
·1726· 中草菊Chinese Traditional and Herbal Drugs第39卷第11期2008年11月

用成分有关。由于我国是乙肝病毒高发地区，对叶下

珠的需求与日俱增，加之对叶下珠的组织培养技术

研究还甚少，利用叶下珠愈伤组织培养技术来提取

愈伤组织药用有效成分有待于进一步研究，能否进

一步通过器官分化途径再生出完整的植物，正在试

验中，以期减少对自然资源的采挖压力。
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空心莲子草的高效毛细管电泳指纹图谱研究

师磊，朱红，王佳馨，马 卓，刘焱文‘

(湖北中医学院中药资源与中药复方省部共建教育部重点实验室，湖北武汉430061)

摘要：目的利用高效毛细管电泳技术建立空心莲子草药材的指纹图谱。方法采用60 am×75 pm毛细管柱，以

50 mmol／L硼砂溶液一50 mmol／L磷酸盐溶液为缓冲液．运行电压为20 kV，检测波长220 nm。柱温25℃。结果建

立的指纹图谱中共有18个共有峰，且方法学考察符合规定的标准。结论该法准确简便，可作为控制空心莲子草药

材内在质量的有效手段。

关键词：空心莲子草；高效毛细管电泳；指纹图谱
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HPCE Fingerprint of Alternanthera philoxerodes
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(Province and Ministry Co—Established Key Laboratory of Resource Seience and Complex Prescription in Traditional Chinese

Medieine．Ministry of Education，Hubei College of Traditional Chinese Medicine，Wuhan 430061，China)

Abstract：Objective To ini'estigate the high performance capillary electrophoresis(HPCE)

fingerprint of Alternanthera philoxerodes．Methods Separation was performed on a 60 em X 75 pm

uncoated capillary with 50 mmol／L borate solution一50 mmol／L phosphate solution(pH 8．76)as HPCE

buffer．The running voltage was 20 kV，the detection wavelength was 220 am and temperature 25℃．

Results Fingerprint was established with 18 common peaks．Conclusion The method iS accurate。

simple。and suitable to the quality control of A．philoxerodes．

Key words：Alternanthera philoxerodes(Mart．)Griseb．；HPCE；fingerprint

空心莲子草Alternanthera philoxerodes

(Mart．)Griseb．为苋科莲子草属(Alternanthera

Forst．)多年生宿根草本植物，又名空心苋、螃蜞菊、

水花生等[1]。曾收载于《中国药典》1997年一部，具

有清热解毒、凉血利尿的功效。现代药理研究表明，

空心莲子草具有抗流感病毒[z]、流行性出血热病

毒[3]、抗乙型肝炎病毒[4]等多种抗病毒药理作用。空

心莲子草药材在我国资源丰富，分布广泛，各地品质

差异较大。然而，到目前为止，对于空心莲子草药材

的品质研究尚未见报道，本实验室运用高效毛细管

电泳技术对采自湖南、湖北、江苏、浙江、江西、福建

等6个省份10个不同地市的空心莲子草进行指纹图
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谱研究，旨在找出空心莲子草药材在不同生长地区

