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摘要： 目的　 考察淡附片炮制前后色泽及水煎液中化学成分的变化。 方法　 采用分光测色计采集炮制前后颜色参数，
建立判别模型， ＨＰＬＣ 法建立炮制前后水煎液指纹图谱， 分析相关成分变化。 结果　 淡附片炮制前后 Ｌ∗、 ａ∗、 ｂ∗有

显著差异。 ＨＰＬＣ 指纹图谱中指认出苯甲酰新乌头碱、 苯甲酰乌头原碱、 苯甲酰次乌头碱、 新乌头碱、 乌头碱、 次乌

头碱、 甘草苷， 炮制前后均有 ２５ 个共有峰。 与炮制前比较， 炮制后保留了 ２１ 种成分， 产生了 ４ 种新成分 （有 １ 种是

甘草苷）， 减少了 １ 种成分。 结论　 淡附片炮制前后色泽及水煎液中化学成分均有明显差异， 可为该药材质量控制提

供参考。
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　 　 附子为毛茛科植物乌头 Ａｃｏｎｉｔｕｍ ｃａｒｍｉｃｈａｅｌｉｉ Ｄｅｂｘ􀆰 的子

根的加工品， 其性味辛、 甘、 大热， 功效回阳救逆、 补火

助阳、 散寒止痛等［１］ ， 主要含有生物碱、 黄酮、 多糖［２⁃４］

等成分， 具有抗心律失常、 提高免疫、 抗炎、 镇痛［５⁃７］ 等药

理活性。 目前， 对附子成分的研究主要集中在生物碱， 而

且大多对药材或相关饮片用有机溶剂超声提取后进行分析，
鲜有涉及其水溶性物质。 一般来说， 传统中药都是以水煎

煮制成汤剂后入药， 故为了保证临床用药安全有效， 本实

验对淡附片炮制前后水煎液化学成分进行分析， 同时对其

颜色进行客观量化研究， 以期为该药材质量控制提供参考。
１　 材料

高效液相色谱仪， 配置 ＰＤＡ 检测器、 Ｅｍｐｏｗｅｒ 工作站

（型号 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５， 美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； 分光测色计 （型
号 ＣＭ⁃５， 日本柯尼卡美能达公司）； 电子分析天平 （型号

ＡＧ２８５， 瑞士梅特勒⁃托利多公司）； 高速离心机 （型号

Ｈ１６５０⁃Ｗ， 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）； 超声波清

洗器 （型号 ＫＱ⁃５００Ｅ， 昆山市超声仪器有限公司）。
苯甲酰新乌头碱 （批号 １１１７９５⁃２０１６０４）、 苯甲酰乌头

原碱 （批号 １１１７９４⁃２０１７０５）、 苯甲酰次乌头碱 （批号

１１１７９６⁃２０１７０５）、 乌头碱 （批号 １１０７２０⁃２０１１１１） 对照品均

购于 中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院； 新 乌 头 碱 （ 批 号

１９０２２２０２）、 甘草苷 （批号 Ｙ１２Ａ８Ｈ４１７０３）、 次乌头碱 （批
号 １９０５０９０２） 对照品均购于上海源叶生物科技有限公司，
纯度均≥９８％ 。 甲醇、 乙腈为色谱纯 （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；
其他试剂均为分析纯； 水为纯净水 （娃哈哈集团有限

公司）。

生附子共 １０ 批，由四川江油中坝附子科技发展有限公

司提供（产地云南、四川，编号 ＢＥＦＯＲＥ⁃０１～ＢＥＦＯＲＥ⁃１０）；甘
草饮片购于南京先声药店；黑豆（批号 ９９４２０２２２４）购于苏果

超市有限公司， 经南京中医药大学中药资源鉴定专家陈建

伟教授鉴定为正品， 均符合 ２０２０ 年版 《中国药典》 要求。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 炮制品制备　 参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 附子项下

