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武夷山脉石杉科植物石杉碱甲含量的研究

张君诚1’2，黄 晖1，张杭颖1，钟 扬2
(1三明学院应用生物技术研究所，福建三明365004；2复旦大学生物多样性与生态工程教育部重点实验室。上海200433)

摘要：石杉植物因所舍Hup A为高效、可逆、高选择性的中枢性乙酰胆碱酯酶抑制剂而受关注。实地采集标本并用改进

的HPLC法测定了武夷山脉4种石杉科植物及不同居群闻的石杉碱甲(Hup A)含量。结果显示，石杉碱甲在长柄石杉、四川

石杉、有柄马尾杉和华南马尾杉中均有分布，其中以有柄马尾杉中含量最高，达0．15l％；含量最低的是四川石杉，为0．016％。

该地区优势种长柄石杉(千层塔)11个居群的石杉碱甲含量测定显示：武平县梁野山和三元区中村乡两个居群含量较高。分别

为0．0636％和0．0519％。对石松科部分种进行石杉碱甲测定，认为藤石松等不舍石杉碱甲。结果表明武夷山脉地区拥有优

良的石杉碱甲植物资源。
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Content of Huperzine A in Huperziaceae and
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Abstract：Huperziaceae was recently attracted because of its Huperzine A(Hup A)is a potent，reversible，
and selective acetylcholinesterase inhibitor(AChEI)．Hup A in four plants of Huperziaceae from Wuyi mountain

were determined by HPLC．The results showed that Hup A were found in all four species(both tWO genus)，with
the highest in Phlegmariurus petiolatus(0．15 1％)and lowest in Huperzia sutchueniana(0．016％)．Content compar．

isons of Hup A in Huperzia serrata(Thunb．ex Murray)Trey．var．10ngipetiolata(spring)H．M．Chang among 11

populations were carried out in this paper，which indicated that Wuping and Sanyuan population had good perform·

ance．Hup A in some species near Huperziaceae from this area were also determined．There is no Hup A in Lycopo．

diastrun casuarinoides．It is also suggested that excellent resources were exist in this area．
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石杉科植物是现存古老的蕨类植物类群之一，

生长缓慢、植株矮小，对生境要求苛刻，中国有该科

植物2属5组近50种⋯。石杉科植物普遍含有的

Hup A(石杉碱甲)是一种高效、可逆、高选择性的中

枢性乙酰胆碱酯酶抑制剂，具有治疗多种神经退行

性疾病的潜在作用，对于治疗中老年痴呆等具有良

好的疗效而倍受关注心3。目前很少有活性比天然

Hup A更好的衍生物和类似物，且在石杉植物组织

培养至今还难以突破的情况下，石杉天然植物仍然

是Hup A的重要来源旧41，因此，石杉科植物资源危

机最迫切需要攻克的难关，就是Hup A天然资源的

来源与替代问题”】。

武夷山脉是中国东南沿海最重要山脉，位于闽、

赣两省之间。山脉呈东北一西南走向，长约540km。

从南到北分北、中、南三段，地势北高南低。武夷山

脉植物资源丰富，生物多样性良好，地带性植被为常

绿阔叶林，有不少珍稀、古老树种，石杉科植物资源

在种类和储量上都有很好的研究与开发价值哺】。本
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研究实地采集并测定了武夷山脉4种石杉科植物及

其所在居群样品的Hup A含量，分析了不同属、种以

及广布种长柄石杉11个居群间Hup A分布特征；检

测了石杉科近缘种(石松科部分种)的Hup A含量，

为该地区合理保护与利用石杉碱甲资源提供了依据。

1材料与方法

1．1 材料

该地区的4种石杉科植物，包括石杉属的长柄

石杉[Huperzia serrata(Thunb．ex Murray)Trey．var．

10ngipetiolata(spring)H．M．Chang]和四川石杉[舭-

表1武夷山脉石杉科植物及不同居群问Hup A含量比较

perzia sutchueniana(Herter)Ching]，马尾杉属的有

柄马尾杉[Phlegmariurus petiolatus(C．B．Clarke)H．

S．Kung et L．B．Zhang]和华南马尾杉[Phlegmariurus

fordii(Bak．)Ching]。居群位置及采样信息见图1和

表1。采集时间均在4一lO月，尽可能取条件一致的

成熟植株，石杉样品由复旦大学药学院潘胜利教授鉴

定。江南卷柏(Selaginella moellendorfii Hieron)、卷柏

[Selaginella tamariscina(Beauv．)Spring]、石松科的垂

穗石松[Palhinhaea cerIlua(L．)Vasc．et Franeo]、

藤石松[Lyeopodiastrun casuarinoides(Spring)Holub

ex Dixit]等采集信息见表2。

Tablel Huperziaceae and different populations from Wuyi mountain screened for huperzine A
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图1 不同居群石杉植物样品采集图

