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摘要:在最佳的毛细管电泳条件下建立达乌里秦艽指纹图谱.
 

实验选择胶束毛细管电泳法,
 

测得的指纹图谱具有

11个共有峰.
 

通过共有峰的相对保留时间和峰面积,
 

可以衡量药材的质量及其真伪.
 

实验方法的稳定性、
 

精密度、
 

重现性良好,
 

说明实验方法准确可靠,
 

可以为达乌里秦艽质量控制研究提供方法和思路.
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龙胆科植物达乌里秦艽(Gentiana
 

dahurica
 

Fisch)是青藏高原特有的多年生草本,
 

常用于藏药方剂

中,
 

在《藏药方剂宝库》中出现上百次,
 

如在培根瘀紫症方剂的代表方剂《九味秦艽散》中作君药,
 

功效主

治培根阻喉、
 

中毒下泻、
 

呕吐、
 

黄水病、
 

中毒病;
 

《十三味甘青乌头散》中作为君药,
 

功效主治清热解毒,
 

镇静.
 

治疗天花痘的代表方剂有《六味秦艽汤散》,
 

用于赤巴引起的口渴、
 

口苦、
 

发热、
 

失眠,
 

恰牙虫引起

的身痒,
 

对热性赤巴病有裨益[1].
 

为保证原料药的质量,
 

通过建立药材指纹图谱,
 

辨别原料药的真伪,
 

同时对应用 MEKC指纹图谱控制药材质量的方法起到推广效果.
 

运用《中药色谱指纹图谱相似度评价软

件》,
 

将测得的10个 MEKC图谱导入其中,
 

生成10个不同地区的藏药达乌里秦艽 MEKC叠加图[2-3].
 

同时,
 

应用SPSS
 

13.0统计软件对测得的达乌里秦艽胶束毛细管电泳的数量化特征进行系统聚类分析,
 

可以有效地鉴别不同产地的达乌里秦艽药材[4].

1 实验材料

1.1 仪 器

Agilent
 

7100毛细管电泳系统,
 

梅特勒—托利多AL204型电子天平.
1.2 药 材

达乌里秦艽,
 

于2017年8-9月份采自青海,
 

经中国科学院生物研究所卢学峰鉴定为龙胆科植物达乌

里秦艽(Gentiana
 

dahurica
 

Fisch).
 

药材信息见表1.

① 收稿日期:2018 08 28
基金项目:国家自然科学基金项目(81760783);

 

青海省重点实验室发展专项(2017-ZJ-Y19).
作者简介:李成思(1994-),

 

女,
 

硕士研究生,
 

主要从事药物分析研究.
通信作者:

 

卢永昌,
 

教授.



表1 药材信息

编号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

产地 同仁县 贵南县 互助县 门源县 甘南州 泽库县
海南县

藏医院
贵德县 天峻县 湟中县

1.3 试 剂

异荭草苷(批号:
 

MUST-1307250)、
 

乙腈(色谱纯)、
 

硼砂、
 

十二烷基磺酸钠均为分析纯试剂、
 

自制三重

蒸馏水.

2 方 法

2.1 对照品溶液及样品溶液的制备

异荭草苷对照品溶液:
 

用80%甲醇配制,
 

质量浓度为1.002
 

mg/mL.
 

样品溶液制备方法:
 

精密称取达

乌里秦艽样品0.50
 

g,
 

加10
 

mL的
 

80%甲醇浸提12
 

h,
 

后超声1
 

h,
 

过滤后取少量甲醇洗涤滤器,
 

将滤液

完全转移至25
 

mL的容量瓶中,
 

定容.
 

使用时将溶液蒸干,
 

加缓冲液溶解至5
 

mL即可.
2.2 实验条件

缓冲溶液:
 

Ⅰ:
 

分别称取1.91
 

g硼砂,
 

1.63
 

g十二烷基磺酸钠于烧杯中,
 

加适量蒸馏水溶解,
 

完全转移至

100
 

mL容量瓶中,
 

定溶得浓度为50
 

mmol/L硼砂-60
 

mmol/L十二烷基磺酸钠的混合溶液.
 

Ⅱ:
 

乙腈.
 

