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基于代谢组学方法的制附片煎煮过程成分变化规律及煎煮时限探讨 
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摘  要：目的  分析制附片在煎煮过程中化学成分群的变化规律，探讨制附片的科学煎煮时限。方法  利用超高效液相色

谱-四极杆飞行时间质谱（UHPLC-Q-TOF/MS）技术对不同煎煮时间的制附片化学成分群信息进行采集，结合多元统计分析

技术手段对采集得到的高精度数据进行处理，发现并鉴定出随煎煮时间变化显著的差异化合物，并对其变化规律、毒性及活

性进行综合分析。结果  经偏最小二乘判别分析（PLS-DA）法及 t检验筛选得到 15个差异化学标志物；通过分析 4 h内不

同成分的变化规律发现，制附片煎煮过程中尼奥林等众多酯性生物碱并不受热水解，成分变化主要是单酯型生物碱向醇胺类

原碱的转变，而双酯型生物碱的水解是次要的。结论  临床治疗过程中，制附片若以发挥镇痛抗炎作用为主，建议常规煎煮

0.5 h 即可；若以发挥强心作用为主，还需要对单酯型生物碱与醇胺类原碱的强心活性进行系统比较，才能够确定久煎的必

要性与科学性。 
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Chemical constituent change regulation of processed aconite during decoction 
and discussion on time limit of decoction based on metabolomics 
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Abstract: Objective  To analyze the change regulation of chemical constituent groups in processed aconite during decocting, and also 
to discuss the scientificity connotation of decoction of processed aconite. Methods  An ultra-high performance liquid chromatography 
coupled with time of flight mass spectrometry (UHPLC-Q-TOF/MS) was carried out to acquire the chemical constituents information 
in samples with different decoction time. High precise mass data were processed by multivariate statistical analysis techniques to 
discover and identify the constituents with significant difference. Furthermore, the content change, toxicity, and activity of these 
constituents were also discussed. Results  Fifteen chemical markers with significant difference were screened by partial least squares 
discriminant analysis (PLS-DA) and t test. By analyzing the change regulation of the different constituents during 4 h decocting 
process, we found that it mainly happened in the constituent dissolution and chemical transformation from monoester alkaloids to 
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aconine alkaloids, which indicates the attenuation process is secondary. Conclusion  In terms of analgesic and anti-inflammatory 
effect, it suggests that 0.5 h of decoction would be fine, while in terms of cardiotonic effect, it needs the further systemic comparison for 
cardiac activity between monoester alkaloids and aconine alkaloids to be able to investigate the necessary and scientificity for long time 
decoction of the processed aconite. 
Key words: processed aconite; metabolomics; decoction time limit; chemical constituent group; UHPLC-Q-TOF/MS; multivariate 
statistical analysis; PLS-DA; alkaloid; analgesic and anti-inflammatory effect; cardiotonic effect 
 

煎煮作为附子重要的控毒因素之一，是确保临

床用药安全的重要手段。制附子是当今中医临床主

要使用的附子类型[1]，合格的制附子毒性低，安全性

程度较高，水煎液无法测出其半数致死量（LD50）[2]，
属于小毒或微毒药物。因此，制附子有无久煎的必

要一直备受争论。一些医生的临床经验认为附子久

煎有温阳、固汗、镇痛之效，一般煎煮主要起振奋

阳气、温化寒湿的作用[3]，也有一些医生认为制附

子先煎 1 h 后效果较差，小量附子不必久煎[4]。相

关的动物实验也表明，生附子发挥镇痛效果的最佳

煎煮时间是 15～30 min[5]，发挥抗炎效果的最佳煎

煮时间是 60 min[6]，而发挥温阳功效的最佳煎煮时

间是 6 h[7]。总体而言，不同的研究对象与研究方法，

其研究结论并不一致。鉴于此，整体把握煎煮过程

中制附子化学成分群的变化规律具有重要意义。目

前，代谢组学技术已广泛应用于中药物质基础及作

用机制研究[8]，该方法具有集整体性、动态性、综

合性分析于一体等特点[9]，理想地适用于区别不同

中药化学特征成分群。通过对差异性特征成分群进

行综合比较，可以发现成分的功效、毒性等差异。 
本实验首先对制附片进行了定性定量分析，其

次采用代谢组学的设计原理与相关方法，利用超高

效液相色谱 -四级杆飞行时间质谱（ ultra-high 
performance liquid chromatography-quadrupole time 
of fight/mass spectrometry，UHPLC-Q-TOF/MS）技

