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　　摘要：基于粉末与横切面显微方法鉴别中药材威灵仙的３种基原，完善威灵仙药材的显微鉴别方法。对市场上采
购的１４批威灵仙药材分别采用横切面和粉末制片，考察并优化制片方法，观察比较不同批次药材的显微特征。结果
表明，横切面的外皮层细胞排布、韧皮部、木质部显微特征显著，粉末的木纤维、韧皮纤维、石细胞、导管、非腺毛、木栓

细胞、表皮细胞、皮层细胞显微特征显著。结合《中华人民共和国药典》标准，可根据横切面的外皮层细胞延长方向鉴

别威灵仙；根据粉末的石细胞和韧皮纤维特征鉴别棉团铁线莲和东北铁线莲。采购的１４批威灵仙药材中３批为威灵
仙，２批为棉团铁线莲，９批为东北铁线莲。说明粉末显微可有效弥补横切面显微鉴别的不足。将粉末与横切面显微
相结合，可快速高效地鉴别中药材威灵仙的３种基原，操作简单，显微特征明显，判别直观准确，具有很高的专属性和
耐用性，对《中华人民共和国药典》现有显微鉴别方法是一个有力的补充。
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　　中药材威灵仙按２０１５年版《中华人民共和国药典》（以
下简称《药典》）规定有３种基原，分别为毛茛科植物威灵仙
（ＣｌｅｍａｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＯｓｂｅｃｋ）、棉团铁线莲（Ｃｌｅｍａｔｉｓｈｅｘａｐｅｔａｌａ
Ｐａｌｌ．）、东北铁线莲（ＣｌｅｍａｔｉｓｍａｎｓｈｕｒｉｃａＲｕｐｒ．）的干燥根和
根茎，临床上主要用于治疗风湿痹痛、肢体麻木、筋脉拘挛、屈

伸不利［１－２］。一直以来，市场上销售的威灵仙都只有产地信

息，缺乏基原标志。尤其是近年来对威灵仙的需求量逐渐增

加，使得威灵仙药材的基原问题更显凸出［３］，给临床应用带

来了诸多的问题［４－５］。现有威灵仙鉴别的研究报道很多，包

括性状［６］、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹图谱［７］、紫外光谱［８］、

傅里叶变换红外光谱［９］、ＤＮＡ分子鉴定技术［１０－１１］、薄层色

谱［１２］等多种技术手段，但均用于鉴别威灵仙及其铁线莲属伪

品。中药材威灵仙３种基原的鉴别主要是依据２０１５年版《药
典》收载的性状特征和横切面显微方法。但市场上的威灵仙

多为切段药材，性状特征已经被破坏，而显微鉴别中的纤维

束、石细胞等特征均为典型的粉末特征，采用横切面显微方法

观察时，特征不明显，判别难度大，棉团铁线莲和东北铁线莲

的区分难度大，方法的专属性和耐用性均有待进一步提高。

有学者采用近红外光谱［１３］区分威灵仙和东北铁线莲，但近红

外仪器价格昂贵，且仍旧无法解决３种基原的鉴别问题，尤其
是棉团铁线莲和东北铁线莲的鉴别。本研究将在威灵仙现有

的《药典》方法基础上，采用粉末显微和横切面显微相结合，

以期建立１种简单快捷、特征直观的显微鉴别方法，进一步完
善《药典》方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与材料
ＦＡ２００４型电子天平（上海图新电子科技有限公司）；

ＢＭ２０００生物数码显微图像分析系统（合肥诺瑞科学仪器有
限公司）；歌能Ｇ－１００Ｓ型超声波清洗仪（深圳市歌能清洗设
备有限公司）；ＪＰ－１００Ａ－２高速多功能粉碎机（上海市久品
工贸有限公司）；４０、６０、８０、１００、１２５目标准检验筛（浙江省上
虞市道墟张兴纱筛厂）；２５．４×７６．２ｍｍ载／盖玻片（武汉致
诚信达科技开发有限公司）；ＴＳ－ＤＩ１０－Ｌ／Ｈ型实验室超纯
水机（陶氏水处理设备工程有限公司）。

