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试将PMT和H6H构建到双价载体上，通过发根农

杆菌转化莨菪，增加发根提高酶的表达活力，使东莨

菪碱量最高的转化发根系比野生型(43 mg)提高了

9倍，据了解这是目前利用遗传代谢工程在莨菪中

获得的最大东莨菪碱的量““。

本实验利用发根农杆菌Ri质粒首次成功地从

莨菪H．niger L．中诱导出毛状根。筛选出了各自

的生长快速的优质株系，建立了发根培养体系，为进

一步利用遗传代谢工程手段调节莨菪次生代谢物的

量和进行药用活性成分的工业化生产奠定了基础。
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甘草药材HPLC指纹图谱研究
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摘 要：目的建立甘草药材的HPLC指纹图谱。方法采用反相高效液相色谱法，选用Zorbax SB—Cla柱(250

mm×4．6 mm，5 pm)色谱柱；流动相为乙腈一1．2％醋酸溶液(梯度洗脱)；分析时间70rain{检测波长为254 nm。结

果建立了甘草药材的HPLC指纹图谱，标定了甘草药材38个共有指纹峰，方法学考察结果符合指纹图谱技术要

求。结论方法稳定、可靠、重复性好，可为甘草药材质控标准的制定和含甘草的中药方剂的物质基础研究提供

参考。
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Fingerprints of Radix Glycyrrhizae by HPLC
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Abstract．Objective To establish the HPLC fingerprints of Radix Glycyrrhizae．Methods The RP—

HPLC method was used，Zorbax SB Cle column(250 mm×4．6 mm，5 pm)wag employed；the
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acetonitrile一1．2％acetic acid(gradient elution)was used as mobile phase，analytic time was 70 min，and

detective wavelength was at 254 nm．Results The HPLC fingerprints of Radix Glycyrrhizae were set up．

The result showed that 38 peaks were common in different sources．The results of method validation met

technical standard of fingerprints．Conclusion The method is stable and reliable with a good

reDroducibilitv and provides a reference standard for the quality control of Radix Gtycyrrhizae．

Key words：Radix Gtycyrrhizae；fingerprints；HPLC

甘草为豆科植物Glycyrrhiza uralensis Fisch．、

胀果甘草G．inflata Batal．、光果甘草G．glabra L．

的干燥根及根茎，具有补脾益气、清热解毒、祛痰止

咳、缓急止痛、调和诸药的功效。甘草是重要的常用

中药，素有“国老”之称，为中药方剂的常见配伍成

分。东汉成书的《神农本草经》将其列为上品，此后历

代本草都有记载。1977年起，《中国药典》各版均有

收载。甘草所含成分复杂，含有甘草酸等三萜类、黄

酮类化合物以及香豆素类和生物碱类化合物等“3。

由于受产地、气候和生态环境等的影响，不同甘草药

材所含的成分也存在着一定差异。《中国药典》对甘

草药材的质量控制仅限于甘草酸单一成分的测

定⋯，不能系统、完整地反映甘草的内在质量。目前，

指纹图谱已成为国际公认的控制中药和天然药物质

量最有效的手段。为了有效地控制甘草药材及含甘

草的中药复方制剂的质量，为了对含甘草的中药方

剂的物质基础和配伍规律进行深入研究，笔者通过

考察甘肃产的甘草药材，建立了甘草药材的高效液

相色谱指纹图谱。

l仪器与试药

1．1仪器：美国惠普HP 1100高效液相色谱仪：四

元泵，在线脱气机，自动进样器，柱温箱，二极管阵列

检测器(DAD)。

1．2试药：乙腈(色谱纯)、甲醇(分析纯)、冰醋酸

(分析纯)，水为超纯水。

甘草酸单铵盐对照品(中国药品生物制品检定

所，测定用，批号0731—9704)，甘草药材(10批)：市

售，产地均为甘肃，经第一军医大学中医系刘传明老

师鉴定为豆科植物甘草G0cyrrhiza uratensis

Fisch．的干燥根及根茎。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱为Zorbax SB—C，s柱(250

