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[摘要] 　 该研究为探索厚朴“发汗”过程中酶促反应对药材颜色的影响,通过 Q
 

Exactive
 

测定厚朴“发汗”不同时期的主要代

谢产物,对厚朴“发汗”过程中药材颜色指标进行量化,并通过 ELISA 法测定“发汗”不同时期多酚氧化酶( PPO)、过氧化物酶

(POD)、酪氨酸酶等酶活性,采用灰度关联法对药材颜色、化学成分和酶活性进行灰度关联分析。 研究结果表明厚朴药材在

不同方法“发汗”过程中代谢物质变化规律相近,其中变化较为明显的初级代谢产物为氨基酸类、核苷酸类和糖类等化合物,
次级代谢产物为酚类和苯丙素类等化合物,不同“发汗”方法共同上调化合物包括

 

L-谷氨酸、乙酰精氨酸、次黄嘌呤、黄嘌呤等

11 种化合物,共同下调化合物包括 L-精氨酸、L-天冬氨酸、苯丙氨酸、胞苷等 6 种化合物。 厚朴“发汗”过程中明度值(L∗ )、红
绿色值(a∗ )、黄蓝色值(b∗ )持续降低;“发汗”期间 PPO 与 POD 的活性变化与药材颜色参数值变化规律一致。 主要差异化

合物、粉末色度参数与酶活性的灰度关联分析结果表明氨基酸、酚类等主要差异代谢物与色度参数 L∗ 、a∗ 、b∗密切相关;POD
与氨基酸类和酚类化合物关联度较高,PPO 与酚类化合物关联度较高。 结合 PPO 和 POD 的特性可知,厚朴“发汗”后颜色变

化与 PPO 和 POD 主导的酶促褐变密切相关。 该研究通过分析厚朴“发汗”过程主要差异代谢产物-颜色参数-酶活性的关联

性,揭示厚朴“发汗”物质变化的共性规律,探明厚朴“发汗”前后颜色变化与酶促反应的关系,为研究厚朴“发汗”机制提供一

定参考,对保障厚朴药材品质具有重要意义。
[关键词] 　 厚朴; “发汗”; 颜色; 代谢产物; 酶促反应; 灰度关联分析
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[Abstract]　 In
 

this
 

study,
 

we
 

employed
 

Q
 

Exactive
 

to
 

determine
 

the
 

main
 

differential
 

metabolites
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

du-
ring

 

the
 

" sweating"
 

process.
 

Further,
 

we
 

quantified
 

the
 

color
 

parameters
 

and
 

determined
 

the
 

activities
 

of
 

polyphenol
 

oxidase
 

(PPO),
 

peroxidase
 

(POD),
 

and
 

tyrosinase
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

during
 

the
 

" sweating"
 

process.
 

Gray
 

correlation
 

analysis
 

was
 

per-
formed

 

for
 

the
 

color,
 

chemical
 

composition,
 

and
 

enzyme
 

activity
 

to
 

reveal
 

the
 

effect
 

of
 

enzymatic
 

reaction
 

on
 

the
 

color
 

of
 

Magnoliae
 

Offi-
cinalis

 

Cortex
 

during
 

the
 

" sweating"
 

process.
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

sweating
 

in
 

different
 

manners
 

showed
 

similar
 

metabolite
 

changes.
 

The
 

primary
 

metabolites
 

that
 

changed
 

significantly
 

included
 

amino
 

acids,
 

nucleotides,
 

and
 

sugars,
 

and
 

the
 

secondary
 

metabo-
lites

 

with
 

significant
 

changes
 

were
 

phenols
 

and
 

phenylpropanoids.
 

Despite
 

the
 

different
 

sweating
 

methods,
 

eleven
 

compounds
 

were
 

com-
monly

 

up-regulated,
 

including
 

L-glutamic
 

acid,
 

acetylarginine,
 

hypoxanthine,
 

and
 

xanthine;
 

six
 

compounds
 

were
 

commonly
 

down-re-
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gulated,
 

including
 

L-arginine,
 

L-aspartic
 

acid,
 

and
 

phenylalanine.
 

The
 

brightness
 

value
 

(L∗ ),
 

red-green
 

value
 

(a∗ ),
 

and
 

yellow-
blue

 

value
 

(b∗ )
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

kept
 

decreasing
 

during
 

the
 

" sweating"
 

process.
 

The
 

changes
 

in
 

the
 

activities
 

of
 

PPO
 

and
 

POD
 

during
 

sweating
 

were
 

consistent
 

with
 

those
 

in
 

the
 

color
 

parameter
 

values.
 

The
 

gray
 

correlation
 

analysis
 

demonstrated
 

that
 

the
 

main
 

differential
 

metabolites
 

such
 

as
 

amino
 

acids
 

and
 

phenols
 

were
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

color
 

parameters
 

L∗ ,
 

a∗
 

and
 

b∗ ;
 

POD
 

was
 

correlated
 

with
 

amino
 

acids
 

and
 

phenols;
 

PPO
 

had
 

strong
 

correlation
 

with
 

phenols.
 

The
 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

color
 

change
 

of
 

Mag-
noliae

 

Officinalis
 

Cortex
 

during
 

" sweating"
 

was
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

reactions
 

of
 

enzymes
 

dominated
 

by
 

PPO
 

and
 

POD.
 

