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基于红外光谱的鲜地黄)生地黄和熟地黄成分差异分析

田家屹!马
!

芳!韩玲玉"

清华大学药学院中药研究院&北京
!

EBBBFA

摘
!

要
!

运用傅里叶变换衰减全反射红外光谱!

:,[@N,T[

"对鲜地黄水提物%生地黄水煎液和熟地黄水煎

液的整体成分进行差异分析&并运用离子色谱法对差异成分进行定量分析&研究鲜地黄与其炮制品的整体

成分及变化规律)

:,[@N,T[

中&三种地黄在糖区有差异&其中鲜地黄糖区特征峰在
EEAB

&

EBAH

和
EBBB

#*

dE

&生地黄糖区特征峰为
EEAB

和
EBA=#*

dE

&熟地黄糖区特征峰为
EEA8

和
EB8D#*

dE

&且三种地黄峰

形状不同)二阶导数红外光谱!

6bT[

"进一步发现&地黄炮制过程中糖类成分在
E8BB

!

GBB#*

dE之间的特征

峰变化最为显著)三种地黄提取液的特征峰位置相近&但相对峰强度不同&且随着炮制过程呈规律性变化)

可以推测出在鲜地黄炮制过程中&鲜地黄中多糖发生水解&变成熟地黄中的寡糖或者单糖)应用离子色谱法

对
F

种单糖和寡糖进行定量分析&所建立方法线性关系良好!

!

8

#

BCDDDB

")定量结果显示&葡萄糖%蜜二

糖%半乳糖%甘露糖%甘露三糖%水苏糖和毛蕊花糖苷在鲜地黄%生地黄和熟地黄样品中差异显著!

"

$

BCB=

")水苏糖在鲜地黄中含量最高&其余
G

种糖类成分均在炮制过程中呈递增趋势&推测水苏糖在地黄的

炮制过程中参与多渠道的水解过程)该研究使用红外光谱分析探究了鲜地黄及其炮制品中整体化学成分的

变化&为鲜地黄的实验室研究和临床应用提供数据支持)同时为鲜药的质量控制提供参考&并为中药炮制的

研究提供新思路)
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鲜地黄是指玄参科地黄!

!#$%&''(&

)

*+,('-+.?1&4)#-

"

的新鲜块根&归心%肝%肾经&有清热生津%凉血%止血之

功'

E

(

)鲜地黄烘焙成生地黄&归心%肝%肾经&具清热凉血%

养阴生津之功)生地黄经蒸制或酒炖炮制为熟地黄&归肝%

肾经&具有补血滋阴&益精填髓之功)鲜地黄%生地黄和熟

地黄性味功效有所不同&其差异的物质基础尚不明确)研究

表明'

8

(

&地黄主要含环烯醚萜%紫罗兰酮%苯乙醇苷%三萜%

黄酮%糖类%木脂素%酚酸%氨基酸%挥发油及无机元素等)

有研究发现'

;

(

&鲜地黄加工成生地黄和熟地黄后&活性成分

梓醇和毛蕊花糖苷的含量明显下降)另有研究发现'

A@=

(生地

黄寡糖中水苏糖所占比例最高&加工炮制过程中&水苏糖含

量大幅度的下降与糖类的水解有关)中药是化学成分极复杂

的混合物体系&仅一种或若干种活性成分往往不能准确反映

中药的整体疗效)虽然有
K<?9

法建立鲜地黄指纹图谱'

G@H

(

等研究&但经过提取后往往不能真实全面地表征中药的化学

组成)中药材及其制剂的整体分析和质量控制是必然的发展

趋势)红外光谱作为一种全息指纹图谱&能够反映出其中所

有成分的综合信息&具有特征性强%取样量小%简单%快速%

无损无污染等特点&在中药成分整体分析方面发挥着不可替

代的作用'

F@D

(

)

李雯霞等'

EB

(使用压片法对鲜地黄及其炮制品进行了红

外光谱的分析&证明了红外光谱法在鲜地黄%生地黄和熟地

黄差异成分分析应用的可行性)但对鲜地黄进行切片
FBh

减压干燥
8A-

的处理方法与实际应用不符)张波泳等'