术结合主成分分析（principal component analysis，
PCA）与偏最小二乘判别分析（partial least squares 
discriminant analysis，PLS-DA），从化学计量学角度

对不同煎煮时间制附子化学成分开展系统评价，以

期全方位揭示煎煮过程中附子化学成分的变化规

律，发掘差异成分，对于确定制附片合理的煎煮时

间，探寻附子的药效物质基础具有重要的参考意义。 
1  仪器与材料 

1200型高效液相色谱仪（四元泵、自动进样器

及 UV检测器），1290 Infinity UPLC超高效液相色

谱仪，iFunnel 6550 Q-TOF LC/MS四级杆串联飞行

时间质谱，美国 Agilent公司；Gradient A10 Mill-Q

超纯水器，法国 Millipore 公司；Sartorius-BS110S
万分之一分析天平，德国赛多利斯公司；实验室 pH
计，Mettler Toledo公司；HC-3018R高速冷冻离心

机，安徽中科中佳科学仪器有限公司。江油鲜附子

样品经解放军第三〇二医院肖小河研究员鉴定为毛

茛科乌头属植物乌头 Aconitum carmichaelii Debx. 
的子根，样品保存于全军中药研究所。 
2  方法与结果 
2.1  制附片的制备方法 

本实验所用制附片是本课题组最新研制的新型

附片规格[10]，具有炮制工艺简单可控、安全性高、

药效成分损失少、规格均一、成分煎出率高、质量

均一性好等特点，已申报中国发明专利[11]。具体制

备方法为取江油鲜附子，洗净去泥，切成 3 mm薄

片，在 100 ℃条件下鼓风干燥 10 h，即得。制得的

制附片颜色焦黄，有焦香气，味淡。 
2.2  制附片的质量控制 
2.2.1  供试品溶液的制备  取本品制附片粉末（过

3号筛）约 2 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，氨试

液 3 mL，精密加入异丙醇-醋酸乙酯（1∶1）混合

溶液 50 mL，称定质量，超声处理（功率 300 W，

频率 40 kHz，水温在 25 ℃以下）30 min，放冷，

再称定质量，用异丙醇-醋酸乙酯（1∶1）混合溶液

补足减失的质量，摇匀，滤过。精密量取续滤液 20 
mL，通风橱中回收溶剂至干，残渣精密加入异丙

醇-二氯甲烷（1∶1）混合溶液 3 mL溶解，过 0.22 μm
微孔滤膜，即得供试品溶液。 
2.2.2  色谱条件   参照文献方法 [10]，色谱柱为

Phenomenex Gemini C18柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm），流动相：A相为乙腈-0.04 mol/L醋酸铵水溶

液（浓氨溶液调 pH 10.0，1∶3），B相为乙腈-0.04 
mol/L醋酸铵水溶液（浓氨溶液调 pH 10.0，65∶35），
线性梯度洗脱程序：0～20 min，10%～22% B；20～
30 min，22%～37% B；30～40 min，37%～47.5% B；
40～45 min，47.5%～52% B；45～65 min，52%～

60% B；65～75 min，60%～75% B；75～80 min，
75%～95% B；体积流量 0.8 mL/min；检测波长 235 
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nm；柱温 30 ℃；进样量 10 μL。 
2.2.3  定性定量控制  制附片的HPLC图谱见图1。
定量测定结果提示，制附片中未检测出新乌头碱与

乌头碱，其余 4 种生物碱：苯甲酰新乌头原碱

（BMA，benzoylmesaconine）、苯甲酰乌头原碱

（BAC，benzoylaconitine）、苯甲酰次乌头原碱（BHA，
benzoylhypacoitine）、次乌头碱（HA，hypaconitine）
的质量分数分别为 0.646、0.113、0.293、0.083 mg/g，
毒性成分双酯型生物碱的总量为 0.083 mg/g，药效

