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不同炮制程度中药饮片蜜炙甘草的次生代谢化学成分组学研究

姚玲玲 1,2, 柯昌强 2, 刘 佳 2, 唐春萍 2, 叶 阳 1,2*
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新药研究国家重点实验室, 上海 201203)

摘要: 基于代谢组学方法研究不同炮制程度中药饮片蜜炙甘草的次生代谢化合物差异性标志物。采用超高效

液相色谱-四极杆-飞行时间高分辨质谱 (UPLC-Q-TOF/MS) 联用技术, 结合多元统计分析方法, 以山西、河北张家

口、内蒙古产地甘草生药及其不同炮制程度的蜜炙饮片为实验材料, 对其次生代谢产物进行化学成分差异性分析,

筛查其差异性的特征化合物。通过建立的UNIFI理论数据库结合对照品的实物库鉴定了中药甘草生药中 57个化

学成分, 其中正离子采集模式鉴定了 37个化合物, 负离子采集模式鉴定了 56个化合物。主成分分析 (PCA) 结果表

明, 甘草饮片中次生代谢化合物随蜜炙程度的不同差异较为明显。采用正交偏最小二乘法判别分析 (OPLS-DA) 方

法筛查了炮制适度组和生药组之间的差异化合物, 偏最小二乘法判别分析 (PLS-DA) 方法筛查炮制不及、炮制适度

和炮制太过组之间的差异化合物, 结果均显示甘草酸、甘草皂苷G2和甘草皂苷E2含量存在差异, 经炮制后其含量

增加, 且在炮制适度时最高 (P < 0.05)。本研究表明, 甘草酸、甘草皂苷G2和甘草皂苷E2可能可以作为不同炮制程

度饮片的差异化合物, 指导中药饮片蜜炙甘草的炮制程度的过程控制。
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Metabolomic investigation of secondary metabolites of prepared slices

of Glycyrrhiza uralensis with different degrees of honey processing
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Abstract: A metabolomics method was used to search for chemical markers in prepared slices of Glycyrrhiza

uralensis with different degrees of honey processing. Coupled with these metabolomics analytical methods, ultra-

performance liquid chromatography with quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry (UPLC-Q-TOF/MS)

was used to generate global chemical profiles of the raw material of Glycyrrhiza uralensis and the prepared slices.

The samples were collected in Shanxi, Hebei Zhangjiakou and Inner Mongolia. A total of 57 chemical components

were identified in Glycyrrhiza uralensis by using the UNIFI theoretical database combined with the library of

reference samples. Among them, 37 compounds were identified in positive ion mode and 56 compounds were

identified in negative ion mode. Unsupervised principal component analysis (PCA) showed that the chemical

ingredients differed considerably depending on the extent of processing. Supervised orthogonal partial least squares

discriminant analysis (OPLS-DA) was used to differentiate the moderate processing group and the raw group, and

partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) was used to differentiate the less, the moderate, and the

excessive processing groups. The results showed that the contents of glycyrrhizic acid, licoricesaponin G2, and
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licoricesaponin E2 varied with the extent of processing. The content of these components increased after processing,

and reached the highest level when the extent of processing was moderate (P < 0.05). Glycyrrhizic acid, licorice‐

saponin G2 and licoricesaponin E2 can be regarded as the chemical markers to differentiate the samples with different

degrees of processing. These three compounds can be used to monitor the processing of Glycyrrhiza uralensis.

Key words: Glycyrrhiza uralensis; honey processed; metabolomics; glycyrrhizic acid; licoricesaponin G2;

