
n论著 n

ESI- MS和 HPLC- UV法研究大黄、黄柏、

赤芍炮制前后化学成分变化
*

周慧
1, 2
,宋凤瑞

1**
,刘志强

1
,郑毅男

2
,刘淑莹

1

( 1.中国科学院长春应用化学研究所, 长春 130022; 2.吉林农业大学,长春 130118)

摘要  目的: 考察大黄、黄柏、赤芍炮制前后化学成分在质和量方面的变化, 以探讨中药的炮制机理。方法:利用电喷雾质谱

法 ( ESI- MS) 和高效液相色谱法 (H PLC - UV) ,对大黄、黄柏、赤芍炮制前后的化学成分进行详细研究。质谱:电喷雾电离源

( ESI) ,加热毛细管温度为 200 e ,喷雾电压为 41 5 kV;液相色谱:色谱柱为 Ag ilent Zorbax C18柱 ( 416 mm @ 150 mm, 5 Lm ) ,柱

温均为 28 e 。结果: 大黄经酒制和醋制后, 其化学成分的含量变化较大;黄柏经酒制后巴马汀的含量略有增加,而小檗碱的含

量呈下降趋势; 盐制对于黄柏的化学成分几乎无影响; 赤芍经酒制和炒制后, 芍药苷的含量都呈下降趋势。结论:不同炮制方

法对化学成分的影响不同,为进一步阐明中药材炮制入药的科学内涵提供了实验依据。
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Abstract Objec tive: To analyze them ain chem ical components ex isted in the unprocessed and processed Rad ix et

Rh izom aRhe,i Cortex Phe llodendri and Rad ix Paeon iae Rubra. Methods: The ana lysis w as carr ied out by ESI- M S

andHPLC- UV methods. M S: electrospray ion ization source, heated capillary temperature o f 200 e , spray voltage

of 415 kV; LC: A g ilent Zo rbax C18 column ( 416 mm @ 150 mm, 5 Lm ), co lumn temperature 28 e . Results: The

contents of chem ical components in Rad ix et Rh izomaRheiw ere d ifferent betw een samples processed w ith w ine and

v inegar; The conten t o f palm atine in Cortex Phellodendriw as increased and the content of berberine w as decreased

in samp le processed w ith w ine, but therew as no difference be tw een Cortex Phellodendri unprocessed and processed

w ith sal;t The content o f paeon iflorin w as decreased in processed Rad ix PaeoniaeRubra. Conclusion: D ifferent pro-

cessedm ethods aremak ing a certain different in fluence on the contents o f chem ical components in Rad ix etRh izo-

ma Rhe,i Co rtex Phe llodendri and Radix Paeon iae Rubra.
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  中药炮制是根据中医药理论, 依照辨证施治用

药需要和药物自身性质, 以及调剂、制剂的不同要

求,所采取的一项制药技术,这一传统制药技术是根

据大量人体临床实践经验得出的, 是中华民族历代

医家智慧的结晶
[ 1]
。运用现代科学技术手段, 系统

研究药材炮制前后化学成分的变化规律,对于揭示

中药炮制的科学内涵和化学物质基础具有非常重要

的理论意义和应用价值。
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电喷雾质谱 ( e lectrospray ion izat ion mass spec-