The
 

study
 

ana-
lyzed

 

the
 

correlations
 

among
 

the
 

main
 

differential
 

metabolites,
 

color
 

parameters,
 

and
 

enzyme
 

activities
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

in
 

the
 

" sweating"
 

process.
 

It
 

reveals
 

the
 

common
 

law
 

of
 

material
 

changes
 

and
 

ascertains
 

the
 

relationship
 

between
 

color
 

changes
 

and
 

en-
zymatic

 

reactions
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

during
 

" sweating" .
 

Therefore,
 

this
 

study
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

studying
 

the
 

" swea-
ting"

 

mechanism
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

and
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

guarantee
 

the
 

quality
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex.
 

[Key
 

words]　 Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex; " sweating" ; color; metabolites; enzymatic
 

reaction; gray
 

correlation
 

analysis
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厚朴为木兰科植物厚朴 Magnolia
 

officinalis
 

Re-
hd. et

 

Wils. 或凹叶厚朴 M.
 

officinalis
 

var. biloba
 

Re-
hd. et

 

Wils. 的干燥干皮、根皮或枝皮,其生品辛辣峻

烈,内服对咽喉有刺激性。 除 1963 年版《中国药

典》规定厚朴干皮可直接阴干作药用外,其后历版

《中国药典》均规定厚朴需“发汗”处理[1] 。 “发汗”
在促使厚朴药材迅速干燥的同时,也会加快药材中

化学成分的转变,是保证厚朴优良品质的关键加工

方法[2-3] 。 研究表明,厚朴“发汗”后有效成分[4] 、浸
出物[5] 与挥发油含量[6] 均大幅增加。 此外,厚朴

“发汗”前后颜色也产生较大变化,其“发汗”前药材

内表面为黄色,“发汗”后则显紫棕色或深紫褐色,
断面呈紫褐色或棕色。 查阅古籍发现厚朴不同时期

“发汗”方法不同,但均以“发汗”至药材内表皮呈紫

褐色为佳[7-9] ,如《本草经集注》记载“厚朴出建平、
宜都。 极厚,肉紫色为好,壳薄而白者不如” [7] 。 传

统厚朴产地初加工时将“发汗”至药材内表皮呈紫

褐色作为“发汗”结束标准,但目前厚朴“发汗”的研

究主要集中于“发汗” 工艺优化,“发汗” 对药材性

状、化学成分、药理作用的影响等方面,关于厚朴

“发汗”过程中厚朴颜色变化机制及影响因素尚不

清楚。
药材外观颜色改变的实质是一系列物理化学反

应引发的内在化学成分变化,如酶促反应即普遍存

在于药材加工过程中,并通过催化底物转化生成有

色产物来改变药材外观颜色;有研究发现酶促褐变

是导致菊花[10] 、金银花[11] 和半夏[12] 等药材在加工

过程中颜色发生变化的重要因素。 厚朴在“发汗”
过程中所营造的高温高湿环境在加剧其组织细胞呼

吸作用的同时,也会为厚朴细胞中酶的活动创造有

利条件。 酶是引起药材性状发生转化的重要原

因[13] ,如刘洪亮[2] 提出厚朴“发汗” 后颜色变化为

酪氨酸酶催化苯乙醇苷类化合物所致,故研究酶促

反应是否是导致厚朴“发汗”后颜色变化的关键因

素,具有重要的意义。
本研究选择本草记载及现代常用的几种厚朴

“发汗”方法,从厚朴“发汗”前后及过程中厚朴差异

代谢产物、粉末颜色参数[14-16] 变化及相关酶活性变

化等方面展开研究,利用灰度关联分析探究厚朴

“发汗”过程中化学成分、颜色参数与酶活性之间的

相关性,探明厚朴“发汗”过程中酶促反应与药材颜

色变化之间的关系,并为揭示厚朴“发汗”机制奠定

理论基础。
1　 材料

1. 1　 样品

厚朴样品为 2019 年 6 月采于四川省大邑县斜源

镇灰窑岗(N
 

30°36′59″,E
 

103°18′48″),在阳面 50
 

m×
50

 

m 选取 5 株树龄 15 年的厚朴植株,分别剥取距地

面 1
 

m,向上 2
 

m 的厚朴干皮,趁鲜带回实验室。 经成

都中医药大学裴瑾教授鉴定为厚朴 M.
 

officinalis。
1. 2　 试剂

甲醇(色谱纯,美国
 

Fisher 公司);甲醇(分析

纯)、甲酸(分析纯),成都市科隆化工试剂厂;多酚

氧化酶 ( polyphenol
 

oxidase, PPO) 和过氧化物酶

(peroxidase,POD)、酪氨酸酶
 

ELISA
 

试剂盒均购于

上海笃玛生物技术有限公司。
1. 3　 仪器

Vanquish 型超高效液相色谱联用 Q
 

Exactive
 

四

极杆-静电场轨道阱高分辨质谱仪 ( 美国 Ther-
moFisher

 

Scientific 公司),DHG-9140A 电热恒温干
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燥箱(上海精宏实验设备有限公司),YLS16-A 型水

分测 定 仪 ( 上 海 精 密 科 学 仪 器 有 限 公 司 ),
QUINTIX224-CN

 

