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雷公藤属植物叶片中萜类成分的差异性
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摘要　目的：测定雷公藤属植物叶片中５种萜类成分的含量并比较差异，研究３个物种间的化学亲缘关系。方法：采用
ＨＰＬＣ法测定２８批雷公藤属植物叶片中雷公藤甲素、雷公藤内酯酮、雷酚新内酯、雷酚内酯和雷公藤红素５个成分的含
量，并进行方差分析和聚类分析。结果：雷公藤属植物叶片中，雷公藤甲素、雷酚内酯和雷公藤红素的含量差异有统计学

意义（Ｐ＜００５）；雷公藤内酯酮和雷酚新内酯含量差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。运用系统聚类将２８批雷公藤属植物聚
为４类：第Ｉ类为东北雷公藤和昆明山海棠；第ＩＩ类为雷公藤；第ＩＩＩ类为雷公藤；第ＩＶ类为雷公藤和昆明山海棠。结论：
雷公藤属植物叶片中部分萜类成分含量差异明显。东北雷公藤与雷公藤化学亲缘关系较远；昆明山海棠混在２者之间，
与２者无明显区分。
关键词　雷公藤属；萜类成分；含量测定；化学分类
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　　雷公藤（ＴｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌｆｏｒｄｉｉＨｏｏｋｆ）、东北雷
公藤（ＴｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｒｅｇｅｌｉｉＳｐｒａｇｕｅｅｔＴａｋｅｄａ）和昆明
山海棠（Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｈｙｐｏｇｌａｕｃｕｍ（Ｌｅｖｌ）Ｈｕｔｃｈ）３
者均属于卫矛科雷公藤属植物。雷公藤为传统中

药，又名黄藤、黄腊藤、断肠草等［１］。药理研究显示，

其有较好的抑制免疫、抗炎、抗动脉粥样硬化和抗肿

瘤等作用［２］，临床上主要用于肾病综合征、类风湿关

节炎、系统性红斑狼疮等疾病的治疗［３］。目前，雷公

藤和昆明山海棠可作为药用植物，而东北雷公藤尚

无用药历史［４］。

文献报道［４５］显示，综合形态特征、生物特性和

地理分布分析，认为雷公藤和昆明山海棠应划分为

同一物种的２个类型，将分布于浙江和福建等海拔
３００～５００ｍ以上的物种划分为雷公藤种内的一个
新变形，即中间型雷公藤［５］。有文献通过 ＲＡＰＤ分
子标记方法研究３者遗传关系和遗传多样性，结果
显示东北雷公藤明显与其他种有显著地遗传差异可

作为一个独立物种，而雷公藤与昆明山海棠之间存

在大量的中间类型，中间类型连接了这２个种，建议
将２个种合并。

现代研究发现，雷公藤中含有二萜类、三萜类、

生物碱类、倍半萜类等活性成分［６７］。本实验以雷公

藤的萜类活性成分：雷公藤甲素、雷公藤内酯酮、雷

酚新内酯、雷酚内酯和雷公藤红素为指标，对不同产
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地的雷公藤叶片、东北雷公藤叶片和昆明山海棠叶

片进行含量测定，并参照药用植物化学分类研究方

法［８］对样品进行系统聚类分析，为进一步研究３者
萜类含量差异和物种分类提供化学角度支撑。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１２００，安捷伦
科技有限公司），冷冻干燥机（Ａｌｐｈａ１２ＬＤｐｌｕｓ，德国
格马有限责任公司），混合球磨仪（ＭＭ４００，德国
ＲＥＴＳＣＨ公司），循环水式多用真空泵（ＳＨＢＩＩＩ，郑州
长城科工贸有限公司），数显恒温水浴锅（ＳＢ１１００，上
海爱朗仪器有限公司），低速台式离心机（ＳＩＧＭＡ１
１４，德国Ｓｉｇｍａ实验室离心机股份有限公司）。
１２　试剂　雷公藤甲素（成都曼思特生物科技有限
公司生产，生产批号 ＭＵＳＴ１４０９２５１０），雷公藤内酯
酮（成都曼思特生物科技有限公司生产，生产批号

ＭＵＳＴ１４１１１１１５），雷酚新内酯（药渡经纬信息科技
有限公司生产，生产批号 ＹＤ００００８８３１７０２２０），雷酚
内酯（上海源叶生物科技有限公司生产，生产批号

