
掌叶大黄 “柴禾” 熏制加工过程中成分及体外抗氧化活性动态变化

冯银平１， 　 帖晓燕１， 　 张云鹤１， 　 王　 丹１， 　 张文广１， 　 苗小楼２， 　 李秀娟３， 　 李　 芸１∗

（１． 甘肃中医药大学， 甘肃 兰州 ７３００００； ２． 中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所， 甘肃 兰州 ７３００５０；
３． 甘肃省中医院， 甘肃 兰州 ７３００５０）

收稿日期： ２０２０⁃０８⁃１２
基金项目： 甘肃省高等学校产业支撑计划项目 （２０２０Ｃ⁃２６）； 甘肃省中医药管理局科研课题 （ＧＺＫ⁃２０１８⁃６）； 甘肃省中药质量与标准研

究重点实验室培育基地开放基金项目 （ＺＹＺＬ１７⁃００３）
作者简介： 冯银平 （１９９４—）， 女， 硕士生， 从事中药炮制与制药工艺研究。 Ｔｅｌ： １８２９３１１３９９１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉａｏｐｚｘｆ＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 李　 芸 （１９７３—）， 女， 教授， 博士生导师， 从事中药化学成分的分离分析与中药材的加工炮制工艺研究。 Ｔｅｌ： （０９３１）

５１６１１７１， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｙｕｎｈｅｒｂ＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探究掌叶大黄传统 “柴禾” 熏制加工过程中化学成分及体外抗氧化活性的动态变化。 方法　 采用 ２０１５
年版 《中国药典》 方法和 ＤＰＰＨ 自由基清除法， 基于化学计量学对 １２ 批熏制不同天数掌叶大黄的水分、 浸出物、 蒽

醌类成分及体外抗氧化活性进行差异性分析。 结果　 随着熏制天数的增加， 水分逐渐降至安全范围， 浸出物与抗氧化

活性先增加后趋于稳定， 总蒽醌含量呈 “单项递增” 模式， 游离蒽醌呈近 “Ｍ” 型变化模式； 抗氧化活性与水分呈负

相关， 与浸出物和总蒽醌含量呈正相关； 水分与浸出物、 总蒽醌含量呈负相关。 １２ 批样品被归为 ４ 类， 熏制 １２０ ～
１４０ ｄ 时质量 “最优”， ４０～１００ ｄ 时质量 “较好”， １５～３０ ｄ 时质量 “次之”， ０ ｄ 时质量 “较差”。 游离蒽醌的变化是

造成药材质量差异的最重要因素。 结论　 该方法可对熏制掌叶大黄质量进行较为全面地评价， 初步阐明传统产地熏制

加工机理， 为规范其产地初加工方法提供科学支撑。
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　 　 掌叶大黄 Ｒｈｅｕｍ ｐａｌｍａｔｕｍ Ｌ． 是 《中国药典》
收载的正品大黄之一［１］， 主要含有蒽醌类、 蒽酮

类、 二苯乙烯类、 苯丁酮类、 色原酮类、 黄酮类、
鞣质类、 多糖类等成分［２］， 其中蒽醌类是其重要

的活性物质， 也是现行版 《中国药典》 规定控制

大黄药材质量的指标， 具有抗炎、 抗肿瘤、 保护心

血管、 保肝、 护肺、 改善脑损伤、 调节肠道菌群、
治疗肾纤维化等生物活性［３⁃５］。

甘肃礼县是掌叶大黄的传统道地产区， 种植历

史悠久， 但鲜品含水量较高， 根茎粗大， 质地坚

实， 水分不易散失， 又因礼县气候潮湿阴冷， 采收

期处于秋冬季， 易导致药材霉烂、 糠心、 变色、 变

质， 故采收后及时的干燥处理方式对保证药材质量

和饮片临床疗效至关重要。 大黄传统干燥方法主要

有熏干法、 烘干法、 阴干法等［６］， 但烘干法对设

备要求高导致生产成本高， 而阴干法历时较长， 易

虫蛀霉变， 因而当地药农普遍采用符合农家生产加

工模式的熏干法。 历代本草对大黄药材干燥方法均
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有记载［７⁃９］， 宋平顺等［１０］发现， 柴禾熏制可使掌叶

