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基于 UHPLC-MS/MS代谢组学技术的不同采收期黄芩质量比较研究 
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摘要: 黄芩的质量与采收期有着密切的关系。本文以一年生和两年生的不同采收期黄芩为研究对象, 采用
UHPLC-MS/MS 代谢组学手段检测其化学成分种类和含量的动态变化, 寻找且指认不同采收期的差异代谢物并
分析其含量变化, 最后进行差异代谢物间的相关性分析。结果显示, 不同采收期的黄芩化学成分存在明显差异, 
并呈现规律性的变化。据此, 若以黄芩素等黄酮苷元类成分为目标成分, 则建议采收时间为 5月; 若以黄芩苷等
黄酮苷类成分为目标成分, 则建议最佳采收时间在 7～8月。因此, 基于 UHPLC-MS/MS的植物代谢组学方法可
用于不同采收期黄芩的化学成分分析, 为黄芩药材确定最佳采收期提供参考, 也为现有中药材质量评价方法提
供一种新的思路。 
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Abstract: The quality of Scutellaria baicalensis  Georgi has a close relationship to the harvest time.  With 
the annual and biennial Scutellaria baicalensis  Georgi in different harvest periods as samples, we detected the 
dynamic changes of chemical compositions in their contents by UHPLC-MS/MS metabolomics technology, then 
identified the biomarkers of different harvest periods and analyzed their changes in content, finally analyzed the 
correlation among different metabolites.  The results showed that chemical compositions of different harvest 
periods were obviously different, and showed regular changes.  According to the results, if the flavonoid       
aglycones are chosen as the target components, the proposed harvest time could be May.  If flavonoid         
glycosides, the time is from July to August.  Plant metabolomics methodology based on UHPLC-MS/MS can       
be used to detect the chemical compositions of Scutellaria baicalensis  Georgi in different harvest periods, which 
provide a reference to the optimum harvest period of  Scutellaria baicalensis Georgi, and also provide a new 
method of quality evaluation of traditional Chinese medicinal materials. 
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黄芩为唇形科植物 Scutellaria baicalensis Georgi
的干燥根, 其性寒味苦, 具有清热燥湿、泻火解毒、
止血、安胎的功效[1]。黄芩中的化学成分有黄酮类、

挥发油类、萜类、甾醇类和一些有机酸类成分, 其中
黄酮类是主要成分, 包括黄芩苷、黄芩素、汉黄芩苷、
汉黄芩素、千层纸素、黄芩新素等[2−5]。 

中药质量的优劣取决于有效成分的含量, 后者
会随生长过程发生不同程度的动态变化, 因此适时采
收是保证中药材质量的先决因素之一 [6]。《中国药

典》2015 版规定黄芩于春、秋二季采挖[1], 民间也     
流传这样一句谚语: 知母黄芩全年刨, 唯有春秋质量
高。可见黄芩的质量与采收期有着密切的关系。目     
前大多数研究是采用高效液相色谱法, 测定黄芩苷
或是几个黄酮类成分的含量变化来确定合适的采收

期[7−10]。同时也有采用其他方法, 如刘素丽等[11]采用

红外光谱三级鉴定法对春秋两季采收的黄芩化学成

分差异进行研究, 张琳等[12]采用 HPLC 法测定黄芩
不同生育期地上和地下部分活性成分的含量变化 , 
张文岭等[13]采用 PAGE 法从生理机制探讨黄芩不同
器官在不同采收期生长代谢的差异, 为黄芩采收期
的确定提供科学依据。 

以上对于药材质量控制的研究仅局限于某几个

特征成分, 忽略了其他成分的变化。而代谢组学从植
物生物体系的整体性和动态性出发, 研究植物次级
产物的动态变化, 不仅可以观察到有效成分的积累
过程, 还可以发现各成分之间的相互转化规律, 可从
整体上科学评价药材的质量。UHPLC-MS 技术可将
色谱的分离能力与质谱的定性功能相结合, 进行高
精密度的目标物和非目标物的筛选。本实验利用基于

UHPLC-MS/MS 的代谢组学研究方法, 以不同年限
不同采收期的黄芩为研究对象, 系统地分析不同采
收期黄芩中化学成分的差异, 为确定黄芩最佳采收
期提供参考, 也为科学制定黄芩药材质量控制标准
提供理论依据。 
 

