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地黄炮制前后化学成分的UHPLC-Q-TOF/MS比较研究
陶 益1，唐克建1，李伟东1，蔡宝昌1* （1.南京中医药大学中药炮制重点实验室，南京 210023）
摘要: 目的 比较地黄生品、酒品、蒸制品各项质控指标及化学成分的差异  方法 按照中国药典2010版标准，测定地黄不同炮制品的水分、总灰分、醇溶性浸出物，并建立HPLC方法比较地黄不同炮制品主要化学成分的差异，考察方法的线性、精密度、稳定性、重复性及加样回收率，同时使用超高效液相色谱-四极杆飞行时间串联质谱法（UHPLC-Q-TOF/MS）鉴定地黄不同炮制品的主要差异化学成分。结果 地黄炮制品的水分、总灰分、醇溶性浸出物测定结果均符合中国药典2010版的要求。运用高分辨质谱鉴定了8个主要差异化学成分。结论 地黄经炮制后梓醇含量显著上升，而其他主要化学成分的含量显著降低，这可能是不同炮制品临床功效存在差异的主要原因。
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Comparisons on the chemical constituents of crude and processed products of Rehmannia glutinosa by using UHPLC-Q-TOF/MS

TAO Yi1, TANG Ke-jian1, LI Wei-dong1, CAI Bao-chang1 (1.Key Laboratory of Nanjing University of Traditional Chinese Medicine Processing, Jiangsu, 210023)

Abstract: Objective To compare the quality control indexes and chemical constituents of crude and processed Rehmannia glutinosa Methods According to Chinese Pharmacopoeia 2010 version, the quality control index and chemical composition of crude Rehmannia glutinosa and its different processed products were investigated. The detection of water content, total ash, acid-insoluble ash and water soluble extract of different processed products was performed in accordance with the Chinese Pharmacopoeia 2010 version. HPLC method was established to compare the contents of major constituents of rude Rehmannia glutinosa and its different processed products. The linearity, precision, stability, repeatability and recoveries of the method were well validated. Moreover, UHPLC-Q-TOF/MS was also employed to identify major constituents of crude Rehmannia glutinosa and its different processed products. Results The water content, total ash, acid-insoluble ash and water soluble extract of crude Rehmannia glutinosa and its different processed products were in line with the requirements of the Chinese Pharmacopoeia 2010 edition. Conclusion After processing, the contents of catalpol and acteoside were significantly changed, while the content of other major constituents decreased significantly, which may be
responsible for the different clinical efficacy of different processed products.
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 地黄为玄参科植物地黄Rehmannia glutinosa Libosch.的新鲜或干燥块根，按照2010版《中国药典》规定，其功能主治为清热凉血，养阴生津。用于热人营血，温毒发斑，吐血衄血，热病伤阴，舌绛烦渴，津伤便秘，阴虚发热，骨蒸蒡热，内热消渴等[1]。目前，2010版《中国药典》收录2种规格，即地黄和熟地黄。熟地黄是地黄通过酒炖法或蒸法制得。历代炮制文献中还记载着地黄炒制、制炭、醋制、姜制、盐制、蜜制等，譬如宋代《圣济总录》记载：“剉碎，泥固济入罐子内用瓦一片盖口炭十斤烧赤放冷取出。”又如明代《济阴纲目》记载：“姜汁浸焙，剉碎，入砂锅内纸筋盐泥固济，火煅过”[2]。地黄历代炮制方法繁多，目前尚未有炮制前后系统性的研究报道。

  本文按照2010年版《中国药典》附录ⅡD炮制通则项下酒炖法和蒸法要求，分别炮制得到酒地黄和蒸地黄，并按照2010年版《中国药典》质量标准，对生地黄、酒地黄和蒸地黄进行各项指标检测，同时建立高效液相色谱法（HPLC）方法对生地黄、酒地黄和蒸地黄的主要差异化学成分进行定量分析，最后采用超高效液相色谱-四极杆飞行时间串联质谱法（UHPLC-Q-TOF/MS）对差异成分进行定性。

