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当归炮制品9种化学成分的比较研究
陶  益1，陈  西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  比较当归生品、酒品、炭品及土炒品的各项质控指标及主要化学成分的差异  方法  按照《中国药典》2015版标准，测定当归不同炮制品的水分、总灰分、酸不溶性灰分、醇溶性浸出物及阿魏酸含量，考察HPLC方法的线性、精密度、稳定性、重复性及加样回收率。同时采用HPLC-Q-TOF/MS鉴定当归不同炮制品的9种主要化学成分，并用HPLC方法比较各当归炮制品中9种主要化学成分的相对含量差异。结果  各当归炮制品的水分、总灰分、醇溶性浸出物测定结果均符合《中国药典》2015版的要求。生当归和酒当归的阿魏酸含量分别为0.061 %和0.050 %，符合药典要求。运用高分辨质谱鉴定了9个主要化学成分，分别为邻苯二甲酸、阿魏酸、肉桂酸、洋川芎内酯I、洋川芎内酯A、(E)-藁苯内酯、(Z)-藁苯内酯、新当归内酯、欧当归内酯A。结论  当归酒炙后挥发油成分含量降低，挥发油成分具有兴奋子宫功能，酒炙后可能有助于舒缓子宫兴奋作用，使子宫收缩平缓，发挥稳定的活血通经作用。当归土炒后挥发油成分含量降低，土炒缓和油润而不滑肠作用可能与此有关。综上所述，当归炮制后挥发油成分含量下降，和传统炮制理论是吻合的。
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Comparative analysis of 9 constituents in crude and processed products of Angelica sinensis 
TAO Yi1, CHEN Xi1, LI Wei-dong1, CAI Bao-chang*1 (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 Angelica sinensis Methods According to Chinese Pharmacopoeia 2015 version, the quality control index and chemical composition of crude Angelica sinensis and its different processed products were investigated. The detection of water content, total ash, acid-insoluble ash and ethanol soluble extract of different processed products was performed in accordance with the Chinese Pharmacopoeia 2015 version. HPLC method was established to compare the contents of major constituents of crude Angelica sinensis and its different processed products. The linearity, precision, stability, repeatability and recoveries of the method were well validated. Moreover, HPLC-Q-TOF/MS was also employed to identify major constituents of crude Angelica sinensis and its different processed products. Results The water content, total ash, acid-insoluble ash and ethanol soluble extract of crude Angelica sinensis and its different processed products satisfied the requirements of the Chinese Pharmacopoeia 2015 edition. The contents of ferulic acid in crude and wine-processed products were 0.061% and 0.050%, which met the requirement of the Chinese Pharmacopoeia. Conclusion After wine-processing, the contents of volatile oil were significantly reduced. The impact of volatile oil for uterine contraction function exhibited bidirectional characteristics, showing excitement at small dose and inhibition at high-dose. Therefore, the content of volatile oil decreased significantly, which may contribute to the excitement of the uterus to promote its contraction and blood circulation. Moreover, after stir-fried with soil, the contents of volatile oil in Angelica sinensis were significantly reduced, which can ease the stomach and prevent the gut from oil lubrication.
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当归为伞形科植物当归Angelica sinensis ( Oliv. ) Diels的干燥根，有“妇科血病圣药”之称，其功能主治为补血活血，调经止痛，润肠通便，用于血虚萎黄，眩晕心悸，月经不调，经闭痛经，虚寒腹痛，风湿痹痛，跌扑损伤，痈疽疮疡，肠燥便秘。2015版《中国药典》收录了当归和酒当归[1]。酒当归活血通经，用于经闭痛经，风湿痹痛，跌扑损饬。历代炮制文献中还记载着当归炒制、制炭、醋制、姜制、盐制、蜜制等，譬如宋代《小儿卫生总微论方》记载：“去头醋浸一宿，炙令香黄焦。”明代《奇效医述》记载：“火化存性”[2]。当归历代炮制方法繁多，目前尚未有炮制前后系统性的研究报道。

  本研究按照2015年版《中国药典》四部0213炮制通则项下酒炙法、炒炭法、土炒法要求，分别炮制得到酒当归、当归炭、土炒当归，并按照2015年版《中国药典》质量标准，对生当归、酒当归、当归炭、土炒当归进行各项指标检测，同时建立HPLC方法对生当归、酒当归、当归炭、土炒当归的主要差异化学成分进行比较分析，最后采用HPLC-Q-TOF/MS对差异成分进行定性。