材料与方法 
仪器与试剂  黄芩样本为 2014 年 4～10 月采     

集于山西省吕梁市石楼县益民药材种植合作社的不

同发育期黄芩药材, 分一年生和两年生两个生长年
限 , 经本实验室秦雪梅教授鉴定为黄芩 Scutellaria 
baicalensis Georgi的干燥根, 标本现保存于山西大学
中医药现代研究中心。 

超高效液相色谱与质谱联用仪 (Thermo Scien-
tific Q Exactive LC-MS), 美国 Thermo公司; 色谱柱: 

ACQUITY UPLC HSS T3 (2.1 mm  × 100 mm, 1.8 μm), 
十八烷基键合硅胶为填充剂, 美国Waters公司; 色谱乙
腈 (美国 Fisher Chemistry公司); 水为娃哈哈纯净水。
对照品: 黄芩苷 (MUST-15012813, 质量分数≥98%)、
黄芩素  (MUST-14406220, 质量分数≥98%)、汉黄   
芩苷  (H0139-20140211, 质量分数≥98%)、汉黄芩      
素 (H0138-20140612, 质量分数≥98%)、千层纸素 A 
(Q0151-20131228, 质量分数≥98%)、千层纸素 A-7-    
O-β-D-葡萄糖醛酸苷  (Q6376-20140115, 质量分数
≥98%) 购自中国科学院成都生物研究所。 

样品制备  精密称取黄芩样品粉末各 150 mg置
于具塞试管中, 加入 70%  乙醇 50 mL, 称重, 80 ℃超

声提取 1 h, 称重, 用 70%  乙醇补足减失重量, 静置, 
过滤。取续滤液, 用 0.22 μL 微孔滤膜过滤, 即得。
所有检测样品均平行备样 8份。QC (quality control) 
样本由所有待测样品各取等量混合而成。QC样本是
具有代表性的平均样本, 每 8针样品进样结束后进一
次样, 用于检测仪器的稳定性。 

色谱条件  流动相: A为乙腈, B为 0.1%  甲酸水

溶液, 梯度洗脱程序: 0～4 min, 15%～23% A; 4～8 
min, 23%～25% A; 8～10 min, 25%～27% A; 10～14 
min, 27%～50% A; 14～18 min, 50%～52% A; 18～20 
min, 52%～90% A; 20～22 min, 90% A; 22～22.5 min, 
90%～5% A; 22.5～25 min, 15% A; 流速为 0.30 
mL·min−1, 柱温为 40 ℃, 样品池温度为 15 ℃, 进样
体积为 1 μL。 

质谱条件  采用电喷雾正离子检测模式, 雾化
气体为高纯度氮气  (N2), 碰撞气体为高纯度氦气 
(He), 采用全扫描质谱和二级质谱, 质量扫描范围: 
100～1 500 Da, 锥孔电压: 40 V, 毛细管电压: 3.0 kV, 
离子源温度: 120 ℃, 脱溶剂气温度: 300 ℃, 脱溶剂
气体流速: 600 L·h−1, 锥孔气体流量 50 L·h−1, 碰撞能
量 (CE) 50～80 V, 采用亮氨酸脑啡肽作为校正溶液, 
[M+H]+ m/z 556.276  1。 

数据处理  运用 UHPLC-MS/MS 方法对所采集
的黄芩样品进行分析测定, 得到所有样品的总离子
流图, 并进行数据预处理包括奇异点剔除、去噪、基
线校准、重叠峰分析、峰对齐、峰识别、峰特征提取、

标准化、归一化等。所得质谱矩阵数据通过 Thermo
公司自带 sieve软件生成并导出。 
将UHPLC-MS/MS数据再分别导入 SIMCA-P 13.0 

(Umetrics, umeå, Sweden) 软件, 首先运用 PCA 进    
行无监督分析, 从整体上观察各组分离趋势。为了突
出组间差异, 便于后续寻找差异代谢物, 采用有监    
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督的偏最小二乘法 (PLS-DA) 对数据进行分析, 再   
用 PLS-DA 的 permutation test 对模型的可靠性进行     
验证, 最后用载荷图确定对分类有显著贡献的变量, 
规格化方法为 Par (VIP > 1)。根据分析结果, 找出差
异代谢物, 运用 Origin (8.0, OriginLab, USA) 软件     
对不同年限的不同采收期差异代谢物相对含量分      
别进行分析, 最后再运用 Metabo Analyst 3.0 (http:// 
www.metaboanalyst.ca/faces/ModuleView.xhtml) 的 
Statistical Anaiysis 功能进行差异代谢物间的含量相
关性分析。 
 