电子分析天平(赛多利斯科学仪器

有限公司),KQ-500
 

DE
 

型数控超声波清洗器(昆山

市超声仪器有限公司),Water
 

Synergy 􀅺(德国 Mer-
ck

 

Millipore 公司),A11
 

型分析研磨机(德国 IKA 公

司),CM-5
 

Spectrophotometer 色差仪(柯尼卡美能达

有限公司),Tissuelyser-48
 

型全自动样品快速研磨

仪(上海净信科技有限公司),SQP
 

型万分之一电子

天平[ Sartorius
 

赛多利斯科学仪器(北京) 有限公

司],UPT-11-20T
 

优普超纯水器(成都超纯科技有限

公司),Spectra
 

Max
 

iD3
 

多功能酶标仪[美谷分子仪

器(上海)有限公司],UV-1900
 

型紫外分光光度计,
移液枪(德国 Eppendorf 公司)。
2　 方法

2. 1　 材料处理

2. 1. 1　 厚朴分组　 将厚朴样本树干皮切成
 

40
 

cm
 

短

段,均分为
 

5
 

组,每组包含每株样本树的其中一段。
查阅文献后选择

 

4
 

种常用“发汗”方法,分别为水蒸

堆置“发汗”、水煮堆置“发汗”、直接堆置“发汗”和切

丝堆置“发汗”,对照组做阴干处理,分别标记为 A
组、B 组、C 组、D 组和 E 组,具体操作过程见表 1。

表 1　 厚朴不同“发汗”组别的处理

Table
 

1　 Treatment
 

methods
 

for
 

" sweating"
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
组别 前处理 “发汗”具体操作

A 　 以水沸腾后计时,隔水蒸 15
 

min[17] ,样品
变软后,捞出,沥掉多余水分

　 将药材置于棉絮和薄膜下,放至阴凉通风处堆置,堆置高度设置为 55
 

cm。 “发汗”
至内表面变紫褐色或棕褐色时,取出,就地摊放在纸板上,阴干

B 　 沸水微煮 5 ~ 8
 

min[18] ,样品变软后,捞
出,沥掉多余水分

　 将药材置于棉絮和薄膜下,放至阴凉通风处堆置,堆置高度设置为 55
 

cm。 “发汗”
至内表面变紫褐色或棕褐色时,取出,就地摊放在纸板上,阴干

C - 　 将药材置于棉絮和薄膜下,放至阴凉通风处堆置,堆置高度设置为 55
 

cm。 “发汗”
至内表面变紫褐色或棕褐色时,取出,就地摊放在纸板上,阴干

D 　 将厚朴药材切成宽度为 3
 

mm 的厚朴丝,
装入厚型薄膜中,扎紧

　 将药材置于棉絮和薄膜下,放至阴凉通风处堆置,堆置高度设置为 55
 

cm。 “发汗”
至内表面变紫褐色或棕褐色时,取出,就地摊放在纸板上,阴干

E - 在“发汗”的同一房间内,摊放在纸板上,阴干

　 注:样品含水量低于 15%[1] 时,结束干燥。

　 　 本实验以厚朴内表面变紫褐色或棕褐色作为评

定厚朴“发汗”结束的标准。 A
 

组与 B 组“发汗”共

需 3
 

d,C
 

组与
 

D
 

组“发汗”共需
 

4
 

d。 对厚朴样品进

行标记,依次分为未“发汗”样品( A-0、B-0、C-0、D-
0、E-0),处理后样品(A-ap、B-ap),“发汗”不同天数

样品(A-1、B-1、C-1、D-1、A-2、B-2、C-2、D-2、C-3、D-
3),“发汗”结束样品(A-f、B-f、C-f、D-f)和阴干样品

(E-f),干燥后药材于 15
 

℃下保存。
2. 1. 2　 样品含水率测定　 将样品剪碎后平铺在托

盘上,采用快速水分测定仪测定厚朴“发汗”过程中

样品含水量,每次测定样品质量为 5. 0
 

g,标准模式

105
 

℃加热,至样品质量 30
 

s 无变化,读取并记录样

品失水率。 每份样品平行测定 3 次。
2. 1. 3　 样品制备 　 选择“发汗” 各时期样品适量,
剪成小段,置于分析研磨机中,加液氮适量研磨,研
磨后粉末保存于-20

 

℃ ,作为酶活性实验样品。 其

余样品阴干至含水量低于 15%后打粉,过 3 号筛,备
用。 由于 A-0 至 E-0 为同一株样品树,且未经加工

处理,故将其粉末等量混合均匀作为对照组(CK)。

精密称取对照组( CK)和“发汗”结束样品( A-
f、B-f、C-f、D-f)药材粉末 0. 5

 

g,置具塞锥形瓶内,加
入 70%甲醇 25

 

mL,摇匀,称重,超声 1
 

h(100
 

Hz,30
 

℃ ),放冷,加甲醇补足质量,过滤,取续滤液过
 

0. 22
 

μm 微孔滤膜,作为分析检测样品。
2. 2　 厚朴“发汗”前后差异化合物分析

2. 2. 1　 检测条件　 色谱条件:Agilent
 

SB-C18
 色谱柱

(4. 6 mm × 100
 

mm,1. 8
 

μm),流动相 0. 1%甲酸水

(A)-甲醇(B)梯度洗脱(0 ~ 15
 

min,20% ~ 80%
 

B;
15 ~ 25

 

min,80% ~ 95%
 

B;25 ~ 35
 

min,95%
 

B;35 ~
35. 1

 

min,95% ~ 20%
 

B;35. 1 ~ 40
 

min,20%
 

B),流
速 0. 2

 

mL·min-1,柱温 30
 

℃ ,进样器温度 10
 

℃ ,进
样体积 1

 

