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枳壳精准煮散饮片质量的均一性
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摘要　目的：探讨精准煮散饮片与市售原饮片成分溶出及质量均一性差异。方法：应用 ＩＴＳ２序列作为 ＤＮＡ条形码对枳
壳饮片进行鉴定；比较枳壳市售原饮片及精准煮散饮片的干膏收率；采用ＨＰＬＣＤＡＤ法进行３批次饮片混合粉碎前后质
量均一性、指纹图谱及相似度评价。结果：枳壳煮散饮片出膏率略高于市售饮片出膏率；精准煮散饮片提取液中柚皮苷溶

出较市售饮片高，市售饮片柚皮苷、新橙皮苷批间溶出量有明显的差异性ＲＳＤ分别为９７１％及２４７１％，混合制成煮散饮
片后差异缩小ＲＳＤ分别为４７３％、４９４％。指纹图谱相似度评价结果显示，制成煮散饮片后相似度提高，且共有峰峰面
积均有提高。结论：枳壳市售饮片制成精准煮散饮片基本属性没有变化，但精准煮散饮片能提饮片的煎煮效率及均一性，

发展精准煮散饮片具有良好的应用前景。
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　　枳壳为芸香科植物酸橙 ＣｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍＬ及
其栽培变种的干燥未成熟果实，具有理气宽中，行滞

消胀等功效，可用于胸胁气滞，胀满疼痛，食积不化，

痰饮内停，脏器下垂［１］。既往医学研究表明，枳壳有

促胃肠动力、抗消化不良、抗氧化、抗菌、消炎、抗抑

郁和抗肿瘤作用［２５］。黄酮、生物碱、挥发油是其主

要药理活性成分，目前研究普遍以柚皮苷、新橙皮苷

的含量来评价枳壳的质量［６７］。

宋代以前所用枳壳的原植物为芸香科枸橘Ｐｏｎ
ｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔａＲａｆ，直至明代原植物主要来源衍变为
酸橙及其变种，目前尚有福建、广东等地区至今仍以

柑橘属ＣｉｔｒｕｓＬ多种植物作为枳壳药用来源。我国
各地区的枳壳类药材的基原、分布各不相同，江西清

江产的“江枳壳”为枳壳的道地药材，其原植物为酸
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橙的变种臭橙Ｃａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉｕｃｈｅｎｇ’，少部分为香
橙Ｃａｕｒａｎｔｉｕｍ‘Ｘｉａｎｇｃｈｅｎｇ’。主流品种“川枳壳”
其原植物为酸橙，产量较大的“湘枳壳”原植物是以

枸橘为砧木，酸橙为接穗的嫁接品种，称为枳橙

Ｃａｕｒａｎｔｉｕｍ×Ｐｔｒｉｆｏｌｉａｔａ［８］。
由于酸橙的栽培变种品种繁多，且有枸橘属来

源的品种，造成枳壳商品来源复杂混乱，特别是切制

成薄片片后大多有混杂。产地与生长的差异化、货

源的不稳定性、中药饮片的形态差异等因素，导致枳

壳饮片批间、批内质量不均一，直接影响临床用药疗

效的稳定。因此需要一种易于鉴定和检测，可经标

准化工艺制备、规模化生产、质量均一，以提高临床

用药精准性的新型饮片。因此，根据我们前期提出

的“精准煮散饮片”的概念与思路方法，将对枳壳煮

散饮片进行研究。鉴于中药材化学成分体系的复杂

性，我们采用化学指纹图谱表征药材化学组成结合

ＤＮＡ分子鉴定技术，以饮片规格、含量均匀度、指纹
图谱与相似度评价、ＤＮＡ序列比对为考查重点，对
煮散体系的合理性及优越性进行综合评价研究。

１　仪器与试药
１１　仪器　美国 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪
（四元泵，自动进样器及 ＤＡＤ检测器），ＢＴ１２５Ｄ十
万分之一分析天平、ＢＳ２２４Ｓ万分之一分析天平、
ＨＴＰ３１２电子天平、ＤＫＳ２６电热水浴锅、Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
５４３０Ｒ高速台式冷冻离心机、台湾荣聪铁工厂粉碎
机。

１２　试剂　乙腈、甲酸均为色谱纯，购自美国Ｆｉｓｈｅｒ
公司；煎煮用水为蒸馏水、液相用水为 ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ制备
纯水。

１３　分析样品　柚皮苷（含量 ≥９８％，批号
Ｂ２０１８２），购于上海源叶生物科技有限公司；新橙皮
苷（含量９９６％，批号１１１８５７２０１１０２），购于中国食
品药品检定研究院。枳壳市售饮片分别购自康美药