结果 
1  不同采收期黄芩中的化合物指认 

对比两个生长年限的不同采收期黄芩 UHPLC-    
MS/MS Base Peak图, 可直观发现不同采收期黄芩中
的化学成分种类基本相同, 含量却有所差异。图 1为
黄芩总离子流图 , 由于黄芩在正离子模式下通过

sieve 软件导出获得的化合物信号多于负离子模式且
正离子模式下空白溶剂的信号较低, 因此本文采用
正离子模式检测。结合文献[14−16]以及对照品, 依据
UHPLC-MS/MS矩阵中的保留时间、质荷比及碎片离
子对黄芩中的代谢产物进行指认, 共推断指认出 27
个次级代谢产物 (表 1)。 
 

 
Figure 1  Total ion chromatogram of Scutellaria baicalensis  
Georgi by UHPLC-MS/MS.  A: Positive ion mode; B: Negative 
ion mode; 1−27 in A can be found in Table 1 

 
Table 1  Compounds identified by UHPLC-MS/MS in Scutellaria baicalensis  Georgi.  *Identification result obtained by comparing 
with authentic standard  

[M+H]+(m/z) 
No. Identification Formula tR/ 

min Measured Calculated Error (ppm) 
Major fragment ion  

(m/z) Ref. 

 1 Chrysin-6-C-arabinosyl-8-C-glucoside C26H28O13 4.70 549.158 0 549.160 3 −4.2 531, 513, 495, 411, 375  14, 16 
 2 
 

5,7-Dihydroxy-2'-methoxy flavanone-7- O- 
glucuronide 

C21H18O12 
 

4.93 
 

463.084 8 
 

463.087 1 
 

−5.1 
 

287 
 

14 
 

 3 Chrysin-6-C-glucosyl-8-C-arabonoside C26H28O13 5.30 549.157 8 549.160 3 −4.5 531, 513, 495, 411, 375  14, 16 
 4 
 

5,7,2'-Trihydroxy-6-methoxy flavone-7- O- 
glucuronide 

C22H20O12 
 

7.12 
 

477.100 5 
 

477.102 8 
 

−4.7 
 

301, 286 
 

14, 16 
 

 5 Baicalin* C21H18O11 8.30 447.089 9 447.092 2 −5.1 271, 253 14, 16 
 6 
 

5,7,2',5'-Tetrahydroxy-8,6'-dimethoxy  
flavone 

C17H14O8 
 

8.08 
 

347.074 4 
 

347.076 1 
 

−5.0 
 

332, 314 
 

14 
 

 7 Oroxylin A-5-O-glucopyranoside C22H22O10 9.81 447.126 7 447.128 6 −4.1 285 14 
 8 Norwogonin-7-O-glucuronide C21H18O11 9.94 447.090 2 447.092 2 −4.4 271 14, 16 
 9 
 

5,7,8-Trihydroxy-6-methoxy flavone-7- O- 
glucuronide 

C22H20O12 
 

10.53 
 

477.100 9 
 

477.102 8 
 

−4.0 
 

301, 286 
 

14 
 

10 Wogonin-5-O-glucoside C22H22O10 10.76 447.126 4 447.128 8 −5.2 447 14 
11 Oroxylin A-7-O-glucuronopyranoside * C22H20O11 11.35 461.105 7 461.107 8 −4.6 285, 270 14, 16 
12 
 

5,6,7-Trihydroxy-8-methoxyflavone-7- O- 
glucuronopyranoside 

C22H20O12 
 

11.53 
 

477.100 6 
 

477.102 8 
 

−4.6 
 

301 
 

14, 16 
 

13 Baicalein-6-O-glucuronide C21H18O11 11.98 447.090 1 447.092 2 −4.8 271 14, 16 
14 Wogonoside* C22H20O11 12.42 461.105 5 461.107 8 −5.1 285, 270 14, 16 
15 
 