威灵仙药材购于安徽亳州药材市场和淮安市各大药房，

共计８个产地，１４个批次，具体信息见表１。各药材样品均保
存于江苏省特色资源开发与药用重点实验室。无水乙醇（色

谱纯，天津基准化学试剂有限公司）；氢氟酸（分析纯，国药集

团化学试剂有限公司）；藏红Ｔ（生物染色剂，国药集团化学试
剂有限公司）；固绿 ＦＣＦ（生物染色剂，上海沃凯生物技术有
限公司）；盐酸（分析纯，南京奥佳化工有限公司）；二甲苯（分

析纯，上海沃凯生物技术有限公司）；中性树胶（国药集团化

学试剂有限公司）；水合氯醛（分析纯，上海展云化工有限公

司）。水为笔者所在实验室自制超纯水。

１．２　试验方法
１．２．１　横切面切片　分别取１４批威灵仙药材，选取根部大
小适中者用１５％氢氟酸进行软化２４ｈ，用流水冲洗至中性，
切成薄片，放至盛有蒸馏水的培养皿中；挑选切面完整透明且

薄厚均匀的切片放入５０％乙醇溶液中脱水５ｍｉｎ，用番红染
液染色３０ｍｉｎ，移入５０％乙醇脱色５ｍｉｎ，进而转入含１．０～
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表１　药材来源信息

序号 产地 编号 来源

１ 安徽 安徽１ 安徽亳州药材市场

２ 安徽 安徽２ 安徽亳州药材市场

３ 朝鲜 朝鲜 安徽亳州药材市场

４ 辽宁 辽宁１ 安徽亳州药材市场

５ 辽宁 辽宁２ 安徽亳州药材市场

６ 辽宁 辽宁３ 安徽亳州药材市场

７ 辽宁 辽宁４ 安徽亳州药材市场

８ 东北 东北１ 安徽亳州药材市场

９ 东北 东北２ 淮安市极医堂药房

１０ 东北 东北３ 安徽亳州药材市场

１１ 湖北 湖北 淮安一品堂药店

１２ 黑龙江 黑龙江 北京同仁堂淮安药店

１３ 江苏 江苏 淮安市博古大药房

１４ 吉林 吉林 淮安市仁济堂药房

１．５ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸的７０％乙醇中脱色２～３ｈ；用固绿染液染色
１～２ｓ，再用９５％乙醇溶液冲洗掉多余染液，放入无水乙醇中

脱色５ｍｉｎ；在二甲苯和无水乙醇溶液（体积比１∶１）中透化
５ｍｉｎ，在二甲苯中透化５ｍｉｎ，用中性树胶制片，并在显微镜
下观察、拍照并保存图像。

１．２．２　横切面切片条件考察
１．２．２．１　番红染液染色时间　本研究分别考察番红染液染
色时间对切片染色效果的影响，结果见表２。由此看出，番红
染色的最佳时间为３０ｍｉｎ，此条件下染色完成后的切片不同
部位颜色区别明显，易观察。

１．２．２．２　固绿染液染色时间　本研究考察固绿染液染色时
间对切片染色效果的影响，结果见表３。由此看出，固绿染液
染色的最佳时间为１～２ｓ，此条件下染色完成后的切片不同
部位颜色区别明显，易观察。

１．２．２．３　番红染液脱色条件　本研究考察了番红染液脱色
时，７０％乙醇中的盐酸浓度及脱色时间对切片脱色效果的影
响。切片经５０％乙醇脱色５ｍｉｎ后，再分别用含有不同浓度盐
酸的７０％乙醇脱色一定时间，观察脱色效果。由表４可知，切
片脱色时的７０％乙醇中盐酸浓度为１．０～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ较适宜。

