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　　摘要：为明确攀西金龙胆草种质资源情况，对１６个居群的样品进行 ＳＲＡＰ分析，并比较总黄酮、总皂苷和苦蒿素
含量。采用ＳＲＡＰ进行遗传多样性分析，使用高效液相色谱法和分光光度法进行样品间成分含量相关性研究。ＳＲＡＰ
标记聚类分析将１６个不同来源地的样品聚为三大类；总黄酮、总皂苷和苦蒿素３种有效成分含量相互存在正相关关
系，但差异不显著性（Ｐ＞０．０５）。ＤＮＡ分子聚类和成分含量聚类对样品亲缘划分的结果一致性不高。野生金龙胆草
资源遗传多样性具有较强的区域相似性，有效成分含量则更依赖生长环境。这些结果对金龙胆草育种开发能提供数

据支持。
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　　金龙胆草（ＣｏｎｙｚａｂｌｉｎｉｉＨ．Ｌéｖ）是一种菊科白酒草属２
年生草本植物，为川滇的民间药材，被２０１５年版《中华人民共
和国药典》［１］收录，该植物目前主要分布在四川攀（攀枝花

市）西（凉山州自治区）地区，呈野生状态。该植物含有丰富

的萜类、生物碱、皂苷、黄酮和挥发油等次生代谢物［２－４］，已有

成药商品“金龙胆草浸膏片”用于治疗慢性支气管炎，其中黄

酮类和皂苷为该植物的主要药用成分，其总皂苷具有较强的

抗肿瘤活性而在近年来得到持续研究［５］。化合物苦蒿素是

一种新克罗烷型二萜内酯，为药典中规定的该药材质量标准

控制物。金龙胆草在一些文献中常被误记载为１年生草本，
但经笔者所在实验室实际栽种后发现实为２年生植物，可见
该药材的研究仍须要大力加强。本研究对攀西地区金龙胆草

进行遗传多样性分析，并对其３种主要成分进行含量测定和
分析，探究金龙胆草有效成分的相关性，为金龙胆草开展栽培

药材的长期研究开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试用野生金龙胆草样品于同时期采集自四川省攀枝花

市和凉山州，按照均衡抽样的原则，两两居群之间的地理距

离＞３０ｋｍ，居群内样品间距离＞１５ｍ，每个居群采集＞２０株
的样品，分布点见表１，由四川农业大学陈惠教授鉴定为金龙
胆草。所有试验于２０１７年１—７月在干热河谷特色生物资源
研发四川省高校重点实验室进行。
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表１　１６个金龙胆草采样点地理位置

序号 采集地 海拔（ｍ） 经度（Ｅ°）／纬度（Ｎ°）
１ 攀枝花撒莲 １８００ １０２．０１／２６．４９
２ 攀枝花头碾 ２０１２ １０２．０５／２６．４２
３ 攀枝花新九 ２１００ １０１．５７／２６．３７
４ 攀枝花总发 １５００ １０１．４５／２６．２６
５ 攀枝花拉 １６００ １０１．５５／２１．５６
６ 攀枝花太平 １８００ １０１．３４／２６．３２
７ 攀枝花市机场路 １９１６ １０１．４７／２６．３２
８ 凉山州龙泉 ２４００ １０２．１３／２６．５１
９ 凉山州新云 ２０００ １０２．３１／２６．３６
１０ 凉山州俱乐 ２０００ １０２．４０／２７．０２
１１ 凉山州新田 １８００ １０２．５５／２６．２３
１２ 凉山州布拖 １７５０ １０２．４８／２７．４２
１３ 凉山州德昌 １８００ １０２．１０／２７．２４
１４ 凉山州西昌 １９００ １０２．１５／２７．５３
１５ 凉山州盐源 ２０５０ １０１．３０／２７．２５
１６ 凉山州冕宁 １２００ １０２．１０／２８．３３