5,7-Dihydroxy-6,8-dimethoxy flavone-7- O- 
glucuronide 

C23H22O12 
 

12.95 
 

491.116 1 
 

491.118 4 
 

−4.8 
 

315, 300 
 

14, 16 
 

16 5,7,8-Trihydroxy flavone C15H10O5 13.97 271.058 7 271.060 1 −5.2 253, 241, 169 14, 15 
17 Phenanthroline Ⅱ C16H12O6 14.27 301.069 1 301.070 7 −5.1 286 14 
18 Baicalein* C15H10O5 14.45 271.058 7 271.060 1 −5.2 253, 225, 123 15, 16 
19 Trihydroxy-dimethoxyflavone C17H14O7 14.63 331.079 3 331.081 2 −5.9 316, 301 14 
20 Trihydroxy-monomethoxyflavone C16H12O6 14.76 301.069 0 301.070 7 −5.6 286 14 
21 Wogonin* C16H12O5 16.35 285.074 2 285.075 8 −5.5 270 14, 15 
22 Chrysin C15H10O4 16.37 255.063 8 255.065 2 −5.6 209, 153 15, 16 
23 Dihydroxy-dimethoxyflavone C17H14O6 16.54 315.084 6 315.086 3 −5.6 300, 285 15, 16 
24 Kullcapflavone II C19H18O8 16.61 375.105 6 375.107 4 −4.9 360, 345, 327 14, 15 
25 Oroxylin A* C16H12O5 16.73 285.074 3 285.075 8 −5.1 270 14, 15 
26 Dihydroxy-dimethoxyflavone C17H14O6 16.80 315.084 4 315.086 3 −6.2 300 14 
27 Tenaxin I C18H16O7 17.35 345.095 0 345.096 9 −5.5 330, 315 14, 15 
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2  基于 UHPLC-MS/MS 的不同采收期黄芩的差异
代谢物分析 

将预处理后的数据导入 SIMCA-P 13.0软件进行
PCA分析和 PLS-DA分析, 通过载荷图和 VIP值 (> 1) 
寻找差异代谢物。 

PCA 分析的得分散点图能直观地显示不同样品
之间的整体差异[17]。图 2A和图 2B 分别为一年生和
两年生不同采收期黄芩 PCA 散点图, 由图可见 QC
样本紧密聚集, 证明了仪器在整个检测分析过程中
的稳定性。不同采收期黄芩各聚一类, 具有明显差异, 
且呈现一定趋势, 箭头轨迹表明了不同采收期黄芩
中化学成分随时间呈现的动态、渐变趋势, 并且一年
生与两年生的变化趋势一致, 可相互佐证实验结果
的准确性。 

为进一步研究不同采收期黄芩之间的差异, 并
确定潜在的差异代谢物, 采用 PLS-DA 进行后续分
析。PLS-DA 分析是有监督的模式识别方法, 着重强
调组间的差异, 而将组内的差异降至最低, 更能把握
多维数据的整体特征和变异规律。SIMCA 软件在
Autofit 建模时自动进行内部交叉验证, 寻找最优化
模型, 应用拟合度 (R2Y) 和预测度 (Q2) 对模型有效
性进行评价, 一般 R2Y值较大, Q2

 > 0.5表明该模型良
好。本实验的 PLS-DA模型, 一年生样本 R2Y = 0.791, 
Q2

 = 0.596, 两年生样本 R2Y = 0.786, Q2
 = 0.512。其后

进行置换检验, 排列实验是一种外部验证方法, 主要
用于验证 PLS-DA模型的拟合程度, PLS-DA 模型排
列实验 (n = 200) 中左端任何一次随机排列产生的R2、

Q2值均小于右端的原始值, Q2截距值等于或小于 0, 
则表明模型有效, 可以做后续的差异成分寻找[18−24]。

图 2C 和图 2D 为模型验证图, 由图中可知本研究所
用模型有效, 不存在过拟合现象, 可用于进行后续组
间差异成分的寻找及分析。图 2E 和图 2F 分别是一
年和两年生不同采收期样本 PLS-DA 分析对应的载
荷图。基于 UHPLC-MS/MS数据, 通过载荷图和 VIP
值 (>  1) 寻找, 在一年生和两年生样本中分别发现
46 个和 34 个差异代谢物, 两个不同生长年限中已指
认出的差异代谢物各有 9个, 且均为黄芩苷、黄芩素、
汉黄芩苷、汉黄芩素、千层纸素 A、千层纸素 A-7-O-
葡萄糖醛酸苷、千层纸素 A-5-O-葡萄糖苷、黄芩黄
酮 II 和 5,6,7-三羟基-8-甲氧基黄酮-7-O-葡萄糖醛酸
苷。分析差异代谢物的 VIP值可以发现, 两个生长年
限的样本中, 对组间差异贡献最大的成分均为黄芩
苷, 此外也存在黄芩素等其他对组间差异具有较大 