将Ⅰ和Ⅱ
按5∶1的比例混合后,

 

调pH值至9.44.
 

电泳参数为Voltage:
 

18
 

kV;
 

Cassette
 

Temperature:
 

20
 

℃;
 

Apply
 

Pressure:
 

5
 

kPa×5
 

s;
 

Stoptime:
 

60
 

min;
 

毛细管规格:
 

56
 

cm×50
 

μm,
 

检测波长:
 

254
 

nm[5].
2.3 参照物的选择

采用峰高增加法检测到试样中含异荭草苷,
 

其出峰时间为28.323
 

min,
 

在色谱图的中间处,
 

宜选为参

照峰.
2.4 方法学考察[6-7]

2.4.1 稳定性实验

按2.1的方法制备1份S1号达乌里秦艽样品,
 

在最佳色谱条件下选择7个时间点,
 

分3
 

d进行检测,
 

第1
天8:

 

00开始,
 

每隔2
 

h检测1次,
 

共5次,
 

第2天8:
 

00检测1次,
 

第3天8:
 

00检测1次.
 

计算7个时间点

的色谱图共有峰相对保留时间(RT)和相对峰面积(RA)的RSD 值,
 

如表2所示.
 

该方法的稳定性良好.
2.4.2 精密度实验

按2.1的方法制备1份S1号达乌里秦艽样品,
 

在最佳色谱条件下连续5次进样测得色谱图,
 

计算共有

峰的相对保留时间(RT)和相对峰面积(RA)的RSD 值,
 

如表2所示.
 

该方法的精密度良好.
2.4.3 重现性实验

按2.1的方法取5份S1号达乌里秦艽样品,
 

在最佳色谱条件下检测其色谱图,
 

计算各共有峰的相对保

留时间(RT)及相对峰面积(RA)的RSD 值,
 

如表2所示.
 

该方法的重现性良好.
表2 方法学考察结果 % 

稳定性实验结果

峰号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

RT 的RSD 值 4.45 2.44 5.00 5.50 2.93 0.00 2.88 3.02 4.51 2.25 2.46

RA 的RSD 值 4.14 2.78 3.65 2.69 2.83 0.00 5.29 4.91 4.07 2.29 6.11

精密度实验结果

RT 的RSD 值 3.10 3.26 5.38 4.04 5.08 0.00 3.59 2.47 3.22 1.96 2.61

RA 的RSD 值 3.20 5.42 3.63 3.70 3.78 0.00 4.60 2.90 3.32 5.38 4.66

重现性实验结果

RT 的RSD 值 4.04 6.17 6.78 4.15 3.54 0.00 3.07 2.66 2.82 3.32 5.91

RA 的RSD 值 4.63 5.46 5.85 5.34 3.07 0.00 5.88 3.95 5.28 4.95 4.10
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2.5 实验结果

2.5.1 参照物

根据峰高增加法鉴定达乌里秦艽色谱图中含有异荭草苷的色谱峰,
 

其色谱峰在图谱中分离度较好,
 

出

峰时间适中,
 

可作为参照峰.
 

异荭草苷对照品色谱图如图1所示.

图1 异荭草苷对照品

2.5.2 MEKC指纹图谱

按优化的电泳条件进行测试,
 

测得达乌里秦艽10个地区供试品的 MEKC色谱图,
 

如图2所示.
 

应用

《中药色谱指纹图谱相似度评价系统版软件》[8-9],
 

将10个地区的达乌里秦艽色谱图导入其中,
 

生成指纹图

谱叠加图,
 

如图3所示.

图2 达乌里秦艽色谱图

图3 达乌里秦艽指纹图谱叠加图
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2.6 指纹图谱相似度分析

