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摘要# 目的!建立高效毛细管电泳 "OCM5# 法研究土鳖虫M@15&916$8$ Y3A +30&0516$8$镇痛作用与其指纹图谱的关系’
方法!分析采用熔融硅胶毛细管 "0% %6& (& +6u#" +6#$ "& 66?4JE硼砂 " TOi*V0# 为缓冲液$ 进样电压
% KN"& Y$ 分离电压 "% KN$ 检测波长 #"@ B6’ 然后& 通过醋酸致小鼠扭体实验来探索各组分对镇痛作用的影响’ 结
果!土鳖虫指纹图谱中有 0 个特征峰& 其中有 # 个为尿囊素与氯氮卓’ 两者的含有量与土鳖虫的镇痛作用成正比关
系’ 结论!各批次土鳖虫样品间存在差异& 其镇痛作用可用于质量评价’
关键词! 土鳖虫$ 镇痛作用$ 指纹图谱$ 尿囊素$ 氯氮卓$ OCM5
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!!土鳖虫又名虫( 地鳖虫( 土元& 为鳖蠊科昆
虫地鳖 M@15&916$8$ >("0">(>[74K39或冀地鳖 +30&0I
16$8$ 1&$"79(Q?43B=的雌虫全体& 前者分布于全国
大部分地区& 后者分布于河北( 河南( 陕西( 甘
肃( 青海及湖南等地& 野生者在夏( 秋季捕捉& 人
工饲养者随时捕捉& 捕到后用沸水烫死& 晒干或烘

干’ 土鳖虫为 .中国药典/ 收录的传统中药品种&
味咸& 性寒& 具有破瘀血& 续筋骨的功效& 中医常
用于治疗筋骨折伤( 瘀血经闭( 癥瘕痞块)")(+ ’ 近
年来& 随着分子生物学( 药理学及药物分析学研究
的逐步深化& 对于土鳖虫所含活性成分及其药理作
用机制等已有部分报道& 见文献)@)0+’
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土鳖虫为动物药& 其所含成分多为蛋白( 核
酸( 生物碱等& 其中以蛋白( 生物碱( 核酸及其衍
生物为主)/+ ’ 然而& 限于目前技术条件及新药质
量标准研究现状& 仍然难以对上述化合物进行逐一
鉴别和含有量测定& .中国药典/ #&"& 年版 ,土鳖
虫- 项下仅收载了性状( 显微鉴别与薄层鉴别’
同时& 由于土鳖虫中多数成分存在分子量大( 极性
高或结构相似等特征& OCEM等传统分析技术仅能
检测其中一小部分& 不能准确反映该药材与功效相
关的质量信息)*+ ’

高效毛细管电泳 "OCM5# 技术是在高压电
场作用下& 带点组分随着电场方向迁移的一种分
离分析方法)"&)""+ & 由于这种分离在狭小空间内进
行 "#% d#&& %6内径& (& d0& +6总长的毛细
管#& 加之缓冲液的液流受电场推动而呈平面型&
故具有较高的柱效’ 此外& 待测物在该模式下由
于带电量的不同& 可导致迁移速率的差异& 进而
实现分离& 而且受分子质量与极性影响相对较
小’ 因此& 根据土鳖虫中主要化合物的理化特性
与结构特征& 采用 OCM5法建立指纹谱所得的化
合物信息更为全面与准确’ 另外& 基于 OCM5法
的土鳖虫药材指纹图谱研究虽已见诸报道)"#+ & 但
对其中大量化合物信息及其与镇痛疗效之间的关
系仍未涉及’

