
９２

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年５月５日 第２９卷第９期

Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．９牞Ｍａｙ５牞２０２０

基金项目：辽宁省中药资源普查项目犤２０１８０１６犦。
第一作者：吴艳蓉，女，硕士研究生，副主任中药师，研究方向为中药资源、中药质量控制、中药制剂质量控制与临床应用，（电子信

箱）ｍｏｘｉａｎｇ８０１００９＠１２６．ｃｏｍ。
△通信作者：贾凌云，女，博士研究生，副教授，研究方向为中药质量评价及中药资源开发，（电子信箱）ｊｉａｌｉｎｇｙｕｎ２００３＠１２６．ｃｏｍ。

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－４９３１．２０２０．０９．０２８

导小鼠睡眠时间为指标考察酸枣仁复方提取工艺，结合

工业生产的可行性，设计了不同醇体积分数、溶剂用量

及提取时间对提取工艺的参数进行优化，确定其最佳提

取工艺为水提取。这与传统提取方式一致牗以水为溶
剂牘，对生产设备及车间的安全要求相对较低，具有安
全、无毒、生产成本低优点，若后续通过树脂分离纯化活

性部位，可直接提取液上样，不需回收溶剂，树脂使用寿

命长。为更好地控制复方质量，不同提取工艺对复方有

效成分含量及其比例的影响仍有待进一步研究。
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聚合酶链式反应法筛选龙胆栽培品最佳采收期

吴艳蓉 １，贾凌云 ２△

（１．辽宁省沈阳市肛肠医院药剂科，辽宁 沈阳 １１０００２； ２．沈阳药科大学中药学院，辽宁 本溪 １１７００４）
摘要：目的 应用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）法筛选龙胆栽培品，并依据龙胆苦苷含量确定其最佳采收期。方法 应用ＰＣＲ法建立龙胆栽培
品的种质标准，采用高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法测定筛选出的龙胆栽培品中龙胆苦苷含量，并对不同采收季节和生长年限的龙胆栽培品
中龙胆苦苷含量进行测定。结果 龙胆栽培品最佳采收季节为春秋两季，最佳生长年限为３年。结论 ＰＣＲ法建立的种质标准可用于筛
选龙胆栽培品；其主要有效成分龙胆苦苷含量高，可作为确定龙胆栽培品最佳采收期的合理依据。
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表１ ＳＤＳ法提取紫外检测结果

药材

龙胆（栽培品）

龙胆（对照品）

坚龙胆（对照品）

Ａ２６０
０．０２５
０．０３３
０．０４２

Ａ２８０
０．０１６
０．０２１
０．０２７

纯度

１．５６
１．５７
１．５６

表２ 模板、引物、酶用量考察结果

序号

１
２
３

模板含量（ｎｇ）

１６１～５７．５
３０
１５

引物量（ｎｇ）

４０～２０
２０
２０

酶量（Ｕ）

１．５～２．５
１．５～２．０
１．５～２．０

结果

有 ＤＮＡ条带，条带间不清晰
有 ＤＮＡ条带，条带清晰
无 ＤＮＡ

采收期是指中药材的采收时间，中药材的采收期对

其有效成分含量、制剂质量、临床疗效等均有直接影响犤１犦。

龙胆始载于《神农本草经》，被列为中品。陶弘景曰：“……

根状似牛膝，味甚苦，故以胆为名。”中药龙胆为龙胆科

植物条叶龙胆 ＧｅｎｔｉａｎａｍａｎｓｈｕｒｉｃａＫｉｔａｇ．、龙胆 Ｇｅｎ
ｔｉａｎａｓｃａｂｒａＢｇｅ、三花龙胆 ＧｅｎｔｉａｎａｔｒｉｆｌｏｒａＰａｌｌ．或坚龙
胆 ＧｅｎｔｉａｎａｒｉｇｅｓｃｅｎｓＦｒａｎｃｈ．的干燥根和根茎犤２犦。本研

究中应用以聚合酶链式反应（ＰＣＲ）为基础的分子标记
技术，建立了辽宁省道地药材龙胆 ＧｅｎｔｉａｎａｓｃａｂｒａＢｇｅ．
栽培品的种质标准，并确定了筛选的龙胆栽培品最佳采

收期。现报道如下。

１ 龙胆栽培品种质标准的建立

１．１ 仪器与试药
仪器：ＰＴＣ１００ＴＭ 型 ＰＣＲ仪（ＰｒｏｇｒａｍｍａｂｌｅＴｈｅｒｍａｌ

ＣｏｎｔｒｏｌｌｅｒＭＪＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｃＵＳＡ）；ＤＹＹ－Ⅲ２３Ａ型电泳槽，
ＥＣＰ３０００型三恒多用电泳仪牗北京六一仪器厂牘；ＴＧＬ－
１６Ｇ型台式高速离心机（上海医用分析仪器总厂）；
ＵＶ７５５Ｂ型紫外可见分光光度计（上海分析仪器总厂）。

