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摘要　目的：研究化学指纹图谱及 ＤＮＡ条形码分子鉴定技术在肉桂精准煮散饮片质量体系的应用。方法：应用 ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ序列作为ＤＮＡ条形码对肉桂进行鉴定；采用标准汤剂煎煮法，比较原饮片及不同规格煮散饮片的出膏率。建立肉桂
ＨＰＬＣ指纹图谱，测定指标成分肉桂酸、肉桂醛的含量，同时标定指纹图谱共有峰，比较各样品共有峰相对峰面积及相似度
评价。结果：ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列对肉桂药材可实现准确鉴定；精准煮散饮片平均出膏率及煎煮液中指标成分肉桂酸、肉桂醛
含量略高于原饮片，且含量差异性明显减小，ＲＳＤ从原饮片的５１９％、２６８０％降低为０３６％、０４２％。１０个共有峰相对
峰面积均有所升高，均一性明显提高。结论：肉桂精准煮散饮片可提高原饮片的煎煮效率及均一性。
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　　肉桂为樟科植物肉桂 ＣｉｎｎａｍｏｎｕｍｃａｓｓｉａＰｒｅｓｌ
的干燥树皮。历代本草中均列为上品，具有补火助

阳，引火归源，散寒止痛，活血通经等作用［１］。中医

作为治阳痿，宫冷，腰膝冷痛，肾虚作喘，阳虚眩晕，

目赤咽痛，心腹冷痛，虚寒吐泻，寒疝，奔豚，经闭，痛

经药使用。

肉桂主要含挥发油，多糖，倍半萜及其糖苷类化

合物［１５］，桂皮醛是肉桂的主要活性成分，也是《中华

人民共和国药典》２０１５版（一部）（简称《药典》）含

量测定项下所规定的指标性成分。《药典》中对肉

桂饮片炮制的描述仅为“用时捣碎”，导致临床上肉

桂饮片的规格差别较大。市售肉桂有 ５种商品规
格［６］，即企边桂、桂心、板桂、桂通（官桂）、桂碎。徐

洋洋等［７］的实验结果表明，企边桂中桂皮醛含量最

高，且各规格的肉桂含量差异较大，相差３倍左右。
中药材饮片批间、批内质量不均一，直接影响临床用

药疗效。因此，我们提出“精准煮散饮片”的概念与

思路方法，其实质是通过标准化和规范化工艺将中
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药饮片的形状规格微小化、均匀化处理，使饮片批量

规模稳定化，批内质量均一化，实现了准确、高效的

自动化分装、调剂、煎煮流程，提高临床汤剂用药的

稳定有效。

我们以肉桂为例，以ＤＮＡ分子鉴定技术为鉴别
手段，以饮片规格、出膏率、含量均一性、指纹图谱及

相似度评价为研究对象，对肉桂精准煮散饮片的质

量体系进行评价，以期揭示精准煮散饮片应用的优

势，为实现中药饮片的质量均一化，实现生产和配给

的标准化、自动化，提高中医临床疗效的有效稳定提

供数据支撑。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪系统（美国ｗａｔｅｒｓ２６９５
型，Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站，四元泵，自动进样器及
Ｗ２９９８ＤＡＤ检测器）；ＢｕｃｈｉＲ３型旋转蒸发器（瑞
士Ｂｕｃｈｉ公司）；ＢＴ１２５Ｄ十万分之一分析天平（德
国赛多利斯），粉碎机（台湾荣聪铁工厂）；２７２０
ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；
ＤＹＹ８Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器厂）；ＪＹ０４Ｓ３Ｃ
型凝胶成像分析系统（北京君意东方电泳设备有限

公司）；１１４小型离心机（德国，Ｓｉｇｍａ）；ＭＸＲＬＥ型
混合仪（大龙兴创仪器有限公司）。

１２　试剂与药物　肉桂酸（含量≥９８％，批号：
Ｂ２０１６２），购于上海源叶生物科技有限公司；肉桂醛
（含量９８６％，本实验室自制）；肉桂市售饮片分别
购自康美药业有限公司 （产地：广西，批号：

１６０３０７９９１，１６０９００８７１），及岭南中药饮片有限公司
（产地：广西，批号：１６０５００１）经本实验室黄志海主任
中药师鉴定均为现行版《中华人民共和国药典》（一

部）肉桂项下收载品种。乙腈、甲酸均为色谱纯

（Ｆｉｓｈｅｒ公司）；超纯水由 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ制得；ＤＰ３０５植物
组ＤＮＡ提取试剂盒 （ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，中国）；
ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（日本 ＴａＫａＲａ）；Ｇｌｏｄｖｉｅｗ
（上海赛百盛基因技术有限公司）；ＴｒｉｓＨＣｌ（上海
麦克林生化科技有限公司，Ｔ８１８９７９）；Ｔｒｉｓ、β巯
基乙醇、琼脂 （美国，ｓｉｇｍａ，Ｖ９００４８３、Ｍ６２５０、
Ｖ９００５００）；引物由上海美吉生物科技有限公司合
成，２×ＴａｐＰＣＲＭｉｘ酶 （北京艾德莱生物科技有