大黄蒽醌类成分含量升高， 但关于柴禾熏制加工过

程中化学成分和药效的变化情况至今尚无报道。 因

此， 本研究从以上 ２ 个方面出发， 探讨柴禾熏制不

同阶段掌叶大黄成分及体外抗氧化活性的动态变化

规律， 初步揭示药材产地熏制加工机理。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器与试剂　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０Ⅱ型高效液相色谱

仪、 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，
５ μｍ） （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＢＴ１２５Ｄ 型电子天平、
ＭＡ ３７ 型快速水分测定仪 （德国赛多利斯公司）；
Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系统 （德国默克生命科学公司）；
ＦＷ⁃４００Ａ 型高建万能粉碎机 （北京科伟永兴仪器

有限公司）； ＤＫ⁃９８⁃Ⅱ型电热恒温水浴锅 （天津市

泰斯特仪器有限公司）； Ｒ⁃２００ 旋转蒸发仪 （瑞士

Ｂｕｃｈｉ 公司）； ＳＨＢ⁃Ⅲ循环水式多用真空泵 （郑州

长城科工贸有限公司）； ＤＨＧ⁃９２４０Ａ 型电热恒温鼓

风干燥箱 （上海一恒科技有限公司）； ＫＱ⁃３００ＶＤＥ
型超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司）；
Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ 多功能酶标仪 （美国赛默飞世尔科技

有限公司）； ９６ 孔细胞培养板 （北京鼎国生物技术

有限公司）。
芦荟大黄素 （批号 ＣＨＢ１６０６２８）、 大黄素甲醚

（批号 ＣＨＢ１５０８１７）、 大黄酸 （批号 ＣＨＢ１６０６２８）、
大黄 素 （ 批 号 ＣＨＢ１５０５２７ ）、 大 黄 酚 （ 批 号

ＣＨＢ１６０９１４） 对照品均购自成都克洛玛生物科技有

限公司， 纯度≥９８％ 。 色谱纯甲醇、 磷酸 （天津市

大茂化学试剂厂）； １， １⁃二苯基⁃２⁃三硝基苯肼

（ＤＰＰＨ）（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 维生素 Ｃ （中
国医药工业公司北京制药厂）； 其他试剂均为分析

纯； 水为甘肃中医药大学科研实验中心分析测试一

实验室自制超纯水。
１􀆰 ２　 样品　 掌叶大黄药材采自甘肃礼县春天药业

有限公司同一种植基地， 委托当地药农产地柴禾熏

制加工， 经甘肃中医药大学附属医院杨锡仓主任中

药师鉴定为蓼科植物掌叶大黄 Ｒｈｅｕｍ ｐａｌｍａｔｕｍ Ｌ．
的根及根茎。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 熏制品制备　 新鲜掌叶大黄采收后去掉支根，
从中间切成两半， 置于屋内棚上， 使其切口向下，
在棚下炉中点燃柴禾， 不用明火， 而用其烟熏制，
直至完全熏干。 根据熏制天数不同， 分 ２ 年共 １２
批样品， 分别记为 Ｓ１􀆰 １ ～ Ｓ１􀆰 ７ （熏制 ０、 １０、 １５、
３０、 ４０、 ６０、 １２０ ｄ） 及 Ｓ２􀆰 １ ～ Ｓ２􀆰 ５ （熏制 ０、 ６０、

１００、 １４０、 １８０ ｄ）， 其中样品 Ｓ２􀆰 ５ 为熏制 １４０ ｄ 后

下架自然晾干而来。 色谱图见图 １。

１． 芦荟大黄素　 ２． 大黄酸　 ３． 大黄素　 ４． 大黄酚　 ５． 大黄素甲醚

１． ａｌｏｅ⁃ｅｍｏｄｉｎ　 ２． ｒｈｅｉｎ　 ３． ｅｍｏｄｉｎ　 ４． ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ　 ５． ｐｈｙｓｃｉｏｎ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

２􀆰 ２　 水分、 浸出物测定

２􀆰 ２􀆰 １　 水分　 将样品粉碎， 混合均匀， 四分法取

样， 采用快速水分测定仪测定水分， 平行 ３ 次， 取

平均值， 结果见图 ２。

注： 与前一相邻采样点样品比较， 总蒽醌和游离蒽醌含量分别

有统计学差异 （∗Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ２　 水分、 浸出物、 总蒽醌、 游离蒽醌含量

Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍｏｉｓｔｕｒｅ， ｅｘｔｒａｃｔ， ｔｏｔａｌ
ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ ａｎｄ ｆｒｅｅ ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ

２􀆰 ２􀆰 ２　 浸出物 　 取样品 （按干燥品计） 约 ２ ｇ，
精密称定， 按 ２０１５ 年版 《中国药典》 四部 （通则

２２０１） 水溶性浸出物测定项下热浸法进行浸出物

测定， 结果见图 ２。
２􀆰 ３　 总蒽醌、 游离蒽醌含量测定

２􀆰 ３􀆰 １　 色谱条件　 参考文献 ［１］， Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ⁃
Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲
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醇⁃０􀆰 １％ 磷酸 （８５ ∶ １５）； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱

温 ４０ ℃； 检测波长 ２５４ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 对照品溶液制备 　 精密称取芦荟大黄素、
大黄酸、 大黄素、 大黄酚、 大黄素甲醚对照品适

量， 加甲醇分别制备成质量浓度为 ８４、 ８６、 ７８、
８４、 ４０ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 各精密吸取 ２ ｍＬ， 混匀，
即得。
２􀆰 ３􀆰 ３　 总蒽醌供试品溶液制备　 取本品粉末 （过
４ 号筛） 约 ０􀆰 １５ ｇ， 精密称定， 参考文献 ［１］ 报

道的方法处理， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ４　 游离蒽醌供试品溶液制备 　 取本品粉末

（过 ４ 号筛） 约 ０􀆰 ５ ｇ， 精密称定， 参考文献 ［１］
报道的方法处理， 即得。
２􀆰 ３􀆰 ５　 样品含量测定 　 取 “２􀆰 ３􀆰 ２” 下对照品溶

液 与 “ ２􀆰 ３􀆰 ３ ” “ ２􀆰 ３􀆰 ４ ” 下 供 试 品 溶 液， 在

“２􀆰 ３􀆰 １” 项条件下测定， 计算含量， 色谱图见图

１， 结果见图 ２。
２􀆰 ４　 ＤＰＰＨ 自由基清除率测定

２􀆰 ４􀆰 １　 ＤＰＰＨ 贮备液制备 　 精密称取 ＤＰＰＨ 试剂

２􀆰 ０ ｍｇ， 甲醇溶解定容至 ２５ ｍＬ， 即得 （８０ μｇ ／ ｍＬ），

避光置于 ４ ℃冰箱中冷藏备用。
２􀆰 ４􀆰 ２　 样品贮备液制备　 取各样品粉末约 ０􀆰 ５ ｇ，
精密 称 定， 精 密 加 入 ６０％ 乙 醇 １５ ｍＬ， 超 声

（３００ Ｗ） 提取 ３０ ｍｉｎ， 抽滤， 滤液旋干， 残渣加

甲醇溶解［１１］， 定容至 １００ ｍＬ， 取 １ ｍＬ， 甲醇定容

至 １０ ｍＬ， 即得 （５００ μｇ ／ ｍＬ）， 放入 ４ ℃冰箱中冷

藏， 以配制不同质量浓度的样品溶液。
２􀆰 ４􀆰 ３　 维生素 Ｃ 对照液制备 　 取维生素 Ｃ 适量，
加甲醇溶解， 制备成质量浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 的溶

液， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ４　 自由基清除率测定　 取上述溶液， 分别稀

释成 ２５、 ５０、 １００、 ２００、 ３００、 ４００、 ５００ μｇ ／ ｍＬ 和

５、 １０、 ２０、 ４０、 ６０、 ８０、 １００ μｇ ／ ｍＬ， 在 ９６ 孔板

上加 入 不 同 质 量 浓 度 的 样 品、 ＤＰＰＨ 溶 液 各

１００ μＬ， 室温避光反应 ３０ ｍｉｎ， 于 ５１７ ｎｍ 波长处

测定吸光度 Ａｉ、 １００ μＬ 甲醇与 １００ μＬ ＤＰＰＨ 溶液

混合后吸光度 Ａｏ、 １００ μＬ 样品溶液与 １００ μＬ 甲醇

混合后吸光度 Ａｊ， 平行 ３ 次， 取平均值， 按公式

［１－ （Ａｉ－Ａ ｊ） ／ Ａｏ］ 计算清除率， 同法处理维生素

Ｃ 对照液， 结果见图 ３。

图 ３　 各样品 ＤＰＰＨ 自由基清除率与 ＩＣ５０值

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＤＰＰＨ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ４􀆰 ５　 ＩＣ５０ 值计算 　 运用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件中的

