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水飞蓟的基源鉴定与质量分析
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　　摘　要:为了探究不同产地的水飞蓟药材是否达到药典标准,对分别采集于内蒙古自治区、黑龙江省和辽宁省

等地１０个批次的水飞蓟样品进行了检测与分析.通过干燥法、炽灼法和热浸法对水飞蓟样品的水分含量、灰分含量

以及浸出物含量进行检测分析,结果表明:所有批次的样品水分含量均小于１０％,灰分含量均小于９％,浸出物含量

均高于１８％.同时,对水飞蓟进行了基源鉴定,通过性状鉴定、显微鉴定、DNA 条形码以及高效液相四种方法对采

集到的样品进行基源鉴定研究和比较,结果表明:四种方法均能够鉴别中药材水飞蓟,其中性状鉴定法更为简便,而

DNA条形码技术和高效液相法准确性更高.

关键词:基源鉴定;质量检测;DNA条形码;高效液相

中图分类号:Q９４６．８２　　　　　　　 文献标志码:A　　　　　　 文章编号:１６７３Ｇ３８５１(２０１７)０３Ｇ０４６７Ｇ０８

０　引　言

水飞蓟(Silybummarianum(L．)Gaertn．)又

名水飞雉、奶蓟子、奶蓟等,为菊科水飞蓟属成员,１
~２年生草本植物.原产于印度和巴基斯坦的喀什

米尔山区,作为观赏植物,北京植物园于１９５２年从

英国引入[１];而作为药材种植,水飞蓟则是由中国土

产畜产进口公司天津土产公司于１９７２年从德国引

进[２Ｇ３].
水飞蓟植株高约１００~１５０cm,茎直立,近圆柱

形,具锐刺,多分枝.叶为大型羽状或椭圆形披针

状,无叶柄,表面亮绿色,有乳白色斑纹,头状花序,
管状花,有紫色、白色两种花色[４].果实(即种子)为
长椭圆形,长约５~７mm,宽约３mm,成熟后呈暗

棕色或黑色;成熟的果实千粒重约２１~２７g,水飞蓟

果实主要由种子胚和外皮两部分构成,无胚乳[５].
水飞蓟药用成分水飞蓟素主要存在于果实外皮(即
种壳)中,含量约为壳中的３％~５％,种胚中水飞蓟

素较少[６Ｇ７].
水飞蓟是一种历史悠久的天然药物,被多国药

典所收载,临床上常用于治疗急慢性肝炎、肝硬化、
肝损伤等[８].水飞蓟宾、水飞蓟亭、水飞蓟宁及其同

分异构体构成统称为水飞蓟素,是水飞蓟药材的药

用成分,其药理作用机制包括抑制人体产生一氧化

氮、阻断部分真菌毒素与肝细胞膜受体特异性结合

以及改善肝脏细胞酶活性等[９Ｇ１０].近年来水飞蓟素

的应用被拓宽到癌症的治疗、抗炎和抗衰老等领

域[１１Ｇ１２],因此水飞蓟的需求量也逐年上升.水飞蓟

素是目前市场上销售的利加隆胶囊、复方益肝灵片

等药物的主要有效成分,西利宾胺和水林佳也是目

前临床治疗肝炎、肝硬化和肝损伤的主要辅助药物,
其主要成分是水飞蓟宾[１３].

基源鉴定即用各种方法鉴定中药的来源物种,
确定其真实性[１４];基源鉴定是中药研究的基础,也
是中药研究学的首要任务.性状鉴定是最基础的中

药材基源鉴定方法,是根据药材的形状、颜色、大小、
气味等特征对药材进行鉴定的方法,因其简洁、快速

的特点至今仍被广泛应用.显微鉴定是利用观察显

微切片的结构和特征来确定药材的来源物种,这种

方法对于结构不同的物种十分有效.理化鉴定,则



是利用物理的、化学的方法或分析仪器来确定药材

的真实性,常用的方法有薄层色谱法、紫外光谱法、
高效液相法等,其中高效液相法既能够用于药材的

基源鉴定还能够用于评价质量,并能够准确检测中

药中有效成分或标志性成分及其含量.DNA 条形

码是利用基因组中一段公认的、较短的序列进行物

种鉴定的一种分子技术,陈士林等建立的以ITS２
为主,PsbAＧtrnH 为辅的植物中药材 DNA 条形码

鉴定系统快速、准确而有效,备受欢迎,其“中药材

DNA条形码分子鉴定法指导原则”已被２０１５版«中
华人民共和国药典»(以下简称“中国药典”)所收

录[１５].本文结合中国药典、美国药典及中药材常用

的鉴定方法对采集到的样品进行基源鉴定和质量分

析,为水飞蓟进一步的分子和药理研究奠定基础.

