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应用 ＨＰＬＣ色谱技术进行柃属植物化学分类学研究

石祥刚，李成仁，李凯凯，叶创兴
（中山大学生命科学学院，广东 广州 ５１０２７５）

摘　要：利用高效液相色谱 （ＨＰＬＣ）技术对２４种１变种柃属植物２８份样品的化学成分进行检测，并以各样
品中色谱峰的相对保留时间对柃属植物的特征化学成分进行标记，最终统计到２３个特征色谱峰用于化学分类研
究。结果显示，柃属植物色谱峰在种内稳定出现，在种间则呈现多样性，可用于物种的鉴别。为进一步探讨种

间亲缘关系及部分种的具体分类学地位，研究同时还采用ＵＰＧＭＡ法和ＮＪ法对色谱峰进行聚类分析，并根据两
种聚类树型图讨论了化学成分的分类学意义。研究结果表明 ＨＰＬＣ色谱技术具有快捷性、直观性和重现好的特
点，可作为一种理想的标记用于柃属植物的分类鉴定。此外，本研究还能为柃属进一步的资源利用研究提供重

要的参考。
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　 　 柃 属 （Ｅｕｒｙａ Ｔｈｕｎｂ．） 隶 属 于 山 茶 科
（Ｔｈｅａｃｅａｅ），目前共约１３０余种，为山茶科第二大
属，主要分布于亚洲热带和亚热带地区、夏威夷群

岛及西南太平洋各岛屿。我国有８４种１４变种，分
布于长江流域以南各省区，是我国热带、亚热带常

绿阔叶林下常见林木［１－２］。柃属植物因其具单性花

而明显不同与山茶科其他各属，在本科系统演化上

具有重要地位。国内对于柃属的研究，前期仅限于

新分类群的整理和报道［３－４］。１９６６年，林来官对
国产柃属植物作了全面的修订，强调雄花花药是否
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具分格的性状特征，并据此把我国柃属植物分为格

药柃组和真柃组２组［５］。我们在研究中发现，本

属植物花通常细小，结构差异不显著，种间鉴别非

常困难，加上普遍花期较短，并且雄花很快脱落，

完全依赖花的结构来鉴定物种常常受到制约。再

者，近年来雄花花药无格的类群中发现了亲缘关系

极近的花药具格的种类［６］，这一结果也提示柃属

内部分物种的分类地位是不明确的。因此，寻找多

学科实验手段对柃属植物进行系统分类学研究已成

为本属植物进一步研究的必然要求。植物化学分类

是植物分类学与植物化学相互补充的一门实验分类

学科，在解决一些科属分类学疑难问题上发挥着重

要作用［７－８］。近１０年来，由于研究方法及设备的
完善，化学分类研究也转向于全面分析植物所含的

有效成分，高效液相色谱法是用得最为广泛的一种

方法，ＨＰＬＣ图谱能够直观显示生物体中的化学信

息，结合相关聚类分析软件，已在物种的鉴别上获

得成功，在探讨近缘类群的系统关系方面发挥着越

来越多的作用［９－１０］。

鉴于柃属植物的化学分类研究尚属空白，本研

究尝试采用ＨＰＬＣ色谱法对柃属植物的主要化学成
分进行标记分析，并进一步探讨其分类学意义，以

期为柃属植物种类的鉴别和系统学研究提供新的证

据和线索。

１　材料和方法
１１　实验材料

本研究共涉及柃属植物２４种１变种共计２８个
样品，涵盖了国产柃属植物２组８系的主要形态类
群，所有实验材料均采自于同一季节 （１０－１１月
份），具体材料来源见表１，凭证标本均存放于中
山大学植物标本室 （ＳＹＳ）。

表１　植物化学分类实验材料及其来源
Ｔａｂｌｅ１　ｓｏｕｒｃｅｓｏｆｐｌａｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓｕｓｅｄｆｏｒｃｈｅｍｏｔａｘｏｎｏｍｙ

