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摘 要:目的 基于超高效液相色谱-质谱联用仪法(UPLC-MS/MS),分析九华黄精九蒸九晒法炮制前后差异性化学

成分。方法 在UPLC-MS/MS技术基础上结合统计学分析,以差异倍数(FC,FC>1.5或FC<0.67,P<0.05)、变量

权重值(VIP,VIP>1、P<0.05)为筛选条件,分析九华黄精九蒸九晒法炮制前后的差异性化学成分,探索其主要成分变

化规律。结果 共检测到2173个代谢物,主成分分析发现九蒸九晒后前80种(top80)显著差异主要代谢物相对含量

上调有52种,下调有28种,主要差异代谢物为生物碱、黄酮、氨基酸及其衍生物、核苷酸及其衍生物、脂质、有机酸等。
结论 九华黄精九蒸九晒法炮制前后化学成分差异明显,并存在着一定的变化规律,此法可为后续炮制机制和药效研究

提供科学依据。
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StudyonthedifferencesinchemicalcompositionofPolygonatumCyrtonema
HuainJiuhuaMountainbeforeandafterprocessing
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  Abstract: Objective ToanalyzethedifferentialchemicalcomponentsinPolygonatumCyrtonemaHuain
JiuhuaMountain(PCJH)beforeandafterthemethodofsteamingninetimesandsundryingninetimesusing
ultra-performanceliquidchromatography-tandemmassspectrometry(UPLC-MS/MS). Methods Ontheba-
sisofUPLC-MS/MStechnologycombinedwithstatisticalanalysis,withthefoldchange(FC,FC>1.5orFC
<0.67,P<0.05)andvariableimportanceinprojection(VIP,VIP>1,P<0.05)asthescreeningcriteria,
thedifferentialchemicalcomponentsofPCJHbeforeandafterthethenine-steamingandnine-sun-dryingmeth-
odwereanalyzedtoexplorethechangerulesofitsmaincomponents. Results Atotalof2,173metabolites
weredetected.Principalcomponentanalysisrevealedthatamongthetop80significantlydifferentmetabolites
aftersteamingninetimesandsundryingninetimes,52showedupregulationand28showeddownregulationin
relativecontent.Themaindifferentialmetabolitesincludedalkaloids,flavonoids,aminoacidsandtheirderiva-
tives,nucleotidesandtheirderivatives,lipids,andorganicacids,etc. Conclusion Therearesignificant
chemicalcomponentdifferencesinPCJHbeforeandafterthenine-steamingandnine-sun-dryingmethod,with
certainvariationpatterns.Thismethodcanprovideascientificbasisforthesubsequentresearchontheprocess-
ingmechanismandmedicinalefficacy.
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  黄精是一种传统经典的食药两用的草本植物,“以
其得坤土之精粹”而得名[1],在我国分布有30余种之

多,作为中药使用的主要是滇黄精、黄精、多花黄精[2]。
九华黄精是指九华山及其周边地区生长的多花黄精,
因九华山特有自然环境和佛学文化亦称地藏黄精,以
其独特的药用价值和滋补功效而著称,入列安徽省“十
大皖药”[3]。九华黄精富含蛋白质、淀粉以及人体中必

需的氨基酸、微量元素等营养物质[4],食药两用,常以

口服为主,但生品易刺激咽喉,致麻舌感,故以炮制品

入药。九蒸九晒是九华黄精生品加工的主要方法,可
降低其刺激性,既利于患者服用,又提升药效[5]。但九

蒸九晒炮制法以传统经验为主,缺乏科学全面的理论

依据。本研究拟在UPLC-MS/MS技术基础上结合统

计学分析,筛查九华黄精九蒸九晒炮制前后差异性化

学成分,为后续炮制机制和药效研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 药材 九华黄精生药材由安徽省青阳县中药材

科技公司提供,采集于九华山及其周边地区,药材黄精

经合肥市食品药品检验检测中心刘业飞主任中药师鉴

定为多花黄精(PolygonatumcyrtonemaHua)。

1.2 主要实验试剂和仪器 W6-4LC/MS纯水,美
国费希尔化学品公司(FisherChemical);A955-4乙

腈,美国费希尔化学品公司(FisherChemical);A452-4
甲醇,美 国 费 希 尔 化 学 品 公 司(FisherChemical);