１　材料与方法

１．１　样品采集

１０个批次的水飞蓟样品于２０１４年７月中旬和

２０１５年７月中旬分别采集自辽宁省的盘锦市和海

城地区,黑龙江省虎林市的云山农场以及呼玛县地

区,内蒙古自治区的海拉尔县地区、呼伦贝尔市的绰

尔河农场以及牙克石农场,样品编号、采集重量、采
集时间和采集地点如表１所示.所有样品在３７℃
干燥至恒重保存于４℃冰箱中.

表１　样品采集地点及编号

编号 产地 经度/(°) 纬度/(°) 年份 数量/袋 重量/kg
HCＧ１ 辽宁海城 ４０．８５ １２２．７５ ２０１５ ２ １．５
PJＧ２ 辽宁盘锦 ４１．０７ １２２．０３ ２０１４ ２ １．５
PJＧ３ 辽宁盘锦 ４１．０７ １２２．０３ ２０１５ ２ １．５

YKSＧ４ 内蒙古牙克石 ４３．５７ １２０．４ ２０１５ ２ １．５
YSＧ５ 黑龙江云山农场 ４５．７７ １３２．９８ ２０１５ ２ １．５

CEHＧ６ 内蒙古绰尔河农场 ４８．００ １２２．４７ ２０１５ ２ １．５
HLEＧ７ 内蒙古海拉尔 ４９．１２ １１９．７３ ２０１４ ２ １．５
HLEＧ８ 内蒙古海拉尔 ４９．１２ １１９．７３ ２０１５ ２ １．５
HLEＧ９ 内蒙古海拉尔 ４９．１２ １１９．７３ ２０１５ ２ １．５
HMＧ１０ 黑龙江呼玛 ５１．７２ １２６．６０ ２０１４ ２ １．５

１．２　质量检测分析

采用«中国药典»的方法[１６]对水飞蓟进行质量

检测分析,具体过程如下:
水分含量的测定:用分析取水飞蓟样品２~４g,

置于４０mm×２５mm扁形称量瓶中,并打开瓶盖放置

于真空干燥箱中,设置干燥箱温度为１０５℃,干燥５
h,待冷却后,称重;再在上述样品至于真空干燥箱中

干燥１h后称重,若两次称重差异不超高５mg,则依

据减失的重量计算水飞蓟中的含水量,若称重差异超

过５mg,则继续放入干燥箱中干燥,直至减失重量的

差异不超过５mg,计算水飞蓟样品中水分的含量.
灰分含量的测定:将水飞蓟样品粉碎通过２４目

筛子后,精密称定水飞蓟样品２~３g,置于高温炉

中,缓缓加热,提升温度至６００℃左右,使水飞蓟样

品完全灰化至恒重.根据剩余的水飞蓟残渣重量,
计算水飞蓟样品中总灰分的含量.

浸出物含量的测定:取水飞蓟样品３g,置于含

有１００mL乙醇的２５０mL容量的锥形瓶中称取样

品重量;静置０．５~１．０h后,加热锥形瓶,连续回流

冷凝管并保持微沸１．０h,关闭加热套,待放冷后再

次称取样品重量;用水补足减失的重量,用干燥器滤

过,取滤液２５mL置于干燥的挥发皿中,用８０℃水

浴蒸干后,干燥３．０h,迅速称定重量,以干燥品计

算水飞蓟样品中浸出物的含量.

１．３　基源鉴定

１．３．１　性状鉴定

随机从各个批次的水飞蓟样品中选取２０粒种

子用游标卡尺测量种子的长度和宽度,计算平均值

和标准差.千粒重:随机从每个批次样品中选取

１０００粒用分析天平称量,重复５次,计算平均值和

标准差.同时,观察并记录不同批次样品种子的形

状、大小和色泽等.

