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基于“色度-化学-活性”的黑西洋参饮片炮制一致性评价
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［摘要］ 目的：基于“色度-化学组成-抑制血管活性”一致性评价常压与加压蒸制工艺所得黑西洋参饮片的质量，筛选与常

压蒸制工艺质量一致的加压蒸制工艺，优化黑西洋参饮片的炮制工艺。方法：采用常压与加压工艺分别制备西洋参蒸制饮片，

并测定饮片色度值［亮度值（L*）、红绿色度值（a*）、黄蓝色度值（b*）、总色度值（E*ab）］；基于高效液相色谱法（HPLC）建立常压

与加压西洋参蒸制饮片的指纹图谱，聚类分析色度值及指纹图谱共有峰面积，探究不同工艺所得西洋参蒸制饮片的质量关系，

通过斑马鱼新生血管抑制活性实验，确定黑西洋参饮片常压蒸制最佳工艺；测定饮片中人参皂苷 Rg1、Re、Rb1、20（S）-Rg3、Rk1、

Rg5的含量，通过 Spearman 相关性分析探究饮片蒸制过程中皂苷含量与色度及活性之间的联系，综合色度、皂苷成分、抑制血

管生成活性的一致性，筛选出与常压蒸制工艺质量一致的加压蒸制条件。结果：与常压制备方法比较，加压制备黑西洋参饮片

颜色加深更快，人参皂苷转化速率更高。随着炮制程度的加深，黑西洋参饮片抑制新生血管生成活性逐渐增强，基于有效性及

安全性确定常压蒸制 21 h 为黑西洋参饮片发挥抑制新生血管活性的最优工艺。所测定的 6 种人参皂苷与饮片色度值和新生

血管抑制活性均呈强至极强相关性，其中人参皂苷 Rg1、Re、Rb1与各色度值呈正相关，与斑马鱼新生血管抑制活性呈负相关；
人参皂苷 20（S）-Rg3、Rk1、Rg5与各色度值呈负相关，与斑马鱼新生血管抑制活性呈正相关。综合色度值、指纹图谱共有峰面积

聚类分析结果与药效结果，加压 110 ℃（0.045 MPa）蒸制 5 h 与 115 ℃（0.07 MPa）蒸制 3 h 制备的黑西洋参饮片同常压蒸制 21 h

所得黑西洋参饮片质量高度一致。结论：加压蒸制工艺具有制备时间短、耗能低、皂苷转化速率快等优点，可替代常压蒸制工

艺制备黑西洋参饮片。“色度-化学-活性”一致性评价方法可更加科学、有效地说明中药炮制过程中的质量变化规律，为中药炮

制工艺优化研究及质量控制提供了新模式。
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Consistency Evaluation of Processing of Black Panacis Quinquefolii Radix Decoction Pieces 

Based on "Chromaticity-chemistry-activity"
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［［Abstract］］  Objective：： To assess the quality consistency of black Panacis Quinquefolii Radix（bPQR） decoction pieces 

prepared by atmospheric and pressurized steaming processes based on chromaticity-chemical composition-vasoactive inhibition. The 

ultimate goal was to screen the pressurized steaming process yielding quality equivalent to atmospheric steaming， and optimize the 

processing technology of bPQR. Methods：： The bPQR decoction pieces were prepared using both atmospheric and pressurized 

steaming processes， and the chromaticity values［lightness value（L*）， red/green chromaticity value（a*）， yellow/blue chromaticity 

value（b*）， total chromaticity value（E*ab）］ were measured. High performance liquid chromatography（HPLC） was employed to 

establish fingerprint profiles for the decoction pieces， and cluster analysis was conducted on chromaticity values and the common 
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peak areas in fingerprint profiles to elucidate the quality relationships between the decoction pieces processed by different methods. 

The optimal atmospheric steaming of bPQR decoction pieces was determined through zebrafish angiogenesis inhibition experiments. 

The contents of ginsenosides Rg1， Re， Rb1， 20（S）-Rg3， Rk1 and Rg5 in the decoction pieces were quantified， and Spearman 

correlation analysis was employed to investigate the relationship between saponin content， chromaticity， and angiogenesis 

inhibition activity during the steaming process. By integrating the consistency of chromaticity， saponin components and 

angiogenesis inhibition activity， pressurized steaming conditions with quality equivalent to the atmospheric pressure method were 

selected. Results：： Compared with the atmospheric steaming method， pressurized steaming resulted in faster color darkening and 

higher conversion rates of ginsenosides in bPQR decoction pieces. Moreover， the neovascularization inhibitory activity of bPQR 

decoction pieces continued to increase with the deepening of processing. Based on the effectiveness and safety， the optimal process 

for preparing bPQR decoction pieces with neovascularization inhibitory activity was determined to be atmospheric steaming for 

21 h. All six ginsenosides tested exhibited strong to extremely strong correlations with both the chromaticity values of the decoction 

pieces and their neovascularization inhibitory activities. Among them， ginsenosides Rg1， Re and Rb1 exhibited positive correlations 

with chromaticity values and negative correlations with zebrafish angiogenesis inhibition activity. Conversely， ginsenosides 