1仪器与试药
1.1 仪器  Agilent1100高效液相色谱仪、Agilent1100色谱工作站、紫外-可见光二极管阵列检测器(安捷伦公司)；Shimadzu色谱系统（岛津公司），Q-TOF 5600-plus质谱仪（美国AB公司）；BT125型电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司）；DHG-9023A型电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）；Ultra Pure纯水仪（上海旦鼎国际贸易有限公司）；Buchi R-205型旋转蒸发仪（瑞士Buchi公司）；红景天不锈钢打粉机（广州市大祥电子机械设备有限公司）。
1.2 药材与试剂   当归药材产自甘肃定西市岷县，经蔡宝昌教授鉴定为伞形科植物当归Angelica  sinensis (Oliv. ) Diels的干燥根。阿魏酸，上海阿拉丁生化股份有限公司，纯度≥98 %。甲酸，为分析纯。黄酒，绍兴女儿红酿酒有限公司。灶心土为烧柴草的土灶灶内底部中心的焦黄土块。
2 方法与结果
2.1饮片制备  生当归：取原药材，除去杂质，洗净，稍润，切薄片，晒干。酒当归：按照《中国药典》2015版四部炮制通则0213中酒炙法，取生当归，加入定量黄酒拌匀，稍闷润，待酒吸尽后，置炒制容器内，用文火加热，炒至深黄色，取出晾凉，得到酒当归备用。100 kg生当归的黄酒用量为10 kg。当归炭：取生当归，按照《中国药典》2015版四部0213炮制通则炒炭法炒至外表微黑色，取出晾凉，得当归炭备用。土炒当归：取生当归，按照《中国药典》2015版四部0213炮制通则土炒法将灶心土粉置炒至容器内，炒至灵活状态，倒入当归片，炒至当归片上粘满细土时，取出，筛去土，摊凉。
2.2药典项目检查  根据2015版《中国药典》规定，采用通则0832第四法烘干法对生当归及各炮制品中的水分进行检查，采用通则2302总灰分测定法对生当归和各炮制品的总灰分进行检查，采用通则2302酸不溶性灰分测定法对生当归和各炮制品的酸不溶性灰分进行检查，采用通则2201醇溶性浸出物测定法项下的热浸法测定生当归和各炮制品的浸出物。
    药典检查项目结果见表１。根据《中国药典》要求生当归和炮制品水分不得超过15.0％；生当归和炮制品总灰分不得超过7.0％；生当归和炮制品酸不溶性灰分不得超过2.0%；生当归和炮制品醇溶物含量均应超过45.0％。本研究结果表明，生当归和酒当归的上述项目均符合相关标准。当归炭和土炒当归未被2015版《中国药典》收载。
表1  当归炮制品的水分、总灰分、酸不溶性灰分和醇溶性浸出物（n=3，p/%）
Table 1  Test results on water content, total ash, acid-insoluble ash and ethanol soluble extract of crude Angelica sinensis and its processed products(n=3)
	样品
	水分
	总灰分
	酸不溶性灰分
	醇溶性浸出物

	生当归
	11.59±0.14
	6.46±0.36
	0.73±0.18
	61.46±0.32

	酒当归
	9.40±0.29
	4.34±0.11
	1.58±0.37
	59.47±0.01

	当归炭
	3.54±0.03
	7.77±0.17
	1.40±0.31
	57.11±0.35

	土炒当归
	5.98±0.05
	6.06±0.14
	1.35±0.08
	63.53±0.37


2.3 方法学考察

2.3.1标准品溶液的制备  取阿魏酸对照品适量，精密称定，置棕色量瓶中，加70 %甲醇制成每1 mL含0.5 mg的溶液，即得，备用。
2.3.2 样品溶液的制备  按照《中国药典》规定，取本品粉末（过三号筛）约0.2 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入70%甲醇20 mL，密塞，称定质量，加热回流30 min，放冷，再称定质量，用70 % 甲醇补足减失的质量，摇匀，静置，取上清液滤过，取续滤液，即得。

2.3.3 色谱数据的采集  液相色谱条件：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：0-45 min，10 %-100% B；45-55 min，100%B；检测波长为316 nm；柱温30 ℃；进样量10 μL。HPLC-Q-TOF/MS分析质谱条件：扫描模式：正离子模式，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：碰撞诱导裂解（CID）。
2.3.4 系统适用性实验  按《中国药典》2015版当归项下要求对色谱系统进行适用性试验，即用规定的阿魏酸对照品溶液对色谱系统进行试验，计算理论塔板数。理论塔板数按阿魏酸峰计算大于5000，符合《中国药典》的要求。

2.3.5 线性关系考察  精密吸取10 μL不同浓度的阿魏酸对照品溶液进样，记录色谱峰，以阿魏酸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=91 292X-120.19 (r2=0.999 9，n=6)，结果表明阿魏酸在0.016～0.5 g·L-1浓度范围内呈良好的线性关系。
2.3.6 精密度试验  取阿魏酸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2.63 %，符合药典要求。

