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小花鬼针草的毛细管电泳特征图谱研究
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摘要  目的: 建立不同产地小花鬼针草药材的毛细管指纹图谱相似度的研究方法。方法:采用毛细管区带电泳法, 以 50 mm o l

# L- 1硼砂水溶液– 100 mmo l# L- 1硼酸水溶液 ( 2B1)为背景电解质 ( BGE)溶液, 运行电压 20 kV, 紫外检测波长 254 nm, 流体

力学进样 10 s(压力, 5 @ 103 Pa);记录小花鬼针草的毛细管电泳特征图谱; 并以 /中药色谱指纹图谱相似度评价系统 ( 2004 A

版 ) 0相似度计算软件和 / SPSS计算软件0进行评价。结果: 将 28批药材分为 3类, 其分类情况基本与产地相符合,在方法的

精密度、重复性及稳定性试验中, 各特征峰的相对迁移时间的 RSD小于 6% , 相对峰面积的 RSD小于 10%。结论: 2种评价方

法的结果基本一致, 说明本方法能够有效评价小花鬼针草药材的相似性, 由分类结果可以看出, 不同产地的药材存在差异性。
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Abstract Objective: To deve lop amethod to study the specific chrom atogram sim ilarity o fB idens parvif loraW illd.

from different area byHPCE.M ethod: The background e lectro lyte ( BGE) w as a 0105mo l# L
- 1

sodium borate so-

lut ion ( add 50% 0110mo l# L
- 1
borate so lut ion); The UV detection w ave length w as 254 nm and a vo ltage of 20

kV was applied; And evaluated w ith the sim ilarity evaluat ion system for chrom atographic f ingerprint o fTCM ( Version

2004A ) and the evaluation system of SPSS. Results: The 28 batchesw ere div ided into 3 types, wh ich perfectly con-

sisten tw ith the d istribution by areas; The CE specif ic chrom atogram had acceptable prec ision and reproducib ility

w ith the RSD o f the relat ive m igration time less than 6% and the RSD of the re lative peak area less than 10%.

Conc lusions: The evalua tions by tw o d ifferent methods w ere sim ilar, and from which w e can speculate that th is

method can e ffect ively evaluated the sim ilarity ofB idens parvif loraW illd. from different areas.

K ey words:B idens parvif loraW illd. ; cap illary electrophoresis ( CE) ; spec ific chrom atogram

