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不同繁殖模式下甘草药用成分含量积累速度差异研究 *
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摘要 目的：系统比较野生甘草无性繁殖的甘草根和人工甘草种子有性繁殖的甘草根中药用成分的积累速度差异情况，为进一步

研究影响甘草药用成分积累的基因机制奠定理论基础。方法：本研究基于 HPLC和 UV等分析方法，比较野生甘草和人工甘草在

甘草酸、甘草苷和甘草总黄酮以及其他类成分的含量差异。基于 HPLC指纹图谱技术，全面分析不同繁殖模式下甘草根的化学信

息和内在质量的差异情况。结果：除甘草素和异甘草素外，野生甘草不定根中其他三种药用成分和总黄酮的含量均高于人工甘草

实生根，经 SPSS分析，除异甘草素外，其他成分在两组之间均存在显著差异；根据 HPLC指纹图谱，两种甘草药用成分之间差异

显著，相似度为 0.647。结论：野生无性繁殖的甘草根和人工有性繁殖的甘草根中主要药用成分含量之间存在显著差异，野生甘草

具有快速积累药用成分的功能。本研究结果对于今后人工调控生产优质甘草药材，实现甘草资源的可持续利用具有重要的理论

和实践意义。

关键词：甘草；繁殖模式；药用成分；HPLC；积累速度

中图分类号：R282.71；R931.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）10-1816-04

Differences between Different Propagation Modes in the Accumulation Rate
of the Content of Medicinal Components in Glycyrrhiza Uralensis Fisch*

To systematically compare the difference in the accumulation rate of the content of medicinal components

between licorice roots formed by asexual reproduction of wild licorice and sexual reproduction of cultivated licorice. Accordingly, this

could be the theoretical basis to further study genetic mechanisms influencing the accumulation of medicinal components. In

this study the contents of Glycyrrhizin, Liquiritin and total flavonoids and other types of components in wild and cultivated roots were
analyzed by HPLC and UV; And based on HPLC fingerprint technology, the differences in the chemical information and the quality of

licorice roots under different propagation modes were comprehensively analyzed. Except for the contents of liquiritigenin and

isoliquiritigenin, the contents of other three medicinal components and total flavonoids in wild root formed by asexual reproduction are

higher than those in cultivated root formed by sexual reproduction. And all the contents of medicinal components but for isoliquiritigenin

were different significantly by SPSS analysis; According to HPLC fingerprint, there were significant differences between wild and

cultivated roots, and there was a low similarity of 0.647. There are significant differences between licorice roots formed by

asexual reproduction of wild licorice and sexual reproduction of cultivated licorice in the accumulation rates of the content of medicinal

components. And wild licorice has the function to accumulate the contents of medicinal components rapidly. The results could be of
important theoretical and practical significance to regulate the production of high quality artificial licorice herbs and realize the

sustainable utilization of licorice resource in the future.
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前言

甘草（Glycyrrhiza uralensis Fisch.）是最常用的大宗药材，应

用广泛。多年来，商品甘草多来自野生，由于连续多年的过渡采

挖，造成环境恶化，野生甘草资源日趋匮乏，而人工甘草已日趋

成为商品甘草的主要来源[1]。然而，近几年研究表明，在药用成

分含量方面，栽培甘草的药材质量普遍不及野生甘草[2-5]。如何

提高栽培甘草的药用成分含量，改善药材质量，已经成为制约

甘草资源可持续的重要瓶颈。近年来，基于种质遗传差异[6,7]、产

地环境差异[1]、栽培模式[8]、栽培年限与采收期[9]对甘草药材质
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量的影响均有报道。上述研究结果均对提高栽培甘草的质量有