成分单酯型生物碱的总量为 1.052 mg/g，均符合《中

国药典》2015年版规定。 

 
 
 

图 1  制附片 HPLC图谱 
Fig. 1  HPLC of processed acotine  

2.3  煎煮样品的制备 
称取制附片样品 20 g，加入去离子水 200 mL

回流煎煮，分别于 0.5、1.0、2.0、4.0 h取样 1 mL，
作为代谢组学的分析样本，同时补足去离子水 1 
mL，平行 5份测定。另取制附片若干份，同法煎煮，

监测煎煮过程中提取液 pH 值及干膏率的变化。结

果发现，制附片提取液在 0.5、1.0、2.0、4.0 h的 pH
值分别为 5.87、5.75、5.72、5.59，干膏率分别为

12.36%、15.54%、17.92%、18.38%。由此可知，随

着煎煮时间的延长，煎煮液的 pH 值有降低趋势，

干膏率有升高趋势。 
2.4  样品的代谢组学分析 
2.4.1  样品制备  取上述煎煮样品，12 000 r/min
离心 10 min。取上清液适量，加入去离子水稀释 100
倍，过 0.22 μm微孔滤膜，制得供试品。 
2.4.2  色谱条件  色谱柱 Zorbax RRHD 300SB-C18
柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm，Agilent Technology，
美国），柱温 30 ℃；流动相 A为水（含 0.1%甲酸），

流动相 B为乙腈（含 0.1%甲酸），线性梯度洗脱程

序：0～1 min，2% B；1～2 min，2%～5% B；2～5 

min，5%～11% B；5～10 min，11%～15% B；10～
15 min，15%～30% B；15～20 min，30%～40% B；
20～24 min，40%～50% B；体积流量 0.3 mL/min，
进样量 1 μL。 
2.4.3  质谱条件  电喷雾电离离子源（electrospray 
ionization，ESI），正离子模式，质量范围 m/z 100～
900，毛细管电压 3 500 V，锥孔电压 1 000 V，干燥

气温度 200 ℃，干燥气体积流量 12 L/min，鞘气温

度 350 ℃，鞘气体积流量 14 L/min，采用参比溶液

（混合有质荷比为 121.050 9和 922.009 8的参比离

子）确保高精度的采集结果，各样品典型质谱图见

图 2。 
2.4.4  数据处理   采用 Agilent Mass Hunter 
ProfinderB.06.00 版本软件对正离子模式下的质谱

原始数据进行处理。数据过滤参数：质量范围 m/z 
100～1 000，校正误差 0.100，保留时间窗口 0.3 min。
多元分析采用 SIMCA-P 11.0软件，以 Pareto（Par）
方式对数据进行标准化处理，采用无监督的 PCA方