trometry, ESI)作为一种先进的软电离质谱技术, 由

于其样品处理简单、分析速度快且灵敏度高、实验重

复性好,适宜于进行中药材化学成分鉴定
[ 2 ~ 4 ]
。本

研究采用 ESI技术并结合 HPLC对大黄、黄柏、赤芍

炮制前后的主要化学成分的变化进行系统研究,为

探讨中药炮制的药效物质基础提供科学依据。

1 仪器、试剂与药材

F inn igan LCQ
TM
离子阱质谱仪 (美国 Thermo公

司 ) ; W aters 2695HPLC仪,配备 2996二极管阵列检

测器, Empow er Pro工作站; Sanorius BSl10S分析天

平 (北京赛多利斯有限公司, 十万分之一 ) ; KQ -

500DE医用超声波清洗器 (昆山超声波仪器厂 )。

乙腈、磷酸、甲醇均为色谱纯 (美国 Fisher公

司 ) ;水为二次去离子水。

对照品芦荟大黄素 (批号: 0795- 9803)、大黄

酸 (批号: 757 - 200005)、大黄素 (批号: 110756 -

200110)、大黄酚 (批号: 110796- 200311)、大黄素

甲醚 (批号: 758 - 200006 )、巴马汀 (批号: 0732 -

00005)、盐酸小檗碱 (批号: 110713- 200208)、芍药

苷 (批号: 110736- 200628)均购自中国药品生物制

品检定所;生品药材大黄、黄柏、赤芍于 2007年 6月

购自北京同仁堂,经长春中医药大学王淑敏教授鉴

定。黄酒、食醋、食盐均为市售品。

2 不同炮制品的制备

取各药材生品按 2005年版中国药典
[ 5]
方法炮

制。

211 酒大黄、酒黄柏、酒赤芍  取各生品用黄酒喷
淋,拌匀,闷润至黄酒全部被吸尽,置热锅内,用文火

微炒至表面色泽加深, 微带焦斑时取出,晾干, 即得

(药材与黄酒的比例为 100B10)。
212 醋大黄  取净大黄用食醋喷淋, 拌匀, 闷润至

食醋全部被吸尽,置热锅内,用文火微炒至表面色泽

加深, 略带焦斑时取出, 晾干, 即得 (药材与食醋的

比例为 100B20)。
213 盐黄柏  取净黄柏丝,每 100 g加 10%食盐水

溶液 20 mL, 拌匀, 闷润至盐水被吸尽, 文火炒至表

面深黄色,有少量焦斑,取出放凉,即得。

214 炒赤芍  取赤芍 100 g,用文火炒至颜色微黄,

取出, 备用。

3 溶液的制备
311 供试品溶液  本实验分别考察以下供试品溶

液制备条件: 提取溶剂类型 (甲醇、乙醇、60% 乙

醇 )、溶剂用量 ( 10, 30, 50 mL) , 提取方法 (回流、超

声、热浸方法 )及提取时间 ( 30, 60, 90 m in) , 通过

HPLC分析结果, 确定的制备方法如下:取各药材生

品及炮制品粉碎后过 40目筛,精密称取 015 g,置具

塞三角瓶中, 精密加入甲醇 30 mL, 超声 (功率 500

W,频率 40 kH z)处理 30m in, 放冷, 称定重量, 用甲

醇补足减失的重量, 摇匀, 滤过,即得供 HPLC- UV

法用供试品溶液。取上述供试品溶液适量, 用甲醇

稀释 10倍后, 漩涡振荡 1 m in, 即得供 ESI- M S法

用供试品溶液。

312 对照品溶液  分别取对照品芦荟大黄素、大黄

酸、大黄素、大黄酚、大黄素甲醚、巴马汀、盐酸小檗

碱和芍药苷适量, 精密称定, 分别加甲醇制成 011
mg# mL

- 1
的单一成分溶液, 即得供 HPLC- UV法

用对照品溶液;取上述对照品溶液适量,用甲醇稀释

10倍后,漩涡振荡 1 m in,即得供 ES I- M S法用对照

品溶液。

4 结果与讨论

411 实验条件优化

41111 质谱条件  根据待测化合物的分子结构特
征, 选择电喷雾电离 ( ESI)源, 在负离子模式下对大

黄生品及炮制品的供试品溶液进行一级质谱分析;