 
Figure 2  Multivariate statistical analysis charts of Scutellaria 
baicalensis Georgi in different harvest periods.  A, C, E: Annual; 
B, D, F: Biennial; A, B: PCA scores plot; C, D: Permutations plot 
for PLS-DA model; E, F: PLS-DA loading plot.  1: Baicalein;      
2: Wogonin; 3: Oroxylin A; 4: Kullcapflavone II; 5: Baicalin;      
6: Oroxylin A-5-O-glucopyranoside; 7: Oroxylin A-7- O-glu-
curonopyranoside; 8: Wogonoside; 9: 5,6,7-Trihydroxy-8-meth-
oxyflavone-7-O-glucuronopyranoside 

 
贡献的成分, 证明了传统黄芩质量评价中以黄芩苷
含量作为指标的合理性与不充分性。  
3  差异代谢物含量的变化趋势 

为直观展示各差异代谢物随采收期的动态变化

过程, 对 9个差异代谢物在不同采收期的相对含量做
折线图。图 3可以看出, 两年生样本中各化合物含量
整体高于一年生样本, 但二者变化趋势基本一致。黄
酮苷类成分含量在 5、6月左右达到峰谷后逐渐上升, 
在 7、8 月左右达到峰顶, 之后黄芩苷、汉黄芩苷和
5,6,7-三羟基-8-甲氧基黄酮-7-O-葡萄糖醛酸苷呈先
下降后升高的趋势, 千层纸素 A-5-O-葡萄糖苷和一
年生千层纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷则逐渐下降, 至
10月时接近 5、6月峰谷时的含量水平。黄芩素、汉
黄芩素和千层纸素 A 这些苷元类成分在 5 月时含量
达到峰顶, 之后逐渐降低, 10月时含量降低到与 4月
大致相同, 一年生样本除在 7 月时略有升高, 其他基
本相同。李化等[9]研究发现, 黄芩苷等苷类成分含量
在萌发期 (5月) 和盛花期 (8月) 达最大值, 黄芩素
等苷元类成分含量在萌发期 (5月) 较高, 之后逐渐降
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低, 宋国虎等[10]研究发现, 黄芩苷含量在 8月达最高
值, 本文的研究结果与之相一致。 

次生代谢产物通常是中药的主要药效成分, 是
植物在长期进化中适应环境的结果, 同种植物在不
同生长环境下所产生的次级代谢物不会完全相同 : 
一方面, 物理、化学及生物等因素胁迫会引起植物体
内次生代谢产物的增多 [25]; 另一方面, 植物往往会
因其对环境条件变化的敏感性而诱导某些特定次生

代谢产物的合成[26], 郭兰萍等[27]发现各种生态因子

对黄芩次生代谢产物积累的影响及强度各不相同。因

此, 本实验中不同采收期黄芩的活性成分含量和动
态变化的差异, 与黄芩各生育期的生理状态以及外
界环境对于黄芩黄酮生物合成的影响有关。 
 

 
Figure 3  The relative contents of biomarkers of different     
harvest periods of Scutellaria baicalensis  Georgi.  A: Baicalein; 
B: Wogonin; C: Oroxylin A; D: Kullcapflavone II; E: Baicalin;      
F: Oroxylin A-5-O-glucopyranoside; G: Oroxylin A-7- O-glu-
curonopyranoside; H: Wogonoside; I: 5,6,7-Trihydroxy-8-meth-
oxyflavone-7-O-glucuronopyranoside 
 