类群 凭证标本 采集地

格药柃组 Ｓｅｃｔ．Ｍｅｒｉｓｔｏｃｈｅｃａ
华南毛柃ＥｃｉｌｉａｔａＭｅｒｒ． 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１４０（ＳＹＳ） 海南五指山ＨａｉｎａｎＷｕｚｈｉｓｈａｎ
长毛柃 ＥｐａｔｅｎｔｉｐｉｌａＣｈｕｎ 凡强ＦａｎＱ８２５０（ＳＹＳ） 广西金秀ＧｕａｎｇｘｉＪｉｎｘｉｕ
二列叶柃ＥｄｉｓｔｉｃｈｏｐｈｙｌｌａＨｅｍｓｌ． 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１３６（ＳＹＳ） 广东信宜ＧｕａｎｇｄｏｎｇＸｉｎｙｉ
毛果柃 Ｅ．ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａＫｏｒｔｈａｌｓ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１５５（ＳＹＳ） 云南贡山ＹｕｎｎａｎＧｏｎｇｓｈａｎ
尖萼毛柃 ＥａｃｕｔｉｓｅｐａｌａＨｕｅｔＬｉｎｇ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０８５（ＳＹＳ） 广西临桂ＧｕａｎｇｘｉＬｉｎｇｕｉ
尖叶毛柃 ＥａｃｕｍｉｎａｔｉｓｓｉｍａＭｅｒｒｅｔＣｈｕｎ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１３２（ＳＹＳ） 广东封开ＧｕａｎｇｄｏｎｇＦｅｎｇｋａｉ
披针叶毛柃Ｅ．ｈｅｎｒｙｉＨｅｍｓｌ． 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０６７（ＳＹＳ） 云南马关ＹｕｎｎａｎＭａｇｕａｎ
微心叶毛柃Ｅ．ｓｕｂｃｏｒｄａｔａＨｕｅｔＬｉｎｇ 凡强ＦａｎＱ８３８５（ＳＹＳ） 云南麻栗坡ＹｕｎｎａｎＭａｌｉｐｏ
肖樱叶柃Ｅ．ｐｓｅｕｄｏｃｅｒａｓｉｆｅｒａＫｏｂｕｓｋｉ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１５６（ＳＹＳ） 云南贡山ＹｕｎｎａｎＧｏｎｇｓｈａｎ
大花柃Ｅ．ｍａｇｎｉｆｌｏｒａＭａｏ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０６５（ＳＹＳ） 云南马关ＹｕｎｎａｎＭａｇｕａｎ
坚桃叶柃Ｅ．ｐｅｒｓｉｃａｅｆｏｌｉａＧａｇｎｅｐ． 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１７９（ＳＹＳ） 云南屏边ＹｕｎｎａｎＰｉｎｇｂｉａｎ
景东柃ＥｊｉｎｔｕｎｇｅｎｓｉｓＨｕｅｔＬｉｎｇ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１６８（ＳＹＳ） 云南景东ＹｕｎｎａｎＪｉｎｇｄｏｎｇ
四角柃 ＥｔｅｔｒａｇｏｎｏｃｌａｄａＭｅｒｒｉｌｌｅｔＣｈｕｎ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０６９（ＳＹＳ） 云南马关ＹｕｎｎａｎＭａｇｕａｎ
凹脉柃 ＥｉｍｐｒｅｓｓｉｎｅｒｖｉｓＫｏｂｕｓｋｉ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０７５（ＳＹＳ） 广西临桂 ＧｕａｎｇｘｉＬｉｎｇｕｉ