１．３．２　显微镜鉴定

从每个批次的样品中随机挑取５~１０粒种子,
用温水浸泡３．０h后切片,用毛笔将切好的种子横

剖面挑入盛有清水的培养皿中,挑取完整的薄的横

剖面制片,置于显微镜下观察.

１．３．３　DNA条形码鉴定

水飞蓟DNA条形码鉴定采用ITS２序列[１７]进

行鉴定.具体过程如下:水飞蓟 DNA 的提取将
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０．３g的种子样品通过外力磨碎,加入 DNA Wash
Buffer(Ascorbicacid、citricacid、PVP、HEPESfree
acid配制)１mL 清洗两次,弃去上清;加入１mL
DNAplantzol:βＧ巯基乙醇(２４∶１)溶液１mL,充分

混匀,置于６５ ℃水浴锅４５min,每１５min混匀一

次;加入７５０mL氯仿,混合均匀离心取上清;上清

液加入适量体积的异丙醇混匀,离心弃去上清;加入

７５％乙醇对DNA进行清洗,然后将所得到的 DNA
溶解至０．１mmol/L 进行 PCR 反应.PCR 反应:

ITS２ 序 列 正 向 引 物:５′ＧATGCGATACTTGGT
GTGAATＧ３′,反 向 引 物:５′ＧGACGCTTCTCCAG
ACTACAATＧ３′;扩增程序为:９４℃、５min;９４℃、

３０s,５６ ℃、３０s,７２ ℃、４５s,４０ 个循环;７２ ℃、

１０min.rTaq酶试剂盒由 Takara公司提供,PCR
反应以２５μL为参照,包括１×Buffer,０．２mmol/L
dNTPs,０．１ mmol/L 引 物 对 和 提 取 的 DNA,

０．５μLrTaq酶,ddH２O至２５μL进行在PCR仪进

行反应.用浓度为１％琼脂糖凝胶电泳对 PCR 扩

增产物进行检测,并且将所有的有条带的样品PCR
扩增产物送到测序公司测序.采用 MEGA 软件对

测序的结果进行拼接获得相应的 DNA 序列,将序

列在中药材 DNA 条形码鉴定系统中进行物种鉴

定,确定序列相似性最高的物种.

１．３．４　高效液相法鉴定

水飞蓟素标准溶液制备:精密称取水飞蓟提取

物粉末标准品７mg(溶于２mL甲醇中,２０min超

声处理,用甲醇稀释到０．７mg/mL;通过０．４５μm
的滤膜过滤去除杂质;稀释５倍获得０．１４mg/mL
的水飞蓟提取物粉末标准品溶液.

水飞蓟宾标准溶液的制备:精密称取水飞蓟宾

标准品１mg溶于２mL的甲醇中,再分别稀释制备

成０．５００、０．１００、０．０２０、０．００４、０．００２mg/mL的水

飞蓟宾标准溶液,２０min超声处理;通过０．４５μm
的滤膜过滤去除杂质.

标准曲线的制作:根据水飞蓟宾５个浓度的标

准品溶液,每个浓度的溶液进样３次,记录峰面积,
以每个峰面积的平均值x为横坐标,水飞蓟宾标准

品溶液 的 浓 度 (mg/mL)y 为 纵 坐 标,进 行 线 性

回归.
样品溶液的制备的方法参考索氏萃取法[１８],具

体过程如下:取约１０g充分研磨的水飞蓟粉末精密

称定并置于一个连续回流的提取套管中,用小棉球

塞住冷凝管的上端,将套管装入２５０mL的圆底烧

瓶中(内含１５０mL的正己烷),加热４h除去脂类成

分;把装有正己烷的圆底烧瓶从提取套管分离,弃
去正己烷溶液,干燥萃取套管除去附着的正己烷;
再将套管装入配有 ２５０mL圆底烧瓶(内含１００
mL乙酸乙酯)的连续提取器中,保持微沸,使溶

