
［２０］　李颖，徐咏梅，葛楠，等．益气健脾扶正祛邪方对结直肠癌术
后患者胃肠功能恢复及免疫功能、预后的影响［Ｊ］．四川中医，
２０２３，４１（１２）：１３１－１３４．

［２１］　赵东进，李军徽．结直肠癌术后肝郁脾虚证应用疏木培土方对
肠道微生态及免疫功能的影响［Ｊ］．实用中医药杂志，２０２３，３９
（１）：１２３－１２５．

［２２］　林恩珍，林毅，甘平，等．补中益气汤对结直肠癌术后化疗脾
胃气虚患者免疫功能的影响［Ｊ］．中国医药指南，２０２３，２１
（２５）：１２７－１３０．

［２３］　刘铸源，罗菊元，陆洋，等．以肿瘤治疗为例探讨中医药传统
理论在现代中药纳米制剂中的应用［Ｊ］．中国中药杂志，２０２３，
４８（６）：１４５５－１４６２．

［２４］　王丽，郝海宁，薛蓉，等．经皮穴位电刺激联合参苓白术散在
胃肠肿瘤全麻术后患者中的应用效果［Ｊ］．临床医学研究与实
践，２０２３，８（３）：１１５－１１７．

［２５］　马永利，李镜辉，姚学清．参苓白术散辅助化疗治疗结直肠癌
疗效和安全性的Ｍｅｔａ分析［Ｊ］．暨南大学学报（自然科学与医
学版），２０２２，４３（５）：５３２－５４６．

［２６］　谢天阳，卢灿省．参苓白术散合肾气丸加味方联合美沙拉嗪栓
对脾肾阳虚型溃疡性结肠炎的疗效观察［Ｊ］．中医药临床杂志，
２０２３，３５（１１）：２２１２－２２１６．

［２７］　李铭莹，林霖，王岩，等．人参皂苷抗肿瘤机制及其纳米药物
递送系统的研究进展［Ｊ］．中草药，２０２４，５５（２）：６８８－６９６．

［２８］　汪猛，邱文超，秦凯健．白术、莪术药对抗肿瘤作用的网络药理
学及临床意义分析［Ｊ］．中医药导报，２０２２，２８（８）：４５－
５４，７５．

［２９］　谭钤文，邹存超，侯春英，等．茯苓液体发酵及活性产物抗肿
瘤机制研究进展［Ｊ］．食品与发酵工业，２０２４，５０（１４）：
３８５－３９２．

［３０］　杨妮，曹鹏，陈景．从中药材料学角度研究莲子心抗肿瘤药效
物质基础［Ｊ］．中华中医药杂志，２０２４，３９（５）：２４３０－２４３３．

［３１］　杨必乾，何昱洁，何慧明，等．甘草中三萜皂苷类成分抗肿瘤
及联合抗肿瘤机制研究进展［Ｊ］．中医药导报，２０２４，３０（１）：
１０６－１１０，１１６．

［３２］　马玮玮，尉家森，王锦，等．ｍｉＲ－１５０－５ｐ靶向 ＴＰ５３对结直
肠癌细胞侵袭和增殖的影响［Ｊ］．现代生物医学进展，２０２３，２３
（５）：８２４－８２９，８５４．

［３３］　卢广英，邢训颜，王嘉昀，等．经典名方参苓白术散的研究进
展及质量标志物的预测分析［Ｊ］．中国中药杂志，２０２２，４７
（１９）：５１７１－５１８１．

［３４］　章玲艳，吴会晨，汪飞，等．参苓白术散加减对结直肠癌患者
化疗后骨髓抑制和免疫功能的影响［Ｊ］．陕西中医，２０２３，４４
（８）：１０８６－１０８９．

［３５］　付宜拥，闫海良，高龙潭．参苓白术散辅助ＦＯＬＦＯＸ６化疗治疗
中晚期结直肠癌临床观察［Ｊ］．中医药临床杂志，２０２２，３４
（１２）：２３５９－２３６２．
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基于化学成分及抗氧化活性的正常地黄与

线虫病感染地黄质量特征差异性分析

刘寒笑１，２，张威３，职素青４，张宝２，刘庆普２，雷敬卫２，张娟２，谢彩侠１，２

（１．河南中医药大学豫药全产业链研发河南省协同创新中心，河南 郑州 ４５００４６；
２．河南中医药大学河南省中药质量控制与评价工程技术研究中心，河南 郑州 ４５００４６；

３．郑州卫生健康职业学院，河南 郑州 ４５０１２２；４．焦作市九如怀药非遗研修院，河南 焦作 ４５４３５０）

　　摘要：目的 研究线虫病感染对地黄质量的影响，为地黄质量控制及线虫病感染地黄的资源合理利用提供依据。方

法 利用高效液相色谱法（Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）、高效液相色谱－蒸发光散射检测器（Ｈｉｇｈｐｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｅｖａｐｏｒａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ）、１－苯基 －３－甲基 －５－吡唑啉酮
（１－ｐｈｅｎｙｌ－３－ｍｅｔｈｙｌ－５－ｐｙｒａｚｏｌｏｎｅ，ＰＭＰ）柱前衍生化法、１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼（２，２－Ｄｉｐｈｅｎｙｌ－１－ｐｉｃｒｙｌ
ｈｙｄｒａｚｙｌ，ＤＰＰＨ）抗氧化法结合ＳＰＳＳ２７、ＳＩＭＣＡ１４．１等软件系统分析正常地黄与不同程度线虫病感染地黄中环烯醚萜
苷类、苯乙醇苷类、游离单糖、寡糖、多糖含量及单糖组成和抗氧化活性的特征。结果 极重度感染地黄与正常地黄、中度