H

(直

接将鲜地黄冷冻干燥后打粉&冻干粉与生地黄粉末使用

:,[

和压片法进行红外光谱比较&发现均有一定差异!相关

性
%

BCD=

")课题组前期研究发现&鲜地黄直接打碎后的糊

状样品及鲜地黄汁与生地黄和熟地黄粉末%煎煮液及冷浸液

比较差异更为明显!相关性均
$

BCDB

")古籍中记载'

EE@E;

(

&鲜



地黄多切片煎煮或绞汁入药)本研究前期也对加水超声提取

法进行了考察&发现超声提取的过程中鲜地黄样品发生褐变

影响后续试验)现代研究有采用压榨法'

EA

(对鲜地黄进行提

取&但鲜地黄在保存过程中存在失水问题&压榨法重复性

差&难以进行定量研究)为了更好的保证鲜地黄的.鲜/&本

研究采用鲜地黄冷冻粉碎的水提物代替鲜地黄汁进行检测)

研究傅里叶变换衰减全反射红外光谱仪!
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"&并运用红外光谱法测定鲜%生和熟地黄

临床应用形式的整体成分差异)并运用离子色谱法对差异成

分中的单糖和寡糖进行定量分析&研究鲜地黄及其炮制品的

整体成分差异&为鲜地黄的研究和应用提供数据支持)

E

!

实验部分

4%4

!

试剂与仪器

于河南省焦作市武陟县北郭乡南古村收集同批次鲜地黄

及生地黄&经中药世家传承人皇甫齐伟药师鉴定为玄参科地

黄)

b@

甘露糖!批号#

W[@EFB=BEE

"&甘露三糖!批号#

W[@

EFB8BBE

"&水苏糖!批号#

W[@8EED;

"&果糖!批号#

W[@

8EFDG

"&无水葡萄糖!批号#

W[@8EFF8

"&半乳糖!批号#

W[@

8EFD;

"&均购自宝鸡市翊瑞生物科技有限公司&蜜二糖!批

号#

6EEEA=

"购自上海源叶生物科技有限公司&毛蕊花糖苷

!批号#

K:EAEAAA8DF

"购自晨光生物科技集团股份有限公

司&纯度均
%

DFJ

)黄酒为会稽山绍兴香雪酒&乙醇!上海泰

坦化学有限公司"为分析纯&超纯水由
U(2<'0(>1&&1@\

超纯

水系统制备)
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高速离心机!
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混合冷冻混

合球磨仪!
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红外

光谱仪!

<(0M12]&*(0

"&

#M.EEBB

温控仪!北京市朝阳自动化

仪表厂"&

6#1(2/151#b142(̀T96@=BBBg

离子色谱仪!

,-(0*4

"&

U(2<'0(

超纯水系统!

,-(0*4

"&

\1&2"(1(0G

涡旋振荡器!
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电子天平!
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方法

EC8CE

!

样品制备

取鲜地黄
=

株&清除表面泥土&切块&采用榨汁机将其

打碎成糊状&置入液氮中速冻成块状&液氮环境下冷冻研磨

;B)

磨至细粉&

dFBh

冷冻保存&备用&准确称取每株鲜地

黄的冷冻研磨粉末
EB

3

&分别加入
EBB*?

超纯水涡旋
EB

*12

&离心
D=BB0

,

*12

dE

&

EB*12

&取上清液&作为鲜地黄

供试品水溶液)

生地黄分别取
=

株按
8B8B

版0中国药典1规范切制饮片&

备用)熟地黄参照北京市
8BBF

版药物炮制规范对生地黄进

行炮制&备用)分别准确称取每株生地黄及熟地黄饮片各
EB

3

置于圆底烧瓶中&加入
EBB*?

的超纯水浸泡
;B*12

)

EBB

h

下水浴锅加热回流提取
GB*12

&取出液体&再次加入
FB*?

超纯水加热回流
;B*12

&倒出液体&合并两次提取液&纱布过

滤&浓缩&超纯水定容至
EBB*?

&静置放冷&离心
D=BB0

,

*12

dE

&

EB*12

&分别取上清液&作为生地黄%熟地黄供试品水

溶液)

EC8C8

!

:,[@N,T[

光谱采集

分别取上述鲜地黄%生地黄和熟地黄供试品水溶液
8

"

?

