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基于 ＵＨＰＬＣ－Ｑ－ＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ结合多元统计分析
探究鲜、干冬凌草化学成分差异

张金英１，田硕１，２，郭琳１，茆志国１，胡毅龙１，苗明三１，２

（１．河南中医药大学药学院，河南 郑州 ４５００４６；２．豫药全产业链研发河南省协同创新中心，河南 郑州 ４５００４６）

　　摘要：目的 探究鲜冬凌草与其干品（自然晒干、真空冷冻干燥）的化学成分差异。方法 利用超高效液相 －四极
杆－静电轨道阱高分辨质谱（Ｕｌｔｒａ－ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ－ｅｘａｃｔｉｖｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＵＨＰＬＣ－Ｑ－ＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ／ＭＳ）联用技术在正、负离子模式下采集冬凌草化学成分质谱数据，并基于在线数据库、本
地自建标准品数据库及文献报道对其成分进行鉴定分析；通过 ＳＩＭＣＡ软件对采集的数据进行主成分分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和正交偏最小二乘法判别分析（Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ－ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ－
ＤＡ），根据获得的变量投影重要性（Ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）和ｔ检验筛选鲜干冬凌草间的差异化学成分；最
后，根据差异成分离子峰面积进行相对定量分析。结果 共鉴定出６１个化学成分，包括二萜类３１个、酚酸类１２个、黄酮
类９个、二萜类４个、三萜类４个、其他类５个；ＰＣＡ图直观地显示冬凌草鲜品化学轮廓与其干品有明显的差异；通过
ＯＰＬＳ－ＤＡ筛选出ＶＩＰ＞１和Ｐ＜００５的差异化学成分３２个，其中差异成分冬凌草甲素、冬凌草乙素等二萜类活性成分
在鲜品中相对含量显著高于其干品。结论 ＵＨＰＬＣ－Ｑ－ＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ／ＭＳ结合多元统计分析可用于明确鲜干冬凌草
的化学成分差异，进而为鲜干冬凌草资源的合理开发应用提供重要的数据参考。

　　关键词：冬凌草；鲜药；干品；ＵＨＰＬＣ－Ｑ－ＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ／ＭＳ；多元统计分析；差异成分
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　　中药鲜药是中医治疗疾病的一种传统药用形式［１］，我国

中医古籍中早有中药鲜用的记载，如《五十二病方》：“取薯蓣

茎干治二升，取薯瓜汁二斗以渍之，以为浆，饮之”，治疗牝痔，

是鲜药治疗疾病的最早应用［２］；《肘后备急方》中“青蒿一握，

以水二升渍，绞取汁，尽服之”也是用鲜青蒿治疗疟疾［３］。很

多中药的鲜品与其干品在功效上有较大差别，如清热生津以鲜

石斛入药为佳［４］，现代研究表明鲜石斛中抗氧化活性优于其

干品，与鲜品中多糖、甘露糖等有效成分含量明显高于干品密

切相关［５－６］；此外，鲜土茯苓的抗炎活性明显高于其干品，干燥

过程会影响其药效成分落新妇苷的异构化，进而引起该成分含

量的变化［７］，同时也说明化学成分的变化是影响鲜、干中药功

效差异的重要因素。然而，在实际应用过程中，鲜药难以储存，

临床上多以其干品形式替代入药，鲜药经干燥之后虽然可以延

长保存时间，但长时间阳光照射、空气接触等在一定程度上会

引起化学成分的变化，进而导致药理活性的差异，如鲜干

姜［８］、鲜干蒲公英［９］、鲜干马齿苋［５，１０］等。因此，需要对鲜干

中药化学成分进行比较分析，进而为阐释他们功效差异提供数

据支撑。中药冬凌草为唇形科植物碎米桠 Ｒａｂｄｏｓｉａｒｕｂｅｓｃｅｎｓ
（Ｈｅｍｓｌ．）Ｈａｒａ的地上部分，又被称为冰凌草、破血丹、六月令
等，河南省为其主要产区之一［１１－１２］。作为一种药食同源的中

药，冬凌草具有清热解毒、活血止痛的传统功效，在河南民间多

鲜食或制作成茶饮治疗咽炎、扁桃体炎、食管癌等疾病［１３－１５］。

《抗癌中草药与验方》记载“鲜冬凌草９０～１２０ｇ，水煎代茶，顿
服”，治疗食管癌［１６］。现代研究表明冬凌草中含有丰富的化学

成分，如二萜类、酚酸类、黄酮类、生物碱类等，具有抗癌、抗炎、

抗氧化等多种药理活性，其中二萜类成分是冬凌草的主要药效

成分［１３］，如冬凌草甲素（ｏｒｉｄｏｎｉｎ）和冬凌草乙素（ｐｏｎｉｃｉｄｉｎ）对
食道癌、乳腺癌、胰腺癌等多种肿瘤细胞均具有显著的抑制活

性［１１，１７－１８］。本课题组前期药理实验表明鲜冬凌草对食管癌的

治疗作用优于其干品，然而关于鲜、干冬凌草化学成分的系统

比较研究尚无报道。本研究通过超高效液相 －四极杆 －静电
轨道阱高分辨质谱仪（Ｕｌｔｒａ－ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇ
ｒａｐｈｙ－ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ－ｅｘａｃｔｉｖｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＨＰＬＣ－Ｑ－
ＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ／ＭＳ）联用技术，对冬凌草化学成分进行鉴定表
征，并结合多元统计 －主成分分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＰＣＡ）与正交偏最小二乘判别分析（Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓ－ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳ－ＤＡ）寻找冬凌草鲜品与
其干品的差异化学成分，并对差异成分进行热图聚类分析，以