限公司）。

２　方法与结果
２１　饮片制备　取肉桂饮片（批号：１６０３０７９９１），粉
碎后过筛，得到５～１０目（２～４ｍｍ）、１０～２４目（０８
～２ｍｍ）、２４～６５目（０２５～０８ｍｍ）等不同粒径范
围的煮散饮片，用于出膏率比较。另取３个批次肉

桂饮片各２００ｇ，充分混合后，粉碎，过筛，取１０～６５
目粒径范围的煮散饮片。不同批次原饮片各取５０ｇ
（Ｓ１：批号：１６０３０７９９１，Ｓ２：批号：１６０９００８７１，Ｓ３：批
号：１６０５００１）；混合后１０～６５目肉桂煮散饮片，均匀
摊平，画格分为９份，随机选取３份（Ｓ４～Ｓ６），从每
份中分别称取５０ｇ，用于质量均一性研究。原饮片
及煮散饮片形态见图１。

图１　肉桂饮片形态
　　注：Ａ肉桂原饮片；Ｂ肉桂精准煮散饮片

２２　ＤＮＡ条形码的建立　选取肉桂饮片样本约４０
ｍｇ，采用改进的ＣＴＡＢ法提取肉桂基因组ＤＮＡ。ｐｓ
ｂＡｔｒｎＨ序列扩增采用正向引物 ＰＡ：５′ＧＴＴＡＴＧＣ
ＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ３′，反向引物：ＴＨ：５′ＣＧＣＧ
ＣＡＴＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ３′，进行扩增。ＰＣＲ反
应体系为２５μＬ，包括２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ酶１２５μＬ，
正向、反向引物各 １μＬ（２５μｍｏｌ／Ｌ），模板 ＤＮＡ
２０μＬ（３０～１００ｎｇ），加 ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。扩
增程序：９５℃变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火
１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ（３５个循环）；７２℃延伸１０
ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物采用 １２％琼脂糖凝胶电泳进
行检测，将电泳条带清晰、明亮、单一的 ＰＣＲ产物送
测序公司进行双向测序。

应用ＭＥＧＡ６０６分析３条肉桂 ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列
特征，发现种内无变异位点，３条肉桂序列比对后长
度为４２１ｂｐ。ＢＬＡＳＴ搜索结果均显示相似性最高的
为肉桂Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍａｒｏｍａｔｉｃｕｍ，相似度为１００％，主
导单倍型序列特征见图２。

图２　肉桂ｐｓｂＡｔｒｎＨ条形码

２３　出膏率考察　分别称取２１项下原饮片及不
同粒径范围煮散饮片各１００ｇ，采用标准汤剂煎煮

·９６４·世界中医药　２０１８年２月第１３卷第２期



法［１５］进行提取。分别加８倍量水，浸泡３０ｍｉｎ，煮
沸后保持３０ｍｉｎ，过滤，滤渣再加７倍量水煎煮３０
ｍｉｎ。合并过滤液，减压旋蒸至１００ｍＬ，即浓缩为相
当于肉桂饮片１ｇ／ｍＬ的药液。精密量取２５ｍＬ溶
液，蒸干，得干浸膏质量，计算出膏率。出膏率考察

结果表明，与原饮片比较，粉碎后不同粒径煮散饮片

的出膏率有所提高，不同粒径煮散饮片间出膏率无

显著性差异。我们后续实验选１０～６５目为精准煮
散饮片，结果见表１。

表１　肉桂原饮片与精准煮散饮片出膏率

饮片规格 出膏率（珋ｘ±ｓ，％，ｎ＝３） 澄清度 糊化度

原饮片 ９２０±０２６ ＋＋＋ －
５～１０目 ９６７±０２１ ＋＋＋ －
１０～２４目 ９８０±０１７ ＋＋＋ －
２４～６５目 １００３±０１１ ＋＋ －

２４　质量均一性考察
２４１　色谱条件　色谱柱：ＷｅｌｃｈＯＤＳ３Ｃ１８（４６×
２５０ｍｍ，５μｍ）；柱温：２５℃；流动相为０１％甲酸水
（Ａ）乙腈（Ｂ），梯度洗脱（５％→５０％）；流速：１ｍＬ／
ｍｉｎ，检测波长：２５４ｎｍ；柱温：２５℃；洗脱时间：２８
ｍｉｎ；进样体积：１０μＬ。
２４２　对照品溶液的制备　精密称取肉桂酸、肉桂
醛对照品适量，加甲醇分别配制成含肉桂酸、肉桂醛

１ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液，肉桂酸对照溶液依次稀释
成５００、２５０、１２５、６２５、１５６２５、７８１２５μｇ／ｍＬ，肉桂
醛对照溶液依次稀释成 ２００、１００、５０、２５、１２５及
６２５μｇ／ｍＬ系列标准品溶液，置于 ４℃冰箱中保
存，备用。

２４３　供试品溶液的制备　２１项下６份样品按
２３项下方法煎煮，合并煎煮液，浓缩成１００ｍＬ溶
液，即浓缩为０２ｇ／ｍＬ的原药材溶液，精密量取适
量饮片提取液，用水稀释成相当于肉桂饮片００２ｇ／
ｍＬ的样品供试品溶液，进样前用０２２μｍ滤膜过
滤。

２４４　专属性实验　将对照品溶液及供试品溶液
按２４１项下色谱条件进行进样，发现该色谱条件
下肉桂酸、肉桂醛分离度良好，对照品及提取液色谱

图见图３。
２４５　线性关系考察　将２４２项下已配置好的
对照品溶液，按２４１项下的色谱条件进行检测，以
对照品峰面积（Ｙ）对浓度（Ｘ）进行线性回归，回归
方程为：肉桂酸（２５４ｎｍ），Ｙ＝２２７９４Ｘ－２９５６６（Ｒ２

＝０９９９８），肉桂醛 Ｙ＝３３２３０Ｘ－９６９０６（Ｒ２＝
０９９９９），表明肉桂酸、肉桂醛分别在７８１２５～５００

μｇ／ｍＬ及６２５～２００μｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系
良好。

图３　肉桂酸（ａ）、肉桂醛（ｂ）对照品，肉桂水提液（ｃ）
　　注：１肉桂酸，２肉桂醛

２４６　精密度试验　取“２４２”项下已配置好的对
照品溶液，按“２４１”项下各指标成分色谱条件，重
复进样５次，计算肉桂酸、肉桂醛５次进样峰面积的
ＲＳＤ值。肉桂酸、肉桂醛的 ＲＳＤ分别为 ０３５％，
０９８％，提示仪器精密度良好。
２４７　稳定性试验　取“２４３”项下供试品溶液室
温下密封保存，于 ０，２，４，８，１２，２４ｈ取样，按
“２４１”项下各指标成分色谱条件进行测定。肉桂
酸、肉桂醛的ＲＳＤ分别为０９２％，１０６％，提示样品
溶液２４ｈ内稳定性良好。
２４８　重复性实验　按“２４３”项下供试品溶液制
备方法及样品处理方法，重复制备 ５份样品，按
“２４１”项下各指标成分色谱条件进行测定。肉桂
酸、肉桂醛的ＲＳＤ分别为０３４％，０７８％，提示该方
法的重复性良好。

２４９　饮片均一性评价　以肉桂酸及肉桂醛为考
察指标，测定其在原饮片及煮散饮片中的含量，结果

显示，混合制成煮散饮片后指标成分煎出率有所提

高；且其含量均值的 ＲＳＤ值也明显减小，表明饮片
质量及饮片均一性均有所提高。见表２。
２５　饮片指纹图谱　按照２４１项下方法，对肉桂
饮片水提液进行指纹图谱的测定，比较原饮片及煮

散饮片指纹图谱，结果见图４。以肉桂原饮片（Ｓ１）
为参照谱，进行自动匹配并计算指纹图谱相似度，结

果见表３。原饮片相似度在０８８１～１０００之间，精
准煮散饮片相似度较高，均达到０９９６以上，精准煮
散饮片的均一性明显提高。本次研究中以原饮片中

肉桂醛（Ｒｔ＝２６３３１ｍｉｎ）的平均峰面积为参考峰，
计算制得精准煮散饮片与原饮片各共有峰的相对峰

面积。见表４。结果表明，煮散饮片与原饮片比较，
１０个共有峰相对峰面积均有所升高，均一性明显提
高。
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表２　原饮片与精准煮散饮片提取液中肉桂酸、肉桂醛含量

肉桂
原饮片提取液含量（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ 珋ｘ±ｓ ＲＳＤ（％）
煮散饮片提取液含量（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）

Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ 珋ｘ±ｓ ＲＳＤ（％）

肉桂酸 ０５８ ０５９ ０６４ ０６０±００３ ５１９ ０６６ ０６６ ０６６ ０６６±０００１ ０３６
肉桂醛 １０３ １７９ １６２ １４８±０４０ ２６８０ １５４ １５３ １５５ １５４±０００２ ０４２