A452-4甲酸,日本东京化成工业株式会社(TCI);Q
ExactiveHF-X 质谱仪,美国赛默飞世尔科技公司

(Thermo);Vanquish超高压液相色谱仪,美国赛默飞

世尔科技公司(Thermo);5430R冷冻离心机,德国艾

本德公司(Eppendorf);ACQUITY UPLC HSST3
(2.1mm×100mm,1.8μm)色谱柱,美国沃特世公

司(Waters)。

1.3 药材炮制 取生品九华黄精药材,除去杂质、异
物,洗净,按料液比1∶5用黄酒搅拌均匀,闷润待黄酒

被九华黄精药材吸尽,再蒸制约10h(同时收集蒸制

过程中流出的汁液),待药材中央发虚,于日光下晒约

8h至药材外皮微干,此为九华黄精一蒸一晒品。将

九华黄精一蒸一晒品拌入上一步收集的汁液和适量黄

酒,闷润至药材表面黄酒被吸收殆尽,取出于日光下晒

约8h待药材外皮微干为宜,此为九华黄精二蒸二晒

品。依照此方法连续操作,直至得到九华黄精九蒸九

晒品(见表1)。除去首次、末次蒸制,其余蒸制过程所

需黄酒的量约为总体的70%。最后一次将剩余黄酒

以及收集的汁液与药材搅拌均匀,蒸制至九华黄精药

材表面黑漆色、发亮为宜。

表1 样品信息表

序号 样品 代号

1 一蒸一晒九华黄精 H_1
2 二蒸二晒九华黄精 H_2
3 三蒸三晒九华黄精 H_3
4 四蒸四晒九华黄精 H_4
5 五蒸五晒九华黄精 H_5
6 六蒸六晒九华黄精 H_6
7 七蒸七晒九华黄精 H_7
8 八蒸八晒九华黄精 H_8
9 九蒸九晒九华黄精 H_9
10 九华黄精鲜品 H_10

1.4 样品预处理 将样品在液氮中研磨至粉末状,准
确称量样品粉末100mg置于离心管中,加入70%甲

醇水溶液1mL,充分震荡30s,水浴超声波浸提90
min,16000g离心10min,将上清液用移液器转移至

96孔TECAN蛋白过滤板,使用正压氮气过滤,取滤

液于EP管中,真空冷冻干燥后将冻干品加入40%甲

醇水溶液300μL溶解,16000g离心10min,取上清

液备用。

1.5 UPLC-MS分析条件

1.5.1 色谱条件 将1.4预处理后样品采用UPLC-
MS/MS进行分离。柱温为25℃;流速为0.3mL/

min;以0.1%甲酸水溶液为流动相A,0.1%甲酸乙腈

溶液为流动相B,按下表(见表2)进行梯度洗脱。

表2 色谱梯度洗脱程序表

时间/min 流动相A/% 流动相B/%

0 95 5
17.0 2 98
17.2 95 5
20.0 95 5

1.5.2 质谱条件 使用质谱仪(QExactiveHF-X)采
集样本一级、二级谱图。质谱仪与超高压液相色谱仪

(UPLC)联用,电喷雾电离(ESI)分别进行正离子模

式、负离子模式质谱采集。喷雾电压3800V(ESI+)/

3500V(ESI-),鞘气流量40L/min,离子传输管温度

320℃,雾化温度350℃;检测方式为全扫描/数据依

赖二级扫描(Full-MS/dd-MS2)模式,top10MS1离

子获得 MS/MS谱图,碰撞能量(CEs)采用阶梯归一
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化能级20、40、60;一级质荷比扫描范围90~1300。

1.5.3 数据分析流程 参照侯红平等[6]数据分析流

程,对提取的化学物质进行结构鉴定,主要物质的鉴定

结果需二次核对和确认。

2 结果与分析

2.1 外观与风味变化 随着蒸晒次数的增加,九华黄

精表面颜色由棕黄色逐渐变暗,五蒸五晒后颜色变化

差异不大,变成了黑漆色(见图1)。一蒸一晒至五蒸

五晒之间随着蒸晒次数的增加,麻舌感逐渐消失,四蒸

四晒之后产生甜味,七蒸七晒后逐渐产生苦涩味和酸

味。九华黄精经九蒸九晒炮制后,风味酸甜,气味浓

郁,无麻舌感。有学者认为这是热处理导致美拉德反

应,引起了样品颜色和产物的改变[7]。

注:a.H_1;b.H_2;c.H_3;d.H_4;e.H_5;f.H_6;g.H_7;h.H_8;i.H_9。

图1 九华黄精九蒸九晒炮制品

2.2 QC样本检测 对QC样本提取峰进行PCA分

析和Pearson相关性分析。PCA分析结果(见图2)发
现正、负离子模式下 QC样本紧密聚集在一起,Pear-
son相关性分析结果(见图3)表明 QC样本间的相关