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取及 ＰＣＲ程序　按照 ＤＮＡ提取试剂盒
（ＯｍｅｇａＢｉｏ－Ｔｅｋ）进行 ＤＮＡ提取，并以 λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ为
ｍａｋｅｒ，以质量浓度为１０ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ分
子量，并按照ＤＮＡ（μｇ／ｍＬ）＝５０×Ｄ２６０ｎｍ ×稀释倍数测定样
品浓度。引物序列如表２所示，按照预先筛选的１２对引物进
行扩增。ＲＣＲ反应程序和产物的银染检测程序均按照文献
［６］进行。
１．２．２　色谱条件　色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相，Ｖ乙腈 ∶Ｖ甲醇 ∶Ｖ水 ＝
１５∶４０∶４５，等梯度洗脱；流速 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长
２１０ｎｍ；柱温３０℃；进样量２０μＬ。
１．２．３　样品及对照品溶液的制备　为了更好地研究金龙胆
草总皂苷、总黄酮和苦蒿素含量的相关性，笔者采用其所在课

题组前期对该药材各成分优化后的提取工艺分别对３种成分
进行提取，其中总黄酮含量采用超声波辅助提取，ＮａＮＯ２－
Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ显色法测定含量，以芸香苷为标准品，回归
曲线为ｙ１＝１０．９４６ｘ１－０．００７１，ｒ１

２＝０．９９９７，式中ｘ１表示芸
香苷含量，ｙ１表示吸光度

［７］；总皂苷采用纤维素酶法辅助微

波提取，醋酸－香草醛－高氯酸显色测定含量，以齐墩果酸为
标准品，回归曲线为 ｙ２＝０．２３４３ｘ２－０．１２２７，ｒ２

２＝０．９９９７，

表２　ＳＲＡＰ引物序列

序

号

引物序列

（５′→３′）
序

号

引物序列

（５′→３′）

１ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ７ Ｆ：ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ
Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ

２ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ８ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ
Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

３ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ９ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ
Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ

４ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ １０Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ
Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ

５ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ １１Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ
Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ

６ Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ １２Ｆ：ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ
Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ Ｒ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ

式中ｘ２表示齐墩果酸浓度，ｙ２表示吸光度
［８］；苦蒿素采用索

氏提取，高效液相色谱法测定精确含量，以苦蒿素为标准品，

回归方程为ｙ３＝４４．３８０ｘ３＋１４０．８９，ｒ３
２＝０．９９９３，式中 ｙ３表

示吸收峰面积，ｘ３表示苦蒿素含量
［９］。

１．２．４　样品及对照品溶液的制备　利用 ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ
Ｃｈｅｍｉｌｍａｇｅ５５００ＣＣＤ成像仪将电泳图谱照片转换成 ．ｔｉｆ格
式，再用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件将１００～１０００ｂｐ范围内清晰可见
的条带进行标记，经过 Ｍａｔｃｈ比对，有条带记为１，无条带记
为０，形成一个“０、１”矩阵，计算每２个样品间的Ｎｅｉｓ遗传相
似性系数Ｓ，Ｓ＝２Ｎｊｆｂ／Ｎｊ＋Ｎｆ（Ｎｊｆ是二者共同的带数，Ｎｊ、Ｎｆ
分别为二者特有的带数）。遗传距离为（１－Ｓ）。采用
Ｐｏｐｇｅｎ３２软件进行基因多样性指数（Ｈ）、Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数
（Ｉ）、等位基因平均数（Ｎａ）及每位点有效等位基因数（Ｎｅ）分
析，并计算多态位点数、多态位点比例；用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１软件
计算金龙胆草的 Ｊａｃｃａｒｄ遗传相似系数（ＧＳ），并按照不加权
成对群算数平均法（ＵＰＧＭＡ）进行聚类分析。利用ＳＰＳＳ２０．０
进行样品间有效成分含量相关性的分析。

２　结果与分析

２．１　金龙胆草ＳＲＡＰ遗传多样性分析
１２对引物的ＰＣＲ扩增结果显示，每对引物扩增得到７～

２５条扩增带（图１），分子量在２００～１０００ｂｐ。共得到３１８条
清晰且重复性好的条带，其中２７５条为多态性条带，多态位点
率为８６．４８％，遗传多样性结果分析见表３，说明金龙胆草资
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表３　ＳＲＡＰ遗传多样性分析