业有限公司（产地江西，Ｓ１、Ｓ２批号 １６０３０１５６１，
１６０９０１３５１）及岭南中药饮片有限公司（产地四川，Ｓ３
批号１６０９００１），经本实验室黄志海中药师鉴定均为
现行版《中华人民共和国药典》（一部）收载品种。

２　方法与结果
２１　色谱条件　含量测定采用高效液相方法测定，
色谱柱为ＫｉｎｅｔｅｘＣ１８柱（２６μｍ，１００ｍｍ×４６ｍｍ）。
检测方法按照中华人民共和国药典２０１５年版一部
枳壳项下含量测定方法测定市售饮片及煮散饮片提

取液中柚皮苷、新橙皮苷的含量。

指纹图谱色谱条件为：色谱柱同上；流动相为乙

腈（Ｂ）—０１％甲酸水（Ａ），梯度洗脱（５％→７５％）；
流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：２８３ｎｍ；柱温：２５℃；洗
脱时间：３０ｍｉｎ；进样体积：５μＬ。
２２　对照品溶液的制备　精密称取柚皮苷、新橙皮
苷对照品适量，加甲醇配制成含柚皮苷 ０５１ｍｇ／
ｍＬ、新橙皮苷０５０ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液，置冰箱中
４℃保存，备用。
２３　供试品溶液的制备
２３１　饮片制备　不同规格枳壳煮散饮片制备：取
枳壳市售饮片（Ｓ１），粉碎，混匀，过筛，分别得到５
１０目（２～４ｍｍ）、１０２４目（０８～２ｍｍ）、２４６５目
（０２５～０８ｍｍ）等不同粒径范围的煮散饮片。

质量均一性实验枳壳精准煮散饮片制备：分别

取３个批次市售饮片（Ｓ１～Ｓ３）各２００ｇ，充分混合
后，粉碎，混匀，过筛，得１０～６５目粒径范围的煮散
饮片。原饮片及煮散饮片形态（图１）。

图１　枳壳药材、原饮片及煮散饮片形态

２３２　供试品溶液的制备　取不同批次原饮片各
取２０ｇ（Ｓ１～Ｓ３）；另取枳壳精准煮散饮片３００ｇ，均
匀摊平，画格分为１０份，随机选取３份，从每份中分
别称取２０ｇ（Ｓ４Ｓ６），按２２项下相同方法煎煮。合
并煎煮液，浓缩成１００ｍＬ溶液，即浓缩为０２ｇ／ｍＬ
的原药材溶液。取该浓缩液２５ｍＬ至１０ｍＬ容量
瓶中，用水稀释至刻度，即得供试品溶液，进样前用

０２２μｍ滤膜过滤。
２４　ＤＮＡ条形码检测　选取样本各约４０ｍｇ，用组
织研磨仪磨碎，采用植物 ＤＮＡ提取试剂盒（Ｔｉａｎｇｅｎ
ＢｉｏｔｅｃｈＣｏ，Ｃｈｉｎａ）提取基因组总 ＤＮＡ。ＩＴＳ２序列
扩增采用正向引物 ＩＴＳ２Ｆ：５′ＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴ
ＧＴＧＡＡＴ３′，反向引物：ＩＴＳ３Ｒ：５′ＧＡＣＧＣＴＴＣＴＣ
ＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＴ３′，进行扩增。ＰＣＲ反应体系为
２５μＬ，包括２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ酶（北京艾德莱生物科
技有限公司）１２５μＬ，正向、反向引物各１μＬ（２５
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μｍｏｌ／Ｌ），模板ＤＮＡ２０μＬ（３０～１００ｎｇ），加ｄｄＨ２Ｏ
补足至２５μＬ。扩增程序：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ（４０个循环）；
７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物采用１２％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。序列拼接采用
ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｎｇｅｒ６０２软件，利用软件 ＭＥＧＡ６０６
分析比对，分析ＩＴＳ２序列特点。
２５　出膏率的检测　称取原饮片及不同粒径范围
煮散饮片各１００ｇ，采用标准汤剂煎煮法进行提取。
分别加８倍量水，先浸泡３０ｍｉｎ，煮沸３０ｍｉｎ，过滤
分离出煎煮液，再加６倍量水煎煮３０ｍｉｎ。合并煎
煮液，浓缩成１００ｍＬ溶液，即浓缩为１ｇ／ｍＬ的药材
溶液。精密量取２５ｍＬ，蒸干，得干浸膏重量，计算
出膏率。精密吸取混合均匀的不同规格的饮片供试