很好的借鉴意义,但是由于甘草育种周期漫长，短期无法解决

遗传分化导致的遗传不稳定问题，还没有选育出优质新品种[1]。

干旱、水分盐分以及微量元素的合理施用对于提高甘草药用成

分含量具有一定的促进作用[10]，但是也不足以整体改善药材质

量达到药典规定的标准。栽培年限和采收期与甘草药材的质量

密切相关。通过确定甘草药材最佳采收年限和采收期，能够获

得相对优质的药材，但也还是不能从根本上提高甘草酸含量。

魏胜利等对来自全国不同栽培产区的 71份栽培样品和 117份
野生甘草样品的分析发现，栽培甘草的甘草酸含量平均只有

1.73%，而野生甘草平均在 3%以上，最低也在 2%以上[11]。这初

步显示，野生甘草具有快速积累药用成分的特性。为验证这一

现象，本实验通过田间对比试验，基于 HPLC和 UV 等分析方

法分析甘草中甘草酸、甘草苷、甘草素、异甘草苷和异甘草素和

甘草总黄酮的含量，并基于 HPLC指纹图谱技术，对药材整体

进行了对比分析。从而系统比较野生甘草无性繁殖生长 2年长

出的不定根和人工甘草有性繁殖生长 2 年长出的实生根中药

用成分积累速度的差异。本研究结果为今后从分子生物学的角

度探讨影响甘草中药用成分积累的基因机制奠定一定的理论

基础。

1 材料与方法

1.1 仪器与试药
1.1.1 仪器 Warters高效液相色谱仪（美国 Warters-2489型

紫外检测器，Warters-1525 型液相泵，2707 自动进样器 ,

Breeze-2数据处理系统），色谱柱: Diamonsi (R)钻石 C18 (250

mm × 4.6 mm, 5 滋m)；SP-752 PC 型紫外 -可见分光光度计电
子分析天平(Sartorius BS110S 1/万，BP211D 1/十万；KH500DE

型数控超声波清洗器。

1.1.2 试剂 甘草酸对照品（中国药品生物制品检定所、甘草

苷、甘草素、异甘草苷和异甘草素对照品（上海融禾医药科技有

限公司），纯度均大于 98%；乙腈及磷酸均为色谱纯；液相用水

为娃哈哈纯净水；无水乙醇、蒸馏水均为分析纯。

1.1.3 药材 2012年 4月于内蒙古杭锦旗采集野生甘草地下

茎，经北京中医药大学魏胜利副教授鉴定为甘草 Glycyrrhiza u-
ralensis Fisch.的根及根茎，并购买野生甘草种子，按照随机区组

设计将甘草地下茎和甘草种子种植于北京顺义濒危药用植物

种质资源保存圃，并于 2014年 4月分别采挖，50℃干燥，粉碎

过 40目筛，进行含量分析。
1.2 方法
1.2.1 甘草混合对照品溶液的制备 HPLC法：分别精密称取

异甘草苷、异甘草素对照品 1.40 mg和 1.47 mg置于两个 10

mL容量瓶中，用 70%乙醇溶解并定容至刻度，然后分别取 5

mL异甘草苷和 1 mL异甘草素置于一 10 mL容量瓶中，然后

向此容量瓶中分别精密称取甘草酸对照品 5.73 mg，甘草苷对

照品 2.89 mg，甘草素对照品 1.13 mg，70%乙醇溶解并定容至

刻度。即得甘草酸浓度为 0.573 mg/mL，甘草苷浓度为 0.289

mg/mL，甘草素浓度为 0.113 mg/mL，异甘草苷浓度为 0.070

mg/mL，异甘草素浓度为 0.0147 mg/mL的对照品贮备液。UV

法：精密称定甘草苷对照品 2.05 mg，用 70%乙醇溶解，定容于

10 mL量瓶中，即得浓度为 0.205 mg/mL的甘草苷对照品储备

液溶液。

1.2.2 甘草药用成分含量测定与分析 参照文献方法[12]提取

甘草样品，建立 HPLC分析方法和 UV分析方法。具体如下：
HPLC法：Diamonsi (R)钻石 C18 (250 mm × 4.6 mm，5 滋m)，流

动相乙腈 (A) -0.05 %磷酸水溶液(B)，梯度洗脱，0 min，20% A;

8 min, 20% A；30 min，38% A；42 min，50% A；45 min, 95% A。

流速 1 mL·min-1，柱温 30℃，检测波长为双波长，λ 1为 237

nm，λ 2为 365 nm，进样量 10 滋L。色谱图见图 1。UV法：以甘

草苷为对照品，70%乙醇溶液为空白，在 276 nm下测定吸光度
值。

1.2.3 HPLC指纹图谱的测定 所用高效液相色谱仪为岛津

LC-2010AHT，色谱柱为 Diamonsi (R)钻石 C18 (250 mm × 4.6

mm，5 滋m)；流动相为乙腈（A）-1 %磷酸水（B），洗脱程序如下：
0 min，15% A; 10 min，25% A；20 min，38% A；70 min, 80% A。