“淡附片” 炮制方法， 编号 ＡＦＴＥＲ⁃０１～ＡＦＴＥＲ⁃１０。
２􀆰 ２　 炮制前后色泽量化研究

２􀆰 ２􀆰 １　 色泽测定　 采用分光测色计对炮制前后色泽进行客

观综合评价， 每批样品取 ３ 份， 每份测定 ３ 次， 取平均值，
采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行数据分析， 并建立鉴别模型。 选

择颜色参数 Ｌ∗， ａ∗， ｂ∗ 进行考察， 分别代表亮度、 红绿

色度值、 黄蓝色度值［８］ ， Ｌ∗ 越大， 明度越大， 越感到白；
ａ∗越大， 颜色越偏红； ｂ∗越大， 颜色越偏黄。
２􀆰 ２􀆰 ２　 测定条件　 光源 Ｄ６５； 照明系统 ＳＣＥ； 口径 ８ ｍｍ；
区域 ３０ ｍｍ； 检测波长 ３６０～７４０ ｎｍ； 标准观察角度 １０°。
２􀆰 ２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １　 精密度试验 　 取同一批样品， 在 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项条

件下测定 ６ 次， 测得 Ｌ∗、 ａ∗、 ｂ∗ ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ３９％ ， 表

明仪器精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２　 稳定性试验　 取同一批样品， 采用连续开机及每

次测量后均关机的方法， 于 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项条件下测定， 测得 Ｌ∗， ａ∗， ｂ∗ ＲＳＤ 均小于

１􀆰 ２４％ ， 表明样品在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ３　 外界光亮强度对色泽测定稳定性的影响　 取同一
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批样品， 同一天内在 ６： ００、 ９： ００、 １２： ００、 １５： ００、
１８： ００、 ２１： ００ 在 “ ２􀆰 ２􀆰 ２” 项条件下测定， 测得 Ｌ∗、
ａ∗、 ｂ∗ ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ２１％ ， 表明不同外界光亮强度对测

定结果影响不大， 方法稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４　 色泽值参考范围建立　 采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件对炮制

前后颜色数据进行分析， 通过探索性分析进行多元正态性

检验， 以 Ｐ＞０􀆰 ０５ 为符合正态分布的检验标准， 发现数据

不满足多元正态分布， 故参考值范围选择百分位数法， 以

中位数为标准色值， 建立标准色差值 ΔＥ， 计算公式为ΔＥ＝
［ （ΔＬ∗） ２＋ （Δａ∗） ２＋ （Δｂ∗） ２］ １ ／ ２， 其中 ΔＬ∗、 Δａ∗、 Δｂ∗

是各颜色参数最大值与中位数的差值。
采用描述性统计分析中的频数统计法， 计算颜色参数

Ｐ５、 Ｐ９５ 百分数指标， 得到两者双侧 ９０％ 区间的色值范围，
结果见表 １。 由此可知， 在 ９０％ 色泽值范围内 Ｌ∗、 ａ∗、 ｂ∗

均存在差异表明炮制前后色泽存在很大差异。
表 １　 炮制前后颜色标准范围

指标 参数 炮制前 炮制后

９０％ 参考范围 Ｌ∗ ７１􀆰 ３７～７３􀆰 １６ ５６􀆰 ００～６２􀆰 ６２

ａ∗ １􀆰 ９３～２􀆰 １４ ２􀆰 ２７～４􀆰 ０９

ｂ∗ １１􀆰 ０１～１１􀆰 ６９ １１􀆰 ３５～１５􀆰 １０

中位数 ７２􀆰 ５５，２􀆰 ００，１１􀆰 ２４ ６０􀆰 ９５，２􀆰 ４５，１２􀆰 ３９

标准色差 ΔＥ ０􀆰 ７７ ３􀆰 ５８

２􀆰 ２􀆰 ５　 多组比较秩和检验　 为了验证所建立的颜色范围的

合理性， 采用非参数检验项下独立样本检验对炮制前后颜

色数据进行统计分析。 结果， 秩和检验、 中位数检验中

Ｌ∗、 ａ∗、 ｂ∗的 Ｐ 值均小于 ０􀆰 ００１， 故拒绝 Ｈ０， 接受 Ｈ１，
可对炮制前后颜色变化进行客观比较。
２􀆰 ２􀆰 ６　 秩相关　 由于炮制前后原始颜色数据不满足正态分