licoricesaponin E2

甘 草 为 豆 科 植 物 甘 草 (Glycyrrhiza uralensis

Fisch.)、胀果甘草 (Glycyrrhiza inflata Bat.) 或光果甘

草 (Glycyrrhiza glabra L.) 的干燥根和根茎, 其味甘、性

平, 具有补脾益气、清热解毒、祛痰止咳、缓急止痛、调

和诸药的功效[1]。近年来化学研究表明, 黄酮类、萜类

等是甘草的主要化学成分[2]。甘草为中医临床常用的

大宗中药品种, 在我国药用历史悠久, 入药多采用其炮

制品炙甘草, 其中甘草经蜜炙后可增强其补脾益气的

作用。唐代孙思邈在《千金翼方》中多用炙甘草, 生甘

草仅见于咽痛、小儿灼疮等清热解毒方。明代杜文燮

著《药鉴》提出甘草“气平味甘, 阳也。入足厥阴太阴二

经。生用则寒, 炙之则温[3]。”现代临床已经证实[4], 蜜

炙甘草可最大限度发挥甘草的药用价值, 可能是由于

炮制引起的药用化学成分变化引起的。已有文献报

道 , 炮制可显著提高药材中甘草酸与甘草苷含量[5]。

但是, 甘草在炮制过程中的化学成分整体性差异尚不

明确, 因此, 揭示炮制过程中主要的差异性化学成分,

并发现其与不同炮制程度之间的联系, 可以为炮制工

艺的控制提供重要的科学依据。

植物次生代谢产物种类繁多、结构迥异, 传统的分

析手段难以满足对某一植物中不同类型化学成分同时

进行分析的要求。代谢组学技术的出现为这一问题的

解决提供了新的方法和思路[6], 它通过高通量化学分

析对生物体内的代谢物进行定性和定量分析[7], 从中

检测并筛查出具有显著差异的代谢产物, 并以此为基

础研究生物体的代谢过程和变化机制[8]。代谢组学技

术能够从整体上对中药所含的化学成分进行全面分

析, 获得中药的次生代谢物指纹图谱, 通过多元统计分

析明确不同样本的分组聚类情况, 在药用植物基源鉴

定、与环境胁迫关系、药材道地性及质量控制、中药炮

制、中药复方配伍、中药药效及药理评价、中药代谢及

毒理评价、中药方证等领域应用广泛[9-11]。例如, Wang

等[12]采用 1H NMR代谢组学技术评价何首乌炮制品中

的差异代谢物, 找出了15种差异化学成分, 可以较好地

评价何首乌的不同炮制工艺。Zhang等[13]开发了一种

基于UPLC-QTOF-MS/MS的代谢组学方法, 以快速评

估红参和人参炮制前后的不同特征成分, 发现炮制对

人参的质量产生了影响。Wang等[14]基于UPLC-Q-TOF-

HDMS的代谢组学研究方法, 结合模式识别分析, 研究

了川乌、附子及其炮制品对大鼠血浆综合代谢特征和

生物标志物的影响, 发现炮制可以降低毒性, 并分别找

到了 10个和 8个重要的生物标志物。Zhang等[15]采用

UPLC-Q-TOF-MSE技术结合外源性代谢组学方法, 对

肝豆汤给药后正常和铜负荷模型大鼠尿液中的原形成

分及代谢产物进行定性分析, 共检测到 77个外源性成

分, 并提出UPLC-Q-TOF-MSE结合外源性代谢组学方

法能去除内源性干扰离子, 使数据分析过程更加准确

便捷, 简化了化合物解析过程, 可作为筛选鉴定代谢成

分的有效工具。

本文将超高效液相色谱耦联四级杆-高分辨飞行

时间质谱 (UPLC-Q-TOF/MS) 技术和代谢组学分析方

法应用到对中药饮片甘草的研究中, 以山西、内蒙古、

河北张家口产地生药及其炮制不及、炮制适度和炮制

太过的蜜炙甘草为研究对象, 筛查其中差异显著的次

生代谢化合物来指导蜜炙甘草炮制工艺的过程, 为蜜

炙甘草炮制工艺优化提供科学依据。

材料与方法

实验材料与试剂 本实验共收集了21批次不同产

地的生药 (raw, R)、炮制不及 (less processing, LP)、炮制

适度 (moderate processing, MP) 和炮制太过 (excessive

processing, EP) 的 中 药 甘 草 (Glycyrrhiza uralensis

Fisch.) 饮片, 详细信息见表 1, 甘草生药以及其炮制品

由国药集团北京华邈药业有限公司提供 (收样日期:

2019.10.18, 炮制标准 : 中国药典 2015 年版); 甘草

(G. uralensis Fisch.) 对照药材由上海中药现代化研

究中心提供。对照品芹糖甘草苷 (含量 ≥ 98%, 批号

ST04390120)、甘草苷 (含量 ≥ 98%, 批号ST07010120)、

芹糖异甘草苷 (含量 ≥ 98%, 批号 ST18930105)、异甘

草苷 (含量 ≥ 98%, 批号 ST04480120)、甘草素 (含量 ≥
98%, 批号 ST07000120)、甘草酸 (含量 ≥ 98%, 批号

ST00660120)、甘草次酸 (含量 ≥ 98%, 批号ST00710120)