表２　番红染色时间与切片颜色变化的关系

染色时间

（ｍｉｎ） 染色后切片颜色 切片脱色后特征 显微观察结果

２０ 桃红色 表皮细胞、木质部颜色与皮层细胞颜色相似，为无色 组织细胞呈透明状，固绿染色后，整个切片为绿色

３０ 鲜红色 表皮细胞与木质部颜色为暗红色，皮层细胞呈无色或粉

红色

不同部位颜色区别明显

４０ 深红色 脱色２４ｈ后整个切片颜色依然呈红色，表皮细胞、木质
部与皮层细胞的颜色区别不明显

固绿不易着色，整个切片细胞呈红色

６０ 深红色 同上 同上

表３　固绿染色时间对切片颜色变化的影响

染色时间

（ｓ） 染色后切片颜色 切片脱色后特征 显微观察结果

１～２ 深绿色 皮层部位呈浅绿色，木质部为淡粉色 皮层细胞呈透明浅绿色，可见轮廓，与表皮、木质部区分明显

３～４ 深绿色 切片呈绿色，与木质部界限不明显 木质部与皮层部位难以区分

５～１０ 深绿色 颜色几乎不变，呈深绿色 视野中皮层细胞为深绿色，木质部和表皮细胞呈灰黑色

表４　７０％乙醇中的盐酸浓度对切片脱色效果的影响

盐酸浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
脱色时间

（ｈ） 脱色结果

无 ＞２４ 切片脱色需２４ｈ以上
１．０～１．５ ２～３ 皮层细胞透明，木质部为红色

２．０～２．５ １ 整个切片均脱为无色，不易控制

＞３．０ ０．５ 切片出现白色浑浊现象

２　结果与分析

２．１　横切面切片显微特征分析
按照横切面切片显微特征，１４份样品的观测结果可明显

分为３类，分别编号为Ａ、Ｂ、Ｃ，见图１。Ａ特征：表皮由１～２
列扁平细胞组成，直径约为 １０～１６μｍ，细胞外壁增厚约
５μｍ，为棕黑色；皮层宽阔，有薄壁细胞１４～１８层，约占根横
切面直径的１／２～２／３，类长方形或扁椭圆形，外皮层细胞略
为切向延长，长径约为２０～３０μｍ，排列稀疏，细胞间隙大，内

皮层明显，可见凯氏点；韧皮部宽阔，细胞多为颓废状，多位于

木质部的凹弧外，腔细狭，壁蜿蜒，外侧是否含有石细胞和纤

维束不甚清晰；木质部二原型，有２个凹弧，全部木化，导管为
圆形或三轮列状，单个散在或多个成群，排列无规律。Ｂ特
征：表皮由１～２列细胞紧密排列而成，直径约为１２～１６μｍ，
细胞外壁增厚４～１０μｍ，为棕黑色；皮层较宽，有１４～１８列
细胞，约占根横切面直径的１／２～２／３，均为薄壁细胞，类圆形
或椭圆形，从外皮层到内皮层逐渐增大，直径约为 １４～
３０μｍ，排列紧密，外皮层细胞径向延长，内皮层明显，凯氏带
清晰可见；韧皮部窄，外侧是否含有石细胞和纤维束不甚清

晰；木质部二原型，导管单个散在或多个成群，木化，排列无规

律。Ｃ特征：表皮由１～２列细胞排列组成，直径约为淡８～
２０μｍ，外壁增厚约４～１０μｍ；皮层宽厚，约占根横切面直径
的３／４及以上，有薄壁细胞２５～３０层，类圆形或椭圆形，直径
约为１４～２４μｍ，排列紧密，外侧１～２层细胞壁增厚，外皮层
细胞径向延长，内皮层明显，可见凯氏带；韧皮宽，木质部为方

形，导管多为单个散在，排列无规律。

　　３种横切面切片显微特征的主要区别见表５，按２０１５年
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表５　不同基原威灵仙的横切面切片显微特征比较