  小花鬼针草 ( B idens parvif loraW illd. )为菊科鬼

针草属植物,药用部位为干燥全草, 具有清热解毒、

散瘀消肿的功效,主治咽喉肿痛、泄泻、痢疾,近年来

有临床研究表明鬼针草合剂治疗前列腺增生有明显

的效果,用鬼针草液还可以治疗慢性前列腺炎
[ 1 ~ 3 ]
。

文献报道从小花鬼针草中已分离得到黄酮类、酚酸

类、脂溶性、挥发性类等化合物,其中以黄酮类化合

物最常见
[ 4, 5]
。中药的色谱特征图谱质量控制技术

是对中药进行整体、宏观分析的有效手段,其中应用

最多的是 HPLC特征图谱, 但中药提取物常损害色

谱柱,消耗大量的有毒有机溶剂,导致 HPLC特征图

谱法分析成本高且污染环境; 而毛细管电泳法因其

低消耗、无污染、柱效高、样品处理简单而日益受到

重视
[ 6, 7]
。本课题组在抗前列腺增生细胞活性筛选

中,发现小花鬼针草 60%乙醇水溶液提取物具有较

强的抑制前列腺癌细胞 ( LnC ap细胞 )分泌前列腺特

异性抗原 ( PSA )活性 ( 100 Lg# mL
- 1
, 抑制率 IR =

0154)。本文以毛细管区带电泳法对小花鬼针草药
材的 60%乙醇水溶液提取物进行毛细管电泳特征

图谱的初步研究, 用于小花鬼针草药材质量的有效
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评价。

1 仪器与试药

HP
3D
CE高效毛细管电泳仪 (美国安捷伦科技

有限公司 ), G1600- 60210石英毛细管 (美国安捷伦

科技有限公司 ), PTS - 1002超声仪 (深圳博达超声

设备有限公司 )。

硼酸 (广东汕头市西陇化工厂 )、硼砂 (广东汕

头市西陇化工厂 )、氢氧化钠 (广州化工分厂 )、磷酸

二氢钠 (广州化工分厂 )、磷酸氢二钠 (广州化工分

厂 )均为分析纯, 甲醇 (天津四友公司 )、乙腈 (M erck

公司 )为色谱纯, 水 (M illipore- Q自制超纯水 ); 对

照品芦丁、水杨酸、金丝桃苷均购自中国药品生物制

品检验所; 批号分别为 100080 - 200306, 100106 -

200303, 111521- 200303。

小花鬼针草药材分别采自辽宁、黑龙江、吉林、

山东、山西、甘肃、陕西、河南、四川、重庆、广西、广东

等 28个产地,经沈阳药科大学生药教研室吴立春高

级工程师鉴定为小花鬼针草药材。

2 溶液的制备
211 供试品溶液  将 28批不同产地的小花鬼针草

药材于 60 e 下干燥 30 m in, 剪碎, 分别精密称取

510 g, 加 60%乙醇水溶液 100 mL加热回流提取 2

次,提取液合并,滤纸过滤, 滤液减压浓缩至 80mL,

静置 24 h,滤纸过滤, 滤液再减压浓缩至干, 残渣用

甲醇 20mL溶解,并转移至 25mL量瓶中,用甲醇定

容至刻度, 然后用 0145 Lm微孔滤膜过滤, 取续滤
液备用。

212 对照品溶液  另取对照品水杨酸、芦丁和金丝

桃苷适量,精密称定, 分别加水溶解并定量稀释成每

1 mL约含 100 Lg的单一成分溶液, 精密吸取上述

单一成分溶液各 10 mL,置同一 50mL量瓶,加水稀

释至刻度,即得。

3 电泳条件
G1600- 60210石英毛细管 ( 6415 cm @ 50 Lm,

有效长度 56 cm, 美国安捷伦科技有限公司 ) ,以 50

mo l# L
- 1
硼砂溶液– 100 mmo l# L

- 1
硼酸溶液 ( 2B

1)为背景电解质 ( BGE )溶液,运行电压为 20 kV,紫

外检测波长 254 nm,流体力学进样 10 s (压力, 5 @

10
3
Pa)。每次进样前先用 0110 mmol# L

- 1
氢氧化

钠溶液冲洗毛细管 5m in, 再用去离子水冲洗 3m in,

用 BGE溶液平衡 8 m in后进样分析。

4 图谱中色谱峰的归属

将 / 20项下配制的供试品溶液及对照品溶液分

别进样分析,记录电泳图 (见图 1); 与对照品溶液的

迁移时间比较, 指认出供试品溶液中迁移时间为

9146 m in的峰为芦丁, 10135 m in的峰为水杨酸,
11122 m in的峰为金丝桃苷, 3个峰的理论塔板数分
别为 207283, 22672, 105835。由于芦丁与相邻组分

均达到基线分离,其峰面积及迁移时间适中,因此被

选为小花鬼针草 CEFP的参照物峰。

图 1 供试品溶液 ( A )和对照品溶液 ( B )的毛细管电泳图

F ig 1 E lectropherogram s of samp le from L iaon ing Chaoyang ( A ) and

reference sub stances ( B )

11芦丁 ( rut in)  21水杨酸 ( salicylic acid)  31金丝桃苷 ( hypero-

side)

5 方法学考察

511 精密度试验  按 / 30项下所述电泳条件将辽

宁朝阳产小花鬼针草药材供试品溶液连续进样 5

次,记录电泳色谱图。结果各特征峰相对迁移时间

的 RSD小于 318% ,相对峰面积的 RSD小于 7% ,表

明进样精密度合格。

512 稳定性试验  按 / 30项下所述电泳条件将辽

宁朝阳产的小花鬼针草药材供试品溶液每隔 2 h间

断进样 5次,记录电泳色谱图。结果各特征峰相对

迁移时间的 RSD小于 6% ,相对峰面积的 RSD小于

816% ,表明供试品溶液基本稳定。

513 重复性试验  将按 / 30项所述方法制备的辽宁

朝阳产小花鬼针草的供试品溶液 5份, 依次进样分

析,记录电泳色谱图。结果各特征峰相对迁移时间的

RSD小于 412%,相对峰面积的 RSD小于 10%, 表明

本方法的重复性基本满足特征图谱的要求。

6 小花鬼针草毛细管电泳特征图谱的分析

611 运用 /中药色谱指纹图谱相似度评价系统

( 2004 A版 ) 0相似度计算软件进行分析  将 28批

不同产地的小花鬼针草药材供试品溶液分别在毛细

管电泳仪上分析, 记录电泳色谱图,其中辽宁抚顺、

辽宁朝阳、河南焦作、吉林通化 4个产地的小花鬼针

草的电泳图见图 2。通过国家药典委员会颁布的

)180) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 2)