mm×4．6 mm，5 pm)；流动相：乙腈一1．2％醋酸溶

液(梯度洗脱：0～70 min，乙腈体积由4％上升至

65％)，体积流量0．6 mL／min；柱温：室温；检测波

长：254 nm；分析时间：70min}进样体积20止。

2．2供试品溶液的制备：取甘草药材粉末(过60

目)约2．0 g，精密称定，置于100 mL的圆底烧瓶

中，加水50mI。，加热提取40min。待药液冷却后，移

取适量药液离心，精密移取上清液10．0 mL置于25

mL量瓶中，加入甲醇至刻度，摇匀，静置2 h后离

心，取上清液用0．45 p．m微孔滤膜滤过，即得。

2．3参照物溶液的制备：选择甘草酸单铵盐对照品

作为参照物。精密称取甘草酸单铵盐对照品适量，加

40％甲醇溶解，制备质量浓度为1．0 mg／mL的对照

品贮备液。精密移取对照品贮备液适量，用40％甲

醇适当稀释，制备为101．0／-g／mL的对照品溶液，

即得参照物溶液。

2．4测定方法：分别精密吸取对照品溶液和供试品

溶液各20“L，注入高效液相色谱仪，记录70 min色

谱图。供试品色谱中，以参照物甘草酸对应的色谱峰

(s)的相对保留时间和峰面积为1，计算各共有指纹

峰的相对保留时间及峰面积比值。

2。5方法学考察

2．5．1精密度试验：取同一供试品溶液，连续进样

5次，测得各共有峰相对保留时间和峰面积>10％

的共有峰的峰面积比值，结果RSD均小于3％，符

合指纹图谱技术要求。J。

2．5．2稳定性试验：取同一供试品溶液，分别在0、

2、4、8、12、24 h检测，测得各共有峰相对保留时间

和峰面积>lo％的共有峰的峰面积比值，结果RSD

均小于3％，说明供试品溶液在24 h内稳定。

2．5．3重现性试验：取同一批号的样品5份，分别

按供试品溶液的制备方法制备供试品并测定，测得

各共有峰相对保留时问和峰面积>10％的共有峰的

峰面积比值，结果RSD均小于3％，符合指纹图谱

技术要求。

2．6指纹图谱及技术参数

2．6．1指纹图谱：按2．4项测定10批甘草药材。根

据10批供试品的检测结果，建立甘草药材的高效液

相色谱指纹图谱(图1)。铡定结果见表1、2。

2．6．2共有指纹峰的标定：采用相对保留时间标定

共有指纹峰。根据10批供试品HPLC谱给出的相

关参数，比较供试品谱图，其中38个峰是lo批供试



中草药 chinese Tr8dltional and HerbaI Dr“gs 第36卷第12期2005年12月

0 10 20 30 40 50 60

}／mm

圈l甘草药材高效液相色谱指纹图谱

Fig·l HPLc finge’print of露口d“G“掣rr^虹4P

品所共有的，因此确定这38个峰为共有指纹峰。

共有峰的峰号(相对保留时问)：1(0．0171)、2

(0．369)、3(O．397)、4(O．403)、5(O．432)、6

(0．479)、7(O．507)、8(0．513)、9(0．527)、10

(0．538)、】1(O．553)、12(0．567)，13(0．629)、】4

(0．650)、15(0．683)、1 6(0．688)、17(0．713)、18

(0．727)、19(0．753)、20(0．775)、21(O．786)、22

(O．795)、23(0．806)、24(0．824)、25(O．836)、26

(O．879)、27(O．892)、28(O．920)、29(0．945)、30

(O．954)、31(0．966)、32(0．978)、33(0．985)、34

(1．000)、35(1．021)、36(1．036)、37(1．044)、38

(1．079)。

裹l lo批甘草药材共有指纹峰的相对保留时间

T丑ble l ReIative retentioD Hme of comm仰peaks for ten batches of置4刎j G挑y，r埘z埘
共有峰

峰号

药材批改

r————r————r————■————F————r————F————F————r———1了一 平均值

