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摘 要: 应用反相高效液相色谱法( RP HPLC)对中国重要的甾体激素药源植物盾叶薯蓣具有代表性的 9 个

野生居群和 3个栽培居群的薯蓣皂苷元含量进行了测定,分析了经引种至江苏南京栽培 1 a后各居群薯蓣皂

苷元含量变化、根茎的年生长量以及根茎含水量。结果表明:薯蓣皂苷元含量及其栽培前后含量变化与盾叶

薯蓣种质有关,不同种质之间差异较大; 栽培居群根茎生长量明显高于野生居群。薯蓣皂苷元含量及其变化

与根茎中水分含量无明显相关性。薯蓣皂苷元含量的遗传稳定性应作为优良种质筛选的首要标准。

关键词: 盾叶薯蓣; 居群;薯蓣皂苷元; 反相高效液相色谱法

中图分类号: Q949. 718. 27 文献标识码 :A 文章编号: 0253- 2417( 2003) 02- 0068- 05
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Abstract: By RP HPLC method, diosgenin content of Dioscorea zingiberensis collected from 9 wild populations and

3 cultured populations in China were determined. The change of diosgenin content and weight of rhizoma were also tested af

ter introduced from their native sites to Nanjing, Jiangsu Province and cultivated for a year.The result showed that diosgenin

content in a year and the annual enlargement of root vary among different populations. D. zingiberensis of cultured popula

tions has significant root enlargement and less diosgenin content than those of wild populations. In addition, the diosgenin con

tent and its change are not correlated with water content. It concludes that the hereditary maintance of diosgenin content

should be considered as the principal criterion in selection of cultivar.
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盾叶薯蓣( Dioscorea zingiberensis Wright. )为薯蓣科薯蓣属植物,是以林地为生境的我国特有植物。

其根茎俗称黄姜,主要的有效成分为薯蓣皂苷元。薯蓣科植物为世界上提取合成激素类药物和避孕药

前体的最重要的植物原料,全世界薯蓣类植物薯蓣皂苷元含量在 1%以上的仅有 30余种, 重量法测得

盾叶薯蓣中薯蓣皂苷元单株最高含量达 16. 15% [ 1]。因此盾叶薯蓣是薯蓣科植物中最优良的薯蓣皂苷
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元资源植物。随着皂素工业的发展和国际市场对薯蓣皂素需求量的增加, 野生的盾叶薯蓣资源已经不

