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摘要: 目的  建立黄连超高效液相色谱—三重四级杆串联质谱(UPLC-MS/MS)指纹图谱分析方法，为其质量控制、研究开发和应用提供科学依据。方法  采用ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（1.7 μm，100 mm×2.1 mm），以水（A，含0.05%甲酸）-乙腈（B）为流动相，梯度洗脱；柱温：40 ℃，流速:0.4 mL·min-1，进样量2 μL。利用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统2004A版”对其进行相似度评价。结果  建立了黄连UPLC-MS/MS指纹图谱的共有模式，确定了18个共有峰，并根据对照品和参考文献指认了5个共有峰，对11批不同产地和品种的药材相似度进行了考察，其相似度在0.90以上。结论  首次建立了黄连药材UPLC-MS/MS指纹图谱分析方法，该分析方法快速、灵敏、简便，为黄连药材各品种的质量控制提供实验依据。
 关键词： 黄连；UPLC-MS/MS；指纹图谱；质量控制；聚类分析 
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Fingerprint analysis of Coptis chinensis Franch. by UPLC-MS/MS 

ZHANG Jian feng 1， LIU  Wen1*，ZHANG Shi yu 1，WU Zeng guang 1 (1.Guiyang College of traditional Chinese Medicine, Guiyang Guizhou 550002，China)

Abstract： Objective To establish the UPLC-MS/MS fingerprint for effective quality control of Coptis chinensis Franch. Methods The fingerprint of Coptis chinensis Franch.was developed with ultra-performance liquid chromatography, and the Acquity UPLC BEH C18 column (1.7 μm，100 mm×2.1 mm) was used in the gradient elution with a mobile phase of acetonitrile-water (0.05% formic acid): The flow rate was 0.4 mL/min, the column temperature was 40 ℃.Similarity evaluation combined with hierarchical clustering analysis (HCA) were used to evaluate the quality of herbs from different areas. Results The fingerprint of Coptis chinensis Franch. was established with good precision, reproducibility, and stability obtaining within 50 min, and 5 peaks in the fingerprint were designed. Twenty samples could be classified into two clusters. Conclusion The establishment of UPLC fingerprint of Coptis chinensis Franch.and the application of chemical pattern recognition can provide a more comprehensive reference for the quality control of herbs.

Keyword：Coptis chinensis Franch.； UPLC-MS/MS； Quality control； Fingerprint;；Quality control.；Cluster analysis

黄连为毛茛科植物黄连 Coptis chinensis Franch.、三角叶黄连Coptis deltoidea C.Y.Cheng et Hsiao或云连Coptis teeta Wall.的干燥近根茎，主产于四川、重庆、贵州、西藏、湖南、云南、陕西等省区，具有清热燥湿，泻火解毒之功效[1-2]。近年来，国内外对黄连的化学成分和药理研究研究已有较多报道 [3-5]。川黄连一直以来被认为是黄连的道地产区，且产量大品质好，药效稳定，为临床常用药。黄连由于生长环境、气候条件等因素其物质基础存有差异，指纹图谱分析方法作为控制黄连药材的质量方法之一，目前在黄连研究过程中已应用[7-9]，但还未见过用黄连超高效液相色谱—三重四级杆串联质谱(UPLC-MS/MS)方法对黄连进行研究。本文应用UPLC-MS/MS 联用技术对黄连进行研究，确定其共有峰，运用相似度评价及化学计量学等模式识别技术对数据进行分析，挖掘了指纹图谱中的有效信息，建立黄连的指纹图谱，以期用于黄连的质量控制。
1 材料
1.1药品及试剂 盐酸小檗碱（批号：110713-201212）、盐酸巴马汀（批号：110732-201309）、盐酸药根碱（批号：110733-201108），中国食品药品检定研究院）；黄连碱（批号：GZDD-0426）、表小檗碱（批号：GZDD-0833），贵州迪达科技有限责任公司；乙腈，色谱纯，美国TEDIA公司；甲酸，色谱纯，CNW公司；屈臣氏蒸馏水，广州屈臣氏食品饮料有限公司；其他试剂均为分析纯。
不同产地及品种黄连样品见表1，经贵阳中医学院周汉华教授鉴定为正品。
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表1  11批不同来源的黄连
Table 1 Eleven batches Coptis chinensis Franch. from different habitats