2.3.7 稳定性试验  精密称取当归粉末，共6份，每份0.2 g，按2.3.2项下方法制备供试品溶液，再按2.3.3项中色谱条件试验，分别进样10 μL，记录色谱图，计算阿魏酸峰面积RSD值为1.81 %，结果表明稳定性良好。

2.3.8 重复性试验  精密称取当归粉末，共6份，每份0.2 g，按2.3.2项下方法制备供试品溶液，再按2.3.3项中色谱条件试验，分别进样10 μL，记录色谱图，计算阿魏酸峰面积RSD值为0.87 %，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0.2 g，精密称定，分别按照1∶1精密加入阿魏酸对照品，按2.3.2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102.05%，RSD值为0.46 %，符合药典要求。

2.3.10 含量测定  精密吸取生当归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阿魏酸含量，得出生当归、酒当归、当归炭、土炒当归中阿魏酸质量分数分别为0.061 ％、0.050 %、0.057 %和0.059 %，符合《中国药典》规定的阿魏酸质量分数不得少于0.050 ％的要求。

2.4化学成分比较  精密吸取生当归、酒当归、当归炭、土炒当归供试品溶液及阿魏酸对照品溶液各10 μL，注入液相色谱仪，按2.3.3中色谱条件进行分析，检测波长316 nm。生当归、酒当归、当归炭、土炒当归及阿魏酸的出峰情况见图1，阿魏酸的出峰时间为11.356 min。
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a. 生当归；b. 酒当归；c. 当归炭；d. 土炒当归；e. 阿魏酸对照品；1. 邻苯二甲酸；2. 阿魏酸；3. 肉桂酸；4. 洋川芎内酯I；5. 洋川芎内酯A；6. (E)-藁苯内酯；7. (Z)-藁苯内酯；8. 新当归内酯；9. 欧当归内酯A
图1  当归不同炮制品的HPLC色谱图
Figure 1 HPLC Chromatograms of different extracts of crude and processed Angelica sinensis
当归中9个主要化学成分的一级和二级质谱信息见表2。峰1的[M+H]+为167.0337，分子式为C8H6O4，主要二级碎片为m/z 149，通过与文献[3]比对，推断化合物1为邻苯二甲酸，m/z 149为化合物1失去一个18 Da的H2O分子的产物。
	表2  当归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 Angelica sinensis and its processed products

	编号
	MS1
	MS2
	分子式
	误差/ppm
	鉴定成分

	1
	167.0337
	149.0237,84.9615
	C8H6O4
	-1.1
	邻苯二甲酸

	2
	195.0649
	177.0554,145.0289,117.0347,89.0406
	C10H10O4
	-1.5
	阿魏酸

	3
	149.0231
	121.0293,93.0346.65.0415
	C8H5O3
	-0.8
	肉桂酸

	4
	225.1121
	143.1182,100.1135,83.0878
	C12H16O4
	-0.2
	洋川芎内酯I

	5
	193.1222
	175.1125,147.1171,137.0602,91.0556,77.0407
	C12H16O2
	-0.6
	洋川芎内酯A

	6
	191.1067
	173.0961,145.1015,115.0553,91.0564,77.0415
	C12H14O2
	0.2
	(E)-藁本内酯

	7
	191.1066
	173.0958,145.1006,115.0549,91.0559,77.0413
	C12H14O2
	-0.3
	(Z)-藁本内酯