真柃组Ｓｅｃｔ．Ｅｕｒｙａ
岗柃 ＥｇｒｏｆｆｉｉＭｅｒｒ． 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０１３（ＳＹＳ） 云南金平ＹｕｎｎａｎＪｉｎｐｉｎｇ
偏心叶柃Ｅ．ｉｎａｅｑｕａｌｉｓＨｓｕ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１７８（ＳＹＳ） 云南屏边ＹｕｎｎａｎＰｉｎｇｂｉａｎ
米碎花ＥｃｈｉｎｅｎｓｉｓＲ．Ｂｒ．－１ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０７２（ＳＹＳ） 广东新丰ＧｕａｎｇｄｏｎｇＸｉｎｆｅｎｇ
米碎花Ｅ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓＲ．Ｂｒ．－２ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１２１（ＳＹＳ） 广西上思ＧｕａｎｇｘｉＳｈａｎｇｓｉ
细齿叶柃 ＥｎｉｔｉｄａＫｏｒｔｈａｌｓ－１ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１２９（ＳＹＳ） 广东封开ＧｕａｎｇｄｏｎｇＦｅｎｇｋａｉ
细齿叶柃 ＥｎｉｔｉｄａＫｏｒｔｈａｌｓ－２ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１２５（ＳＹＳ） 广东珠海ＧｕａｎｇｄｏｎｇＺｈｕｈａｉ
卵叶柃Ｅ．ｏｖａｔｉｆｏｌｉａＣｈａｎｇ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１４１（ＳＹＳ） 海南五指山ＨａｉｎａｎＷｕｚｈｉｓｈａｎ
红褐柃ＥｒｕｂｉｇｉｎｏｓａＣｈａｎｇ 廖文波ＬｉａｏＷＢ６１００２０（ＳＹＳ） 广东龙门ＧｕａｎｇｄｏｎｇＬｏｎｇｍｅｎ
窄基红褐柃ＥｒｕｂｉｇｉｎｏｓａｖａｒａｔｔｅｎｕａｔａＣｈａｎｇ－１ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１３３（ＳＹＳ） 广东封开ＧｕａｎｇｄｏｎｇＦｅｎｇｋａｉ
窄基红褐柃ＥｒｕｂｉｇｉｎｏｓａｖａｒａｔｔｅｎｕａｔａＣｈａｎｇ－２ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１０６（ＳＹＳ） 广西融水ＧｕａｎｇｘｉＲｏｎｇｓｈｕｉ
隆林耳叶柃ＥｌｕｎｇｌｉｎｇｅｎｓｉｓＨｕｅｔＬｉｎｇ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１２４（ＳＹＳ） 广西隆林ＧｕａｎｇｘｉＬｏｎｇｌｉｎ
腺柃 ＥｇｌａｎｄｕｌｏｓａＭｅｒｒ． 石祥刚ＳｈｉＸＧ３１３８（ＳＹＳ） 广东信宜ＧｕａｎｇｄｏｎｇＸｉｎｙｉ
短柱柃 ＥｂｒｅｖｉｓｔｙｌａＫｏｂｕｓｋｉ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０９８（ＳＹＳ） 广西临桂ＧｕａｎｇｘｉＬｉｎｇｕｉ
微毛柃 ＥｈｅｂｅｃｌａｄｏｓＬｉｎｇ 石祥刚ＳｈｉＸＧ３０７３（ＳＹＳ） 广西桂林ＧｕａｎｇｘｉＧｕｉｌｉｎ
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１２　方法
供试样品溶液的制备：取适量植物叶片于