μL。
质谱条件:采用 HESI 电喷雾离子源,正负离子

模式检测。 喷雾正电压 3. 5
 

kV,负电压 3. 0
 

kV,离
子源温度 350

 

℃ ,鞘气流速 35
 

arb,辅助气流速 10
 

arb,离子传输管温度 320
 

℃ 。 扫描模式为全扫描数

据依赖二级扫描(Full
 

MS-dd
 

MS2),Full
 

MS 分辨率

35
 

000,dd
 

MS2 分辨率 17
 

500,扫描范围 m / z
 

100 ~
4621
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1
 

500,stepped
 

NCE 为 20、40、60
 

eV。
2. 2. 2　 数据分析 　 经 Compound

 

discoverer 软件初

步分析处理质谱仪在正、负离子模式检测所得的原

始数据,筛选与数据库匹配度高于 80 分且 Delta
 

Mass 不超过±10×10-6 的化合物。 应用主成分分析

(PCA)与偏最小二乘法分析( PLS-DA)分析不同处

理组别“发汗”前后成分含量是否有明显差异,并以

图形的形式展示分析结果;对所得数据进一步进行

均一化处理,分析厚朴“发汗”前后及组间差异的主

要化合物,绘制差异代谢产物火山图,并通过 Excel
比对筛选找出各组差异代谢产物。
2. 3　 厚朴颜色值测定

 

参照已有检测方法[19-20] ,采用色差仪依次测定

“发汗”各时期样品,记录颜色值(L∗、a∗、b∗分别代

表明暗度、红绿色和黄蓝色;“ +” 值分别对应偏明

亮、红色及黄色,“ -”值对应偏暗、绿色及蓝色)。 最

后以色差值 ΔE=[(L2 -L1)2 +(a2 -a1)2 +(b2 -b1 )2 ] / 2
量化样品颜色色度,检验厚朴“发汗”前后颜色是否

存在差异,ΔE 越大,差异越大。
2. 4　 酶活性测定

精密称取低温研磨粉末
 

0. 10
 

g,置于 2
 

mL 灭菌

离心管中,使用全自动研磨仪(60
 

Hz,50
 

s)进一步

粉碎。 加入 PBS 缓冲液 1
 

mL, 涡旋混匀, PPO、
POD、酪氨酸酶在 1

 

000
 

r·min-1转速下离心
 

20
 

min,
取上清液 400

 

μL,-20
 

℃保存。
根据 ELISA 试剂盒说明书进行操作,往预先包

被测定的酶抗体的包被微孔中依次加入标本、对照

品、HRP 标记的检测抗体,经过温育并彻底洗涤。
用底物 TMB 显色,TMB 在过氧化物酶的催化下转

化成蓝色,并在酸的作用下转化成最终的黄色,颜色

的深浅和样品中所测定的酶呈正相关。 用酶标仪在
 

450
 

nm
 

波长下测定吸光度(A),计算样品活性,每种

酶测定
 

3
 

次,取平均值。
3　 结果

3. 1　 厚朴“发汗”前后差异物质研究

各组“发汗”结束样品在正、负离子模式下的总

离子流见图 1。 在正、负离子模式下,不同组厚朴样

品的峰与保留时间均较为相似,各组厚朴“发汗”样

品的化学成分相较于对照组样品均发生了一定程度

的变化。 主要包含氨基酸、生物碱、糖类、酚类、苯丙

素类和脂肪酸类化合物。 此外,还有苯乙醇苷类、倍
半萜类、呋喃类及香豆素类化合物。

CK. 对照组;A-f~ D-f. A~ D 组“发汗”结束样品。

图 1　 厚朴不同“发汗”方法的 UPLC-QE
 

Orbitrap
 

MS 总离子

流图

Fig. 1　 UPLC-QE
 

Orbitrap
 

MS
 

total
 

ion
 

chromatograms
 

of
 

Mag-
noliae

 

Officinalis
 

Cortex
 

" sweating"
 

with
 

different
 

methods

基于不同组别的 106 个化合物峰面积展开

PCA,PCA 结果见图 2(R2X = 0. 881,Q2Y = 0. 363)。
由图可知厚朴“发汗”前后样品呈分离状态,且 A、B
组样品化学成分聚合度较好,C、D 组样品化学成分

聚合度较好。 在 PCA 的基础上将未“发汗” 样品

(CK)分为一组,“发汗”样品(A ~ D 组)分为一组进

行 PLS-DA,并对“发汗”与未“发汗”厚朴数据进行

建模分析,PLS-DA 结果见图 3(R2X = 0. 622,R2Y =
0. 997,Q2 = 0. 955),不同组“发汗”样品与未“发汗”
样品区别明显。 说明各组厚朴样品“发汗”后化合

