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采用顶空气相色谱质谱技术对不同产地莪术进行快速鉴别
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　　［摘要］　目的　运用顶空气相色谱质谱（ＨＳＧＣ／ＭＳ）结合化学计量学方法对不同产地莪术进行鉴别，以便莪术的质量

控制研究。方法　采用 ＨＰ５石英毛细管色谱柱（３０ｍ×０．３２ｍｍ，０．２５μｍ），进样口温度２５０℃，柱初始温度为５０℃，保持３
ｍｉｎ，以２０℃／ｍｉｎ升至１５０℃，最后以２℃／ｍｉｎ升至２００℃，保持１０ｍｉｎ，分流比１０１。载气为氦气，流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ。顶空

瓶区域温度：９０℃；样品瓶加热平衡时间：３０ｍｉｎ；进样量：１．５ｍＬ。结合主成分分析和聚类分析方法对数据进行分析。

结果　在１５个批次的样品的图谱中选取１８个共有色谱峰进行鉴定，采用主成分分析法能够有效地区分四川、广西和云南等
不同产地的莪术药材，并明确了对药材造成差异的主要成分为β榄香烯、莰烯、β蒎烯、ｐｍｅｎｔｈ１ｅｎ８ｏｌ、桉叶素、８，９去氢９

甲酰基环异长叶烯。结论　应用 ＨＳＧＣ／ＭＳ技术与化学计量学方法相结合，建立了鉴别区分不同产地来源的莪术药材的
方法，并找到了莪术中对分类起主要作用的特征性成分。

　　［关键词］　莪术；顶空气相色谱质谱法；主成分分析；聚类分析
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的干燥根茎［１］。据《药性论》记载，莪术主要具有活

血化瘀、减轻疼痛等功效。莪术中主要成分为挥发

油和姜黄素，其中挥发油为莪术抗肿瘤的有效成

分［２］。莪术主产于华南地区和西南地区，在其他一

些省份亦有产出，且存在区域性习用品。根据《中华

人民共和国药典》规定，广西莪术为莪术的道地药

材。人们普遍认为莪术道地药材的质量优势是不可

取代的，某些地方习用品与正品莪术在药理作用上

存在一定差异，因而需要被准确鉴别。

　　药材中挥发性成分常见的提取方法是传统的水

蒸气蒸馏法（ｓｔｅａｍｄｉｓｔｉｌｌａｔｉｏｎ，ＳＤ），该法具有提取

效率高、操作简便等优点，然而其提取温度较高，一

些遇热不稳定的化学成分可能会发生结构的改变，

引起挥发油的变质［３６］。近年来，提取挥发性成分的

方法不断改进，如加压液相萃取法（ｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄｌｉｑｕｉｄ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＰＬＥ）［７９］、固相萃取法（ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃ

ｔｉｏｎ，ＳＰＥ）［１０］等，但这些方法都需要在提取后对样品

进行预处理方可进样。本实验采用顶空气相色谱质

谱法（ｈｅａｄｓｐａｃｅｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ／ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅ

ｔｒｙ，ＨＳＧＣ／ＭＳ）［１１］对莪术药材进行分析，无需样品

预处理，并可避免直接进样后样品对色谱系统带来的

干扰和对进样口及色谱柱造成的污染。

　　主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ，

ＰＣＡ）［１２］是一种化学计量学方法，用于简化数据，快

速实现模式或关系的可视化识别，现已广泛应用于

中药复杂体系的分析中。聚类分析（ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓ

ｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ，ＨＣＡ）［１３］是利用同类样本应彼此相似，相

类似的样本在多维空间中彼此的距离应小些，而不相

似的样本在多维空间中彼此的距离应大些，使相似的

样本“聚”在一起，从而达到分类的目的。

　　本实验采用 ＨＳＧＣ／ＭＳ法对１５批次３个不同

产地莪术中主要成分进行区分和鉴别，并结合ＰＣＡ
和 ＨＣＡ的数据分析方法进行统计分析。

１　材料和方法

１．１　仪器　ＴｈｅｒｍｏＴｒａｃｅＧＣＵｌｔｒａ型气相色谱仪

（赛默飞世尔科技，美国），配置Ｔｒｉｐｌｕｓ顶空进样装置

和Ｘｃａｌｉｂｕｒ色谱处理软件。ＭＥＴＹＬＥＲＡＥ２４０型十

万分之一电子天平（梅勒特托利多公司，美国）。

１．２　试剂和试药　共收集１５批次，分别产自四川

（样品１～６）、广西（样品７～１１）和云南（样品１２～
１５）的莪术药材。样品均经第二军医大学药学院生

药学教研室孙莲娜副教授鉴定为各自类别。水为纯

净水，甲醇为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ，ＵＳＡ）。

１．３　顶空进样　称取莪术粉末０．２ｇ，置顶空瓶中，

加入２ｍＬ水，顶空瓶平衡温度９０℃，平衡时间３０

ｍｉｎ，进样量１．５ｍＬ。

１．４　气相条件　色谱柱为 ＨＰ５石英毛细管色谱柱

（３０ｍ×０．３２ｍｍ，０．２５μｍ），进样口温度２５０℃。程

序升温，柱初始温度为５０℃，保持３ｍｉｎ，以２０℃／ｍｉｎ
升至１５０℃，最后以２℃／ｍｉｎ升至２００℃，保持１０ｍｉｎ。

载气：高纯度氦气；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ，分流比１０１。

１．５　质谱条件　离子源为ＥＩ，电离电压７０ｅＶ，离

子源温度２４０℃，溶剂延迟时间２ｍｉｎ，质谱范围

５０～５５０ａｍｕ（原子质量单位）。

１．６　统计学处理　采用ＰＣＡ和 ＨＣＡ的数据分析

方法对各样品的 ＨＳＧＣ／ＭＳ所得数据进行分析。

２　结　果

２．１　数据采集　各样品溶液均进样１．５ｍＬ，得到各

个产地莪术药材的总离子流图谱。如图１所示，可见

不同产地的莪术在峰的数量、位置和丰度上存在明显

差异。总离子流图中各峰鉴定以质谱数据库ＮＩＳＴ０５
标准谱库进行检索。通过Ｘｃａｌｉｂｕｒ色谱处理软件得到

莪术样品ＨＳＧＣ／ＭＳ总离子流图（ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏ

ｇｒａｍｓ，ＴＩＣ）、提取保留时间、峰面积等信息，将数据整

合匹配并转换为Ｅｘｃｅｌ文件。该Ｅｘｃｅｌ文件包含了所

有样品的共有成分和各自不同的特征成分。

　　ＰＣＡ中，峰面积较大的峰占有较大的权重，而峰

面积小的峰所占权重相对较低，对结果的影响也很

小。因此，选取峰面积较大的１８个色谱峰（保留时

间分别为３．２３、３．３８、３．５９、４．０１、４．９７、５．０８、５．１５、

５．３４、６．０８、６．５１、７．１９、７．７１、８．２７、８．８５、１１．１４、

１３．６４、１４．２４、１４．４８ｍｉｎ）作为１５个样品的共有峰，

采用多点校正方法进行保留时间校正，再对色谱峰

进行匹配（如表１所示）。以１８个共有峰的峰面积

作为变量，得到１５×１８的数据矩阵，分别使用ＳＩ

ＭＡＣＡＰ１１．５Ｄｅｍｏ软件和自编程序（ＭＡＴＬＡＢ

Ｒ２００７ａ）进行ＰＣＡ和 ＨＣＡ。

２．２　ＰＣＡ结果　将二维数据矩阵（包含多成分峰面

积数据）导入到ＳＩＭＡＣＡＰ１１．５Ｄｅｍｏ软件进行多

变量统计分析。数据集在进行ＰＣＡ分析之前先进

行均值中心化（ｍｅａｎｃｅｎｔｅｒｅｄ）和帕雷托变换（ｐａｒ

ｓｃａｌｅｄ）的预处理。ＰＣＡ通过有限个主成分解释尽

量多的变量信息。第一主成分的方差贡献率为

０．４３８，第二主成分的方差贡献率为０．３００，第三主成
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分的方差贡献率为０．１０９，前３个主成分的累计方差