感染地黄、重度感染地黄的化学质量特征存在明显差异，可被分为两类，地黄苷 Ａ、肉苁蓉苷 Ａ、益母草苷、羟基酪醇、蔗
糖、葡萄糖、梓醇、地黄苷Ｄ、水苏糖、多糖为主要差异性成分；当样品质量浓度 ＞０．８ｍｇ·ｍＬ－１时，极重度感染地黄的抗
氧化活性明显低于其他３种地黄，梓醇、松果菊苷、毛蕊花糖苷、异类叶升麻苷、果糖、水苏糖、多糖与 ＤＰＰＨ自由基清除
率呈现较强的正相关或负相关。结论 线虫病感染对地黄的外观性状及质量特征均产生了一定影响，其中环烯醚萜苷类

与糖类为正常地黄与线虫病感染地黄的主要差异性物质。

　　关键词：地黄；线虫病；高效液相色谱法；柱前衍生化法；抗氧化
中图分类号：Ｒ２８４．１　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　　文章编号：１６７３７７１７（２０２６）０２０１２４１１

基金项目：国家自然科学基金项目（８２０７３９５２，８２１０４３３１）
作者简介：刘寒笑（１９９８－），女，河南鹿邑人，硕士在读，研究方向：中药质量控制。
通讯作者：张娟（１９８２－），女，河南周口人，副教授，硕士研究生导师，博士，研究方向：中药分析方法。Ｅｍａｉｌ：ｚｊ１９８２０３０５＠１６３．ｃｏｍ。

谢彩侠（１９７７－），女，河南南阳人，教授，博士研究生导师，博士，研究方向：中药质量控制。Ｅｍａｉｌ：ｎａｎｙａｎｇ．ｘｃｘ＠１６３．ｃｏｍ。
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Ｆｅｂ．２０２６
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ＬＩＵＨａｎｘｉａｏ１，２，ＺＨＡＮＧＷｅｉ３，ＺＨＩＳｕｑｉｎｇ４，ＺＨＡＮＧＢａｏ２，ＬＩＵＱｉｎｇｐｕ２，ＬＥＩＪｉｎｇｗｅｉ２，ＺＨＡＮＧＪｕａｎ２，ＸＩＥＣａｉｘｉａ１，２

（１．ＨｅｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ／ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＴｈｅ
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ＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００４６，Ｈｅｎａｎ，Ｃｈｉｎａ；

３．ＺｈｅｎｇｚｈｏｕＨｅａｌｔｈＶｏｃａｔｉｏｎａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０１２２，Ｈｅｎａｎ，Ｃｈｉｎａ；
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ｏｌｉｂｅｒｏｓｉｄｅ，ｈｙｄｒｏｘｙｔｙｒｏｓｏｌ，ｓｕｃｒｏｓｅ，ｇｌｕｃｏｓｅ，ｃａｔａｌｃａｔａｌｏｌ，ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＤ，ｓｔａｃｉｔｏｓｅａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｗｅｒｅｔｈｅｍａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ
ｔｉｎｇｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ．Ｗｈｅｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｍｏｒｅｔｈａｎ０．８ｍｇ·ｍＬ－１，ｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｅｖｅｒｅｌｙｉｎ
ｆｅｃｔｅｄＤｉｈｕａｎｇ（ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘ）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｏｔｈｅｒｔｈｒｅｅＤｉｈｕａｎｇ（ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘ）．Ｃａｔａｌｐｏｌ，
ｅｃｈｉｎｏｓｉｄｅ，ｖｅｒｂａｓｃｏｓｉｄｅ，ｉｓｏｃｉｔｒｏｓｉｄｅ，ｆｒｕｃｔｏｓｅ，ｓｔａｃｈｙｏｓｅａｎｄｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｈｏｗｅｄａｓｔｒｏｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈ
ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓＮｅｍａｔｏｄｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｈａｓａｃｅｒｔａｉｎｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅａｐｐｅａｒａｎｃｅａｎｄｑｕａｌｉｔｙｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｓｔｉｃｓｏｆＤｉｈｕａｎｇ（ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘ），ａｎｄｉｒｉｄｏｉｄｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓａｎｄｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｒｅｔｈｅｍａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｎｏｒｍａｌ
Ｄｉｈｕａｎｇ（ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘ）ａｎｄｎｅｍａｔｏｄｅｉｎｆｅｃｔｅｄＤｉｈｕａｎｇ（ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘ）．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｄｉｈｕａｎｇ（ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘ）；ｎｅｍａｔｏｄｅｄｉｓｅａｓｅｓ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｐｒｅ－ｃｏｌｕｍｎｄｅｒｉ
ｖａｔｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ；ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎ

　　地黄为玄参科地黄属（ＲｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａＬｉｂｏｓｃｈ）多年生
草本植物地黄的新鲜或干燥块根，性寒，味甘、苦，归心、肝、肾