性系数都在0.99以上,证实实验的重复性好。

2.3 九蒸九晒炮制过程中九华黄精代谢物的主成分

分析 九华黄精九蒸九晒炮制过程中共检测到2173
种代谢物,包括生物碱类化合物648种(29.82%),莽
草酸和苯丙烷类化合物317种(14.59%),氨基酸和肽

类化 合 物 315 种 (14.50%),萜 类 化 合 物 308 种

(14.17%),脂肪酸类化合物299种(13.76%),聚酮类

化合物111种(5.11%),其他化学物175种(8.05%)。
为分析炮制前后化学成分差异,对其进行主成分分析,
结果表明(见图4)正离子模式下前5个主成分方差贡

献率分别为30.5%、15.2%、12.6%、6.6%和5.9%,
负离子模式下前5个主成分主成分方差贡献率分别为

29.8%、14.3%、9.9%、5.1%和4.6%。正、负离子模

式前5个主成分累计方差贡献率达70.8%和63.8%,
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表明包含样本中多数代谢物信息。在正离子模式和负

离子模式下,九蒸九晒炮制过程中样本点(H_1~H_

9)与九华黄精生品样本点(H_10)之间距离较远,且不

同蒸晒次数样品点间较分散,说明样品炮制过程中代

谢物变化较明显,种类和含量差异较大。

注:a.正离子模式总体样本PCA分析;b.负离子模式总体样本PCA分析。

图2 生品和炮制品PCA得分

注:a.正离子模式QC样本相关性图;b.负离子模式QC样本相关性图。

图3 QC样本相关性图

注:a.正离子模式PCA贡献率图;b.负离子模式PCA贡献率图。
图4 主成分PCA贡献率图
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  为了鉴别主要差异代谢成分,又建立了正交偏最

小二乘判别分析(OPLS-DA),经7次循环交互验证

(7-foldcross-validation),得到R2Y、Q2 均>0.99,表
明模型稳定可靠。采用置换检验(Permutationtest)
对模型进行检验,OPLS-DA 模型的置换检验上R2Y、

Q2 数值均接近1,说明模型准确性好。
基于单变量分析,对检测到物质进行差异分析,以

火山图的形式来进行可视化展示[选择条件:差异倍数

(foldchange,FC)>1.5或FC<0.67,P<0.05的差

异物质)]。为了直观便于观察差异物质的分类归属,
用不同颜色来做区分(非显著差异物质用灰色来表

示),示例比较组结果如图5所示(横坐标为差异表达

倍数的log2 的对数值,纵坐标为显著性P值的-log10的
对数值),表明炮制品与生品在生物碱类、氨基酸和肽、
糖类、脂肪酸等成分上存在差异。

注:a.正离子模式火山图;b.负离子模式火山图

图5 正、负离子模式火山图

2.4 筛选差异物质 为进一步挖掘具有生物学意义

的差异代谢物,利用 OPLS-DA 模型中变量权重值

(VariableImportancefortheProjection,VIP)衡量各

化学物质的表达模式对各组样本分类判别的影响强度

和解释能力[8]。通过OPLS-DA分析得到的S-plot图

(见图6),越靠近左、右角的代谢物差异越显著,红色

点代谢物的VIP≥1,绿色点代谢物VIP<1。以VIP
>1、P<0.05为显著性差异化学物质筛选标准,筛选

出炮制品中差异代谢物数(见表3),结果显示一蒸一

晒品与生品组间总差异化学物质数量最少,九蒸九晒

品与生品组间总差异化学物质数量最大,随着蒸晒次

数增加与生品组间总差异化学物质数量呈上升趋势。
以柱状图(见图7)表示top80显著性差异物质的差异

倍数变化,结果表明九华黄精生品与炮制品top80显

著差异代谢物中以上调的显著差异代谢物为主。
在九华黄精生品与九蒸九晒品的比较组中,通过

对比发现top80显著差异主要代谢物相对含量上调有

52种,其中,生物碱化合物6种,黄酮类化合物2种,氨
基酸及其衍生物类化合物6种,核苷酸及其衍生物5
种,脂质类化合物12个,有机酸类化合物8个,萜类化

合物和木质素类化合物各1种,其他类化合物11种。
代谢物相对含量下调有28种,包括生物碱化合物5
种,黄酮类化合物4种,氨基酸及其衍生物类化合物6
种,核苷酸及其衍生物化合物4种,脂质类化合物3
个,有机酸类化合物4个,其他类化合物2种。
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注:a.H_1vsH_10S-plot;b.H_2vsH_10S-plot;c.H_3vsH_10S-plot;

