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多元数学统计方法分析传统草药，使用 UPLC 超高效液相

色谱/TOF-MS 飞行时间质谱比较不同样品种类

Kate Yu, Jose Castro-Perez, 和 John Shockcor

沃特世公司，米尔福德，马萨诸塞州，美国

前言

实验方法

传统草药 (THM）或传统中药 (TCM）样品的分

析研究是非常具有挑战性的，直接原因是样品的重现

性差。植物提取物的成分会因产地，采收季节以及提

取方法的不同而发生显著变化。即使提取物是来自同

一株植物的提取物或来自相同名称的两株植物，其成

分也不尽相同。

此外，为了有效的对中药进行质量控制，非常

有必要对中草药进行分析比较。中草药样品分析对于

传统草药的生理作用机理的研究也是非常关键的。

我们开发了一套简便快速且易于通用的传统中

草药分析流程的(图 1)。该分析流程利用了沃特世

(Waters®) UPLC® 超高效液相色谱的技术优势，即高

分辨，高灵敏度和快速分离，并结合了  SYNAPTTM

HDMSTM 质谱系统的飞行时间质谱仪(TOF  MS) 精确质

量数测定的功能。该工作流程能够应用于化合物鉴定

或样品解析。

传统中草药中的化合物鉴定在我们已在另一篇应

用纪要中讨论过。1  本文将演示如何利用该分析流程

借助多元数学统计方法进行样品数据的解析。结果表

明，样品的比较可以在几个小时内完成并获得完整的

样品信息。这显著地缩短了传统草药样品的分析时间

和节省了人力。

图 1. 传统草药分析的工作流程 。

本实验的样品来自于两种人参提取物口服液。

样品 1 是人参精口服液 (产自中国，JV Trading

Ltd. 公司销售，纽约，纽约州)。

样品 2 是青春宝口服液 (产自中国，Overseas Fac-

tor Corporation 公司销售，旧金山，加利福尼亚州)。

每个样品在进样前先过滤。

液相条件

液相系统: 沃特世 ACQUITY UPLC? 超高效液相色谱

        系统

色谱柱: ACQUITY UPLC 超高效液相色谱 HSS T3 色谱柱

               2.1 x 100 mm, 1.7 μm, 65 °C

流速:   600 μL/min

流动相 A: 水+ 0.1% 甲酸

流动相 B:  甲醇

梯度:        时间  组成  曲线

  0 min 9 5 % A

10 min 30% A Curve 6

17 min 0% A Curve 6

20 min 95% A Curve 1

质谱条件

质谱系统: 沃特世 SYNAPT HDMS 质谱系统

离子化模式: 电喷雾

毛细管电压: 3000 V

锥孔电压: 35 V

除溶剂温度: 450 °C

除溶剂气体: 800 L/Hr

离子源温度: 120 °C

采集范围: 50 to 1500 m/z

碰撞气体: 氩气

数据处理

化合物筛选和分析:
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MarkerLynxTM

应用管理软件

多元数学统计分析:

SIMPCA-P

结果

为保证数学统计结果的可靠性和重要性，每个

样品至少重复进样三次。为获得每个样品的所有信息，

有必要对它们在正负离子模式下进行LC/MS分析。本

实验中，每种样品重复进样六次:三次电喷雾正离子模

式分析和三次电喷雾负离子模式分析。出于演示目的，

本文只讨论了负离子模式下的结果。

图 2 显示两种人参提取物口服液基峰离子色谱图

的比较。由图可以看出人参精口服液含成份远多于青

春宝并且浓度更高。由于两个样品成份都很复杂，有必

要利用多元数学统计工具对两个样品做进一步的分析。

图 2. 两种人参提取物样品的 LC/MS 液相色谱

/质谱基峰离子色谱图。

使用多元数学统计方法对 LC/MS 数据进行分析的

第一步是将三维 LC/MS 数据转换成二维矩阵。这一关

键步骤由 MassLynxTM 操作软件中的 MarkerLynx 完成。

MarkerLynx 将每一个数据点转换成精确质量保留时间

(EMRT) 数据对，并以二维矩阵型式将结果列出 (图 3)。

本实验共得到了 1184 个精确质量保留时间 (EMRT)

数据对 。可检测到 EMRT 数据对的数量取决于色谱

峰检测限的设定，该参数可由分析人员设定。

从 MarkerLynx 报告界面上，仅需点击  P+ 按钮，

EMRT 数据对列表就可以被自动导入到  SIMCA-P  中。

首先利用主成分分析 (PCA) 法对对数据进行处理。之

后利用无监督统计学模型，结合正交偏最小二乘法进

行两维数据分析  (OPLS-DA)。图4列出正交偏最小

图 3. MarkerLynx 结果显示窗口。窗口上部为样品进样列

表。窗口下部为精确质量于保留时间数据对列表。

二乘法数据分析的分值结果。该图清晰地展示了两个

样品组在 X 轴和 Y 轴方向的差别。

图 4. 数值图表示人参精口服液和青春宝口服液明显的分组情况。

为进一步鉴定两组样品的化学组成上的差异性，

正交偏最小二乘法得到的数据分析结果散点图如图 5

所示。

图 5. 基于正交偏最小二乘法获得的人参精口服液和青春宝口

服液数据分析结果散点图。
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在散点图中，每个点代表一个精确质量保留时