	样品编号
	样品名称
	产地
	拉丁学名
	批号
	来源

	S1
	黄连
	湖南
	Coptis chinensis Franch.
	140701
	北京同仁堂药店

	S2
	黄连
	湖北
	Coptis chinensis Franch.
	140703
	贵州普安药材市场

	S3
	黄连
	西藏
	Coptis chinensis Franch.
	140315
	贵州同济堂药店

	S4
	黄连
	陕西
	Coptis chinensis Franch.
	140316
	昆明一心堂药店

	S5
	黄连
	重庆
	Coptis chinensis Franch.
	141101
	贵阳济仁堂药店

	S6
	黄连
	云南德钦
	Coptis chinensis Franch.
	141102
	贵阳济仁堂药店

	S7
	黄连
	云南碧江
	Coptis chinensis Franch.
	140501
	贵阳一品药业

	S8
	黄连
	四川峨眉
	Coptis chinensis Franch.
	140302
	贵阳一品药业

	S9
	黄连
	四川雅安
	Coptis chinensis Franch.
	140401
	贵州同济堂药店

	S10
	黄连
	四川洪雅
	Coptis chinensis Franch.
	140502
	贵阳芝林大药房

	S11
	黄连
	贵州
	Coptis chinensis Franch.
	140607
	贵阳一品药业


1.2 仪器 ACQUITY UPLC、Waters-Xevo TQ质谱检测器、MassLynx TM质谱工作站软件，美国Waters 公司；科导SK8210HP型台式超声波清洗器，上海科导超声仪器有限公司；Auy220型电子天平，日本岛津公司；0.22 μm 微孔滤膜，广州泛宏贸易有限公司。
2 方法与结果
2.1 溶液制备
2.1.1对照品溶液制备法 精密称取盐酸小檗碱、盐酸巴马汀、盐酸药根碱、黄连碱和表小檗碱对照品适量，置50mL容量瓶中，加入甲醇定容至刻度，配制成浓度分别为：0. 120，0. 115，0. 114，0.108，0.110 g·L -1的混合对照品溶液。
2.1.2样品溶液制备  精密称取黄连样品粉末(过3号筛)约0.2 g，精密称定，置锥形瓶中，加入盐酸-甲醇（1∶100）50mL，超声处理30min，放冷，摇匀，用微孔滤膜(0.22μm) 滤过，备用。
2.2 色谱条件 色谱柱为ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（1.7 μ m，100 mm×2.1 mm）；柱温：40℃，样品温度10℃，流速：0.4 mL·min-1，进样量2 μL；以水（A，含0.05%甲酸）-乙腈（B）为流动相，梯度洗脱，见表2