Fig．1 Location of Wuyi mountain and

populations of Huperziaceae species evaluated

1．2试验方法

样品50℃烘干至恒重，粉碎备用。Agilentll00

HPLC(美国)，EYELA—N1001旋转蒸发仪(日本)。

Hup A对照品(浙江温岭制药厂，色谱纯)，酒石酸、

氯仿、氨水、醋酸铵为分析纯，甲醇为色谱纯，试验用

水均为超纯水。主要提取T艺和测定方法、条件参

照参考文献[7]。

1．2．1 提取工艺

1．2．1．1 提取工艺流程 石杉粉末(40日筛，约

39)一2％酒石酸浸泡24h一超声提取一过滤一调

pH至弱碱性一氯仿萃取除杂一旋转蒸浓缩。

1．2．1．2提取物测定液制备 将旋转蒸浓缩所得

提取浸膏，加入甲醇溶解并定溶至10ml，经微孔滤

膜(0．45“m)过滤待测。

1．2．2测定方法

1．2．2．1 色谱条件 色潜柱：Diamonisil⋯C18柱

(200mm×4．6ram，5¨m)；流动相：甲醇一0．8mol／L

醋酸铵缓冲液(30：70，pH=6．0)，流速1．0ml／min，

柱温为室温，检测波长308nm，进样量20ul。

1．2．2．2工作曲线 用Hup A对照品溶于甲醇，配

制成5、10、20、40、70、lOOmol／L标准溶液，按上述色

谱条件，在Agilentl 100上测定，建立浓度与峰面积

的回归方程：Y=32．8760x+0．1647(R2=0．9999)

线性范围：0～100mol／L。

1．2．2．3精密度试验 在上述色谱条件下，取某一

浓度的标准溶液，重复测定6次，以峰面积计1算RSD

得：0．836％。

2．2．4提取物含量测定 在上述色谱条件下，每个

植物样品设3个平行提取样组，每组连续进样2次，

依峰面积和回归方程汁算得tlup A含量。

2结果与分析

2．1 武夷山脉4种石杉科植物及不同居群间石杉

碱甲含量比较

4种石杉科植物及所在主要居群的石杉碱甲

含量比较见表1。表1显示，石杉碱甲在长柄石

杉、四川石杉、有柄马尾杉和华南马尾杉中均有分

布(部分样品与标准品HPLC图见图2)，石杉碱甲

含量顺序为：有柄马尾杉>长柄石杉>华南马尾

杉>四川石杉。数据表明，Hup A在两个属的分布

没有特异性，这和Ma等蟑1报道马尾杉属尤其是华

南马尾杉Hup A明显高于石杉属植物的结论不太

一致。

—二蜓
、 f) ／ H 9 f’n1113

图2 Hup A标准品与石杉总碱的HPLC色谱图

Fig．2 HPLC chromatogras of Hup A and total alkaiods

左：Hup A标准品；右：长柄石杉总碱(尤溪县溪尾乡)

L：reference substance：R：total alkalods of Huperzia serrata(Thunb．ex Murray)Trey

var．10ngipetiolata(From Youxi Xiwei)

在种的水平上，有柄马尾杉中含量特别突出，达

0．1510％，对该种3个居群多个样品反复测定，数据

显示其含量均比其他3种高出一个数量级。这与马

尾杉属中柳杉叶马尾杉(Phlegmariurus cryptomeria—

nus)有高生物碱含量种的报道类似’9。⋯。四川石杉

含量最低，为0．0146％，该值与湖南怀化产四川石

№≈，
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杉Hup A接近¨1，说明低Hup A是该种特征。长柄