4  差异代谢物的相关分析 

为了寻找不同采收期黄芩样品的差异代谢物之

间的相互关系, 运用 Metabo Analyst 3.0 进行相关性
分析。分别计算同一年限差异代谢物的 Pearson相关
系数, 并以相关矩阵的形式作聚类相关系数图 (图 4), 
其中红色表示正相关, 蓝色表示负相关, 颜色越深表
示相关性越大, 反之越小。 

由图 4可见, 一年生与两年生差异代谢物结果与
相关关系大体一致, 且两年生黄芩中差异代谢产物
间总体相关性较强。从聚类结果看, 图 4A 和图 4B
均是黄芩素、汉黄芩素和千层纸素 A 等黄酮苷元类
成分聚在一起, 黄芩苷、汉黄芩苷、千层纸素 A-5-O-
葡萄糖苷、千层纸素 A-7-O-葡萄糖醛酸苷等黄酮苷 

 
Figure 4  Cluster analysis of the correlation coefficient between 
biomarkers in different harvest periods (A: Annual; B: Biennial).  
1: Baicalein; 2: Wogonin; 3: Oroxylin A; 4: Kullcapflavone II; 5: 
Baicalin; 6: Oroxylin A-5-O-glucopyranoside; 7: Oroxylin A-7-    
O-glucuronopyranoside; 8: Wogonoside; 9: 5,6,7-Trihydroxy-8-    
methoxyflavone-7-O-glucuronopyranoside 
 
类成分聚在一起, 这说明同类化学结构的化合物在
生物体内有较强的相关性。从相关系数看, 图 4A 和
图 4B 均是黄酮苷元之间呈强正相关, 黄酮苷类成分
呈弱正相关, 黄酮苷与苷元间呈强负相关, 这与它们
的含量变化趋势相吻合, 但对比一年生和两年生黄
芩样本, 某些差异代谢物的含量相关性仍具有一定
差异。由上述分析可知, 在黄芩植物发育过程中, 同
类成分 (苷、苷元类成分) 变化规律一致, 推断它们
可能具有相似的生物合成途径; 而苷和苷元类成分
则相反, 推断它们之间可能存在相互转化的途径。 

研究认为黄芩类黄酮的生物合成代谢主要是通

过苯丙烷途径, 苯丙氨酸解氨酶 (PAL)、肉桂酸-4-
羟基化酶 (C4H)、4-香豆酸辅酶 A连接酶 (4CL) 是
将苯丙氨酸转变成活化的香豆酰-CoA的 3个关键酶, 
从香豆酰-CoA 到各种类黄酮的转化也受相应酶的调
节, 其中部分代谢酶的基因及其功能已经获得克隆
和验证[28]。随着对此过程的深入研究, 最新结果发现
黄芩中黄芩素等黄酮类成分还具有区别于标准黄酮

的特殊的苯丙烷生物合成途径[29]。但是环境因子具

体如何影响生物合成过程中关键酶的表达以及相关

基因转录水平尚未完全清楚, 还有待继续进行研究。 

 

讨论 
本实验成功建立了黄芩药材的 UHPLC-MS/MS

代谢组学分析方法, 方法稳定可行, 并利用代谢组学
技术实现了对不同采收期黄芩化学成分的整体性评

价。研究结果表明, 在不同采收季节的黄芩化学成分
差异明显, 并呈规律性的变化: 以 5月为界黄芩素、
汉黄芩素和千层纸素 A 含量整体呈先上升后下降的
趋势; 黄芩苷等苷类成分含量在 5～6月位于峰谷, 之
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后逐渐上升, 至 7～8月达到峰顶后逐渐下降, 其中黄
芩苷和汉黄芩苷在 9 月时又逐渐上升。综合黄芩中    
各化学成分随生长过程的含量变化规律, 若以黄芩
素等黄酮苷元类成分为目标成分, 则建议采收时间为
5 月; 若以黄芩苷等黄酮苷类成分为目标成分, 则建
议最佳采收时间在 7～8月; 另外, 若仅以黄芩苷为目
标成分, 则建议最佳采收时间在 4月和 8月。 

本研究借助代谢组学方法对不同采收期黄芩化

学成分的动态变化进行了研究, 还对目标成分的含
量变化进行了跟踪, 最终规定了几种用于不同用途
的黄芩药材采收期, 为深入研究黄芩质量提供参考
和借鉴, 同时也为其他中药材的质量评价和控制提
供了一种新的模式和手段。 
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