购自上海诗丹德标准技术服务有限公司。HPLC级甲醇

和乙腈购自Merck (Darmstadt, 德国); 甲酸和亮氨酸脑
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啡肽购自 Sigma-Aldrich (St Louis, MO, 美国); 超纯水

由Millipore纯水机制备; 其他试剂均为分析纯。

仪器 Waters Acquity UPLC超高效液相色谱系统

(Waters, 美国), Waters SYNAPT G2-Si Q-TOF高分辨率

飞行时间质谱仪 (Waters, 美国), Millipore Simplicity纯

水仪 (Millipore, Molsheim, 法国), 粉碎机 (DJ-02, 上海

淀久中药机械制造有限公司), 电子分析天平 (MSE 125P-

100DA, Sartorius, 德国), 超声仪 (KQ-500VDE, 昆山超声

仪器有限公司), 高速台式冷冻离心机 (Eppendorf, 德国)。

蜜炙甘草的制备 照蜜炙法 (通则 0213) 进行炮

制: 取甘草片, 将炼蜜加适量沸水稀释后, 加入甘草片中

拌匀, 闷透, 置炒制容器内, 炒至黄色至深黄色, 不粘手

时取出, 晾凉[16]。炮制不及和炮制太过组在此时间基

础上上下浮动50%。每100 kg甘草片, 用炼蜜25 kg。

供试样品的制备 分别平行称取 3 次甘草生药

100.0 mg 以及相当于 100.0 mg 生药的炮制品 , 加入

80%甲醇溶液 20 mL, 称重, 超声 2 h, 用相同的溶剂补

足减失的重量, 摇匀。取溶液 1 mL, 经 15 000 r‧min-1

离心 10 min, 取上清, 用 50%乙腈溶液稀释 10倍, 用于

UPLC-Q-TOF/MS检测。

对照品的制备 精密称取对照品 1.00 mg, 用 50%

乙腈溶液配制成1 μg‧mL-1的溶液, 作为对照品试液。

超高效液相色谱条件 色谱柱 Acquity UPLC

HSS T3 (100 mm×2.1 mm, 1.8 μm); 柱温40 ℃; 流动相:

0.1%甲酸/水 (A)-0.1%甲酸/乙腈 (B);梯度洗脱: 0～3 min,

17% B; 3～10 min, 17%～32% B; 10～30 min, 32%～

82% B。流速 0.4 mL‧min-1, 进样体积 1 μL, 自动进样

器温度保持在10 °C。

UPLC-Q-TOF/MS 质谱条件 数据采集模式设

置为MSE, 电离模式设置为, 正离子电喷雾 (ESI+)、负

离子电喷雾 (ESI-)。雾化气为高纯度氮气, 碰撞气为

高纯度氦气, 质量扫描范围: m/z 50～1 200; 锥孔电压

为40 V, 正离子模式毛细管电压为3.0 kV, 负离子模式毛

细管电压为 2.5 kV, 离子源温度 120 ℃, 脱溶剂气温度

350 ℃, 脱溶剂气流速 750 L‧h−1, 锥孔气流速 50 L‧h−1,

低能量通道扫描的碰撞能量为 2 eV, 高能量通道扫描

的碰撞能量为 15～50 eV。LockMass: 亮氨酸脑啡肽

(ESI+: m/z 556.277 1, ESI-: m/z 554.261 5)。LC-MS 数

据采集由 MassLynx 4.1质谱工作站 (Waters, 美国) 进

行。对于UNIFI的代谢物表征, MSE数据以Continnum

格式获得, 未采用实时校正。采集的负离子模式下的

MSE数据用于Progenesis QI 3.0 (Waters, 美国) 分析。

数据处理与统计学分析 通过UNIFI 1.8 (Waters,

美国) 实现了代谢物的自动表征。利用UNIFI在线软

件进行化学成分鉴定与匹配, 具体参数设置如下: 分析

类型设置为MSE数据的精确质量数进行筛查; 峰值检

测时间, 1～25 min; 质量准确度, ± 10 ppm; 保留时间

容差, ± 0.2 min, 碎片数 ≥ 1, 峰强度 > 2 000。通过人

工校验和核实各化合物的精确相对分子质量, 筛查甘

草的化学成分。利用 Progenesis QI 3.0进行数据预处

理和多元统计学分析, 通过峰对齐、峰提取、去卷积化、

归一化等过程获得包括保留时间、质荷比和峰面积在

内的数据矩阵。将数据矩阵导入MetaboAnalyst以及

SIMCA-P 14.0软件 (Umetrics, Umea, 瑞典) 进行分析,

包括主成分分析 (PCA)、正交偏最小二乘判别分析

(OPLS-DA) 以及偏最小二乘判别分析 (PLS-DA)、t检

验以及单因素方差分析等; 差异化合物筛选标准为变

量投影重要度 (VIP) 大于1以及 t检验P < 0.05。

结果

1 UNIFI信息软件管理平台对甘草生药次生代谢化

合物的自动表征

通过查阅文献[2,17-19]搜集甘草中已报道的化学成

分信息, 基于UNIFI信息管理软件建立了中药甘草中

已报道化合物的理论数据库, 记录了每一个化学成分

的相对分子质量、分子式、CAS号、结构式的mol文件

等基本信息。同时, 还建立了甘草中化合物对照品的

实物数据库, 除了录入和理论数据库相同的信息外, 还

录入了保留时间、碎片质荷比 (m/z) 等信息。

甘草对照药材以及对照品溶液的正、负离子模式

基峰色谱图 (BPI图) 如图 1所示。将采集的MSE数据

导入到UNIFI信息管理平台中进行快速匹配筛查。有

文献报道甘草的主要药效活性可能是由其中的主要成分

产生的[20], 因此人工筛查了在质谱中峰强度大于 2 000

的化合物。据此共鉴定甘草中的 57个化学成分, 其中

正离子采集模式鉴定了 37个化合物, 负离子采集模式

鉴定了 56个化合物。表 2、3分别为正、负离子模式下

鉴定出的化合物列表。

2 不同炮制程度蜜炙甘草化学成分主成分分析

利用 Progenesis QI 3.0软件对在负离子模式下采

Table 1 The information of the prepared slices of G. uralensis.

R: Raw; LP: Less processing; MP: Moderate processing; EP:

Excessive processing; WGR: Weight gain rate

Locations

Shanxi

Hebei

Zhangjiakou
Inner

Mongolia

R

(No.)
01

01

01

LP

(No.)
01
02
01
02

01
02

WGR

23%
24%
23%
23%

24%
22%

MP

(No.)
01
02
01
02

01
02

WGR

19%
21%
19%
22%

20%
21%

EP

(No.)
01
02
01
02

01
02

WGR

18%
16%
17%
18%

18%
17%
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集的不同产地甘草 (山西、河北张家口、内蒙古) 生药

及其不同炮制程度 (炮制不及、炮制适度和炮制太过)

的蜜炙甘草饮片的MSE数据进行了合适的预处理, 将

前期利用UNIFI信息管理软件建立的甘草化学成分的

理论数据库导入QI软件进行筛查匹配, 分别从山西、

河北张家口和内蒙古产地的甘草样品中匹配出 55个、

47个和 63个化合物的数据矩阵。采用非监督的 PCA

模型对数据集进行相似性和差异性分析, 结果如图 2

所示。不同产地的生药、炮制不及、炮制适度和炮制太

过组甘草各自能较好地聚为一类, 表明四组在化学成

分上有一定的差异。

3 不同炮制程度甘草的差异化合物筛查

PCA 模型可以根据样本间次生代谢化合物丰度

的不同来对样本进行聚类[21], 同时反映了组内和组间的

差异。为了突出组间差异, 便于寻找差异性的特征成分,

采用有监督的 OPLS-DA 模型和 PLS-DA 模型对数据

进行分析, 前者通常适用于两组间的对比, 而后者可以

用于两组及以上组别的分类比较[22]。因此, OPLS-DA

模型用于生药组和炮制适度组的分析, PLS-DA模型

用于炮制不及组、炮制适度组和炮制太过组的分析, 得

到的得分图由交叉验证参数R2X、R2Y和Q2描述。R2X、

R2Y代表模型的可解释变量, Q2代表模型的可预测变

量。两种模型的 R2X、R2Y和Q2值如表 4所示, 数值均

接近 1, 远大于0.5, 提示模型具有很好的稳定性和预测

能力。图 3 (VIP > 1) 和图 4 (VIP > 1) 分别为不同产地

甘草的OPLS-DA模型的S-plot载荷图和PLS-DA模型

的 Loading载荷图。这两种载荷图中, 每个点代表一

个化学成分 (变量), 并且每个变量离被分析化学物质

的主类越远, 该成分就越有可能对组间差异做出重要

贡献。这些差异较大的变量可被认为是甘草生药与不

同炮制程度甘草的潜在差异性化合物。

差异化合物以两个模型的 VIP > 1、t 检验的 P <

0.05以及同时存在于不同产地的甘草样品中并且其含

Figure 1 Base peak intensity (BPI) chromatograms of G. uralensis

in positive ion mode (A) and negative ion mode (B)

