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摘要　目的：建立桑白皮全成分的拆分工艺，并对各拆分组分进行互不交叉性研究与工艺稳定性考察。方法：首先采用水
煎、萃取、醇沉、大孔吸附树脂等技术建立桑白皮化学组分的拆分方法；然后运用 ＨＰＬＣＰＤＡ、ＨＰＬＣＥＬＳＤ色谱法与
ＣｈｅｍＰａｔｔｅｒｎ化学计量学软件相结合，采用主成分分析法与聚类分析法探讨各拆分组分是否有交叉。结果：桑白皮的全成
分拆分为５个组分，将不同检测器的ＨＰＬＣ色谱数据结合化学计量学分析，结果显示各拆分组分互不交叉，该工艺所得１０
批次各拆分组分，通过ＨＰＬＣＰＤＡ特征图谱研究，进行相似度评价，工艺稳定。结论：本研究建立了稳定的桑白皮化学组
分拆分工艺，该工艺稳定、重现性良好，各个拆分组分基本无化学成分交叉。
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　　中药性味理论是中药药性理论的核心，是几千
年来中医临床用药的重要依据，近年来，随着中医药

现代化研究发展，有关中药药性研究也日益增多，本

研究首席科学家匡海学教授提出来“一药Ｘ味Ｙ性
（Ｙ≤Ｘ）。中药性味的物质基础是可拆分性、可组合
性”的中药性味理论研究新假说，遵循这一理论，本

研究以桑白皮为研究对象，采用中药性味可拆分性

的研究模式［１］，结合现代仪器分析技术，对桑白皮化

学组分拆分工艺进行研究，并且应用ＣｈｅｍＰａｔｔｅｒｎ软
件对各拆分组分进行化学计量学分析，探讨各拆分

组分互不交叉性与工艺的稳定性，为进行桑白皮性

味药理评价奠定基础。

１　材料
１１　药材　所用桑白皮购自郑州市中药材市场，由
河南中医学院陈随清教授鉴定为桑科植物桑 Ｍｏｒｕｓ
ａｌｂａＬ的干燥根皮。
１２　设备与试剂　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪，
２９９８ＰＤＡ检测器，Ｗａｔｅｒｓ２４２４ＥＬＳＤ检测器；ＢＩＯ
ＭＡＴＥ３Ｓ型紫外分光光度计（美国热电）；Ｅｍｐｏｗｅｒ
色谱数据工作站；ＣｈｅｍＰａｔｔｅｒｎ化学计量学系统解决
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方案软件（科迈恩科技有限公司）；ＢＴ２５Ｓ型十万分
之一电子天平（赛多利斯）；Ａｒｉｕｍ６１１ＶＦ超级组合
型超纯水器（ＳＡＲＴＯＲＩＵＳ），Ｑ２５０Ａ３粉碎机；流水
式抽气机（上海爱朗仪器有限公司）；ＳＫ２２００Ｈ型超
声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司）；ＤＺＫＷ
４电子恒温水浴锅（北京中兴伟业仪器有限公司）；
ＳＢ１０００型旋转蒸发器（上海爱朗仪器有限公司）；
迪马ＰＬＡＴＩＳＩＬ（ＴＭ）ＯＤＳＣ１８柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）；ＤｉａｉｏｎＨＰ２０大孔吸附树脂（日本三菱公司），
甲醇（美国天地公司，色谱醇）；乙腈（美国天地公