流速 0.8 mL·min-1，柱温 30℃，检测波长为 248 nm，进样量 15

滋L（根据文献[13,14]确定）。

1.3 数据处理与分析

应用 Excel 2007和 SPSS 17.0统计软件对数据进行作图和
统计分析。应用国家药典委员会“中药色谱指纹图谱相似度评

价系统”2004版软件评价两种繁殖模式下所得甘草药材的指

纹图谱。

2 结果

2.1 两种繁殖模式下生长出甘草根中药用成分的含量差异分析
野生甘草无性繁殖长出的不定根和人工甘草有性繁殖长

出的甘草实生根中 5种药用成分和甘草总黄酮含量有差异，结

果如图 2所示。

野生无性繁殖甘草不定根中五种药用成分除甘草素和异

甘草素外，其他三种药用成分的含量均高于有性繁殖的甘草实

生根。其中甘草酸在野生无性繁殖的甘草不定根中平均含量为

有性繁殖的甘草实生根中甘草酸平均含量的 1.67倍，甘草苷

图 1 同时测定甘草中 5种药用成分（Ⅰ .甘草酸；Ⅱ .甘草苷；Ⅲ .异甘草

苷；Ⅳ .甘草素；Ⅴ .异甘草素）

Fig. 1 Simultaneous determination of five medicinal components

(I ,Glycyrrhizin; II, Liquiritin; III, Isoliquiritin; IV, Liquiritigenin; V,

Isoliquiritigenin)
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为 1.86倍，异甘草苷则为 2.09倍，甘草总黄酮为 1.36倍。利用

独立样本 T检验比较两组之间药用成分之间的差异，结果除异

甘草素外，其他四种药用成分和甘草总黄酮在两组之间均存在

显著差异（P<0.05）。对其进行相关分析发现，甘草酸和甘草苷、

异甘草苷和甘草总黄酮相互之间呈显著正相关（P<0.01），而甘

草素和异甘草素之间呈显著正相关。与参考文献[15]结果一致。

2.2 两种繁殖模式下的甘草根中药用成分的指纹图谱差异分析

根据 1.2.3项下指纹图谱测定方法分别测定 20株野生甘
草无性繁殖的甘草不定根和 20株人工甘草有性繁殖的甘草实

生根，以对照指纹图谱生成法，通过国家药典委员会“中药色谱

指纹图谱相似度评价系统”2004 版软件，计算两种甘草的
HPLC图谱与生成对照指纹图谱之间的相似度，结果表明，不

同繁殖模式下甘草间相似度均大于 0.85，相似度良好。分别将

得到的两种繁殖模式下甘草的对照指纹图谱进行叠加，使用

“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2004版”软件进行相似度

分析，结果见表 1和图 3。

比较野生和栽培甘草根的指纹图谱，其在 248 nm的检测

波长下，药用成分之间差异显著，相似度为 0.647。在同样浓度
及进样量的情况下，野生甘草的大部分峰的峰面积明显高于栽

培品。除此之外，各成分含量相互之间的比例也有差异。野生甘

草中甘草酸和甘草苷的峰面积比例与其在栽培甘草中不同，说

明两种甘草中化学成分的积累规律并不完全一致，进一步证明

了二者在药用成分积累方面存在差异。

3 讨论

一直以来，众多研究学者一直致力于如何提高栽培甘草中

甘草酸的含量，但均未取得突破性的进展。对于植物来讲，外界

胁迫因子能够在一定程度上改变植物次生代谢产物的合成[16]。

前期有研究表明，甘草中甘草酸的积累受外界环境胁迫影响较

大[17,18]。从基因层面讲，植物在逆境胁迫下，会调控自身产生对

抗逆境的抗性功能基因 [19]，这些基因调控次生代谢产物的合

成。然而，本研究结果发现在相同栽培环境下，野生甘草无性繁

殖的不定根和人工甘草有性繁殖的实生根中甘草酸等主要药

用成分的积累速度是有差异的，因此，导致产生这种现象的原

因是由于调控甘草药用成分合成的基因存在差异，而这些基因

的改变正是由于植物本身生长环境有差异造成的。张永刚等[20]

也发现，环境因子能够影响黄芩中黄芩苷的积累。因此，我们提

出了“野生甘草药用成分合成惯性”假说。认为野生甘草在长期

的生长过程中，经历了多种不利环境的刺激，而这些刺激的累

加效应则在某种程度上促进了甘草中药用成分的积累。从基因

角度分析，外界刺激的累加效应增加了甘草药用成分合成基因

体系的基因表达量，或者是刺激启动了其他对甘草酸等药用成

分合成有辅助催化作用的关键酶体系，这种加速效应像“惯性”

一样在甘草无性繁殖过程中传递。该假说能很好的解释本实验

的研究结果，即当取野生地下茎无性繁殖时，其新生组织具有

和母体相同的特性而表现出快速积累甘草酸等药用成分，而人

工甘草由于生长条件优越，即便人为给予其逆境胁迫，也会由

于时间太短而无法启动快速合成的代谢环节，从而不能快速积

累药用成分。目前，从甘草次生代谢产物生物合成途径出发，已

经成功找出调控甘草中甘草酸积累的关键酶[21]，本结果为进一

步从分子水平探讨野生甘草快速积累药用成分的基因机制奠

定一定的理论基础。
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