两个过程
:

学

习训练过程和分类识别过程
。

在学 习过程中
,

将已知类别的模式样本在进行特征提取后
,

按设想的分类判决的数学模型进行分类
,

并

将分类结果与已知类别的输入模式作比较
,

不断修改
,

制定出错误率最小的判别规则
,

最

后
,

将未知模式特征拟 合到该判别数学模型

中完成分类识别过程
。

本文采用了 sI M c A

法
。

sI M C A 法属于模型化方法 2[]
,

是运用 已

知类别的训练集样本所构造的主成分数学模

型去进行样本分类
,

其公式如下
:

^ .

Y几~ 衅+ 艺队眼+
e几 (3 )

扭= l

式中 Y I`

为数据矩 阵 Y 的矩 阵元
; el ,

为残差 ;

a ,

日为使
e *

达到极小的参数
; q = 1

,

2
,

3
,

… e ( 0

为已知样本的类别数 ) ; s = 1
,

2
,

3
,

…
,

M ( M

为变量数或特征数 ) ; a 一 1
,

2
,

…
,

A
。

( A
,

为主

成分数 ) ; K 一 1
,

2
,

一
, n ,

(n
,

为类 q 中样本

数 )
。

除 SI M C A 法外还 采用 了 L D A 法
,

所有

一

咙

l了19 1
.

N u n
一

1 1[犯 a r m a P Pi n g lP o t o f 2 9 o b拌
t s

1
.

i n d ie a .留 7
’ . “ 叹了. 喇妞 r oo t ; 2

.

i n d i ca
t e s T

.

臼雇了讲面 b a r k ; 0
.

i n d i
-

ca le s 了
.

峋子叼如 。 日跳 r oo t

1
.

9 分类结果

本文试验 了雷公藤的两个不同部位
:

去

皮根和根皮
。

每次从中任取一样本作试验集
,

其余样本作为训练集
,

重复运算
,

直至每个样

本都执行一次
,

最后计算正确识别率
,

待预报

样本为昆明山海棠去皮根
。

分类结果见表 4
。

由表可见
,

雷公藤去皮根心和根皮差异明显
,

可分为两类
,

昆明山海棠去皮根与雷公藤去
T a b 4

.

C lass i f i ca t i o n o f 2 9 s a r n IP伪

C o r t e C t C】曰明让i叨 t i o n

M is l d e n 仁宜f le d i n t o C l曰蛤

了功州照咖川翻
Y u n a n 。

M id u

K u n m i n g
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Y u n a o Z

J i n a群 1
.

L u s h a n

J i a n g x i , S h a n e e n s h a n

S IM C人 L D A

R。 。 t B曲它k R侧〕t B公 k

(
.

= 1 5 ) (
.
一 8 ) (

.
= 15 ) ( . = 8 )
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皮根被划为同类
,

表明两者亲缘关系密切
,

分

类结果与数据结构显示比较一致
。

2 结 论

2
.

1 雷公藤植物化学成分非常复杂
,

就 目前

已知的化学成分而言
,

几乎大部分成分 含轻

基或竣基
,

是一些难挥发性化合物
,

采用先甲

酞化
,

后硅烷 化的方法
,

大部分成分适于气相

色谱分析
。

衍生化反应温度
,

实验结果表明以

90 C 反应 30 m in
,

色谱响应信号最强
。

经衍生

化处理后
,

仍有一些分子结构较大的雷公 藤

生物碱难 以气化
,

当直接进 行 G c / M s 分析

时
,

峰拖尾严重
。

本研究在样品衍生化前
,

利

用生物碱的弱碱性
,

采用稀盐酸 (1 % )
,

反复

提取
,

除去了其 中的生物碱
。

2
.

2 质谱图处理方法有多种
:

对峰 归一 化
、

对谱强度 (丰度 )进行对数转换
、

或进行编码
。

不同的研究 目的应当选择不同的处理方法
。

本研究采用二值编码
,

虽然失去 了一些强 度

信息
,

但保留了化合物的最基本的结构信息
。

实验证明
:

质谱 的二值码转换是实现类分离

的有力手段
。

.2 3 hs an no
n
信 息量是谱图几率分 布信息

较简便且有效的表达方式
,

并起到模式识别

研究中数据降维作用
。

本研究中 3 90 个不同

质量信道被有效地压缩到 26 个
。

就 SI M c A

模型而言
,

选择高信息量信道
,

能获得好的分

类结果
,

但并不是所有研究都需要高信息量
,

有时也会存在例外
。

2
.