试 药 ：十 二 烷 基 硫 酸 钠 牗ＳＤＳ牘提 取 缓 冲 液
犤１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸牗ＥＤＴＡ，
ｐＨ８．０），５０ｍｍｏｌ／Ｌ三牗羟甲基牘氨基甲烷牗Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，
ｐＨ ８．０），０．５％ＳＤＳ，０．８％ β－Ｍｅ，ｄＮＴＰｓ，缓 冲 液
（ｂｕｆｆｅｒ）犦，ＴａｑＤＮＡ聚合酶，随机扩增多态性 ＤＮＡ
（ＲＡＰＤ）随机引物，溴化乙啶（ＥＢ），均购自上海生物工
程有限公司；ＤＮＡＭａｋｅｒ购自天根生化科技（北京）有限
公司；蒸馏水为无菌重蒸馏水，其余试剂均为分析纯。龙

胆栽培品牗共５批，产地均为辽宁省清原县牘；坚龙胆对
照药材（批号为１２０９８８－２００４０３），龙胆对照药材（批号
为 １２１５３０－２０１６０２），龙 胆 苦 苷 对 照 品 （批 号 为
１１０７７０－２０１７１６），均购自中国食品药品检定研究院。
１．２ 方法学考察

供试品提取溶剂的制备：分别采用 ＳＤＳ法、ＣＴＡＢ
法、高盐低 ｐＨ法提取龙胆药材，将提取的总 ＤＮＡ溶液
稀释后，用紫外可见分光光度计于２６０ｎｍ及２８０ｎｍ波
长处测定吸光度（Ａ）。结果ＳＤＳ法最佳，详见表１。

模板、引物、酶用量对 ＲＡＰＤ扩增的影响：结果见
表 ２。可见，确定ＲＡＰＤ扩增最佳条件为模板含量２８～
３０ｎｇ，引物量 ２０ｎｇ，酶用量 １．５～２．０Ｕ，９４℃预变
性 ３ｍｉｎ，９４℃ １０ｓ，３６℃ ３５ｓ，７２℃ ７０ｓ，４３个循环，
７２℃保温５ｍｉｎ犤３犦。

１．３ 溶液制备
取 ０．２ｇ供试药材，置研钵，用液氮冷却，研成细

粉，置 ２ｍＬＥｐｐｅｒｄｏｒｆ管中，加入 ４００μＬＳＤＳ提取缓冲
液，５６℃温浴３０ｍｉｎ，加入等体积的苯酚 －氯仿 －异戊
醇（２５∶２４∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）抽提，混匀，以 １００００ｒ／ｍｉｎ离
心 ５ｍｉｎ，吸取上清液，置另 １支 ２ｍＬＥｐｐｅｒｄｏｒｆ管中，
用上述抽提液重复抽提，直至蛋白沉淀完全为止，吸

取上清液，与２倍体积无水乙醇混匀犤３犦，于－２０℃放置
２０ｍｉｎ，离心，得沉淀。用７０％乙醇洗涤２次，干燥，溶于
无菌重蒸馏水中，得供试品溶液。分别取坚龙胆及龙胆

对照药材各０．２ｇ，依法分别制成对照药材溶液。
１．４ ＤＮＡ扩增与检测结果

分别以供试品溶液及对照品溶液为模板，引物为

５０种 ＲＡＰＤ随机引物，进行ＲＡＰＤ反应，反应总体积为
２５μＬ，置 ＰＴＣ－１００型ＰＣＲ仪上扩增。反应成分：ｂｕｆｆｅｒ
（Ｍｇ２＋），４００μｍｄＮＴＰｓ，２ＵＴａｑ酶，２０ｎｇ引物，３０ｎｇ模
板；反应程序：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃１０ｓ，３６℃３５ｓ，
７２℃７０ｓ，４３个循环，７２℃保温５ｍｉｎ。反应结束后，通
过１．４％琼脂糖凝胶电泳进行检测，在紫外透射反射条
件下观察结果、照相，并将扩增产物长度与 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
进行比较犤３犦。结果在与对照药材龙胆相应位置出现相同

的条带，与对照药材坚龙胆有显著差异，可作为龙胆（栽

培品）的种质标准。龙胆ＤＮＡ指纹图谱见图１。

２ 龙胆栽培品最佳采收期的确定

２．１ 仪器与试药
仪器：ＬＣ－１０ＡＴ型高效液相色谱仪（日本岛津公

司）；ＤｉａｍｏｓｉｌＣ１８柱牗迪马公司牘；ＤＬ－３６０型超声波清洗器

１ ２ ３ ４

１．坚龙胆对照药材 ２．ＤＮＡＭａｋｅｒ ３．龙胆栽培品

４．龙胆对照药材
图１ 龙胆ＤＮＡ指纹图谱
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样品含量（ｍｇ）