图４　原饮片及精准煮散饮片ＨＰＬＣ指纹图谱

表３　饮片指纹图谱相似度结果

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６
对照指纹

图谱

Ｓ１ １０００ ０９１５ ０８８１ ０９６６ ０９６７ ０９６７ ０９５６
Ｓ２ ０９１５ １０００ ０９０８ ０８９ ０８９５ ０８９４ ０９０４
Ｓ３ ０８８１ ０９０８ １０００ ０９１９ ０９１７ ０９１７ ０９５８
Ｓ４ ０９６６ ０８９ ０９１９ １０００ ０９９６ ０９９６ ０９８９
Ｓ５ ０９６７ ０８９５ ０９１７ ０９９６ １０００ １０００ ０９８７
Ｓ６ ０９６７ ０８９４ ０９１７ ０９９６ １０００ １０００ ０９８６

对照指纹

图谱
０９５６ ０９０４ ０９５８ ０９８９ ０９８７ ０９８６ １０００

表４　共有峰相对峰面积比较（珋ｘ±ｓ）

峰号 保留时间
原饮片中平均

相对峰面积

精准煮散饮片中

相对峰面积

１ ４２１９ ０２６±００５５ ０２７±０００６５
２ ５８２１ ００５±０００１ ００６±００００６
３ ９６６５ ００６±００１０ ００７±０００１６
４ １５２１７ ００３±０００５ ００３±００００４
５ １５６７３ ００２±０００２ ００３±００００２
６ １６４１７ ００５±０００３ ００６±００００４
７ ２１２１１ ０１４±００２２ ０１５±００００８
８ ２２４１５ ０５０±０３９０ ０５８±０００７５
９ ２３４８８ ０４７±００５２ ０５３±０００３６
１０ ２６３３１ １００±０２６８ １０４±０００４２

３　讨论
中药煮散是中药传统用药形式，源于先秦至唐

宋时期盛行，是将中药材粉碎成粗颗粒或粗粉以水

煎煮，去渣取汁或连同药渣服用。其缺点在于粉碎

过程中破坏药材形态，丧失药物鉴别特征，导致“辨

药之难”，宋元时期后逐步被中药饮片所取代［８９］。

近年来，中药 ＤＮＡ条形码鉴定技术备受关注，该技
术不受药材形态、外界环境因素和个人经验的影响，

鉴定结果重复性良好，方法通用性较强［１０１２］，非常

适合于破碎药材、近缘种、易混淆品种的鉴定［１３］。

结合现代中药指纹图谱技术，构建精准化的中药质

量控制体系，提供精准化的中药识别溯源与检测，实

现药品基原、生产加工及市场流通等多领域监管提

供了可能性［１４］。

我们以常用中药肉桂为例对精准煮散饮片用药

形式进行了探索。精准煮散饮片与原饮片相比，仅

改变中药饮片的性状规格，使其微小化、均一化，但

其内涵超越了原饮片及传统中药煮散，可实现饮片

质量均一化，分装、调剂、煎煮自动化，使中药剂量和

汤剂质量更加准确稳定。本实验结果表明，肉桂的

煮散饮片与原饮片具有属性的一致性，煎出成分基本

没有变化，但指标性成分肉桂醛、肉桂酸及大多数共

有峰的提取率有不同程度升高，且均一性明显提高。

我们采用标准汤剂煮法进行实验，符合临床用

药方式，为中药饮片的应用提供了很好的参考价值。

肉桂的指标性成分肉桂酸、肉桂醛具有挥发性，精准

煮散饮片因其颗粒较小，化学成分易溶出，煎煮同样

时间，精准煮散饮片成分随水蒸气挥发更多，导致实

验结果提升不明显，因此对于肉桂精准煮散饮片的

煎煮时间，有必要进一步研究。在中药市场混乱及

中药资源匮乏的今天，我们急需建立一种有效保证

中药质量的市场体系，精准饮片的提出是适应时代

的发展。本研究基于“精准煮散饮片”理论，以节约

中药资源，全面控制饮片质量，保证临床疗效为核心

理念，我们可利用二维码技术对中药饮片进行质量

追踪，包括有效成分，产地来源，加工方法等所有信

息含量，方便医生开药，为以后临床大数据的挖掘奠

定基础。
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剂比例做了适当调整，结果均能达到良好分离，斑点

清晰，重复性好；结果表明，该方法简便、斑点清晰可

以作为定性鉴别和检查来控制药品的质量。

通过对苏木中巴西苏木素和原苏木素 Ｂ高效
液相色谱分析，在２８５ｎｍ处有较高吸收，为方便检
验，选择检测波长为２８５ｎｍ，在２８５ｎｍ处测定峰面
积响应及线性良好。

对流动相进行了优选，包括不同比例的甲醇
水，乙腈水等流动相系统，最终选用乙腈水溶液
（１１∶８９）为流动相，巴西苏木素和原苏木素 Ｂ的色
谱峰型好，保留时间适宜，分离效果较好。
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