20（S）-Rg3， Rk1 and Rg5 showed negative correlations with chromaticity values and positive correlations with zebrafish 

angiogenesis inhibition activity. By integrating chromaticity values， cluster analysis results， as well as the results of activity， it was 

determined that the quality of bPQR decoction pieces steamed under pressurized conditions of 110 ℃（0.045 MPa） for 5 h and 

115 ℃（0.07 MPa） for 3 h was highly consistent with that obtained by atmospheric steaming for 21 h. Conclusion：： The preparation 

of bPQR decoction pieces by pressurized steaming has the advantages of short preparation time， low energy consumption， and 

rapid saponin conversion rate， making it a viable alternative to atmospheric steaming for preparing bPQR decoction pieces. 

Meanwhile， the evaluation method based on chromaticity-chemical composition-activity can provide a more scientific and effective 

explanation of change rules in the quality during traditional Chinese medicine processing， and offer a new model for optimizing 

processing technology and enhancing quality control.

［［Keywords］］ consistency evaluation； black Panacis Quinquefolii Radix decoction pieces； fingerprint； content 

determination； chromaticity； inhibition of neovascularization

西洋参 Panax quinquefolium 是五加科人参属西

洋参的干燥根［1］。原产于北美洲的加拿大南部和美

国北部，现广泛种植于我国吉林、山东、陕西等高海

拔山区［2］。其味甘、微苦，性寒凉，胃虚不耐寒凉者

应慎用［3］。古籍记载，西洋参经蒸制后可去除其苦

寒之气［4］。黑西洋基于此原理，由鲜西洋参多次蒸

制和干燥制备而成，因其炮制过后表面呈黑色而

得名［5］。

中药一致性评价多集中于中药配方颗粒和中

药 复 方 制 剂 及 制 药 过 程 的 一 致 性 评 价［6］。 以

2020 年版《中华人民共和国药典》（以下简称《中国

药典》）为主流的中药一致性评价方法大多集中于

外观性状评价与化学评价，难以全面评价中药质量

一致性［7］。鉴于中药“多成分、多效应”的特点，将一

致性评价应用于中药炮制工艺优化，并引入生物等

效性评价，从多角度入手整体评价不同工艺条件炮

制样品的质量一致性，寻找更加简便、省时且与原

炮制样品质量一致的新型炮制工艺，是未来中药炮

制及全面质量评价的重要发展方向。

研究发现，高温蒸制后西洋参的主要人参皂苷

转化为人参皂苷 20（S）-Rg3、Rk1、Rg5
［8-9］，从而使黑

西洋参产生抗炎、降压、抗氧化及保护中枢神经系

统 等 不 同 的 药 理 活 性［10］。 研 究 表 明 ，人 参 皂 苷

20（S）-Rg3可以抑制人脐静脉内皮细胞（HUVEC）增

殖、血小管形成和血管内皮生长因子（VEGF）的生

成；进而抑制体内新血管形成［11］。通过抑制新生血

管生成可以切断肿瘤的血液供应，导致肿瘤组织缺

氧和营养不良，从而抑制肿瘤的生长［12］。同时也能

减少眼底血管异常渗漏和出血，改善新生血管性年

龄 相 关 黄 斑 变 性（nAMD）和 糖 尿 病 性 黄 斑 水 肿

（DME）患者的视力和生活质量［13］。加压蒸制因其

操作简便、省时、工艺可控，已成为现代炮制研究的

热点。

本研究采用常压与加压方式蒸制西洋参饮片，

基于课题组前期建立的指纹图谱和 6 种人参皂苷含

量测定方法［14］，对西洋参蒸制饮片的色度值、皂苷

组成及抑制血管生成活性进行测定，开展黑西洋参

蒸制饮片的质量一致性进行评价，为中药饮片的质

量一致性评价与炮制工艺优化研究提供参考。

1 材料

LC-2030 型高效液相色谱仪（日本岛津公司），
AL204 型万分之一电子天平（梅特勒-托利多仪器有

限公司），NR200 型电脑色差仪（深圳三恩时科技有

限公司），SCIENTZ-12N 型冷冻干燥机（宁波新芝生

物科技股份有限公司），GXZ-280 型智能光照培养

箱（宁波江南仪器制造厂），IX83 型倒置荧光显微镜

（日本 Olympus公司）。
人参皂苷 Rg1、Re、Rb1、20（S）-Rg3、Rk1、Rg5对照
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品（上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