期为鲜、干冬凌草的开发应用提供数据支撑。

１　材料
１．１　仪器与试剂

ＱＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ高分辨质谱仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ

ｅｎｔｉｆｉｃ公司）；Ｖａｎｑｕｉｓｈ超高压液相色谱仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），５４３０Ｒ型低温高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）；ＬｙｏｖａｐｏｒＴＭＬ－２００型真空冷冻干燥机（ＢＵＣＨＩ公司，瑞
士），ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３色谱柱（Ｗａｔｅｒｓ，２．１ｍｍ×１００
ｍｍ，１．８μｍ）；Ｑｕｉｎｔｉｘ１２５Ｄ－１ＣＮ型十万分之一电子分析天平
（北京赛多利斯科学仪器有限公司）；乙腈（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ公司，批号：Ａ９５５－４）和甲酸（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司，批号：Ａ４５６－４）均为质谱级，娃哈哈纯净水。
１．２　药材

２０２３年９—１０月自主产区河南省济源市采集新鲜冬凌
草，经河南中医药大学药学院戴丽萍教授鉴定为唇形科香茶属

碎米桠Ｒａｂｄｏｓｉａｒｕｂｅｓｃｅｎｓ（Ｈｅｍｓｌ．）Ｈａｒａ的地上部分。留样药
材存放于河南中医药大学豫药全产业链研发河南省协同创新

中心。

２　方法
２．１　样品制备

冬凌草的干品由常用的自然干燥法（晒干）和真空冷冻干

燥法获得。将采集的３ｋｇ新鲜冬凌草用超纯水洗净除去杂
质，吸干表面水分，均分３等份，一份在液氮中冷冻２０ｍｉｎ后，
获得冬凌草鲜品（ＤＬＣ－Ｘ），于－８０℃冰箱中保存，备用；一份
在太阳下自然晒干（晒干品，ＤＬＣ－Ｓ）；一份于 －２０℃冰箱中
预冻４ｈ后，根据实验室前期建立的鲜药冻干条件，置于真空
冷冻干燥机－４５℃下过夜冻干（冻干品，ＤＬＣ－Ｄ），每种处理
方法平行制备４次，共１２个样品。同时记录鲜、干前后冬凌草
的重量，分别计算冬凌草鲜品与冻干品、晒干品之间的水分折

算比：ＤＬＣ－Ｘ（ｇ）／ＤＬＣ－Ｄ（ｇ）、ＤＬＣ－Ｘ（ｇ）／ＤＬＣ－Ｓ（ｇ），经
计算得冬凌草水分折算比为３．２、２．７（即３．２ｇ的冬凌草鲜品
冻干后，可得到１ｇ的冬凌草晒干品；２．７ｇ的冬凌草鲜品晒干
后，可得到１ｇ的冬凌草晒干品）。插页ⅩⅩⅦ图１为鲜冬凌草与
其冻干品、晒干品。将所得样品在液氮中研磨至粉末状，并于

－８０℃保存，备用。
进样前，准确称量鲜药样品粉末１００ｍｇ，根据水分折算比

称取对应鲜药质量的冻干品、晒干品粉末。将样品分别置于

１．５ｍＬ离心管中，加入１ｍＬ７０％甲醇溶液，涡旋１．５ｍｉｎ后水
浴超声９０ｍｉｎ，使充分溶解，离心１０ｍｉｎ（１６０００ｇ，４℃），取上
清液转移至９６孔蛋白过滤板，正压氮气过滤，将滤液转移至
２ｍＬＥＰ管中，真空干燥，获得的干燥样品中加入 ３００μＬ
４０％甲醇复溶，涡旋１．５ｍｉｎ混匀，离心 １０ｍｉｎ（１６０００ｇ，４
℃），取上清液，即得。吸取等量的冬凌草样本，混合均匀制
成质控样本（Ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ），每进一组样本插入１个 ＱＣ
样品，用于监测整个分析系统和检测方法的稳定性和重

复性［１９］。
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２．２　色谱检测条件
ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３色谱柱（２．１ｍｍ×１００

ｍｍ，１．８μｍ），流动相为０．１％甲酸 －水溶液（Ａ），０．１％甲酸
乙腈溶液（Ｂ）；流速：０．３ｍＬ·ｍｉｎ－１；梯度洗脱程序：０～１０
ｍｉｎ，５％～６０％Ｂ；１０～１５ｍｉｎ，６０％～８５％；１５～１７ｍｉｎ，８５％～
９８％；１７～１７．２ｍｉｎ，９８％ ～５％Ｂ；１７．２～２０ｍｉｎ，５％；柱温：３５
℃，进样量：２μＬ。
２．３　质谱检测条件

电喷雾离子源（ＥＳＩ），正（ＥＳＩ＋）、负（ＥＳＩ－）两种离子模
式进行一级和二级质谱数据的采集；喷雾电压分别为３８００Ｖ
（ＥＳＩ＋）／３５００Ｖ（ＥＳＩ－），鞘气流量为４０Ｌ·ｍｉｎ－１，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；对 ｔｏｐ１０的 ＭＳ１离子进