品溶液２５ｍＬ于蒸发皿中，６０℃真空干燥至恒重，
称量，根据出膏率公式［９］计算出膏率。

２５　样品测定结果
２５１　原饮片与不同规格煮散饮片出膏率比较　
结果表明，与原饮片比较，粉碎后不同粒径煮散饮片

的出膏率均有增加；但不同粒径之间样品的出膏率

差异不明显。见表１。

表１　枳壳市售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

市售原饮片 ３８８１±１５ ＋＋＋
５～１０目（２～４ｍｍ） ４２２９±３３１ ＋＋＋
１０～２４目（０８～２ｍｍ） ４２６５±１９６ ＋＋＋
２４～６５目（０２５～０８ｍｍ） ４２４３±０６７ ＋＋

２５２　含量均一性评价　取对照品溶液及样品溶
液，按２１项下色谱条件进行分析，对照品及样品中
柚皮苷、新橙皮苷的色谱峰分离效果佳，杂峰较少，

峰形良好，适合枳壳饮片中柚皮苷、新橙皮苷含量测

定分析，对照品溶液及样品溶液 ＨＰＬＣＤＡＤ色谱图
分别见图２、图３。

图　２对照品ＨＰＬＣＤＡＤ色谱图
　　注：１：柚皮苷；２：新橙皮苷

图３　枳壳饮片ＨＰＬＣＤＡＤ色谱图
　　注：１：柚皮苷；２：新橙皮苷

　　含量测定结果表明（表２），各批次枳壳原饮片
药材中柚皮苷、新橙皮苷２种成分的提取率差异均
较大，波动范围分别在１４３４～１７２０ｍｇ／ｇ及５８９
～９４６ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ值分别为 ９７１％及 ２４７０％。３
批原饮片经混合均匀并制成煮散饮片后，其柚皮苷

溶出量增加，且二者ＲＳＤ值显著下降，均低于５％。
３５３　指纹图谱研究　按２３项下方法制成供试
品溶液，按２１项下方法进行测定，枳壳市售原饮片
及精准煮散饮片色谱峰指纹图谱见图４，采用国家
药典委员会２０１４年版指纹图谱相似度评价软件计
算市售原饮片混合前后指纹图谱相似度。见表３。
结果显示，在现有的检测方法下，枳壳市售饮片与经

粉碎混匀的煮散饮片共６批样品的主要色谱峰均可
以良好的匹配，指纹图谱相似度基本一致，在共有峰

的种类上未有明显改变，经粉碎混匀后的精准煮散

饮片指纹图谱显示高度的相似性，粉碎后样品（Ｓ４
Ｓ６）的相似度均在０９９９以上。

图４　枳壳市售原饮片及精准煮散饮片ＨＰＬＣ指纹图谱

　　以枳壳原饮片中新橙皮苷的平均峰面积为基
准，计算制得精准煮散饮片前后各共有峰的相对峰

面积。结果表明，不同批次药材经混合制成精准煮

散饮片后，部分共有峰溶出率有不同程度的升高。

其中峰６为柚皮苷，峰８为新橙皮苷。
３５４　ＩＴＳ２序列分析　应用 ＭＥＧＡ６０６分析枳壳
３条ＩＴＳ２序列特征，序列比对后长度为２３２ｂｐ，种内
存在２个变异位点，为１８３处Ｇ／Ａ变异，１８８处Ｇ／Ｔ
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表２　原饮片与精准煮散饮片提取液中柚皮苷、新橙皮苷含量

样品
不同批次原饮片平均含量（ｎ＝３）

Ｓ１（ｍｇ／ｇ） Ｓ２（ｍｇ／ｇ） Ｓ３（ｍｇ／ｇ） ＲＳＤ（％）
混合后精准煮散饮片提取液平均含量（ｎ＝３）

Ｓ４（ｍｇ／ｇ） Ｓ５（ｍｇ／ｇ） Ｓ６（ｍｇ／ｇ） ＲＳＤ（％）

柚皮苷 １６８７ １７２０ １４３４ ９７１ ２２４７ ２１３９ ２０４４ ４７３
新橙皮苷 ７１１ ９４６ ５８９ ２４７１ ９４３ ８９４ ８５４ ４９４

变异。Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ的碱基含量分别为 １５２５％、
３８４２％、３２３７％、１３９６％，ＧＣ含量达 ７０７９％。
３条ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列比对后长度为４２２ｂｐ，种内无变
异位点。２种序列经 ＢＬＡＳＴ搜索结果显示相似性
最高的为酸橙 Ｃｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍ或甜橙 Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎ
ｓｉｓ。主导单倍型序列特征见图５、６。