】 O．171 0．170 0．171 0．17l O．1 7l O 17l O 17l 0．1 71 0．171 0 17l 0．171

2 O．370 O．368 O．369 O．368 O．369 0 369 O．369 O．369 0．369 0．369 仉369

3 O 397 O．396 O．397 0 397 O．397 O．397 O．397 0．397 O．397 0．397 0．397

4 0 404 0．402 0·403 0．403 O．403 0．403 0 403 O 403 O 403 0．403 O．403

5 O 432 0 431 O 432 O．432 0．432 0．432 O．432 O．432 O 43Z O．432 O 432

6 O．479 O 478 O．479 O．478 O．479 O 479 O．479 O．478 O 478 O．479 O 479

7 0．507 0，507 0 507 O 507 0．507 O．507 0．507 O 507 0 507 O 507 0 507

8 O 513 O．512 0 513 O．513 O．514 0 514 0 513 O 51 3 0 513 O 513 0 513

9 O．527 0．526 0．527 0 527 0 527 O 527 O．527 0 527 0．527 0 527 仉527

10 O 539 O．538 O．538 O 538 O．538 O．538 O．539 0 538 0 539 0 539 O 538

11 0 554 O．553 0．553 0 5 53 0．553 O．553 O．554 0 553 O 553 O 553 O．553

12 0．568 O 567 0．567 O．567 0．567 O．567 O．567 0．567 O 567 0．567 O．567

13 0-629 O．629 O 629 O．629 0 629 O．629 O．629 O．629 0．629 仉629 0 629

】4 0．650 O．649 0．649 0．649 0 649 O．659 0．650 O．650 0 6 50 O．650 0．650

1 5 0．683 0．682 O 682 O．682 O．683 0．683 0．683 O 683 0 683 O．683 0．683

16 0．688 0．688 O 688 O 688 0．689 O 689 O．689 0．688 O．688 0．688 仉688

17 O 713 O．713 0 713 O．713 0．712 0 712 O．714 O 714 0．714 0．713 0．713

18 O．727 O．727 0 727 O．727 0．727 0．727 0．727 0．727 O．727 0 727 O 727

lg O 753 O．753 O．753 0．753 O．753 O．753 O 754 0．753 0．?54 0．754 0．753

20 0．775 O 774 0．775 0 775 0，775 0．775 0．775 O．775 0 775 O 77 5 0 775

2l 0．786 0 786 O．786 O．786 0 786 O．736 0．786 O．786 O．786 0．786 0 786

22 0．795 0．795 O．795 0．795 O 795 O．795 0．795 0．795 O．795 0．795 O．795

23 0．806 0．806 0．806 O．806 O．806 0 806 0 806 0．806 O 806 0 806 0．806

24 O．824 D．824 0 824 0 824 O．824 O．824 o．824 0．824 0 824 0 824 0．824

25 0．836 0．836 0．836 O 836 0．838 O 836 0．836 O．836 O．836 O．836 O．836