特征 外皮层细胞延长方向 皮层厚度 木质部形状 基原鉴别结果

Ａ 切向延长，皮层细胞为长方形或扁椭圆形，排列稀疏，细胞间隙大 约占整个横切面的２／３ 二原型 威灵仙

Ｂ 径向延长，皮层细胞类圆形或椭圆形，排列紧密，细胞间隙小 约占整个横切面的２／３ 二原型 东北铁线莲或棉团铁线莲

Ｃ 径向延长，皮层细胞类圆形或椭圆形，排列紧密，细胞间隙小 约占整个横切面的３／４ 方形　 东北铁线莲或棉团铁线莲

版《药典》，威灵仙３种基原鉴别的显微特征主要包括：威灵
仙外皮层细胞切向延长，韧皮部外侧常有纤维束和石细胞。

东北铁线莲外皮层细胞径向延长，韧皮部外侧偶有纤维束和

石细胞；棉团铁线莲外皮层细胞多径向延长，韧皮部外侧无纤

维束和石细胞。结合上述观测结果，根据外皮层细胞延长方

向可明确鉴别 Ａ为威灵仙，而纤维束和石细胞属于粉末特
征，在横切面切片中难以观测，因此难以区分 Ｂ、Ｃ是东北铁
线莲还是棉团铁线莲。

２．２　粉末制片
分别取１４批威灵仙药材，用粉碎机粉碎过筛。取少量

８０～１００目样品粉末，放置于载玻片上，加入３～４滴５０％水
合氯醛后加热透化，制片。放置于显微镜下观察、拍照并保存

图像。

２．２．１　粉末制片条件考察　本研究考察了粉末粒径对显微
观察的影响。将威灵仙药材粉碎后过筛，取一定目数的粉末

制片，观测显微结果，由表６可知，药材粒径选择８０～１００目。
表６　粉末粒径对显微观察结果的影响

粉末粒径（目） 显微观察结果

４０～６０ 颗粒较大，在显微镜下粉末组织特征不清晰

６０～８０ 颗粒适中但盖玻片压片时不平整

８０～１００ 颗粒适中且均匀，显微结构清晰且在同一视野中可观察到多个组织结构

１００～１２５ 颗粒细小，组织结构被破坏，显微特征不易观察

２．２．２　粉末显微结果　按照粉末显微特征，１４份样品的观
测结果同样可明显分为３类，分别编号为 Ａ、Ｂ、Ｃ，详见图２。
Ａ特征：石细胞较多，单个散在或数个成群，类方形、不规则多
角形，胞腔大，孔沟明显；木栓细胞较多，一般成群存在，表面

观类椭圆形、三角形、长方形、不规则多角形，木化，断面观类

长方形；木纤维较多，主为纤维管胞，长梭形，末端钝圆或稍

尖，具缘纹孔口斜裂缝状；韧皮纤维较多，为长梭形，木化；导

管主要为具缘纹孔导管，具缘纹孔为椭圆形或斜方形，有的横

向延长，亦可见网纹导管；淀粉粒众多，类圆形，脐点点状；表

皮细胞为长方形；皮层细胞为长方形；非腺毛约１～６个细胞，
基部钝圆，顶部尖。Ｂ特征：木栓细胞较多，为细长方形，一般
成群存在；石细胞类长椭圆形、长方形，不规则分枝状，壁厚，

层纹明显，有的可见孔沟；木纤维较多，主为纤维管胞，长梭

形；韧皮纤维较少，木化，为长梭形或纺锤状，壁厚，可见纹孔；

导管多见，多为具缘纹孔导管，亦见螺纹导管；非腺毛众多，多

为１～６个细胞组成，基部多弯曲，两头稍尖；淀粉粒较多，多
为单个散在，类球形、长圆形或肾形；皮层细胞表面观为椭圆

形，断面观为长方形，排列紧密；表皮细胞类长方形。Ｃ特征：
表皮细胞甚多，长方形，排列紧密；皮层细胞多见，类椭圆形或

圆形或方形，排列紧密，一般成群存在，有的与表皮细胞相连，

清晰可见；导管较多，成束或散在，主为具缘纹孔导管，亦有网

纹及梯纹导管，具缘纹口者较大，多破碎，具缘纹孔互列或并

列，排列较紧密，少许纹孔缘不甚清晰，纹孔口长椭圆形或呈

现裂缝状，木化或非木化；木纤维多为纤维管胞，具缘纹孔点

状，纹孔口斜裂状，孔沟稀疏，局部较密；木栓细胞少许，无韧

皮纤维和石细胞。

　　３种粉末显微特征主要区别见表７，按２０１５年《药典》鉴
别标准中的石细胞与纤维束特征，鉴别Ａ为威灵仙，Ｂ为东北
铁线莲，Ｃ为棉团铁线莲。综合来看，具体鉴别１４批中药材
威灵仙基原的结果见表８。
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表７　不同基原威灵仙的粉末显微特征比较