贡献率为０．８４６。图２为１５批次药材的前２个主成

分的空间分布图。从图中可见同一省份的样品在分

布上相对集中，不同省份的样品在分布上则有明显

差异。结果表明，采用ＰＣＡ方法能够有效地区分四

川、广西和云南的莪术药材。

图１　不同产地莪术的总离子流

Ｆｉｇ１　Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（ＴＩＣ）ｏｆＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｖｉｎｃｅｓ

Ａ：ＳｉｃｈｕａｎＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ；Ｂ：ＧｕａｎｇｘｉＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ；Ｃ：ＹｕｎｎａｎＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ

表１　１５批次莪术样品共有峰的鉴定

Ｔａｂ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｆｒｏｍ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ

Ｎｏ．Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｔ／ｍｉｎ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｏｒｍｕｌａ ＭＷ ＲＳＩ

１ ３．２３ αＰｉｎｅｎｅ Ｃ１０Ｈ１６ １３６ ９３１
２ ３．３８ Ｃａｍｐｈｅｎｅ Ｃ１０Ｈ１６ １３６ ９５８
３ ３．５９ βＰｉｎｅｎｅ Ｃ１０Ｈ１６ １３６ ９３７
４ ４．０１ Ｅｕｃａｌｙｐｔｏｌ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４ ８７９
５ ４．９７ Ｂｉｃｙｃｌｏ［２．２．１］ｈｅｐｔａｎ２ｏｎｅ，１，７，７ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ，（１Ｓ） Ｃ１０Ｈ１６Ｏ １５２ ９５５
６ ５．０８ Ｂｏｒｎｅｏｌ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４ ９６０
７ ５．１５ Ｉｓｏｂｏｒｎｅｏｌ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４ ９２６
８ ５．３４ ｐＭｅｎｔｈ１ｅｎ８ｏｌ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４ ８６４
９ ６．０８ Ｂｏｒｎｙｌａｃｅｔａｔｅ Ｃ１２Ｈ２０Ｏ２ １９６ ８８７
１０ ６．５１ Ｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎｅ，４ｅｔｈｅｎｙｌ４ｍｅｔｈｙｌ３（１ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｎｙｌ）１（１ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ），（３Ｒｔｒａｎｓ） Ｃ１５Ｈ２４ ２０４ ９１４
１１ ７．１９ βＥｌｅｍｅｎｅ Ｃ１５Ｈ２４ ２０４ ９２６
１２ ７．７１ Ｅｌｅｍｅｎｅ Ｃ１５Ｈ２４ ２０４ ９１０
１３ ８．２７ αＣａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ Ｃ１５Ｈ２４ ２０４ ９２４
１４ ８．８５ Ｂｅｎｚｏｆｕｒａｎ，６ｅｔｈｅｎｙｌ４，５，６，７ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ３，６ｄｉｍｅｔｈｙｌ５ｉｓｏｐｒｏｐｅｎｙｌ，ｔｒａｎｓ Ｃ１５Ｈ２０Ｏ ２１６ ９１５
１５ １１．１４ Ｃｙｃｌｏｉｓｏｌｏｎｇｉｆｏｌｅｎｅ，８，９ｄｅｈｙｄｒｏ９ｆｏｒｍｙｌ Ｃ１６Ｈ２２Ｏ ２３０ ７２９
１６ １３．６４ ３，７Ｃｙｃｌｏｄｅｃａｄｉｅｎ１ｏｎｅ，３，７ｄｉｍｅｔｈｙｌ１０（１ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌｉｄｅｎｅ），（Ｅ，Ｅ） Ｃ１５Ｈ２２Ｏ ２１８ ９３３
１７ １４．２４ Ｎｅｏｃｕｒｄｉｏｎｅ Ｃ１５Ｈ２４Ｏ２ ２３６ ９１５
１８ １４．４８ Ｔｒｉｃｙｃｌｏ［５．１．０．０（２，４）］ｏｃｔ５ｅｎｅ５ｐｒｏｐａｎｏｉｃａｃｉｄ，３，３，８，８ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ Ｃ１５Ｈ２２Ｏ２ ２３４ ７６１