６０℃烘干，磨成粗粉。称取干燥、粉碎样品０３ｇ
置于５０ｍＬ锥形瓶中，加入沸水５０ｍＬ；９０℃下恒
温水浴３０ｍｉｎ，每５ｍｉｎ振摇一次使提取均匀；水
浴后取出放冷至室温，用微孔膜过滤后定容至１００
ｍＬ作为供试样品。

色谱条件：色谱柱：ＳｕｐｅｌｃｏＤｉｓｃｏｖｅｒｙＲＰＡｍ
ｉｄｅＣ１６柱 （２５ｃｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相 Ａ：
ｗ＝００５％磷酸水溶液；流动相 Ｂ：乙腈；梯度条
件：０～４０ｍｉｎ，流动相 Ｂ１０％～３０％；４０～４８
ｍｉｎ，流动相 Ｂ３０％；柱温：３５℃，检测波长：
２１０ｎｍ。

参照物的选择：因为缺乏相应的标准品，我们

选择供试材料中的一个典型物种坚桃叶柃 Ｅ
ｐｅｒｓｉｃａｅｆｏｌｉａ的色谱峰作为对照 （图１），其色谱峰
中保留时间为 １６７，１９２，２０６，４２９，４６８ｍｉｎ
的５个色谱峰峰形稳定，与其他峰分离良好，在所
有样品中有规律的出现，并且保留时间适中，故采

用这５个峰作为参照物峰，以考察不同材料的保留
时间。

图１　柃属植物参照物ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ

ｉｎｔｈｅｇｅｎｕｓＥｕｒｙａ

样品测定：精密吸取供试样品及参照物样品溶

液各２０μＬ注入高效液相色谱仪中，按照确定的色
谱条件进行实验。

方法学考察：取本属代表物种坚桃叶柃

Ｅｐｅｒｓｉｃａｅｆｏｌｉａ样品提取溶液，按上述提取方法、色
谱条件和测定方法，进行精密度试验。ＨＰＬＣ色谱
图结果表明，共有峰指纹峰保留时间和相对峰面积

ＲＳＤ值均小于３０％，表明该图谱方法精密度符合
要求。此外，不同实验日期及不同批次提取溶液的

各共有峰相对保留时间和相对峰面积比值无明显变

化 （ＲＳＤ值分别为 １２５％～１５８％和 １９２％～
２３３％），说明本方法稳定且具有重现性，可进行
指纹图谱分析。

２　研究结果
２１　ＨＰＬＣ图谱的直观结果及化学性状的选取

在本实验的色谱条件下，检测样品中的全部化

学成分可以在 ５０ｍｉｎ内检测完毕，２８个样品的
ＨＰＬＣ色谱图如图２所示，所有样品色谱图整体面
貌相似，各主要成分分离良好。根据参照样品坚桃

叶柃色谱峰的出峰时间，将各样品检测到的色谱峰

进行初步确认，把所有样品各色谱峰的保留时间从

小到大排列起来，每个保留时间对应的峰标记为一

种化学成分，记录其具体保留时间和峰面积，获得

柃属植物化学成分的原始数据，为避免过多干扰，

本研究没有将一些保留时间不确定的色谱峰统计在

内，最终确定出２３个化学成分，其编号及相对保
留时间如下：１：４７ｍｉｎ；２：５０ｍｉｎ；３：９２
ｍｉｎ；４：９７ｍｉｎ；５：１０３ｍｉｎ；６：１６９ｍｉｎ；７：
１８５ｍｉｎ；８：１９４ｍｉｎ；９：２０８ｍｉｎ；１０：２１６
ｍｉｎ；１１：２７３ ｍｉｎ；１２：２７７ ｍｉｎ；１３：２９９
ｍｉｎ；１４：３０４ ｍｉｎ；１５：３０９ ｍｉｎ；１６：３１６
ｍｉｎ；１７：３２６ ｍｉｎ；１８：３４２ ｍｉｎ；１９：３６６
ｍｉｎ；２０：４１３ ｍｉｎ；２１：４２３ ｍｉｎ；２２：４２８
ｍｉｎ；２３：４６８ｍｉｎ。其中６、８、９、２２、２３号峰为
柃属植物典型峰，在大部分样品中均有规律的出

现，并且峰形稳定，峰面积相对较大，为柃属植物

主要化学成分。

２２　化学成分的聚类结果
在ｗａｔｅｒｓ色谱工作站下进一步对色谱峰比较分

析发现，同一物种不同产地或不同生态型的材料在

化学成分的含量上有高低不同变化，但化学成分的

有无特性则保持相对稳定 （见图２中所示窄基红
褐柃、米碎花与细齿叶柃３个物种的不同样品）。
因此为进一步探讨柃属植物化学成分的分类学意

义，本研究将所选定的化学成分进行标准化处理

（Ｒａｎｇｅ０ｔｏ１），具体编码数据矩阵见表２。
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图２　柃属２８个样品的ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ２８ｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｈｅｇｅｎｕｓＥｕｒｙａ