1材料
1.1 药品及试剂   地黄药材在四川广元市旺仓县收集，经蔡宝昌教授鉴定为玄参科植物地黄Rehmannia glutinosa Libosch.的干燥块根；黄酒购于绍兴女儿红酿酒有限公司；梓醇和毛蕊花糖苷，纯度≥98%，四川维克奇生物技术有限公司；甲酸，分析纯。
1.2 仪器  Agilent1100高效液相色谱仪、Agilent1100色谱工作站，安捷伦公司；紫外-可见光二极管阵列检测器，自动进样器，Shimadzu色谱系统，Q-TOF 5600-plus质谱仪，Ultra Pure纯水仪、扁形称量瓶、蒸发皿、分析天平、蒸发回流装置。
2结果
2.1饮片制备 酒地黄：取生地黄，按照《中国药典》2010版附录IID酒炖法炖至酒吸尽，取出，晾晒至外皮黏液稍干时，切厚片或块，干燥，得到酒地黄备用。每100kg生地黄，用黄酒30～50kg。蒸地黄：取生地黄，按照《中国药典》2010版附录IID蒸法蒸至黑润，取出，晒至约八成干时，切厚片或块，干燥，得到蒸地黄备用。
2.2药典项目检查  根据2010版《中国药典》规定，采用烘干法对地黄生品、烫品、盐品、酒品中的水分进行检查，采用总灰分测定法对地黄生品和不同炮制品的总灰分进行检查，采用醇溶性浸出物测定法项下的热浸法测定地黄生品和不同炮制品的浸出物。根据药典要求地黄生品和炮制品水分不得超过15.0％；生品和炮制品总灰分不得超过8％；生品和炮制品品酸不溶性3.0%；生品和炮制品水溶物含量均应超过65％，结果表明，地黄生品、酒品和蒸品上述结果均符合标准。见表１。
表1 地黄不同炮制品的水分、总灰分、酸不溶性灰分和水溶性浸出物(n=3)
Table 1 Test results on water content, total ash, acid-insoluble ash and water soluble extract of crude Rehmannia glutinosa and its processed products(n=3)
	样品
	水分/%
	总灰分/%
	酸不溶性

灰分/%
	水溶性浸出物/%

	生品
	10.09±0.38
	6.64±0.35
	2.56±0.05
	2.56±0.05

	酒品
	6.06±0.04
	6.70±0.27
	2.63±0.13
	2.63±0.13

	蒸品
	10.02±0.19
	6.47±0.35
	2.39±0.06
	2.39±0.06


2.3 方法学考察

2.3.1标准品溶液制备 精密称取梓醇对照品2.44 mg，加甲醇1 mL，配制成浓度为2.44 g·L-1溶液，依次稀释成浓度为1.83，1.22 ，0.66，0.33 ，0.165 g·L-1的对照品溶液，备用。精密称取毛蕊花糖苷对照品0.5 mg，加甲醇1 mL，配制成浓度为0.5 g·L-1溶液，依次稀释成浓度为0.25 ，0.125 ，0.0625，、0.03125，0.0156 g·L-1的对照品溶液，备用。
2.3.2 样品溶液制备  按照2010版药典规定，药材粉碎后取约0.8 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇50 mL，称定质量，加热回流提取1.5h，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，精密量取续滤液10 mL，浓缩至近干，残渣用流动相溶解，转移至l0 mL量瓶中，并用流动相稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，测梓醇含量待用。精密量取梓醇项下续滤液20mL，减压回收溶剂近干，残渣用流动相溶解，转移至5mL量瓶中，加流动相至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，测毛蕊花糖苷含量待用。

2.3.3 色谱数据的采集 色谱条件：Xbridge C18色谱柱(4.6 mm×250 mm，5μm)；流动相：A为0.1%甲酸水溶液，B为乙腈；流速1.0 mL•min-1；炮制品提取物的液相色谱条件：0 min，10%B；45 min，100%B；55 min，100%B；检测波长为210nm和283 nm；柱温30 ℃；进样量10μL。UHPLC-Q-TOF/MS分析液相条件：Kromasil C18 column (150 × 4.6mm, 5 μm，流动相A为0.1%甲酸-水，流动相B为乙腈，梯度：0 min，5%B；5 min，15%B；10 min，20%B；20 min，25%B；30 min，100%B；分析时间：30 min，流速：0.6mL•min-1，柱温：30℃，进样体积：5 μL。质谱条件：扫描模式：负离子模式，毛细管温度：325℃，离子源电压：－4.5 kV，喷雾气压：55 psi，去簇电压：－60 V，加热气压：55 psi，离子源温度：550℃，一级质谱扫描范围：m/z 100-1500，二级质谱激活类型：CID