石杉平均为0．0335％，华南马尾杉Hup A含量为

0．0218％。这些数据说明Hup A在种的水平上差

异明显，应该有一定的辅助分类意义。

2．2 Hup A在长柄石杉(千层塔)种内居群间变化特点

中药千层塔的原植物问题一直比较含糊，王峻

等¨¨将长柄石杉的中文名确定为千层塔，将“长柄

石杉”一词作为千层塔的中文异名。资源调查显

示，长柄石杉是武夷山脉石杉科从北到南的主要种

类，其分布和资源储量均占优势旧-。

本研究从武夷山脉的北段、中段和南段共选择了

长柄石杉11个自然居群进行Hup A含量测定和比

较，以研究其种内居群间Hup A含量变异情况。结果

显示种内不同居群间含量差别较大(表1)，其中以武

夷山脉南段的武平梁野山国家级自然保护区居群含

量最高，达0．0636％；中段的三元区中村乡莲花峰和

建宁闽江源两个居群次之，分别为0．0519％和

0．0416％；北段的江西资溪大觉山含量最低。结果表

明，武夷山脉长柄石杉不同自然居群间Hup A的含量

变异明显，且可以作为居群遗传特征之一。

植物次生代谢物含量的种内变异已有许多文献

报道，其中氰苷、酚类和单萜等物质在同种植物不同

自然居群间变异明显¨2d引。Goodger等¨43报道在相

对一致的生态环境等条件下，石杉植物Hup A和

Hup B含量具有很高的种内变异现象，并认为种内

变异是有遗传基础的。武夷山脉的不同居群间长柄

石杉Hup A含量变异明显说明该地区长柄石杉具

有一定的遗传多样性。物种遗传多样性越高，对环

境变化的适应能力越强，这可能也是长柄石杉分布

较广，资源储量较大的内在原因。

2．3石杉科近缘种石杉碱甲测定

石松科的藤石松含Hup A偶有报道¨5。。为此，

本研究对石杉科近缘种江南卷柏、卷柏、垂穗石松和

藤石松进行采集和Hup A测定。多次检测表明，该

地区的江南卷柏、卷柏、石松科的垂穗石松均不含

Hup A；而藤石松反复测定都有可疑的峰存在，提示

可能有Hup A或类似物存在(表2)。藤石松提取物

的HPLC图及与Hup A标准品对照见图3。为了证

表2部分石杉科近缘种石杉碱甲(或其他)测定结果

Table2 Hup A(or other)in some species near Huperziaceae from Sanming Area

种类Species 居群Population Hup A(％) 种类Species 居群Population Hup A或类似物(％)

江南卷柏 尤溪县溪尾乡0 藤石松 建宁县闽江源0．0031

泰宁县娥眉峰0 泰宁县娥眉峰0．0030

卷柏 将乐县龙栖山0 三元中村乡0．0039

垂穗石松 建宁县闽江源0 光泽县大觉山0．0052

——r———r———r———F———矿—1盂
(b)

图3藤石松、滕石松混加石杉碱甲标准品的HPLC色谱图

Fig．3 HPLC chromatogras of Hup A and total alkalods of

Lycopodiastrun casuarinoides

a：滕石松(建宁县闽江源)；

b：滕石松(建宁县闽江源)+石杉碱甲标准品(10斗g)

a：Lycopodiastrun casuarinoides(From Jianning country)；

b：bycopodiastrun casuarinoides(From Jianning country)

and reference substance(10ng)

明藤石松中与Hup A接近的疑似峰究竟是否是

Hup A，将Hup A标准品混加在藤石松样品内，并在

前述方法基础上适当改进流动相后进样，得到了图

3-b，该图清晰表明藤石松的疑似峰与Hup A标准品

峰不能重叠，证明了藤石松中的该成分并非石杉碱

甲。对该疑似峰的分离、纯化和结构鉴定等研究目

前正在进行中。

3讨论

3．1武夷山脉Hup A植物资源的总体评价

从Hup A含量的高低顺序上看，有柄马尾杉显

然应该是武夷山脉地区Hup A优良来源，但有柄马

尾杉大多生长在大的岩石上，生境极为特殊，且分布

稀少，储量极低，不宜成为栽培试验的首选。华南马

尾杉Hup A含量明显低于长柄石杉，生长环境多为

附生有苔藓的陡峭岩石，分布虽然较广，但生长条件

难以模拟，故也难以人工开发利用。11个长柄石杉
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居群的Hup A含量数据说明武夷山脉拥有良好的

Hup A植物资源。从资源和Hup A含量等指标的

综合评价来看，长柄石杉(千层塔)应成为当地合理

利用石杉资源的首选植物。

野外调查发现武平梁野山、建宁闽汀源、尤溪溪

尾乡偶见成片的长柄石杉植株存在，生态与群落学

研究表明这些区域的自然与生态环境保护良好，

Hup A检测显示这些居群含量较高，说明长柄石杉

植株生长良好与Hup A的累积呈一定正相关。这

些居群不但含量高，而且植株生物量大，可以考虑作

为石杉繁殖种源，并以这些居群生长环境条件作为

栽培和繁殖试验的参考参数。

石松科的藤石松等石杉以外类群是否含Hup A

是个令人感兴趣的问题。在石杉植物组织培养至今

还难以突破的情况下，如果能在石杉以外发现替代

的资源种类，对于解决石杉资源危机无疑有着重要

的意义。但本研究的结果证明藤石松的HPLC谱中

与石杉碱甲接近的疑似峰并不是石杉碱甲，对该化

合物的进一步研究目前正在进行中。

3．2 关于石杉科植物Hup A植化研究取样问

题探讨

石杉科植物的植化研究与资源评价的前提工作

之一是植物样品的采集与鉴定。在鉴定问题上，由

于石杉为低等蕨类植物，鉴定依据主要来自营养器

官信息，难度较大，极易混淆。例如，王峻等"1指出

多人曾把部分叶片边缘强烈皱曲的长柄石杉定名为

皱边石杉，若未仔细核对标本，极易造成鉴定失误。

本研究还特别对叶片边缘强烈皱曲和边缘极为圆滑

的长柄石杉进行Hup A测定，发现无明显差异。因

此，从植物化学角度支持叶片边缘强烈皱曲的长柄

石杉尚不存在种的特异性问题，更不是皱边石杉

(皱边石杉不含石杉碱甲)。It]。另一个是样品的采

集问题。石杉科植物多生长在人迹罕至的深山密

林，且大多分散分布，不易寻找，同时由于植株大多

矮小，一次采集植株生物量有限，因此，容易存在植

物样品不均一的问题。样品不均一主要包括采集季

节、海拔、坡向、生长状况等。另外，研究还发现，样
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品的保存、烘干、研磨与测定时间间隔，均会不同程

度影响测定值，这些问题在石杉研究中也要注意。
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