行二级碎裂，并获得对应的ＭＳ／ＭＳ谱图；碰撞能量采用阶梯归
一化能级，分别为 ２０、４０、６０ｅＶ；离子扫描范围为 ｍ／ｚ
９０～１３００。
２．４　数据分析

在正、负离子模式下采集得到的原始质谱数据经 Ｐｒｏｔｅ
ｏＷｉｚａｒｄ转换成 ｍｚＸＭＬ格式，然后采用 ＸＣＭＳ软件进行峰对
齐、保留时间校正和提取峰面积，并根据提取化合物的保留时

间（Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ，Ｒｔ）、ｍ／ｚ（误差在１０ｐｐｍ之内）、ＭＳ／ＭＳ、碰
撞能等数据信息通过本地自建标准品数据库、公共数据库：

ＭａｓｓＢａｎｋ（ｈｔｔｐｓ：／／ｍａｓｓｂａｎｋ．ｅｕ／ＭａｓｓＢａｎｋ／Ｓｅａｒｃｈ）、ＰｕｂＣｈｅｍ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）、ＨＭＤＢ（ｈｔｔｐｓ：／／ｈｍｄｂ．
ｃａ／）及文献报道进行化学成分的鉴定，并对鉴定的主要化合物
进行人工的二次核对、确认；并将归一化后的数据导入到

图２　正、负离子模式下ＤＬＣ－Ｘ（Ａ－Ｂ）、ＤＬＣ－Ｓ（Ｃ－Ｄ）、ＤＬＣ－Ｄ（Ｅ－Ｆ）基峰离子流图
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表１　冬凌草化学成分鉴定结果及鲜干冬凌草差异成分

分类 编号
检测

ｍ／ｚ

理论

ｍ／ｚ

保留时间／

（ｍｉｎ）
加和离子 分子式

误差／

ｐｐｍ
二级离子 化合物名称

差异

化合物

ＤＬＣ－Ｘｖｓ．

ＤＬＣ－Ｄ

ＤＬＣ－Ｘｖｓ．

ＤＬＣ－Ｓ

二萜类 １ ３４７．１８５８ ３４７．１８６１ ５．７ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ６ ０．８ ３４７．１９，３２９．１７，３１１．１６，３０１．１８，２８３．１７ 冬凌草甲素 √ ↓ ↓
２ ３６３．１８０３ ３６３．１８０９ ７．２ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２０Ｈ２６Ｏ６ １．６ ２８１．１５，２９９．１６，３２７．１６，３４５．１７，２５３．１６ 冬凌草乙素 √ ↓ ↓
３ ３２９．１７５１ ３２９．１７５３ ７．５ ［Ｍ＋Ｈ－２Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ６ ０．５ ３２９．１７，２８３．１７，２５５．１７，２２７．１４，２１３．１３ 香茶菜萜素 Ａ
４ ３４７．１８５６ ３４７．１８６０ ５．９ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ６ １．２ ３４７．１９，３１１．１６，２８１．１５，２９９．１６，３２９．１７ 疏花毛萼香茶菜素

５ ３６５．１９６１ ３６５．１９６７ ６．９ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ６ １．６ ３４７．１９，３０１．１８，１３３．０６，３２９．１７，２８３．１７ 长叶单宁内酯

６ ４０９．１８６９ ４０９．１８７０ ５．７ ［Ｍ＋ＨＣＯＯ］－ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ６ ０．２ ３６３．１８，３４５．１７，１９１．０７，３２７．１６，１５９．０３ 表诺多星醇

７ ３６１．１６５９ ３６１．１６６２ ４．８ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ２０Ｈ２６Ｏ６ ０．８ ３６１．１７，２６９．１５，３３１．１６，３１３．１４，３４３．１６ 表诺多辛

８ ３８９．１９３８ ３８９．１９５７ ５．５ ［Ｍ＋Ｎａ］＋ Ｃ２０Ｈ３０Ｏ６ ５．０ ３８９．１９，３７１．１８，３５３．１７，９７．２９，３９０．２ 延命草醇