司，色谱醇）；９５％乙醇（北京化工厂，分析纯）；水
（超纯水）。

２　方法与结果
２１　桑白皮各化学组分拆分工艺的研究　桑白皮
水煎液提取方法考察：影响传统中药汤剂质量的主

要因素包括加水量、煎煮次数及煎煮时间等。因此

本研究采用Ｌ９（３
３）正交实验考察上述３因素对桑白

皮水煎煮提取率的影响，确定工艺为：１０倍量水煎
煮３次，每次１ｈ。

桑白皮全成分提取工艺建立：桑白皮１０００ｇ，１０
倍量水煎煮３次，每次１ｈ，纱布过滤，合并滤液，浓
缩干燥得桑白皮水煎液，提取率为１７％。

桑白皮全成分拆分工艺建立：桑白皮水煎液减

压浓缩，加其２倍量的石油醚萃取，上清液浓缩回收
溶剂后真空干燥６ｈ，得石油醚组分（该组分为脂肪
油拆分组分），提取率为３１０％，其余水提液上 Ｄｉ
ａｉｏｎＨＰ２０柱，依次用水、３０％乙醇、５０％乙醇、８０％
乙醇洗脱，得到桑白皮３０％、５０％、８０％乙醇拆分组
分，提取率分别为５８％、０３１％、０２５％，其中，水洗
脱部分经过醇沉得到多糖拆分组分，提取率分别为

４４％。
２２　供试品溶液的制备　精密称取桑白皮２５ｇ，１０
倍量的水提取３次，提取时间为１ｈ，提取液经减压
浓缩、离心、过滤，将所得滤液浓缩至干，加入流动相

超声溶解，定容于５０ｍＬ容量瓶中，经０２２μｍ微孔
滤膜过滤，即得。

２３　桑白皮水煎液色谱条件建立［２５］　色谱柱为迪
马 ＰＬＡＴＩＳＩＬ（ＴＭ）ＯＤＳＣ１８柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）；以流动相甲醇（Ａ）０１％磷酸水（Ｂ）梯度洗
脱，洗脱程序见表１，流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：
２８０ｎｍ。
２４　方法学考察　方法学考察中进行了精密度、稳
定性的研究，结果表明仪器精密度符合要求，标准品

在２４ｈ内稳定，样品处理操作重现性良好，保证了

实验结果的准确、可靠。

表１　桑白皮水煎液ＨＰＬＣ梯度洗脱条件

洗脱时间（ｍｉｎ） 流速（ｍＬ／ｍｉｎ） 甲醇（Ａ） ０１％磷酸水（Ｂ）

０ １０ ０ １００
６０ １０ ５６ ４４
９０ １０ １００ ０
１００ １０ １００ ０

２４１　精密度试验　取同一批桑白皮药材，按
“２２”项制备供试品溶液，按上述色谱条件各拆分组
分分别连续进样６次，以考察仪器重现性。色谱图
导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统，计算保留

时间及峰面积的 ＲＳＤ值。其 ＲＳＤ值均小于３％，表
明色谱系统精密度良好。

２４２　稳定性试验　取同一批桑白皮药材，按
“２２”项制备供试品溶液，分别在０ｈ、４ｈ、８ｈ、１６ｈ、
２４ｈ测定 ＨＰＬＣ色谱图，以考察２４ｈ内的稳定性。
色谱图导入中药色谱指纹图谱相似度评价系统，计

算保留时间及峰面积的 ＲＳＤ值。ＲＳＤ小于３％，表
明样品在２４ｈ内性质稳定。
２５　桑白皮化学拆分组分互不交叉性研究　根据
２１中拆分工艺得到的５个拆分组分，在建立了桑
白皮水煎液 ＨＰＬＣ色谱条件的基础上，本实验对各
拆分组分的互不交叉性进行研究，在桑白皮的５个
拆分组分中脂肪油组分、挥发油组分以及醇沉组分，

因沸点与分子量差异较大，不存在与其他组分交叉，

故本实验采用 ＨＰＬＣＰＤＡ色谱法主要对桑白皮的
３０％乙醇、５０％乙醇以及８０％乙醇洗脱组分进行了
初步互不交叉研究，为下一步深入研究奠定基础。

２５１　桑白皮水煎液 ＨＰＬＣＰＤＡ色谱条件下的结
果　将“２１”项下制备的各拆分组分样品，按确定的
桑白皮水煎液 ＨＰＬＣ色谱条件进行测定，并将各图
谱进行叠加。根据出峰情况，可以看出，各拆分组分

与水煎煮总提物相比基本上未出现成分缺失，基本

实现了全成分拆分。从保留时间上可以观察到：

３０％乙醇洗脱组分集中在０—４５ｍｉｎ，５０％乙醇洗脱
组分集中在３５—６５ｍｉｎ，８０％乙醇洗脱组分集中在
６０ｍｉｎ以后。各拆分组分且峰值较高的成分从保留
时间来看，基本上无重叠，提示个拆分组分成分基本