d.H_4vsH_10S-plot;e.H_5vsH_10S-plot;f.H_6vsH_10S-plot;

g.H_7vsH_10S-plot;h.H_8vsH_10S-plot;i.H_9vsH_10S-plot。

图6 炮制品和生品S-plot

表3 组间比较分析表

序号 对比组
总差异化

学物质数量

top80显著差异代谢物变化数

上调 下调

1 H_1vsH_10 1390 74(92.50) 6(7.50)
2 H_2vsH_10 1491 75(93.75) 5(6.25)
3 H_3vsH_10 1559 55(68.75) 25(31.25)
4 H_4vsH_10 1667 68(85.00) 12(15.00)
5 H_5vsH_10 1760 58(72.50) 22(27.50)
6 H_6vsH_10 1783 54(67.50) 26(32.50)
7 H_7vsH_10 1880 45(56.25) 35(43.75)
8 H_8vsH_10 1890 47(58.75) 33(41.25)
9 H_9vsH_10 1915 52(65.00) 28(35.00)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。
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注:a.H_1vsH_10;b.H_2vsH_10;c.H_3vsH_10;d.H_4vsH_10;e.H_5vsH_10;

f.H_6vsH_10;g.H_7vsH_10;h.H_8vsH_10;i.H_9vsH_10。

图7 显著性差异物质表达差异倍数分析

3 讨论

“九蒸九晒”又称“九蒸九曝”,是古代本草中常见

的一种药材炮制方法,该法将蒸晒结合并反复运用,使
药材最大限度发挥疗效并减轻其毒副作用。研究发现

九蒸九晒炮制过程中九华黄精代谢物的种类和含量差

异变化较大,一蒸一晒品与生品组间总差异化学物质

数量最少,九蒸九晒品与生品组间总差异化学物质数

量最大,且随着蒸晒次数增加,与生品组间总差异化学

物质数量呈上升趋势,这可能与蒸晒过程中,高温等因

素导致大分子物质持续裂解成小分子物质有关。生品

与炮制品组间显著差异代谢物中,以上调的显著差异

代谢物为主,差异代谢物主要为生物碱、黄酮、氨基酸

及其衍生物、核苷酸及其衍生物、脂质、有机酸等[9]。
本课题组前期研究发现在九华黄精的九蒸九晒炮

制过程中,由于水分减少总多糖相对含量会先增加后

下降,葡萄糖和果糖等单糖相对含量先增加后保持稳

定,炮制后期再有所下降。这可能是由于九华黄精中

的黏液质多糖会随着九蒸九晒过程的逐步水解成单糖

和低聚糖,使得总多糖在炮制过程中消耗造成含量的

降低。而低聚糖可进一步分解成小分子单糖,但炮制

后期有部分单糖可能会参与美拉德反应导致其有所下

降。九蒸九晒炮制后九华黄精黏液质多糖含量降低,
可减少对喉咙刺激作用,单糖含量增加可提升甜味,使
其服用口感更佳[10]。炮制过程中氨基酸可能与可溶

性的糖类化合物发生美拉德反应,含量不断减少,五蒸

五晒后基本消耗殆尽,而五蒸五晒后颜色变化不明显,
由此推测美拉德反应参与九华黄精九蒸九晒炮制过程

中颜色变化[11]。九华黄精九蒸九晒炮制后挥发性成

分正己醛等含量下降,有学者研究认为正己醛正是黄

精引起人咽喉刺激性的主要成分之一[12],推测正己醛

含量下降是九蒸九晒炮制后九华黄精口感变佳的原因

之一。九华黄精炮制后期有机酸类化合物相对含量显

著增加,其中酚酸类化合物尤为明显,作为有机酸的一

种,酚酸类化合物多为苦涩味,这可能与九华黄精炮制
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后期产生苦涩味有关。
综上所述,九华黄精经过九蒸九晒炮制后,其化学

成分发生了显著变化。这些变化不仅提高了其滋补功

效,还使其更易于被人体吸收和利用。现代药理学研

究发 现,九 华 黄 精 经 九 蒸 九 晒 炮 制 后 可 提 升 抗 氧

化[13]、降血糖[14]、调节免疫[15]、抗动脉硬化[16]、抗肿

瘤[17]等功效,上述药理学改变可能与炮制前后主要差

异代谢物有关,但与药效关系需进一步研究。
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