剂轻轻回 流.８h后,把 提 取 物 定 量 转 移 到 １００
mL容量瓶中,添加甲醇至刻度作为样品储备溶

液.取出１mL样品储备溶液用甲醇稀释２５倍即

得到样品溶液.
表２　HPLC流动相配比及洗脱时间

时间/min 流量/(mL􀅰min－１) B/％ D/％
０ １ １５ ８５

５．０ １ １５ ８５
２０．０ １ ４５ ５５
４０．０ １ ４５ ５５
４１．０ １ １５ ８５
５５．０ １ １５ ８５

　　注:检测波长:UV２８８nm;色谱柱:C１８色谱柱(２５０ mm×

４．６mm,５μm);柱温:４０ ℃;流速:１mL/min;上样量:１０μL;流动

相:溶液B:V甲醇 ∶V磷酸 ∶V水 ＝２０∶０．５∶８０,溶液 D:V甲醇 ∶V磷酸

∶V水 ＝８０∶０．５∶２０.

２　结果与分析

２．１　水飞蓟的水分、灰分和浸出物含量测定

２０１５版中国药典中关于药材水飞蓟的规定为:
水分含量不得超过１０％,灰分含量不得高于９％,浸
出物含量不得低于１８％[１６].不同产地水飞蓟的水

分、灰分、浸出物的含量测定结果如图１所示.水分

含量最高的药材来自辽宁海城,达到７．０６５％,灰分

含量 最 高 的 药 材 来 自 于 黑 龙 江 云 山 农 场,达 到

５．３０６％,浸出物含量最高的药材来自于辽宁海城,
达到３０．８４４％.图１结果表明:所有产地水飞蓟药

材的水分含量均低于１０％,灰分含量均低于９％,而
浸出物的含量则远远高于１８％,符合中国药典的规

定.

图１　不同产地水飞蓟药材的水分、灰分及浸出物含量
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２．２　基源鉴定

２．２．１　性状鉴定

中国药典中关于水飞蓟的性状描述为:呈长倒

卵形或椭圆形,长５~７mm,宽２~３mm,表面淡灰

棕色或黑褐色,光滑,有细纵花纹,顶端钝圆,稍宽,
有一圆环,中间具花柱残迹,基部略窄[１６].通过实

验测量得到水飞蓟样品的形状、大小、色泽等性状特

征,并与中国药典的描述进行比较确定其真实性,如
图２所示.

从图２可以看出,水飞蓟药材的形状呈现椭圆

形,顶端稍宽,可以清晰地看到花柱残迹的圆环,底

部比顶端略窄,药材颜色可分为三种:黑褐色、棕色

及灰白色,有纵细花纹贯穿于种皮之上.由表３可

以看出,１０个批次水飞蓟药材样品的宽度在２．８５~
３．５０mm之间,长度在６．４０~７．５０mm 之间,种子

的千粒重在２２~２８g之间,通过与药典描述比较发

现,样品的形状和颜色与药典的规定完全吻合,但
样品的大小较药典的规定稍大,分析后认为样品

的大小与药材的品质优劣有关,但不影响性状鉴

定的结果,因此以上性状可以作为水飞蓟基源鉴

定的依据.

图２　不同产地水飞蓟药材样品

表３　样品的长度、宽度与千粒重

编号 长度/mm 宽度/mm 千粒重/g
HCＧ１ ３．１５±０．４５７ ６．８８±０．６５８ ２５．６４２±０．７７
PJＧ２ ２．８５±０．５３８ ６．６４±０．３２５ ２２．５５６±１．３１
PJＧ３ ３．２５±０．２２１ ７．１６±０．４９３ ２２．５８８±０．２５

YKSＧ４ ３．３５±０．３９４ ７．０９±０．５０９ ２３．８７２±０．５８
YSＧ５ ３．３８±０．４７７ ７．０１±０．３２１ ２６．８１４±０．３１

CEHＧ６ ３．３２±０．７１９ ７．１７±０．８７８ ２７．９７２±０．３７
HLEＧ７ ３．１４±０．６４４ ６．９３±０．２４６ ２４．８４６±０．３６
HLEＧ８ ３．２０±０．３３９ ６．９７±０．１３３ ２２．６９７±０．８３
HLEＧ９ ３．３７±０．３０３ ７．３８±０．３４１ ２５．０２６±０．４４
HMＧ１０ ２．９０±０．４４１ ６．４４±０．４３１ ２２．５７４±０．４５