Figure 3 S-plots of OPLS-DA for R group versus MP group in Shanxi (A), Hebei Zhangjiakou (B) and Inner Mongolia (C)

Figure 2 The PCA scores plot for R group versus LP group versus MP group versus EP group in Shanxi (A), Hebei Zhangjiakou (B) and

Inner Mongolia (C)
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量具有明显差异性为标准进行筛查, 差异化合物的含

量由利用QI软件匹配得到的数据矩阵中的化合物的

峰面积表示。炮制适度组和生药组的比较发现, 不同产

地甘草中的芹糖甘草苷 (liquirtin apioside)、芹糖异甘

草苷 (isoliquirtin apioside)、甘草酸 (glycyrrhizic acid)、

甘草皂苷 G2 (licoricesaponin G2) [23]和甘草皂苷 E2

(licoricesaponin E2)[23]的含量均有明显差异。不同炮

制程度组的比较发现, 甘草酸、甘草皂苷 G2和甘草皂

Table 2 Identification of compounds in G. uralensis in positive ion mode. aCompounds confirmed by comparison with reference

compounds

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

tR/min

8.76

13.31

13.66

8.72

17.33

18.65

17.27

16.65

18.00

17.85

18.32

17.38

17.07

17.42

19.23

17.01

22.66

15.15

21.39

21.65

20.58

18.47

22.47

8.25

17.20

26.59

20.33

20.10

24.83

7.93

7.85

15.87

13.95

15.10

14.12

12.81

12.29

m/z

257.079 1

257.078 9

269.079 0

287.089 5

315.085 1

341.136 9

353.100 8

353.136 5

353.136 5

355.115 7

355.116 3

355.152 5

357.131 1

357.167 4

367.116 5

369.132 1

369.168 5

371.147 3

371.147 3

371.183 5

383.147 7

383.147 5

399.178 4

419.132 0

455.130 3

439.246 3

441.224 7

443.240 6

471.345 6

551.174 6

563.174 7

809.429 7

821.394 4

823.411 3

839.406 0

881.416 3

985.467 0

Experimental

mass/Da

256.073 6

256.073 6

268.073 6

286.084 1

314.079 0

340.131 1

352.094 7

352.131 1

352.131 1

354.110 3

354.110 3

354.146 7

356.126 0

356.162 4

366.110 3

368.126 0

368.162 4

370.141 6

370.141 6

370.178 0

382.141 6

382.141 6

398.172 9

418.126 4

432.142 0

438.240 6

440.219 9

442.235 5

470.339 6

550.168 6

562.168 6

808.424 5

820.388 1

822.403 8

838.398 7

880.409 3

984.456 6

Theoretical

mass/Da

256.071 9

256.071 7

268.071 7

286.082 2

314.077 8

340.129 7

352.093 6

352.129 2

352.129 2

354.108 4

354.109 0

354.145 2

356.123 8

356.160 1

366.109 2

368.124 8

368.161 2

370.140 1

370.140 0

370.176 2

382.140 4

382.140 2

398.171 2

418.124 8

432.141 1

438.239 0

440.217 4

442.233 3

470.338 3

550.167 3

562.167 5

808.422 5

820.387 1

822.404 0

838.398 7

880.409 0

984.459 7

Error

(×10-6)

