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·药剂与工艺· 

基于粉末和显微特征颜色数字化的生地黄与熟地黄判别1 
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摘  要：目的  采用色差法和显微成像技术获取生地黄与熟地黄粉末和显微特征颜色信息，通过统计分析探究基于色度学原

理对生地黄与熟地黄进行快速鉴别的可行性。方法  利用色差仪测定地黄生、熟品粉末颜色，使用显微镜摄取生地黄与熟地

黄木栓细胞、导管的显微特征图像，使用“显微特征颜色提取”软件测定显微特征颜色，以生地黄与熟地黄粉末和显微特征

颜色值（L*、a*、b*）及总色值（E*
ab）为基础，利用 Kruska-Wallis H 秩和检验、聚类分析和正交偏最小二乘-判别分析（orthogonal 

partial least squares-discriminant analysis，OPLS-DA）研究生地黄与熟地黄的差异，利用 Fisher 判别分析建立二者粉末与显微

特征颜色的非标准化典则判别函数。结果  a*为生地黄与熟地黄主要差异性颜色值，木栓细胞为生地黄与熟地黄主要差异性

显微特征。生地黄与熟地黄粉末颜色的非标准化典则判别函数为 y＝0.629 L*＋0.379 a*－2.754 b*＋1.494 E*
ab－40.662，显微

特征颜色的非标准化典则判别函数为 y＝0.497 L*－0.659 b*＋0.267 E*
ab－5.428；上述 2 个函数判别规则为 y＞0 判为生地黄，

y＜0 判为熟地黄。结论  利用色差法和显微成像技术实现了生地黄与熟地黄粉末和显微特征颜色的数字化表达，Fisher 判别

分析利用饮片粉末和显微特征颜色信息可有效判别生地黄与熟地黄，为中药生、制饮片的判别提供了一种新方法，为中药饮

片的质量评价提供了借鉴。 
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Abstract: Objective  To study the color information of powder and microscopic characteristics of Dihuang (Rehmanniae Radix, 

RR) and Shudihuang (Rehmanniae Radix Praeparata, RRP) by the color difference method and the microscopic imaging technology, 

and explore the feasibility of rapid identification of RR and RRP based on colorimetric principle through statistical analysis. 

Methods  The precision colorimeter was used to measure the powder color of RR and RRP, the microscope was used to obtain the 
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microscopic images of cork cells and conduits of RR and RRP, the “microscopic characteristics color extraction” software was used 

to measure the microscopic characteristics color, based on the values of L*, a*, b* and E*
ab of powder and microscopic characteristics 

of RR and RRP, Kruska-Wallis H test, hierarchical cluster analysis and OPLS-DA was used to compare the differences between RR 

and RRP, Fisher discriminant analysis was used to establish the non-standardized criterion discriminant function of powder color and 

microscopic characteristics color of RR and RRP. Results  a* was the main difference color value and the cork cells was the main 

difference in microscopic characteristics of RR and RRP. The non-standardized criterion discriminant function of powder color : y = 

0.629 L* + 0.379 a*－2.754 b* + 1.494 E*
ab－40.662 and the non-standardized criterion discriminant function of microscopic 

characteristics color: y = 0.497 L*－0.659 b* + 0.267 E*
ab－5.428, the discriminant rules of the two functions were as follows: y > 0 

corresponding to RR, y < 0 corresponding to RRP. Conclusion  The digital expression of powder color and microscopic 

characteristics color of RR and RRP is realized by the color difference method and the microscopic imaging technology, Fisher 

discriminant analysis are feasible to distinguish the RR and RRP using the color information of powder and microscopic 

characteristics, which provides a new method for the identification of raw and processed Chinese medicine, with view to providing 

reference for quality evaluation of Chinese medicine. 