９ ３６５．１９７３ ３６５．１９８０ ６．０ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ２０Ｈ３０Ｏ６ １．８ ３６５．２，２７３．１９，２５５．１８，３１７．１８，２２５．１３ 河北冬凌草甲素Ｋ √ ↓ ↓
１０ ３６３．１８０５ ３６３．１８０９ ６．０ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２０Ｈ２６Ｏ６ １．１ ３６３．１８，２９９．１６，２８１．１５，３４５．１７，３１７．１８ 小叶香茶菜素 Ｃ √ ↓ ↑
１１ ３４５．１６９９ ３４５．１７０１ ７．２ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２６Ｏ６ ０．５ ３４５．１７，３２７．１６，２８１．１５，２９９．１６，３０９．１５ 大萼香茶菜素 Ｂ √ ↓ ↓
１２ ３４５．１７００ ３４５．１７０２ ７．０ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２６Ｏ６ ０．５ ３４５．１７，３２７．１６，２８１．１５，２９９．１６，２６９．１５ 隐丹参酮类似物 √ ↓ ↑
１３ ２９７．１４８７ ２９７．１４８９ ７．２ ［Ｍ＋Ｈ－ＣＨ６Ｏ３］＋ Ｃ２０Ｈ２６Ｏ６ ０．８ ２９７．１５，２５１．１４，２７９．１４，２６９．１５，１４５．１ 小叶香茶菜素 Ｂ √ ↓ ↓
１４ ４０７．１７１１ ４０７．１７１３ ７．２ ［Ｍ＋ＦＡ－Ｈ］－ Ｃ２０Ｈ２６Ｏ６ ０．６ ３６１．１７，３４３．１６，１２５．１，２１１．１，１４９．０６ 冬凌草甲素Ｄ
１５ ３３１．１９０６ ３３１．１９０６ ７．１ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ５ ０．１ ３３１．１９，２９５．１７，３１３．１８，２８３．１７，２６７．１７ ＥｆｆｕｓａｎｉｎＡ √ ↓ ↓
１６ ３６５．１９７１ ３６５．１９７２ ４．８ ［Ｍ＋ＯＨ］－ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ５ ０．４ ３６５．２，３１７．１８，３４７．１９，２９９．１７，３２９．１８ 香茶菜素 √ ↓ ↓
１７ ３３１．１８８２ ３３１．１９０５ １０．８ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ５ ７．０ ３３１．１９，３１３．１８，３３２．１９，３３１．０９，３３１．２８ 新冬凌草甲素 Ｉ
１８ ３１９．２２７０ ３１９．２２７０ ７．２ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２０Ｈ３０Ｏ３ ０．１ ３１９．２３，２８３．２１，３０１．２２，１０５．０７，１３１．０９ ＩｎｆｌｅｘａｒａｂｄｏｎｉｎＪ √ ↓ ↓
１９ ２８３．２０５９ ２８３．２０６２ １５．１ ［Ｍ＋Ｈ－２Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ３０Ｏ３ １．０ ２８３．２１，１０７．０９，１７５．１１，９１．０５，１０５．０７ 紫花山红麻素Ｊ √ ↓ ↓
２０ ４０３．２０９６ ４０３．２１０１ ６．２ ［Ｍ＋Ｎａ］＋ Ｃ２１Ｈ３２Ｏ６ １．３ ４０３．２１，４０３．０９，３８５．０８，３１３．１，２９５．０９ ｈｅｂｅｉｒｕｂｅｓｃｅｎｓｉｎＪ
２１ ４１０．２５４１ ４１０．２５４９ １２．５ ［Ｍ＋ＮＨ４］＋ Ｃ２２Ｈ３２Ｏ６ ２．０ ３１５．２，２９７．１９，３３３．２１，２６９．１９，２８７．２ ｈｕｂｅｉｒｕｂｅｓｉｎＡ √ ↓ ↑
２２ ４５７．２２０１ ４５７．２２０７ １２．８ ［Ｍ＋Ｎａ］＋ Ｃ２４Ｈ３４Ｏ７ １．４ ４５７．２２，３３７．１８，３９７．２，１５１．１１，４５８．２２ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓｉｎＥ
２３ ３１５．１９５９ ３１５．１９６３ ９．６ ［Ｍ＋Ｈ－２Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ３０Ｏ５ １．４ ３１５．２，２９７．１９，２５７．１５，２８５．１９，１０５．０７ ＲａｂｄｏｉｎｆｌｅｘｉｎＢ
２４ ３３３．２０６５ ３３３．２０６７ ４．９ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ３０Ｏ５ ０．７ ３３３．２１，２８５．１８，２２７．１４，２６９．１９，２６７．１７ ｉｓｏｌｕｓｈｉｎｉｎＣ
２５ ３０３．２３２２ ３０３．２３２５ １０．５ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２０Ｈ３０Ｏ２ １．１ ３０４．２８，２５６．２６，３０３．２３，２８５．２２，１１８．０９ ｒｕｂｅｓａｎｏｌｉｄｅＥ
２６ ２９９．２００９ ２９９．２０１３ １０．９ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２８Ｏ３ １．４ ２９９．２，２５３．２，１９７．１３，１９９．１５，１４５．１ ｉｓｏｌｕｓｈｉｎｉｎＡ √ ↓ ↓
２７ ４１３．１９３９ ４１３．１９４３ ９．４ ［Ｍ＋Ｎａ］＋ Ｃ２２Ｈ３０Ｏ６ １．０ ４１３．１９，３５３．１７，２０５．０９，１８９．０９，９１．０５ ｊｉａｎｓｈｉｒｕｂｅｓｉｎＫ
２８ ３６１．１６４９ ３６１．１６５３ ８．４ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２６Ｏ７ １．０ ３４３．１５，１３３．０６，２９７．１５，３６１．１６，３１５．１６ 长叶单宁内酯 √ ↓ ↑
２９ ３４３．１５４４ ３４３．１５４７ １０．９ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２０Ｈ２４Ｏ６ １．０ ３４３．１５，９９．０８，３１５．１６，３２５．１４，２９７．１５ 黄花香茶菜甲素

３０ ３４３．１５５４ ３４３．１５５５ ９．７ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ２０Ｈ２４Ｏ５ ０．４ ３４３．１６，３２５．１４，１４９．０６，２９７．１５，３１５．１６ 泻花素Ｂ √ ↓ ↓
３１ ３４３．１５５３ ３４３．１５５４ １１．１ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ２０Ｈ２４Ｏ５ ０．３ ３４３．１６，２９７．１５，２２８．０８，３４３．２５，２０６．９ 黄花香茶菜甲素