C27N11Q132589、A20HB192147、N18GB163839、

M24IB210253、M29IB216112、N25HB202204，纯 度

均≥97%），亚甲基蓝（上海源叶生物科技有限公司，

批号 M06GS147305），链霉蛋白酶 Pronase E（北京索

莱宝科技有限公司，批号 817K017），酪氨酸激酶抑

制剂 PTK787（美国 AbMole 公司，批号 212141-51-

0），甲醇、乙腈均为色谱纯，水为超纯水，其余试剂

均为分析纯。西洋参药材由康美新开河（吉林）药
业有限公司提供（批号 XM230902），经长春中医药

大学药学院中药鉴定教研室蔡广知副教授鉴定为

五加科植物西洋参 P. quinquefolium 的干燥根。

血管绿色荧光标记转基因 Tg（flila：EGFP）斑马

鱼，购自上海费曦生物科技有限公司。饲养于 28 ℃

的温度下，14 h/10 h 明暗循环，每天喂食 2 次丰年

虾。当斑马鱼成熟（6 个月或以上）时，通过自然交

配产生胚胎。

2 方法与结果

2.1　西洋参饮片的制备     生晒西洋参饮片参照

2020 年版《中国药典》一部西洋参项下炮制方法［1］。

西洋参药材去芦，润透，切制为 2 mm 厚的圆片，

50 ℃干燥至水分<13%，编号 S0。所制备生晒西洋

参饮片各项指标均符合 2020 年版《中国药典》一部

西洋参标准项下相关要求。

2.2　加压与常压蒸制西洋参饮片的制备     

2.2.1　加压蒸制西洋参饮片制备     西洋参饮片放

置 于 立 式 压 力 蒸 汽 灭 菌 锅 中 ，分 别 于 105 ℃

（0.025 MPa）蒸制 2、3、4、5、6 h，依次编号为 X1~X5；
110 ℃（0.045 MPa）蒸制 2、3、4、5、6 h，依次编号为

X6~X10；115 ℃（0.07 MPa）蒸制 2、3、4、5、6 h，依次

编号为 X11~X15；120 ℃（0.1 MPa）蒸制 2、3、4、5、

6 h，依次编号为 X16~X20，取出后 50 ℃干燥至含水

量<13%，得到加压蒸制西洋参饮片。

2.2.2　常压蒸制西洋参饮片制备     西洋参饮片置

于蒸锅内，98 ℃蒸制，每隔 3 h 取出一部分，于 50 ℃

干燥，分别得 3、6、9、12、15、18、21、24、27 h 常压蒸

制西洋参饮片样品，依次编号为 S1~S9。

2.3　不同蒸制条件西洋参饮片色度值测定     取不

同蒸制条件下的西洋参蒸制饮片，粉碎，过四号筛。

使用黑白校正过后的色度仪分别测定常压蒸制与

加压蒸制西洋参饮片粉末的红绿色度值（a*）、黄蓝

色度值（b*）、明暗度值（L*），每份样品重复测定 5 次，

以平均值作为各样品测定结果，计算不同蒸制条件

西洋参饮片的总色度值（E*ab）=（a*2+b*2+L*2）1/2。随

着蒸制时间与温度的增加，样品粉末的 L*、b*、E*ab

值均呈下降趋势，a*值呈现先增大后减小的趋势，并

随着温度与蒸制时间的增加西洋参蒸制饮片样品

的色差也逐渐增大。西洋参饮片在蒸制过程中颜

色变化明显，样品亮度由明变暗，颜色由浅黄白色

逐渐转变为黑棕色。相较于常压制备工艺，加压制

备的西洋参蒸制饮片 a*、b*、L*及总色度值 E*ab 的变

化趋势较缓，且蒸制更短时间即可达到常压相似的

颜色。依据色度判断，蒸制样品的 E*ab≤57 时，即可

制得黑西洋参饮片，据此可将 S5~S9 与 X8~X20 样

品划分为黑西洋参饮片。见增强出版附加材料。

2.4　加压与常压蒸制西洋参饮片指纹图谱分析     

2.4.1　色谱条件［15］    依利特 Supersil ODS2 C18色谱

柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），以乙腈（A）-水（B）为流

动相梯度洗脱（0~42 min，19%~25%A；42~55 min，

25%~36%A；55~64 min，36%~50%A；64~73 min，

50%~68%A； 73~80 min， 68%~75%A），流 速

1.0 mL·min-1，柱温 30 ℃，检测波长 203 nm，进样量

10 μL。

2.4.2　对照品溶液的制备     精密称取各对照品适

量，加甲醇制成人参皂苷 Rg1、Rb1、Re、20（S）-Rg3、

Rk1、Rg5质量浓度分别为 0.41、1.08、1.35、0.78、0.96、

0.83 g·L-1的混合对照品溶液，备用。

2.4.3　供试品溶液的制备     精密称取生晒西洋参

饮片及不同工艺蒸制的西洋参饮片样品粉末（过

四号筛）各 1 g，加入 70% 甲醇 20 mL，超声（功率

200 W，频率 40 kHz，下同）提取 30 min，放冷，补足

减失质量，过滤，滤液经 0.22 μm 滤膜滤过，即得供

试品溶液。

2.4.4　精密度考察     取同一蒸制条件下的样品粉

末，按照 2.4.3 项下方法制备供试品溶液，按照 2.4.1

项下色谱条件连续进样 6 次，以人参皂苷 Rb1为参照

峰，分别计算各共有峰与参照峰相对峰面积的相对

标准偏差（RSD）<3%，相对保留时间的 RSD<1%，表

明仪器的精密度良好。

2.4.5　重复性考察     取同一蒸制条件下的样品粉

末，按照 2.4.3 项下方法平行制备 6 份供试品溶液，

按照 2.4.1 项下色谱条件分别进样，以人参皂苷 Rb1

为参照峰，分别计算各共有峰与参照峰的相对峰面

积的 RSD<3%，相对保留时间的 RSD<1%，表明该方

法重复性良好。

2.4.6　稳定性考察     取同一温度条件蒸制的西洋

参饮片样品溶液，在室温下分别于供试品溶液制备

后 0、4、6、8、12、24 h。按 2.4.1 项下色谱条件测定，
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分别计算各共有峰与参照峰的相对峰面积的 RSD<