Key words: Rehmanniae Radix; Rehmanniae Radix Praeparata; color of powder; color of microscopic characteristics; digitization; 

color difference method; microscopic imaging technology; Kruska-Wallis H test; hierarchical cluster analysis; OPLS-DA; fisher 

discriminant analysis 

 

地黄为玄参科植物地黄 Rehmannia glutinosa 

Libosch.的新鲜或干燥块根，生地黄 Rehmanniae 

Radix（RR）炮制成熟地黄 Rehmanniae Radix 

Praeparata（RRP）后药性由寒性转变为温性，作

用由清转化为补，味由苦转甜。生地黄具有清热凉

血、养阴生津的作用，熟地黄则具有滋阴补血、益

精填髓的作用[1]。《中国药典》2020 年版一部收载

了生地黄与熟地黄饮片，规定了生地黄的显微鉴别

内容，对其粉末颜色及显微特征颜色仅进行了主观

描述，无客观的颜色量化评价指标，熟地黄则无显

微鉴别内容，不能体现炮制对其显微特征的影响。

徐曼菲等[2]提出“辨色论质”的思想，认为颜色作

为最直观的指标与药材内在质量具有直接关系，但

是，传统的经验鉴别法对于中药饮片颜色的评价依

赖于主观判断，存在主观性强、个体差异大的缺点。

现在，已有研究利用色差仪实现了一些中药饮片外

观和粉末颜色的客观化评价，如大黄、党参、穿心

莲[3-5]。有学者还将颜色与成分含量、生物活性等质

量评价指标进行了相关性研究，结果表明，饮片颜

色与成分含量、生物活性密切相关[6-9]，同时也证明

了颜色作为质量评价指标之一的科学性。 

显微鉴定技术利用光学系统或电子光学系统设

备，观察肉眼所不能分辨的微小物体形态结构及其

特征[10]，具有快捷、简单、准确的特点[11]。目前，

该技术在中药饮片质量研究中已广泛应用，主要用

于中药材（饮片）的定性鉴别[12-15]，及通过显微特

征定量、显微组织测定实现显微特征数量的定量分

析[16-19]。目前研究已建立了生地黄与熟地黄的含量

测定方法、HPLC 指纹图谱、炮制工艺[20-23]，但未

见生地黄与熟地黄粉末与显微特征颜色数字化评价

相关研究报道。本研究采用色差法和显微成像技术

量化生地黄与熟地黄饮片粉末和显微特征的颜色，

并通过多种数理统计方法分析生地黄与熟地黄粉

末、显微特征颜色的差异性，建立生地黄与熟地黄

饮片的判别函数，为进一步完善生地黄与熟地黄饮

片的质量标准提供科学依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

WF30 精密色差仪，深圳市威福光电科技有限

公司；Olympus BX 53 显微镜，广州市明美光电技

术有限公司，配套成像软件，Mshot Image Analysis 

System；New Classic MF 型电子天平，瑞士 Mettler 

Toledo 公司；101-1ES 电热鼓风干燥箱，北京市永

光明医疗仪器有限公司；粘附载玻片，1.0～1.2 mm，

25 mm×75 mm，Wuhan Goodbio Technology Co.，Ltd.；

SAIL BRAND 盖玻片，0.13～0.17 mm，22 mm×22 

mm，天津市奥淇洛谱商贸有限公司。 

1.2  药品与试剂 

水 合 氯 醛 （ 质 量 分 数 为 99.5% ， 批 号

J09S10H97118）、甘油（质量分数为 99%，批号

Z20A10Y95672），上海源叶生物科技有限公司。 

水合氯醛试液的配制[1]：取水合氯醛 50 g，加

水 15 mL 与甘油 10 mL 使溶解，即得。 

1.3  生地黄与熟地黄饮片样品收集信息 

共收集生地黄、熟地黄饮片各 10 批样品，具体

样品信息见表 1、2，经山东中医药大学李峰教授鉴 



·7440· 中草药 2021 年 12 月 第 52 卷 第 24 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 December Vol. 52 No. 24 

  