Ｙ２５Ａ３Ｓ１），雷公藤红素（成都普思生物科技有限公
司生产，生产批号 Ｒ０１３０１９８）；上述对照品 ＨＰＬＣ纯
度≥９８％。乙腈（色谱纯，ＦｉｓｈｅｒＣｈｅｍｉｃａｌ），甲醇
（分析纯，北京化工厂生产），磷酸（色谱纯，北京现

代东方精细化学品有限公司生产），ＤＭＳＯ（纯度 ＞
９９５％，ＳＩＧＭＡＡＬＯＲＩＣＨ中国公司生产），娃哈哈
纯净水（纯化水，娃哈哈宏振饮料有限公司生产）。

１３　分析样品　本实验所用雷公藤属植物叶片由
本课题组野外采集，其基原植物经鉴定为雷公藤

（Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉＨｏｏｋｆ）、东 北 雷 公 藤
（ＴｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｒｅｇｅｌｉｉＳｐｒａｇｕｅｅｔＴａｋｅｄａ）、昆明山海棠
（Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｈｙｐｏｇｌａｕｃｕｍ（Ｌｅｖｌ）Ｈｕｔｃｈ）。３者取
其叶，在－８０℃冰箱中保存，再于冷冻干燥机中冷
冻干燥２４ｈ，备用。
２　方法与结果
２１　色谱条件　色谱柱：ＤＩＫＭＡＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２５０
ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相乙腈（Ａ）００５％磷酸水
溶液（Ｂ），洗脱梯度（０～１２ｍｉｎ，３８％Ａ；１２～２５ｍｉｎ，
３８％～６０％Ａ；２５～３０ｍｉｎ，６０％～６５％Ａ；３０～３５ｍｉｎ，
６５％Ａ；３５～４８ｍｉｎ，６５％～８５％Ａ；４８～５２ｍｉｎ，８５％Ａ；
５２～５４ｍｉｎ，８５％～８３％Ａ，５４～６５ｍｉｎ，８３％Ａ）；流速：
０８ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：２２０ｎｍ。
２２　对照品溶液的制备　精密称取雷公藤甲素对
照品２３８ｍｇ、雷公藤内酯酮对照品１４４ｍｇ、雷酚
新内酯１５３ｍｇ、雷酚内酯１６７ｍｇ，于２ｍＬ容量瓶
中，用５０％ＤＭＳＯ甲醇溶液溶解，定容至刻度，摇匀

即得，含雷公藤甲素对照品１１９０μｇ／ｍＬ、雷公藤内
酯酮对照品７２０μｇ／ｍＬ、雷芬新内酯对照品７６５μｇ／
ｍＬ、雷酚内酯对照品８３５μｇ／ｍＬ、雷公藤红素对照品
９３０μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。进样１０μＬ。对照
品色谱图见图１。
２３　供试品溶液的制备　精密称取昆明山海棠、雷
公藤、东北雷公藤干燥叶片适量。取昆明山海棠、雷

公藤样品于２ｍＬ离心管中，混合球磨仪粉碎２ｍｉｎ，
加入１０倍量体积（ｗ／ｖ）８０％甲醇水溶液，超声提取
２ｈ，摇匀，离心１０ｍｉｎ（１４０００ｒ／ｍｉｎ），上清液离心５
ｍｉｎ（１４０００ｒ／ｍｉｎ），上清液微孔滤膜（０２２μｍ）滤
过，即得；取东北雷公藤样品研成粉末于１５ｍＬ离心
管中，加入１０倍量体积（ｗ／ｖ）８０％甲醇水溶液，超
声提取２ｈ，抽滤，浓缩，用８０％甲醇水溶液定容至２
ｍＬ，离心１０ｍｉｎ（１４０００ｒ／ｍｉｎ），上清液离心５ｍｉｎ
（１４０００ｒ／ｍｉｎ），上清液微孔滤膜（０２２μｍ）滤过，
即得。进样１５μＬ。

图１　对照品色谱图
　　注：１：雷公藤甲素；２：雷公藤内酯酮；３：雷酚新内酯；４：雷酚内

酯；５：雷公藤红素

２４　线性关系考察　精密吸取对照品储备液适量，
分别用５０％ＤＭＳＯ甲醇溶液溶解逐渐稀释配制成５
个不同浓度的混合对照品溶液，用“２１项”下色谱条
件进行分析。以峰面积为纵坐标，对照品溶液浓度为