在正离子模式下对黄柏、赤芍的生品及炮制品的供

试品溶液进行一级质谱分析。根据各供试品溶液中

主要成分的特征准分子离子峰对金属加热毛细管电

压、电喷雾电压、壳气流速及碰撞能量等质谱参数进

行优化,使各供试品溶液中特征化合物的准分子离

子峰的灵敏度达到最大时定为最佳质谱条件。优化

后的质谱条件为:金属加热毛细管温度 200 e ;毛细

管电压 10 V;电喷雾电压 415 kV;壳气为氮气,壳气

流速 60 arb;碰撞能量为 10% ~ 20%;注射泵流动进

样, 流速 5 LL# m in
- 1
。每次实验数据均进行 100

次扫描累加的处理,以进行炮制前后样品中各主要

成分的比较。

41112 色谱条件  对安捷伦、沃特斯等不同公司、

不同型号的色谱柱进行了色谱柱选择性实验, 最终

选择 Ag ilent Zorbax C18柱 ( 416 mm @ 150 mm, 5

Lm )。通过考察流动相、柱温、洗脱流速, 确定的色

谱条件如下:柱温均为 28 e 。大黄: 流动相为甲醇

- 011%磷酸水溶液 ( 85B15) ,流速 015mL# m in
- 1
,

检测波长 254 nm;黄柏: 流动相为乙腈 - 011%磷酸
水溶液 ( 27B73), 流速 018mL# m in

- 1
,检测波长 265

nm;赤芍:流动相为乙腈 -水 ( 80B20) ; 流速 015 mL

# m in
- 1
;检测波长 230 nm。进样量 10 LL。

412 大黄生品及炮制品的 ESI- M S定性分析  将
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大黄生品及炮制品按 / 3110项下方法制备溶液后, 用

电喷雾质谱进行分析,结果示于图 1- A、B、C。本文

主要考察中国药典含量测定中规定的 5种成分:大黄

素 /芦荟大黄素 (m /z 269),大黄酸 (m /z 283) ,大黄酚

(m /z 253),大黄素甲醚 (m /z 289)。由于图中的质谱

峰是准分子离子峰,质谱实验数据表明,大黄酒制和

醋制后本文所考察的上述 5种成分并未发生根本性

变化,只是各成分的相对丰度变化较大。

图 1 生品大黄 ( A)、酒大黄 ( B )及醋大黄 ( C )的质谱图

F ig 1 M ass spectra of unprocessed Rad ix et Rh izom a Rhei( A ),

Rad ix etRh izom a Rheip rocessedw ith w in e( B ) , andRad ix etRh-i

zom a Rhei processedw ith vin egar( C )

413 大黄生品及炮制品的HPLC定量分析  将大

黄生品及炮制品的供试品溶液按大黄的色谱条件进

行 HPLC分析,图 2为大黄的色谱图, 经过与对照品

色谱图对照,得知: 1号峰为芦荟大黄素, 2号峰为大

黄酸, 3号峰为大黄素, 4号峰为大黄酚, 5号峰为大

黄素甲醚。各化学成分的含量见表 1。表 1结果表

明, 炮制后芦荟大黄素、大黄酸的含量均有不同程度

的增加, 其中, 酒制后分别增加了 0102% , 0104%;

醋制后大黄酸、大黄素的含量分别增加了 0109%,

0102% ;而炮制后大黄酚和大黄素甲醚的含量均较

生品降低,但不同的是各化学成分含量变化的比例

不同。综合质谱与液相色谱的分析结果,可初步推

断大黄在炮制过程中,由于不同程度的加热及配合

不同的辅料处理后,各成分的含量发生变化,因而改

变了生大黄固有的药性和功效, 使其攻下改变为缓

下或无泻下作用,有的还发挥了其他方面的作用,如

酒大黄具有了清热解毒的作用, 醋大黄具有活血化

瘀的功效。

图 2 生品大黄 ( A)、酒大黄 ( B)及醋大黄 ( C )的高效液相色谱图

Fig 2 HPLC ch rom atogram s of unprocessed Rad ix et Rh izom a Rhei

( A) , R ad ix et Rh izom a Rhei processed w ith w ine( B ) , and Radix et

Rh izom a Rhei processedw ith vin egar( C )

11芦荟大黄素 ( aloe- em od in )  21大黄酸 ( rhein )  31大黄素

( em od in )  41大黄酚 ( chrysophanol)  51大黄素甲醚 ( physcion)

表 1 大黄生品及炮制品所含化学成分的含量 (% )

Tab 1 The conten ts of chem ica l com ponents of unprocessed and processed Radix etR hizom aRhei

样品

( sample)

芦荟大黄素

( alo e- emod in)

大黄酸

( rhe in)

大黄素

( emodin)

大黄酚

( chrysophanol)

大黄素甲醚

( physcion)