表 1  10 批生地黄饮片样品信息 

Table 1  Ten batches of samples information of RR 

编号 批号 生产企业 

SD1 2020070261 安徽家佑中药饮片有限公司 

SD2 20200401 山东建联盛嘉中药有限公司 

SD3 191216 上海康桥中药饮片有限公司 

SD4 20250622 上海万仕诚药业有限公司 

SD5 180304 山东百味堂中药饮片有限公司 

SD6 20040102 郑州瑞龙制药股份有限公司 

SD7 20200301 山东建联盛嘉中药有限公司 

SD8 2001589111 安国市祁澳中药饮片有限公司 

SD9 18070165 山东蓝泽中药饮片有限公司 

SD10 2005002 河北润华药业有限公司 

表 2  10 批熟地黄饮片样品信息 

Table 2  Ten batches of samples information of RRP 

编号 批号 生产企业 

JD1 191101 安徽家佑中药饮片有限公司 

JD2 20191101 山东建联盛嘉中药有限公司 

JD3 190801 上海康桥中药饮片有限公司 

JD4 20240707 上海上药华宇药业有限公司 

JD5 18071001 郑州瑞龙制药股份有限公司 

JD6 180304 山东百味堂中药饮片有限公司 

JD7 20200401 山东建联盛嘉中药有限公司 

JD8 200429166 山东蓝泽中药饮片有限公司 

JD9 1191001086 安国市惠泰嘉生中药材有限公司 

JD10 2001589111 安国市祁澳中药饮片有限公司 

 

定为玄参科植物地黄 Rehmannia glutinosa Libosch.

的干燥块根的炮制加工品。所有样品均粉碎过 4 号

筛，备用。 

2  方法与结果 

2.1  生地黄与熟地黄饮片外观颜色比较 

取生地黄与熟地黄饮片各 10 批，室内自然光下

观察其外观颜色，结果 10 批生地黄饮片外表皮棕黑

色或棕灰色，切面棕黄色至黑色或乌黑色，10 批熟

地黄饮片外表皮和断面均呈乌黑色，生地黄与熟地

黄饮片的外观颜色均符合《中国药典》2020 年版要

求。饮片性状见图 1。 

2.2  生地黄与熟地黄饮片粉末和显微特征颜色比较 

《中国药典》2020 年版一部地黄饮片“鉴别”

项下规定，生地黄粉末深棕色，其显微特征包括木

栓细胞、薄壁细胞、分泌细胞、导管[1]。 

取生地黄与熟地黄饮片粉末各 10 批，按照《中 

 

图 1  生地黄 (A) 与熟地黄 (B) 饮片实物图 

Fig. 1  Practicality picture of decoction pieces of RR (A) and 

RRP (B) 

国药典》2020 年版四部 2001 显微鉴别法（粉末制片

法）制备生地黄、熟地黄粉末制片[1]，置于显微镜

下观察。结果 10 批生地黄饮片粉末均呈深棕色，10

批熟地黄粉末均呈棕褐色或棕黑色；10 批生地黄与

熟地黄饮片均检出木栓细胞、薄壁细胞、分泌细胞、

导管。与生地黄饮片比较，熟地黄饮片粉末和显微

特征的颜色均呈不同程度加深。显微特征见图 2。 

2.3  生地黄与熟地黄饮片粉末颜色测定 

2.3.1  色差法原理  色差法是利用 CIE L* a* b*均匀

色空间及色差公式进行颜色测定，为国际通用的测

色标准。该法采用 L*、a*、b* 3 个指标表征被测物

质的颜色：L*为亮度值，值越大亮度越高；a*为红-

绿色轴，+a*表示红色，−a*表示绿色，值越大颜色

偏红，反之偏绿；b*为黄-蓝色轴，+b*表示黄色，

−b*表示蓝色，值越大颜色偏黄，反之偏蓝[24]；E*
ab

为总色值，表示待测物质的总体颜色情况，计算公

式为 E*
ab=[L*2＋a*2＋b*2]1/2[25]。 

2.3.2  测定条件  可选光源：D65；色系：LAB；

口径 8 mm；照明 8/d；含光：SCI。 

2.3.3  精密度试验  取生地黄饮片粉末（过 4 号

筛），均匀平铺于测试盒中，连续测定 6 次，记录

L*、a*、b*值，结果 RSD 分别为 0.08%、0.35%、0.95%，

均小于 3.0%，表明仪器精密度良好。 

2.3.4  样品饮片粉末颜色测定  生地黄与熟地黄饮

片粉末（过 4 号筛），利用精密色差仪进行颜色测定，

记录样品的 L*、a*、b*值，并计算 E*
ab 值，每份样

品粉末平均测定 3 次，取平均值。结果见表 3。 

2.4  生地黄与熟地黄饮片显微特征颜色测定 

2.4.1  粉末装片制备  精密称取生地黄与熟地黄

饮片样品粉末（过 4 号筛）1.00 mg 置于载玻片上，

滴加水合氯醛试液 60 μL，盖上盖玻片，置于烘箱

内 90 ℃加热 10 min。 

2.4.2  显微特征摄取条件  对 Mshot Image Analysis 

A                                B 
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图 2  生地黄 (A) 与熟地黄 (B) 饮片显微特征图 (×200) 