酚酸类 ３２ ４５５．３５２５ ４５５．３５４０ １４．４ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ３０Ｈ４６Ｏ３ ３．２ ４５５．３５，１８９．１６，４０９．３５，９５．０９，２０３．１８ ３，５－二－Ｏ－咖啡酰奎宁酸
３３ ４７３．０７２９ ４７３．０７３１ ５．１ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ２２Ｈ１８Ｏ１２ ０．４ １４９．０１，１７９．０３，１３５．０４，３１１．０４，２９３．０３ 菊苣酸 √ ↑ ↑
３４ １９７．０４５０ １９７．０４５４ ２．９ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ９Ｈ１０Ｏ５ １．８ １３５．０４，１２３．０４，１７９．０３，１９７．０５，１３４．０４ 丹参素 √ ↑ ↓
３５ １７９．０３４３ １７９．０３４８ ５．２ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ９Ｈ８Ｏ４ ２．９ １３５．０４，１７９．０３，１３４．９９，１７９．０６，９１．０５ 咖啡酸 √ ↓ ↓
３６ ３６１．０９２２ ３６１．０９２５ ４．２ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１８Ｈ１６Ｏ８ ０．７ １６３．０４，１３５．０４，１８１．０５，１４５．０３ 迷迭香酸 √ ↑ ↑
３７ １３７．０２３４ １３７．０２４４ ４．５ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ７Ｈ６Ｏ３ ７．０ ９３．０３，１３７．０２，９３．０３，１３６．８９，９３．０２ 水杨酸 √ ↓ ↓
３８ １６９．０４８２ １６９．０４８４ ４．２ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ８Ｈ８Ｏ４ １．０ １３７．０２，１２８．９５，１６９．０５，１４６．９６，１６９．１ 甲基原儿茶酸酯

３９ １２１．０２８４ １２１．０２９３ ６．２ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ７Ｈ６Ｏ２ ７．１ １２１．０３，９３．０３，１０８．０２，１３２．２，９２．９１ ４－甲醛苯酚
４０ １９５．０６５５ １９５．０６５８ ７．０ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ １．５ １７７．０５，１４５．０３，１１７．０３，１４９．０６，１６３．０４ 阿魏酸 √ ↑ ↑
４１ ３５５．１０２９ ３５５．１０３４ ３．７ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ １．５ １６３．０４，１８１．０５，３５５．１４，１３５．０４，１４５．０３ 绿原酸酯

４２ ４９９．１２１９ ４９９．１２３３ ８．６ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ２５Ｈ２４Ｏ１２ ２．８ ４９９．１２，４５５．１３，２７１．０４，２５１．０７，４１３．１２ 异绿原酸ｂ √ ↑ ↑
４３ １３７．０２３４ １３７．０２４２ ３．８ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ７Ｈ６Ｏ３ ５．６ １３７．０２，１３６．０２，１０８．０２，１０９．０３，９３．０３ 原儿茶醛

三萜类 ４４ ４３９．３５７４ ４３９．３５７７ １８．０ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ３０Ｈ４８Ｏ３ ０．７ ４３９．３６，９５．０９，３２５．２９，１０９．１，１２１．１ 桦木酸

４５ ４５５．３５３５ ４５５．３５４６ １５．５ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ３０Ｈ４８Ｏ３ ２．４ ４５５．３５，１１３．８３，４５５．５１，１１３．８５，４０７．３３ 桦树脂酸

４６ ４３９．３５７５ ４３９．３５７９ １５．６ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ３０Ｈ４８Ｏ３ １．０ １９１．１８，２０３．１８，４３９．３６，１８９．１６，２４９．１８ 熊果酸

４７ ４５５．３５２５ ４５５．３５３１ １３．８ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ３０Ｈ４６Ｏ３ １．４ ４３７．３４，４０９．３５，２０５．１６，１０７．０９，１７５．１５ 熊果酮酸

黄酮类 ４８ ４２５．３７８０ ４２５．３７８４ １６．７ ［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋ Ｃ３０Ｈ５０Ｏ２ ０．９ ４２５．３８，９５．０９，２３３．１９，１０７．０９，１２１．１ 红豆蔻醇

４９ ２８７．０５５３ ２８７．０５５７ ７．３ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ １．３ ２６９．０６，２４１．０５，１５３．０２，１３５．０４ 木犀草素 √ ↓ ↑
５０ ３３１．０８１４ ３３１．０８２１ ８．９ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７ ２．２ ３３１．０８，２７０．０５，２９８．０５，３１６．０６，１３６．０２ 黄芩素 √ ↑ ↑
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续表１ 冬凌草化学成分鉴定结果及鲜干冬凌草差异成分

分类 编号
检测

ｍ／ｚ

理论

ｍ／ｚ

保留时间／

（ｍｉｎ）
加和离子 分子式

误差／

ｐｐｍ
二级离子 化合物名称

差异

化合物

ＤＬＣ－Ｘｖｓ．

ＤＬＣ－Ｄ

ＤＬＣ－Ｘｖｓ．

ＤＬＣ－Ｓ

５１ ３６１．０９１９ ３６１．０９２２ ９．７ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１８Ｈ１６Ｏ８ ０．８ ３６１．０９，３３１．０４，３１３．０３，１９７．０１，３４６．０７ ４＇，５，７－三羟基－３，６，８－三甲氧基黄酮 √ ↓ ↓
５２ ４３３．１１３５ ４３３．１１４２ ４．８ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１０ １．６ ２８３．０６，３１３．０７，３３７．０７，３６７．０８，３９７．０９ 异牡荆素

５３ ２８７．０５５３ ２８７．０５５４ ５．４ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ ０．４ ２８７．０６，１５３．０２，１２１．０３，１６５．０２，２１３．０５ 山柰酚