特征 韧皮纤维 石细胞 皮层细胞 木栓细胞 鉴别基原

Ａ 较多 较多 长方形成群存在 椭圆形、三角形、长方形、不规则多角形 威灵仙　　
Ｂ 较少 较多 椭圆形 细长方形 东北铁线莲

Ｃ 无　 无　 椭圆形 椭圆形、三角形、长方形、不规则多角形 棉团铁线莲

表８　中药材威灵仙的来源及基原鉴别

序号 产地 编号 来源 基原

１ 安徽 安徽１ 安徽亳州药材市场 威灵仙　　
２ 安徽 安徽２ 安徽亳州药材市场 东北铁线莲

３ 朝鲜 朝鲜 安徽亳州药材市场 东北铁线莲

４ 辽宁 辽宁１ 安徽亳州药材市场 东北铁线莲

５ 辽宁 辽宁２ 安徽亳州药材市场 东北铁线莲

６ 辽宁 辽宁３ 安徽亳州药材市场 东北铁线莲

７ 辽宁 辽宁４ 安徽亳州药材市场 棉团铁线莲

８ 东北 东北１ 安徽亳州药材市场 东北铁线莲

９ 东北 东北２ 淮安市极医堂药房 东北铁线莲

１０ 东北 东北３ 安徽亳州药材市场 棉团铁线莲

１１ 湖北 湖北 淮安一品堂药店 东北铁线莲

１２ 黑龙江 黑龙江 北京同仁堂淮安药店 威灵仙　　
１３ 江苏 江苏 淮安市博古大药房 东北铁线莲

１４ 吉林 吉林 淮安市仁济堂药房 威灵仙　　

３　结论与讨论

横切面显微鉴别是最常用的中药材显微鉴别方法，也是

《药典》所采用的中药材威灵仙基原鉴别方法。本研究对中

药材威灵仙横切面显微鉴别方法的试验条件进行了优化，结

果发现，外皮层细胞延长方向特征非常明显，易于观察，且受

试验条件影响很小，用于鉴别威灵仙具有很高的专属性和耐

用性。但是，石细胞和纤维束特征难以观察，难以区分东北铁

线莲和棉团铁线莲，方法的专属性和耐用性有待提高。同时，

横切面显微鉴别方法的观测结果受染色和脱色条件影响很

大，使得这一方法操作步骤多，较为繁琐，耗时长。而粉末显

微鉴别结果可以很容易地观察到《药典》所描述的石细胞和

纤维束特征，且东北铁线莲观察到石细胞数目较多，而《药

典》记载的横切面显微鉴别中为偶见，这一结果也符合石细

胞和纤维束作为粉末显微特征的认知。这一结果表明，粉末

显微用于鉴别棉团铁线莲和东北铁线莲有着很高的专属性。

如果结合皮层细胞和木栓细胞特征，粉末显微则能够进一步

鉴别威灵仙，实现对中药材威灵仙３种基原的鉴别。与横切
面显微鉴别方法相比，粉末鉴别操作简单快速，具有更高的专

属性和耐用性，可用于中药材威灵仙３种基原的快速鉴别。
若将粉末显微与横切面显微相结合，基于现有《药典》采用的

外皮层细胞方向、石细胞和纤维束等显微特征进行威灵仙基

原鉴别，则方法的专属性和耐用性会进一步提高。
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茎瘤芥饼粕中硫苷的酶解条件优化

张　燕，张欣欣
（长江师范学院生命科学与技术学院，重庆４０８１００）

　　摘要：用硫脲比色法、紫外分光光度法测定茎瘤芥饼粕中异硫氰酸酯的生成量，并以此为评价指标，设计单因素试
验和正交试验，研究茎瘤芥（俗称榨菜）饼粕中的硫苷在外源黑芥子酶催化作用下生成异硫氰酸酯的影响因素，从而