Fig. 2  Microscopic characteristics of RR (A) and RRP (B) (× 200) 

表 3  生地黄与熟地黄饮片粉末颜色测定结果 (n = 3) 

Table 3  Determination results of powder color of RR and 

RRP (n = 3) 

样品 

编号 
L* a* b* E*

ab 
样品 

编号 
L* a* b* E*

ab 

SD1 35.30 8.37 14.21 38.96 JD1 32.46 7.07 13.39 35.82 

SD2 34.66 8.51 14.16 38.40 JD2 30.90 7.21 12.75 34.20 

SD3 33.54 8.55 14.48 37.52 JD3 29.81 6.94 12.88 33.21 

SD4 35.30 8.99 15.61 39.63 JD4 30.33 6.70 12.46 33.47 

SD5 34.26 8.25 14.35 38.05 JD5 31.58 7.60 13.17 35.05 

SD6 34.08 8.30 13.85 37.71 JD6 31.82 7.97 12.91 35.25 

SD7 34.59 8.71 14.64 38.56 JD7 30.99 6.91 12.20 34.01 

SD8 36.64 9.36 16.74 41.36 JD8 32.24 7.30 13.25 35.61 

SD9 34.48 8.62 15.24 38.67 JD9 32.44 7.83 13.32 35.93 

SD10 39.55 10.27 18.62 44.90 JD10 31.91 7.49 13.28 35.37 

System 成像软件的分辨率、曝光控制、颜色控制、

图像调整、荧光控制模块进行设置，具体参数见表

4。调整显微镜光圈数值 3，设置光圈大小 3，光源

强度 3，放大倍数 200 倍（目镜×10，物镜×20），

木栓细胞、导管 2 种显微特征各摄取 3 张不同的显

微图像。 

2.4.3  精密度试验  取同一批生地黄粉末（过 4 号

筛），约 1 mg，精密称定，按“2.4.1”项下粉末装

片制备方法制备粉末装片 1 份，置显微镜下观察并

摄取木栓细胞显微图像，采用“显微特征颜色提取”

软件对同一木栓细胞连续测定 6 次，记录木栓细胞

的 L*、a*、b*值，结果 L*、a*、b*值的 RSD 分别为

0.04%、0.01%、0.02%，表明仪器精密度良好。 

2.4.4  稳定性试验  取同一批生地黄粉末（过 4 号

筛），约 1 mg，精密称定，按“2.4.1”项下粉末装 

表 4  Mshot Image Analysis System 软件参数 

Table 4  Software parameters of Mshot Image Analysis System 

项目 参数 

分辨率 预览分辨率设定为 2560×1944，捕抓分辨率为 2560×1944 

曝光控制 非自动曝光（目标 120，增益 1；曝光时间 500.0 ms），帧速为 NORMAL SP，电源频率为直流 

颜色控制 增益控制（红色增益 75，绿色增益 68，蓝色增益 165），无颜色增强（饱和度默认 100），无单色， 

 无自动白平衡，颜色校正 OFF 

图像调整 亮度控制（亮度 115，对比度 23，伽马值 0.730，锐度 0），无降噪与 3D 降噪 

荧光控制 自动黑平衡（最小值 24，最大值 255），无曝光检测，无过曝检测，BINNING：1×1，染色 OFF 

 

片制备方法制备粉末装片 1 份，在室温（25 ℃）条

件下自然放置 24 h，分别于 0、2、4、8、12、24 h

置显微镜下观察并摄取同一木栓细胞显微图像，采

用“显微特征颜色提取”软件测定并记录木栓细胞

的 L*、a*、b*值，结果 L*、a*、b*值的 RSD 分别为  

0.03%、0.06%、0.03%，表明样品在 24 h 内颜色值

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

木栓细胞                        薄壁细胞                         分泌细胞                          导管 



·7442· 中草药 2021 年 12 月 第 52 卷 第 24 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 December Vol. 52 No. 24 

  