经，具有清热凉血、养阴生津之功效［１］。现代药理学研究表

明，地黄中含有的环烯醚萜苷类、苯乙醇苷类及糖类等活性成

分［２］，具有抗病毒［３］、抗氧化［４］、抗肿瘤［１］、保肝利胆［５］、抗炎

抗菌等多种药理活性［６］。地黄药用历史悠久，始载于《神农本

草经》，被列为上品［７］，与山药、牛膝、菊花并称为“四大怀药”，

为传统的道地药材，其道地产区在古怀庆府（今河南焦作一

带）［８］。作为我国常用的大宗药材之一，地黄已在道地产区实

现了大规模的人工种植，但在种植过程中会出现根结线虫病等

病虫害。根结线虫病是一种常见的土传病害，地黄感染线虫病

后其植株部分表现为生长不良、矮化、叶色变浅以至发黄，块根

部分表现为根部畸形，表面形成不规则凸起，须根增多［９－１０］，

这与连作地黄植株及块根部分所表现的性状相一致［１１］。文献

报道焦作市武陟县怀地黄线虫病发病率达 ７０％，减产约
８０％［１２］，线虫病感染后的地黄块根变细，难以形成正常药材应

用于临床，因此，地黄感染线虫病后块根不能正常膨大是造成

地黄产量及质量下降的一个主要原因。线虫病感染地黄后不

仅影响其生长，还可能还影响其代谢产物的合成，但目前对线

虫病感染地黄的研究多集中于线虫病的种类鉴定及其防治，对

地黄感染线虫病后植株生长发育与块根性状方面的研究较少，

并且关于线虫感染对地黄中苷类、糖类等主要药效成分特征及

药理活性影响的研究也未见报道。因此本研究以正常地黄与

不同程度线虫病感染地黄为研究对象，通过分析正常地黄与不

同程度线虫病感染地黄中环烯醚萜苷、苯乙醇苷、寡糖、多糖等

化学成分及抗氧化活性的变化特征，并利用多元统计学分析综

合评价其质量特征的差异，为地黄的质量控制及线虫病感染地

黄的资源利用提供理论参考。

１　材料
１．１　仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪（美国沃特世科技公司），
ＭＥ２０４Ｅ万分之一电子天平（梅特勒托利多仪器有限公司），
ＨＱ－７００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公
司），移液枪（赛默飞世尔科技有限公司），电热鼓风干燥箱（北

京中兴伟业世纪仪器有限公司），二两装高速中药粉碎机（浙

江瑞安市永历制药机械有限公司），ＭＳ１０５ＤＵ十万分之一天平
（奥豪斯仪器有限公司），电子恒温水浴锅（巩义市予华仪器有

限责任公司），ＥＬＳＤ２０００ＥＳ蒸发光散射检测器［美国奥泰科
技（中国）有限公司］，Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ２６０Ｂｉｏ紫外 －可见分光光度
计（赛默飞世尔科技有限公司），石英比色皿（宜兴市银星分析

５２１
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实验器件厂）。

１．２　试剂
梓醇、羟基酪醇、２＇－乙酰毛蕊花糖苷、红景天苷、松果菊

苷、异类叶升麻苷（成都曼思特生物科技有限公司，批号分别

为 ＭＵＳＴ－２００４２１１０、ＭＵＳＴ－２１０５２８０２、ＭＵＳＴ－１７０３１５０４、
ＭＵＳＴ－２１０８０４１４、ＭＵＳＴ－１７０３０７０１、ＭＵＳＴ－１７０４１８１６，纯度
均≥９８％）；地黄苷Ｄ、地黄苷Ａ、毛蕊花糖苷（四川省维克奇生
物科技有限公司，批号分别为 ｗｋｑ２１０４３００９、ｗｋｑ１９０１０９０８、
１５０５１３，纯度均≥９８％）；益母草苷（乐美天医药德思特生物，
批号为ＤＳＴＤＹ０１６３０１，纯度≥９８％）；肉苁蓉苷 Ａ（成都德思特
生物技术有限公司，ＤＳＴ１８０１０５－０５１，纯度≥９８％）；Ｄ（＋）－
葡萄糖、Ｄ－果糖、Ｄ－鼠李糖，蔗糖、蜜二糖、水苏糖、Ｄ－棉籽
糖、毛蕊花糖、甘露三糖（ＨＰＬＣ≥９８％，上海源叶生物科技有限
公司）；Ｄ－甘露糖、Ｄ－半乳糖、Ｄ－半乳糖醛酸、Ｄ－葡萄糖醛
酸、Ｄ－阿拉伯糖（ＨＰＬＣ≥９７％，上海易恩化学技术有限公
司）；其他试剂均为分析纯。

１．３　样品
本实验所用样品采自河南道地产区相同种植地的正常地

黄与不同程度线虫病感染地黄的块根，根据地黄感染线虫病的

严重程度将地黄分为正常、中度感染、重度感染和极重度感染

４种级别，每种级别分别采４批样品，见表１，样品经河南中医
药大学董诚明教授鉴定为玄参科植物地黄 Ｒ．ｇｌｕｔｉｎｏｓａＬｉ
ｂｏｓｃｈ．的新鲜块根。４种地黄的块根及横切面特征见插页ⅩⅫ图
１，显示与正常地黄相比，中度线虫病感染地黄的表面有少许不
规则瘤状凸起，横切面变化不明显；重度感染地黄的不规则瘤