表2 梯度洗脱程序
Table 2 The program of gradient elution

	t/min
	流动相A(0.05% 甲酸)/%
	流动相B/%

	0
	92
	8

	5
	85
	15

	10
	82
	18

	12
	80
	20

	14
	65
	35

	24
	60
	40

	30
	50
	50

	43
	45
	55

	50
	41
	59


2.3 质谱条件 离子源为：ESI源，正离子扫描模式，毛细管电压：3.0kV，取样锥孔电压：30V；脱溶剂气温度：500℃；脱溶剂气流量：600L·h-1；锥孔气流量：50 L·h-1。
2.4 方法学考察
2.4.1 精密度实验 取S1样品粉末一份，按2.1.2项制备样品溶液1份，连续进样6次，测得各共有峰相对保留时间RSD＜1.65%，各共有峰相对峰面积RSD＜3.48%，表明进样和仪器精密度良好，符合指纹图谱的技术要求。
2.4.2 重复性实验  取S1样品粉末6份，按2.1.2项方法制备样品溶液6份，再按2.2项和2.3项下条件测定，共有峰相对保留时间RSD＜1.09%，共有峰相对峰面积RSD＜3.85%，表明方法重复性良好，符合指纹图谱的技术要求。
2.4.3 稳定性实验  取S1样品粉末1份，按2.1.2项制备样品溶液1份，按2.2项和2.3项下条件测定，分别在0，2、4，8，12，24进样，测得各共有峰相对保留时间RSD ＜1.34%，各共有峰相对峰面积RSD＜3.27%，表明样品溶液在24 h内稳定性良好，符合指纹图谱的技术要求。
2.5 指纹图谱的建立
2.5.1指纹图谱的建立  取2.1.2项制备的11批供试品溶液各2 μL，按2.2项和2.3项下条件进行测定得到11批不同产地的黄连UPLC-MS/MS指纹图谱，见图2。根据色谱峰中各色谱峰的相对保留时间，确定共有峰，并选取其中18个共有峰作为特征指纹峰，建立了黄连的对照指纹图谱，见图1。 
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图1 黄连样品对照指纹图谱
Figure. 1 Reference fingerprint of Coptis chinensis Franch.
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图2 黄连11 批样品的指纹图谱
Figure. 2 Fingerprint of 11 batches of Coptis chinensis Franch.
2.5.2 指纹图谱的标定  比较11批供试品的色谱图，确定了18个共有峰，以12号峰（盐酸小檗碱）作为参照峰，计算各指纹峰保留时间和峰面积与同一图谱中参照峰的保留时间和峰面积比值，得到相对保留时间和相对峰面积，各共有色谱峰相对保留时间见表3，各共有峰的相对峰面积见表4。
表3 黄连药材指纹图谱共有峰相对保留时间
Table 3 Relative retention time of common peaks in fingerprint of Coptis chinensis Franch.

	峰号
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10
	S11
	平均值
	RSD%

	1
	0.149 
	0.150 
	0.149 
	0.149 
	0.149 
	0.150 
	0.148 
	0.149 
	0.150 
	0.150 
	0.149 
	0.149 
	0.42 

	2
	0.244 
	0.245 
	0.242 
	0.244 
	0.244 
	0.244 
	0.243 
	0.243 
	0.242 
	0.243 
	0.244 
	0.244 
	0.33 

	3
	0.267 
	0.268 
	0.266 
	0.267 
	0.266 
	0.267 
	0.265 
	0.266 
	0.266 
	0.267 
	0.266 
	0.266 
	0.25 

	4
	0.398 
	0.400 
	0.399 
	0.398 
	0.399 
	0.399 
	0.396 
	0.397 
	0.399 
	0.398 
	0.398 
	0.398 
	0.26 

	5
	0.526 
	0.528 
	0.526 
	0.526 
	0.527 
	0.525 
	0.523 
	0.525 
	0.525 
	0.526 
	0.526 
	0.526 
	0.26 

	6
	0.604 
	0.606 
	0.603 
	0.604 
	0.605 
	0.605 
	0.601 
	0.603 
	0.603 
	0.604 
	0.602 
	1.053 
	0.13 

	7
	0.680 
	0.683 
	0.681 
	0.680 
	0.682 
	0.680 
	0.677 
	0.679 
	0.679 
	0.680 
	0.680 
	0.680 
	0.22 

	8
	0.735 
	0.739 
	0.734 
	0.733 
	0.737 
	0.737 
	0.734 
	0.733 
	0.737 
	0.735 
	0.735 
	0.735 
	0.27 

	9
	0.779 
	0.782 
	0.778 
	0.779 
	0.781 
	0.781 
	0.777 
	0.778 
	0.779 
	0.780 
	0.780 
	0.779 
	0.21 