及不同生态环境下的品质差异，为空心莲子草的质

量评价提供一定的科学依据。

1仪器与试药

P／ACE MDQ毛细管电泳仪(美国贝克曼库尔

特公司)，包括32Karat工作站，二极管阵列紫外检

测器，自动进样器，未涂层毛细管总长60 am，有效长

度45 am，内径75弘m；BP一211D型十万分之一分析

天平；万分之一分析天平(METTLER TOLEDO

AL204)。

对照品穆坪马兜铃酰胺、异茜草素，莲子草素均

为本实验室自制、HPLC法测定其质量分数98％以

上。实验用水为二次蒸馏水，甲醇、醋酸乙酯、石油醚

为分析纯(上海振兴化工一厂)。空心莲子草分别采

自湖北、湖南、江苏、浙江、江西、福建6省，经湖北中

医学院中药鉴定教研室吴和珍副教授鉴定为苋科莲

子草属植物空心莲子草。

2方法与结果

2．1供试品溶液的制备：取空心莲子草粉末(过4

号筛)10 g，精密称定置于锥形瓶中，加入甲醇溶液

i00 mL精密称质量，浸渍1 h后，40℃超声提取30

min，室温静置20 min，再称定其质量，用甲醇溶液补

足减失质量，摇匀，静置后滤过，取续滤液75 mL置

于蒸发皿中，水浴加热挥去甲醇，量取蒸馏水20 mL

溶解，转移至分液漏斗中，先以石油醚萃取3次(50、

50、40 mL)，弃去石油醚液，水液再加入醋酸乙酯萃

取3次(50、50、40 mL)，弃去水液，合并醋酸乙酯液，

水浴蒸干，残渣用甲醇溶解，定容至10 mL，0．45弘m

微孔滤膜滤过，即得。

2．2对照品溶液的制备：精密称取穆坪马兜铃酰胺

1．35 mg、异茜草素1．01 mg、莲子草素1．22 mg，置

于25 mL量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，

0．45弘m微孔滤膜滤过，即得。对照品高效毛细管电

泳图谱见图1一A。

2．3毛细管电泳条件：未涂层毛细管柱(60 CITI×75

pm，有效长度为45 cm)，以50 mmol／L硼砂溶液一50

mmol／L磷酸盐溶液(pH 8．76)为运行缓冲液，运行

电压为20 kV，检测波长220 rlm，柱温25℃。进样前，

毛细管先用0．1 mol／L NaOH、重蒸水各冲洗3 min，

再以运行缓冲液冲洗2 min。压力进样，压力为

0．5 kPa，进样时间为5 s。

2．4指纹图谱的确立

2．4．1共有指纹峰的建立：按照上述供试品溶液制

备方法，将所采集到空心莲子草药材制成供试品溶

液，每个样品进样2次，记录时间1 h，发现电泳图在

25 min后没有峰出现，又通过空白对照试验发现前

8 min内为溶剂峰，故记录8～25 min内电泳图。通

过对药材与对照品二者的毛细管电泳图谱进行比

较，确认了3号峰为穆坪马兜铃酰胺，6号峰为异茜

草素，7号峰为莲子草素。以异茜草素为参照物，计

算10批药材电泳图中各峰的相对迁移时间，通过对

相对迁移时间比较与RSD计算，确定了18个共有

峰。药材高效毛细管电泳图谱见图1一B。
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t／rain

图1

Fig．1

对照品(A)和药材样品(B)HPCE图

HPCE Fingerprint spectra of reference

substance(A)and A．philoxerodes(B)

2．4．2精密度试验：取同一供试品溶液，连续进样5

次，共有指纹峰的相对保留时间RSD<2．84％，共有

峰相对峰面积RSD<3．03％。

2．4．3重现性试验：取同一产地药材按供试品溶液

制备方法平行制备空心莲子草供试液5份，在高效

毛细管电泳仪上进样分析，共有峰相对保留时间

RSD<2．25％，共有峰相对峰面积RSD<3．78％。

2．4。4稳定性试验：取一新制备的供试品溶液于0、

2、4、8、12、24 h测定其峰面积，共有峰相对保留时

间RSD<2．05％，共有峰相对峰面积RSD<3．32％。

2．4．5不同产地空心莲子草药材的指纹图谱比较：

取10批不同产地空心莲子草药材，制成供试品溶

液，然后按照上述毛细管电泳色谱条件测定，结果见

表1、2及图2。

3讨论

3．1 检测波长的选择：本实验通过对一供试品进行

紫外检测器全波长扫描，确定了214、220、274及325

rim。而后，通过毛细管电泳仪的检测，发现在检测波

长220 D．m下，基线比较稳定，出峰较多，且各峰之间

的分离度较好，确定220 nm为本实验的检测波长。

3．2运行缓冲液的选择：本实验通过对硼砂缓冲

液(10～100 mmol／L)、磷酸盐缓冲液(10～100

mmol／L)、硼砂一磷酸盐缓冲液进行比较，发现硼砂一

磷酸盐缓冲液分析效果最好，电泳图中出峰最多。再

通过考察缓冲液pH值8．50、8．58、8．68、8．76、9．18
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哀1不同产地空心莲子草的指纹图谱中共有峰的相对保留时间

Table 1 Relative retention time of common peak in fingerprint of A。philoxerodes from different habitats

相对保冒时同
；●：‘_f～

一

峰1 峰2 峰3 峰4 峰5 峰6 峰7 峰8 蜂9峰lo峰11峰12峰13峰14峰15峰16峰17峰18

福建福州

福建厦门

江西九江

江西鹰潭

湖南怀化

湖北武汉

湖北黄石

浙江宁波

扛苏徐州

江苏南京

0。712 0．786 0。821 0．845 0．943 1．000 1．074 1．157 1．216 1．265 1．330 1．346 1．399 1．444 1．514 1．546 1．574 1．623

0．711 0．787 0．835 0．834 0．946 1．000 1．086 1．155 1．219 1．276 1．326 1．348 1．394 1．435 1．529 1．542 1．543 1．646