状凸起增多，横切面木质部具有轻微纤维化；极重度感染地黄

的块根几乎不膨大，表面布满瘤状凸起，须根增多，横切面木质

部纤维化明显。

将上述地黄样品洗净擦干后切片，６５℃烘干，打粉，过６５
目筛，备用。

表１　地黄样品信息

编号 样品信息 编号 样品信息

Ｓ１ 正常地黄１－１ Ｓ９ 重度感染地黄３－１
Ｓ２ 正常地黄１－２ Ｓ１０ 重度感染地黄３－２
Ｓ３ 正常地黄１－３ Ｓ１１ 重度感染地黄３－３
Ｓ４ 正常地黄１－４ Ｓ１２ 重度感染地黄３－４
Ｓ５ 中度感染地黄２－１ Ｓ１３ 极重度感染地黄４－１
Ｓ６ 中度感染地黄２－２ Ｓ１４ 极重度感染地黄４－２
Ｓ７ 中度感染地黄２－３ Ｓ１５ 极重感染地黄度４－３
Ｓ８ 中度感染地黄２－４ Ｓ１６ 极重度感染地黄４－４

２　方法
２．１　环烯醚萜苷类及苯乙醇苷类成分含量测定
２．１．１　色谱条件　采用ＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５
μｍ）色谱柱；流动相０．０１％醋酸水（Ａ）－乙腈（Ｂ）梯度洗脱
（０～５ｍｉｎ，３％Ｂ，５～２５ｍｉｎ，３％ ～５％Ｂ，２５～５０ｍｉｎ，５％ ～
１５％Ｂ，５０～７０ｍｉｎ，１５％～２２％Ｂ，７０～８０ｍｉｎ，２２％ ～２８％Ｂ）；
流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温３０℃；检测波长２０５ｎｍ；进样量 ２０
μＬ。样品及对照品ＨＰＬＣ图见插页ⅩⅫ图２。
２．１．２　供试品溶液的制备　取地黄样品粉末１．０ｇ，精密称
定，置于具塞锥形瓶中，精密加入５０ｍＬ甲醇溶解，超声处理
１ｈ，冷却至室温后，补足失重，摇匀过滤，取续滤液２０ｍＬ于蒸

发皿中，６５℃水浴浓缩至近干，残渣加入流动相溶解，并定容
到１０ｍＬ容量瓶中，经０．２２μｍ微孔滤膜过滤即得。
２．１．３　对照品溶液的制备　取梓醇、地黄苷 Ｄ、地黄苷 Ａ、羟
基酪醇、益母草苷、红景天苷、松果菊苷、肉苁蓉苷Ａ、毛蕊花糖
苷、异类叶升麻苷、２＇－乙酰毛蕊花糖苷等对照品适量，分别置
于５ｍＬ的容量瓶中，色谱甲醇溶解并定容至刻度，经０．２２μｍ
微孔滤膜过滤即得。

２．１．４　方法学考察　（１）线性关系考察：分别精密吸取“２．１．
３”项下的对照品溶液，按照“２．１．１”项下色谱条件测定上述对
照品溶液的峰面积，以对照品浓度为横坐标，峰面积积分值为

纵坐标，绘制标准曲线，见表２。
表２　环烯醚萜苷及苯乙醇苷类成分线性回归方程

成分 线性回归方程
相关系数

ｒ
线性范围／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
梓醇 Ｙ＝１０８７５．０Ｘ＋２３１．３３３０ ０．９９９６ ０．１７００～１．２０００
地黄苷Ｄ Ｙ＝８６１７．６Ｘ－４９．８５００ ０．９９９９ ０．０５２０～０．５２００
地黄苷Ａ Ｙ＝２５７５．１Ｘ－１．０１２３ ０．９９９３ ０．０８６０～０．８６００
羟基酪醇 Ｙ＝１４３３００．０Ｘ－６０．６９４０ ０．９９９５ ０．００３６～０．０３６０
益母草苷 Ｙ＝１６０２．３Ｘ＋５５．２２８０ ０．９９９３ ０．１９００～０．６９００
红景天苷 Ｙ＝２６５６４．０Ｘ＋４．５８０３ ０．９９９８ ０．００１４～０．００８６
松果菊苷 Ｙ＝２９３６５．０Ｘ＋９．７９６９ ０．９９９７ ０．００４３～０．０１３０
肉苁蓉苷Ａ Ｙ＝４５１７．５Ｘ＋１９．６７６０ ０．９９９８ ０．０４８０～０．１９００
毛蕊花糖苷 Ｙ＝６５３７．２Ｘ－７１．７２２０ ０．９９９８ ０．０８６０～０．８６００
异类叶升麻苷 Ｙ＝２６４１７．０Ｘ－２４．３５９０ ０．９９９５ ０．００３９～０．０３００
２＇－乙酰毛蕊花糖苷 Ｙ＝４９９９４．０Ｘ－１４．９６００ ０．９９９２ ０．００１６～０．０１６０