法观察样本整体分布趋势，有监督的 PLS-DA方法

对有差异样本进行判别分析。统计分析采用 SPSS 
22.0 软件，P＜0.05 被认为有显著性差异，作图软

件采用 Origin 8.5软件。 
2.5  多元统计分析结果 

质谱原始数据经过 Profinder软件处理后，得到

1 553个成分数据，为了增加数据的可靠性，对得到

的数据进一步进行处理，参照文献方法[12]剔除缺失

值过多的变量，最后得到 768有效变量数据。建立

4个不同煎煮时间制附片煎煮液样本的 PCA模型，

模型参数 RX2＝0.746，Q2＝0.652，该模型可靠；由

得分图（图 3）可以看出，不同煎煮时间的制附片

样本能够较好的分离，说明随着煎煮时间的延长，

煎煮液中的成分群发生了规律性变化。 
为了更好地寻找煎煮过程中出现差异的成分，

将煎煮时间为 1.0、2.0、4.0 h的样品分别与煎煮时

间为 0.5 h的样品建立 PLS-DA模型。PLS-DA模型

是一种有监督的预测模型，在处理高维数据很容易

出现过拟合现象，为防止模型的过度拟合，验证模

型可靠性，进行外部模型验证，设定变量 y的随机

排列次数为 99次，对随机化产生的 R2及 Q2值与原

始累积的 R2及 Q2值进行线性回归[13]。结果显示，

模型质量好，具体参数见表 1。图 4中 A、D、G分

别展示的是煎煮时间为 1、2、4 h样品与 0.5 h样品

比较的得分散点图，可以看出，不同时间点的样品 

0          20         40         60         80 
t/min 

BMA 

BAC 
BHA 

HA 
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图 2  不同煎煮时间样品典型质谱图 
Fig. 2  Mass spectrum of different decoction time limit 

 

 
 
 

图 3  不同煎煮时间样品 PCA得分图 
Fig. 3  Score plot of different decoction time of samples 
distinguished by PCA 
 

表 1  PLS-DA模型参数 
Table 1  Parameters of PLS-DA models 

PLS-DA模型 主成分 RX2 RY2 QY2 R2-截距 Q2-截距 

0.5～1.0 h 3 0.636 0.999 0.913 0.616 −0.071 3 

0.5～2.0 h 2 0.587 0.992 0.927 0.468 −0.257 0 

0.5～4.0 h 2 0.585 0.989 0.915 0.600 −0.098 8 
 
均能与 0.5 h样品明显区分。图 4-C、F、I展示的是

768个变量因子的载荷图。图 4-B、E、H则展示的

为 S-plot，贡献度越大的成分离原点越远，且分布在

两端，分别筛选出 VIP值大于 1.5的差异成分，将

各自筛选得到的结果进行 t 检验（P＜0.05），最终

筛选到 15个具有显著差异标志物，通过数据库比对

及文献资料推断所筛选成分，具体鉴定结果见表 2。 
2.6  化学标志物研究 

将 15个化学标志物，以其离子响应强度峰面积

为纵坐标，不同煎煮时间样品为横坐标，通过 Origin 
8.5 软件制作箱图（图 5），可以看出，双酯型生物

碱次乌头碱随煎煮时间延长离子强度大幅降低，且

在煎煮时间为 4.0 h时，其强度几乎下降为零；单酯

型生物碱苯甲酰次乌头原碱、苯甲酰新乌头原碱、

苯甲酰乌头原碱均随随煎煮时间延长离子响应强度

增加，其中，苯甲酰次乌头原碱增加明显，而苯甲

酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱在煎煮前 1.0 h内增

加较为明显，往后到 4.0 h时增加幅度减小；原型碱

新乌头原碱和乌头原碱均随着煎煮时间的延长而增

加，次乌头原碱可能由于本身的量太低而未被筛选

为化学标志物。其他 C-19、C-20型生物碱，除雷乌

宁较明显下降外，其余的多根乌头碱、卡米查林、

塔拉定、宋果灵、附子灵、尼奥林、附子亭、塔拉

乌头胺均呈现上升趋势或先上升后稳定的趋势。 
3  讨论 
3.1  附子煎煮过程中成分的变化规律 

从上述化学标志物的离子强度变化规律来看， 

0.5 h 1.0 h 

2.0 h 4.0 h 

0.5 h 
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20 
 

10 
 
0 
 

−10 
 

−20 

t[2
] 

−30    −20    −10     0     10     20     30 
t[1] 

200         400         600         800               200         400         600         800 
m/z 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 47卷 第 1期 2016年 1月 

  

·42· 

                 
 
 

                 
 
 

                 
 
 
VIP值＞1.5的离子用方框标注；A、B、C为 0.5 h和 1.0 h组 PLS-DA模型结果；D、E、F为 0.5 h和 2.0 h组 PLS-DA模型结果；G、H、I为 0.5 h
和 4.0 h组 PLS-DA模型结果 
ions with VIP value > 1.5 marked with a square; A, B, C result of PLS-DA model using data from 0.5 and 1.0 h groups; D, E, F result of PLS-DA model using 
data from 0.5 and 2.0 h groups; G, H, I result of PLS-DA model using data from 0.5 and 4.0 h groups 
 