稳定性良好。 

2.4.5  重复性试验  取同一批生地黄粉末（过 4 号

筛）平行 6 份，各约 1 mg，精密称定，按“2.4.1”

项下粉末装片制备方法制备，置于显微镜下观察并

摄取木栓细胞显微图像，测定并记录木栓细胞的

L*、a*、b*值，结果 L*、a*、b*值的 RSD 分别为 0.02%、

0.04%、0.02%，表明该方法重复性良好。 

2.4.6  显微特征颜色测定  取生地黄与熟地黄饮

片粉末（过 4 号筛），按“2.4.1”项下方法制备粉末

装片，置于显微镜下观察木栓细胞、导管，按“2.4.2”

项下显微特征摄取条件摄取木栓细胞与导管显微图

像，将显微图像导入“显微特征颜色提取”软件，

测定并记录 L*、a*、b*值，取 3 张图像 L*、a*、b*

值的平均值，并计算 E*
ab 值。结果见表 5。 

2.5  生地黄与熟地黄饮片粉末颜色差异性分析 

2.5.1  Kruska-Wallis H 秩和检验  由于本实验数据

不满足正态性，故采用 Kruska-Wallis H 秩和检验对

生地黄与熟地黄饮片粉末颜色 L*、a*、b*、E*
ab 值 

表 5  生地黄与熟地黄饮片显微特征颜色测定结果 (n = 3) 

Table 5  Determination results of microscopic characteristics 

color of RR and RRP (n = 3) 

编号 
木栓细胞颜色值 导管颜色值 

L* a* b* E*
ab L* a* b* E*

ab 

SD1 41.05 19.13 45.16 63.96 40.29 21.10 44.95 63.95 

SD2 45.61 21.34 47.78 69.42 48.80 20.24 48.18 71.50 

SD3 42.46 25.06 46.67 67.88 45.84 21.15 47.60 69.38 

SD4 41.94 22.38 45.29 65.66 44.29 20.19 46.97 67.65 

SD5 42.51 19.72 45.58 65.37 41.03 20.44 45.68 64.72 

SD6 40.08 22.26 45.68 64.72 44.22 22.57 48.03 69.08 

SD7 39.87 21.64 45.57 64.31 44.65 22.82 48.29 69.61 

SD8 41.53 21.07 46.93 66.12 42.96 23.32 47.91 68.44 

SD9 41.02 22.03 46.06 65.49 39.44 21.55 45.96 64.28 

SD10 35.43 23.38 42.62 60.15 45.95 20.22 46.83 68.65 

JD1 33.27 22.58 41.66 57.90 34.03 22.70 42.87 59.26 

JD2 23.46 20.44 31.34 44.16 36.53 21.24 44.65 61.47 

JD3 37.48 22.37 44.56 50.99  39.16 21.10 46.30 60.35  

JD4 29.67 22.16 37.26 52.54 31.83 25.12 41.39 57.94 

JD5 23.10 21.55 31.89 44.89 36.00 22.20 44.41 61.32 

JD6 27.76 21.12 36.88 50.77 39.19 21.58 46.29 64.38 

JD7 22.23 20.54 31.01 43.33 29.95 22.38 39.02 54.04 

JD8 30.59 25.34 39.94 56.33 37.36 22.03 45.30 62.72 

JD9 28.11 21.87 36.65 51.10 35.34 23.17 44.28 61.21 

JD10 19.02 22.04 27.31 39.92 35.56 22.98 43.76 60.89 

进行差异性比较，结果熟地黄粉末的 L*、a*、b*、

E*
ab 值均较生地黄显著降低（P＜0.01）。结果见表 6。 

2.5.2  聚类分析  运用 SPSS 21.0 软件进行聚类分

析，采用系统聚类法，以生地黄与熟地黄各 10 批饮

片的粉末颜色值 L*、a*、b*、E*
ab 值为变量，结合

平方欧式距离为度量标准，对 20 批样品进行聚类分

析，见图 3。结果显示，当距离为 5～10 时，SD1～

SD10 为生地黄聚为一类，JD1～JD10 为熟地黄聚为

一类，表明生地黄与熟地黄饮片粉末颜色具有差异。 

表 6  生地黄与熟地黄饮片粉末颜色 Kruska-Wallis H 秩和

检验结果 ( x s , n = 10) 