	10
	0.830 
	0.832 
	0.829 
	0.830 
	0.832 
	0.831 
	0.827 
	0.829 
	0.829 
	0.830 
	0.831 
	0.830 
	0.19 

	11
	0.887 
	0.891 
	0.886 
	0.888 
	0.891 
	0.889 
	0.884 
	0.885 
	0.887 
	0.888 
	0.887 
	0.888 
	0.24 

	12(S)
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	0.00 

	13
	1.136 
	1.138 
	1.134 
	1.156 
	1.159 
	1.143 
	1.141 
	1.152 
	1.145 
	1.149 
	1.144 
	1.145 
	0.70 

	14
	1.854 
	1.859 
	1.854 
	1.854 
	1.859 
	1.858 
	1.848 
	1.852 
	1.852 
	1.855 
	1.854 
	1.854 
	0.18 

	15
	2.325 
	2.332 
	2.322 
	2.325 
	2.331 
	2.330 
	2.317 
	2.322 
	2.324 
	2.325 
	2.325 
	2.325 
	0.19 

	16
	2.749 
	2.758 
	2.746 
	2.748 
	2.756 
	2.755 
	2.739 
	2.745 
	2.747 
	2.748 
	2.748 
	2.749 
	0.20 

	17
	2.822 
	2.831 
	2.819 
	2.822 
	2.830 
	2.828 
	2.812 
	2.817 
	2.821 
	2.824 
	2.823 
	2.822 
	0.20 

	18
	2.953 
	2.963 
	2.950 
	2.953 
	2.962 
	2.959 
	2.943 
	2.948 
	2.950 
	2.955 
	2.953 
	2.954 
	0.20 


表4 黄连药材指纹图谱共有峰相对峰面积
Table 4 Relative peak areas of common peaks in fingerprint of Coptis chinensis Franch.

	峰号
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10
	S11
	平均值
	RSD%

	1
	0.054 
	0.052 
	0.054 
	0.053 
	0.054 
	0.052 
	0.053 
	0.053 
	0.053 
	0.053 
	0.054 
	0.053 
	1.35 

	2
	0.216 
	0.210 
	0.220 
	0.217 
	0.218 
	0.211 
	0.211 
	0.212 
	0.212 
	0.213 
	0.213 
	0.214 
	1.48 

	3
	0.123 
	0.179 
	0.185 
	0.185 
	0.183 
	0.179 
	0.179 
	0.180 
	0.181 
	0.181 
	0.182 
	0.176 
	10.09 

	4
	1.523 
	1.244 
	1.464 
	1.397 
	1.479 
	1.421 
	1.435 
	1.450 
	1.465 
	1.481 
	1.496 
	1.441 
	5.15 

	5
	0.172 
	0.174 
	0.180 
	0.173 
	0.176 
	0.171 
	0.171 
	0.172 
	0.172 
	0.173 
	0.174 
	0.173 
	1.46 

	6
	0.123 
	0.119 
	0.121 
	0.124 
	0.124 
	0.117 
	0.121 
	0.121 
	0.119 
	0.123 
	0.123 
	0.121 
	1.87 

	7
	0.442 
	0.418 
	0.424 
	0.447 
	0.438 
	0.432 
	0.431 
	0.444 
	0.439 
	0.430 
	0.472 
	0.438 
	3.23 

	8
	0.543 
	0.541 
	0.572 
	0.546 
	0.561 
	0.545 
	0.549 
	0.553 
	0.557 
	0.547 
	0.544 
	0.551 
	1.70 

	9
	0.536 
	0.517 
	0.530 
	0.536 
	0.533 
	0.516 
	0.517 
	0.525 
	0.530 
	0.532 
	0.538 
	0.528 
	1.55 