横坐标，进行回归，回归方程及线性关系。见表１。
表１　回归方程及线性关系

化合物 回归方程 线性范围／μｇ Ｒ２

雷公藤甲素 ｙ＝００６５７ｘ＋０２５０２０２３８μｇ～１１９０μｇ １
雷公藤内酯酮 ｙ＝００３６２ｘ＋００２４０ ０１４４μｇ～７２０μｇ １
雷酚新内酯 ｙ＝００２６６ｘ＋００５０４ ０１５３μｇ～７６５μｇ １
雷酚内酯 ｙ＝００２１６ｘ＋００９２９ ０１６７μｇ～８３５μｇ １
雷公藤红素 ｙ＝０１１４８ｘ＋０７０１３ ０１８６μｇ～９３０μｇ０９９９８

２５　样品测定结果　按２３项下的制备方法制备
供试溶液，按 ２１项下的色谱条件进样，测定峰面
积，计算含量。见表２。
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表２　不同产地多成分含量测定

品名 产地
雷公藤甲素

（ｍｇ／ｇ）
雷公藤内酯酮

（ｍｇ／ｇ）
雷酚新内酯

（ｍｇ／ｇ）
雷酚内酯

（ｍｇ／ｇ）
雷公藤红素

（ｍｇ／ｇ）
昆明山海棠１ 云南省北市区 ０１１７２ ０００００ ００２３０ ００１３２ ００１００
昆明山海棠２ 云南省北市区 ００３３９ ０００２６ ０００５５ ０００２５ ００１１５
昆明山海棠３ 云南省北市区 ００３０８ ０００３１ ００１０６ ０００５１ ００１１２
昆明山海棠４ 云南省北市区 ００３０８ ０００１４ ０００５６ ０００２６ ００１０５
昆明山海棠５ 云南省北市区 ００２９０ ０００１２ ０００２６ ０００２７ ０００６６
雷公藤８１ 福建省三明 ０１９９９ ００２５２ ００２５９ ００１８９ ００１１７
雷公藤７７ 福建省三明 ００７０５ ００１９２ ００１５６ ０００３８ ００１１３
雷公藤７６ 福建省三明 ００６４３ ００６２２ ００２０９ ０００２２ ００１４０
雷公藤７２ 福建省三明 ０１４７９ ００４０３ ００１８９ ００１１６ ００１３７
雷公藤６８ａ 福建省三明 ０２０５４ ００２１４ ００１９９ ００１８３ ００１４２
雷公藤８０ 福建省三明 ０２３０８ ０００５５ ０００２４ ０００１６ ００２０２
雷公藤７９ 福建省三明 ０２２２０ ０００５６ ０００２４ ０００２３ ００３９６
雷公藤７５ 福建省三明 ００６２５ ０００８５ ０００２７ ０００２７ ００２９１
雷公藤７８ 福建省三明 ０１８９８ ０００２８ ００１６５ ００１８１ ００３３１
雷公藤７４ 福建省三明 ００６８４ ００２３９ ０００５２ ０００４７ ００２２７
雷公藤７０ａ 福建省三明 ０１６８２ ００３９３ ０００９４ ００１１４ ００３３９
雷公藤６９ 福建省三明 ０１２３３ ００４１７ ００１３３ ０００８３ ００４６７

东北雷公藤安图１ 吉林省安图 ０００１６ ００７１６ ０００３４ ００２５４ ００１１３
东北雷公藤安图２ 吉林省安图 ０００１５ ００７５３ ０００５１ ００２５９ ００１８６
东北雷公藤安图３ 吉林省安图 ０００３９ ００９０４ ００１３２ ００３０９ ００２２６
东北雷公藤安图４ 吉林省安图 ０００１２ ００８７７ ０００４２ ００３４７ ００１４１
东北雷公藤１ 吉林省通化 ０００２５ ００２０７ ００２０８ ００２２９ ００４７９
东北雷公藤２ 吉林省通化 ００００９ ００２１３ ００１４７ ００１１０ ００２９４
东北雷公藤３ 吉林省通化 ０００００ ００１４６ ００１４５ ００２８９ ００１１９
东北雷公藤４ 吉林省通化 ０００１４ ００１８３ ０００６５ ００７３４ ０００９７
东北雷公藤５ 吉林省通化 ０００１０ ０００４６ ０００１６ ０００８４ ０００８９
东北雷公藤６ 吉林省通化 ０００１１ ０００８２ ００１２３ ０００８６ ０００６０
东北雷公藤７ 吉林省通化 ００００６ ００１４８ ０００７０ ００１１３ ０００７４