物差异明显,可与未“发汗”样品完全分离,且 A、B
组化合物成分相近,C、D 组化合物成分相近。

厚朴不同“发汗” 组差异代谢产物分析结果见

图 4(上调与下调),筛选所得 73 种厚朴“发汗”前后
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图 2　 不同“发汗”方法 PCA 主成分二维散点图

Fig. 2 　 PCA
 

plots
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

samples
 

" sweating"
 

with
 

different
 

methods

差异化合物见表 2。 由表可知,“发汗”后差异物质

最多的为
 

D
 

组(53 个);其次为
 

C
 

组(36
 

个),A、B
组分别含 23、22 个差异化合物。 “发汗” 过程中变

　 　

图 3　 不同“发汗”方法 PLS-DA 主成分二维散点图

Fig. 3 　 PLS-DA
 

plots
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

samples
 

" sweating"
 

with
 

different
 

methods

化较为明显的是氨基酸、核苷酸、糖类等初级代谢

产物,而次级代谢产物以苯丙素类和酚类化合物

为主。

a、b、c、d 分别为 A-f、B-f、C-f、D-f 与 CK 样品相比的未筛选差异化合物;红色区域的点表示“发汗”后较“发汗”前显著上调,绿色区域的点表示

“发汗”后较“发汗”前显著下调,P<0. 05,􀰙log2
 FC􀰙≥1。

图 4　 厚朴不同方法“发汗”前后差异化合物的火山图

Fig. 4　 Volcano
 

maps
 

of
 

different
 

compounds
 

in
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

before
 

and
 

after
 

" sweating"

　 　 与未“发汗”样品相比,A 组与 B 组的变化规律

更为相似,两者具有 20 种共同上调化合物,17 种共

同下调化合物;而未经前处理的 C 组与 D 组有 25

种共同上调化合物,8
 

种共同下调化合物。 不同“发

汗”方法共同上调化合物有 11 种,包括
 

L-谷氨酸、
乙酰精氨酸、次黄嘌呤、黄嘌呤、半乳糖醛酸、BMK
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　 　表 2　 厚朴“发汗”前后主要差异化合物

Table
 

2　 Main
 

different
 

compounds
 

in
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

before
 

and
 

after
 

" sweating"

No. 化合物 物质类别 分子式
“发汗”结束(f) / CK

 

A B C D
1 N6,N6,N6-三甲基-L-赖氨酸 氨基酸 C9 H20 N2 O2 - ↓ - -
2 L-精氨酸 氨基酸 C6 H14 N4 O2 ↓ ↓ ↓ ↓
3 L-脯氨酸 氨基酸 C5 H9 NO2 - - ↓ ↓
4 L-谷氨酰胺 氨基酸 C5 H10 N2 O3 - - ↑ ↑
5 L-焦谷氨酸 氨基酸 C5 H7 NO3 ↓ ↓ ↑ ↑
6 L-天冬氨酸 氨基酸 C4 H7 NO4 ↓ ↓ ↓ ↓
7 L-谷氨酸 氨基酸 C5 H9 NO4 ↑ ↑ ↑ ↑
8 D-脯氨酸 氨基酸 C5 H9 NO2 - ↓ - -
9 乙酰精氨酸 氨基酸 C8 H16 N4 O3 ↑ ↑ ↑ ↑
10 4-胍基丁酸 氨基酸 C5 H11 N3 O2 ↑ ↑ - -
11 缬氨酸 氨基酸 C5 H11 NO2 ↓ ↓ - ↓
12 酪氨酸 氨基酸 C9 H11 NO3 ↓ ↓ - ↑
13 正亮氨酸 氨基酸 C6 H13 NO2 ↓ ↓ - -
14 亮氨酸 氨基酸 C6 H13 NO2 ↓ ↓ ↓ ↓
15 苯丙氨酸 氨基酸 C9 H11 NO2 ↓ ↓ ↓ ↓
16 胞苷 核苷酸 C9 H13 N3 O5 ↓ ↓ ↓ ↓
17 次黄嘌呤 核苷酸 C5 H4 N4 O ↑ ↑ ↑ ↑
18 黄嘌呤 核苷酸 C5 H4 N4 O2 ↑ ↑ ↑ ↑
19 腺苷 核苷酸 C10 H13 N5 O4 - ↓ ↓ -
20 腺嘌呤 核苷酸 C5 H5 N5 ↓ ↓ - -
21 尿嘧啶 核苷酸 C4 H4 N2 O2 ↓ - - -
22 鸟苷 核苷酸 C10 H13 N5 O5 ↑ ↑ - -
23 胸腺嘧啶 核苷酸 C5 H6 N2 O2 - - - ↓
24 2′-O-甲基腺苷 核苷酸 C11 H15 N5 O4 - - ↓ ↓
25 L-肉毒碱 生物碱 C7 H15 NO3 - ↓ - -
26 葫芦巴碱 生物碱 C7 H7 NO2 ↓ ↓ ↑ ↑
27 水苏碱 生物碱 C7 H13 NO2 - ↓ - -
28 乙酰基左旋肉碱 生物碱 C9 H17 NO4 - ↓ ↑ -
29 大麦碱 生物碱 C10 H15 NO - ↓ ↑ -
30 猪毛菜碱 生物碱 C11 H15 NO2 - - ↑ ↑
31 N-反式-阿魏酰酪胺 生物碱 C18 H19 NO4 - - ↑ ↑
32 巴婆碱 生物碱 C17 H17 NO2 - - - ↑
33 肌苷 生物碱 C10 H12 N4 O5 ↑ ↑ ↑ ↑
34 apocodeine 生物碱 C18 H19 NO2 - - ↑ ↑
35 decarbamoyl-neosaxitoxin 生物碱 C9 H16 N6 O4 - - ↑ ↑
36 N-乙酰基-2-苯基乙胺 生物碱 C10 H13 NO - - ↑ ↑
37 麦芽五糖 糖类 C30 H52 O26 ↑ ↑ - ↓
38 水苏糖 糖类 C24 H42 O21 ↑ ↑ - -
39 棉子糖 糖类 C18 H32 O16 ↑ ↑ ↓ -
40 半乳糖醛酸 糖类 C6 H10 O7 ↑ ↑ ↑ ↑
41 葡萄糖酸 糖类 C6 H12 O7 ↑ ↑ - ↑
42 半乳糖醇 糖类 C6 H14 O6 ↓ ↓ ↑ ↑
43 蔗糖 糖类 C12 H22 O11 ↑ ↑ - -
44 D-奎宁酸 酚类 C7 H12 O6 ↓ ↓ - ↓
45 4-甲氧基水杨酸 酚类 C8 H8 O4 - - ↑ -
46 3,4,5-三甲氧基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷 酚类 C15 H22 O9 - - - ↓
47 儿茶素 酚类 C15 H14 O6 ↓ - ↓ -
48 反-3,5-二甲氧-4-羟基肉桂醛 酚类 C11 H12 O4 ↑ ↑ ↑ ↑
49 丁香醛 酚类 C9 H10 O4 - - - ↓
50 松萝酸 酚类 C18 H16 O7 - ↓ - ↓
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续表2