-6.6

-7.4

-6.8

-6.6

-3.9

-4.2

-3.2

-5.3

-5.4

-5.3

-3.8

-4.2

-6.2

-6.4

-3.0

-3.1

-3.1

-4.3

-4.4

-5.0

-3.2

-3.7

-4.4

-3.9

-2.1

-3.7

-5.6

-5.0

-2.7

-2.4

-2.1

-2.6

-1.2

0.3

0.0

-0.3

3.1

Adduct

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H, +Na

+H, +Na

+H

+Na, +NH4

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H

+H, +Na, +NH4

+H

+H

+H

Identity

Liquiritigenina

Pinocembrin

7-Methoxy-4'-hydroxy-3-phenylcoumarin

Homobutein

Kumatakenin

(±)-8-Prenylnaringenin

Demethylglycyrol

Gancaonin G

Gancaonin M

6-C-Prenylluteolin

Licoflavonol

1-Methoxyphaseollidin

Isolicoflavonol

Glyasperin C

Glycyrol

3-Methoxy-3'-prenylkaempferol

Dehydroglyasperin D

Glyasperin B

Glycyuralin E

Glyasperin D

Gancaonol A

Glycyrin

Kanzonol M

Isoliquiritina

Poncirenin

Licorisoflavan A

Glycycarpan

Glycyuralin A

Glycyrrhetinic acida

Isoliquiritin apiosidea

Glycyroside

Licorice saponin B2

Licoricesaponin E2

Glycyrrhizic acid a

Licoricesaponin G2

Uralsaponin M

Licoricesaponin A3

Figure 4 Loading plots of PLS-DA for LP group versus MP group versus EP group in Shanxi (A), Hebei Zhangjiakou (B) and Inner

Mongolia (C)
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Table 3 Identification of compounds in G. uralensis in negative ion mode. aCompounds confirmed by comparison with reference

compounds

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

tR/min

8.79

13.37

13.72

8.75

17.40

21.44

18.73

17.35

20.44

16.72

18.08

17.92

18.39

17.45

23.10

17.14

17.49

17.09

19.30

17.00

22.72

15.14

21.26

21.72

20.64

18.51

22.33

22.53

8.26

4.02

8.13

17.23

22.33

22.53

26.61

20.35

20.12

24.85

7.98

3.93

7.97

22.54

9.20

9.25

16.80

15.38

13.97

15.14

11.78

16.79

14.15

12.82

14.44

13.64

12.29

12.37

m/z

255.065 1

255.065 2

267.065 4

285.076 0

313.071 5

335.091 2

339.123 1

351.086 9

351.086 3

351.123 2

351.123 2

353.102 3

353.102 4

353.138 5

353.138 2

355.118 0

355.154 4

357.133 9

365.102 1

367.118 6

367.153 9

369.133 6

369.133 0

369.169 8

381.133 4

381.133 6

383.148 7

397.164 0

417.118 5

417.118 6

475.123 5

477.140 4

433.149 2

437.195 7

437.232 6

439.211 0

441.226 9

469.331 6

549.160 5

549.160 5

561.160 3

569.146 4

695.197 4

725.208 4

777.407 4

807.417 4

819.380 9

821.397 9

821.395 2

823.413 3

837.391 3

879.401 5

953.475 1

965.438 5

983.448 1

1 025.459 0

Experimental

mass/Da

256.073 6

256.073 6

268.073 6

286.084 1

314.079 0

336.099 8

340.131 1

352.094 7

352.094 7

352.131 1

352.131 1

354.110 3

354.110 3

354.146 7

354.146 7

356.126 0

356.162 4

358.141 6

366.110 3

368.126 0

368.162 4

370.141 6

370.141 6

370.178 0

382.141 6

382.141 6

384.157 3

398.172 9

418.126 4

418.126 4

430.126 4

432.142 0

434.157 7

438.204 2

438.240 6

440.219 9

442.235 5

470.339 6

550.168 6

550.168 6

562.168 6

570.152 6

696.205 4

726.216 0

778.414 0

808.424 5

820.388 1

822.403 8

822.403 8

824.419 4

838.398 7

880.409 3

954.482 4

966.446 0

984.456 6

1 026.467 0

Theoretical

mass/Da

256.072 4

256.072 5

268.072 6

286.083 3

314.078 8

336.098 5

340.130 4

352.094 2

352.093 6

352.130 5

352.130 4

354.109 5

354.109 7

354.145 7

354.145 5

356.125 3

356.161 6

358.141 2

366.109 4

368.125 8

368.161 2

370.140 8

370.140 3

370.177 1

382.140 6

382.140 9

384.156 0

398.171 3

418.125 8

418.125 8

430.125 3

432.142 2

434.156 4

438.203 0

438.239 9

440.218 3

442.234 2

470.338 9

550.167 8

550.167 8

562.167 5

570.153 7

696.204 7

726.215 7

778.414 7

808.424 7

820.388 2

822.405 2

822.402 5

824.420 5

838.398 6

880.408 8

954.482 4

966.445 8

984.455 4

1 026.467 0

Error

(×10-6)