3%，相对保留时间的 RSD<1%，表明供试品溶液在

室温下 24 h 内稳定性良好。

2.4.7　指纹图谱的建立及共有峰指认     取 2.4.3 项

下方法制备的供试品溶液，按 2.4.1 项下色谱条件测

定，分别记录不同蒸制条件所得西洋参蒸制饮片的

色谱信息，利用中药色谱指纹图谱相似度评价系统

对指纹图谱数据进行分析，分别建立常压和加压蒸

制西洋参饮片的 HPLC 指纹图谱。生晒西洋参饮

片、常压与加压蒸制系列饮片色谱共标定 17 个共有

峰。炮制过程中，随着蒸制时间的延长，色谱峰 1、

2、3 面积逐渐减小，其中常压蒸制的色谱峰 2 呈现先

增大后减小的趋势，加压蒸制中随着蒸制温度与时

间的增加，色谱峰 1 与峰 2 完全消失；色谱峰 11、14、

15 面积随炮制次数的增加而增加，常压蒸制 27 h 时

色谱峰面积最大，加压 120 ℃蒸制 5 h 时峰面积最

大，120 ℃蒸制 6 h 峰面积呈现下降趋势；随着炮制

程度的增加，峰 4~10、12、13、16、17 共 11 个色谱峰

面积呈现增加趋势。以已知的混合化学对照品为

对照，指认了其中 6 个共有峰，峰 1、2、3、11、14、15

分别为人参皂苷 Rg1、Re、Rb1、20（S）-Rg3、Rk1、Rg5。

见增强出版附加材料。

2.5　不同西洋参饮片中 6 种人参皂苷类成分的含

量测定     按 2.4.3 项下方法制备供试品溶液，按 2.4.1

项下色谱条件测定生晒与不同蒸制条件下西洋参

饮片中 6 种人参皂苷含量。对西洋参饮片常压与加

压蒸制过程中 6 种人参皂苷的含量变化情况进行分

析。常压蒸制过程中 6 种人参皂苷的含量变化与加

压蒸制过程比较有明显差异。常压蒸制中人参皂

苷 Rb1 呈现先上升后下降的趋势，人参皂苷 Rg1、Re

的含量呈现逐渐下降趋势，人参皂苷 20（S）-Rg3、

Rk1、Rg5均呈逐渐上升趋势。加压蒸制过程中，随着

蒸制温度与蒸制时间增加，人参皂苷 Rg1、Rb1、Re 的

含量逐渐减少，人参皂苷 20（S）-Rg3、Rk1及 Rg5的含

量呈逐渐增长的趋势；随着温度升高，人参皂苷

Rg1、Rb1、Re 含 量 的 下 降 速 率 逐 渐 加 快 ，人 参 皂

苷 20（S）-Rg3、Rk1、Rg5的增长速率也相应加快，加压

120 ℃蒸制过程中人参皂苷的含量呈现先上升后下

降的趋势，蒸制 6 h 人参皂苷 20（S）-Rg3、Rk1、Rg5 质

量分数开始降低。见表 1 及增强出版附加材料。

2.6　 系 统 聚 类 分 析（HCA）    使 用 IBM SPSS 

Statistics 27.0 软件，分别以指纹图谱共有峰面积、色

度值作为变量，对不同蒸制条件下的西洋参饮片进

行聚类分析，采用组间相关连接法，以平方欧氏距

离为度量标准进行聚类。以指纹图谱共有峰面积

为变量，当平方欧氏距离为 5 时，不同蒸制条件样品

被聚为 4 类。以色度值为变量，当平方欧氏距离为

5 时，不同蒸制条件样品被聚为 4 类。虽然依据色度

值、指纹图谱共有峰面积进行聚类分析时饮片样品

均可被聚为 4 类，但是详细结果差异较大。故依据

外观与化学成分的中药质量一致性评价结果尚具

一定的局限性，为进一步有效评价不同制备条件下

的西洋参蒸制饮片的质量一致性，需要增加活性评

价内容。见增强出版附加材料。

3 不同西洋参饮片抑制血管生成活性分析

3.1　供试品的制备     取不同西洋参饮片粉末（过

四号筛），精密称取 10 g，加入 70% 甲醇 200 mL，超

声提取 30 min，放冷，过滤，滤液回收溶剂，冷冻干

燥，S0~S9 的冻干粉得率分别为 25.51%、26.50%、

表 1　不同西洋参饮片中 6 种人参皂苷成分质量分数

Table 1　 Contents of 6 kind of ginsenosides in different Panacis 

Quinquefolii Radix（PQR） decoction pieces %

样品

S0

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

X9

X10

X11

X12

X13

X14

X15

X16

X17

X18

X19

X20

Rg1

0.21

0.10

0.07

0.07

0.06

0.05

0.03

0.02

0.01

0.01

0.13

0.11

0.10

0.07

0.06

0.08

0.07

0.04

0.02

0.01

0.09

0.04

0.02

0.01

0.00

0.04

0.01

0.00

0.00

0.00

Re

1.72

1.49

1.07

1.15

0.83

0.48

0.33

0.26

0.13

0.06

1.71

1.34

1.11

1.07

0.63

1.11

0.83

0.44

0.22

0.09

0.93

0.41

0.16

0.05

0.02

0.36

0.11

0.00

0.01

0.00

Rb1

1.96

3.67

2.89

3.51

2.93

2.07

1.70

1.52

1.14

0.77

3.84

3.12

2.27

3.37

2.17

2.96

2.37

1.50

1.07

1.03

2.53

1.48

0.92

0.43

0.28

1.47

0.59

0.07

0.10

0.06

20（S）-Rg3

0.00

0.03

0.06

0.12

0.16

0.26

0.36

0.43

0.53

0.57

0.05

0.09

0.13

0.20

0.27

0.12

0.18

0.26

0.39

0.54

0.20

0.36

0.46

0.48

0.62

0.41

0.52

0.56

0.60

0.57

Rk1

0.01

0.04

0.06

0.11

0.15

0.25

0.35

0.41

0.49

0.55

0.07

0.11

0.15

0.23

0.30

0.15

0.23

0.33

0.45

0.51

0.29

0.47

0.59

0.63

0.79

0.60

0.77

0.74

0.85

0.78

Rg5

0.00

0.03

0.04

0.09

0.12

0.19

0.23

0.33

0.31

0.41

0.05

0.07

0.11

0.17

0.23

0.11

0.17

0.25

0.35

0.39

0.22

0.37

0.45

0.50

0.63

0.46

0.60

0.57

0.69

0.67
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24.77%、22.74%、23.81%、22.52%、23.53%、24.67%、