	10
	0.889 
	0.880 
	0.904 
	0.890 
	0.901 
	0.838 
	0.875 
	0.868 
	0.896 
	0.890 
	0.883 
	0.883 
	2.11 

	11
	1.032 
	1.008 
	1.073 
	1.059 
	1.071 
	1.044 
	1.057 
	1.069 
	1.081 
	1.069 
	1.074 
	1.058 
	2.07 

	12(S)
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	1.000 
	0.00 

	13
	0.469 
	0.476 
	0.491 
	0.475 
	0.486 
	0.472 
	0.475 
	0.479 
	0.482 
	0.485 
	0.485 
	0.480 
	1.39 

	14
	0.057 
	0.054 
	0.057 
	0.056 
	0.057 
	0.055 
	0.055 
	0.056 
	0.055 
	0.056 
	0.057 
	0.056 
	1.55 

	15
	0.042 
	0.040 
	0.045 
	0.043 
	0.040 
	0.040 
	0.040 
	0.040 
	0.040 
	0.039 
	0.043 
	0.041 
	4.66 

	16
	0.142 
	0.111 
	0.144 
	0.123 
	0.179 
	0.139 
	0.139 
	0.152 
	0.148 
	0.132 
	0.129 
	0.140 
	12.46 

	17
	1.490 
	1.411 
	1.607 
	1.320 
	1.503 
	1.503 
	1.555 
	1.490 
	1.478 
	1.508 
	1.555 
	1.493 
	5.10 

	18
	0.064 
	0.063 
	0.065 
	0.064 
	0.065 
	0.063 
	0.063 
	0.063 
	0.064 
	0.064 
	0.064 
	0.064 
	1.14 


2.5.3 共有峰的指认和鉴定 为进一步阐述黄连的化学成分组成，通过UPLC-MS-ESI正离子扫描获得了黄连指纹图谱的一些结构信息，对指纹图谱中的部分色谱峰进行了结构归属的初步判断，并采用对照品进行指认，结合相关文献报道，初步鉴定了5个指纹成分的化学结构， 7、8、9、12、13 号峰分别为黄连碱、表小檗碱、盐酸药根碱、盐酸小檗碱、盐酸巴马汀。
2.6 不同来源黄连药材相似度评价
2.6.1 相似度评价  运用国家药典委员会颁布的“中药色谱指纹图谱相似度评价系统2004A 版”，将所得11批不同产地黄连的UPLC-MS/MS图谱数据依次导入，产生对照图谱，经多点校正及色谱峰匹配，得出11批黄连的相似度，见表5。由相似度结果可知，以上样品与对照谱相比较，其绝大部分黄连药材相似度均达到0.9以上，只有S2和S4两批未达到0.9，说明全国的药材总体质量稳定，但存有区域差异。
表5 不同批次黄连药材样品相似度
Table 5 Similarity of different batches of Coptis chinensis Franch.
	样品
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S9
	S10
	S11
	对照