确定硫苷酶解的最佳条件。单因素试验探究不同料液比（１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶１５ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶２５ｍＬ、
１ｇ∶３０ｍＬ）、酶解时间（０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５、４．０、４．５、５．０ｈ）、温度（３０、４０、５０、６０、７０、８０℃）及 ｐＨ值（２、
３、４、５、６、７、８、９）对异硫氰酸酯生成量的影响。根据单因素试验的结果，选取对饼粕中异硫氰酸酯生成量影响较为显
著的料液比、酶解温度、时间及ｐＨ值进行正交试验设计，对硫苷的酶解条件进行优化。正交试验结果表明，硫苷酶解
的最适条件如下：酶解时间为１．０ｈ、反应温度为６０℃、反应体系ｐＨ值为６、料液比为１ｇ∶１５ｍＬ，在该条件下，异硫
氰酸酯的生成量达到最大值，为１．４８５ｍｇ／ｇ。通过研究，确定了茎瘤芥饼粕中硫苷酶解的最佳条件，从而为人类研发
出更具有经济价值和功能价值的产品提供了数据参考，提高了茎瘤芥的综合利用效率。
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　　硫代葡萄糖苷（简称硫苷）是十字花科蔬菜中一类重要
的含硫次级代谢产物。近年来的研究表明，十字花科植物对

癌症有一定的疗效，并且发现这种抗癌物质是硫苷的降解产

物或其相关的衍生物，其中最主要的是异硫氰酸酯（ＩＴＣ）。
异硫氰酸酯可以形成辛辣的风味，如芥菜的特殊辛辣味与烯

丙基异硫氰酸盐有关［１］。同时研究表明，硫苷的降解产物异

硫氰酸酯还可以抑制细菌的生长，其原因主要是异硫氰酸酯

可以使细菌的细胞膜通透性改变［２］。由于异硫氰酸酯具有

多种生物学活性，因此若能将其成功地应用于医学上癌症的

治疗以及食品的加工和贮藏，将对人类具有积极的影响。目

前，全世界死于癌症的人数不断增加，癌症已经成为全世界科

学家重点攻克的对象，而异硫氰酸酯具有抗癌的生物活性，这

对人类攻克癌症、延长寿命找到了１个可行的切入点。同时，
在食品的加工上，异硫氰酸酯可以形成辛辣的风味，使食品的

味道更加鲜美。在贮藏上，异硫氰酸酯的抑菌作用，使食品的

保质期延长，贮藏的时间更久。这些都对人类的生活产生了

巨大的经济效益。茎瘤芥（俗称榨菜）是属于十字花科的芸

薹属植物，研究发现，硫苷在芸薹属植物中的含量是最丰富

的，因而根据区域特色作物来探究硫苷的酶解条件并进行优

化，将更有利于地方经济的发展，并可为药物的开发提供数据

参考。

１　硫苷及其降解产物的研究现状

硫苷在植物细胞中主要以离子的形式存在，尚毅等总结

了硫代葡萄糖苷的研究进展，结果显示，硫苷的结构由３个部
分构成：硫代糖苷键、磺酸根和侧链基团［３］。目前已经发现，

在植物中含有１２０多种硫苷［４］，这些硫苷在结构组成上存在

的差异主要是由于侧链 Ｒ基团的不同。根据侧链 Ｒ基团结
构的不同，可以把硫苷分为以下３大类：含有直链或支链烷基
的脂肪族硫苷、含有苯环的芳香族硫苷以及含有吲哚环的吲

哚族硫苷。其中异亮氨酸、甲硫氨酸主要构成脂肪族硫苷的

侧链，酪氨酸、苯丙氨酸主要构成芳香族硫苷的侧链，而色氨

酸构成吲哚族硫苷的侧链［５］。程坤等研究发现，硫苷在十字

花科植物中的种类与含量占显著优势，其含有硫苷的种类占

目前已经发现的１２０多种硫苷的绝大部分，而在植物的其他
科、属中只发现含有１种或其中几种硫苷，所含硫苷种类的数
量远不及十字花科植物的多［６］。硫苷广泛分布在植物的根、

茎、叶和种子等部位，但是在种子中硫苷的含量是最高的［７］。

王科研究发现，在十字花科植物的种子中含有的硫苷量可高
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