间数据对。X轴表示可变量。一个数据点距离  0  越远，

该点对样品差异的贡献越大。Y  轴表示在同一样品组

中的样品间的相关性。精确质量与保留时间数据对距

离 0 值越远，进样间的相关性越好。因此，在 S 型曲

线两端的 EMRT 数据对代表了来自每个样品组的可信

度最高的特征离子。

例如，图5 中，接近S 图右上角的EMRT 数据对

为来自青春宝口服液可信度最强的特征标记物，接近

S 图左下角的 EMRT 据对为来自人参精口服液可信度

最强的特征标记物。

这些特征的 EMRT 数据对可以被选择性地捕获，

并获得每组样品中特征标记物列表，并以TXT文件保

存下来。这个TXT件可被输回MarkerLynx，产生一个

结果列表，从而用于元素组成搜索以及数据库搜索。

图6显示了从两组样品S图中获得的十个特征的精确

质量与保留时间数据对列表。

图 6 表明保留时间为 6.45 分钟质荷比为 945.5419

离子是人参精样品中最显著的标记物，可信度达

0.999。保留时间为6.33  分钟质荷比为801.5021  的离

子是青春宝样品中最显著的标记物，可信度达 0.994。

此外，相比人参精样品(从质荷比 783 到质荷比

1187)，青春宝样品中最特征的十个  EMRT  数据对在

较低的分子量范围内  从质荷比  623  到质荷比  955)。

这说明人参精样品的十个特征的标记物中的大多数含

有三至四个糖环，而青春宝样品中最特征的十个标记

物含有二至三个糖环。

差异性最大的十个 EMRT 数据对也可以用棒状图

格式进行查看。图 7 列出人参精 (7a) 和青春宝 (7b) 十

个差异性最大的标记物的棒状图。

图 6. 利用正交偏最小二乘法从两个样品数据分析散点图中获

得的最高贡献的十个精确质量保留时间数据对列表。

图 7. 人参精 (7a)和青春宝(7b)十个差异性最大的标

记物的棒状图。

棒状图提供了列表中已经鉴定的标记物的额外信

息，显示被研究的两个样品组十个差异性最大的 EMRT

数据对的直接比较结果。在图 7 中，人参精样品的十

个特征标记物在青春宝样品中几乎没有被检测到。而

来自青春宝样品的十个特征标记物在人参精样品中被

检测到具有很低的强度，有些也未能检测到。

此外，棒状图也提供了一些半定量的信息。来

自青春宝样品的十个最大标记物比在人参精样品中检

测到的强度高。表明青春宝口服液是比人参精口服液

更纯的提取物。

如上所述，从SIMCA-P得到的文本文档可以直接

导入MarkerLynx结果列表中。图8显示填入两组结果的

MarkerLynx结果窗口界面，每个表格代表一组。

图 8. 导入精确质量与保留时间数据对的 MarkerLynx 结果显

示窗口界面， 文本文档从 SIMCA-P 散点图获得。

从  MarkerLynx结果表格中，可以对每一个  EMRT

数据对报告中的精确质量进行元素组成分析检索。此

信息可进一步用于作现有数据库搜查，寻找推断的该

成分的化学结构(如果数据库中存在该种标记物)。
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举例来说，我们从青春宝样品中选择一个质荷比

为 971.4880 的 标 记物，其元 素 组 成 为  C48H76O20，

对公共 平台数据库，Chemspider 进行检索。其中一个

可能性如图 9 所示。

从该信息很容易返回到液相色谱/质谱 LC/MS 原

始数据，利用飞行时间 TOF MSE 数据1的碎片离子

来确认推导的结构的准确性。

图 9. Chemspider 数据库中检索的到的质荷比

 971.4880 的可能结构。

结论

本应用文集演示一种通用智能化的传统中草药样

品分析的工作流程。相对于传统的分析方法，当前

这种方法对于相当复杂样品的分析非常有效。

通过 UPLC® 超高效液相色谱/SYNAPTTM HDMSTM

质谱系统的进行飞行时间质谱分析，首先采集含有精

确质量测定的原始数据。当将这些数据作为精确质量

保留时间数据对转成二维矩阵形式，多元数学统计分

析方法即可对这套数据进行分析。每个样品的最特征

的离子可以从  SIMCA-P  的正交偏最小二乘法数据分

析散点图中获得。结果可以导回 Markerlynx 的结果列

表中。如果标记物是已经解析出的化合物，可利用数

据库检索其元素组成及化学结构。整套分析方法简便，

快速适用性强。它可以很方便地应用到不同类型的传

统中草药样品分析之中。因此，在显著节省资源的同

时获得最大信息量。
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调查显示：稍胖者比瘦人更长寿

由日本厚生劳动省研究班进行的一项大规模调查得出了这样的结论：以一个人40 岁为起点，其

身体的胖瘦程度将决定他(她)今后的寿命长短，较胖的人要比瘦人长寿6至7年。这应该可以让稍胖的人

感到十分欣慰。

该研究班对居住在宫城县的5万名40岁以上的男女的健康情况进行了长达12年的跟踪调查，根据被

调查对象40岁以前的体格、衡量胖瘦程度的BMI(body mass index)来判断一个人40岁以后的寿命有多长。

调查结果显示，一般体重(BMI在18.5以上到25)的男性寿命是39.94年、女性是47.97年；稍胖

(BMI在25到30)的男性寿命是41.64年、女性是48.05年；肥胖(BMI在30以上)的男性为39.41年、女

性是46.02年。

而瘦人(BMI 不到18.5)的男性寿命是34.54 年、女性是41.79 年。瘦人之所以寿命短，其原因是

多种的，比如瘦人中抽烟的较多、人瘦了容易感染各种疾病等等。不过该次调查没有查明体格和寿命之

间的关系。

但另一名研究人员栗山进一教授提醒说，并不是人为地让自己长胖寿命就能够长一点。