布， 故采用秩相关分析。 结果， Ｌ∗、 ａ∗、 ｂ∗ Ｓｐｅａｒｍａｎ 相

关系数分别为－０􀆰 １１４、 －０􀆰 ２１２、 －０􀆰 ３１８， 双侧 Ｐ 值分别为

０􀆰 ５５０、 ０􀆰 ２６１、 ０􀆰 ０８７， 故接受 Ｈ０。 可认为炮制前后三者之

间无相关性， 即色值有明显差异。
２􀆰 ２􀆰 ７　 判别分析 　 将采集到的数据进行分类， 其中 １ 类

（Ｙ１） 炮制前，２ 类（Ｙ２）为炮制后，采用判别分析建立以颜色

数据来表征的 Ｆｉｓｈｅｒ 线性判别函数，分别为 Ｙ１ ＝ １５６􀆰 ９９３Ｌ∗ ＋

６１６􀆰 ４２０ａ∗ － １１９􀆰 ３０７ｂ∗ － ５ ６３１􀆰 ０１８、 Ｙ２ ＝ １３３􀆰 ８３２Ｌ∗ ＋

５２１􀆰 ３８１ａ∗－９６􀆰 ５８３ｂ∗－４ １４１􀆰 ００５， 将炮制前后样品的颜色

参数代入上述判别函数中计算 Ｙ１、 Ｙ２， 如果前者数值较

大， 则为炮制前样品； 如果后前者数值较大， 则为炮制后

样品， 结果见表 ２。 由此可知， 炮制前后判别函数正确率

均为 １００％ ， 即该模型可对交叉验证中所有案例进行正确分

类， 准确率良好。
２􀆰 ３　 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立

２􀆰 ３􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＴＣ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （ ４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０
ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 ０４ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵 （Ｂ），
梯度洗脱 （０ ～ ６ ｍｉｎ， ５ ～ １３％ Ａ； ６ ～ １０ ｍｉｎ， １３ ～ １６％ Ａ；
１０ ～ ２４ ｍｉｎ， １６ ～ １８％ Ａ； ２４ ～ ２５ ｍｉｎ， １８ ～ ２３％ Ａ； ２５ ～

　 　 　 　 　 表 ２　 判别分析结果

分组 函数 类别
预测值

１ ２
总计

原始验证 计数 １ ３０ ０ ３０
２ ０ ３０ ３０

判别率 ／ ％ １ １００ ０ １００
２ ０ １００ １００

交叉验证 计数 １ ３０ ０ ３０
２ ０ ３０ ３０

判别率 ／ ％ １ １００ ０ １００
２ ０ １００ １００

４４ ｍｉｎ， ２３％ Ａ； ４４～５４ ｍｉｎ， ２３～ ３２％ Ａ； ５４～ ７６ ｍｉｎ， ３２～
５０％ Ａ； ７６ ～ ８２ ｍｉｎ， ５０ ～ ８３％ Ａ； ８２ ～ ８５ ｍｉｎ， ８３ ～ １００％
Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２３５ ｎｍ；
进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取苯甲酰新乌头碱、 苯甲

酰乌头原碱、 苯甲酰次乌头碱、 新乌头碱、 乌头碱、 次乌

头碱、 甘草苷对照品适量， 制成质量浓度分别为 ６０􀆰 ９２、
９􀆰 ９０、 ９􀆰 ９２、 ５􀆰 ７９、 ４􀆰 ９１、 ４􀆰 ５２、 ２４􀆰 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 溶 液，
即得。
２􀆰 ３􀆰 ３　 供试品溶液制备 　 取本品约 ５ ｇ， 精密称定， 放入