２６　统计学方法　采用ＳＰＳＳ统计学软件对雷公藤
属３个物种化学成分含量数据进行统计学分析，结
果显示，不同物种间雷公藤甲素、雷酚内酯和雷公藤

红素含量，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；不同物种
间雷公藤内酯酮和雷酚新内酯含量，差异无统计学

意义（Ｐ＞００５）。见图２。

图２　雷公藤属植物含量测定统计分析图
　　注：雷公藤属３个物种化学成分含量比较，Ｐ＜００５

２７　聚类分析　以雷公藤甲素、雷公藤内酯酮、雷
酚新内酯、雷酚内酯和雷公藤红素五种化学指标作

为聚类指标，以各产区样品各指标作为聚类数据，采

用系统聚类法对不同样品进行聚类分析。见图３。
由图３可见，样品可被聚为四类，雷公藤７４、雷

公藤７５、雷公藤７６、雷公藤７７被聚为一类，雷公藤
６８ａ、雷公藤７８、雷公藤７９、雷公藤８０和雷公藤８１
被聚为一类，昆明山海棠１、雷公藤６９、雷公藤７０ａ、
雷公藤７２被聚为一类；东北雷公藤和昆明山海棠
２、３、４、５被聚为另一类。可见，东北雷公藤样品可
明显与雷公藤样品区分，２者萜类成分整体含量有
较大差异；而昆明山海棠样品混在２者之间不能区
分。此外，雷公藤样品不能聚为一类，说明不同雷公

藤样品之间萜类成分含量有差异，样品质量的稳定

性不如东北雷公藤。雷公藤７４、７５、７６、７７与东北雷
公藤样品可聚为一大类，这可能与其所处海拔与采

收时间有关，使其萜类含量与东北雷公藤接近。

３　讨论
３１　提取方法及色谱条件的选择　本实验在选择
提取方法时，参考了不同文献［９１２］，比较了浸提法、

加热回流法、煎煮法和超声提取法，综合提取时间，

提取效率考虑，最终选择了超声提取法。

在确定色谱条件时，参考了不同的文献［１３１６］，

比较了００５％磷酸水溶液、００５％乙酸水溶液、与
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００５％磷酸水溶液相同 ｐＨ值的乙酸水溶液作为流
动相时的分离效果，比较了流速为１ｍＬ／ｍｉｎ和０８
ｍＬ／ｍｉｎ时的分离效果，实验结果显示，以００５％磷
酸水溶液为水相，流速为０８ｍＬ／ｍｉｎ时，分离效果
较好且基线相对平坦。

３２　统计分析雷公藤属植物的差异　雷公藤属３
个物种的萜类含量测定结果显示，雷公藤与昆明山

海棠中的雷公藤甲素和雷公藤内酯酮含量，差异有

统计学意义（Ｐ＜００５），而雷酚新内酯、雷酚内酯和
雷公藤红素含量，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
雷公藤与东北雷公藤中的雷公藤甲素、雷酚内酯和

雷公藤红素含量，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），而
雷公藤内酯酮和雷酚新内酯含量，差异无统计学意

义（Ｐ＞００５）。东北雷公藤与昆明山海棠中的雷公
藤甲素和雷酚内酯含量，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），而雷公藤内酯酮、雷酚新内酯和雷公藤红素
含量，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。３者比较，雷
公藤、东北雷公藤和昆明山海棠中的雷公藤甲素、雷

酚内酯和雷公藤红素含量，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），而雷公藤内酯酮和雷酚新内酯含量，差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。其中，雷公藤中雷公藤甲
素、雷酚新内酯和雷公藤红素的含量在３者中最高；
东北雷公藤中雷公藤内酯酮和雷酚内酯的含量在３
者中最高，而雷公藤甲素的含量在３者中最低；昆明
山海棠中雷公藤内酯酮、雷酚新内酯、雷酚内酯和雷