4 雷公藤去皮根和根皮 虽为同种植物的

不同部位
,

但从分类结果来看
,

根皮和去皮根

明显不同
。

临床医疗规定入药部位 为去皮根
,

鉴于 目前市售雷公藤多为全根
,

为确保药品

的安全有效
,

应严格控制根皮的混入
。

昆明山

海棠与雷公藤 为同属不同种植物
,

采用本文

方法两者 的去皮根被划为同类
,

表 明两 者成

分较为接近 (此结论 与两者植物化学成分研

究的结果比较一致 )
,

能否作为雷公藤的代用

品使用可以进一步研究
。

2
.

5 针对丰富的色谱
、

质谱信息
,

本研究首

次提出谱 图叠加技术
,

形成了现有模式分类

器可接受的数值特征
,

并获满意的分类结果
.

从而为联用技术中多维信息的综 合处理提供

了新的思路
。

同时
,

本文立 足化学成分的质

谱
,

从物质分子水平揭示其内在规律
,

是现代

分析技术研究中药质量的一种新的尝试
。

参 考 文 献

】 D o n a l d R S
.

D e t e r m i n a t i o n o f e h e m ie a 】 C l a s s e s f r o m 一n a 、 s

s P e e t r a o f t o x j e o r g a n j e e o nr P o tl n d s b y S IM C A P a t「e r n r e e u g

n i t i o n a n d i n f o r m a t i o n t h e o r y
.

月升a l 记
’

加
” 艺 ,

1 9 8 6 ; 5 8 : 8 8 1

2 W
o ld S

.

S IM C A : A m e t h do f o r a n a l y 艺 i n g e h e m j e a ! d a t a 一r l

t e r m s o f s i m i l a r i t y a n d a n a l o g y
.

I n : K o w a l s k i B R e d
.

C h e m o m e t r i e s : 7
,

人之U 7 今 a n d 乃尹户瓜丫于I
脚

,

W a s h i n g t o n
.

1 9 7 7 :

2 4 3
一

8 2

D e t e r m i n a t i o n o f C h e m i e a l C l a s s e s f r o m M a s s S P e e t r a o f

M e d i e i n a l P l a n t s b y G C 一

M S a n d P a t t e r n R e e o g n i t i o n

Z h a n g L i a n g
,

Z h a n g Z h e n g x i n g
,

S h e n g L o n g s h e n g , A n D e n g k u i

eD 那
r t n 班叽 t of 子)ll 。 ? lr o c e汉 t u)a l A双“ ly召招

U n d e r t h
e e o m P le t e e h r o m a t o g r a P h i e s e P e r a t i o n o f s a m Pl e s , t h e s u m m a s s s P e e t r a o f a s e t o f 2 9 e x t r a e -

t io n o f m e d i e i n a 一 p la n t s
w

e r e o b t a i n e d b y o v e r la p p s n g o f m a s s s p e e t r u m o f e o m p o n e n t s (
u s i n g l %

o f

t h e r e f e r e n e e P e a k a s t h e t h r e s h o ld l e v e l )
, e x a m in e d f o r i n f o r m a t i o n e o n e e r n i n g e h e

m i e a l e la s s e s
.

T h e

S h a n n o n i n f o r m a t i o n e o n t e n t f o r e a e h m a s s e h a n n e l w a s e a le u la t e d f o r th e s u m s P e e t r a , t h e 2 6 m a s s

e h a n n e l s w i t h t h e
h i g h

e s t in f o r m a t i o n
w

e r e r e t a i n e d a s a e o m P r e s s e d b a s ie s e t f o r S I M C A a n d L D A P a t -

t e r n r e e o g n it i o n
.

T h
e i n h

e r e n t e la s s s t r u e t u r e o f t h e d a t e s h o w
e d t w o m a jo r e l a s s e s b y N L M ; T

. 。
议户

刀 d 。

2 b a r k a n d r o o t
,

T
.

h y刃口 g应王u 〔。 , n r o o t s w
e r e e la s s i f i e d i n t o T

.

叹蒯如
矛d z ; r o o t e la s s

.

C la s s i f i e a t io n a e e u r a e y

w a s 1 0 0 % f o r t h e a b o v e t w o e l a s s e s
·

K e y w o r d s G C
一

M S ; M a s s s P e e t r u m o v e r la P P i n g ; T
.

z ,

钩肋
,

成 z ; P a t t e r n r e e o g n i t io n