Table 6  Results of Kruska-Wallis H test of powder color of 

RR and RRP ( x s , n = 10) 

饮片 L* a* b* E*
ab 

生地黄 35.24±1.73 8.79±0.62 15.19±1.48 39.38±2.23 

熟地黄 31.45±0.91** 7.30±0.42** 12.96±0.40** 34.79±0.99** 

与生地黄组比较：**P＜0.01，下表同 

**P < 0.01 vs RR group, same as below tables 

 

图 3  生地黄与熟地黄饮片粉末颜色值聚类分析 

Fig. 3  Hierarchical cluster analysis of powder color value of 

RR and RRP 

2.5.3  正交偏最小二乘-判别分析（orthogonal partial 

least squares-discriminant analysis，OPLS-DA）  将

生地黄与熟地黄各 10 批饮片的粉末颜色值 L*、a*、

b*导入 SIMCA14.1软件中，启动 PLS-DA分析程序。

模型解释率参数 R2
X＝1.000，R2

Y＝0.824，预测能力

参数 Q2＝0.769，说明所建模型具有较高的稳定性

和预测率。分别生成得分散点图与变量重要性投影

（variable importance in projection，VIP）值图，见图

4。由图 4-A 可见，生地黄与熟地黄饮片样品被分

为 2 类，10 批生地黄（SD1～SD10）聚为一类，10 

JD1 
JD8 
JD9 
JD5 
JD10 
JD6 
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SD2 
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图 4  生地黄与熟地黄饮片粉末颜色值 PLS-DA 得分图 (A)

及 VIP 图 (B) 

Fig. 4  PLS-DA score graph (A) and VIP graph (B) of 

powder color value of RR and RRP 

批熟地黄（JD1～JD10）聚为一类。VIP 值图（图

4-B）可直观的表现出各颜色值影响生、熟地黄分类

的权重大小，3 个颜色参数根据 VIP 值大小排序依

次为 a*＞b*＞L*。VIP＞1 的为 a*，认为 a*值是生地

黄与熟地黄饮片粉末主要差异性颜色参数。 

2.5.4  Fisher 判别分析  将样本分为生地黄、熟地

黄两组，利用 SPSS 21.0 软件，以组别为因变量，

以饮片粉末颜色值 L*、a*、b*、E*
ab 为自变量进行

Fisher 判别分析，建立判别函数，并用训练样本对

判别式作回代考核，对判别函数进行可靠性检验。 

组均值的均等性检验表明 L*、a*、b*、E*
ab 值

的 λ 值分别为 0.324、0.310、0.459、0.338，P 值均

为 0.00，认为在生地黄与熟地黄的判别函数中，L*、

a*、b*、E*
ab 值均具有统计学意义。建立非标准化典

则判别函数 y＝0.629 L*＋0.379 a*－2.754 b*＋1.494  

E*
ab－40.662，该函数判别规则为 y＞0 判为生地黄，

y＜0 判为熟地黄。回代验证结果见表 7，认为该函 

表 7  回代检验结果 

Table 7  Retrospective test results 

实际分类 
预测组成员 

合计 
正判率/ 

% 

平均 

正判率/% 生地黄 熟地黄 

生地黄 10 0 10 100 100 

熟地黄 0 10 10 100  

数能通过粉末颜色有效判别生地黄、熟地黄饮片。 

2.6  生地黄与熟地黄饮片显微特征颜色差异性分析 

2.6.1  Kruska-Wallis H 秩和检验  由于数据不满足

正态性，故采用 Kruska-Wallis H 秩和检验对生地黄

与熟地黄饮片木栓细胞与导管颜色的 L*、a*、b*、

E*
ab 值进行差异性比较。结果熟地黄木栓细胞和导

管的 L*、b*、E*
ab 值均较生地黄显著降低（P＜0.01），

而二者木栓细胞和导管的 a*值均无显著性差异。结

果见表 8、9。 

2.6.2  聚类分析  运用 SPSS 21.0 软件进行聚类分

析，采用系统聚类法，以生地黄与熟地黄各 10 批饮

片的木栓细胞、导管的 E*
ab 值为变量，结合平方欧

式距离为度量标准，对 20 批样品进行聚类分析，见

图 5。结果显示，SD1～SD10 为生地黄聚为一类， 

表 8  生地黄与熟地黄饮片木栓细胞颜色 Kruska-Wallis H

秩和检验结果 ( x s , n = 10) 