26.80%、25.18%。

3.2　斑马鱼胚胎的获取     血管绿色荧光标记转基因

Tg（fli1a∶EGFP）斑马鱼饲养于 28 ℃的恒温循环水系

统中，维持 pH 7±0.2，电导率（500±100） μS·cm-1，照

明 14 h/黑暗 10 h 交替进行，每天投喂 2 次丰年虾，取

性成熟斑马鱼按照雌雄比例为 1∶1放入繁殖缸中，通

过自然产卵获得胚胎，并于产卵 1 h 后收集。对受精

卵进行纯净水清洗，移入添加亚甲基蓝的斑马鱼胚胎

培 养 用 水（含 NaCl 290 mg·L-1，KCl 13.3 mg·L-1，

CaCl2 48.3 mg·L-1，MgSO4 81.5 mg·L-1）中，置于 28 ℃

光照培养箱待用。

3.3　生晒与常压蒸制西洋参饮片对斑马鱼节间血

管（ISV）生成的影响     取受精卵发育至 24 h 的 Tg

（fli1a：EGFP）斑马鱼胚胎，使用 Pronase E（1 g·L-1）
溶液脱膜。选取状态良好的斑马鱼胚胎，移入 24 孔

板中，每孔 10 条。使用斑马鱼胚胎培养用水分别将

不同样品提取物分别配制为质量浓度为 300 mg·L-1

的给药溶液，设置空白组，PTK787 组，S0 组、S1~S9

组。空白组使用斑马鱼胚胎培养用水培养，PTK787

组使用含 PTK787（0.2 mg·L-1）的培养水培养，S0 组

使用生晒西洋参饮片提取物溶于培养水培养，西洋

参常压蒸制饮片组分别使用不同蒸制时间的西洋

参常压蒸制饮片提取物溶于培养水培养，给药后置

于光照培养箱 28 ℃继续培养 24 h。于 48 hpf 时，使

用荧光显微镜观察并拍照，使用 Image J 软件测定

ISV 直径与每个斑马鱼胚胎中 ISV 部分的荧光面积

（S），并通过荧光面积的减小程度计算斑马鱼胚胎

ISV 抑制率，ISV 抑制率 =（S 空白-S 给药）/S 空白 ×100%。

当 ISV 形成中存在一个或多个缺陷时，说明新生血

管生成受到抑制。抑制 ISV 形成的程度分为 3 个等

级，无抑制（无血管缺失）、轻度抑制（1~3 个缺陷

ISV）、严重抑制（4 个或更多缺陷 ISV）［16］。空白组

斑马鱼 ISV 生长良好，ISV 纵向排列均匀，无血管缺

失。PTK787 组 ISV 受到严重抑制；给药组中生晒西

洋参饮片组斑马鱼 ISV 发育良好与空白组相似，相

同给药剂量下，随着蒸制时间的延长，S1 组与 S2 组

均无抑制现象；从 S3 组开始出现轻度抑制现象。S5

组至 S9 组出现严重抑制，荧光面积明显减小，血管

直径变细；S7、S8、S9 组对新生血管抑制作用相似，

差异无统计学意义。S8、S9 组可导致斑马鱼胚胎出

现心包水肿、畸形等毒性反应。综合安全性与活性

结果，将 S7 作为黑西洋参饮片常压蒸制的优选工

艺。见图 1、表 2、表 3。

图 1　生晒与常压蒸制西洋参饮片抑制斑马鱼血管生成作用  （荧光倒置显微镜，×100）
Fig.  1　 Differential analysis of vascular inhibition ISV between sun-dried and atmospheric steamed PQR decoction pieces （fluorescent 

inverted microscope，×100）
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3.4　Spearman 相关性分析     为了进一步了解生晒

与常压蒸制西洋参饮片中 6 种人参皂苷成分含量、

色度值、血管抑制活性三者之间的内在联系，利用

IBM SPSS Statistics 27.0 软件对生晒与常压蒸制西

洋参饮片中 6 种人参皂苷成分［人参皂苷 Rg1、Rb1、

Re、20（S）-Rg3、Rk1、Rg5］、色度值（L*、a*、b*、E*ab）和
血管抑制活性（抑制率）进行 Spearman 相关性分析。

在 Spearman 相关分析中，相关系数（r）可以用来衡

量两个变量之间单调关系的强度和方向。根据 r 的

绝对值大小，相关性可分为 0.00~0.19（无相关性），
0.20~039（弱 相 关 性），0.40~0.59（中 等 相 关 性），
0.60~0.79（强相关性），0.80~1.00（极强相关性）。人