No. 化合物 物质类别 分子式
“发汗”结束(f) / CK

 

A B C D
51 绿原酸 苯丙素类 C16 H18 O9 ↑ - ↑ ↑
52 紫丁香苷 苯丙素类 C17 H24 O9 ↑ ↑ ↑ ↑
53 大车前苷 苯丙素类 C29 H36 O16 ↓ - ↓ ↑
54 连翘酯苷 I 苯丙素类 C29 H36 O15 - - - ↑
55 3-对香豆酰基奎宁酸 苯丙素类 C16 H18 O8 - - ↑ ↑
56 苹果酸 脂肪酸 C4 H6 O5 ↓ ↓ ↓ -
57 BMK 缩水甘油酸甲酯 脂肪酸 C11 H12 O3 ↑ ↑ ↑ ↑
58 9-oxo-10(E),12(E)-octadecadienoic

 

acid 脂肪酸 C18 H30 O3 ↓ ↓ ↓ ↓
59 (9S,13R)-12-oxophytodienoic

 

acid 脂肪酸 C18 H28 O3 ↓ ↓ - -
60 10(E),12(Z)-共轭亚油酸 脂肪酸 C18 H32 O2 - ↓ - -
61 1-油烯基甘油 脂肪酸 C21 H38 O4 ↑ ↑ ↑ ↑
62 异毛蕊花糖苷 苯乙醇苷 C29 H36 O15 ↓ ↓ - ↑
63 红景天苷 苯乙醇苷 C14 H20 O7 - - ↑ ↑
64 金石蚕苷 苯乙醇苷 C35 H46 O19 - - ↓ -
65 木通苯乙醇苷 B 苯乙醇苷 C23 H26 O11 - ↓ ↓ ↑
66 莪术二酮 倍半萜类 C15 H24 O2 ↑ ↑ ↑ ↑
67 诺卡酮 倍半萜类 C15 H22 O ↑ ↑ ↑ ↑
68 5-羟甲基糠醛 呋喃 C6 H6 O3 - - ↓ -
69 落叶松树脂酚 4-O-葡萄糖苷 木脂素 C26 H34 O11 - - - ↓
70 茵芋苷 香豆素 C15 H16 O8 - - ↓ ↑
71 二氢槲皮素 黄酮 C15 H12 O7 - - - ↑
72 柚皮苷查尔酮 黄酮 C15 H12 O5 - - ↑ ↑
73 3-(beta-D-glucopyranosyloxy)-2-methyl-4H-pyran-4-one 未知 C12 H16 O8 ↑ ↑ - ↑

　 注:↑. “发汗”较未“发汗”品含量显著性上调;↓. “发汗”较未“发汗”品含量显著性下调;P<0. 05。

缩水甘油酸甲酯、紫丁香苷、反-3,5-二甲氧-4-羟基

肉桂醛、莪术二酮等;共同下调化合物有 6 种,包括

L-精氨酸、L-天冬氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、胞苷和
 

9-oxo-10(E),12(E)-octadecadienoic
 

acid。
此外,与 CK 样品相比较,糖类物质在

 