５４ ２７１．０６０４ ２７１．０６０８ ８．５ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ １．３ ２７１．０６，２７１．１７，１５３．０２，２７１．２１，１１９．０５ 芹菜素 √ ↓ ↓
５５ ２７１．０６１３ ２７１．０６１５ ８．５ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ１５Ｈ１２Ｏ５ ０．６ ２７１．０６，１１９．０５，１５１．０，１０７．０１，９３．０３ 柚皮苷 √ ↓ ↓
５６ ２８７．０５６２ ２８７．０５６３ ６．３ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ１５Ｈ１２Ｏ６ ０．３ １２５．０２，２５９．０６，２８７．０６，１７７．０５，１５１．０ 二氢山柰酚 √ ↓ ↓

其他类 ５７ ２８２．０８４５ ２８２．０８４７ ２．１ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ１０Ｈ１３Ｎ５Ｏ５ ０．６ １５０．０４，２８２．０８，１３３．０１，１０８．０２，１２６．０３ 鸟苷 √ ↓ ↓
５８ １７９．０５５４ １７９．０５６１ ０．９ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ ３．９ １７９．０６，１６１．０４，９９．０１，１１７．０２，１２５．０２ 肌醇

５９ １５１．０２５３ １５１．０２６１ １．６ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ５Ｈ４Ｎ４Ｏ２ ５．４ １５１．０３，１０８．０２，１５１．０４，１２６．０３，１０１．０２ 黄嘌呤 √ ↓ ↓
６０ １４４．０６５７ １４４．０６６０ ２．２ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｃ６Ｈ１１ＮＯ３ ２．３ １０２．０５，１００．０８，１４４．０７，１２６．０５，１００．０８ ４－乙酰胺基丁酸酯 √ ↓ ↓
６１ １１３．０３５０ １１３．０３５３ １．６ ［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ４Ｈ４Ｎ２Ｏ２ ２．８ １１３．０３，９

　　注：“√”表示筛选的鲜干冬凌草间差异成分（ＶＩＰ＞１，Ｐ＜００５）；↓↑表示与ＤＬＣ－Ｘ相比，差异成分在ＤＬＣ－Ｄ、ＤＬＣ－Ｓ中相对含量（峰面积）的降低或升高情况；Ｐ＜００１，Ｐ＜００５。

ＳＩＭＣＡ－Ｐ１４．１软件（Ｕｍｅｔｒｉｃｓ，瑞典）进行无监督的 ＰＣＡ分
析，实现鲜干冬凌草代谢轮廓的可视化，并在此基础上进行

ＯＰＬＳ－ＤＡ分析，得到对应的 Ｓ－ｐｌｏｔ图；以 ＶＩＰ＞１和 ｔ检验
Ｐ＜００５为标准筛选造成鲜干冬凌草差异的潜在化学成分；并
通过ＭｅＶ４．８．０软件进行热图聚类分析，直观地显示差异成
分相对定量及在各组中的分布聚类情况。

３　结果
３．１　冬凌草化学成分鉴定

将冬凌草鲜品与干品进行 ＵＨＰＬＣ－Ｑ－ＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ／
ＭＳ分析，获得正、负离子模式下样品的基峰离子流图（图２），
在相同离子模式下，不同冬凌草中化合物相似但峰强度有较大

差异；将采集的 Ｒｔ、质荷比（ｍ／ｚ），二级碎片（ＭＳ／ＭＳ）等信息
与数据库比对共鉴定得到６１种化合物，包括二萜类化合物３１
个，有机酸类化合物１２个，三萜类化合物４个，黄酮类化合物９
个，其他类化合物５个，具体化合物信息见表１。
３．１．１　二萜类化合物的鉴定　以化合物１冬凌草甲素（Ｏｒｉｄｏ
ｎｉｎ）为例说明详细介绍该类化合物的鉴定过程，在正离子模式
下检测到其准分子离子峰为ｍ／ｚ３４７．１８５７［Ｍ＋Ｈ－Ｈ２Ｏ］＋，
分子式为Ｃ２０Ｈ２８Ｏ６，在质谱高能作用下继续失去两分子的Ｈ２Ｏ
分子，产生一系列的特征碎片离子ｍ／ｚ３２９１７［Ｍ＋Ｈ－
２Ｈ２Ｏ］＋、ｍ／ｚ３１１．１６［Ｍ＋Ｈ－３Ｈ２Ｏ］＋、３０１．１８［Ｍ＋Ｈ－

２Ｈ２Ｏ－ＣＯ］＋，然后损失一分子 Ｈ２Ｏ获得碎片 ｍ／ｚ２８３．１７
［Ｍ＋Ｈ－３Ｈ２Ｏ－ＣＯ］＋，该化合物的质谱裂解行为与Ｏｒｉｄｏｎｉｎ

一致［２０］，故推断该化合物为冬凌草甲素，见图３。
３．１．２　酚酸类化合物的鉴定　这类化合物的基本结构上一般
含有羧基，通常易裂解形成小分子基团生成［２１］。以化合物３６
迷迭香酸（Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ）为例，在正离子模式下准分子离子
峰为ｍ／ｚ３６１．０９２２［Ｍ＋Ｈ］＋，可脱去分子式为Ｃ９Ｈ８Ｏ４的中
性分子，形成ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ－Ｃ９Ｈ８Ｏ４］＋１８１．０５的咖啡酸离子碎
片，然后连续脱去两分子 Ｈ２Ｏ分别得到碎片 ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ－
Ｃ９Ｈ８Ｏ４－Ｈ２Ｏ］１６３．０４和 ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ－Ｃ９Ｈ８Ｏ４ －２Ｈ２Ｏ］