参皂苷 Rg1、Rb1、Re、20（S）-Rg3、Rk1、Rg5与色度参数

L*、a*、b*、E*ab 和血管抑制率均呈强至极强的相关

性，其中人参皂苷 Rg1、Rb1、Re 与各色度参数呈正相

关，与血管抑制率呈负相关。人参皂苷 20（S）-Rg3、

Rk1、Rg5与各色度值呈负相关，与血管抑制率呈正相

关。生晒与常压蒸制西洋参饮片中 6 种皂苷含量与

饮片色度值、血管抑制活性相关性较强，在保证原

料、工艺稳定的前提下，通过 6 种人参皂苷成分含量

可以初步推测血管抑制活性的强弱。见表 4。

3.5　西洋参蒸制饮片色度、皂苷组成一致性评价      

    以常压蒸制的 S7 样品为参照，通过聚类分析结果

筛选出与常压蒸制 S7 样品质量一致的加压蒸制品。

基于色度值聚类分析结果可得，西洋参饮片常压蒸

制样品 S7 与加压蒸制样品 X5、X9、X10、X12、X13、

X16、X17 聚为一类；以指纹图谱共有峰峰面积为变

量时，西洋参饮片常压蒸制样品 S7 与加压蒸制样品

X9、X10、X12、X13、X14、X16 聚为一类，将 2 种聚类

分析中与 S7 聚为一类的加压蒸制样品取交集，可得

与常压蒸制样品 S7 黑西洋参饮片色度值、化学成分

均相似的西洋参饮片加压蒸制样品为 X9、X10、

X12、X13、X16。利用中药色谱指纹图谱相似度评

价系统分析加压蒸制 X9、X10、X12、X13、X16 黑西

洋参饮片与常压蒸制 S7 黑西洋参饮片指纹图谱数

据，采用中位数法计算 5 种加压蒸制饮片（X9、X10、

X12、X13、X16）与常压蒸制黑西洋参饮片 S7 的相

似度。结果显示，加压蒸制 X9、X10、X12、X13、X16

黑西洋参饮片与常压蒸制 S7 黑西洋参饮片的相似

度分别为 0.990、0.981、0.993、0.971、0.979。

3.6　黑西洋参饮片斑马鱼新生血管抑制活性一致

性评价     按照 3.3 项下斑马鱼胚胎处理与给药方

法，使用斑马鱼胚胎培养用水分别将常压蒸制 21 h、

表 4　生晒与常压蒸制西洋参饮片皂苷含量、颜色和抑制血管活性

的 Spearman 相关性分析

Table 4　 Spearman correlation analysis of ginsenoside content，

chromaticity and vascular activity of sun-dried and atmospheric 

steamed PQR decoction pieces

成分

人参皂苷 Rg1

人参皂苷 Re

人参皂苷 Rb1

人参皂苷 20（S）-Rg3

人参皂苷 Rk1

人参皂苷 Rg5

L*

1.0002）

0.9832）

0.9502）

-1.0002）

-1.0002）

-0.9832）

a*

0.7671）

0.8002）

0.8172）

-0.7671）

-0.7671）

-0.7331）

b*

0.9832）

0.9672）

0.9332）

-0.9832）

-0.9832）

-0.9502）

E*ab

1.0002）

0.9832）

0.9502）

-1.0002）

-1.0002）

-0.9832）

抑制率

-0.9922）

-0.9662）

-0.9242）

0.9922）

0.9922）

0.9662）

注：1）P<0.05，2）P<0.01

表 2　生晒与常压蒸制西洋参饮片血管抑制 ISV 差异性检验  （x̄± s，

n=6）

Table 2　 Differential analysis of vascular inhibition ISV between 

sun-dried and atmospheric steamed PQR decoction pieces （x̄± s，n=6）

组别

空白组

PTK787 组

S0 组

S1 组

S2 组

S3 组

S4 组

S5 组

S6 组

S7 组

S8 组

S9 组

质量浓度/mg·L-1

0.2

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

荧光面积/像素

49 401±260

20 325±5472）

49 218±237

49 199±187

49 157±275

48 066±509

47 026±3852）

44 772±4222）

42 761±1 0972）

39 039±1 0722）

38 577±1 0692）

38 303±5472）

抑制率/%

59

0

0

0

3

5

9

12

21

22

22

血管直径/μm

3.50±0.05

2.04±0.082）

3.50±0.08

3.49±0.05

3.47±0.04

3.37±0.04

3.19±0.082）

2.86±0.092）

2.59±0.042）

2.33±0.052）

2.32±0.042）

2.29±0.022）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 5 同）

表 3　生晒与常压蒸制西洋参饮片对斑马鱼胚胎的影响  （n=15）

Table 3　 Effect of sun-dried and atmospheric steamed PQR 

decoction pieces on zebrafish embryos （n=15） 个

组别

空白组

S0 组

S1 组

S2 组

S3 组

S4 组

S5 组

S6 组

S7 组

S8 组

S9 组

质量浓度/mg·L-1

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

心包水肿数

0

0

0

0

0

0

0

0

0

5

5

畸形数

0

0

0

0

0

0

0

0

0

6

10
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加压 110 ℃蒸制 5、6 h，115 ℃蒸制 3、4 h，120 ℃蒸