无交叉，结果见图１。
２５２　采用不同流动相及检测器进一步确认各组
分的互不交叉性　中药成分非常复杂，为了进一步
确认结果的准确与可靠，全面检测各拆分组分化学

成分之间的互不交叉性，最终验证拆分工艺的成功，

本研究首先分别建立了３０％乙醇、５０％乙醇以及
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图１　ＨＰＬＣ叠加图
　　注：Ａ水煎总提物，Ｂ３０％乙醇洗脱组分，Ｃ５０％乙醇洗脱组分，Ｄ８０％乙醇洗脱组分

８０％乙醇洗脱组分的ＨＰＬＣ色谱条件，进而分别采
用三种不同的色谱条件，在 ＨＰＬＣＰＤＡ与 ＨＰＬＣ
ＥＬＳＤ的检测器下，验证各拆分组分的互不交叉
性。

２５２１　桑白皮各拆分组分 ＨＰＬＣ色谱条件的建
立　１）ＨＰＬＣＰＤＡ色谱条件：色谱柱：ＰＬＡＴＩＳＩＬ
（ＴＭ）ＯＤＳＣ１８５μｍ，２５０ｍｍ×４６ｍｍ；流动相梯度
洗脱条件见表２；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：３０℃；检
测波长：２８０ｎｍ。
２）蒸发光检测器（ＥＬＳＤ）：色谱柱：菲罗门 Ｓｙｎ

ｅｒｇｉＦｕｓｉｏｎＲＰ色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，４μｍ）；流
动相梯度洗脱程序见表２；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，；柱温：
３０℃；增益：１０；数据率：１０；漂移管温度：６０℃；气体
压力：４０ｐｓｉ；喷雾器模式为加热，其动力水平为
３６％。

表２　各拆分组分ＨＰＬＣ流动相梯度洗脱程序

流动相 洗脱程序

３０％乙醇组分 甲醇（Ａ）－０４％乙酸水（Ｂ）
０—８０ｍｉｎ（０％～４２％Ａ）
８０—９０ｍｉｎ（４２％～１００％Ａ）
９０—１００ｍｉｎ（１００％Ａ）

５０％乙醇组分 乙腈（Ａ）－０１％磷酸水（Ｂ）

０—６４ｍｉｎ（０％～３２％Ａ）
６４—７０ｍｉｎ（３２％～３３％Ａ）
７０—８０ｍｉｎ（３３％～４０％Ａ）
８０—９０ｍｉｎ（４０％～５０％Ａ）

８０％乙醇组分 甲醇（Ａ）－０２％乙酸水（Ｂ）

０—２０ｍｉｎ（０％～５０％Ａ）
２０—５０ｍｉｎ（５０％～７７％Ａ）
５０—５６ｍｉｎ（７７％～８１５％Ａ）
５６—６５ｍｉｎ（８１５％Ａ）
６５—７０ｍｉｎ（８１５～１００Ａ）
７０—８０ｍｉｎ（１００％Ａ）

２５２２　采用ＨＰＬＣＰＤＡ色谱法对桑白皮各拆分
组分互不交叉性研究　分别以３０％，５０％，８０％乙
醇洗脱组分ＨＰＬＣ色谱条件验证各拆分组分的互不
交叉性（见表 ２）。采用 ３０％乙醇洗脱条件时，
５０％、８０％乙醇洗脱组分在０—６５ｍｉｎ之间基本无
相应的色谱峰出现；在５０％乙醇洗脱条件下分析，

３０％、８０％乙醇洗脱组分在４５—７５ｍｉｎ之间基本无
相应的色谱峰出现；采用 ８０％乙醇洗脱条件时，
３０％、５０％乙醇洗脱组分在３４—６５ｍｉｎ之间基本无
相应的色谱峰出现。结果显示，采用 ＰＤＡ检测器，
在不同的流动相下对３种拆分组分反复比对，结果
显示采用不同的流动相各拆分组分保留时间基本无

