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应用红外光谱技术研究中药水蛭的炮制过程
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摘 � 要 � 考察水蛭炮制前后化学成分产生的变化, 文章采用红外光谱 ( FT IR )二维相关红外谱图( 2D- IR)对

中药水蛭鲜品和制品进行了研究。结果表明: 水蛭具有明显的酰胺�和�带蛋白质特征峰, 其中鲜品的酰胺

�带吸收峰在 1 543 cm- 1 , 而生品和炮制品的向低频位移至 1 535 cm- 1; 采用热微扰模拟水蛭炮制过程并分

析水蛭的 2D- IR, 结果显示水蛭鲜品中的酰胺�带与酰胺�带的自动峰的强度比炮制品的更为显著。说明水

蛭在炮制过程中蛋白质的空间构象破损、氢键断裂, 导致变性失活, 部分脂肪酸和甾醇类组分在炮制中发生

氧化分解。
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引 � 言

� � 药典记载水蛭为水蛭科动物蚂蝗 ( Whitmania p igra

Whitman)、水蛭 ( H irudo nip p onica Whitman)或柳叶蚂蝗

( Whitmania acranulata Whitman) 的干燥全体[ 1]。其药性

咸、苦、平; 有小毒, 归肝经; 具有破血、逐瘀、通经的功

效, 用于血瘀经闭, 中风偏瘫, 跌打损伤等病症。国内外对

水蛭的药理学研究及临床观察表明: 水蛭具有改善血液流

变学、祛瘀、抗栓、降血脂等作用[2]。近年发现水蛭制剂在

防治心脑血管疾病和抗癌方面具有特效[ 3]。水蛭作为传统

的活血化瘀中药在临床上应用广泛已有 2 000 余年的历史,

古人认为其生命力强, 恐入腹生子为害, 所以传统入药方式

为经滑石粉烫制后方可入药, 也是现代药典规定的方法。炮

制的目的主要是矫味、杀死虫卵, 便于保管和服用, 并能降

低毒性, 增强散瘀作用[ 4]。但自 20 世纪 20 年代起, 张锡纯

先生主张水蛭生用, 他在�医学衷中参西录�中指出� 此品纯
系水蛭精华生成, 故最宜生用, 甚至忌火炙� [5]。当代也有

许多报道认为水蛭生用力专效宏, 制后效减[ 6]。随着科学技

术的发展, 水蛭的除味、粉碎、保藏等问题已经很容易解

决。因此, 水蛭的炮制前后其成分发生了什么变化, 炮制是

否科学合理成为人们研究的热点。

红外光谱法是鉴别化合物和确定物质结构的常用手段

之一。红外光谱的优势在于无损、快速、重现性好等, 红外

光谱能够提供单体化合物的丰富信息, 不同物质具有特征

的红外光谱图, 传统上用于单体化合物的鉴定。而对于复杂

的天然混合物体系, 其红外谱图中的峰位、峰形和峰强代表

着整个体系中所含成分中相同或不同基团的谱峰叠加; 混

合物组成的改变直接影响到整体谱图的变化, 由此构成了

红外谱图的宏观指纹性[ 7]。近年来, 已有研究表明, 红外光

谱可以反映复杂混合物体系的化学成分变化和差别, 利用

红外光谱可以对混合物进行真伪优劣鉴别, 炮制和配伍规

律的研究等[ 8, 9]。本文为了研究中药水蛭炮制过程中蛋白质

发生的变化, 通过比较水蛭炮制前后的红外谱图差异, 并结

合热微扰的二维相关光谱模拟水蛭的炮制过程, 从而阐明

水蛭主要组分在炮制过程中发生的一系列变化。

1 � 实验部分

1� 1 � 样品

中药水蛭之蚂蝗( Whitmania p igra Whitman)购自江苏

宿迁; 水蛭鲜品: 水蛭活体, 匀浆后冷冻干燥; 水蛭生品:

将水蛭活体经过沸水烫死后, 匀浆、冷冻干燥; 水蛭炮制品

由水蛭活体经滑石粉加工炮制而成。滑石粉 (北京试剂公



司) , 溴化钾晶体(上海安谱科学仪器有限公司)。

1� 2 � 主要仪器设备

Spectrum GX FTIR光谱仪( P erkin Elmer 公司) , 红外

DTGS 检测器, 光谱分辨率 4 cm- 1 , 扫描范围 4 000~ 400

cm- 1。扫描信号累加 32次。扫描时扣除水和 CO2 的干扰。

变温附件为北京市朝阳自动化仪表厂的 CKW- �型程

序升温仪, L o ve Contr ol 公司的 Por table Contr oller 可编程

温度控制单元( 50-886 型)。控温范围: 50~ 120 � 。

1� 3 � 实验过程和数据处理
取水蛭各样品粉碎后过 40 目筛, 与 KBr 混合研磨均匀

后, 压片测定, 获得系列水蛭样品的红外谱图。

将水蛭各样品粉末与 KBr 混合, 充分研磨均匀后压片,

然后将样品片放在变温池内, 通过程序控制升温, 以 10 �
为间隔, 在 50~ 200 � 温度范围内每隔 10 � 进行原位实时

扫描红外谱图。采用的二维相关分析软件, 对系列瞬时红外

光谱图进行分析, 获得二维相关红外谱图。

2 � 结果与讨论

� � 已有的研究表明, 水蛭的主要活性成分为蛋白质 , 包括

水蛭素、溶纤素、待可森等, 此外还含有多种脂肪酸、甾醇、

微量元素和矿物质等[ 10]。水蛭的炮制过程一般要经过高温

处理, 而高温处理会导致蛋白质的失活、变性[ 11, 12]。为了

表征和阐明水蛭成分在炮制过程中发生的变化, 本文采用

红外谱图和二维相关分析技术进行了分析。

2� 1 � 水蛭鲜品、生品和炮制品的红外光谱图分析

如图 1 所示, 水蛭的红外谱图中有明显的蛋白质特征

峰, 如 3 303 cm- 1附近的酰胺 A 带、1 654 cm- 1附近的酰胺

�带和 1 543 cm- 1附近的酰胺�带, 1 238 cm- 1附近也有微

弱的酰胺�带出现, 这些均与水蛭的蛋白质含量丰富有

关[13]。酰胺 A 带受羟基的叠加影响, 不能区分出明显的吸

收峰, 以肩峰的形式出现, 为�N � H的振动峰。谱图中的酰胺

�带、酰胺�带的吸收峰均呈现出较宽的吸收峰, 这是由于

蛋白质中含有多种二级结构, 包括 �-螺旋, �-折叠、转角、

环形和任意性较大的卷曲。其中 1 654 cm- 1附近的酰胺�

带, 即肽链中�C O 振动峰的强度最大, 酰胺� 带对应 �-螺
旋结构, 说明水蛭中的蛋白质以 �-螺旋结构为主。此外, 谱

图中还表现出 1 540 cm- 1附近的酰胺 �带 (以 �N � H为主)、

1 238 cm- 1附近的酰胺�带(以�C � N为主) , 表明蛋白的肽链

中含有较多仲酰胺, 因为仲酰胺的 �N � H和部分�C � N产生耦

合作用, 分裂为上述两个谱带[ 15]。谱图中还有 3 230~ 3 400

cm- 1区间醇羟基�O� H与酰胺 A 带吸收叠加的振动峰, 1 080

和 1 041 cm- 1附近醇类�C � OH的弱吸收峰等, 对应水蛭中少

量的甾醇类化合物。

对比水蛭鲜品、生品和炮制品的红外谱图发现: 三张谱

图的相似度很高, 其酰胺�带的峰位相同, 但鲜品的酰胺�
带的峰位与另外两种的不同, 即鲜品的位于 1 543 cm- 1 , 生

品和炮制品的吸收峰位于 1 535 cm- 1。这是由于水蛭生品

和炮制品虽然经过 100 � 的高温处理, 其蛋白质的空间结

构发生了改变, 但蛋白的一级结构并未受到影响, 因此羰基

�C O 振动峰的峰位变化微弱。而酰胺�带的峰位变化是由
于温度变化引起的蛋白质吸收能量超过了分子间作用力,

导致蛋白质空间构象被破坏 , 维持和稳定空间构象的二硫

键、氢键断裂, 整个蛋白质的螺旋链被破坏打开, 肽链转变

成无规卷曲状态, 无序结构增加, 蛋白质变性 , 因而使得

�N � H和 �N � H振动峰向低频红移, 结果水蛭生品、制品与鲜

品相比, 谱峰从 3 303 cm- 1变为了 3 292 cm- 1 , 位移了 11

cm- 1。酰胺�带的峰位从 1 543 cm- 1变为 1 535 cm- 1 , 位移

了 8 cm- 1 [14]。

Fig� 1 � FTIR spectra of processed leech,

crude leech and fresh leech

a: Processed leech; b: Crude leech; c : Fresh leech

� � 水蛭鲜品在 1 041 cm- 1附近有弱的吸收峰, 生品在同

样位置也有弱的吸收峰 , 而炮制品的吸收峰从位移到 1 022

cm- 1附近, 位移了约 20 cm- 1 , 谱峰的相对强度也有增加。

这是由于水蛭炮制品在滑石粉中经过 300 � 以上高温处理,

炮制品中的甾醇类化合物被部分氧化, 羟基占胆固醇比重

继续减小, a-碳原子相连的基团电负性增强, 导致�C � OH吸

收向低频移动[ 15]。

2� 2 � 水蛭炮制品与鲜品的二维相关红外光谱分析

二维相关红外光谱是通过外部微扰样品引起样品分子

的激发, 改变样品种各组分相关基团的分子振动, 而这种局

部环境的变化会引起瞬态光谱的相应变化。二维相关谱表

达了不同吸收峰之间的相关性, 热微扰的二维红外相关谱

图反映了样品在升温过程中各组分基团的相互作用力随温

度变化的情况。本文模拟水蛭的炮制过程, 将水蛭鲜品从

50 � 缓慢升至 200 � (水蛭炮制品作为对比) , 并得到水蛭