Ｐｒｏｂｉｔ 分析功能， 以清除率为响应频率， 观测值汇

总 １００％ ， 质量浓度为协变量， 模型为 Ｌｏｇｉｔ。
２􀆰 ５　 相关性分析

２􀆰 ５􀆰 １　 熏制天数与各指标　 以熏制天数为自变量，
水分、 浸出物、 总蒽醌含量及抗氧化活性 （ ＩＣ５０）
为因变量进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性检验。 结果显示， 熏

制天数与水分、 总蒽醌、 ＩＣ５０的相关系数分别为－
０􀆰 ９０６ （Ｐ ＝ ０􀆰 ０００）、 ０􀆰 ８８８ （Ｐ ＝ ０􀆰 ０００）、 －０􀆰 ９２０
（Ｐ＝ ０􀆰 ０００）， 双侧 Ｐ 均＜０􀆰 ０１， 提示熏制天数与水

分呈负直线相关， 与总蒽醌含量和抗氧化活性呈正

直线相关； 与浸出物的相关系数为 ０􀆰 ６３１ （ Ｐ ＝
０􀆰 ０２８）， 双侧 Ｐ＜０􀆰 ０５， 结合图 ２ 可认为熏制天数

与浸出物整体呈正相关， 随着熏制天数的增加浸出

物先呈上升趋势， 在 ６０ ｄ 后逐渐趋于稳定。
２􀆰 ５􀆰 ２　 抗氧化活性 （ ＩＣ５０） 与各指标 　 以抗氧化

活性 （ＩＣ５０） 为自变量， 水分、 浸出物、 总蒽醌含

量为因变量进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性检验。 结果显示，
ＩＣ５０与水分、 浸出物、 总蒽醌的相关系数分别为

０􀆰 ９６１ （Ｐ＝ ０􀆰 ０００）、 －０􀆰 ７５１ （Ｐ＝ ０􀆰 ００５）、 －０􀆰 ７６６
（Ｐ＝ ０􀆰 ００４）， 双侧 Ｐ 均＜０􀆰 ０１， 提示抗氧化活性与

水分呈负相关， 与浸出物、 总蒽醌含量呈正相关。
２􀆰 ５􀆰 ３　 其他指标 　 水分与浸出物的相关系数为

－０􀆰 ７５３ （ Ｐ ＝ ０􀆰 ００５）， 与总蒽醌的相关系数为

－０􀆰 ８１１ （Ｐ＝ ０􀆰 ００１）， 双侧 Ｐ 均＜０􀆰 ０１， 表明水分

与浸出物、 总蒽醌含量呈负相关。
游离蒽醌含量与各项指标之间均无相关性， 结

合 ｔ 检验可知， 随着熏制天数增加， 两相邻采样点
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游离蒽醌含量变化显著 （ Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 整体呈近