交叉，见图２图４。

图２　各拆分组分ＨＰＬＣＰＤＡ色谱图
（３０％乙醇洗脱组分流动相）

　　注：Ａ：桑白皮３０％乙醇洗脱组分；Ｂ：桑白皮５０％乙醇
洗脱组分；Ｃ：桑白皮８０％乙醇洗脱组分

图３　各拆分组分ＨＰＬＣＰＤＡ色谱图
（５０％乙醇洗脱组分流动相）

　　注：Ａ：桑白皮３０％乙醇洗脱组分；Ｂ：桑白皮５０％乙醇
洗脱组分；Ｃ：桑白皮８０％乙醇洗脱组分

２５２３　采用ＨＰＬＣＥＬＳＤ色谱法对桑白皮各拆分
组分互不交叉性研究　同“２５２２”项下分析方
法。对紫外下没有吸收的成分，采用ＨＰＬＣＥＬＳＤ色
谱法进行了互不交叉研究，从ＨＰＬＣＥＬＳＤ色谱图中
可以看到各拆分组分化学成分无明显交叉，见图５
图７。
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图４　各拆分组分ＨＰＬＣＰＤＡ色谱图
（８０％乙醇洗脱组分流动相）

　　注：Ａ：桑白皮３０％乙醇洗脱组分；Ｂ：桑白皮５０％乙醇
洗脱组分；Ｃ：桑白皮８０％乙醇洗脱组分

图５　各拆分组分ＨＰＬＣＥＬＳＤ色谱图
（３０％乙醇洗脱组分流动相）

　　注：Ａ：桑白皮３０％乙醇洗脱组分；Ｂ：桑白皮５０％乙醇
洗脱组分；Ｃ：桑白皮８０％乙醇洗脱组分

图６　各拆分组分ＨＰＬＣＥＬＳＤ色谱图
（５０％乙醇洗脱组分流动相）

　　注：Ａ：桑白皮３０％乙醇洗脱组分；Ｂ：桑白皮５０％乙醇
洗脱组分；Ｃ：桑白皮８０％乙醇洗脱组分

图７　各拆分组分ＨＰＬＣＥＬＳＤ色谱图
（８０％乙醇洗脱组分流动相）

　　注：Ａ：桑白皮３０％乙醇洗脱组分；Ｂ：桑白皮５０％乙醇
洗脱组分；Ｃ：桑白皮８０％乙醇洗脱组分

２６　桑白皮化学拆分工艺稳定性研究　为了确保
桑白皮拆分工艺的稳定性与重现性，本研究对桑白

皮各化学拆分工艺稳定性进行了研究：取桑白皮药

材约５ｋｇ，分为１０批，每批５００ｇ，按照“２１”项下的
拆分方法制备得到１０批次各拆分组分，通过ＨＰＬＣ
ＰＤＡ特征图谱研究，进行相似度评价，从而确定工
艺的稳定性。

相似度评价：按照按“２１”项下得到的１０批各
拆分组分的供试品溶液，根据各自色谱条件进样，所

得特征谱图导入中药色谱指纹图谱相似度评价系

统，相似度０９０以上，说明该拆分工艺稳定，重现性
好，适用于制备各拆分组分。

２７　化学计量学分析　将“２６”项下制备的１０批
样品进行编号：３０％乙醇洗脱组分１１０，５０％乙醇洗
脱组分 １１２０，８０％乙醇洗脱组分 ２１３０。按照
“２５２１”项下条件进行ＨＰＬＣＰＤＡ与ＨＰＬＣＥＬＳＤ
分析，所得数据导入ＣｈｅｍＰａｔｔｅｒｎ软件进行多元统计
分析

２７１　主成分分析　本实验获得的 ３个主成分。
由３Ｄ散点图（见图８，图９），可直观地看出，在两种
检测器下，３个主成分将原始组分分为不同的３类，
聚在空间不同的位置：３０％乙醇洗脱组分位于 ＰＣ１
零点附近，５０％乙醇洗脱组分位于 ＰＣ２正轴附近，
８０％乙醇洗脱组位于ＰＣ３正轴附近。