	8
	381.2070
	363.1965,335.2006,307.1684,207.1016,191.1068
	C24H28O4
	2.5
	新当归内酯

	9
	381.2066
	335.2006,191.1063,173.0964,145.1017
	C24H28O4
	1.5
	欧当归内酯A


峰2的[M+H]+为195.0649，分子式为C10H10O4，主要二级碎片为m/z 177，为化合物丢失一个18 Da的H2O分子的产物，通过与文献[4]及对照品比对，推断化合物2为阿魏酸。峰3的[M+H]+为149.0231，分子式为C8H5O3，主要二级碎片为m/z 121，通过与文献[5]比对，推断化合物3为肉桂酸。峰4的[M+H]+为225.1121，分子式为C12H16O4，主要二级碎片为m/z 143，通过和文献[6]比对，推断化合物4为洋川芎内酯I。峰5的[M+H]+为193.1222，分子式为C12H16O2，主要二级碎片为m/z 175和147，通过和文献[7]比对，推断化合物5为洋川芎内酯A，m/z 175是化合物丢失一个18 Da的H2O分子的产物，m/z 147是化合物丢失一个H2O分子和CO的产物。峰6，7的一级及二级质谱一致，保留时间也非常相近，因此推断峰6、7可能是同分异构体，通过与文献[4]及对照品比对，推断化合物6和化合物7分别为(E)-藁本内酯和(Z)-藁本内酯。峰8的[M+H]+为381.2070，分子式为C24H28O4，主要二级碎片为m/z 363和m/z 335，通过与文献[8]比对，推断化合物8为新当归内酯，m/z 363为化合物脱去一分子的H2O分子的产物，m/z 335为化合物同时脱去H2O和CO的产物。化合物9的[M+H]+为381.2066，分子式为C24H28O5，主要二级碎片为m/z 335，通过与文献[8]比对，推断化合物9为欧当归内酯A，m/z 335是化合物丢失一个H2O和CO中性分子的产物。
当归炮制品中9种主要化学成分的归一化面积比较如图2所示。与生当归相比，酒当归中邻苯二甲酸、阿魏酸及肉桂酸等酚酸类成分含量显著降低20%~25%，洋川芎内酯I和(Z)-藁本内酯的含量下降最大，降低30%。(Z)-藁本内酯、新当归内酯及欧当归内酯A等挥发油含量在3种炮制品中降低幅度最大，约为40 %~50 %。与生当归相比，当归炭中除了邻苯二甲酸和洋川芎内酯A含量变化不大，其它6种成分中欧当归内酯A下降45%，(Z)-藁本内酯下降25%，阿魏酸、肉桂酸、洋川芎内酯I、(E)-藁本内酯及新当归内酯含量下降10%左右。与生当归相比，土炒当归中除了邻苯二甲酸、阿魏酸及肉桂酸的含量变化不大外，欧当归内酯A含量下降最大，降低50%，其次为(Z)-藁本内酯，含量降低37%，(E)-藁本内酯和新当归内酯分别降低17%和21%，洋川芎内酯I和洋川芎内酯A降低7%左右。
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1. 邻苯二甲酸；2. 阿魏酸；3. 肉桂酸；4. 洋川芎内酯I；5. 洋川芎内酯A；6. (E)-藁苯内酯；7. (Z)-藁苯内酯；8. 新当归内酯；9. 欧当归内酯。与生当归比较，**P <0.05。
图2 当归炮制品中主要化学成分归一化面积比较
Figure 2 The content of nine components in different extracts of processed Angelica sinensis 
3 讨论

当归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。传统炮制理论认为：生当归质润，具有补血、调经、润肠通便的功能。酒炙后，活血通经、祛瘀止痛的作用增强。土炒后，既能增强入脾补血作用，又能缓和油润而不滑肠。炒炭后，以止血和血为主。酚酸和挥发油类成分是当归主要化学成分。2015版《中国药典》规定的当归主要质控指标阿魏酸就属于酚酸类。与生当归相比，酒当归中邻苯二甲酸、阿魏酸及肉桂酸等酚酸类成分含量显著降低20%~25%，6种挥发油类成分含量也显著降低，特别是洋川芎内酯I和(Z)-藁本内酯的含量下降最大，降低30%。从化学结构角度分析，酚酸类成分稳定性差，在加热过程中容易被破坏，挥发油类成分在炮制加热过程中容易挥发而散失，致使含量下降。从药理角度看，当归挥发油对子宫收缩功能有兴奋作用[9]，当归酒炙后，挥发油成分含量下降，可能有助于舒缓子宫兴奋作用，使子宫收缩平缓，发挥稳定的活血通经作用。另外，当归挥发油可显著改善全血黏度等血液流变学多项指标，并能有效防止血栓的形成[10]，此外，阿魏酸具有抗血小板聚集，抑制血小板5-羟色胺释放，抑制血小板血栓素A2的生成，增强前列腺素活性，镇痛缓解血管痉挛等作用。
与生品比较，土炒品中除了邻苯二甲酸、阿魏酸、肉桂酸及洋川芎内酯A外，其它5种挥发油成分含量均显著降低，且(Z)-藁本内酯、新当归内酯及欧当归内酯A等挥发油含量在3种炮制品中降低幅度最大，约为40 %~50 %。
“土炒入脾”是传统的炮制理论，当归土炒能增强入脾补血作用，而土炒后，挥发油成分含量的降低，能缓和油润而不滑肠。当归炒炭后，除了邻苯二甲酸、肉桂酸及洋川芎内酯A外，其他6种挥发油成分含量约降低15-25%，当归炭以止血为主，这可能和炒炭后鞣质含量增加有关[11]。综上所述，当归炮制后挥发油成分含量下降，和传统炮制理论是吻合的。
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