表２　２３种化学成分矩阵

Ｔａｂｌｅ２Ｍａｔｒｉｘｏｆ２３ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

类群 化学成分编码

格药柃组 ＳｅｃｔＭｅｒｉｓｔｏｃｈｅｃａ
华南毛柃Ｅｃｉｌｉａｔａ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
长毛柃Ｅｐａｔｅｎｔｉｐｉｌａ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０
二列叶柃Ｅｄｉｓｔｉｃｈｏｐｈｙｌｌａ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０ ０
毛果柃Ｅｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ ０ １ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ １ １
尖萼毛柃Ｅａｃｕｔｉｓｅｐａｌａ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ １ １ １ １ １ ０
尖叶毛柃Ｅａｃｕｍｉｎａｔｉｓｓｉｍａ １ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ １
披针叶毛柃Ｅｈｅｎｒｙｉ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ １ ０
微心叶毛柃Ｅｓｕｂｃｏｒｄａｔａ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０
肖樱叶柃Ｅｐｓｅｕｄｏｃｅｒａｓｉｆｅｒａ １ １ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ １
大花柃Ｅｍａｇｎｉｆｌｏｒａ １ １ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ １ １ ０ ０ １ １
坚桃叶柃Ｅｐｅｒｓｉｃａｅｆｏｌｉａ １ ０ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ ０ １ １ １ １ １ １
景东柃Ｅｊｉｎｔｕｎｇｅｎｓｉｓ １ ０ ０ ０ １ ０ １ １ １ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０
四角柃Ｅｔｅｔｒａｇｏｎｏｃｌａｄａ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０
凹脉柃Ｅｉｍｐｒｅｓｓｉｎｅｒｖｉｓ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ ０
真柃组ＳｅｃｔＥｕｒｙａ
岗柃Ｅｇｒｏｆｆｉｉ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １
偏心叶柃Ｅｉｎａｅｑｕａｌｉｓ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １ １
米碎花Ｅｃｈｉｎｅｎｓｉｓ－１ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １
米碎花Ｅｃｈｉｎｅｎｓｉｓ－２ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １
细齿叶柃Ｅｎｉｔｉｄａ－１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０
细齿叶柃Ｅｎｉｔｉｄａ－２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０
卵叶柃Ｅｏｖａｔｉｆｏｌｉａ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ ０
红褐柃Ｅｒｕｂｉｇｉｎｏｓａ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ １ １ ０
窄基红褐柃Ｅｒｕｂｉｇｉｎｏｓａｖａｒａｔｔｅｎｕａｔａ－１ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ １ １ ０
窄基红褐柃Ｅｒｕｂｉｇｉｎｏｓａｖａｒａｔｔｅｎｕａｔａ－２ ０ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ １ １ ０
隆林耳叶柃Ｅｌｕｎｇｌｉｎｇｅｎｓｉｓ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０
腺柃Ｅｇｌａｎｄｕｌｏｓａ ０ ０ １ １ １ ０ １ １ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０
短柱柃Ｅｂｒｅｖｉｓｔｙｌａ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０
微毛柃Ｅｈｅｂｅｃｌａｄｏｓ １ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０
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图３　柃属基于化学成分的ＵＰＧＭＡ聚类图
Ｆｉｇ３　ＵＰＧＭＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆＥｕｒｙａｂａｓｅｄｏｎｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

图４　柃属基于化学成分的ＮＪ聚类图
Ｆｉｇ４　ＮＪｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆＥｕｒｙａｂａｓｅｄｏｎｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