2.3.4 系统适用性实验  按中国药典2010版地黄项下要求对色谱系统进行适用性试验，即用规定的梓醇和毛蕊花糖苷对照品溶液对色谱系统进行试验，计算理论塔板数。理论塔板数按梓醇和毛蕊花糖苷峰计算大于5000，符合药典要求。

2.3.5 线性关系考察  精密吸取10 μL不同浓度的梓醇和毛蕊花糖苷对照品溶液进样，记录色谱峰，以梓醇和毛蕊花糖苷对照品溶液的浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，计算回归方程Y=106.85X+5.998 (R2=0.9977，n=6)和Y=14894 X +77.389 (R2=0.9991，n=6)，结果表明梓醇和毛蕊花糖苷分别在0.165～2.44 g·L-1和0.0156～0.5 g·L-1呈良好的线性关系。
2.3.6 精密度试验  取梓醇和毛蕊花糖苷对照品溶液连续进样6次，记录色谱峰峰面积，测得其峰面积RSD值为1.69%和1.08%，符合药典要求。

2.3.7 稳定性试验  精密称取地黄粉末，共6份，每份0.8 g，按2.4项下方法制备供试品溶液，再按2.2项中色谱条件试验，分别进样10 μL，记录色谱图，计算梓醇和毛蕊花糖苷峰面积RSD值为1.26%和3.65%，结果表明稳定性良好。

2.3.8 重复性试验  精密称取地黄粉末，共6份，每份0.8 g，按2.4项下方法制备供试品溶液，再按2.2项中色谱条件试验，分别进样10 μL，记录色谱图，计算梓醇和毛蕊花糖苷峰面积RSD值为1.82%和1.65%，结果表明重复性良好。

2.3.9 回收率试验  采取加样回收法，取6份已知含量的同一批次样品约0.8 g，精密称定，分别按照1:1精密加入梓醇和毛蕊花糖苷对照品，按2.4项下方法制备供试品溶液，精密吸取上述供试品溶液10 μL，注入色谱仪，依法测定，计算回收率为101.10%和98.77%，RSD值为1.31%和1.21%，符合药典要求。

2.3.10 含量测定  精密吸取地黄生品和不同炮制品供试品溶液10 μL，注入液相色谱仪，按前述色谱的条件试验，记录峰面积，在方法学中准确度、精密度、加样回收率考察合格的基础上，采用面积归一化法计算供试品中梓醇和毛蕊花糖苷含量，得出地黄生品、酒品、蒸品中梓醇质量分数分别为1.47％、2.07%和0.62%，地黄生品、酒品、蒸品中毛蕊花糖苷质量分数分别为0.085％、0.019%和0.026%，符合2010版药典规定的梓醇和毛蕊花糖苷质量分数不得少于0.20％和0.020%的要求。

2.4化学成分比较  精密吸取地黄生品、酒品、蒸品供试品溶液及毛蕊花糖苷对照品溶液各10 μL，注入液相色谱仪，按2.2中色谱条件进行分析，检测波长334 nm。地黄生品、酒品、蒸品供试品及毛蕊花糖苷的出峰情况分别见图1，毛蕊花糖苷的出峰时间在10.176 min左右，其他7个主要峰在图１中已经标示。
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a..生品；b.酒品；c.蒸制品；d.毛蕊花糖苷对照品；1.连翘酯苷E；2.洋地黄叶苷 B；3.焦地黄苯乙醇甙A1；4.毛蕊花糖苷；5.异麦角甾苷；6.连翘酯苷；7.焦地黄苯乙醇甙D；8.地黄苷

1. forsythoside E, 2. purpureaside B, 3. jionoside A1, 4. acteoside; 5.isoacteoside, 6.forsythiaside, 7. jionoside D,8. martynoside
图1 地黄不同炮制品的HPLC色谱图
Figure 1 HPLC Chromatograms of different extracts of processed Rehmannia glutinosa; a. Crude, b. Wine processed, c.Steamed, d.Acteoside; 
地黄中8个主要化学成分的一级和二级质谱信息如表2所示。峰1的[M-H]—为461.1685，分子式为C20H30O12，主要二级碎片为m/z 315和m/z 135，，通过与文献[3]比对，推断化合物1为连翘酯苷E，前者为化合物1失去一个146Da的鼠李糖基的产物，后者为化合物丢失一个鼠李糖基和一个葡萄糖基的产物。
	表2  地黄不同炮制品化学成分的一级和二级质谱信息

Table 2 MS1 and MS2 information of the major constituents in extracts of crude Rehmannia glutinosa and its 
processed products