公藤红素的含量在３者中均最低。

图３　系统聚类分析图

３３　雷公藤属植物分类学争议　雷公藤属植物在
分类学上一直存在争议。在《中国植物志》中，雷公

藤属植物分为了雷公藤、东北雷公藤和昆明山海棠

３个种。然而在随后出版的《中国植物志》中，雷公
藤属植物的３个种均被命名为雷公藤。据文献报
道［５］，从遗传分类角度分析，雷公藤与昆明山海棠

之间存在大量的中间类型，使种间界限模糊，而东北

雷公藤可作为一个独立的物种。有定量分析表

明［１３］，雷公藤和昆明山海棠中１９种化合物的含量
存在显著性差异。但是，对不同种群和个体的雷公

藤属植物进行雷公藤甲素含量测定，发现东北雷公

藤中雷公藤甲素含量很低，而雷公藤和昆明山海棠

中雷公藤甲素含量，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）［１７］。此外，还有文献指出［４］，东北雷公藤和昆

明山海棠中１１个化学成分的含量，差异有统计学意
义（Ｐ＜００００１）。本实验参照药用植物化学分类研
究方法，基于萜类成分对样品进行系统聚类分析，通

过系统聚类分析发现东北雷公藤与雷公藤可明显区

分，２者化学亲缘关系较远，而昆明山海棠混在２者
之间，与２者无明显区分。
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现正伪品序列存在显著差异，系统发育树分析亦呈

单系［１４１５］，故而可从根据 ＣＯＩ序列差异位点设计特
异性引物进行鉴别。

图２　使用ＰＣＲ鉴别不同批次羚羊角和羚羊角塞
　　注：Ｍ：ＤＬ５００Ｍａｒｋｅｒ（条带大小自下而上依次为１００、１５０、２００、

３００、４００、５００ｂｐ）；１～７：羚羊角；８～１４：羚羊角塞

图３　使用ＰＣＲ鉴别羚羊角塞常见伪品结果
　　注：Ｍ：ＤＬ５００Ｍａｒｋｅｒ（条带大小自下而上依次为１００、１５０、２００、

３００、４００、５００ｂｐ）；１：普氏原羚；２～６：山羊角；７～１１：鹅喉羚；１２～

１４：藏原羚；１５～１８：藏羚羊；１９～２０：蒙原羚；２１：水牛角

　　进行ＰＣＲ分子鉴别的第一步是 ＤＮＡ提取，不
同的方法其ＤＮＡ提取效果可能会有区别，同时因羚
羊角塞为骨制品，ＤＮＡ提取较为困难。为保证鉴别
结果的准确性，本研究试验了不同的ＤＮＡ提取方法
（ＰｒｏｍｅｇａＤＮＡ提取试剂盒，柱式骨骼 ＤＮＡ提取试
剂盒，ＳＤＳ法和ＣＴＡＢ法），发现各方法均能获得良
好的提取效果，光吸收比值 Ａ２６０／Ａ２８０＞１５，浓度
均＞２０ｎｇ／μＬ，且均可满足 ＰＣＲ扩增的基本要求。
本研究选择最为简便的 ＰｒｏｍｅｇａＤＮＡ提取试剂盒
进行 ＤＮＡ提取。方法学考察是获得稳定、准确
ＤＮＡ分子鉴别方法的必要步骤［１６］。我们对影响

ＰＣＲ扩增的核心因素，如退火温度、ＰＣＲ循环次数、
ＤＮＡ浓度、ＤＮＡ聚合酶用量及不同品牌的 ＰＣＲ仪
和ＤＮＡ聚合酶进行了考察，发现所建立的特异性
ＰＣＲ鉴别方法具有很强的稳定性。见表３。为考察
羚羊角塞特异性ＰＣＲ鉴别方法的特异性和适用性，
本研究收集了不同药材市场的３１批羚羊角塞类正
品和市场常见的２１批羚羊角塞混伪品进行验证，结
果仅正品能扩增获得约３００ｂｐ大小的条带，混伪品
无条带，表明所建立的特异性ＰＣＲ鉴别方法能专属

性鉴别待检样品是否为正品基原，对羚羊角塞药材

的使用和流通的安全性与规范性起到保障作用。
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