指标
等位基因数

Ｎａ（个）
有效等位基

因Ｎｅ（个）
Ｎｅｉｓ基因
多样性Ｈ

Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息
指数Ｉ

平均值　 １．９２４ １．４１９ ０．２５８ ０．４０１
标准差 ０．２６６ ０．３３０ ０．１６５ ０．２１８

源存在着一定的遗传差异，这为其育种研究提供了较好的选

择基础。

　　分析结果显示，各来源地样品之间的相似性系数值在
０．４９６～０．８８０，平均相似系数为０．６８０，系统聚类树矩阵和距
离矩阵的相关度可信度较高（Ｍａｔ检测相关系数 ｒ＝０．７４８），
遗传距离（１－Ｓ）的极值间差距不大（０．３８４），这与 ＳＲＡＰ多

态性分析结果相符。系统聚类（图２）在相似系数０．６９９０处
将样品聚为三大类：１～９号为第Ⅰ类，该类含攀枝花市区域
样品（除６样）和与该区域地理位置相近的凉山州样品（８、９
号）。凉山州的样品聚为２类，第Ⅱ类为１０～１１号，第Ⅲ类为
１２～１６号。聚类分析中同一群类中间杂有部分不同地理来
源的样品，例如６号样品从地理位置的角度更应聚在第Ⅰ类，
可见野生金龙胆草样品的分支并未严格按照地理来源划分，

遗传多样性虽然与地理位置有很大关系，但植物的亲缘关系

具有一定的复杂性，部分样品在自然分化时地理区域的影响

小于遗传漂移，不能简单地依据地理位置划分。

２．２　有效成分含量测定
表４显示，以芸香苷为标准品测得的总黄酮含量普遍较

高，平均含量达到６３１％；而以齐墩果酸为标准品测得的总
皂苷含量居群间差异不大，平均含量为０．７７％，与早前文献
报道结果符合；高效液相色谱法测得的苦蒿素含量较早前文

献［１０］相比含量普遍较高，平均值为０．８０％，均远超出２０１５

表４　金龙胆草３种主要成分含量测定结果（ｎ＝３）

编号
各主要成分的含量（％）

总黄酮 总皂苷 苦蒿素

１ ５．００ ０．９３ ０．６８
２ ７．５３ ０．９２ ０．８５
３ ６．２９ ０．９３ １．１９
４ ５．９９ ０．９１ ０．５９
５ ６．１１ ０．７９ ０．６８
６ ７．０３ ０．６１ ０．８３
７ ７．１０ ０．７０ １．００
８ ７．２４ １．０４ ０．６２
９ ６．０９ ０．７３ ０．８９
１０ ７．２７ ０．６７ ０．９６
１１ ５．３５ ０．７５ ０．６２
１２ ５．５４ ０．６４ ０．６５
１３ ５．３２ ０．６１ ０．６２
１４ ４．６６ ０．５７ ０．５６
１５ ７．１９ ０．７４ ０．９９
１６ ７．１９ ０．７４ ０．９９

版《中华人民共和国药典》中对金龙胆草药材所作出的质量

要求（＞０．３％）。本次３种主要成分含量的试验测试结果比
之前文献资料中的含量都高，可能是因为本试验立足产地，使

用的均是新鲜植物材料，避免了长途运输、存放时长等不利因

素带来的差异。

２．３　有效成分的相关性和聚类分析
攀西地区野生金龙胆草有效成分含量相关性分析基于

１６个来源地样品中的总黄酮、总皂苷和苦蒿素这３种有效成
分含量，结果（表５）显示所测有效成分含量间相互存在正相
关关系（ｒ＞０），其中只有总黄酮和苦蒿素的含量存在较显著
相关性（Ｐ＜０．０５）。由图３可以看出，当聚类欧氏距离 ＜１５
时，不同来源样品被分为４类，其中有效成分含量较为接近的
６、７、９、１０、１５、１６号聚为Ⅰ类，但该类海拔和地理位置均有差
异；３号独自聚为Ⅱ类，２号和８号聚为Ⅲ类，这２类的所在地
均具有较高的海拔（＞２０００ｍ），且所测成分含量都不高；１、
４、５、１１～１４聚为Ⅳ类，其特征为采样点海拔均＜２０００ｍ。