-4.6

-4.2

-3.4

-3.1

-0.9

-3.8

-2.0

-1.5

-3.1

-1.7

-1.8

-2.2

-1.8

-2.8

-3.4

-1.9

-2.1

-1.3

-2.5

-0.4

-3.3

-2.1

-3.7

-2.5

-2.6

-2.0

-3.4

-4.2

-1.5

-1.3

-2.3

0.3

-2.9

-2.9

-1.7

-3.6

-3.0

-1.6

-1.5

-1.5

-1.9

1.9

-1.1

-0.4

0.9

0.2

0.1

1.7

-1.5

1.3

-0.1

-0.5

0.0

-0.2

-1.2

-0.6

Adduct

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H

+HCOO

+HCOO

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H, +HCOO

-H

-H, +HCOO

-H

-H

-H

-H, +HCOO

-H, +HCOO

-H

-H

-H

-H

-H

-H

-H, +HCOO

-H

-H

-H

Identity

Liquiritigenina

Pinocembrin

7-Methoxy-4'-hydroxy-3-phenylcoumarin

Homobutein

Kumatakenin

Isoderrone

(±)-8-Prenylnaringenin

Demethylglycyrol

Licoisoflavone B

Gancaonin G

Gancaonin M

6-C-Prenylluteolin

Licoflavonol

1-Methoxyphaseollidin

Gancaonin I

Isolicoflavonol

Glyasperin C

Glicophenone

Glycyrol

3-Methoxy-3'-prenylkaempferol

Dehydroglyasperin D

Glyasperin B

Glycyuralin E

Glyasperin D

Gancaonol A

Glycyrin

Kanzonol N

Kanzonol M

Isoliquiritina

Liquiritina

Ononin

Poncirenin

(3R)-Vestitol 7-O-glucoside

Licoriquinone B

Licorisoflavan A

Glycycarpan

Glycyuralin A

Glycyrrhetinic acida

Isoliquiritin apiosidea

Liquirtin apiosidea

Glycyroside

Licobichalcone

Licorice glycoside D2

Licorice glycoside A

Araboglycyrrhizin

22-Dehydroxyuralsaponin C

Licoricesaponin E2

Glycyrrhizic acid a

18α-Glycyrrhizin

Uralsaponin P

Licoricesaponin G2

Uralsaponin M

Uralsaponin T

Uralsaponin Y

Licoricesaponin A3

Uralsaponin X
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苷E2 (结构如图 5所示) 存在较为显著的差异, 可用作

区分生药和不同炮制程度组的差异化合物。进一步发

现, 这三个化合物在炮制后, 其相对含量增加, 且在炮

制适度时, 含量最高, 随着炮制时间增加, 含量减少, 可

能可以用作蜜炙甘草饮片炮制程度过程控制的评价

指标。

讨论

明代陈嘉谟[24]在《本草蒙筌》中提出“凡药制造, 贵

在适中, 不及则功效难求, 太过则气味反失”, 这里提到

的就是炮制对药材功效的影响, 其中适中即是对“度”