目前& 市场上的土鳖虫药材不但功效活性存在
差异& 而且其药材基原也存在较大区别& 而药典及
现有的分析方法在药材质量控制( 药材基原研究及
功效评价上仍存在较大局限性’ 因此& 有必要寻找
更为适宜的分析测定方法用于土鳖虫药材指纹图谱
的建立& 并在此基础上& 更为客观地评价不同产
区( 批次药材的疗效差异& 同时探索导致这些差异
的物质基础’
FG仪器与试药
"V"!仪器!1:843B<(FM5高效毛细管电泳仪& 配
备F1F检测器及M;36Y<7<8?B工作站 "美国1:843B<
公司#$ 2;396?2HkkA7B<A6液相色谱)质谱联用仪
"美国 2;396?W8Y;39公司#$ \H#&%Fp电子分析天
平( TO计 "瑞士 L3<<439)2?43.?公司#$ 超声仪
"昆山科学仪器厂#$ 毛细管 "河北永年瑞沣色谱
器件有限公司#’
"V#!试剂和试药!硼砂( 磷酸二氢钠 "德国 H8:)
67)14.98+;公司#’ 土鳖虫样品分别购自广东省各
大医药公司& # 个来源& 共 % 批& 经广东省中医药
工程技术研究院刘法锦研究员鉴定为鳖蠊科昆虫地

鳖 M@15&916$8$ >("0">(>[74K39( 金边土鳖 *1(>I
3651&$3$ 52(0"3$&(>QA9?B 或冀地鳖 +30&016$8$ 1&$"79(
Q?43B=’
HG方法与结果
#V"!对照品和供试品溶液的制备
#V"V"!对照品溶液!精密称取土鳖虫 &V# :& 置于
"&& 6E锥形瓶中& 加入 #&!乙醇 %& 6E& 超声
(& 68B& 过滤& 取滤液 #% 6E& 即得’
#V"V#!供试品溶液!精密称取土鳖虫 #V& :& 按
,#V"V"- 项下方法处理& 即得’
#V#!毛细管电泳分析条件!熔融硅胶毛细管色谱
柱 "0% %6& (& +6u#" +6#$ 缓冲液 "& 66?4JE
硼砂 "以磷酸二氢钠调节 TO至 *V0#$ 检测波长
(#0 B6$ 进样电压 % KN"& Y$ 分离电压 "% KN$ 柱
温 #% g’
#V(!OCM5指纹图谱测定!取 ’ 批药材& 按
,#V"V#- 项下方法制备供试品溶液& 在 ,#V#- 项
条件下进行测定& 选取其中响应值较大( 共同存在
的色谱峰作为监控指标峰& 用于建立指纹图谱& 见
图 " 和表 "’ 与地鳖和冀地鳖进行比对后& 确定其
中 0 个成分作为质量标准的候选指标’

#$尿囊素!($氯氮卓!"( @ d0 未知
#$7447B<?8B!($+;4?9.87-3T?,8.3!"& @ h0!ABKB?bB

图 FG土鳖虫=J9<图谱
R#PNFG=J9<-2("%)*"P()%0",@%A;0:A=(’( 0&347505;A=(’(

#V@!活性成分鉴别!根据文献调研结果可知& 在
最优OCM5条件下& 土鳖虫指纹图谱中的 0 个特
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!!! 表 FG不同来源土鳖虫中指标成分峰面积
7)1NFGJ&)\)(&)0",#/!&S -"/0*#*3&/*0#/@%A;0:A=(’( 0&347505;A=(’( ,("%!#,,&(&/*0"3(-&0

来源!!
峰面积

" # ( @ % ’ 0
3PJ68B 0V* *V0 "&V’ "&V* ""V& "#V/ "(V#
地鳖对照 00V#@% @&V@"" #/V@#’ %@V#(@ @*V@%0 "(*V(@# "&*V/’@
冀地鳖对照 0#V0&* ##V’"’ #’V@0’ ’"V%"# #&V/(/ %"V#*/ /"V""&
金边土鳖"省药材 "# % /(V’&% @/V’(* ’"V%0% @0V*’" "@0V’"% %(V#0"
金边土鳖"省药材 ## @0V’%@ @(V0&* @%V"(# @’V&#’ (’V%0’ ""(V/#0 %&V%&#
金边土鳖"省药材 (# "&#V#’’ @#V%0" (/V’"( @%V*0" %(V**@ "#&V&*/ ""%V/#/
地鳖中芝园 ""0V%(/ @*V"’’ #’V#"( /*V*0* "##V#"@ @#V"%’ #@V*"*
中华土鳖 "&’V"(@ (/V%%0 #/V’0* "("V#0 /*V0#" "0%V&0@ ’%V(’’