　　（２）精密度、重复性、稳定性及加样回收试验：取 Ｓ１样品，
按“２．１．２”项下方法制备供试品溶液，按“２．１．１”项下色谱条
件连续进样６次，计算得到梓醇、地黄苷 Ｄ、地黄苷 Ａ、羟基酪
醇、益母草苷、红景天苷、松果菊苷、肉苁蓉苷 Ａ、毛蕊花糖苷、
异类叶升麻苷、２＇－乙酰毛蕊花糖苷峰面积的ＲＳＤ均＜５％，表
明仪器精密度良好。取Ｓ１样品６份，按“２．１．２”项下方法平行
制备６份供试品溶液，按“２．１．１”项下色谱条件进样，计算得
梓醇、地黄苷 Ｄ、地黄苷 Ａ、羟基酪醇、益母草苷、红景天苷、松
果菊苷、肉苁蓉苷Ａ、毛蕊花糖苷、异类叶升麻苷、２＇－乙酰毛蕊
花糖苷的平均含量的 ＲＳＤ值均 ＜３％，表明该方法重复性较
好。取Ｓ１样品，按“２．１．２”项下方法制备供试品溶液，分别在
０、２、４、８、１２、２４ｈ按照“２．１．１”项下色谱条件进样，计算得到梓
醇、地黄苷 Ｄ、地黄苷 Ａ、羟基酪醇、益母草苷、红景天苷、松果
菊苷、肉苁蓉苷Ａ、毛蕊花糖苷、异类叶升麻苷、２＇－乙酰毛蕊花
糖苷峰面积的ＲＳＤ均＜５％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性
较好。取已知含量Ｓ１样品６份，分别按１∶１的比例加入对照
品，按“２．１．２”项下方法制备供试品溶液，按“２．１．１”项下色谱
条件进样，测得梓醇、地黄苷 Ｄ、地黄苷 Ａ、羟基酪醇、益母草
苷、红景天苷、松果菊苷、肉苁蓉苷Ａ、毛蕊花糖苷、异类叶升麻
苷、２＇－乙酰毛蕊花糖苷的平均回收率及 ＲＳＤ值均符合要求，
表明方法准确度良好。

２．２　游离单糖及寡糖含量测定
２．２．１　色谱条件　采用ＭｅｇａｓｓｉｌＸＢＮＨ２（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５

μｍ）色谱柱；流动相水 －乙腈（２５：７５）；流速０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温 ３０℃；进样量 ５μＬ。ＥＬＳＤ参数：气体流量 ２．２Ｌ·
ｍｉｎ－１；漂移管温度８５．０℃；增益１。样品及对照品ＨＰＬＣ图见
插页ⅩⅩⅢ图３。
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２．２．２　供试品溶液的制备　取地黄样品粉末０．２ｇ，精密称
定，置于 １００ｍＬ具塞锥形瓶中，精密加入 ５０％色谱甲醇 ２５
ｍＬ，称定重量，超声处理４５ｍｉｎ，冷却至室温后，补足失重，摇
匀，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１２ｍｉｎ，经０．２２μｍ微孔滤膜过滤即得。
２．２．３　对照品溶液的制备　取Ｄ－果糖、Ｄ－葡萄糖、蔗糖、棉
籽糖、水苏糖对照品适量，分别置于５ｍＬ容量瓶中，５０％色谱
甲醇溶解并定容至刻度，经０．２２μｍ微孔滤膜过滤即得。
２．２．４　方法学考察　（１）线性关系考察：分别精密吸取
“２．２．３”项下的对照品溶液，按照“２．２．１”项下色谱条件测定
上述对照品溶液的峰面积，以对照品浓度的对数为横坐标，峰

面积积分值的对数为纵坐标，绘制标准曲线，见表３。
表３　游离单糖及寡糖线性回归方程

成分 线性回归方程 相关系数ｒ
线性范围／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
果糖　 Ｙ＝２．６７６２Ｘ＋０．１９７８ ０．９９９２ ０．０５７～０．２８０
葡萄糖 Ｙ＝１．８２４６Ｘ＋２．２８１９ ０．９９９２ ０．０４６～０．２７０
蔗糖　 Ｙ＝１．２３４８Ｘ＋３．５３９６ ０．９９９８ ０．６８０～１．７００
棉籽糖 Ｙ＝１．１４５５Ｘ＋３．８１１０ ０．９９９４ ０．０５９～０．３００
水苏糖 Ｙ＝１．１２８３Ｘ＋３．８１３３ ０．９９９７ ０．８１０～４．９００

　　（２）精密度、重复性、稳定性及加样回收试验：取 Ｓ１样品，
按“２．２．２”项下方法制备供试品溶液，按“２．２．１”项下色谱条
件连续进样６次，计算得到果糖、葡萄糖、蔗糖、棉籽糖、水苏糖
峰面积的ＲＳＤ均 ＜５％，表明仪器精密度良好。取 Ｓ１样品６
份，按“２．２．２”项下方法平行制备６份供试品溶液，按“２．２．１”
项下色谱条件进样，计算得到果糖、葡萄糖、蔗糖、棉籽糖、水苏

糖的平均含量的ＲＳＤ值均＜３％，表明该方法重复性较好。取
Ｓ１样品，按“２．２．２”项下方法制备供试品溶液，分别在０、２、４、８、
１２、２４ｈ按照“２．２．１”项下色谱条件进样，计算得到果糖、葡萄
糖、蔗糖、棉籽糖、水苏糖峰面积的ＲＳＤ均＜５％，表明供试品溶
液在２４ｈ内稳定性较好。取已知含量Ｓ１样品６份，分别按１∶１
的比例加入对照品，按“２．２．２”项下方法制备供试品溶液，按
“２．２．１”项下色谱条件进样，测得果糖、葡萄糖、蔗糖、棉籽糖、水苏
糖的平均回收率及ＲＳＤ值均符合要求，表明方法准确度良好。
２．３　多糖含量及单糖组成测定
２．３．１　多糖溶液的制备　取地黄样品粉末０．５ｇ，精密称定，
包裹入２５０目白色细网布中，加入石油醚５０ｍＬ，８０℃连续回
流提取１．５ｈ除脂，残渣挥干溶剂后，加入８０％乙醇７０ｍＬ，９０
℃连续回流提取２ｈ取出，残渣用无水乙醇冲洗３次，残渣挥
干溶剂后，加入１００ｍＬ蒸馏水煎煮１ｈ，煎煮后移至２５ｍＬ容
量瓶中，加水至刻度，摇匀，备用。