2.6.1 夹角余弦法

根据夹角余弦法计算达乌里秦艽指纹图谱的相似度[10-11],
 

计算结果见表3.
表3 10个地区达乌里秦艽指纹图谱的相似度

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

S1 1 0.998 0.994 0.995 0.996 0.998 0.997 0.995 0.993 0.996

S2 0.998 1 0.995 0.993 0.996 0.997 0.998 0.995 0.993 0.996

S3 0.994 0.995 1 0.987 0.998 0.995 0.997 0.998 0.997 0.998

S4 0.995 0.993 0.987 1 0.988 0.991 0.991 0.986 0.982 0.991

S5 0.996 0.996 0.998 0.988 1 0.997 0.997 0.998 0.998 0.999

S6 0.998 0.997 0.995 0.991 0.997 1 0.997 0.996 0.995 0.997

S7 0.997 0.998 0.997 0.991 0.997 0.997 1 0.998 0.995 0.996

S8 0.995 0.995 0.998 0.986 0.998 0.996 0.998 1 0.997 0.997

S9 0.993 0.993 0.997 0.982 0.998 0.995 0.995 0.997 1 0.998

S10 0.996 0.996 0.998 0.991 0.999 0.997 0.996 0.997 0.998 1

图4 系统聚类图

2.6.2 系统聚类分析

采用系统聚类分析法测定达乌里秦艽指纹图

谱的相似度[12],
 

结果见图4.
 

聚类通过青海省地

理方位分组,
 

从图4中得知S1,S2,S6,S7聚为一

类,
 

这4种药材来源地属于青海省南部.
 

东经分

别为102°,100.75°,101.5°,102°,
 

北 纬 分 别 为

35.54°,35.57°,35.03°,35.54°,
 

其纬度相似,
 

均

在北纬35°附近.
S3,S5,S8,S9,S10聚为另一类,

 

东经分别为

101.95°,102.92°,101.47°,99.03°,101.57°,
 

北纬

分别为36.84°,34.98°,36.02°,37.28°,36.49°,
 

其经度有差异,
 

纬度均大于北纬36°(除S5外),
 

相比于第一

类,
 

纬度增大了.
 

S5为北纬34.98°,
 

其药材来源于甘肃省甘南藏族自治州.
 

S4单独为一类.

3 结 语

缓冲液种类的选择是实验的关键.
 

为了达乌里秦艽中各个特征峰达到较好的分离度,
 

本实验中采用了

十二烷基磺酸钠(SDS),
 

SDS容易起泡沫,
 

因此采用有机溶剂消除,
 

本实验选择了乙腈,
 

当乙腈加入缓冲液

的体积超过1/5时,
 

缓冲液变浑浊,
 

毛细管柱无法正常工作.
 

缓冲液的pH值也是实验成功与否的关键,
 

它

直接影响峰形.
 

毛细管电泳的电压大小与出峰时间呈正比,
 

可根据情况适当调节.
 

实验采用夹角余弦法、
 

系统聚类分析法对10个地区达乌里秦艽指纹图谱相似度进行了分析,
 

2种分析

方法都显示出不同地区的达乌里秦艽存在差异,
 

其中夹角余弦法计算结果可体现出更高的灵敏度,
 

系统聚

类分析方法却更加直观.
 

结合这2种方法计算的结果体现出它们的相似度较高,
 

反映了达乌里秦艽药材的

同源性,
 

可为提高青海省达乌里秦艽药材质量提供准确的技术依据.
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Abstract:
 

An
 

MEKC
 

(micellar
 

electrokinetic
 

chromatographic)
 

fingerprint
 

of
 

Gentiana
 

dahurica
 

Fisch
 

was
 

established
 

under
 

optimal
 

capillary
 

electrophoresis
 

conditions.
 

The
 

fingerprint
 

had
 

11
 

common
 

peaks.
 

The
 

relative
 

retention
 

time
 

and
 

peak
 

area
 

of
 

the
 

common
 

peaks
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

quality
 

and
 

authentici-
ty

 

of
 

medicinal
 

materials.
 

This
 

experimental
 

method
 

was
 

shown
 

to
 

have
 

good
 

stability,
 

precision
 

and
 

re-

producibility
 

and,
 

therefore,
 

is
 

accurate
 

and
 

reliable
 

and
 

is
 

recommended
 

for
 

quality
 

control
 

of
 

G.
 

dahuri-
ca

 

Fisch.
Key

 

words:
 

Gentiana
 

dahurica
 

Fisch;
 

micellar
 

capillary
 

electrophoresis;
 

fingerprint;
 

similarity

责任编辑 夏 娟    

5第11期        李成思,
 

等:
 

不同地区藏药达乌里秦艽 MEKC指纹图谱研究