　　将表２将所得矩阵分别采用 ＵＰＧＭＡ法和 ＮＪ
法进行聚类分析，所得聚类树形图如图３和图４所
示。

ＵＰＧＭＡ聚类树形图显示根据化学成分可将研
究的柃属植物分为４个分支：第 Ｉ分支包括华南毛
柃、腺柃、隆林耳叶柃、卵叶柃、红褐柃、窄基红

褐柃、二列叶柃、披针叶毛柃８个种类；第 ＩＩ分
支包括长毛柃、微心叶毛柃、短柱柃、景东柃、四

角柃、凹脉柃、微毛柃、细齿叶柃 ８个种类；第
ＩＩＩ分支包括毛果柃、大花柃、坚桃叶柃、尖萼毛
柃、岗柃和肖樱叶柃６个种类；第 ＩＶ分支包括尖

叶毛柃、米碎花、偏心叶柃４个种类。
ＮＪ聚类图与 ＵＰＧＭＡ聚类图相似，近缘种的

分支两个聚类图基本相同，如微心叶毛柃、短柱

柃、景东柃，华南毛柃、隆林耳叶柃、腺柃，卵叶

柃、红褐柃、窄基红褐柃，偏心叶柃、岗柃、肖樱

叶柃、大花柃、坚桃叶柃这些分支。

综合两种聚类图结果，化学成分分析所得种间

关系和柃属现有的分类安排有一定关联，特别是在

近缘类群方面表现突出，能较好解释部分种的亲缘

关系，但并不能很好地解决柃属属内系统演化路

线。
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３　讨　论
３１　ＨＰＬＣ图谱在柃属分类学研究中的可行性

作为山茶科的第二大属，长期以来，柃属植物

的分类学研究主要以形态性状为主，缺乏从实验数

据中获取分类依据的相关研究。鉴于植物物种的变

异式样和进化关系呈现出错综复杂的现象，就不能

单凭某些证据完全了解和掌握，综合利用各方面的

信息才有可能得到符合客观实际的结论。植物的化

学成分是植物生理化学特性演化路线的内在表现，

每一个种与其在遗传上有联系的种共同分享它们的

生理化学特征，这正是化学分类研究的理论基

础［１１］。作为目前化学分类研究中用得最为广泛的

一种测定方法，ＨＰＬＣ色谱图能够直观显示生物体
中的化学信息，与基于分子标记的 ＤＮＡ指纹图谱
研究类似，ＨＰＬＣ图谱其本质正是对化学成分的一
种显性标记，能够对物种进行辅助鉴别，选择合适