征峰与对照品和保留时间比对& 确认峰 # 为尿囊
素’ 另外田君鹏)"(+报道& 土鳖虫中含有生物碱类
成分氯氮卓& 经与对照品比对后& 确认峰 ( 为氯
氮卓’
!!为进一步对各特征峰进行鉴定& 本实验将药材
提取液进行 EM)LH 分析’ 正( 负离子模式下全扫
描$ 电压 ( &&& N "负离子模式下 h# %&& N#$ 汽
化温度 (&& g$ 毛细管温度 (&& g$ 鞘气压力
#&0 KC7$ 辅气压力 ’* KC7’ 正离子模式下& 以
&V"!甲酸)乙腈 "(& j0&# 为流动相$ 负离子模式
下& 以 "& 66?4JE乙酸胺)乙腈 "(& j0&# 为流动
相& 观察 ’& 68B 内出峰情况& 然后与文献进行比
对’ 结果& 仅正离子模式下 4[Ai#** 的峰可与文
献 )""+ 报道的化合物信息一致& 而其他化合物
因未有对照品而无法用OCM5进行确认’ 由于目前
仅能获得峰 # 与峰 ( 的对照品& 故本实验选取两者
作为土鳖虫药材的指标性成分’
#V%!土鳖虫指标性成分含有量测定
#V%V"!标准曲线和线性关系!精密称取尿囊素与
氯氮卓对照品各 "&V& 6:& 置于 "& 6E量瓶中& 甲
醇定容& 即得含两者质量浓度均为 "V& 6:J6E的
对照品溶液’ 精密量取适量& 置于 "& 6E量瓶中&
逐级稀释& 得质量浓度为 %( "&( #&( %&( "&&(
#&& %:J6E的对照品溶液& 在 ,#V#- 项条件下进
行测定& 记录峰面积& 以峰面积为纵坐标 "9#&
质量浓度为 "J#& 计算尿囊素标准曲线为 9i
#V&@% ’Jq#V(%* % "2i&V*** ’#& 氯氮卓为 9i
#V(&* (Jq’V’’’ ( "2i&V*** @#’ 结果显示& 该
方法线性关系良好& 可在 % d#&& %:J6E范围内对
两者进行准确定量’
#V%V#!精密度与回收率
#V%V#V" 精密度的测定!精密吸取 ,#V%V"- 项下
%& %:J6E的混合对照品溶液 " %E& 在 ,#V#- 项
条件下进行测定& 记录峰面积& 连续测定 ’ 次’ 结

果& # 个指标性成分的峰面积 PHF分别为 "V(!和
"V0!& 表明仪器精密度良好’
#V%V#V#!回收率的测定!精密称取含有量已知的
土鳖虫药材 &V# :& 共 * 份& 分为低( 中( 高 ( 个
质量浓度组& 每组 ( 份’ 加入一定量 " 6:J6E的
混合对照品溶液 "低( 中( 高质量浓度分别取
/&&( " &&&( " #&& %E#& 按 ,#V"- 项下方法进行
处理& 尿囊素和氯氮卓质量浓度均为 (’ d
@@ %:J6E"以该批药材制成供试品后& 尿囊素质
量浓度约为 #& %:J6E& 氯氮卓质量浓度约为
"* %:J6E计# 的溶液& 在 ,#V#- 项条件下进行测
定& 平行 ( 次& 计算回收率& 结果见表 #’ 由表可
知& 该方法回收率良好& 能够对土鳖虫药材进行准
确定量’

表 HG回收率与精密度测定结果 $,MI&
7)1NHG?&*&(%#/)*#"/(&03’*0",(&-"+&(#&0)/!.(&-#0#"/0

$,MI&

成分
称样量J

6:
原有量J

6:
加入量J

6:
测得量J

6:
回收率J

!