“Ｍ” 型变化趋势， 表明熏制过程中游离蒽醌变化

复杂， 但机制尚不明确。
２􀆰 ６　 化学模式识别

２􀆰 ６􀆰 １　 主成分分析　 以 １２ 批熏制不同天数样品的

水分、 浸出物、 总蒽醌、 游离蒽醌、 ＩＣ５０值作为特

征变量值， 将数据导入 ＳＩＭＣＡ １４􀆰 １ 软件进行主成

分分析， 以主成分得分及各变量载荷为依据， 结果

见图 ４。 由此可知， 第 １ 主成分的方差百分比为

６５􀆰 ３６４％ ， 第 ２ 主成分的方差百分比为 １９􀆰 ８７５％ ，
累积方差百分比为 ８５􀆰 ２３９％ ， 可以表征原始数据

特征； １２ 批样品聚为 ４ 大类， 从左至右分别为熏

制 １２０～１４０ ｄ、 熏制 ４０～１００ ｄ、 熏制 １５～３０ ｄ、 熏

制 ０ ｄ， 对应药材质量为 “最优” “较好” “次之”
“较差”， 表明熏制不同天数药材所含水分、 浸出

物、 总蒽醌、 游离蒽醌含量及抗氧化活性存在显著

差异， 所建立的模型良好， 可以对不同质量药材进

行有效区分。 由图 ５ 可知， 水分、 浸出物、 总蒽醌

及 ＩＣ５０在第 １ 主成分中具有较大载荷， 表明熏制天

数影响水分、 浸出物、 总蒽醌含量及抗氧化活性，
四者之间可能存在交互作用； 第 ２ 主成分与游离蒽

醌密切相关， 表明掌叶大黄药材经熏制后游离蒽醌

变化明显。

图 ４　 １２ 批样品主成分分析图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌｏｔ
ｆｏｒ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ５　 １２ 批样品各变量载荷图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｖａｒｉａｂｌｅ ｌｏａｄ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２􀆰 ６􀆰 ２　 偏最小二乘判别分析 （ＰＬＳ⁃ＤＡ） 　 在主成

分分析的基础上进行 ＰＬＳ⁃ＤＡ［１２］， 获得样品分布散

点图， 见图 ６。 由此可知， １２ 批样品根据熏制天数

被分为 ４ 类， 表明不同熏制天数下药材差异显著。

图 ６　 各样品 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 得分散点图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ ｓｃｏｒｅ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ

１２ 批样品 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型中各变量的 ＶＩＰ ［１３］ 见

图 ７， ＶＩＰ 越大， 表明该变量对于样品分类的贡献

越大。 由此可知， ５ 个变量对于差异性的影响程度

依次为游离蒽醌＞ＩＣ５０＞水分＞总蒽醌＞浸出物， 均为

重要变量 （ＶＩＰ＞０􀆰 ５）， 其中游离蒽醌的 ＶＩＰ＞１􀆰 ０，
表明其变化是导致药材质量差异的重要因素。

图 ７　 各样品 ＰＬＳ⁃ＤＡ ＶＩＰ 图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＰＬＳ⁃ＤＡ ＶＩＰ ｐｌｏｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨论

自由基是单质或化合物均裂产生的带有未成对

电子的原子或基团， 研究发现其与心血管疾病

（ＣＶＤ）、 恶性肿瘤、 ２ 型糖尿病、 感染机制、 纤维

形成和神经紊乱等多种疾病的发生有密切的关

系［１４⁃１５］。 研究发现， 大黄提取物的抗氧化活性与

蒽醌类成分有一定的相关性［１６］。 课题组前期以大

黄加工品的折干率、 蒽醌衍生物含量及横切面质地

和色泽变化为指标， 比较了晒干法、 阴干法、 微波

法、 不同温度烘干和传统柴火熏制等不同干燥方

式， 结果显示不同干燥方式以熏干法的蒽醌类成分

含量、 横切面色泽质量最好［１７］。
熏干法的具体操作参考文献 ［１８］， 本研究结

果表明， 掌叶大黄药材在熏制过程中化学成分和体

外抗氧化活性发生显著变化。 随着熏制天数增加，
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水分降至安全范围， 浸出物和抗氧化活性先增加后

趋于稳定， 总蒽醌含量呈 “单项递增” 模式， 游

离蒽醌 “先增后减， 再增再减”， 即近 “Ｍ” 型变

化模式。 蒽醌类成分所呈现的变化模式在其饮片炮

制过程中也有类似表现， 杨丽等［１９］ 在研究大黄炭

加热过程颜色特征与 １４ 种成分含量变化关系时发

现随着加热温度升高， 游离蒽醌呈 “先增后减”
变化趋势， 并推测导致该变化的原因可能是温度升

高导致结合蒽醌苷键断裂形成游离蒽醌， 而加热时

间过长后又使得游离蒽醌结构被破坏， 游离蒽醌的

羰基先降解由苯醌转化成萘醌， 再进一步转化成醛

或酮； 另外有关大黄发酵使结合蒽醌转化为游离蒽

醌的研究报道较为常见［２０］， 而综合炒炭、 发酵等

炮制方法发现均与发热现象或微生物的参与有关，
推测大黄药材采收之后， 在一定含水量、 适宜温

度、 相关微生物酶的参与下， 其次生代谢产物蒽醌

类成分的转化和积累仍十分活跃， 故总蒽醌含量呈

“单项递增” 模式， 而游离蒽醌的变化较为复杂。
课题组将在后期进行相关微生物酶方面的研究， 以

期明确其变化机理， 为进一步阐明熏制加工机制和

规范产地加工技术提供参考。
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