的聚类分析软件，可用于探讨种间亲缘关系［１２－１４］。

目前ＨＰＬＣ图谱方法尚未引入到柃属植物研究
领域，我们参考了本实验室在对同科植物茶的研究

中建立的 ＨＰＬＣ图谱相关技术［１５］，并在其基础上

对色谱条件进行多次调整和优化，最终建立了适合

于柃属植物的ＨＰＬＣ标记方法，结果表明，在此条
件下柃属植物叶水提取物中的化学信息丰富，各主

要色谱峰保留时间适中，分离度较好，基线平稳，

能明确标记柃属植物叶中的主要化学成分。

由于缺乏相应的标准品，ＨＰＬＣ图谱中的各色
谱峰对应的化合物没有得到确认，但这并不妨碍根

据保留时间进行化学成分的显性标记，本研究是基

于化学性状显性标记的原理并结合聚类软件进行化

学分类分析的一种尝试和探索。对于聚类分析的数

据处理，我们还尝试利用原始数据直接进行分类，

但效果并不理想，因为同一物种因产地的不同，其

化学成分的含量常有大幅的变化，为消除变量变化

幅度的影响，研究中将原始数据进行标准化处理。

从研究结果来看，该方法在柃属内是切实可行的，

并且具有操作简单快捷、重现好的特点，可为本属

物种分类研究提供重要参考。

３２　ＨＰＬＣ图谱在柃属植物中的分类学意义
柃属是山茶科中较为特殊的一个类群，种间差

异不显著，已有的分子数据表明，柃属的叶绿体基

因在种间几无变异，核基因 ＩＴＳ序列种间距离为０
～１６［１６］，在探讨系统发育中存在不足，因此，挖
掘其他实验数据的分类学意义是十分必要的。本研

究结果表明，ＨＰＬＣ图谱具有直观性和可重现性，

化学成分对应的色谱峰在种内稳定出现，在种间呈

现多样性，特别是１、２、６、８、９、２２、２３这７个
色谱峰在柃属内有规律的出现，应为本属主要化学

成分，适合用于物种的辅助鉴别。一些在形态学上

较难区分的种类，在ＨＰＬＣ图谱上也有着明显的区
别。如毛果柃、尖萼毛柃和尖叶毛柃这三个种，从

形态特征上来看，这３个种非常相似，区别仅在于
花的一些细微结构上，毛果柃和尖萼毛柃雄花花药

具格，而尖叶毛柃花药无格，若无雄花，很难准确

鉴定这３个物种。而从ＨＰＬＣ图谱来看，毛果柃与
尖萼毛柃的色谱峰更为接近，都具有９、１２、１６这
几个峰，相反，尖叶毛柃则无，此外，毛果柃与尖

叶毛柃均具有２３号峰，而尖萼毛柃则无此峰，因
此，结合这几个特征峰，即使只有叶片，也可以很

容易且直观地将这３个种区别开来。同样的例子也
存在于其他近缘种，如卵叶柃与窄基红褐柃等。本

研究表明，借助于ＨＰＬＣ法建立的指纹图谱可作为
鉴定物种的一种简便而行之有效的辅助方法，在应

用上有着其他手段不可替代的作用。

两种聚类树形图的结果表明化学成分在分析柃

属近缘种类方面具有一定优势，如卵叶柃、红褐柃

和窄基红褐柃、二列叶柃和披针叶毛柃，长毛柃与

微心叶毛柃、四角柃与凹脉柃，毛果柃和尖萼毛

柃、大花柃与坚桃叶柃等亲缘关系极近的物种在化

学分类方面均得到了较好的聚类，特别是毛果柃与

尖萼毛柃聚在了同一分支，尖叶毛柃则聚在了另一

分支，与形态学证据相吻合。当然，化学分类在柃

属种类的亲缘关系的比较上亦具有一定的局限性，

一些亲缘关系较近的种类并没有得到很好的聚类，

如细齿叶柃及米碎花是两个亲缘关系较近的种类，

在化学性状聚类图上分别聚到了不同分支上。整体

上看来，化学分类的结果与形态学结果相比，既有

相似之处又存在一定的矛盾，这也恰恰表明植物的

系统演化是一个复杂的过程，不同性状之间的演化

存在不同步性。总之，柃属植物化学分类结果能在

一定程度上弥补形态学的不足，在本属系统分类研

究上具有重要意义。

为了进一步探讨柃属植物内化学成份的稳定

性，本研究还同时对不同产地且形态变异较大种类

作了对照研究，如米碎花、细齿叶柃、窄基红褐柃

等种，这些种不同分布地的类群在外部形态上有着

较大的生态变异，如米碎花存在大叶型 （Ｅ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ１）与小叶型 （Ｅｃｈｉｎｅｎｓｉｓ２）两种生态
变异，细齿叶柃存在厚叶粗齿型 （Ｅｎｉｔｉｄａ１）与
薄叶细齿型 （Ｅｎｉｔｉｄａ２）两种变异，窄基红褐柃
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在叶基上均有着不同变异。所得结果表明，柃属植

物内化学成分种类的有无在种内表现为较高的稳定

性，各物种均得到了较好的聚类结果。

值得注意的是，柃属植物还是一种稀有药用植

物，体外抗肿瘤活性研究发现，从本属植物叶中提

取的苯丙素苷类化合物对人原髓细胞白血病癌细胞

（ＨＬ－６０）及小鼠巨噬细胞瘤细胞 （ＲＡＷ２６４７）
具有明显抑制作用，近年来相关研究多有报

道［１７－１８］。柃属植物在我国具有丰富的野生资源，

在我国分布的８４种柃属植物中，约有６３种为我国
特有分布，占总数的７５％，蕴藏着极为丰富的野
生可利用资源，因此，本研究有关柃属ＨＰＬＣ图谱
研究不仅可以用于柃属物种鉴别、种间亲缘关系和

分类的探讨，还可以为本属种质资源的开发利用提

供重要的参考。
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