２．３．２　多糖含量测定　精密吸取上述多糖溶液５０μＬ，置于
具塞试管中，加水至１ｍＬ，加５％苯酚溶液１ｍＬ，摇匀，迅速加
入浓硫酸５ｍＬ，置１００℃水浴中加热１０ｍｉｎ，取出置冰水浴中
冷却３ｍｉｎ，在４９０ｎｍ处测定吸光度。根据样品吸光度结合标
准曲线计算地黄样品中多糖含量。

２．３．３　多糖水解液的制备　精密吸取上述多糖溶液１ｍＬ于
真空水解管中，加入３．０ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸溶液 ０．５ｍＬ，抽出
水解管中空气，置１１０℃烘箱中水解１ｈ，取出，冷却至室温，用
３．０ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧化钠溶液调节 ｐＨ值至中性，备用。
２．３．４　对照品溶液的制备　取对照品适量，精密称定，加蒸馏
水分别制成含甘露糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、鼠李糖、葡萄

糖、半乳糖及阿拉伯糖的混合对照品溶液。

２．３．５　单糖衍生化　精密吸取对照品溶液和多糖水解液４００
μＬ，置４ｍＬ离心管中，分别加入０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＰ－甲醇溶
液和０．３ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧化钠溶液各４００μＬ，混匀，于７０℃下
水浴反应１００ｍｉｎ，取出，放至室温，加入０．３ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸

溶液４００μＬ，最后加入２ｍＬ三氯甲烷溶液，振荡后，弃去下
层，重复萃取３次，取上层溶液经０．２２μｍ微孔滤膜过滤后，取
续滤液，备用。

２．３．６　色谱条件　采用ＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５

μｍ）色谱柱；流动相０．２ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ）
梯度洗脱（０～２ｍｉｎ，１０％Ｂ，２～５ｍｉｎ，１０％ ～１３％Ｂ，５～１５
ｍｉｎ，１３％ ～１７％Ｂ，１５～３０ｍｉｎ，１７％ ～１８％Ｂ，３０～５０ｍｉｎ，
１８％～２０％Ｂ，５０～６０ｍｉｎ，２０％ ～３７％Ｂ）；流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温３０℃；检测波长２５０ｎｍ；进样量１０μＬ。样品及对照品
ＨＰＬＣ图见插页ⅩⅩⅢ图４。
２．３．７　方法学考察　（１）线性关系考察：分别精密吸取
“２．３．７”项下的对照品衍生化溶液适量，按照“２．３．６”项下色
谱条件测定上述对照品溶液的峰面积，以对照品浓度为横坐

标，峰面积积分值为纵坐标，绘制标准曲线，见表４。
表４　单糖线性回归方程

成分 线性回归方程
相关系数

ｒ
线性范围／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
甘露糖　　 Ｙ＝７４４８８．０Ｘ－８４１．３１ ０．９９９３ ０．０１９～０．１２０
鼠李糖　　 Ｙ＝２０４８９．０Ｘ－２８１．３０ ０．９９９６ ０．０１６～０．０９８
半乳糖醛酸 Ｙ＝２４５０．４Ｘ－７１．４４ ０．９９９５ ０．０４１～０．２５０
葡萄糖　　 Ｙ＝１６５８４．０Ｘ－６７２．９６ ０．９９９７ ０．０８０～０．４８０
半乳糖　　 Ｙ＝２０５１２．０Ｘ－３５２．８９ ０．９９９７ ０．０３９～０．２３０
阿拉伯糖　 Ｙ＝９７５３．２Ｘ－８８０．０６ １．００００ ０．２１０～１．２００

　　（２）精密度、重复性、稳定性试验及加样回收试验：取 Ｓ１
样品，按“２．３．５”项下方法制备供试品溶液，按“２．３．６”项下色
谱条件连续进样６次，计算得到甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、
葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖峰面积的ＲＳＤ均＜５％，表明仪器精
密度良好。取Ｓ１样品６份，按“２．３．５”项下方法平行制备６份
供试品溶液，按“２．３．６”项下色谱条件进样，计算得到甘露糖、
鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖平均含量的

ＲＳＤ值均 ＜３％，表明该方法重复性较好。取 Ｓ１样品，按
“２．３．５”项下方法制备供试品溶液，分别在０、２、４、８、１２、２４ｈ
按照“２．３．６”项下色谱条件进样，计算得到甘露糖、鼠李糖、半
乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖峰面积的 ＲＳＤ均 ＜５％，
表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性较好。取已知含量Ｓ１样品６
份，分别按１∶１的比例加入对照品，按“２．３．５”项下方法制备
供试品溶液，按“２．３．６”项下色谱条件进样，测得甘露糖、鼠李
糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖的平均回收率及

ＲＳＤ值均符合要求，表明方法准确度良好。
２．４　不同程度线虫感染地黄清除ＤＰＰＨ自由基活性分析

按照崔锦鹏等［１３］的文献方法进行测定，每个样品重复３
次，结果取其平均值。

３　结果
３．１　正常地黄与线虫病感染地黄中环烯醚萜苷类及苯乙醇苷
类成分分析

为比较正常地黄与不同程度线虫病感染地黄中苷类成分
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含量差异，按“２．１．４”项下的标准曲线计算１６批地黄样品中
环烯醚萜苷及苯乙醇苷类成分的含量并绘制线图，见插页ⅩⅩⅣ
图５。结果显示，地黄感染线虫病后，苷类成分的含量发生了
一定变化。整体来看，极重度感染地黄中苷类成分总含量降