滴于
:,[@N,T[

的金刚石表面&静置
8B*12

待样品挥干且

红外图谱稳定后&在
ABBB

!

ABB#*

dE范围内采集红外光谱&

分辨率
A#*

dE

&扫描次数
EG

次&扫描实时扣除
97

8

和
K

8

7

干扰)

用
6

+

(#/0'*

软件!

<(0M12]&*(0

"对原始
:,[@N,T[

红

外光谱进行
:,[

矫正&读取峰位置&计算相关系数值)采用

E;

点平滑获得到二阶导数红外图谱)

EC8C;

!

离子色谱测定地黄糖类成分含量

色谱柱#

b142(̀ 9!0"4

+

!#<:8B%&4?9;iE=B**:2!@

&

Z

/1#!&

&保护柱#

b142(̀ 9!0"4

+

!#<:8B%&4?9;i;B**

U'!0$

&进样量#

EB

"

?

&流速#

BCA*?

,

*12

dE

&淋洗液#

:

#

K

8

7

&

%

#

BC=*4&

,

?

dE氢氧化钠&

9

#醋酸钠
8BB**4&

,

?

dE

&检测器温度#

;Bh

&柱温#

;Bh

&积分安培检测器&标

准四点位&

:'

工作电极&梯度洗脱程序见表
E

&其中
ABCE

!

AH*12

为色谱柱清洗并重新平衡的过程)

表
4

!

梯度洗脱程序

6'73,4

!

U/'A#,).,38.#0)

+

/0-,A8/,*

,1*(

*

*12 B E= 8= ;B ;BCE ;= ;=CE AB ABCE AH

:

*

J DH DH B B AB AB B B DH DH

%
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J ; ; EBB EBB =B =B EBB EBB ; ;

9
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称取适量对照品&加超纯水配置成#甘露糖
BCB8*

3

,

*?

dE

&甘露三糖
BCB8*

3

,

*?

dE

&水苏糖
BC8*

3

,

*?

dE

&

果糖
BC8*

3

,

*?

dE

&葡萄糖
BCB8*

3

,

*?

dE

&半乳糖
BCB8

*

3

,

*?

dE

&蜜二糖
BCB8*

3

,

*?

dE和毛蕊花糖苷
BC8*

3

,

*?

dE的混标母液&稀释至
BC=

&

BC8

&

BCE

&

BCB=

&

BCB8

&

BCBE

倍&

Ah

保存&备用)

分别取鲜地黄%生地黄及熟地黄供试品水溶液
FB*?

&

加
8B*?

乙醇&

Ah

冷藏静置
E8-

)离心
D=BB0

&

EB*12

&离

心两次&取上清液&稀释
EBB

倍&作为鲜地黄%生地黄和熟

地黄供试品溶液)

分别精密移取供试品溶液及不同浓度对照品各
EB

"

?

注

入离子色谱&按上述方法进行测定&并计算甘露糖&甘露三

糖&水苏糖&果糖&葡萄糖&半乳糖&蜜二糖&毛蕊花糖苷的

含量)

8

!

结果与讨论

D%4

!

鲜地黄及其炮制品提取物的红外光谱分析

分别计算鲜地黄%生地黄和熟地黄提取液的
:,[

平均

红外光谱&结果如图
E

所示)表
8

为三种地黄提取液
:,[

红

外光谱特征峰位置)与鲜地黄提取液全波段红外光谱相比&

生地黄提取液有
EH

个对应的特征峰&其中有
A

个特征峰位

置相同&相关系数为
BCDHDH

$熟地黄提取液有
EG

个对应的

特征峰&没有相同特征峰位置&相关系数为
BCD=A;

)

AB8;

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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图
4

!

鲜地黄&

!

')生地黄&

"

'和熟地黄&

#

'提取液的
K6&

红外光谱

"#

$

%4

!

K6&>"6S&*

+

,-./'01.2,1/,*2&&

!

!

"&

-/8A,&&

!

"

"

')A

+

/0-,**,A&&

!