砂锅中， 加 ５０ ｍＬ 水煎煮 ３０ ｍｉｎ， 滤过， 蒸干滤液， 残渣

中加入 ３ ｍＬ 氨试液， 精密加入 ５０ ｍＬ 异丙醇⁃乙酸乙酯

（１ ∶ １） 混合溶液， 称定锥形瓶质量， 超声 （功率 ３００ Ｗ，
频率 ４０ ｋＨｚ， 水温 ２５ ℃以下） 处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， 上述混

合溶液补足减失的质量， 摇匀， 滤过， 精密量取 ２５ ｍＬ 滤

液， 减压回收溶剂至干 （温度低于 ４０ ℃）， 将残留物溶于

３ ｍＬ 上述混合溶液中， 滤过， 取滤液， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 １　 空白实验 　 精密吸取异丙醇⁃二氯甲烷 （１ ∶ １）
混合溶液 １０ μＬ， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 发

现溶液对测定结果无干扰。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验　 精密称取炮制前后样品 （ＢＥＦＯＲＥ⁃
０１、 ＡＦＴＥＲ⁃０１） 适量， 按 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试品

溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下各进样测定 ６ 次， 以苯甲

酰新乌头碱为参照， 测得炮制前后各共有峰相对保留时间、
相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ６１％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验　 精密称取炮制前后样品 （ＢＥＦＯＲＥ⁃
０１、 ＡＦＴＥＲ⁃０１） 各 ６ 份， 按 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试

品溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 以苯甲酰

新乌头碱为参照， 测得炮制前后各共有峰相对保留时间、
相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ３４％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验　 精密称取炮制前后样品 （ＢＥＦＯＲＥ⁃
０１、 ＡＦＴＥＲ⁃０１） 适量， 按 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试品

溶液， 于 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 以苯甲酰新乌头碱为参照， 测得炮制前后

各共有峰相对保留时间、 相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ５８％ ，
表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 图谱生成及相似度评价　 取炮制前后样品各 １０ 批，
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按 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 １” 项色

谱条件下进样测定， 将其色谱图导入 “中药色谱指纹图谱

相似度评价软件” （２０１２ 版）， 作为参照图谱， 采用平均数

法、 多点校正、 色谱峰匹配， 见图 １ ～ ３， 再进行相似度分

析， 结果见表 ３。 由此可知， 炮制前后 １０ 批样品指纹图谱

相似度均分别大于 ０􀆰 ９０、 ０􀆰 ９５， 表明同一批样品色谱峰基

本相似。

图 １　 炮制前后共有模式图和对照品溶液 ＨＰＬＣ 色谱图

图 ２　 炮制前 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

图 ３　 炮制后 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

另外， 炮制前后 ＨＰＬＣ 指纹图谱中均有 ２５ 个共有峰，
其中 ２１ 个为炮制前后均存在 （峰 １ ～ ６、 ９ ～ １１、 １３、 １４、
１６～２０、 ２２、 ２３、 ２５、 ２７、 ２９）， １５ 号峰为炮制前样品特征

峰， ７、 ８、 １２、 ２８ 号峰为炮制后样品特征峰 （其中 ７ 号峰

为甘草苷）， ７、 １３、 １４、 １６、 ２４、 ２５、 ２６ 号峰分别为甘草

　 　 　 　 表 ３　 炮制前后各批样品相似度

编号 相似度 编号 相似度

ＢＥＦＯＲＥ⁃０１ ０􀆰 ９４３ ＡＦＴＥＲ⁃０１ ０􀆰 ９６０
ＢＥＦＯＲＥ⁃０２ ０􀆰 ９１５ ＡＦＴＥＲ⁃０２ ０􀆰 ９５１
ＢＥＦＯＲＥ⁃０３ ０􀆰 ９２１ ＡＦＴＥＲ⁃０３ ０􀆰 ９９７
ＢＥＦＯＲＥ⁃０４ ０􀆰 ９０７ ＡＦＴＥＲ⁃０４ ０􀆰 ９５９
ＢＥＦＯＲＥ⁃０５ ０􀆰 ９７７ ＡＦＴＥＲ⁃０５ ０􀆰 ９６４
ＢＥＦＯＲＥ⁃０６ ０􀆰 ９０２ ＡＦＴＥＲ⁃０６ ０􀆰 ９５７
ＢＥＦＯＲＥ⁃０７ ０􀆰 ９６４ ＡＦＴＥＲ⁃０７ ０􀆰 ９９２
ＢＥＦＯＲＥ⁃０８ ０􀆰 ９４９ ＡＦＴＥＲ⁃０８ ０􀆰 ９７５
ＢＥＦＯＲＥ⁃０９ ０􀆰 ９９５ ＡＦＴＥＲ⁃０９ ０􀆰 ９８９
ＢＥＦＯＲＥ⁃１０ ０􀆰 ９４５ ＡＦＴＥＲ⁃１０ ０􀆰 ９７４