0．725 0．734 0．833 0．855 0．939 1．000 I．076 I．158 1．244 1．263 1．318 1．364 1．376 1．433 I．544 1．546 1．525 1．631

0．713 0．781 0．821 0．849 0．943 I．000 1．070 1．159 1．245 1．264 1．334 1．340 1．399 1．434 1．515 1．546 I．555 1．642

0．712 0．789 0．831 0．887 0．944 1．000 I．082 1．154 1．Z13 1．264 1．326 1．343 1．395 1．432 1．522 1．536 1．562 1．655

0．710 0．786 0．821 0．845 0．943 1．000 1．087 1．157 1．216 1．265 1．330 1．346 1．399 1．444 1．514 1．546 1．574 1．623

0．712 0．789 0．831 0．887 0．944 1．000 1．072 1．154 1．Z13 1．264 1．326 1．343 1．395 1．432 1．562 1．546 1．562 1．655

0．729 0．776 0．847 0．859 0．941 1．000 1．074 1．148 1．249 I．261 1．345 I．327 1．393 1．434 1．535 I．543 1．522 I．643

0．710 0．781 0．839 0．867 0．950 1．000 1．072 1．151 1．232 1．265 I．327 1．344 1．398 1．413 1．542 1．546 1．545 1．629

0．714 0．781 0．821 0．849 0．943 1．000 1．070 1．159 1．245 1．264 1．334 1．340 1．399 1．434 1．515 1．546 1．555 1．642

表2不同产地空心莲子草的指纹图谱中共有峰的相对峰面积

Table 2 Relative retention peak area of common peak in fingerprint of A．philoxerodes from different habitats

产地
相对峰面积

峰1 峰2 蜂3 峰4 峰5 峰6 峰7 峰8 峰9峰10峰11蜂12峰13峰14蜂15埤16峰17峰18

福建福州

福建厦门

江西九江

江西鹰潭

湖南怀化

湖北武汉

湖北黄石

浙江宁波

江苏徐州

江苏南京

0．248 0．327 1．037 0．111 0．518 1．000 2．410 1．706 0．102 2．446 3．251 3．390 1．447 1．362 0．670 0．027 0．276 1．043

0．081 0．252 0．451 0．072 0．269 1．000 0．985 0．587 0．186 0．625 1．499 1．050 0．919 0．092 0．085 0．099 0．093 0．873

0．205 0．251 0．974 0．165 0。618 1．000 l。926 1．219 0．449 2．015 0．735 5．121 0．447 0．358 0．386 0．214 0．196 1．096

0，075 0．248 0．461 0．072 0．268 1．000 0．963 0．532 0．143 0．639 1．474 1．068 0．923 0．125 0．078 0．121 0．083 0．882

0．256 0．336 1．127 0．131 0．538 1．000 2．346 1．516 0．091 1．326 3．091 3．129 1．661 I．321 0．557 0．110 0．221 1．171

0．244 0．223 0．642 0．224 0．743 1．000 1．747 1．359 0．519 2．116 0．899 4．341 0．582 0．343 0．357 0．354 0．118 1．236

0．082 0．245 0．467 0．065 0．256 1．000 0．956 0．577 0．145 0．645 I．503 1．058 0．920 0．114 0．093 0．102 0．091 0．863

0．201 0．315 1．097 0．081 0．486 1．000 2．357 1．924 0．137 2．116 3．546 3．633 1．574 1．315 0．842 0．534 0．642 1．257

0．145 0．453 0．642 0．132 0．425 1．000 1．466 1．422 0．472 2．425 2．657 1．143 0．432 0．438 0．632 0．434 0．634 1．543

0．243 0．527 1．424 0．423 0．264 1．000 2．343 1．163 0．423 2．242 3．346 3．543 1．454 1．643 0．353 0．363 0．426 1．426

0 5 10 15 20 25

t／min

图2不同产地10批样品指纹图谱叠加固

Fig．2 HPCE Fingerprint spectra of ten batches

of A．philoxerodes from different habitats

及9．50时的分离效果。发现pH值在8．76时，各组分

分离度最高，且具有良好的重现性。因此，本实验采

用50 mmol／L硼砂溶液用50 mmol／L磷酸盐溶液

调节pH至8．76。

3．3运行电压的选择：本实验考察了分离电压分别

为8、12、16、20、25 kV时的电泳分离效果，发现在8、

12 kV下分离速度比较慢，分析时间延长到45 rain

以后且分离效果不佳。在16、25 kV下，虽然分析时

间缩短，但是分离效果不好，且基线飘移严重。在20

kV下，25 min之内可以较好地完成分离，且重现性

好，故最终确定分离电压为20 kV。

3．4共有峰面积与总峰面积比值的计算：对各样品

的峰面积进行统计，计算各样品指纹图谱中的18个

共有峰的总面积各占总峰面积的比值。结果显示所

有样品的共有峰总面积占总峰面积的比值均大于

90％，满足指纹图谱的技术要求。

3．5不同产地空心莲子草指纹图谱的比较：由表1、

2可以看出，不同产地空心莲子草药材虽然在化学

成分组成上有较好的相似性，但在组成成分的量上

确有较大差异，尤其表现在10、11、12号共有峰上。

江苏、浙江地区这3种化合物在同一植物中量接近，

且每种化合物地区之间量相差不大；福建、江西地区

这3种化合物在同一植物中量相差很大，且每种化

合物地区之间量也有较大差距。这说明空心莲子草

药材的品质受地域和生态环境的影响很大，不同地

区之间的药材品质差异较大。
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甘肃道地黄芪种苗的离体快繁研究