图 4   PLS-DA得分图 (A、D、G)、S-plot (B、E、H) 和载荷图 (C、F、I) 
Fig. 4   PLS-DA Score plot (A, D, G) displayed with first two components, S-plots at first component (B, E, H), and Loading 
plot (C, F, I) 
 

表 2  15个差异显著化学标志物鉴定结果 
Table 2  Fifteen chemical markers identified with significant differences 

编号 tR/min 相对分子质量 化合物 分子式 编号 tR/min 相对分子质量 化合物 分子式 

1  3.45 393.252 多根乌头碱 C22H35NO6  9  6.85 437.279 尼奥林 C24H39NO6 

2  4.86 485.262 新乌头原碱 C24H39NO9 10  7.76 341.162 附子亭 C24H39NO7 

3  5.23 377.257 卡米查林 C22H35NO4 11  8.26 421.283 塔拉乌头胺 C24H39NO5 

4  5.30 407.268 塔拉定 C23H37NO5 12 13.92 589.290 苯甲酰新乌头原碱 C31H43NO10 

5  5.48 357.231 宋果灵 C22H31NO3 13 14.61 603.304 苯甲酰乌头原碱 C32H45NO10 

6  5.58 359.246 雷乌宁 C22H33NO3 14 15.17 573.294 苯甲酰次乌头原碱 C31H43NO9 

7  5.60 499.278 乌头原碱 C25H41NO9 15 17.85 615.302 次乌头碱 C33H45NO10 

8  6.47 453.274 附子灵 C24H39NO7      
 
制附片的煎煮过程可大致分为 2个阶段：一是成分

的煎煮溶出过程，即各种成分从药材中提取转移到

汤剂中，为前 0.5～1.0 h；二是成分的转化过程，即

一些受热易降解的成分发生转化的过程，为 0.5～
4.0 h。从标志物的种类来看，第 2个阶段主要是双

酯型生物碱转变为单酯型生物碱，继而转变为醇胺

类原碱的过程，图 6中展示了 3类生物碱的母核结

构及相应化合物的变化情况，而多根乌头碱、宋果

灵、附子灵等酯性生物碱具有较好的热稳定性，在

长时间加热过程中并不发生明显的变化。因此，从

化学成分群看，制附片久煎的显著变化在于单酯型

生物碱向原碱的降解转化，煎煮时间越长，原碱的 
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图 5  15个化学标志物离子响应强度随煎煮时间变化 
Fig. 5  Ion intensity peak area variation of 15 chemical markers with decoction time changing 