的准确把握, 因此控制中药材的炮制加工对其药效有

着重要影响。生甘草能清热解毒, 润肺止咳, 调和诸

药; 蜜炙甘草能补脾和胃、益气复脉。已有文献报道,

甘草饮片炮制时间过长, 会显著降低主要化学成分的

含量[25]。这说明炮制影响药材的功效很可能是由于炮

制过程使二者化学成分发生变化所导致的。

本研究基于 UPLC-Q-TOF/MS 技术 , 将代谢组学

分析方法应用到对不同产地甘草中药饮片以及炮制品

蜜炙甘草的研究中, 结果表明, 炮制程度不同的甘草饮

片中的化学成分类型没有发生明显变化, 但是其中主

要化学成分的含量发生了变化, 其中炮制适度的蜜炙

甘草饮片中甘草酸、甘草皂苷G2、甘草皂苷 E2相对含

量高于生药、炮制不及和炮制太过组。上述三个化学

成分的含量的变化可以反映炮制程度的不同, 因此对

它们的监测可以用来控制炮制工艺的过程。

蜜炙伴随着加热, 在蜜炙过程中, 甘草中的一系列

结构类似物经过加热发生了复杂的化学转化, 推测甘

草酸、甘草皂苷G2、甘草皂苷E2的含量发生变化可能

是由此原因造成的。Ota等[26]在对甘草、烤甘草和蜜

炙甘草的化学成分差异的研究中发现甘草酸经过长时

间的加热, 其含量降低, 而甘草次酸3-O-葡萄糖醛酸苷

和甘草次酸的含量明显升高, 提出甘草酸在加热条件

下, 发生醚苷键断裂, 依次脱葡萄糖醛酸生成甘草次酸

3-O-葡萄糖醛酸苷和甘草次酸的反应。

从化学角度来说, 皂苷的酯苷键的热稳定性不如

醚苷键, 因此认为甘草酸、甘草皂苷G2和甘草皂苷E2

的含量先升高后降低可能是因为与它们对应的皂苷化

合物的酯苷键在蜜炙过程中首先发生裂解反应, 然后

随着蜜炙加热时间的增加其本身再发生醚苷键的

裂解。

以甘草酸和甘草皂苷G2为例, 甘草中存在着一系

列这两个化合物的类似物, 如甘草皂苷A3 (licoricesa‐

ponin A3)和 24-羟基-甘草皂苷A3 (24-hydroxy-licoric‐

esaponin A3), 它们分别是在甘草酸和甘草皂苷G2结

构上的C-20位有酯苷键取代的化合物。根据在实验

过程中监测到的相关化合物的峰面积, 发现甘草皂苷

A3和 24-羟基-甘草皂苷A3随着炮制时间的增加, 其

含量减少, 可能是因为结构上C-20位的酯苷键首先发

生了断裂, 分别转化为甘草酸和甘草皂苷G2, 从而使

甘草酸和甘草皂苷G2含量增加。随着炮制时间继续

增加, 甘草酸和甘草皂苷G2的含量不断降低, 可能是

因为其结构上的醚苷键进一步发生断裂, 依次脱葡萄

糖醛酸生成其他化合物。

对于皂苷化合物的类似变化, Li等[27]在对芍药苷

的研究中也有发现。芍药苷类似物在浸润过程中酯苷

键首先裂解转变为芍药苷, 从而导致白芍浸润过程中

芍药苷含量的升高, 并且随着时间的延长, 芍药苷中的

醚苷键发生变化转变为其他成分, 使芍药苷含量降低。

据相关文献报道甘草中的三萜皂苷类成分具有抗

Table 4 The R2X, R2Y, and Q2 value of OPLS-DA scores plot and PLS-DA scores plot of G. uralensis in the three locations

Parameter

R2X

R2Y

Q2

Shanxi

OPLS-DA

0.973

0.997

0.989

PLS-DA

0.930

0.976

0.926

Hebei Zhangjiakou

OPLS-DA

0.974

0.991

0.962

PLS-DA

0.977

0.986

0.945

Inner Mongolia

OPLS-DA

0.953

0.993

0.983

PLS-DA

0.951

0.988

0.946

Figure 5 The structures of glycyrrhizic acid (A), licoricesaponin G2 (B) and licoricesaponin E2 (C)
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病毒作用[28]、抗炎保肝作用[29,30]、抗肿瘤作用[31]、解毒

作用[32]、抗痉挛作用[33]、与其他药物协同抗哮喘作用[34]

及神经保护作用[35]等。这些三萜皂苷类化合物可以视

为中药甘草饮片中的主要活性成分, 与中药甘草饮片

的质量息息相关。

因此, 从化学成分的角度来说, 蜜炙甘草饮片的质

量与活性化合物的含量有密切的联系, 而化合物含量

受到多方面因素的影响, 除炮制工艺外, 药材产地对其

也有重要影响。在研究过程中, 通过对化学成分含量

的监测, 发现内蒙古产地甘草中的皂苷含量明显比山

西或河北张家口产地甘草中的含量高, 经炮制后, 其皂

苷含量仍然远高于其他地区。因此, 产地对甘草炮制

饮片质量的影响远大于炮制工艺的影响, 内蒙古产地

的炮制适度的炙甘草质量应该是最优的结果。本研究

结果提示, 蜜炙甘草饮片的质量保证首先要规范原料

药材产地, 其次才是规范炮制工艺。
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