１４５０３，该化合物为迷迭香酸的裂解行为一致［２２］，见图４。
３．１．３　三萜类化合物的鉴定　以化合物４６熊果酸（Ｕｒｓｏｌｉｃ
ａｃｉｄ）为例，在正离子模式下准分子离子峰为 ｍ／ｚ［Ｍ＋Ｈ－
Ｈ２Ｏ］＋４３９．３５７５，然后发生ＲＡＤ裂解产生ｍ／ｚ２４９．１８和ｍ／ｚ
１９１．１８的离子碎片，接着失去一分子ＨＣＯＯＨ得到ｍ／ｚ２０３．１８
碎片，并再次失去 ＣＨ２，产生 ｍ／ｚ１８９．１６的二级离子，与文献

报道中熊果酸的裂解行为一致［２３］，见图５。
３．１．４　黄酮化合物的鉴定　以化合物４９木犀草素（Ｌｕｔｅｏｌｉｎ）
为例，在正离子模式下检测到准分子离子峰 ｍ／ｚ２８７．０５５３
［Ｍ＋Ｈ］＋，然后损失Ｃ８Ｏ２得到碎片离子ｍ／ｚ１５３．０２［Ｍ＋

图３　冬凌草甲素（Ｏｒｉｄｏｎｉｎ）的质谱图及可能的裂解途径
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图４　迷迭香酸（Ｒｏｓｍａｒｉｎｉｃａｃｉｄ）的质谱图及可能的裂解途径

图５　熊果酸（Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ）的质谱图及可能的裂解途径

图６　木犀草素（Ｌｕｔｅｏｌｉｎ）的质谱图及可能的裂解途径

Ｈ－Ｃ８Ｏ２］＋，损失一分子Ｈ２Ｏ产生离子碎片ｍ／ｚ１３５．０４［Ｍ＋
Ｈ－Ｃ８Ｏ２－Ｈ２Ｏ］＋，通过与文献和数据库对比鉴定该化合物

为木犀草素［２４］，见图６。
３．２　多元统计分析
３．２．１　不同形式冬凌草的 ＰＣＡ分析　ＰＣＡ作为一种无监督
的数据聚类方法，可实现数据的降维分析，直观地显示不同组

样本间代谢轮廓的差异［７］。将质谱数据导入 ＳＩＭＣＡ－Ｐ１４．１
软件进行ＰＣＡ分析，获得正、负离子模式下的ＰＣＡ得分图。由
插页ⅩⅩⅦ图７Ａ、插页ⅩⅩⅦ图７Ｂ可知，ＱＣ样本点明显紧密聚类，
对其进行Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，图８Ａ和图８Ｂ为正、负离子模

式下的相关性图谱，由图可知 ＱＣ样本间的相关性系数 ｒ均在
０．９以上，说明实验具有较好的重复性，可用于接下来的进样
分析；鲜干冬凌草组各自聚为一类，且发生分离，其中两种干品

相聚较近，并分别与鲜品有不同程度的远离，说明冬凌草鲜品

和干品化学成分整体上有较大差异。

３．２．２　差异化学成分的筛选　ＯＰＬＳ－ＤＡ是一种有监督的判
别分析统计方法，可以滤除与分类信息无关的噪音，并有效地

表明组间的两两差异［２５］，使组间差异最大化。为了进一步筛

选造成鲜干冬凌草差异的化合物，在 ＰＣＡ分析的基础上分别
进行ＤＬＣ－Ｘ与ＤＬＣ－Ｓ、ＤＬＣ－Ｄ的ＯＰＬＳ－ＤＡ分析，得到
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注：图中黑点代表ＱＣ样本提取到的离子峰，横、纵坐标代表离子峰信号强度值的对数值。

图８　正（Ａ）、负（Ｂ）离子模式下ＱＣ样本相关性图谱

正、负离子模式下的ＤＬＣ－Ｘ与ＤＬＣ－Ｓ（５Ａ－Ｂ）、ＤＬＣ－Ｘ与
ＤＬＣ－Ｄ间的 ＯＰＬＳ－ＤＡ得分图（插页ⅩⅩⅧ图 ９Ｃ、插页ⅩⅩⅧ图
９Ｄ）。经７次循环交互验证得到 ＯＰＬＳ－ＤＡ数据模型评价参

数（Ｒ２Ｙ，Ｑ２）。其中，ＤＬＣ－Ｘｖｓ．ＤＬＣ－Ｓ正离子模式下Ｒ２Ｙ＝

０．９９７，Ｑ２＝０９７９，负离子模式 Ｒ２Ｙ＝０．９９５，Ｑ２ ＝０．９８０；

ＤＬＣ－Ｘｖｓ．ＤＬＣ－Ｄ正离子模式 Ｒ２Ｙ＝０．９９６，Ｑ２＝０．９７７，负

离子模式Ｒ２Ｙ＝０．９９７，Ｑ２＝０．９８１，Ｑ２均大于０．５，表明ＯＰＬＳ－

ＤＡ数据模型稳定可靠，具有较好预测能力；正、负离子模式下

进行２００次置换检验得Ｒ２、Ｑ２数值均接近１（插页ⅩⅩⅧ图１０），

说明ＯＰＬＳ－ＤＡ模型质量较好，未发生过度拟合，可用于接下
来的差异分析。通常ＶＩＰ＞１，Ｐ＜００５的化合物对组间的差

异有显著贡献，在Ｓ－ｐｌｏｔ图中（插页ⅩⅩⅨ图１１），红色的原点代
表潜在的差异标志物，共鉴定出共有的差异成分３２种，包括冬
凌草中的主要活性成分冬凌草甲素、Ｐｏｎｉｃｉｄｉｎ等二萜类化合