	S1
	1.000
	0.883
	0.907
	0.796
	0.933
	0.902
	0.975
	0.901
	0.961
	0.956
	0.928
	0.954

	S2
	0.883
	1.000
	0.955
	0.916
	0.945
	0.995
	0.988
	0.905
	0.916
	0.926
	0.982
	0.977

	S3
	0.907
	0.955
	1.000
	0.912
	0.916
	0.929
	0.958
	0.926
	0.938
	0.941
	0.962
	0.955

	S4
	0.796
	0.916
	0.912
	1.000
	0.908
	0.982
	0.946
	0.958
	0.958
	0.924
	0.912
	0.973

	S5
	0.933
	0.945
	0.916
	0.908
	1.000
	0.936
	0.987
	0.921
	0.948
	0.989
	0.925
	0.911

	S6
	0.902
	0.995
	0.929
	0.982
	0.936
	1.000
	0.959
	0.923
	0.939
	0.936
	0.992
	0.996

	S7
	0.975
	0.988
	0.958
	0.946
	0.987
	0.959
	1.000
	0.916
	0.928
	0.913
	0.931
	0.981

	S8
	0.901
	0.905
	0.926
	0.958
	0.921
	0.923
	0.916
	1.000
	0.917
	0.965
	0.968
	0.949

	S9
	0.961
	0.916
	0.938
	0.958
	0.948
	0.939
	0.928
	0.917
	1.000
	0.929
	0.985
	0.979

	S10
	0.956
	0.926
	0.941
	0.924
	0.989
	0.936
	0.913
	0.965
	0.929
	1.000
	0.966
	0.916

	S11
	0.928
	0.982
	0.962
	0.912
	0.925
	0.992
	0.931
	0.968
	0.985
	0.966
	1.000
	0.968

	对照
	0.954
	0.977
	0.955
	0.973
	0.911
	0.996
	0.981
	0.949
	0.979
	0.916
	0.968
	1.000


2.6.2 聚类分析  聚类分析是根据相似程度大小把样品分类，目前广泛应用于中药的真伪鉴别、质量评价、产地加工、品种分类等方面。本实验对11个产地的黄连药材进行指纹图谱分析，得到包括盐酸小檗碱（12号峰）的18个共有色谱峰，将各个共有峰相对于参比峰的峰面积量化，得到11×18阶数据矩阵（表3），导入SPSS 16.0 版软件，采用组间连接法，选用欧氏距离对11批药材进行聚类分析，结果见图2。根据聚类分析结果，11个不同产地、不同批次的黄连药材可分为3类，其中来自陕西为一类即样品S4；来自湖北为一类即样品S2；其它9个产地的药材聚为第3类即样品S1，S3，S5～S11。从聚类结果图可知，黄连具有一定的相似性，同为黄连但存有一定差异性，可能与气候条件、地质条件、栽培条件等方面有关。
欧式距离
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图3 11批黄连药材聚类树状图
Figure  3 Dendrogram of 11 batches of of Coptis chinensis Franch.

3 讨论
3.1 提取条件的选择  分别比较25%甲醇、50%甲醇、75%甲醇、90%甲醇、甲醇、盐酸-甲醇（1∶100）\乙醇、水作为提取溶剂，微波提取、加热回流提取、超声提取作为提取方法进行考察，30、45、60、90、120min作为提取时间的条件，经UPLC-MS/MS检测，把色谱峰数、峰面积、分离度、基线、峰形等因素作为指标，最终选择盐酸-甲醇（1∶100）作为提取溶剂，超声波作为提取方法，30min作为提取时间的最佳方案。
3.2 色谱和质谱条件优化 本实验尝试了水-乙腈、0.05%甲酸水-乙腈、0.10%甲酸水-乙腈、0.20%甲酸水-乙腈、0.50%甲酸水-乙腈、1.00%甲酸水-乙腈、0.10%甲酸水-0.10%甲酸乙腈、水-甲醇、0.10%甲酸水-甲醇、0.10%甲酸水-0.10%甲酸甲醇等流动相系统进行考察，结果以0.05%甲酸水-乙腈系统得到的色谱峰峰形较好且稳定；流速考察了0.35，0.40，0.45，0.50 mL·min-1，最终选择0.40 mL·min-1；进样量考察了0.5，1.0，2.0，5.0μL，最终2.0μL作为进样量色谱峰峰形较好，各成分分离较好；质荷比选择了100~1000和200~800进行比较，结果100~1000范围内色谱峰数相对较多，信息量丰富，响应值高。
    本实验首次建立了黄连UPLC-MS/MS指纹图谱，信息量丰富、出峰数目多、分离效果好，全面反映了黄连化学成分的信息，符合中药指纹图谱的技术要求，结合相似度计算和聚类分析对指纹图谱进行综合评价，使得结果可靠、准确、全面，可为黄连的质量评价提供科学参考。
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