２１．３５
２１．３５
２１．３５
２１．９０
２１．９０
２１．９０
２２．２５
２２．２５
２２．２５

加入量（ｍｇ）

１０．５０
１０．５０
１０．５０
２１．５０
２１．５０
２１．５０
３２．２０
３２．２０
３２．２０

测得量（ｍｇ）

３１．７５
３１．７２
３１．６９
４３．８９
４３．８２
４３．８５
５４．８７
５４．８５
５４．９２

回收率（％）

９９．０５
９８．７６
９８．４８
１０２．２８
１０１．９５
１０２．０９
１０１．３０
１０１．２４
１０１．４６

Ｘ（％）

１００．７４

ＲＳＤ（％）

１．５３

表３ 龙胆苦苷加样回收试验结果（ｎ＝９）

６０

５０

４０

３０

２０

１０

０

－１０

１

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６ １８
ｔ／ｍｉｎ

Ａ

６０

５０

４０

３０

２０

１０

０

－１０ ｔ／ｍｉｎ

Ｂ
０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １５．５

１

Ｕ／ｍＶ

Ｕ／ｍＶ

１．龙胆苦苷

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液
图２ 高效液相色谱图

牗浙江省象山县石浦海天电子仪器厂，功率为１８０Ｗ，频
率为３０～４０ｋＨｚ牘。

试药：甲醇（色谱纯，山东禹王实业有限公司化工分

公司）；纯净水牗杭州娃哈哈集团有限公司）。生长年限为
２～５年的龙胆栽培品。
２．２ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＤｉａｍｏｓｉｌＣ１８柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：甲醇－水（２４∶７６，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检
测波长：２７０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。理论板数
按龙胆苦苷峰计不低于３０００，与相邻峰的分离度大于
１．５，系统适用性良好。
２．３ 溶液制备

对照品溶液：取龙胆苦苷对照品 ２ｍｇ，精密称定，
置 １０ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，制成质
量浓度为０．２ｇ／Ｌ的溶液，即得犤２犦。

供试品溶液：取龙胆粉末０．５ｇ（过４号筛），精密称
定，精密量取甲醇 ２０ｍＬ，置同一具塞锥形瓶中并称定
质量，加热回流１５ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用甲醇补足减
失的质量，摇匀，滤过，滤液备用，精密量取续滤液 ２ｍＬ，
置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得犤２犦。

２．４ 方法学考察
线性关系考察：取龙胆苦苷对照品适量，精密称定，

加甲醇分别制得质量浓度为 ０．０５，０．１０，０．２０，０．４０，
０．８０ｇ／Ｌ的对照品溶液，分别精密吸取 １０μＬ，注入高
效液相色谱仪，测定峰面积。以龙胆苦苷质量浓度（Ｘ）
为横坐标、相应峰面积（Ｙ）为纵坐标绘制标准曲线，得
回归方程 Ｙ＝６００７２２８８２．２５８１Ｘ＋３４０１９４４．５，ｒ２＝
０．９９９６（ｎ＝５）。结果表明，龙胆苦苷质量浓度在０．０５～
０．８０ｇ／Ｌ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取同一对照品溶液，重复进样

６次，每次１０μＬ，记录龙胆苦苷峰面积。结果的 ＲＳＤ为
１．５２％（ｎ＝６），表明仪器精密度符合要求。

重复性试验：取 ６份样品各 ０．５ｇ，精密称定，依法
制备供试品溶液，进样测定龙胆苦苷的含量。结果的

ＲＳＤ为１．６１％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
稳定性试验：精密吸取同一供试品溶液，分别于０，

１，２，４，８，１２ｈ时进样测定，记录龙胆苦苷峰面积。结果
的 ＲＳＤ为 １．９６％（ｎ＝６），表明供试品溶液在制备后
１２ｈ内稳定。

加样回收试验：取已知含量的样品 ０．５ｇ，精密称
定，共３份，按高、中、低分别加入龙胆苦苷对照品，依法
制备供试品溶液，依法测定并计算回收率。结果见表３。
２．５ 样品含量测定