表５　金龙胆草有效成分相关性分析

有效成分

总黄酮含量 总皂苷含量 苦蒿素含量

Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性

Ｐ值 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性

Ｐ值 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性

Ｐ值

总黄酮含量 １．０００ ０．２４９ ０．３５３ ０．５７５ ０．０２０
总皂苷含量 ０．２４９ ０．３５３ １．０００ ０．０７６ ０．７８０
苦蒿素含量 ０．５７５ ０．０２０ ０．０７６ ０．７８０ １．０００
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　　由于攀西地区土地面积并不大，气候差异较多地体现在
海拔不同，样品间差异不太明显，使得聚类结果和地理分布没

有太大相关性。以主要成分含量为考查指标可以看出，７号
样品（攀枝花市机场路样品）具有高出各样品平均水平的有

效成分，其与处于最低水平的１４号样品（凉山州西昌市）来
自几乎同样的海拔高度，这说明海拔不是金龙胆草药材优劣

的主要影响因素，气候和土壤环境等生态因子更值得考量，这

一结果可指导后续遗传育种研究时可用７号样品所在地为研
究对象进行深入的生态因子研究，摸索出最佳的金龙胆草栽

培生境。

３　讨论

分光光度法和高效液相色谱法都是植物次生代谢物含量

研究的常用方法［１１－１３］，分光光度法有较大的背景干扰，对测

定单一成分存在误差，高效液相色谱法能较准确分析单组分

含量，但无法全面反映一类物质的总量。因此，本研究分别采

用分光光度法测定金龙胆草总黄酮和总皂苷的含量，采用高

效液相色谱法测定苦蒿素成分的含量。分光光度法测量总黄

酮时，显色反应发生在邻二酚羟基、３－羟基－４－酮基、５－羟
基－４酮基部位，不发生在 －羰基、５－羟基部位［１４－１５］，因此

具备此母核的黄酮类成分均能被检测到。金龙胆草总黄酮类

成分主要为此结构，含有少量的槲皮素和山奈酚，不具备上述

结构，可能无法计入总量［１５］，但由于这２种成分在金龙胆草
中含量极少，对结果影响不大，因此使用芸香苷为标准品可满

足金龙胆草总黄酮的检测需求。金龙胆草皂苷以齐墩果烷型

三萜皂苷为主，因此使用齐墩果酸为标准品，采取经典醋酸－
香草醛－高氯酸显色法进行检测也具备准确性和代表性。

４　结论

本研究对攀西地区野生金龙胆草的１６个主要居群进行
ＳＲＡＰ遗传多样性分析，并检测了样品间总黄酮、总皂苷和苦
蒿素含量。结果显示，金龙胆草在攀西地区遗传多样性并不

丰富，这可能与该植物还是以野生为主、区域间流动较小有

关。对金龙胆草主产区不同来源样品的有效成分相关性分析

结果显示，成分含量均为正相关，但除苦蒿素和总黄酮外，其

余成分间相关性不显著（Ｐ＞０．０５）。以成分含量进行的聚类

分析结果和分子标记结果相比较，显示成分的含量高低与遗

传关系聚类有一定相关性，如２种分析下１１～１４号样都聚为
一类，但有效成分的积累可能与生态因子更为相关，这也符合

其他学者提出的中药材道地性与其生物学基础相关性的假

说［１６－１８］。要深入研究本药用植物，还须在今后的研究中对金

龙胆草生境的影响因子如温度、湿度、光照、土壤成分等进行

详细测量，与本试验数据相结合，以便获得全方位的植物生长

信息参数。
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