大黄 ( R ad ix et Rhizoma Rhei) 0111 0128 0113 0168 0129

酒大黄 ( R ad ix et Rhizoma Rhei processed w ith wine) 0113 0132 0113 0153 0124

醋大黄 ( R ad ix et Rhizoma Rhei processed w ith vinegar) 0112 0137 0115 0165 0125
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414 黄柏生品及炮制品的 ESI- M S定性分析  分
别将生品黄柏、酒黄柏、盐黄柏的供试品溶液按质谱

条件依次进行 ESI- MS分析, 结果见图 3- A、B、C。

m /z 336为小檗碱的准分子离子峰, m /z 352为巴马

汀的准分子离子峰。黄柏经炮制后未检测到有新化

合物生成。

图 3 生品黄柏 ( A)、酒黄柏 ( B )及盐黄柏 ( C )的质谱图

F ig 3 Mass spectra of unp rocessed C ortex Ph ellod endri( A ),

Cortex Phellodend ri processed w ith w ine( B) , and Cortex Phel lo-

d endri processedw ith salt( C )

415 黄柏生品及炮制品的 HPLC定量分析  将黄

柏生品及炮制品的供试品溶液按黄柏色谱条件进行

HPLC分析, 图 4为黄柏的色谱图,经过与对照品色

谱图对照,得知: 1号峰为巴马汀, 2号峰为小檗碱,

黄柏药材炮制前后各成分的含量见表 2。通过 ESI

- M S和 HPLC数据综合分析可知, 黄柏经炮制后未

检测到有新化合物生成, 但酒制品中巴马汀的含量

较生品略有提高。可能是因为黄柏经过酒制后,增

加了黄柏中巴马汀的溶出, 说明了黄柏炮制的化学

意义。另外,盐制黄柏中化学成分与生品相当。据

报道本品生用清热泻火力较强, 盐制后引药下行入

肾, 助其滋肾降火
[ 6 ]
。这正是大多中药饮片盐制的

意义所在。如能采用药代动力学对指标性成分在肾

脏的聚集等综合指标说明 /盐制入肾 0的科学内涵,

将更有助于阐明盐制中药改变疗效的物质基础。

图 4 生品黄柏 (A )、酒黄柏 ( B)及盐黄柏 ( C)的高效液相色谱图

Fig 4 HPLC ch rom atogram s of unprocessed C ortex Phellodendri (A ) ,

C ortex Phellodendri processed w ith w in e( B ) , and Cortex Phellodendri

processedw ith salt( C )

11巴马汀 ( palm at ine)  21小檗碱 ( b erberine )

表 2 黄柏生品及炮制品所含化学成分的含量 (% )

Tab 2 The con ten ts of chem ical componen ts of

unprocessed and processed Cortex Phe llodendri

样品

( sample)

巴马汀

( palm atine)

小檗碱

( berberine)

黄柏 ( Cortex Phellodendri) 0125 0158

酒黄柏 ( Cortex Phellodendri processed w ith w ine ) 0126 0151

盐黄柏 ( Cortex Phellodendri processed w ith salt) 0125 0157

416 赤芍生品及炮制品的 ES I- M S定性分析  分
别将生品赤芍、酒赤芍、炒赤芍按质谱条件依次进行

ESI- M S分析, 结果见图 5- A、B、C。m /z 503代表

芍药苷的钠离子化峰, m /z 519代表羟基芍药苷的

钠离子化峰。从图中可以看出赤芍炮制前后主要化

学成分与炮制前相同。

417 赤芍生品及炮制品的 HPLC定量分析  将赤

芍生品及炮制品的供试品溶液按赤芍色谱条件进行

HPLC分析,图 6为赤芍色谱图, 经过与对照品色谱

图对照,得知: 1号峰为芍药苷。赤芍药材炮制前后
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图 5 生品赤芍 ( A)、酒赤芍 ( B)及炒赤芍 ( C )的质谱图

Fig 5 M ass spectra of Rad ix Paeon iae Rubra(A ) , Rad ix Paeon-i

ae Rubra w ith w ine( B) , and Parch ed Rad ix Paeoniae Rub ra( C )