张延红1，何春雨2．，刘晓博1，杜彼1，陈红刚1

(1．甘肃中医学院药学系，甘肃兰州 730000，2．甘肃省冬小麦研究所，甘肃兰州 730020)

摘 要：目的 筛选出适于无菌短枝快繁的培养基及研究试管苗移栽驯化技术。方法 以MS为基本培养基添加不

同质量浓度的BA和NAA，对黄芪的不同外植体进行组织快繁研究。结果 一年生植株的带芽茎段在MS+BA 0．1

mg／L培养基上短枝长势最好；一年生植株的新生芽和两年生植株的带芽茎段，在MS+BA 0．8 mg／L+NAA 0．1

mg／L培养基上均能产生丛生芽。将短枝接种于1／2MS+0．1％活性炭或1／2MS+NAA 1．5 mg／L+0．1％活性炭的

培养基上，经诱导产生有效根。小苗经沙培驯化后。移栽成活。结论利用蒙古黄芪的无菌短枝快繁优良种苗是一

种经济、快速、可行的育苗方式。

关键词：黄芪，离体快繁，无菌短枝；炼苗；移栽
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黄芪Astragalus membranaceus Bge．var．

mongholicus(Bge．)Hsiao为豆科黄芪属多年生草

本植物，以根人药，是常用大宗中药材[1]，也是甘肃

道地药材之一。甘肃陇西就素有“中国黄芪之乡”的

美称。近年来，由于市场需求量逐年增加，野生资源

El渐匮乏，采用育苗移栽进行人工栽植成为黄芪的

主要来源[2]。但是黄芪生长周期长、种子硬实现象严

重[3]，且易受黄芪小蜂危害，所以播种时用种量大、

繁殖系数低，造成药农经济成本增加。同时，黄芪种

植历史悠久，传统栽培中往往不重视优良性状的选

育，存在性状变异多、品系混杂严重等现象，对药材

产量和品质产生不良影响[4]。目前，陇西地区育苗也

出现了一定困难，一年生小苗易遭受病虫侵染，导致

根部出现黑斑甚至断根。因此，寻找一种新的育苗方

式迫在眉睫。

利用植物组织培养的方法，采用黄芪带腋芽及

顶芽的茎段作外植体，进行植物离体快繁，可于短期

内获得大量遗传性状一致的幼苗，比用种子繁殖节

省育苗空间和成本，成苗迅速且便于集中精细管

理[5]。虽然国内外对黄芪的组织培养有一些报道，但

主要研究愈伤诱导和植株再生，利用短枝进行快繁

种苗未见报道。本试验旨在建立黄芪无菌短枝快繁

的育苗体系。

1材料与方法

1．1材料采自甘肃陇西县马河镇产一年和二年生

黄芪，经林丽高级实验师鉴定，剪取实生苗的新生芽

及地上茎段。

1．2短枝诱导：用软毛刷及洗衣粉水轻轻刷洗黄芪

枝条，然后用流水冲洗12 h。在超净工作台上先用

75％乙醇漂洗30 S，然后用2％次氯酸钠溶液灭菌10

min，再用0．1％升汞溶液灭菌10 min，最后用无菌水

冲洗5次，接种于添加不同质量浓度6-BA及NAA

的培养基上。将材料置于室温25℃、光照时间13

h／d左右、光照强度2 000 Ix的条件下培养。

1．3根的诱导：当短枝长到6"-8 cm高时，切除基

部较老化部分，然后将形态学下端近节处插入生根

培养基中，在与1．2项相同的培养条件下诱导生

根[6]。生根培养基为1／2MS培养基添加不同质量浓

度NAA和0．1％活性炭。

1．4炼苗和移栽：当短枝基部形成较发达的根系

后，打开瓶塞，炼苗2 d，然后轻轻取出小苗，小心洗

去根部的培养基[引，然后将试管苗栽植于蛭石一河

沙一腐殖土(5；4，1)的基质中，用打孔的透明塑料

杯罩住保湿。用半透明塑料膜遮荫，每日喷水2次，
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