取经筛选的龙胆栽培品，精密称定，依法制备供试

品溶液，按拟订色谱条件进样测定，色谱图见图 ２。５批

样品的含量分别为 ４．２９％，４．５３％，４．４８％，４．２７％，
３．９３％。
２．６ 最佳采收期确定

４个批次不同采收季节和 ４个批次不同生长年限
的龙胆栽培品中龙胆苦苷的含量变化见图３。
３ 讨论

中医取龙胆苦寒之性，泻肝胆实火，除下焦湿热犤４犦。

东北的关龙胆以产量最大、质量最好成为药材市场的主

流而行销全国，并有出口犤５－６犦。中药龙胆中最主要的有

效成分为龙胆苦苷等环烯醚萜苷类化合物犤７－８犦，具有抗

病毒、抗肿瘤、保肝利胆等生物活性犤６犦。故本研究中以龙

胆苦苷为指标成分，对应用 ＰＣＲ法进行筛选的辽宁省
道地药材龙胆 ＧｅｎｔｉａｎａｓｃａｂｒａＢｇｅ．栽培品进行最佳采
收期研究。

关于龙胆苦苷的ＨＰＬＣ含量测定方法，以甲醇－磷酸
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龙胆苦苷含量 ／％
５

４

３

２

１

０

春季

秋季

１ ２ ３ ４
Ａ

批次

３．１８３．２９ ３．２１

４．４８

３．５２

３．９３

３．３０

４．２３

龙胆苦苷含量 ／％

Ｂ

５

４

３

２

１

０
２年生 ３年生 ４年生 ５年生

生长年限

批号１

批号２

批号３

批号４

４．４７
４．４６

４．２１
４．２５
４．２７

４．４８
４．４３ ４．２４

４．１５
４．１２

４．１７
４．１５

２．９２ ２．８２
２．８７２．８７

Ａ．４批不同采收季节龙胆栽培品 Ｂ．４批不同生长年限龙胆栽培品
图３不同采收季节和生长年限龙胆栽培品中龙胆苦苷含量
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水溶液系统为流动相进行梯度洗脱，２７０ｎｍ为检测波
长犤９犦；以乙腈－磷酸水溶液系统为流动相，２４０ｎｍ为检
测波长犤１０－１１犦；文献犤１２－１６犦和２０１５年版《中国药典（一
部）》中均以甲醇－水系统为流动相，２７０～２７５ｎｍ为检
测波长测定龙胆苦苷。本研究中参考以上文献，对龙胆苦苷

测定方法进行筛选，最终确定甲醇 －水（２４∶７６，Ｖ／Ｖ）
为流动相，以２７０ｎｍ为检测波长。

由龙胆苦苷的含量测定结果可见，秋季采收的龙胆

栽培品中龙胆苦苷含量高于春季采收的龙胆栽培品，

但二者含量均高于 ２０１５年版《中国药典（一部）》龙胆
药材项下规定的龙胆苦苷含量犤２犦，故春秋两季均可采

收。生长年限为 ２～５年的龙胆栽培品中，以 ３年生
长龙胆苦苷含量最高，故确定龙胆栽培品的最佳生长

期为３年。
近年来，我国野生中药材资源呈明显下降趋势，特

别是道地药材的野生资源日益匮乏，拯救和保护濒危中

药材资源刻不容缓，没有科学指导的移栽品更是降低了

临床疗效 犤１１，１７犦。优良的种质资源是道地药材品质形

成的内因，对优良种质资源进行筛选和深入研究，有

助于对道地药材优良品种的推广和发展。ＲＡＰＤ是目
前用于作物种质资源鉴定的一种分子标记技术 犤１８犦。

ＰＣＲ法是 ＤＮＡ分子水平 ＰＣＲ，被称为检测基因多态
性的常规技术，代表中药品种变异类型的遗传标记。

故本研究中采用 ＰＣＲ法测定龙胆种质标准。应用 ＰＣＲ
法筛选龙胆栽培品简单易行，结果可靠，可据此探索建

立道地中药材种子的 ＰＣＲ法筛选标准，以筛选优良的
中药材种质资源，推广道地中药材的规范化种植。这对

于挽救中药资源的流失和枯竭，促进中药资源的保护和

发展，提高中药质量标准制订水平均有重要意义。
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苷积累动态与土壤因子的关系犤Ｊ犦．沈阳药科大学学报，

２０１４，３１（１２）：９９８－１００２．
犤１５犦范 娜，张诗龙，宋 杨，等．ＨＰＬＣ法测定芹龙颗粒中龙胆

苦苷的含量犤Ｊ犦．解放军药学学报，２０１６，３２（６）：５３１－５３２．
犤１６犦许 仲，叶胜体，张 妥 ．高效液相色谱法测定龙胆泻肝

汤颗粒中龙胆苦苷含量 犤Ｊ犦．中国药业，２０１２，２１（８）：

５４－５５．
犤１７犦王程成，赵 慧，严 颖，等 ．道地药材品质形成机制的组

学研究思路犤Ｊ犦．中国中药杂志，２０１８，４３（１１）：２４０７－２４１２．
犤１８犦黄璐琦，吕冬梅，杨 滨，等 ．药用植物种质资源研究的发

展——— 核心种质的构建犤Ｊ犦．中国中药杂志，２００５，３０（２０）：

１５６５－１５６８．
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