再能够满足生产需求,盾叶薯蓣药材的获取正逐渐从野生向栽培转变。但由于种质和栽培措施问题,栽

培的盾叶薯蓣薯蓣皂苷元含量多在 1%以下,难以达到工业生产的要求。为了解决这一问题,除了进行

生态因素对薯蓣皂苷元影响的研究[ 2~ 3]以外, 研究者们还对种质本身的一些因素及其变化开展了研究,

如丁志遵[ 1]等将武当山的高含量野生盾叶薯蓣(薯蓣皂苷元含量为 7% )分别引种于江苏南京和浙江仙

居后, 盾叶薯蓣植株生长良好, 但薯蓣皂苷元含量分别下降了 4%和 5%; 与此相比较, 朱延钧等[ 4]将武

当山的高含量野生盾叶薯蓣在武当山本地栽培 2 a后, 薯蓣皂苷元的平均含量下降了 2. 4%, 说明除去

生态因素外,盾叶薯蓣种质的遗传稳定性是决定栽培盾叶薯蓣薯蓣皂苷元含量高低的主要因素。长期

以来,人们在栽培种质的选取上是单纯的以筛选高含量种质为目标, 而忽视了薯蓣皂苷元含量的遗传稳

定性,致使栽培中种质不断退化,含量逐年下降,因此薯蓣皂苷元含量成为整个皂素生产的瓶颈,使生产

成本提高,制约了工业的扩大生产。

本研究根据盾叶薯蓣在我国的资源分布情况,结合丁志遵[ 1]、怀志萍[ 3]等的研究结果对盾叶薯蓣分

布区进行了合理的区划, 选择了12个代表居群( 9个野生和3个栽培的) ,并在南京趋同栽培1 a,通过对

栽培前及栽培 1 a 后各居群薯蓣皂苷元平均含量测定比较、根茎含水量与薯蓣皂苷元的相关性、各居群

根茎年生长量比较及与薯蓣皂苷元的相关性等研究,从中国盾叶薯蓣较全面的居群分析的角度,分析和

探讨盾叶薯蓣种质与有效成分薯蓣皂苷元的相关性,以利于盾叶薯蓣的科学采集、栽培和开发。

薯蓣皂苷元的含量测定, 国内外报道的方法有多种, 经典方法有:重量法
[ 5]
、比色法

[ 6]
、库仑法和薄

层扫描法[ 7] ;现代方法有: 气相色谱法[ 8~ 9 \ 、高效(正相, 反相)液相色谱法[ 10~ 12]以及毛细管气相色谱

法
[ 13]
等。经典的方法对仪器要求不高, 但灵敏度低,分离效果差。由于此类皂苷的种类繁多,在各种薯

蓣植物中的含量不一[ 1] , 因此经典的方法很难对薯蓣皂苷元准确测定。色谱的方法可以很好地排除相

关物质的干扰, 但由于薯蓣皂苷元沸点高,气相色谱条件要求苛刻, 因此也不被普遍使用。本研究根据

薯蓣皂苷元极性大的特点,建立了一套改良的反相高效液相色谱的方法,对盾叶薯蓣中的薯蓣皂苷元进

行了测定。

1 实验部分

1. 1 实验材料

分析材料取自于 9个野生居群和 3个栽培居群(见表 1) , 2002 年 11月中旬取材, 均为 2 a生根茎

段,每居群取 10个单株。60 干燥至恒重,打粉,混合。

根茎生长量测定采用称重法: 在分析材料处理之前,将表1中各居群,每居群取 10个单株, 洗净,去

根,晾干, 天平称重。取样和测定时间为 2002年 11月中旬。

1. 2 薯蓣皂苷元提取及供试品溶液配制

称取上述经过处理的盾叶薯蓣根茎粉约 4 g,置圆底烧瓶内, 加入 2 mol/ L 硫酸 100 mL, 90 水浴加

热回流水解4 h。水解毕, 冷却,过滤,残渣用饱和的 Na2CO3溶液中和, 用蒸馏水洗至中性, 回收, 60 下

真空干燥。干燥后的粉末用滤纸打包, 置索氏提取器中, 80 条件下用石油醚热提取 6 h。提取溶液加

热挥去石油醚, 并真空干燥,得到薯蓣皂苷元粗提物,甲醇(分析纯)溶解,定容置 50 mL 容量瓶中。

1. 3 试剂、仪器及色谱条件

实验用试剂甲醇、硫酸、石油醚( 60~ 90 )皆为分析纯。薯蓣皂苷元标准品购自中国生物制品检

定所。

HPLC仪:Agilent 1100 series;色谱柱为Agilent Eclips DC C18柱( 5 m, 4. 6 mm 250 mm) ;流动相:甲醇

(经超声浴抽气 30 min) ,流速: 1 mL/ min, DAD检测器,检测波长: 208 nm,柱温: 30 ,进样量 5 L。

1. 4 标准品溶液的配制

准确称取薯蓣皂苷元标准品, 用流动相(甲醇)配制成 1. 33 mg/mL 的对照品溶液。
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2 实验方法学考察

2. 1 线性范围与标准曲线

薯蓣皂苷元标准品溶液进样量分别为 1、2、3、4、5和 6 L。薯蓣皂苷元的量在 1. 33~ 7. 98 g 的

范围内,线性关系良好。回归方程:

Y= 234. 5X + 9. 865

式中: Y 峰面积积分值; X 薯蓣皂苷元标准品质量, g。R = 0. 999 9。

2. 2 精密度实验

取薯蓣皂苷元标准品,重复进样2 L 4次, 测定峰面积, 计算相对标准偏差( RSD)为 2. 99%。平均

保留时间为6. 852 min,RSD为 0. 73%。

2. 3 溶液稳定性试验

取同一供试品溶液在 1 d内重复进样 3次, 10 d后再次进样,测定峰面积, 计算峰面积的日内和日

间相对标准偏差( RSD) , 分别为 3. 61%和 6. 5%, 保留时间的变异系数分别为 0. 64%和 1. 15%。说明供

试品溶液在所测期间基本稳定。

2. 4 回收率试验

精密称取同一批号样品 3份,分别加入精密称取的薯蓣皂苷元标准品 2 mg,按上述步骤操作,定容

至10 mL, 进样 5 L 测定,回收率为 97%( n= 3)。

3 结果与讨论

3. 1 实验方法学

图 1 薯蓣皂苷元 HPLC色谱图

Fig. 1 HPLC Chromatogram of diosgenin

a:标准品 authentic diosgenin;

b:样品 sample( crude extract of diosgenin)