苷、 苯甲酰新乌头碱、 苯甲酰乌头碱、 苯甲酰次乌头碱、
新乌头碱、 乌头碱、 次乌头碱。 综上所述， 炮制后水煎液

中化学成分发生了变化， 产生了特有成分， 但同时也保留

了炮制前大部分成分。
３　 讨论

３􀆰 １　 研究必要性　 目前， 国内外文献尚未涉及淡附片炮制

前后水煎液， 有学者尝试建立其特征图谱， 但仅研究了

７０％ 甲醇提取部位［３］ 。 附子为有毒中药， 为了保证其安全

有效， 需对其水煎液进行研究。
３􀆰 ２　 提取条件优化　 附子生物碱既是有毒成分， 又是有效

成分， 故本实验对其进行研究， 并对提取方法、 提取溶剂、
提取时间、 提取次数、 液料比进行考察， 最终确定为

“２􀆰 ３􀆰 ３” 项下提取条件。
３􀆰 ３　 色谱条件优化　 本实验比较了流动相甲醇⁃水、 乙腈⁃
水、 甲醇⁃０􀆰 ０４ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵、 乙腈⁃０􀆰 ０４ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵等及

不同梯度洗脱程序， 考察了不同柱温、 进样量、 色谱柱对

各成分色谱行为的影响， 最终确定为 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下色谱

条件。
４　 结论

分光测色计可量化传统的色泽描述指标， 避免了传统

色泽鉴别中的主观因素干扰， 已被广泛应用于食品、 中药、
牙科材料等多个领域［９⁃１２］ ， 而在中药方面往往用于不同炮

制品、 不同产地药材的色泽分析［１３⁃１５］ 。 本实验采用该仪器

来建立能客观评价淡附片炮制前后色泽的模型， 从而为客

观评价该药材质量提供了依据， 同时也对临床用药安全性

进行了有益的探索。
然后， 本实验分析了淡附片炮制前后水煎液中化学成

分的差异， 发现产生了 ７、 ８、 １２、 ２８ 号峰 （其中 ７ 号峰为

甘草苷）， 并且 １５ 号峰未检出， 推测可能是加水、 加热、
辅料炮制等因素所致［１６］ 。
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摘要： 目的　 研究镁螯合肥对当归生长、 产量及品质的影响。 方法　 以清水为对照， 采用单因子随机区组设计， 设置
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之要药， 具有活血补血、 调经止痛、 润肠通便的功效， 素

有 “十方九归” 之美誉［３⁃６］ ， 主产于甘肃岷县及周边地区，
并以 “岷归” 著称［７］ 。 近年来， 当归需求量显著增加， 但

因道地性所限， 盲目扩大栽培面积存在较大风险。

施肥是有效促进植物生长和提高产量质量的主要途径，
施肥种类及用量的选择对药材产量品质影响至关重要。 杨

少华［２］等研究氮磷钾施肥量对当归产量的影响， 马中森

等［８］研究轮作周期及新型肥料对当归抗病性、 产量及品质

的影响， 席旭东等［９］ 研究硒元素对当归产量质量的影响。
目前对当归施肥的研究大多集中在氮磷钾， 而鲜有中、 微

５８３３

２０２２ 年 １０ 月

第 ４４ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２２

Ｖｏｌ． ４４　 Ｎｏ． １０