表３　饮片指纹图谱相似度

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６
对照指纹

图谱

Ｓ１ １００００９８９０９８９０９９１０９９１０９９０ ０９９３
Ｓ２ ０９８９１００００９９８０９９９０９９８０９９９ ０９９９
Ｓ３ ０９８９０９９８１００００９９９０９９９０９９９ ０９９９
Ｓ４ ０９９１０９９９０９９９１０００１０００１０００ １０００
Ｓ５ ０９９１０９９８０９９９１０００１０００１０００ １０００
Ｓ６ ０９９ ０９９９０９９９１０００１０００１０００ １０００

对照指纹图谱０９９３０９９９０９９９１０００１０００１０００ １０００

表４　共有峰相对峰面积比较

峰号 保留时间
市售原饮片中平均

相对峰面积

精准煮散饮片中

相对峰面积

１ ２６０ ０１３ ０１９
２ ５７８ ００２ ００３
３ ７２９ ００２ ００４
４ １１１１ ００７ ００８
５ １２７４ ０１９ ０２７
６ １３７２ ２１３ ２８４
７ １４３５ ００７ ０１２
８ １５３６ １００ １２０
９ １５６６ ００８ ０１１
１０ １５８７ ００５ ００７
１１ ２１８０ ０１２ ０１６
１２ ２３７１ ００６ ００７
１３ ２４５８ ００２ ００２
１４ ２７６９ ００３ ００３
１５ ２８９７ ００３ ００２

图５　枳壳ＩＴＳ２序列

图６　枳壳ｐｓｂＡｔｒｎＨ序列

３　讨论
枳壳的ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡｔｒｎＨ条形码在 ＮＣＢＩ数据

库和中药材ＤＮＡ条形码鉴定系统中进行 ＢＬＡＳＴ搜
索时，能比对到甜橙 Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ、酸橙 Ｃｉｔｒｕｓａｕ
ｒａｎｔｉｕｍ及同属物种。由于该属植物易发生芽变、种
属间易杂交、体细胞突变率高、人工栽培品种繁多、

研究者采用的分类标准的不同等特点，导致该属在

种的划分上存在较大分歧［１０］。罗等［１１］对包括橘

属７个品种在内的芸香科 ７２属 ３００个样本进行
ＤＮＡ条形码筛选比较研究时发现，ＩＴＳ２和 ｐｓｂＡ
ｔｒｎＨ序列在属水平上的鉴定成功率为１００％，但目
前暂未发现可用于柑橘属种间鉴定的 ＤＮＡ条形码
序列［１２１４］。因此，对于枳壳的物种鉴定，在 ＤＮＡ条
形码鉴定到属的基础上，应辅以其他手段如指纹图

谱技术进一步明确种属。

精准煮散饮片经过对饮片形制的改进，使饮片

体积变小，颗粒均匀，使饮片分装、调剂的自动化设

备得以应用，可改变以往粗放、低效的生产应用模

式，实现用药各环节的规范化标准化，提高临床用药

的准确性。同时，发展精准煮散饮片能提高中药药

效物质的溶出和保证汤剂煎煮质量的稳定，从而在

保证疗效的前提下，可降低药物使用量，节约资源，

提高中药资源的合理利用，降低药品费用。

本研究探讨了ＤＮＡ条形码鉴定技术、中药指纹
图谱技术结合用于煮散饮片的质量控制，结果表明

现有技术可以满足煮散饮片的定性定量检测要求，

有效实现煮散饮片的精准化鉴定和检测，为解决传

统煮散的“辨药之难”提供了新的思路。
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中柚皮苷体外透皮吸收的影响［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，
２０１６，２２（７）：１５１８．

［１５］ＣｈｅｎＪ，ＪｉａｎｇＱＤ，ＣｈａｉＹＰ，ｅｔａｌ．ＮａｔｕｒａｌＴｅｒｐｅｎｅｓａｓＰｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ
ＥｎｈａｎｃｅｒｓｆｏｒＴｒａｎｓｄｅｒｍａｌＤｒｕｇＤｅｌｉｖｅｒｙ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０１６，２１
（１２）：１７０９．

（２０１７－０５－０４收稿　责任编辑：王明）

（上接第２７９４页）
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ，２００８，５６（１５）：６１８５
６２０５．