#

"

,P./'-.*'(

+
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地黄炮制过程也是糖类分别变化的过程&选取地黄中常

见的
F

种糖类成分#水苏糖%半乳糖%甘露三糖%果糖%葡萄

糖%毛蕊花糖苷%蜜二糖和甘露糖)图
8

中列出了这
F

种糖

类标准品的
:,[

红外光谱图)结合图
E

和图
8

分析&鲜地黄

样品的
:,[

图谱中&

;;AB#*

dE为羟基
7

-

K

的伸缩振动

吸收峰&随着地黄的炮制&生地黄的出峰位置在
;;8G#*

dE

&

熟地黄的出峰位置在
;;BH#*

dE

&特征峰波数逐渐减少&说

明随着地黄的炮制&样品含水量逐渐降低&另一方面糖类成

分也在转化为糖苷类$鲜地黄中
8D8G#*

dE为亚甲基
9

-

K

的伸缩振动吸收峰&与甘露三糖特征峰位置相同&生地黄与

熟地黄中
8D8F#*

dE与甘露糖峰位置一致$

EG==

和
E=DG

#*

dE为
7

-

K

弯曲振动吸收峰%芳香环骨架振动吸收峰及共

轭羰基的伸缩振动吸收峰&归属于样品中的水及蛋白类成

分$鲜地黄
E8;G#*

dE为
9

-

K

的变形振动吸

图
D

!

糖类标准品的
K6&

红外光谱

/

#水苏糖$

#

#半乳糖$

0

#甘露三糖$

)

#果糖$

$

#葡萄糖$

(

#毛蕊花糖苷$

1

#蜜二糖$

2

#甘露糖

"#

$

%D

!
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+
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/
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收峰&明显区别于生地黄与熟地黄中特征峰位置
E8=H

#*

dE

$

EEBB

!

HBB#*

dE主要是
9

-

7

伸缩振动的吸收峰&其

主要归属于糖类成分)其中鲜地黄提取液和生地黄提取液最

高吸收峰位置在
EBAD#*

dE

&而熟地黄提取液最高峰位置为

EB8D#*

dE

&进一步说明地黄炮制过程中糖类发生转化)

D%D

!

鲜地黄及其炮制品提取物的二阶导数红外光谱分析

计算不同地黄提取液样品与糖类标准品的二阶导数图

谱&可以提高谱图分辨率&增强谱图特征性&分辨红外光谱

中重叠的吸收峰)图
;

为不同地黄样品在
E8BB

!

GBB#*

dE

范围内的二阶导数红外光谱!

)(#42$$(01̂!/1̂(T[

&

6bT[

"&

此区域主要为地黄提取液中端碳基
9

-

K

的弯曲振动%糖环

呼吸振动和
9

-

7

伸缩振动)如图
;

所示&三种地黄提取液

的特征峰位置相似&但是相对峰强度不同&且随着炮制过程

呈规律性变化)鲜地黄中峰
EE=D

和
EEAE#*

dE随着炮制过

程峰强度逐渐减弱&熟地黄峰位移至
EEAF#*

dE

)鲜地黄中

峰
EBA=#*

dE峰强度逐渐降低&在生地黄中出现新的特征峰

EBAG#*

dE

&逐渐蓝移到熟地黄中的
EB=A#*

dE

)同时&峰

EB8F#*

dE逐渐增强&

DDH#*

dE强度逐渐减弱&并红移到
DFD

图
!

!

鲜地黄&

![

')生地黄&

"[

'和熟地黄&

#[

'提取液的二阶导数红外光谱

"#

$

%!

!

K6&>CIS&*

+

,-./'01.2,1/,*2&&

!

![

"&

-/8A,&&

!

"[
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"

,P./'-.*'(

+

3,*

图
;

!

糖类标准品的二阶导数红外光谱

/j

#水苏糖$

#3

#半乳糖$

0

3

#甘露三糖$

)

3

#果糖$

$3

#葡萄糖$

(3

#毛蕊花糖苷$

1

3

#蜜二糖$

2j

#甘露糖
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#*

dE附近)

DG;#*

dE峰强度逐渐增强伴随着
FBB#*

dE峰逐

渐减弱)鲜地黄中峰
HFD#*

dE也随着炮制过程逐渐蓝移到

HHG#*

dE附近)图
A

为
F

种糖类标准品在
E8BB

!