实验方法学考察表明:该试验重复性好, 精密度和准确性高,

薯蓣皂苷元标准溶液和样品溶液能长时间保持稳定。本实验条

件下, 能很好地将薯蓣皂苷元峰与杂质峰分开(见图1) ,保证了测

定结果的准确性。

3. 2 各居群薯蓣皂苷元含量及引种前后含量变化

HPLC测定的结果见表1。结果表明, 2001年四川云阳盾叶薯

蓣野生居群的薯蓣皂苷元平均含量较高, 达到 1. 71% ; 四川的营

山、湖南永顺及安化的野生居群薯蓣皂苷元平均含量超过 1%。

在南京栽培 1 a后,大部分居群薯蓣皂苷元平均含量略有升高,尤

其是 3个栽培居群,均有升高,最多升高达 1倍(湖北保康栽培居

群)。野生居群薯蓣皂苷元平均含量栽培后有升有降。

9个野生居群中,云阳和武当山居群含量下降显著,这与丁志

遵[ 1]、朱延钧[ 4]等的研究结果相一致。但值得注意的是,朱延钧等的栽培试验是在野生盾叶薯蓣的原产

地 武当山进行的,外因(生长条件)对薯蓣皂苷元含量的影响降至最小,薯蓣皂苷元含量的下降显然

和其种质有关。可见,在评价一份种质是否适合用作栽培种时, 薯蓣皂苷元含量高低不应该作为首要指

标,种质的含量是否能够稳定遗传或在栽培区能否保持才是最重要的指标。将盾叶薯蓣从野生居群引

种至自然不分布的江苏省,栽培试验表明:宜昌、万源、营山、永顺和安化居群 2年生根茎薯蓣皂苷元含

量保持稳定或略有增长, 可以说明这些居群有着比云阳、武当山等居群更稳定的遗传特性。

3. 3 各居群根茎年生长量比较及与薯蓣皂苷元含量的的关系

2年生根茎重量(质量)测定分析结果表明,栽培居群根茎年平均增重率均比野生居群高,安康居群

平均增重率最高,为原种茎的 21. 43倍。野生居群中宜昌、营山两个种群根茎平均增重率最高, 均增重

10倍左右。各居群单株间的增重率差异很大,变异系数( C. V. )均大于 10% ,结果见表 2(其中, 取样时

间为 2001年 11月~ 2002年 1月, n= 10)。
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表 1 不同居群盾叶薯蓣薯蓣皂苷元平均含量及含水量

Table 1 Diosgenin content and water content in rhizoma of D. z ingiberensis sampled from different populations

序号

No.

样品来源

sampling place

海拔/m

alt itude

习性

habitat

薯蓣皂苷元含量 diosgenin content/ %

2001. 11 2002. 11

含水量 water content / %

2001. 11 2002. 11

1 湖北郧西 Yunxi, Hubei 210 栽培 cultured 0. 8 0. 91 57. 2 67. 9

2 湖北保康 Baokang,Hubei 200 栽培 cultured 0. 52 1. 10 68. 4 60. 3

3 陕西安康 Ankang, Shanxi 580 栽培 cultured 0. 61 0. 71 66. 5 66. 4

4 湖北宜昌 Yichang,Hubei 300 野生 wild 0. 4 0. 63 68. 7 41. 4

5 陕西留坝Liuba, Shanxi 760 野生 wild 0. 86 0. 78 65. 5 66. 9

6 四川万源 Wanyuan, Sichuan 700 野生 wild 0. 91 1. 22 63. 3 68. 6

7 四川营山 Yingshan, Sichuan 450 野生 wild 1. 17 1. 55 73. 8 74. 5

8 重庆云阳 Yunyang, Chongqing 240 野生 wild 1. 71 0. 84 60. 4 75. 7

9 湖南永顺 Yongshun, Hunan 600 野生 wild 1. 03 1. 04 62. 5 67. 1

10 湖南安化 Anhua,Hunan 350 野生 wild 1. 04 1. 00 63. 7 64. 9

11 陕西白河 Baihe, Shanxi 680 野生 wild 1. 29 66. 3

12 湖北武当山Wudangshan,Hubei 1100 野生 wild 4. 151) 1. 94 68. 2

1)该种质为丁志遵研究员提供,薯蓣皂苷元含量为重量法测得。

表 2 盾叶薯蓣不同居群根茎年生长率比较

Table 2 Annual change of roots weight of D. zingiberensis among different populations

序号

No.