A 组、B
组全部显著上调,在 C 组与 D 组无显著变化;生物

碱类物质在 A 组与 B 组显示为下调,但在 C 组与 D
组变化显示为上调。
3. 2　 厚朴粉末颜色测定

厚朴粉末颜色值测定结果见表 3。 经统计学分

析发现,当色差值大于 1 时,两样品的总色差值差异

显著,故选取 ΔE>1 作为两者颜色差异显著的判别

标准。 分析结果可知,“发汗”过程中 L∗、a∗、b∗ 持

续降低,且“发汗”前后样品的色差值( ΔE)均大于

8,由于所有组的 0
 

d 均为 40
 

℃ 烘干,即 E-0 与 E-f
使用同样方法处理,其 ΔE 小于 1。 以 ΔE 评价不同

“发汗”方法“发汗”前后样品之间的颜色差异,ΔE
大小顺序为 C 组>A 组>D 组>B 组,此与肉眼观 C
组颜色最深,B 组颜色最浅一致。

以色差值 ΔE 对“发汗” 结束与未“发汗” 样品

以组间联接方法进行聚类分析,用
 

Euclidean
 

dis-
tance(欧氏距离)区间作为度量标准,能将所测样品

聚为 2 类,见图 5,说明厚朴样品“发汗”后颜色变化

明显,可与未“发汗”样品区分。
3. 3　 酶活性

厚朴不同“发汗”方法“发汗”过程中的酶活变

化测定结果经软件处理后见图 6 ~ 8。 由图可知,不
同方法“发汗” 过程中厚朴样品的 POD 活性随着

“发汗”程度加深整体呈下降趋势。 PPO 活性总体

表现为先上升后下降的趋势,其中水煮堆置“发汗”
样品(B 组)经处理后 PPO 活性较 CK 显著下降,在
“发汗”第 2 天其活性又显著上升,推测为样品直接

与沸水接触致使 PPO 部分失活,而后随着“发汗”时
间增长其活性被再次激发所致。 各组“发汗”结束

样品的 PPO 与 POD 活性均低于 CK 样品,且各组

“发汗”结束样品 PPO 与 POD 活性与色差值变化趋

势相反。
不同处理组之间酪氨酸酶的活性变化规律基本

一致,且与 PPO 活性变化相近,先上升后下降,其中

A 组水蒸、B 组水煮后则达峰值,C 组与 D 组在上升
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　 　表 3　 厚朴样品色度参数值( 􀭰x±s,n= 3)
Table

 

3　 Color
 

parameters
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

( 􀭰x±s,
n= 3)
样品 L∗ a∗ b∗ 色差 ΔE
A-0 56. 13±0. 41 7. 19±0. 03 18. 43±0. 18 -
A-ap 55. 30±0. 58 7. 14±0. 05 18. 33±0. 24 1. 01
A-1 52. 87±0. 10 7. 02±0. 06 16. 18±0. 12 3. 97
A-2 50. 16±0. 06 6. 91±0. 02 15. 19±0. 05 6. 81
A-f 48. 03±0. 65 6. 36±0. 19 11. 66±0. 54 10. 62
B-0 54. 70±0. 61 7. 46±0. 05 17. 91±0. 32 -
B-ap 53. 43±0. 46 7. 32±0. 12 17. 50±0. 33 1. 39
B-1 52. 48±0. 28 7. 32±0. 10 16. 52±0. 19 2. 65
B-2 50. 34±0. 11 6. 85±0. 06 14. 39±0. 16 5. 67
B-f 48. 18±0. 15 6. 42±0. 22 11. 92±0. 34 8. 94
C-0 55. 31±0. 47 7. 41±0. 15 18. 54±0. 55 -
C-1 54. 49±0. 18 7. 27±0. 15 18. 43±0. 46 1. 19
C-2 53. 09±0. 05 7. 10±0. 15 16. 86±0. 17 2. 89
C-3 50. 85±0. 10 6. 84±0. 05 14. 35±0. 45 6. 19
C-f 47. 37±0. 25 6. 51±0. 11 11. 46±0. 18 10. 70
D-0 54. 67±0. 46 7. 41±0. 28 17. 66±0. 19 -
D-1 54. 36±0. 59 6. 77±0. 37 16. 05±0. 09 1. 81
D-2 50. 62±0. 29 6. 84±0. 06 15. 07±0. 09 4. 89
D-3 49. 27±0. 32 6. 57±0. 09 13. 64±0. 23 6. 80
D-f 47. 64±0. 77 6. 40±0. 01 11. 53±0. 21 9. 40
E-0 54. 51±0. 28 8. 36±0. 06 18. 16±0. 21 -
E-f 55. 36±0. 59 7. 65±0. 04 17. 05±0. 09 1. 73

　 注:ΔE>1 时,P<0. 05,表明两样品的总色值差异显著;样品编号图
5 ~ 8 同。

Ⅰ类. 未“发汗”样品;Ⅱ类. “发汗”样品。

图 5　 厚朴色差聚类分析

Fig. 5　 Clustering
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

samples
 

based
 

on
 

total
 

color
 

difference

至第 2 天才达峰值,“发汗”时间越久其活性越低,
但其含量总体相对较低。
3. 4　 厚朴颜色与差异代谢产物的关联分析

 

对差异代谢产物、厚朴颜色参数和酶活性进行

灰度关联分析[21-22] ,分析结果见表 4。 关联度越大

表明样品与参考序列越接近[23] ,由表可知色度参数

　 　