	编号
	MS1
	MS2
	分子式
	误差(ppm)
	鉴定

	1
	461.1685
	315.1151,135.0468
	C20H30O12
	6.8
	连翘酯苷E(Forsythoside E)

	2
	785.2568
	623.2282
	C35H46O20
	7.4
	洋地黄叶苷 B(Purpureaside B)

	3
	799.2723
	623.2238
	C36H48O20
	7.1
	焦地黄苯乙醇甙A1(Jionoside A1)

	4
	623.2014
	461.1725,161.0263
	C29H36O15
	5.2
	毛蕊花糖苷(Acteoside)

	5
	623.2010
	461.1725,161.0263
	C29H36O15
	4.6
	异麦角甾苷( Isoacteoside)

	6
	623.2012
	461.1700,161.0252
	C29H36O15
	4.9
	连翘酯苷( Forsythiaside)

	7
	637.2171
	461.1703,175.0405
	C30H38O15
	5.2
	焦地黄苯乙醇甙D( Jionoside D)

	8
	651.2321
	475.1851,175.0426
	C31H40O15
	4.1
	地黄苷( Martynoside)


峰2的[M-H]—为785.2568，分子式为C35H46O20，主要二级碎片为m/z 623，为化合物丢失一个162Da的六碳糖基的产物，通过与文献[4]比对，推断化合物2为洋地黄叶苷 B，m/z 623为化合物丢失一个162Da的六碳糖基的产物。峰3的[M-H]—为799.2723，分子式为C36H48O20，主要二级碎片为m/z 623，通过与文献[5]比对，推断化合物3为焦地黄苯乙醇甙A1，m/z 623是化合物丢失176Da的3-甲氧基香豆酸基团的产物。峰4的[M-H]—为623.2014，分子式为C29H36O15，主要二级碎片为m/z 461 和m/z 161，通过与对照品和文献[6]比对，推断化合物4为毛蕊花糖苷，m/z 461是化合物丢失一个162Da的咖啡酰基的产物，m/z 161是咖啡酸负离子脱水的产物。峰5、6的一级及二级质谱与峰4一致，保留时间也非常相近，因此推断峰5、6可能是峰4的同分异构体，通过与文献[7,3]比对，推断化合物5和化合物6分别为异麦角甾苷和连翘酯苷，m/z 416是化合物丢失一个162Da的咖啡酰基产生的，m/z 161是咖啡酸负离子脱水的产物。峰7的[M-H]—为637.2171，分子式为C30H38O15，主要二级碎片为m/z 461和m/z 175，通过与文献[5]比对，推断化合物7为焦地黄苯乙醇甙D。化合物8的[M-H]—为651.2321，分子式为C31H40O15，主要二级碎片为m/z 475和m/z 175，前者是化合物丢失一个176Da的3-甲氧基香豆酸产生的，后者为化合物剩余3-甲氧基香豆酸基团产生的，通过与文献[7]比对，推断化合物8为地黄苷。
地黄炮制品中9种主要化学成分的含量如图2和表3所示。与生品相比，酒地黄中梓醇含量显著上升，而毛蕊花糖苷等其他8种主要成分含量显著降低；蒸地黄中连翘酯苷E 含量显著升高，而其他8种主要化学成分显著降低，但是降低幅度低于酒地黄。
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**indicates significant difference with P value <0.05。1.连翘酯苷E；2.洋地黄叶苷 B；3.焦地黄苯乙醇苷A1；4.毛蕊花糖苷；5.异麦角甾苷；6.连翘酯苷；7.焦地黄苯乙醇苷D；8.地黄苷

图2 地黄不同炮制品中主要化学成分含量比较
Figure 2 The content of eight components in different extracts of processed Rehmannia glutinosa
 1. forsythoside E; 2. purpureaside B; 3. jionoside A1; 4. acteoside;5.isoacteoside;6.forsythiaside;7. jionoside D; 8. martynoside 
表3 地黄不同炮制品中8种成分的含量测定结果

Table 1 Results on contents of eight components of crude Rehmannia glutinosa and its processed products(n=3)