低，其中梓醇、毛蕊花糖苷的含量明显降低，而肉苁蓉苷 Ａ的
含量则明显升高，其余苷类成分的含量变化不明显。

３．２　正常地黄与线虫病感染地黄中游离单糖及寡糖分析
按“２．２．４”项下标准曲线计算１６批地黄样品中游离单糖

及寡糖的含量，绘制堆积图并进行差异性检验，见插页ⅩⅩⅣ图
６。结果表明，地黄感染线虫病后，游离单糖及寡糖的总含量呈
现下降趋势，果糖和水苏糖的含量明显下降，其中水苏糖下降

比例达７７．７％，而葡萄糖、蔗糖的含量均明显增加，棉籽糖的
含量未发生明显变化。

３．３　正常地黄与线虫病感染地黄中多糖含量及单糖组成分析
３．３．１　多糖含量特征分析　按“２．３．４”项下方法测定正常地
黄与不同程度线虫病感染地黄中多糖的含量并绘制柱形图，见

插页ⅩⅩⅣ图７Ａ。结果表明，与正常地黄、中度线虫病感染地黄
及重度线虫病感染地黄相比，极重度线虫病感染地黄的多糖含

量出现了明显下降。差异性Ｔ检验结果显示正常地黄、中度感
染地黄、重度感染地黄三者之间的 Ｐ值均 ＞０．０５，而其与极重
度感染地黄的Ｐ值均＜０．０１，说明极重度感染地黄与其他３种
地黄的多糖含量差异有极显著统计学意义，见表５。

表５　正常地黄与线虫病感染地黄多糖含量差异性Ｔ检验

样品 Ｐ值 样品 Ｐ值

正常ｖｓ中度感染 ０．６７０３ 正常ｖｓ极重度感染 ０．００００
正常ｖｓ重度感染 ０．１７０８ 中度感染ｖｓ极重度感染 ０．００００
中度感染ｖｓ重度感染 ０．３６９２ 重度感染ｖｓ极重度感染 ０．０００１

３．３．２　单糖组成分析　为进一步分析１６批地黄样品中多糖
的单糖组成差异，将１６批地黄样品的单糖峰面积进行归一化
处理绘制单糖相对百分占比柱形图，见插页ⅩⅩⅣ图７Ｂ。结果表
明，线虫感染对地黄多糖的单糖组成没有影响，但对其含量影

响较大，与正常地黄相比，感染线虫病后的地黄多糖中除葡萄

糖的相对百分比基本保持不变外，甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸

和阿拉伯糖的相对百分比均升高，而半乳糖的相对百分比则

下降。

３．４　正常地黄与线虫病感染地黄整体质量特征分析
３．４．１　聚类分析　采用Ｏｒｉｇｉｎ２０２２软件，以１６批地黄样品中
环烯醚萜苷类及苯乙醇苷类、游离单糖及寡糖、多糖相对含量

的均一化值为变量，形成１６×１７阶数据矩阵，采用欧氏距离法
绘制聚类热图，见插页ⅩⅩⅤ图８，横向代表批次，纵向代表成分，
颜色由红到蓝代表含量由低到高。结果表明，１６批地黄样品
可分为２类，其中Ｓ１～１２（正常地黄、中度感染地黄和重度感
染地黄）聚为一类，Ｓ１３～Ｓ１６（极重度感染地黄）聚为一类。
３．４．２　差异性成分筛选　采用 ＳＩＭＣＡ－１４．１软件，以１６批
地黄样品中的环烯醚萜苷类及苯乙醇苷类、游离单糖及寡糖、

多糖的相对含量为变量进行主成分分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），ＰＣＡ得分图见插页ⅩⅩⅤ图９Ａ，显示正常地黄与
不同程度感染地黄可分为两类，其中正常地黄、重度感染地黄、

中度感染地黄聚为一类，极重度感染地黄聚为一类，该结果与

聚类热图分析结果一致。当剔除极重度感染地黄样品，仅对正

常地黄、中度感染地黄和重度感染地黄进行 ＰＣＡ分析时发现，
３种地黄各自聚为一类，见插页ⅩⅩⅤ图９Ｂ，说明线虫病感染对地
黄的化学成分特征产生了不同程度的影响。

为了排除不同样品组内差异对样品组间差异的干扰，进一

步对１６批地黄化学成分的质量特征进行正交偏最小二乘判别
分析（Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓ－ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，
ＯＰＬＳ－ＤＡ），ＯＰＬＳ－ＤＡ结果见插页ⅩⅩⅤ图１０Ａ，显示极重度感
染地黄聚为一类，正常地黄、重度感染地黄、中度感染地黄聚为

一类。剔除极重度感染地黄样品，对正常地黄、中度感染地黄

和重度感染地黄进行ＯＰＬＳ－ＤＡ分析发现，３种地黄也各自聚
为一类，见插页ⅩⅩⅤ图１０Ｂ。对所建立的极重度感染地黄与其
余３种地黄的 ＯＰＬＳ－ＤＡ模型进行２００次置换检验，见插页
ⅩⅩⅥ图１１Ａ，结果显示置换后的Ｒ２、Ｑ２值均高于原始的 Ｒ２、Ｑ２
值，表明所建模型可靠，未出现过度拟合现象。