/中药色谱指纹图谱相似度评价系统 ( 2004 A版 ) 0
软件

[ 8]
计算 28批不同产地的小花鬼针草毛细管电

泳特征图谱的相似度,结果见表 1。

图 2 辽宁抚顺 (A )、辽宁朝阳 ( B )、河南焦作 ( C )、吉林通化 ( D)产小

花鬼针草药材的毛细管电泳图谱

Fig 2 CE ch rom atogram s of sam p les from L iaon ing Fu shun ( A ) , L iaon ing

Chaoyang ( B) , H epn an Jiaozuo ( C ) and Jilin Tonghua ( D )

612 运用 / SPSS软件0进行分析

61211 系统聚类分析  聚类分析是用计算机自动

寻找大量样本谱图的统计规律,再根据所建立的规

律对待测谱图进行归类, 它们给出的答案是一种分

类的信息,可以反映样品之间的亲疏程度。本研究

以 28批不同产地的小花鬼针草药材为对象,进行特

征图谱研究,获得包括芦丁 ( tR = 9107 m in)在内的
21个色谱峰。通过公式 Cc = A ij /M i (Cc:样品中化合

物的表观含量; A ij:第 i个样品、第 j个色谱峰的峰面

积;M i: 第 i个样品的称样质量 )计算小花鬼针草样

品中各色谱峰的表观含量,获得 28 @ 21阶原始数据

矩阵, 运用 / SPSS软件 0对其进行系统聚类分析,采

用离差平方和法 (W ardpsM ethod) ,利用欧氏距离的

平方 ( Squared Euclidean D istance)作为样品的测度。

聚类分析将 28批小花鬼针草药材分为 3类,分类结

果见表 2,聚类谱系图见图 3。

表 1 28批小花鬼针草药材的毛细管电泳指纹图谱的相似度

Tab 1 S im ilarities between each se t

of CE chromatogram s of the 28 batches

样品号

( samp leN o. )

产地

( place o f produc tion)

相似度

( sim ilar ity)

1 辽宁沈阳 ( Shenyang, L iaon ing ) 0179

2 辽宁朝阳 ( Chaoyang, L iaoning ) 0182

3 辽宁辽阳 ( L iaoyang, L iaoning) 0180

4 辽宁锦州 ( Jinzhou, L iaoning) 0176

5 辽宁铁岭 ( T ie ling, L iaon ing ) 0181

6 辽宁抚顺 ( Fushun, L iaoning ) 0179

7 黑龙江大庆 ( Daqing, H eilong jiang) 0165

8 黑龙江佳木斯 ( Jiamus,iH eilongjiang) 0162

9 吉林通化 ( Tonghua, Jilin) 0178

10 吉林长春 ( Changchun, Jilin) 0182

11 吉林四平 ( S iping, J ilin) 0177

12 吉林延吉 ( Yanj,i Jilin) 0180

13 山东泰安 ( T aipan, Shandong) 0176

14 山东济南 ( Jipnan, Shandong) 0171

15 山东淄博 ( Z ibo Shandong) 0173

16 山西太原 ( T aiyuan, Shanx i) 0165

17 山西临汾 ( L infen, Shanx i) 0171

18 甘肃兰州 ( L anzhou, G ansu) 0171

19 陕西西安 ( X ipan, Shanx i) 0137

20 河南衡水 (H engshu,i Henan) 0161

21 河南开封 ( Ka ifeng, Henan) 0170

22 河南焦作 ( Jiaozuo, H enan) 0179

23 四川绵阳 (M ianyang, Sichuan) 0181

24 四川成都 ( Chengdu, Sichuan) 0182

25 重庆 ( Chongqing ) 0169

26 广西百色 ( Ba ise, Guangx i) 0137

27 广东深圳 ( Shenzhen, Guangdong) 0163

28 广东广州 ( Guangzhou, Guangdong ) 0167

表 2 28批药材系统聚类分析分级结果

Tab 2 The resu lts of grad ing by

H ierarch ical C luster analysis

级别 ( grade) 样品号 ( sampleN o. )

Ñ 1, 2, 3, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28

Ò 6, 9, 13, 15

Ó 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 14, 16

61212 相似度计算  相似度计算是先通过足够代

表性的基准样本的色谱特征图谱建立共有模式, 再

通过样品特征图谱与共有模式的相似度的计算, 提

供定性、定量的评价信息, 为中药质量控制提供依

据。常用的相似度计算方法的测度主要有距离测度

和相关系数测度。本研究采用欧氏距离 ( d ir )、相关

系数 ( rir )和夹角余弦 (C ir )作为测度,对样品进行相

)181)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 2)



 图 3 28批小花鬼针草药材聚类谱系图

 F ig 3 H ierarch ical clustering an alysis figure ofB idens pa rvif lora W illd.