 
量越高。研究单酯型生物碱与醇胺类原碱的活性差

异，探寻最佳比例，是揭示制附片久煎必要性与科

学性的关键。 
3.2  主要化学标志物的毒性及活性分析 

通过代谢组学技术分析，本实验筛选了煎煮过

程中成分的量变化明显 15 个重要的化学标志物。

由于这些成分的分离条件与分离量限制，不少组分

的活性与毒性尚不十分明确。通过查阅 Pubmed 
Toxnet Home Database，获得基础毒性数据；查阅

相关文献[14-20]，从强心、抗心律失常、镇痛、抗炎

作用等方面对15个组分的毒性与活性进行了归纳，

结果见表 3。 
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A B C R1 R2 

乌头碱* 苯甲酰乌头原碱 乌头原碱 CH3CH2 OH 

新乌头碱* 苯甲酰新乌头原碱 新乌头原碱 CH3 OH 

次乌头碱 苯甲酰次乌头原碱 次乌头原碱 CH3 H 
*表示没有显著差异 
*means no significant differences 

 
图 6  煎煮过程中生物碱结构变化 

Fig. 6  Chemical structure changes of alkaloids during decoction 
 

表 3  15个化学标志物的毒性活性分析  
Table 3  Analysis on toxicity for 15 chemical markers 

编号 化合物名称 LD50/(mg·kg−1, ip) LD50/(mg·kg−1, iv) 强心 抗心律失常 镇痛 抗炎 

 1 多根乌头碱 − − − − − − 

 2 新乌头原碱 − − + − − − 

 3 卡米查林 298.00  51.50 − − − − 

 4 塔拉定 − − − − − − 

 5 宋果灵 485.00  25.00 − − + + 

 6 雷乌宁 − − − − − − 

 7 乌头原碱 − 117.00 + − − − 

 8 附子灵 − − + − − − 

 9 尼奥林 150.00 − + − − − 

10 附子亭 − − − − − − 

11 塔拉乌头胺 − 116.00 − + − − 

12 苯甲酰新乌头原碱 240.00  21.00 ± − + ± 

13 苯甲酰乌头原碱  70.00  10.10 ± − + ± 

14 苯甲酰次乌头原碱 120.00  23.00 ± − + ± 

15 次乌头碱   1.01   0.47 + − + + 

“+”表示具有相关活性；“−”表示没有相关活性报道或未知；“±”表示可能具备相关活性，但缺乏直接证据 
“+” means relative activity; “−” means no reports or unknown of relative activity; “±” means possible relative activity but lack of direct evidence 

 
从毒性来看，次乌头碱毒性最强，其次为单酯

型的苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头原碱与苯甲酰

新乌头原碱，其毒性仅为乌头碱的 1/50～1/500，毒

性大大降低。其余成分，如塔拉乌头胺、尼奥林、

卡米查林、乌头原碱、宋果灵等，与苯甲酰新乌头

原碱毒性相当或更弱，从化学物质的毒性分级来看，

除次乌头碱属于剧毒成分外，其余成分均属于低毒

物质。 
从强心活性来看，次乌头碱、乌头原碱、新乌

头原碱对于离体蛙心具有确切的强心作用[14]；尼奥

林、附子灵对于离体蛙心的强心作用并不明显，但

不同浓度的尼奥林、附子灵对戊巴比妥钠所致心衰

细胞具有明确的保护作用，能增强心肌细胞的搏动

节律，提高细胞的存活率[15]。需要指出的是，3 种

单酯型生物碱作为附子有效性的质控指标，其是否

具有明确的强心效果尚缺乏直接的药效学证据，尽

管有一些构效关系分析[16]及含单酯型生物碱的提

取物强心活性[17]的文献支持。上述结果提示，附子

A B C 
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中不同组分的强心作用可能是多方面的，需要从细

胞-器官-整体多层次、正常与病证多状态证实双酯

型-单酯型-醇胺类原碱的活性差异。 
从抗心律失常活性看，塔拉乌头胺是一种选择

性的电压门控钾离子（Kv）通道阻断剂，通过占据

选择性区域来抑制钾离子的流出，从而阻断 Kv 通

道功能，具有保护心肌细胞活力的效应，发挥抗心

律失常的作用[18]。课题组采用液质联用分析表明塔

拉乌头胺在药材中的量约为 0.1%，丰度较高，是否

将其作为控毒成分的代表，值得深入研究。 
从镇痛抗炎活性看，次乌头碱具有良好的镇痛

抗炎活性，单酯型生物碱仍具有一定的镇痛活性，

而进一步水解为醇胺类生物碱后，其镇痛作用几乎

消失[19]。此外，宋果灵具有明确的镇痛作用，起效

机制与体内阿片受体的特异结合有关[20]。 
3.3  煎煮时间对制附片活性的影响分析 

综合上述信息，制附片本身毒性极低，减毒并

非煎煮的主要目的。煎煮时间的长短对于汤剂化学

成分群的组成比例具有一定影响，煎煮 0.5～1.0 h
后成分基本溶出，随后趋于稳定，长时间煎煮主要

是丰度较高的单酯型生物碱向醇胺类原碱的转化。

临床治疗过程中，制附片若以发挥镇痛抗炎作用为

主，建议常规煎煮 0.5 h即可；若以发挥强心作用为

主，还需要对单酯型生物碱与醇胺类原碱的强心活

性进行系统比较，方能确定久煎的必要性与科学性；

此外，若临床超大剂量给予制附片，还应注意剂量

因素对多个低毒成分累积性中毒的影响。 
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