Table 8  Results of Kruska-Wallis H test of color of cork 

cells of RR and RRP ( x s , n = 10) 

饮片 L* a* b* E*
ab 

生地黄 41.15±2.58 21.80±1.70 45.73±1.37 65.31±2.45 

熟地黄 27.47±5.61** 22.00±1.38 35.85±5.40** 49.19±5.88** 

表 9  生地黄与熟地黄饮片导管颜色 Kruska-Wallis H 秩和

检验结果 ( x s , n = 10) 

Table 9  Results of Kruska-Wallis H test of color of conduits 

of RR and RRP ( x s , n = 10) 

饮片 L* a* b* E*
ab 

生地黄 43.75±2.88 21.36±1.17 47.04±1.17 67.73±2.56 

熟地黄 35.50±2.95** 22.45±1.17 43.83±2.25** 60.36±2.83** 
 

 

图 5  生地黄与熟地黄饮片显微特征 E*
ab值聚类分析 

Fig. 5  Hierarchical cluster analysis of E*
ab value of 

microscopic characteristics of RR and RRP 
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JD1～JD10 为熟地黄聚为一类，表明生地黄与熟地

黄饮片显微特征颜色具有差异。 

2.6.3  OPLS-DA  将生地黄与熟地黄各 10 批饮片

的木栓细胞、导管的E*
ab值导入SIMCA14.1软件中，

启动 PLS-DA 分析程序。模型解释率参数 R2
X＝

1.000，R2
Y＝0.824，预测能力参数 Q2＝0.769，说明

所建模型具有较高的稳定性和预测率。分别生成得

分散点图与 VIP 值图，见图 6。由图 6-A 可见，生

地黄与熟地黄饮片样品被分为 2 类，10 批生地黄

（SD1～SD10）聚为一类，10 批熟地黄（JD1～JD10）

聚为一类。如图 6-B 所示，2 种显微特征根据 VIP

值大小排序依次为木栓细胞＞导管。VIP＞1 的为木

栓细胞，认为该显微特征是生地黄与熟地黄饮片的

主要差异性显微特征。 
 

 

 

图 6  生地黄与熟地黄显微特征 PLS-DA 得分图 (A) 及

VIP 图 (B) 

Fig. 6  PLS-DA score graph (A) and VIP graph (B) of 

microscopic characteristics of RR and RRP 

2.6.4  Fisher 判别分析  由“2.6.1”项 Kruska-Wallis 

H 秩和检验表明，生地黄与熟地黄木栓细胞和导管

颜色的 L*、b*、E*
ab 值存在显著差异。由“2.6.3”

项研究结果可知，木栓细胞为生地黄与熟地黄饮片

的主要差异性显微特征。故将样本分为生地黄、熟

地黄 2 组，利用 SPSS 21.0 软件，以组别为因变量，

以生、熟地黄饮片的木栓细胞 L*、b*、E*
ab 值为自

变量进行 Fisher 判别分析，建立判别函数，并用训

练样本对判别式作回代考核，对判别函数进行可靠

性检验。 

组均值的均等性检验表明 L*、b*、E*
ab 值的 λ

值分别为 0.268、0.364、0.220，L*、b*、E*
ab 值的 P

值均为 0.000，认为生、熟地黄的判别函数中，L*、

b*、E*
ab 值均具有统计学意义。建立非标准化典则

判别函数 y＝0.497 L*－0.659 b*＋0.267 E*
ab－

5.428，该函数判别规则为 y＞0 判为生地黄，y＜0

判为熟地黄。回代验证结果见表 10，认为该函数能

通过木栓细胞颜色有效判别生地黄、熟地黄饮片。 

表 10  回代检验结果 

Table 10  Retrospective test results 

实际分类 
预测组成员 

合计 
正判率/ 

% 

平均 

正判率/% 生地黄 熟地黄 

生地黄 10 0 10 100 100 

熟地黄 0 10 10 100  

 