物，由于这些差异成分均来自冬凌草中的化合物，在此不再单

独列出，以√在冬凌草化合物鉴定表中进行标识（表１）；以各
差异成分的峰面积为相对含量在ＭｅＶ４．８．０软件中进行热图

聚类分析，直观地显示各组样品中差异成分含量的变化，由插

页ⅩⅩⅨ图１２可知，鲜、干两种冬凌草干品 ＤＬＣ－Ｓ与 ＤＬＣ－Ｄ

首先聚为一类，然后与ＤＬＣ－Ｘ聚类，与ＰＣＡ结果具有良好的
一致性。与鲜品相比，差异成分在干品中相对含量发生了不同

程度的变化，差异成分在鲜品中的含量多高于其干品。

４　讨论
我国应用鲜药的历史悠久，最早可追溯至秦汉时期，明清

温热病流行，鲜药达到应用鼎盛期，是中医临床治疗疾病的一

种不可或缺的药用形式［３，２６］。很多中药或复方均直接以鲜品

入药，如鲜马齿苋、鲜石斛、三鲜汤（鲜石斛、鲜地黄、鲜沙参或

鲜大青叶、鲜薄荷、鲜青蒿）和金龙胶囊（鲜守宫、鲜金钱、白花

蛇和鲜蕲蛇）等。然而目前关于鲜药的研究多集中在古文献

挖掘、鲜药用药规律经验探析等理论层面［２７－３０］，缺乏有关鲜干

中药整体化学成分及药理作用临床疗效等方面系统全面的比

较研究，进而阻碍了我国鲜药资源进一步的开发应用，目前对

冬凌草的研究主要集中在对其干品化学成分和药理活性上，尚

缺乏对其鲜干品相关的系统比较研究。前期本课题组初步的

药理学研究表明冬凌草鲜品抗食管癌的功效高于其干品，本研

究从化学成分的角度进一步揭示鲜干冬凌草的物质基础差异。

本研究首次通过ＵＨＰＬＣ－Ｑ－ＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ／ＭＳ技术快

速全面地分析了冬凌草的化学成分，并结合多元统计分析方法

寻找鲜干冬凌草间的差异成分。从冬凌草中共鉴定６１种化学

成分，其中二萜类化合物３１个，有机酸类化合物１２个，三萜类

化合物４个，黄酮类化合物９个，其他类化合物５个；从中筛选

出共有的差异化学成分３２种，其中二萜类成分有１５个，主要

表现为相对含量（峰面积）上的差异，未发现化学成分种类的

变化；多数差异成分的含量以鲜品中含量较高，少部分呈下降

趋势；热图聚类分析直观地显示各差异成分的变化情况。化学

成分是中药发挥功效的物质基础，成分或组分的改变会表现为

整体药理活性的差异，中药鲜药由于未经加工炮制过程，往往

能保留更完整的化学成分。冬凌草中的二萜类成分特别是冬

凌草甲素、Ｐｏｎｉｃｉｄｉｎ，是冬凌草发挥抗癌功效的主要药效成

分［３１－３２］，他们在鲜品中明显高于其干品，这可能与干燥过程对

鲜品中化学成分的破坏有关，进一步与前期的冬凌草鲜品抗食

管癌功效优于其干品的初步实验结果相一致。本研究为冬凌

草特别是鲜冬凌草资源作为食品药品的开发和临床的合理应

用提供数据基础，同时也进一步丰富和完善了冬凌草化学成分

数据库。但在实验过程中也应考虑到 ＵＨＰＬＣ－Ｑ－Ｅｘａｃｔｉｖｅ

ＨＦ－Ｘ／ＭＳ技术自身的局限性，如分析样本前，需要对样本进
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行粉碎提取，但是由于鲜药本身具有较大含水量，以一定浓度

溶剂提取时会导致提取溶剂浓度的降低，进而导致鲜干样品提

取方法的不平行，会在一定程度上影响实验结果，在未来分析

可以考虑使用无损样本的质谱成像技术直观地对鲜干中药差

异成分进行定性和定量分析。
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１１：４８．
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药学刊，２０２５，４３（４）：１１６－１２８，２８５－２８６．
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［２６］　曹利华，赵院院，苗晋鑫，等．基于ＴＧＦ－β信号通路探讨鲜芦

根抗慢性支气管炎气道炎症作用机制［Ｊ］．中国中药杂志，

２０２１，４６（２２）：５８８７－５８９４．

［２７］　孟驿佳，康乐，王泽茜，等．中药鲜（干）品化学成分和药理作用

对比分析［Ｊ］．中华中医药杂志，２０２４，３９（１）：３４２－３４６．

［２８］　张亚楠，惠香香，秦格，等．基于数据挖掘的《本草纲目》中鲜

药应用的规律及特点分析［Ｊ］．中药药理与临床，２０２３，３９

（４）：９７－１０１．
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础研究思路与方法［Ｊ］．中国中药杂志，２０１１，３６（１８）：２５９５－

２５９８．

［３１］　李晓天，褚延乐，吴凤娟，等．超滤法测定冬凌草乙素的血浆
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