　ＲＳＩ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｉｌｉｍａｒｉｔｙｉｎｄｅｘ
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图２　１５批莪术样品的主成分分析（ＰＣＡ）得分图

Ｆｉｇ２　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ（ＰＣＡ）ｓｃｏｒｅｐｌｏｔｓ

ｏｆＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａｓａｍｐｌｅｓ

１６：ＳｉｃｈｕａｎＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ；７１１：ＧｕａｎｇｘｉＲｈｉｚｏｍａ

ｃｕｒｃｕｍａ；１２１５：ＹｕｎｎａｎＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ

　　为了进一步明确造成不同省份药材差异的主要

化学成分，利用ＳＩＭＡＣＡＰ软件绘制变量的载荷图

（图３）。从图中看出保留时间为３．３８、３．５９、４．０１、

５．３４、７．１９和１１．１４ｍｉｎ峰的变量距离原点相对较

远，说明他们对药材的分类贡献较大。这些峰对应

的 化 学 成 分 依 次 为 莰 烯、β蒎 烯、桉 叶 素、

ｐｍｅｎｔｈ１ｅｎ８ｏｌ、β榄香烯、８，９去氢９甲酰基环

异长叶烯。

图３　１８个共有峰的主成分分析（ＰＣＡ）载荷图

Ｆｉｇ３　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ（ＰＣＡ）

ｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔｏｆ１８ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓ

２．３　ＨＣＡ结果　使用 ＭＡＴＬＡＢ软件自编程序对

上述数据矩阵进行 ＨＣＡ，采用欧氏距离计算样品间

相似系数，采用离差平方和法计算类间距离，结果如

图４所示。图中可见，四川、广西和云南３个省份的

样品各自聚为一类。ＨＣＡ将１５批次莪术药材根据

其本省的内在规律较为合理地分为３类，缩小了凭

借主观判断造成的误差，使分析结果更为直观、客

观。ＨＣＡ结果表明，不同产地的莪术药材具有明显

的内在差异，相近产地的药材在化学成分上具有相

似性。

图４　１５批次莪术药材的聚类分析结果

Ｆｉｇ４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ（ＨＣＡ）

ｆｒｏｍ１５ｂａｔｃｈｅｓｏｆＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ

１６：ＳｉｃｈｕａｎＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ；７１１：ＧｕａｎｇｘｉＲｈｉｚｏｍａ

ｃｕｒｃｕｍａ；１２１５：ＹｕｎｎａｎＲｈｉｚｏｍａｃｕｒｃｕｍａ

３　讨　论

　　本实验采用 ＨＳＧＣ／ＭＳ技术对不同产地莪术

药材主要成分进行鉴别，前处理简单，无需采用有机

试剂，用品用量少，快速准确。同时结合化学模式识

别方法对不同产地莪术药材进行区分，选取１８个色

谱峰作为１５个样品的共有峰，通过ＮＩＳＴ０５库鉴定

１８个色谱峰相对应的化学成分，采用ＰＣＡ有效地

区分了四川、广西和云南的莪术药材，并明确造成不

同省份药材差异的主要化学成分为莰烯、β蒎烯、桉

叶素、ｐｍｅｎｔｈ１ｅｎ８ｏｌ、β榄香烯、８，９去氢９甲酰

基环异长叶烯。其中，桉叶素在四川产莪术中含量

较高，β榄香烯在广西和云南产莪术中含量较高，β
蒎烯在广西莪术中含量较高。因此，β榄香烯及β
蒎烯可作为广西莪术质量控制的标准之一。ＨＣＡ
结果也表明，该方法不仅可以综合地反映相同产地
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莪术药材间的相似关系，而且可以全面地反映不同

产地药材间的差异。

　　由于仪器的灵敏度高、中药材本身含有的成分

众多，ＨＳＧＣ／ＭＳ获得的图谱包含了大量的成分信

息，组成了一个复杂庞大的数据集。为了能够客观

全面地分析图谱，避免数据缺失并取得不同来源样

本的相关性和差异性，结合ＰＣＡ和 ＨＣＡ这２种化

学计量学模式识别方法，既能发现对样品的分类起

主要作用的关键性成分，又能全面地反映不同产地

药材之间的差异。
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