	编号
	生品/%
	酒品/%
	蒸制品/%

	1
	0.024
	0.009
	0.033

	2
	0.025
	0.005
	0.016

	3
	0.026
	0.005
	0.012

	4
	0.085
	0.019
	0.026

	5
	0.014
	0.005
	0.008

	6
	0.006
	0.001
	0.001

	7
	0.007
	0.002
	0.002

	8
	0.018
	0.003
	0.007


3讨论

    地黄经过不同炮制方法加工后，主要化学成分发生了显著变化，其性味、功效也会发生相应的改变。地黄酒制后可以借酒力行散，起到行药势、通血脉的作用，其功效由清转补，以滋阴补血、益精填髓为主。环烯醚萜苷类成分是地黄主要化学成分，2010版中国药典规定的地黄主要质控指标梓醇和毛蕊花糖苷就属于环烯醚萜苷类。与地黄生品相比，蒸制品中连翘酯苷E含量显著上升，增加70%，其他环烯醚萜苷类成分含量都显著降低，特别是连翘酯苷的含量下降最大，降低78%。从化学结构角度分析，连翘酯苷E和连翘酯苷在结构上只相差一个咖啡酰基，上述结果提示连翘酯苷在蒸制过程中可能脱去一分子咖啡酰基转化成连翘酯苷E。此外，毛蕊花糖苷和异麦角甾苷的含量分别下降64%和35%，从化学结构角度分析，毛蕊花糖苷和异麦角甾苷、连翘酯苷3个化合物是同分异构体，很可能在蒸制过程中发生一样的反应即脱去一分子咖啡酰基转化成连翘酯苷E类似物。依此类推，洋地黄叶苷 B、焦地黄苯乙醇甙A1、焦地黄苯乙醇甙D及地黄苷的分子结构中均含有一分子咖啡酰基，在相同的蒸制条件下，咖啡酰酯键断裂均能脱去咖啡酰基生成去咖啡酰产物。蒸制品中的梓醇含量下降57%，根据文献报道[8]，这可能和梓醇在高温条件下转化成5-羟甲基糠醛有关。另外，酒品中环烯醚萜类成分含量均显著降低，这些可能与环烯醚萜苷类成分在酒制条件下发生断裂之后进一步降解有关。上述环烯醚萜苷类成分的变化，可能导致地黄不同炮制品药性的改变，从而产生临床疗效的差异。另外，本文所建立的HPLC方法具有良好的线性、精密度、准确度，回收率也符合要求，可以应用于地黄不同炮制品中主要化学成分的质控。
参考文献： 
[1]  国家药典委员会. 中华人民共和国药典（一部）[M]. 北京：中国医药科技出版社，2010：246. 
[2]  王孝涛. 历代中药炮制法汇典·现代部分[M].南昌：江西科学技术出版社，1998：117.
[3]  Sun H, Liu M, Lin Z, et al. Comprehensive identification of 125 multifarious constituents in Shuang-huang-lian powder injection by HPLC-DAD-ESI-IT-TOF-MS[J]. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2015,115: 86-106. 

[4]  Taskova RM, Gotfredsen CH, Jensen SR. Chemotaxonomic markers in Digitalideae (Plantaginaceae)[J]. Phytochemistry, 2005, 66(12): 1440-1447. 

[5]  Xu JD, Mao Q, Shen H, et al. Ultra-high performance liquid chromatography coupled with photo-diode array and quadrupole/time-of-flight mass spectrometry based chemical profiling approach to evaluate the influence of preparation methods on the holistic quality of Qiong-Yu-Gao, a traditional complex herbal medicine [J]. Journal of Chromatography A,2013, 1304: 154-168. 

[6]  Li Y, Zhou G, Xing S, et al. Identification of Echinacoside Metabolites Produced by Human Intestinal Bacteria Using Ultraperformance Liquid Chromatography-Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry [J]. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2015, 63(30): 6764-6771. 

[7]  Li PF, Qi M, Hu HJ, et al. Structure-inhibition relationship of phenylethanoid glycosides on angiotensin-converting enzyme using ultra-performance liquid chromatography-tandem quadrupole mass spectrometry [J]. RSC Advances, 2015, 5(64): 51701-51707. 
[8]  杨培民. 地黄清蒸不同时间梓醇和5-羟甲基糠醛的含量比较[J].中华中医药杂志，2010，25(7):1096-1099.

(编辑:邓响潮)
�收稿日期：2015-08-15


 作者简介：陶益？通信作者：  蔡宝昌，教授，博士生导师，研究方向：中药炮制学。 Email: caibaocang2015@126.com。 


基金项目： 江苏省自然科学基金青年项目（BK20140963）；科技部“国家科技重大专项”资助项目（2012ZX09304005）。








·1·