芍药苷的含量见表 3。HPLC的实验结果表明: 赤芍

炮制后芍药苷含量均下降,但降低幅度不一;炮制后

芍药苷的含量:生品 >炒制品 > 酒制品。炮制后芍

药苷的减少,是由于芍药苷不稳定, 具挥发性, 而炮

制过程中由于温度较高,使部分芍药苷损失。因此,

芍药苷在不同程度上有所减少,使芍药性稍缓,以养

血敛阴为主。

表 3 赤芍生品及炮制品所含化学成分的含量 (% )

Tab 3 The con ten ts of chem ical com ponen ts of

unprocessed and processed R ad ix Paeon iae Rubra

样品 ( sample) 芍药苷 ( paeoniflor in)

赤芍 ( R adix Paeon iaeR ubra) 8150

酒赤芍 ( R adix Paeon iaeR ubra processed w ith w ine ) 7150

炒赤芍 ( Parched Radix P aeoniae Rubra) 8107

图 6 生品赤芍 (A )、酒赤芍 ( B)及炒赤芍 ( C )的高效液相

色谱图

Fig 6  HPLC ch rom atogram s of unprocessed Rad ix Paeon iae

Rubra (A ) , Rad ix Paeon iae Rubra processedw ith w in e( B ) , and

Parch ed Rad ix Paeon iae Rub ra ( C )

11芍药苷 ( paeon iflorin)

5 结论

本文论述的中药炮制手段包括酒制、醋制、盐水

制、炒制。通过实验表明炮制并未改变大黄、黄柏、

赤芍中本文所考察化学成分的种类, 但却影响其不

同化学成分的溶出率,进而改变了原药材的药效,初

步探讨了中药炮制的化学物质基础。ESI- M S和

HPLC- UV法都比较迅速、简便,重现性好。特别是

质谱图谱,可以直观地对比中药炮制前后化学成分

的变化,能准确地反映中药炮制的内在信息,在中药

研究领域具有更大的应用前景。
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热分析在药物及药用材料中的应用学术研讨会征文通知

  随着现代科学仪器的发展,热分析在药物及药用材料领域中的应用越来越广泛, 中国药典、日本药

局方、美国药典、英国药典 2009年版均收载了热分析方法。在化学药物、生化药物、抗生素、中药化学、

药物包装材料、药物质量评价、新药研究中处方筛选及有关制剂的质量分析等方面, 热分析法都起着非

常重要的作用。为此,药物分析杂志编委会定于 2009年第四季度在苏州召开全国药物分析及药用材料

热分析法学术研讨会。此次会议由江苏省食品药品检验所承办,江苏省热分析专业委员会协办,会上拟

请有关专家作专题报告,并开展有关专题讨论。现将会议征文及有关事宜通知如下:

一、征文内容

  热分析法在药物研究中的应用;热分析法在药物检验中的应用; 热分析法在化学药物、生化药物、抗

生素、中药化学及对照品、标准品中的应用; 在药物制剂、药用辅料及药物包装材料中的应用;热分析仪

器最新进展。

二、论文撰稿要求

1.论文应是未公开发表的。综述文章一般不超过 5000字;研究论文一般不超过 3000字;每篇文章需附

800字摘要。并登录 www. yw fx zz. cn网上投稿 (注: /期刊栏目 0请选 / 2009热分析会议征文 0)。
2.论文格式请按药物分析杂志 2009年第一期稿约要求书写;稿件可打印在 A4上。

3.每篇稿件需附单位介绍信及 50元稿件处理费。

4.征文截止日期 2009年 8月 30日 (以邮戳为准 )。

5.论文将在 2009年药物分析论坛上进行交流,经专家审定后在本刊发表,并酌收版面费。论文是否刊

用,一律不退稿, 请自留底稿。

三、投稿方式及联系人

1.邮寄:邮编 100050,地址:北京天坛西里 2号中国药品生物制品检定所内药物分析杂志编辑部

2.网址: http: / /www. yw fxzz. cn

3.电话: ( 010) 67095201; 传真: ( 010) 67012819;联系人: 刘小帅

4.来稿应注明 /会议征文 0字样,以便与其他投稿区别, 谢谢合作

5药物分析杂志6编辑部
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