为了进一步寻找极重度感染地黄与其余３种地黄之间的
差异性标志化合物，以变量重要性投影值（ＶＩＰ值）＞１为标准
筛选出化学成分差异的主要标志性成分，得到１０个差异性成
分，见插页ⅩⅩⅥ图１１Ｂ，分别为地黄苷Ａ、肉苁蓉苷Ａ、益母草苷、
羟基酪醇、蔗糖、葡萄糖、梓醇、地黄苷Ｄ、水苏糖、多糖。
３．５　ＤＰＰＨ抗氧化活性分析

以１６批地黄样品的质量浓度为横坐标，以测得清除率平
均值为纵坐标，绘制散点图，见插页ⅩⅩⅥ图１２Ａ。结果表明，各
样品清除率线性关系较好，其中重度感染地黄的抗氧化活性最

为显著，当质量浓度 ＜０．８ｍｇ·ｍＬ－１时，正常地黄、中度感染
地黄和极重度感染地黄的抗氧化活性相差不大，当质量浓度＞
０．８ｍｇ·ｍＬ－１时，极重度感染地黄的抗氧化活性明显降低。

以１７个共有成分的相对含量为自变量（Ｘ），以 ＤＰＰＨ自
由基测定值为因变量（Ｙ），采用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关性分析，并利用 Ｏｒｉｇｉｎ２０２２软件绘制弦图，见插页ⅩⅩⅥ图
１２Ｂ。弦图通常用于表示数据集或不同数据组之间的相关性，
其线条的粗细表示２个数据间相关性，线条越粗，相关性越大。
整体来看，１６批地黄样品中多数共有成分仅在高质量浓度下
与ＤＰＰＨ自由基清除率呈现一定的相关性。当质量浓度＞０．８
ｍｇ·ｍＬ－１时，梓醇、松果菊苷、毛蕊花糖苷、异类叶升麻苷、果
糖、水苏糖及多糖与抗氧化活性呈现较强的相关性。

４　讨论
线虫病主要是由根结线虫引起的一种常见土传病害，多发

生在６～７月，药用植物在生长过程中每年可能遭受到３～４次
根结线虫的连续侵染［１０］，发病后主要表现为地上部分茎叶萎

黄，植株长势减弱，地下部分块茎瘦小，须根丛生，且病根和根

毛上会附着许多白毛状线虫和棕色胞囊［１４－１６］。本研究发现，

地黄在感染线虫病后，根部畸形，表面形成不规则瘤状凸起，块

根变细，须根增多，且木质部产生了一定程度的纤维化，这与地

黄连作障碍的表现相一致。文献报道，地黄连作时土壤中线虫

数量增多，会引发地黄的根腐病、茎腐病等［１１，１７］，而线虫在适

宜的条件下会侵染地黄根部并大量繁殖［１６］，使根部形成瘤状

根结来破坏根部组织并吸收营养，从而破坏整个代谢系

统［１８－１９］。除此之外，还有文献报道轮作是防治地黄线虫病的

关键措施［２０］，这与地黄为减轻连作障碍所采取的防治措施相

一致。由此说明地黄线虫病与连作障碍之间可能存在着一定
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联系，但关于地黄线虫病的具体产生机制与连作障碍之间的相

关性还需进一步研究。

地黄作为我国常用的大宗药材，病虫害仍是影响其产量和

质量的主要原因之一。本研究通过分析地黄感染线虫病前后

化学成分的变化特征，发现地黄感染线虫病后，环烯醚萜苷类

及苯乙醇苷类等次生代谢产物的含量均发生了变化，随着感染

程度加深，大部分次生代谢产物的含量呈下降趋势。文献报

道，植物感染线虫病后，线虫释放出的β－１，４－内切葡聚糖酶
和果胶酸裂解酶会破坏块根植物细胞的细胞壁［２１－２２］，使细胞

发生崩解。另外，还有研究发现植物感染线虫病后，根系会发

生病变，块根表面生成的根瘤会阻塞次生代谢产物的合成通

道［２３］，黄文坤等［２４］研究推测线虫可能会通过莽草酸代谢途径

侵染寄主植物，而莽草酸途径是植物和微生物的基本代谢途

径［２５］，因此地黄感染线虫病后引起储存次生代谢产物的细胞

受损及合成途径受阻可能是导致块根中次生代谢产物含量下

降的重要原因。

糖类是中药中重要的一类活性成分，地黄是糖类成分含量

较高的中药材，现代药理研究表明［２６－２７］地黄中的多糖与其抗

氧化及抗衰老活性呈现密切相关性。为了整体评价线虫病感

染对地黄化学成分的影响，本研究对线虫病感染地黄中的糖类

成分进行分析，发现极重度感染地黄中多糖、果糖和水苏糖含

量明显下降，说明地黄感染线虫病后对其块根中糖类成分的影

响较大。李璐璐等［２８］发现罗汉果在接种南方根结线虫７天后
其根系中的纤维二糖和海藻糖含量均下降，这与本实验的研究

结果相一致；袁炎炎［２７］的研究表明生、熟地黄多糖可以在不影

响线虫繁殖能力的前提下延长线虫的寿命、促进线虫的生长发

育；ＨＯＦＭＡＮＮＪ等［２９］也检测到药材根系中作为线虫取食部位

的巨细胞结构中糖类含量高于正常细胞，上述研究表明糖类成

分可能是线虫赖以生存的营养物质，当地黄感染线虫病后，地

黄中的糖类成分可能被线虫作为营养物质以保证其正常生长，

最终导致感染线虫病后的地黄植株生长不良、块根膨大受阻，

梁思维等［３０］的研究也证实了土壤线虫通过加强营养循环来影

响植物生长、降低根系效率，但地黄对线虫病感染后的响应机

制还需要进一步研究。
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