似度计算,计算公式分别为:

d ir = E
m

k= 1
(X ik - X rk )

2

r ir =
E
m

k = 1
(X ik - X i ) (X rk - X r )

E
m

k = 1
(X ik - X i )

2 E
m

k= 1
(X rk - X r )

2

C ir =
E
m

k= 1
X ik #X rk

( E
m

k= 1
X

2
ik ) ( E

m

k= 1
(X ik -X

2
rk )

d ir:欧氏距离; rir:相关系数; C ir: 夹角余弦;

X ik: 第 i个样品, 第 k个特征变量 ( k = 1, 2# # #

m );

X rk:共有模式均值向量第 k个特征变量 ( k= 1, 2#

# #m );

X i:第 i个样品所有变量的均值;

X r:共有模式所有变量的均值。

依据 28批药材的色谱特征图谱建立共有模式,

然后计算各样品特征图谱与共有模式之间的相似度

来判断药材质量,结果见表 3。

7 讨论

711 试验中分别考察磷酸盐、硼酸、硼砂、硼砂 -硼

酸构成的 BGE溶液,电泳色谱图显示采用硼砂 -硼

酸为 BGE溶液时的电泳峰分离较好;考察不同配比

的硼砂 -硼酸为 BGE溶液时的电泳色谱峰,发现以

50 mmo l# L
- 1
硼砂溶液和 100mmol# L

- 1
硼酸溶液

按 2B1比例的混合液为 BGE溶液时的电泳峰最多,

表 3 28批药材的相似度分析结果

Tab 3 The resu lts of sim ilar ity analysis

样品号

( samp leN o. )

欧式距离计算

( sim ilarity by d i r)

夹角余弦计算

( sim ilar ity byC ir)

相关系数计算

( s im ila rity by r ir )

1 01381 01643 01779

2 01307 01636 01775

3 01553 01570 01743

4 01656 01613 01770

5 01376 01614 01765

6 01438 01643 01783

7 01441 01605 01762

8 01390 01587 01749

9 01417 01639 01777

10 01399 01617 01767

11 01439 01632 01774

12 01452 01599 01758

13 01413 01639 01778

14 01342 01631 01775

15 01496 01612 01760

16 01566 01595 01757

17 01379 01644 01779

18 01307 01636 01775

19 01553 01564 01741

20 01671 01586 01755

21 01337 01624 01771

22 01345 01624 01771

23 01335 01631 01774

24 01323 01632 01776

25 01389 01625 01771

26 01384 01618 01767

27 01438 01605 01762

28 01387 01614 01768

分离度较好, 因此选其为背景电解质溶液;考察 pH

变化对电泳色谱图的影响, 发现 pH 变化对电泳色

谱峰没有明显改变; 考察了运行时电压分别为 10,

15, 18, 20, 24 kV时电泳峰的分离情况, 结果以 20

kV时分离效果最佳。

712 本文利用高效毛细管电泳技术对 28批不同产

地的小花鬼针草药材的化学成分进行分析, 通过对

照比较法,指认了其中含量较大且在各批药材中均

含有的 3个色谱峰, 它们分别为芦丁、水杨酸和金丝

桃苷。

713 利用 /中药色谱指纹图谱相似度评价系统

( 2004 A版 ) 0和 / SPSS计算软件 0对不同产地小花
鬼针草药材指纹图谱的相似度进行评价,发现两者

的判定结果基本吻合。由评价结果可以看出, 不同

产地小花鬼针草药材的指纹图谱整体面貌基本一

)182) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 2)



致,但不同产地药材中芦丁、水杨酸、金丝桃苷的含

量存在一些差异:其中以辽宁朝阳产小花鬼针草中

芦丁的含量最高,广西百色最低;辽宁抚顺产药材中

水杨酸含量最高,广东广州最低;吉林通化产药材中

金丝桃苷含量最高,广东深圳最低。各产地小花鬼

针草特征图谱与对照特征图谱相似性良好, 反映了

药材的同源性,可以用作小花鬼针草药材的定性鉴

别。
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读者可在线查看本刊目录,了解本刊编委及其他信息,也可在线订阅本刊。

投稿过程中如遇技术问题,请与技术支持联系: 010- 69296712。
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