制 2 h 的黑西洋参饮片提取物分别使用培养水配制

为质量浓度 300 mg·L-1 的给药溶液，设置 S7 组和

X9、X10、X12、X13、X16 组。给药后置于光照培养

箱 28 ℃继续培养 24 h。于 48 hpf 时，使用荧光显微

镜观察并拍照，使用 Image J 软件定量 ISV 直径，计

算每个斑马鱼胚胎中 ISV 部分荧光面积与血管抑制

率；观察给药后斑马鱼胚胎是否出现心包水肿与畸

形等毒性现象，并计算出现心包水肿与畸形的斑马

鱼胚胎数。在给药 24 h 后加压蒸制黑西洋参饮片

组中斑马鱼胚胎 ISV 均出现了严重抑制作用，血管

荧光面积显著降低。与 S7 组比较，X9、X12、X13、

X16 组在荧光面积与血管直径差异均无统计学意

义；相同给药浓度下 X9、X12 组的斑马鱼胚胎均未

出现心包水肿与畸形现象与 S7 组较为相似。综合

活性、安全性的一致性，X9、X12 组与 S7 组黑西洋参

饮片在外观颜色、化学成分、抑制血管生成活性、安

全性高度相似。综合上述结果可得加压 110 ℃

（0.045 MPa）蒸制 5 h、115 ℃（0.07 MPa）蒸制 3 h 制

备的黑西洋参饮片可替代常压蒸制 21 h 制备的黑

西洋参饮片。见表 5、表 6、图 2。

4 讨论

传统中药炮制工艺多依赖于经验传承，缺乏科

学的量化标准和规范。目前中药饮片炮制一致性

研究大多集中于单一的化学成分分析和检测，无法

全面评价不同炮制条件制备样品的质量一致性［17］。

本研究以黑西洋参饮片炮制为例，在中药炮制工艺

研究中创新性地引入了“色度-化学-活性”复合评价

体系，构建了一种更全面的质量一致性评价模式，

为中药炮制工艺一致性研究提供了新的思路和方

法。颜色作为最直观的外观鉴别特征，色度值常被

用作外观一致性评价的主要参数［18］，本研究使用色

度仪测定不同条件下的西洋参蒸制饮片色度值变

化。蒸制过程为美拉德反应提供了适宜的反应条

件导致西洋参饮片颜色发生改变［19］，随着蒸制温

度、压力与时间的增加，西洋参饮片由黄白色逐渐

变为棕褐色最终变为黑棕色。加压蒸制由于温度

与压强两方面的综合作用，使西洋参中的化学成分

产生更剧烈的聚合或分解反应，在较短时间即可达

到与常压长时间蒸制相似的饮片外观颜色与皂苷

含量。随着蒸制程度的加深，主要人参皂苷（Rg1、

表 5　常压与加压蒸制西洋参饮片对斑马鱼抑制 ISV 差异性检验

（x̄± s，n=6）

Table 5　 Differential analysis of ISV inhibition of zebrafish by 

atmospheric and pressurized steamed PQR decoction pieces （x̄ ± s，

n=6）

组别

S7

X9

X10

X12

X13

X16

质量浓度/mg·L-1

300

300

300

300

300

300

荧光面积/像素

39 194±838

39 262±623

37 416±6831）

39 244±987

37 977±624

39 710±891

抑制率/%

21

21

24

21

23

20

血管直径/μm

2.33±0.05

2.31±0.02

2.29±0.08

2.32±0.04

2.25±0.10

2.36±0.09

注：与空白组比较 1）P<0.05

表 6　常压与加压蒸制西洋参饮片对斑马鱼胚胎的影响  （n=15）

Table 6　 Effect of atmospheric and pressurized steamed PQR 

decoction pieces on zebrafish embryos （n=15） 个

组别

S7

X9

X10

X12

X13

X16

质量浓度/mg·L-1

300

300

300

300

300

300

心包水肿数

0

0

6

0