［６］ＷａｎｇＹＣ，ＣｈｕａｎｇＹＣ，ＨｓｕＨＷ．Ｔｈｅｆｌａｖｏｎｏｉｄ，ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄａｎｄｐｅｃｔｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｐｅｅｌｓｏｆｃｉｔｒｕｓｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｉｎＴａｉｗａｎ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍ，２００８，
１０６（１）：２７７２８４．

［７］郭增喜，李文庭，李兆奎．不同产地枳壳中柚皮苷和新橙皮苷的
测定［Ｊ］．中草药，２０１２，４３（７）：１３４７１３４８．

［８］蔡逸平，陈有根．中药枳壳，枳实类原植物调查及商品药材的鉴
定［Ｊ］．中国中药杂志，１９９９，２４（５）：２５９２６２．

［９］陈士林，刘安，李琦，等．中药饮片标准汤剂研究策略［Ｊ］．中国中
药杂志，２０１６，４８（８）：１３６７１３７５．

［１０］于杰．柑橘及其近缘属植物 ＤＮＡ条形码研制及其物种的鉴定
研究［Ｄ］．重庆：．西南大学，２０１１．

［１１］罗，陈士林，陈科力，等，刘震．基于芸香科的植物通用 ＤＮＡ
条形码研究［Ｊ］．中国科学：生命科学，２０１０，０４：３４２３５８．

［１２］于杰，闫化学，鲁振华，等．基于柑橘及其近缘属植物 ＤＮＡ条形
码的叶绿体编码序列筛选［Ｊ］．中国农业科学，２０１１，４４（２）：３４１
３４８．

［１３］于杰，闫化学，鲁振华，等．基于ｍａｔＫ和ｒｂｃＬＤＮＡ序列条形码鉴
定柑橘及其近缘属植物［Ｊ］．园艺学报，２０１１，３８（９）：１７３３１７４０．

［１４］闫化学．柑橘及其近缘属植物ＤＮＡ条形码研究［Ｄ］．重庆：西南
大学，２０１０．

（２０１７－０１－０３收稿　责任编辑：杨觉雄）

《世界中医药》杂志中药研究栏目征稿通知

　　 《世界中医药》杂志为世界中医药学会联合会的会刊，

目前该会已经成立了２６个中药相关专业 （如中药、中药新

剂型、中药药剂、中药分析、中药化学、中药药理、药材

资源、中药鉴定、方剂、中药饮片等）委员会，这些专业

委员会在各自的学科建设、学术交流、人才培养等方面都

发挥着重要的作用，本杂志与各专业委员会联手，产、学、

研、用、政结合，优化学科建设，解决中药领域面临的实

际困难，实现 “学术、创新、转化、共赢”为目的，共同

推动学科的发展，在中药领域的推广应用等方面做出了突

出贡献。本杂志近几年稳步发展，办刊质量逐步提升，影响

不断扩大，据中国科学技术信息研究所２０１５年期刊评价最
新数据显示，本杂志核心影响因子为０．７７３，在中医学类期刊
中排名第３，在中药学类期刊中排名第４，连续７年被评定为
中国科技核心期刊。杂志设置“中药研究”栏目，陆续宣传展

示国内外中药学研究进展和最新动态，是中药研究高学术水

平的交流平台。如果您致力于中药领域的研究，请将您在新

药研发、中药资源与鉴定、中药分析、药剂学、中药化学、药

理、不良反应等方向的新成果、新技术、新方法与新思路撰写

成有创新性的文章或综述，在本杂志出版发表。内容以 ７
０００字符以上为宜，稿件一经录用，优先安排发表。《世界中
医药》杂志（ＣＮ１１－５５２９／Ｒ；ＩＳＳＮ１６７３－７２０２）由国家中医
药管理局主管，世界中医药学会联合会主办，创刊于 ２００６
年，是中国第一本面向国内外公开发行的中医药类综合性学

术期刊，月刊。２００９年被国家科技部收录为“中国科技核心
期刊”。杂志全文收录在《中国期刊全文数据库》《中文科技

期刊数据库》《中国核心期刊数据库》《中文科技期刊综合评

价数据库》《美国乌利希期刊指南收录期刊数据库》《美国化

学文摘ＣＡ收录期刊数据库》等一系列检索系统。
欢迎您踊跃投稿！

投稿请通过《世界中医药》杂志社官方网站：ｗｗｗ．
ｓｊｚｙｙｚｚ．ｃｏｍ，“在线投稿”入口注册投稿，并注明“中药征稿”
字样。

联系电话：００８６－１０－５８６５００２３，５８２３９０５５；传真：００８６－
１０－５８６５０２３６；Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｊｚｙｙｚｚ＠ｖｉｐ．１２６．ｃｏｍ
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