26 O 879 0．879 O．879 0．879 O．879 0．879 0．879 0 879 O．879 仉879 0 879

27 O．892 O．89Z O．992 O．892 0．8e2 O．802 O，893 0．893 O．893 0．893 0 892

28 0．920 O 920 O．919 仉919 O 920 0．920 O．920 O．920 0 920 O．920 0．920

29 0 945 O．945 O 945 O．945 0．945 O．945 0．945 O 045 0．945 O．945 0．945

30 0．954 0 954 0．954 O．954 玑954 0．954 0．954 0．954 0．954 0 954 0 954

3l O．966 0．966 0．966 O．966 0．966 O．956 0．966 0．966 O 066 0．966 0．966

32 0．978 0．978 0 978 O．978 0 978 O 978 0．978 0．978 O．978 0．978 0．978

33 O．985 0．985 O．985 0．985 O．985 O．985 O．985 0．985 O．985 O．085 O．985

34临) 1．000 1．000 】．000 】．OOO 1，000 】．OOO 】．000 1．000 1 OOO l，000 1，000

35 l·021 1．02l l—021 1．021 1．02l 1．021 1 021 1．021 1．021 1．021 1．021

36 1-036 1．036 1．036 1．036 1．036 1．036 1 036 1．036 1．036 1 036 1．036

37 1 044 1．044 1．044 1．044 1．043 1．043 1．044 1．044 1．044 1．043 1．044

38 】．079 1．079 1一079 1 079 1．079 1．079 1．079 1．079 1．079 1．079 1 079
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表2 10批甘草药材共有指纹峰的峰面积比值

Table 2 Relative areas of coiilliiml peaks for ten

batches of Radix Glycyrrh赴oP

12号共有非共有峰面 12号共有非共有峰面
批次 峰峰面 积占总峰面 批次 峰峰面 积占总峰面

积比值 积的百分数 积比值 积的百分数
1 0．730 6 73 7 0．687 4．11

2 0 645 7 12 8 0．660 5．74

3 0．617 5．45 9 0．656 7．08

4 0 612 6．88 10 0．486 4．90

5 0．497 4．54 平均值0 609 5 83

6 0 504 5．78

2．6．3共有指纹峰峰面积的比值：在共有指纹峰

I?彩
，jj；j J^《

200 225 250 275 300 325 350 375

24号峰

。j?∥r

26号蜂

中，只有12、34(s)号峰的峰面积大于总峰面积的

10％，故只考虑12号峰的峰面积比值，其余各共有

峰均按其相对保留时间定性。共有峰的峰号(峰面积

比值)：12(0．609)。

2．6．4共有指纹峰的紫外吸收图谱：在甘草的38

个共有指纹峰中，单峰面积占总峰面积3％以上的

有ll、12、17、23、24、26、29、34号等8个峰，利用

DAD检测器考察了这8个峰的紫外吸收图谱，如图

2所示。

3讨论

／--

＼

17导峰

f＼ 7、、

}f 53}峰

200 225 250 275 300 325 350 375 200 225 250 275 300 325 350 375

∞号峰

270’0—225 250 27”5 300 325 350 375五品菇互甚褊五；j品j菇’210”0225 25027—5300 3253”570—3’75—

34(s)导蛙

图2甘草药材部分共有嶂的紫外吸收图谱(DAD检测)