7

0

畸形数

0

0

4

0

5

8

图 2　常压与加压蒸制西洋参饮片抑制斑马鱼血管生成作用  （荧光

倒置显微镜，×100）
Fig.  2　 Effect of atmospheric and pressurized steamed PQR 

decoction pieces on inhibiting zebrafish angiogenesis （fluorescent 

inverted microscope，×100）
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Rb1、Re）含量不断减少，逐渐转化为稀有人参皂苷

［20（S）-Rg3、Rk1、Rg5］。蒸制产生的多种人参皂苷

对新生血管表现出抑制作用［20］。在常压蒸制西洋

参饮片的过程中，随着蒸制时间的延长其对血管抑

制的活性不断增强，但常压蒸制时间达到 24、27 h

时，斑马鱼胚胎出现毒性反应，这可能与美拉德反

应产生的高级糖基化终产物（AGEs）、丙烯酰胺

（AA）、5-羟甲基糠醛（5-HMF）、α -二羰基化合物

（α-DCs）、杂环胺（HAAs）等潜在有害物质有关［21］。

因此，炮制过度可能会导致有害产物的积累，从而

在使用过程中产生不良反应。综合有效性与安全

性结果，本研究确定常压蒸制 21 h 为黑西洋参饮片

常压蒸制最优工艺。

人参皂苷在不同病理状态下对血管生成具有

双向调节作用。课题组前期研究已证实生晒与冻

干西洋参饮片具有促进血管新生的作用［22］。在脑

梗状态下人参皂苷 Rb1可以通过促进 VEGF、血管紧

张素Ⅱ（AngⅡ）等促血管生成因子的表达，改善脑

梗死神经功能缺损症状［23］；同时，人参皂苷 Rb1还可

以激活过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（PPARγ）途
径调控色素上皮衍生因子（PEDF）和 miR-33 发挥抗

血管生成的作用［24］。人参皂苷 20（S）-Rg3既可通过

降低细胞内钙离子浓度、抑制纤溶酶原激活物抑制

剂 -1（PAI-1）产 生 、调 节 组 织 型 纤 溶 酶 原 激 活 物

（t-PA）/PAI-1 平衡，对脂多糖（LPS）诱导的血管内皮

细胞损伤发挥保护作用［25］，又可通过降低 B16 黑色

素瘤细胞中 VEGF 及基质金属蛋白酶-9（MMP-9）的
表达抑制血管生成［26］。本研究发现，西洋参饮片蒸

制过程中的皂苷含量变化和血管抑制率呈现显著

相关性，皂苷含量可在一定程度上反映黑西洋参饮

片的血管生成抑制活性变化，蒸制后新产生的 3 种

稀有人参皂苷含量均与斑马鱼血管抑制活性呈现

极显著正相关，在后续研究中，可以增加样本数量，

进一步筛选皂苷指标成分，确定质控指标，构建回

归方程，实现通过皂苷含量推测和评价饮片活性的

应用转化。当指纹图谱相似度>0.99 时，无论是在化

学成分组成还是在抑制血管活性，均具有高度一致

性，在今后的中药质量一致性评价过程中，可考虑

通过指纹图谱相似度缩小评价范围，但相似度数值

的限定范围尚需后续研究进一步确认。加压制备

黑西洋参饮片具有工艺简单、操作简便、效率高、耗

能少、皂苷转化率快等优点。加压蒸制可替代常压

蒸制用于黑西洋参饮片及类似中药的炮制过程。

基于“色度-化学-活性”的质量一致性评价可保证不

同炮制工艺所得饮片的质量稳定和安全。

本文在化学成分分析测定中仅测定了 6 种人参

皂苷的含量，明确其变化趋势，但对于糖类等其他化

学成分的含量变化、组成与活性之间的联系尚未明

确，仍需进一步研究完善。本文的活性研究，仅针对

斑马鱼抑制血管活性进行了比较，黑西洋参饮片血管

抑制的相关机制尚未阐明，黑西洋参饮片的其他生物

活性仍待进一步探讨，以期全面评估其药效，为其质

量控制、临床应用等提供更全面的科学依据。
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