GBB#*

dE

范围内的
6bT[

)结合图
A

中多种糖类标准品的特征峰位置&

可以推测出从鲜地黄炮制到生地黄&最终到熟地黄的过程

中&主要是糖类成分组成发生变化)鲜地黄中多糖发生水

解&生成熟地黄中的寡糖或者单糖)

图
B

!

糖类标准品混合溶液的离子色谱

"#

$

%B

!

S0)@2/0('.0

$

/'

+

2

L

01*'--2'/#A,*(#P,A*.')A'/A

图
E

!

鲜地黄&

'

')生地黄&

7

'和熟地黄&

-

'提取液的离子色谱

"#

$

%E

!

S0)@2/0('.0

$

/'

+

2

L

01.2,1/,*2&&

!

'

"&

-/8A,&&

!

7

"

')A

+

/0-,**,A&&

!

-

"

,P./'-.*

D%!

!

鲜地黄及其炮制品提取物离子色谱糖类含量测定

8C;CE

!

线性关系考察

如表
8

所示&

F

种单糖%寡糖及衍生物的线性范围均
!

8

#

BCDDDB

&表明在各自线性范围内线性关系良好)

8C;C8

!

离子色谱测定结果分析

离子色谱法测定
F

种单糖%寡糖及衍生物结果表见图
H

)

F

种成分除果糖以外&其他均有统计学差异!

"

$

BCB=

")归纳

总结后发现#水苏糖含量在鲜地黄%生地黄和熟地黄水提物

中依次降低&而除水苏糖和果糖外的其他六种糖均是鲜地黄

水提物中含量最低)其中&熟地黄水煎液中甘露三糖%毛蕊

花糖苷%葡萄糖和蜜二糖含量显著高于生地黄和鲜地黄&提

示它们可能是地黄糖类成分在炮制过程中受热分解的终

产物)

表
D

!

J

种单糖)寡糖成分的线性关系考察

6'73,D

!

M#),'//,

$

/,**#0),

\

8'.#0)*01J]#)A*01

(0)0*'--2'/#A,*')A03#

$

0*'--2'/#A,*

样品 回归方程
!

8

线性范围*

!

"

3

,

*?

dE

"

葡萄糖
4

f8CD;;H5gBCEFBF BCDDD8 BC8

!

8B

蜜二糖
4

fECDF;E5gBCEBBD BCDDD8 BC8

!

8B

果糖
4

fBCFFHB5gBCHF8F BCDDDB 8

!

8BB

半乳糖
4

f8CD;;H5gBCEFBF BCDDD8 BC8

!

8B

甘露糖
4

f8CHFGD5gBC8EHF BCDDD; BC8

!

8B

甘露三糖
4

f8CEG885gBCBH8A BCDDD= BC8

!

8B

水苏糖
4

fEC;B;E5gBCEAB= BCDDDE 8

!

8BB

毛蕊花糖苷
4

fBCDDDB5g8CBDAA BCDDDB 8

!

8BB

HB8;
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图
F

!

J

种单糖)寡糖及衍生物在鲜地黄)生地黄和

熟地黄水提物中含量结果图&
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生地黄%熟地黄
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#
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R'(

'

=

(等研究认为鲜地黄炮制过程中水苏糖水解有棉子

糖途径和甘露三糖途径&其中棉子糖会继续水解成蜜二糖&

甘露三糖和蜜二糖水解产生半乳糖)其认为甘露糖是多糖水

解产物&果糖减少与美拉德反应有关)本研究发现&生地黄

水苏糖比鲜地黄减少约三分之一&表明大量的水苏糖同时参

与多渠道的水解是鲜地黄在炮制过程中产生的最显著变化)

熟地黄的半乳糖平均值略低于生地黄&表明半乳糖可能在生

地黄酒制过程中参与其他反应)而毛蕊花糖苷随炮制增加与

之前研究结论不同&需进一步考证)

;

!

结
!

论

!!

采用
:,[@N,T[

法对鲜地黄水提物%生地黄和熟地黄

水煎液进行了整体成分分析&确定糖类为鲜地黄与炮制品最

主要的差异成分)进一步&应用离子色谱法对
F

种单糖及寡

糖进行定量分析&证实鲜地黄及其炮制品中糖类成分的差

异)研究为鲜地黄的应用和质量控制提供参考)
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田家屹等#基于红外光谱的鲜地黄%生地黄和熟地黄成分差异分析