样品来源

sampling place

平均增重倍数

average of enlargement t imes

标准差

standard deviation

变异系数/ %

coefficient of variation

1 郧西Yunxi 15. 92 15. 80 99. 25

2 保康 Baokang 10. 64 8. 43 79. 23

3 安康Ankang 21. 43 18. 69 87. 21

4 宜昌Yichang 10. 38 10. 82 104. 23

5 留坝Liuba 8. 68 3. 96 45. 62

6 万源Wanyuan 7. 87 5. 41 68. 74

7 营山Yingshan 9. 60 8. 46 88. 13

8 云阳Yunyang 6. 91 4. 56 66. 00

9 永顺Yongshun 7. 40 3. 28 44. 32

10 安化Anhua 4. 06 5. 67 139. 66

3个栽培居群中,安康居群的平均增重率最高,但含量最低。野生居群中根茎年增重率最高的为宜

昌居群,但薯蓣皂苷元含量是所有野生居群中最低的, 可见高含量、高产量难以在同一份种质中体现。

怀志萍等[ 3]在湖北武当山地区的研究结果也表明: 盾叶薯蓣根茎鲜重与含量的相关系数为 R =

- 0. 4329, r 0. 05, 11= 0. 5760,相关性不显著。产量和含量两个性状之间是否存在消长规律有待于进一步

研究。

3. 4 薯蓣皂苷元含量与水分含量相关性

从表 1不难看出,大部分居群栽培后水分含量上升。两年度的测定结果表明:薯蓣皂苷元含量的变

化和根茎中水分含量变化有关,基本上成反比变化,如保康居群,薯蓣皂苷元含量升高,水分含量下降;

相反的,云阳居群薯蓣皂苷元含量下降0. 87% ,水分含量增加了 15. 3%。根据表 1,分别计算出各居群

薯蓣皂苷元含量与水分含量变化值,回归分析:

Y= 2. 467- 14. 041x

式中: Y 水分含量变化百分数; X 薯蓣皂苷元含量变化百分数。

结果显示, R = 0. 7710,两者的相关性不明显。

关于水分含量和薯蓣皂苷元含量的关系,丁志遵[ 1]等曾经对武当山的 233个野生盾叶薯蓣单株的

薯蓣皂苷元和含水量进行了测定, 统计结果认为: 薯蓣皂苷元含量高,根茎含水量也高。谭远友[ 14]等对

栽培的盾叶薯蓣分雌雄株进行了单株全年的含水量和薯蓣皂苷元含量的检测,认为根茎含水量与皂苷

元含量之间无一致关系。本试验的测定结果反映的是从野生到栽培过程中盾叶薯蓣根茎含水量和薯蓣
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皂苷元含量的变化关系, 认为盾叶薯蓣含量变化与水分含量变化呈负相变化,两者相关性不显著。与前

者结果不一致, 还可能是因为本实验采取的是混合取样, 材料来源不同,未能反映单株的变异相关性。

含水量和薯蓣皂苷元含量关系复杂,两者的相关性(单株分析)是否显著,以及是否能够依据水分含量来

评判薯蓣皂苷元含量、作为筛选高含量种质的一种便利方法需要更多的实验来证明。

4 结 论

4. 1 本研究采用的薯蓣皂苷元提取和测定方法快速准确,分离效果好,样品溶液能长时间保持稳定,重

复性好。

4. 2 薯蓣皂苷元含量及其栽培前后含量变化与盾叶薯蓣种质有关, 不同种质之间差异较大; 栽培居群

根茎生长量明显高于野生居群。除环境因素外,薯蓣皂苷元的含量稳定性与其遗传因素有关。

4. 3 综合薯蓣皂苷元含量和根茎年增重倍数两个因素,认为栽培居群中保康居群、野生居群中营山居

群种质较好。

4. 4 薯蓣皂苷元含量与根茎中的水分含量有一定的相关性,其内在联系有待于深入研究。

致谢:丁志遵、秦慧贞研究员提供部分实验材料,在论文的撰写过程中,得到 2 位专家的指导,在此特表谢忱!
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