２．２．２　显微鉴定

美国药典规定的水飞蓟的显微鉴定的依据为:
水飞蓟果壁表皮由无色栅栏细胞构成,无色栅栏细

胞与表皮垂直排列,具有加厚的外侧细胞壁,并有裂

缝状腔深入其内[１８].通过显微镜对样品的显微结

构进行观察和分析,结果如图３和图４所示. 图３　荧光显微镜下的水飞蓟种皮

　　图３为图４中样品 PJＧ２的放大图,通过图３
可以清晰地看到外侧细胞壁、裂缝状的腔以及无

色栅栏细胞.不同颜色的种子的外侧细胞壁细胞

颜色不同,其中黑褐色种子的外侧细胞壁细胞颜

色深,表明含有更多的色素,棕色种子的外侧细胞
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壁颜色较浅,色素含量少,而灰白色种子的外侧细

胞壁为无色,不含色素,裂缝状的腔排布在外侧细

胞壁内侧与无色栏珊细胞相接与美国药典描述的

性状一致.

图４　各产地水飞蓟荧光显微镜下的种皮

２．２．３　DNA条形码鉴定

DNA条形码技术是通过比较一段通用的 DNA
序列,对样品的物种进行鉴定的方法[１７].图５为水

飞蓟药材ITS２序列的PCR电泳图,１０个批次的样

品都成功扩增目的片段,将PCR产物送往生物公司

测序.

图５　水飞蓟样品PCR电泳图

　　水飞蓟ITS２序列长度在２１４和２１６bp之间,
平均 GC含量为６３．０８％,在１５４bp处容易发生CT
突变,而在１７８、１８９和２０１bp处容易产生缺失.并

将所有样品的ITS２序列输入到中药材 DNA 条形

码鉴定系统(http://www．tcmbarcode．cn/china/)
或在 GenBank数据库中BLAST进行同源性标记,
得到的序列相似性最高的物种均为水飞蓟,序列相

似 性 为 １００％. 将 所 有 样 品 的 ITS２ 序 列 与

GenBank上数据库与水飞蓟相似性达到９０％的序

列构建 NJ进化树分析,结果如图６所示.结果表

明:水飞蓟和其他蓟属的近源物种分别聚为一支,因
此ITS２序列可以作为 DNA 条形码鉴别水飞蓟及

其混伪品.

２．２．４　高效液相法鉴定

通过比较水飞蓟素标准品液相色谱图(图７中

１号曲线)和样品提取物色谱图(图７中２号曲线)
发现,样品提取物每一种成分与水飞蓟素标准溶液

的相对保留时间是一致的,其中a峰为水飞蓟亭,b
峰为水飞蓟宁,c峰为水飞蓟宾 A,d峰为水飞蓟宾

B,e峰为异水飞蓟宾A,f峰为异水飞蓟宾B,g峰为

脱氢水飞蓟宾,从图６可以清晰地看到样品中每一

种成分的色谱峰,通过水飞蓟宾标准品标准曲线(图

８),y＝５×１０－８x,其中X 轴表示通过高效液相测得

的峰面积,Y 轴表示成分的含量,只要将实验测得的

数据即某种成分的峰面积代入标准曲线方程就可以

计算出这种成分含量,因此该方法可以作为基源鉴

定的依据,还可以运用此方法测定水飞蓟药材中各

种有效成分的含量.

３　讨　论

水飞蓟作为一种集具药用价值和观赏价值的经

济作物,在我国种植面积非常广泛,已经成为药农增
加收益的选择之一.近年来随着水飞蓟抗肿瘤活性
研究的逐渐深入,市场对于药材水飞蓟的需求量也
越来越多,因此建立一套快捷、有效的水飞蓟的鉴别
方法与质量检测体系已经迫在眉睫.本文通过干燥
法、炽灼法和热浸法对不同产地的水飞蓟药材的水

分、灰分和浸出物进行检测,通过与中国药典[１６]的

标准进行比较,检测这些水飞蓟样品是否符合要求.
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水分、灰分和浸出物作为评价药材质量的重要指标,
往往被忽略,然而这些指标成分对于药材的质量和

疗效具有重要的作用.