Fig．2 UV spectra of some common peaks of Radix Glycyrrhizae(detected by DAD) ．

3．1检测波长的选择：采用DAD对指纹图谱的检 效果不好，改用乙腈一1．2％醋酸后，基线平直且分离

测波长280、254、210 nln进行了选择，结果表明检 度良好。

测波长为254 nm，色谱图所包含的信息量大，各色 3．3参照物的选择：甘草药材有效成分中甘草酸的

谱峰分离较好。 量较高且相对稳定，因此选其作为参照物。

3．2流动相的选择：考虑到甘草所含三萜类多为有 3．4甘草药材为多品种来源，各品种所含化学成分

机酸类物质，在流动相中加入了一定比例的冰醋酸， 及量有较大差别，故应针对不同品种建立相应的指

以抑制有机酸的解离，各峰分离较好且峰型对称。比 纹图谱。

较了等度洗脱与梯度洗脱对甘草指纹图谱的影响， 3．5指纹图谱指纹区域的划分：甘草指纹图谱的共

结果发现等度洗脱时，改变流动相的组成或比例只 有指纹峰有38个，峰数较多，为便于研究，可以将指

能得到较少的色谱峰。改用梯度洗脱，样品中不同极 纹图谱划分为A、B、c、D、E、F、G、H共8个指纹区：

性组分都获得了合适的保留，在70min内各组分全 A区有1个指纹峰，只有1号峰；B区有5个指纹

部出峰，色谱峰数增加到40个以上。实验证明，梯度 峰，包括2、3、4、5、6号峰iC区有6个指纹峰，包括

洗脱条件容易控制，溶剂对甘草指纹图谱中共有峰 7、8、9、10、11、12号峰；D区有7个指纹峰，包括13、

检出无干扰，样品保留时间重现性好，分离度和柱效 14、15、1 6、17、18、19号峰；E区有6个指纹峰，包括

都令人满意。曾试用甲醇一1．2％醋酸梯度洗脱，分离 20、2l、22、23、24、25号峰；F区有3个指纹峰，包括
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26、27、z8号峰；G区有6个指纹峰，包括29、30、31、

32、33、34号峰；H区有4个指纹峰，包括35、36、37、

38号峰。若要比较不同品种来源的甘草指纹图谱的

差异，可以在8个指纹区分别考察。

3．6本方法稳定、可靠、重现性好，可为甘草药材及

其它含甘草的中药复方制剂制定质量标准提供参

考，也为含甘草的中药方剂的物质基础研究与配伍

规律研究提供分析方法。
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鱼腥草自绢病发生发展规律及防治方法研究

唐莉，吴锡明，马 曲，马 勇

(雅安三九中药材科技产业化有限公司，四川雅安625000)

摘要：目的通过对鱼腥草白绢病的发生发展规律和防治方法的研究，为该病的练合防治提供一定的依据。方法

采用田间调查、田间试验和室内实验相结合的方式。结果种茎处理以多菌灵的效果最好，发病率最低，产量最高}

PDA平板测定表明木霉对鱼腥草白绢病拮抗作用极强，优于常用农药处理；在3个木霉菌剂质量浓度中，20 g／m
2

的防治效果最好，其防治效果达到了60．28％。结论采用多菌灵处理鱼腥草种茎和20 g／m2木霉制剂处理土壤能

较好地防治鱼腥草白绢病。

关键词：鱼腥草}白绢病；防治方法
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Occurrence and spreading dynamics and control methods

of Southern blight in Houttuynia cordata

TANG Li，WU Xi ming，MAQU，MAYong

(Ya’an Sanjiu Chinese Medicinal Materials Science and Technology Industrialization Co．，Ltd．，Ya’an 625000，China)

Abstract：Objective To study the occurrence and spreading dynamics of Southern blight Houttuynia

cordata and search for the contr01 method SO as to provide scientific basis for its integrated pets

management(IPM)．Methods The field investigation and the combined methods in both field trial and

laboratorv test were carried Out for the research．Results After treated by Carbendaxim，the morbidity of

Southern blight in日．cordatu was the lowest and the yield of H．cordata reached to the highest level

among a11 treatment groups．The PDA test revealed that THchoderma huzirum had stronger antagonism to

Southern blight in日．cordata than common fungicides．The best concentration of T．huzirum used in the

soil treatment was 20 g／m2．which had a preventive effect against Southern blight up to 60．28％·

Conclusion The Southern blight of H．cordata could be well suppressed while both Carbendaxim and T·

huzirum are used tO treat the seeds and soll．respectively．

Key words：Houttuynia cordata Herb；Southern blight；control methods

鱼腥草药、蔬兼用，原植物为三白草科蕺菜属蕺

菜Houttuynia cordata Thunb．。具清热解毒、消肿

排脓、利尿通淋等功能，还可增强机体免疫力o’2]。随

着鱼腥草需求量不断地增大，其人工栽培的规模不

断扩大，造成了一些病害的发生。目前危害鱼腥草的

病害主要是白绢病，对其产量和质量造成了严重的

影响。

木霉防治白绢病已有大量的报道口“]，其效果

显著，但有关鱼腥草栽培管理的报道中尚未见有关

白绢病发生发展规律及木霉防治鱼腥草白绢病的报

道，本研究试图对该病的发生发展规律和防治方法

作初步探讨，为鱼腥草白绢病的综合防治提供一定

的依据。

1材料与方法
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