3  小结 

本研究运用色差法与显微成像技术量化生地黄

与熟地黄饮片粉末与显微特征的颜色；通过 OPLS- 

DA 分析确定 a*为二者粉末颜色的主要差异性参

数，木栓细胞为二者主要差异性显微特征；利用

Fisher 判别分析建立了生地黄与熟地黄饮片粉末、

显微特征颜色的非标准化典则判别函数，规定函数

判别规则为 y＞0 判为生地黄，y＜0 判为熟地黄。

本研究实现了生地黄与熟地黄粉末与显微鉴别特征

颜色的数字化评价，提供了一种通过粉末与显微特

征颜色测定快速判别生地黄与熟地黄饮片的方法。 

4  讨论 

4.1  显微特征颜色测定时粉末装片工艺的优选 

目前多采用冷法装片和酒精灯加热透化后装片

后进行显微特征观察，本研究前期对冷法装片、酒

精灯加热透化装片、烘箱加热透化装片的透化效果

进行比较，结果发现，酒精灯和烘箱加热透化的粉

末装片中显微特征透化程度完全，内部结构清晰，

但酒精灯加热透化程度不稳定，导致显微特征颜色

差异较大，测定结果误差大，而烘箱加热透化程度

稳定，且便于控制，因此，确定采用烘箱加热透化

装片。对不同烘制工艺进行比较，结果以 90 ℃烘

制 10 min 装片中显微特征结构清晰，透化程度统一，

颜色均匀，因此确定透化工艺为 90 ℃烘 10 min。 

因本研究需要待测定显微特征在成像范围内单

独存在，以减少其他显微特征或物质对待测特征的
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干扰，保证测定结果的准确度，因此，本研究还曾

对粉末装样量进行优选，以显微镜视野下的特征分

布密度是否适合特征单独拍摄的需要以及特征细胞

数量是否可以满足拍摄数量的需要为评价标准，确

定粉末装样量为 1.00～2.00 mg。在上述上对水合氯

醛试液用量同样进行了优选，以制备好的装片边缘

平整，试液充满整个盖玻片范围，稍有溢出可擦拭

干净，内部无气泡为评价标准，选取最佳水合氯醛

试液用量为 60～70 μL。 

4.2  外界光线对显微特征颜色测定的影响 

本研究曾对外界光线是否会影响显微特征颜色

测定结果进行了考察，选择早、午、晚 3 个不同光

照强度的时间段，分别在不避光（开灯＋不拉帘）

和避光（关灯＋拉帘）的环境中获取显微特征图像，

测定显微特征颜色，结果显示，不同时间段、不同

光照环境下各显微特征颜色 L*、a*、b*、E*
ab 值的

RSD 均小于 3%，说明外界光线的强弱对显微特征

颜色测定无明显影响。 

4.3  显微特征颜色提取 

本研究基于图像分割技术与 Lab 颜色空间原

理，以“显微特征颜色提取”软件，实现显微特征

的分割与颜色数字化测定。该软件基于无监督聚类

和数学形态学的方法对摄取的显微特征图像进行分

割，进一步采用深度学习模型的图像分割方案，以

大量的显微特征分割的标注图像为基础，区分待测

显微特征与显微图像背景，实现待测显微特征的圈

定[26]，然后测定显微特征颜色，结果以 L*、a*、b*

表示。 

4.4  显微特征的选择 

本研究曾对《中国药典》2020 年版地黄与熟地

黄显微鉴别项下收录的 4 种显微特征木栓细胞、薄

壁细胞、分泌细胞、导管颜色均进行了测定。实验

中发现，薄壁细胞与分泌细胞的边缘结构不清晰，

该两种显微特征与显微图像背景的分割效果不好，

特征圈定范围或大或小，导致颜色测定结果存在较

大误差，因此本实验未对这两种显微特征颜色进行

数字化分析。 

4.5  生地黄与熟地黄差异性显微特征的筛选 

由于每个显微特征的颜色指标有 3 个参数，分

别为 L*、a*、b*，即 1 个变量下有 3 个分变量，不

能实现生地黄与熟地黄差异性显微特征的筛选。本

研究利用国际公认的色差公式计算每种显微特征的

总色值 E*
ab，将 E*

ab 值作为变量进行 PLS-DA 分析，

可实现生地黄与熟地黄饮片的差异性显微特征的快

速筛选。 
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