折线图. 左纵坐标,不同“发汗”天数酶活性变化趋势;柱状图. 右纵坐标,不同“发汗”天数酶的活性;同列数字后不同小写字母表示差异显著

(P<0. 05)(图 7、8 同)。

图 6　 厚朴不同方法“发汗”过程中 POD 活性( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 6　 POD

 

activity
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

in
 

the
 

process
 

of
 

" sweating"
 

with
 

different
 

methods
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)
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图 7　 厚朴不同方法“发汗”过程中 PPO 活性( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 7　 PPO

 

activity
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

in
 

the
 

process
 

of
 

" sweating"
 

with
 

different
 

methods
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)

图 8　 厚朴不同方法“发汗”过程中酪氨酸酶活性( 􀭰x±s,n= 3)
Fig. 8　 Tyrosinase

 

activity
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

in
 

the
 

process
 

of
 

" sweating"
 

with
 

different
 

methods
 

( 􀭰x±s,
 

n= 3)

L∗、a∗、b∗均与酚类物质关联度最高,其次为氨基酸

类化合物。 POD 与氨基酸类化合物关联性最高,其
次为酚类物质;PPO 与酚类物质关联度最高;而酪

氨酸酶与各类化合物关联度均较低。
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表 4　 “发汗”过程中酶活性和色差参数与化合物的灰色关联度分析

Table
 

4　 Gray
 

correlation
 

degrees
 

of
 

enzyme
 

activities
 

and
 

color
 

parameters
 

with
 

compounds
 

of
 

Magnoliae
 

Officinalis
 

Cortex
 

in
 

the
 

" sweating"
 

process
指标 氨基酸 糖类 生物碱 酚类 苯乙醇苷 黄酮类 苯丙素类 倍半萜类

L∗ 0. 876 0. 698 0. 631 0. 926 0. 735 0. 440 0. 816 0. 676
a∗ 0. 878 0. 704 0. 637 0. 925 0. 742 0. 447 0. 821 0. 681
b∗ 0. 713 0. 688 0. 619 0. 711 0. 702 0. 566 0. 698 0. 584
POD 0. 852 0. 736 0. 657 0. 815 0. 746 0. 481 0. 802 0. 682
PPO 0. 771 0. 691 0. 642 0. 774 0. 730 0. 542 0. 737 0. 594
酪氨酸酶 0. 666 0. 627 0. 629 0. 657 0. 605 0. 569 0. 629 0. 554

4　 讨论

外观颜色作为判断中药饮片炮制程度的重要参

考指标,其变化往往伴随着化学成分的改变。 例如,
在将大黄在炮制成大黄炭的加工过程中,大黄中的

番泻苷和结合蒽醌等化学成分的含量与药材颜色变

化有显著相关性[24] ,刘德鹏等[25] 发现栀子在炮制

过程中颜色变化与美拉德反应产物含量高低相关。
另外,存在于药材中的酶在药材加工过程中亦可影

响药材颜色,如丹参在“发汗”过程中,隐丹参酮等

成分在相关酶的作用下转化为丹参酮,致使丹参药

材颜色加深[26] 。 厚朴“发汗”前后颜色差异明显,且
研究发现其加工过程中有微生物活动[27] ,故酶可能

是厚朴加工前后颜色变化的重要影响因素。
本研究利用色差仪对厚朴“发汗” 过程样品的

表观颜色进行量化,发现加工过程中 L∗、a∗、b∗ 均

显著下降,其中 b∗下降程度较大,表明厚朴“发汗”
前后颜色差异显著。 同时,颜色值变化趋势与肉眼

观察厚朴粉末颜色逐渐加深一致,证明传统方法通

过观察颜色判断加工程度是可行的。 差异代谢产物

结果显示不同组别厚朴“发汗”前后差异化合物中,
变化较为明显的为氨基酸、核苷酸、糖类等初级代谢

产物,以及苯丙素类、酚类等次级代谢产物。 从酶活

性实验结果可以看出,PPO 与 POD
 

2 种酶酶活性变

化趋势与厚朴颜色变化趋势相近。 将酶活实验结

果、色度参数值与主要代谢产物进行灰度关联分析,
结果发现色度参数 L∗、a∗、b∗ 与酚类、氨基酸类化

合物关联紧密;POD 与氨基酸类化合物关联性最

强,PPO 与酚类物质关联性最强,这与 2 种酶的生

物活性相近[14,28] ,故推测 PPO、POD
 

2 种酶可能为

“发汗”过程中影响厚朴颜色的主要作用酶,两者以

氨基酸类和酚类化合物为底物进行酶促褐变,产生

大量深色物质,从而导致厚朴“发汗”后颜色变深,
这种变色机制已在丹参、半夏、亳菊等药材中发现并

证实[29-31] 。 但本研究并未将 2 种酶单独提取后施

加在药材上,观察其颜色变化情况,故厚朴“发汗”
后颜色变化是否主要由 2 种酶主导的酶促反应所

致,还有待于进一步深入研究。
综上所述,本研究以厚朴“发汗”前后差异代谢

产物为基础,从酶促反应的角度探索厚朴“发汗”前

后颜色变化机制,并依据实验结果明确可能影响厚

朴颜色的因素,为后续深入研究厚朴“发汗”机制提

供了科学依据。
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