图６　基于ITS２序列构建的水飞蓟及其它蓟属植物的 NJ树

１．标准品;２．样品

图７　水飞蓟素高效液相色谱比较
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图８　水飞蓟宾的标准曲线

　　中药材品种的混乱及真伪鉴定方法的欠缺严重

影响中医药的疗效与安全,对于传统的中药材基源

鉴定方法,性状鉴定法快速简便,实用性强,但是准

确性不足,容易出错;显微鉴定对于区别不同科属的

植物有着强大的优势,但是对于区别水飞蓟的亲缘

物种时有一定的难度[１４];高效液相法准确很高,但
是对于设备要求比较高,如果想要进一步检测水飞

蓟中各种药效成分的含量,如水飞蓟宾、水飞蓟亭、
水飞蓟宁的含量,可以采用高效液相法,既能够准确

地对药材进行鉴定又能够检测药效成分;DNA条形

码技术作为一种新的分子鉴定技术,因其准确性高,
简便易行的特点,已被广泛应用于多种中药材及药

用植物的鉴定中,如冬虫夏草的鉴定[１９]、前胡的鉴

定[２０]等.本文通过上述四种方法对采集到的水飞

蓟样品进行了基源鉴定研究,各种方法的操作过程

及步骤已在文中说明,这对于人们选择一套合适的

中药材基源鉴定方法具有参考意义.目前中药的安

全问题已成为制约中药产业发展和获得国际认可的

“瓶颈”,其中如何对药材进行基源鉴定对于解决这

一问题有着重要意义.

４　结　论

本文通过干燥法对不同产地的水飞蓟样品的水

分进行检测,发现不同产地的水飞蓟样品均达到药

典规定的标准,对于保持中药材水飞蓟中有效成分

的药效和长时间储存具有重要的意义.通过炽灼法

检测水飞蓟样品中的灰分含量发现,所有批次的样

品的灰分含量均低于９％(中国药典的标准),能够

确保水飞蓟的品质.浸出物含量是中药材质量控制

重要指标之一,本文通过热浸法对水飞蓟的浸出物

含量进行了检测,发现所有批次的样品均远远超过

药典规定的标准,对于制药企业选购水飞蓟药材用

于生产实践具有重要的意义.本文对采集自东北地

区７个产地的水飞蓟样品采用四种方法进行基源鉴

定,对于鉴别不同来源的中药材的品质非常重要.
不同品种的中药材的最适鉴定方法也不同,本文开

展的水飞蓟基源鉴定对于中药材鉴定的方法选择具

有借鉴意义.
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SourceIdentificationandQualityAnalysisofSilybumMarianum(L．)
Gaertn．fromDifferentAreasofOrigin

ZHANGTonga,GUOWanlib,NIEZuominga,ZHOUHuaixianga,LIANGZongsuob,SHENGQinga

(a．CollegeofLifeScience;b．KeyLaboratoryofPlantSecondaryMetabolismandRegulationof
ZhejiangProvince,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８;China)

Abstract:ToexplorewhetherSilybummarianum(L．)Gaertn．indifferentproducingareareachesthe
pharmacopoeiacriterion,１０batchesofSilybummarianum(L．)Gaertn．collectedfromInnerMongolia,
HeilongjiangandLiaoningProvinceweredetectedandanalyzedrespectively．Themoisturecontent,ash
contentandextractivecontentofthesamplesweredetectedbydryingmethod,burningmethodandhot
dippingmethod．Theresultsshowthatthewatercontentofallsamplesislessthan１０％;theashcontent
islessthan９％andthecontentofextractishigherthan１８％．Besides,sourceidentificationwascarried
outforthesamplesbyfourmethodsincludingcharacteridentification,microscopicidentification,DNA
barcodingandhighperformanceliquidchromatography(HPLC)．Theresultsindicatethatthefour
methodscanidentifySilybummarianum(L．)Gaertn．Characteridentificationmethodissimpler,while
DNAbarcodingtechniqueandHPLCpresenthigheraccuracy．

Keywords:sourceidentification;qualityinspection;DNAbarcoding;HPLC
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