图８　桑白皮ＨＰＬＣＰＤＡ色谱数据主成分分析结果

图９　桑白皮ＨＰＬＣＥＬＳＤ色谱数据主成分分析结果

图１０　桑白皮各化学拆分组分ＨＰＬＣＰＤＡ聚类分析树状图

２７２　聚类分析　采用欧氏距离法计算样品间相
似度，选用最短距离法进行聚类。根据桑白皮３个
拆分组分的拆分方法，将最佳方案的３０个组分聚为
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３类，见图１０，１１，样本１～１０号为一类、１１～２０号
为一类、２１～３０号为一类。验证了３０％、５０％、８０％
乙醇洗脱组分各聚一类，互不交叉。

图１１　桑白皮各化学拆分组分ＨＰＬＣＥＬＳＤ聚类分析树状图

３　讨论
匡海学教授研究显示，中药性味的物质基础是

可拆分的，而拆分组分的功效对应相应的物质基

础［６］，各拆分组分之间化学成分要求基本上为互不

交叉，才能为后续的中药性味功效的药理实验奠定

基础。中药桑白皮为桑科植物桑 ＭｏｒｕｓａｌｂａＬ的
干燥根皮，主要功效为：泻肺平喘，利水消肿。临床

应用广泛，其化学成分类型主要为黄酮、二苯乙烯、

多糖等［７９］。桑白皮化学拆分组分的工艺建立原则

是对桑白皮全部化学成分进行拆分，并且尽可能的

避免成分的交叉，为后续的药理实验提供基础。

本研究初次构想用聚酰胺色谱柱来富集黄酮类

化合物［１０１１］，但黄酮类化合物与二苯乙烯类化合物

结构相似很难将黄酮类化合物单独富集出来。另

外，根据预实验发现桑白皮水煎液浓缩上聚酰胺树

脂会有死吸附，很多物质用７０％丙酮溶液也难以将
其洗脱下来，这样就达不到全成分拆分的效果，此拆

分方法不适合中药药性拆分研究，故采用水煎煮提

取法结合萃取、醇沉、大孔吸附树脂等技术，将桑白

皮水煎液拆分为成分之间互不交叉的以下５个组
分：脂肪油组分、醇沉组分、３０％乙醇洗脱组分、５０％
乙醇洗脱组分、８０％乙醇洗脱组分。脂肪油组分通
过ＧＣＭＳ分析桑白皮脂肪油成分分离检测出３８个
组分，含量最为丰富的物质为角鲨烷，占５０４０％，
其次 为 α香 树 脂 素 （１０８６％）、亚 油 酸 甲 酯
（９３３％）、β香树脂素 （４８４％）、棕榈酸甲酯
（３０８％）、油酸甲酯（１７６％）等［１２］。

本研究采用ＰＤＡ与 ＥＬＳＤ两种检测器、不同洗
脱条件来验证桑白皮化学组分拆分的互不交叉性，

用 ＣｈｅｍＰａｔｔｅｒｎ软件将所得 ＨＰＬＣＰＤＡ及 ＨＰＬＣ
ＥＬＳＤ数据进行处理，对１０个批次的桑白皮３０％乙

醇洗脱组分，５０％乙醇洗脱组分、以及８０％乙醇洗
脱组分进行了化学计量学分析［１３］，通过聚类分析与

主成分分析确认３０％、５０％、８０％乙醇洗脱组分各
聚一类，进一步验证了桑白皮化学拆分组分的互不

交叉。

综上所述，本研究建立了桑白皮化学成分拆分

工艺以及各拆分部位 ＨＰＬＣ色谱条件，确定了桑白
皮各拆分组分的互不交叉性，为后期的各拆分组分

的药理学评价奠定了基础。
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［１３］李钦，候新文，田润涛，等．用于复杂体系及仪器大数据分析的

化学计量学软件ＣｈｅｍＰａｔｔｅｒｎ的研制与应用［Ｊ］．计算机与应用

化学，２０１４，３１（３）：２６８２７４．

（２０１５－１２－０９收稿　责任编辑：洪志强）
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