升温过程的二维相关红外谱图, 对变化较大的 1 400~ 1 700

和 950~ 1 300 cm- 1区域的同步图进行了分析。

� � 如图 2 所示, 在 1 400~ 1 700 cm- 1范围内, 对热极为敏

感的振动为蛋白质的酰胺振动, 1 625 cm- 1附近的酰胺�带
与 1 550 cm- 1附近的酰胺 �带都显示出强的自动峰, 且形

成一个 2 � 2 的峰组, 这说明水蛭蛋白质组分之间相互作用

较强; 水蛭鲜品在 1 550 cm- 1处的自动峰比其炮制品的自

动峰明显得多。鲜品蛋白质在加热过程空间构象逐渐破损,

维持空间构象的氢键、二硫键等逐渐断裂, �N � H受热微扰影

响大。而经炮制品的蛋白质空间结构已经发生改变, �N� H受
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Fig� 2� 2D FT-IR synchronous correlation spectra of processed leech ( a) and fresh leech ( b) ( 1 400~ 1 700, 950~ 1 300 cm- 1 )

热微扰影响减小, 因此其二维谱图中蛋白质的自动峰表现的

较为微弱。

� � 在 950~ 1 300 cm- 1区域, 水蛭炮制品仅在 1 037 cm- 1

附近有一个较强的自动峰, 水蛭鲜品在1 245, 1 081, 1 051,

1 037, 983 cm- 1附近均有自动峰, 且在对角线的两侧还出现

较强的正交叉峰, 自动峰的个数明显多于水蛭炮制品。炮制

品经历高温处理, 其中的脂肪酸、甾醇类化合物的组成已经

发生改变, 甾醇的氧化产物有所增加, 而水蛭鲜品中的脂肪

酸、甾醇类化合物的组分还未被氧化, 对热微扰更为敏感,

这与红外谱图分析的结论一致。

3 � 结 � 论

� � 本文将红外光谱法特有的宏观指纹特性与二维相关红外
光谱结合, 研究了中药水蛭炮制前后成分变化, 分析了水蛭

鲜品、生品、炮制品的红外谱图及模拟炮制过程的二维相关

谱图。结果表明: 水蛭在炮制过程中其蛋白质的空间构象发

生改变, 氢键断裂, 同时水蛭中脂肪酸和甾醇成分被部分氧

化。
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Study on the Processing of Leech by FTIR and 2D-IR Correlation

Spectroscopy
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Abstract� T he chemical differ ences of tr aditional Chinese medicine leech befo re and after processing w ere analy zed by FT IR and

two - dimensional cor relat ion infr ared ( 2D- IR ) spectro scopy. The r esult show ed that the leech w as high in pr otein, w ith

char acter istic peaks of amide � , � bands. Compa ring the IR spectr a of samples, the pr imary difference was that the

char acter istic peak o f fr esh leech was at 1 543 cm- 1 , while that of crude and processed leech was at 1 535 cm- 1 . A 2D- IR

spectrum w ith heat ing perturbation w as used to tr ack the pro cessing dynamics o f leech. In the 2D- IR co rrelation spectra, fresh

leech exhibited st ronger automat ic peaks o f the amide � and � bands than that o f pr ocessed leech, w hich indicates that the

pr otein components o f the fr esh leech w ere more sensitive to heat perturbation than the pro cessed one. Mo reover, the result of

FT IR and 2D- IR co rr elation spect ra validated that the 3-dimensional structure of pro tein was damaged and hydrogen bonds w ere

br oken aft er processing, which resulted in the inactivation of prot ein. The fatty acids and cholest erol components o f leech w ere

also o xidized in this pr ocess.
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