PHFJ

!
尿囊素 #&#V% "V&&0 &V/&& "V/(’ "&(V’ (V%

#&"V( "V&&& "V&&& #V&(@ "&(V@ (V0
#&"V/ &V**/ "V#&& #V#&/ "&&V/ @V(

氯氮卓 #&(V0 "V&&# &V/&& "V/"" "&"V" (V#
#&&V’ "V&&& "V&&& "V*’’ *’V%0 @V#
#&#V" &V**# "V#&& #V#@" "&@V" (V*

#V%V(!不同来源土鳖虫药材含有量测定!精密称
取不同来源的土鳖虫药材 &V# :& 按 ,#V"- 项下
方法进行处理& 在 ,#V#- 项条件下进行测定& 平
行 ( 次& 记录峰面积& 并计算含有量& 结果见
表 (’
#V’!药理实验!采用醋酸致小鼠扭体实验& 分为
对照组( 化药 "对乙酰氨基酚# 组和土鳖虫药材
组& 其中土鳖虫药材组又根据药材不同批次分为 %
组& 每组 % 只& 通过观察扭体次数来评价镇痛效
果& 结果见图 #’ 由图可知& 金边土鳖虫组的镇痛
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作用最为显著& 其中组分 # 与 ( 的峰面积对其有显
著影响 ",U&V&%#’

表 IG含有量测定结果 $,MI&
7)1NIG8&03’*0",-"/*&/*!&*&(%#/)*#"/$,MI&

样品
称样量J

:
水分J

!
质量浓度J"%:*6Eh"# 含有量J!
尿囊素 氯氮卓 尿囊素 氯氮卓

地鳖对照 &V#&* ( 0V%/ "/V’&# *V@#( &V@/ &V#@
冀地鳖对照 &V#&@ % *V’( *V*&# /V%0/ &V#0 &V#(
金边土鳖"省药材 "# &V#&" / /V/" (*V0"0 "/V"0’ "V&/ &V@*
金边土鳖"省药材 ## &V#&0 @ 0V%% #&V#"@ "’V’%0 &V%( &V@(
金边土鳖"省药材 (# &V#&% % *V"& "*V’%/ "(V/(@ &V%( &V(0
地鳖中芝园 &V#&( ’ /V%* ##V//# /V@’@ &V’" &V#(
中华土鳖 &V#&# # 0V(# "0V’*% *V%(# &V@0 &V#%

图 HG药理实验结果
R#PNHG8&03’*0",.2)(%)-"’"P#-)’&S.&(#%&/*0

IG讨论与结论
(V"!提取方法优化!由于土鳖虫药材中成分较多&
而且结构( 理化性质差异较大& 故本实验考察了不
同提取溶剂( 比例及超声时间下 0 个共有峰的总面
积& 同时规定& 各条件下所得峰面积不得低于该峰
平均数的 #&!& 确定最优提取条件’ 结果& 采用
#&!乙醇& 超声提取 (& 68B 时提取效率最高’ 根
据电泳条件可知& 指纹图谱中的共有峰很可能为生
物碱类化合物& 由于在该溶剂比例下& 药材中所含
的化合物更易于溶出& 故最终采用这一提取条件’
(V#!谱效关系初步研究!将药理实验结果与
OCM5指纹图谱中各特征峰的峰面积进行综合比
对& 可知土鳖虫镇痛作用与尿囊素和氯氮卓 "峰 #
和峰 (# 的含有量成正比关系& 可能是因为两者具
有镇痛( 促进皮肤溃疡面和伤口愈合以及生肌等生
物活性’ 因此& 在制定土鳖虫质量标准时& 可考虑
!!

以尿囊素及氯氮卓为活性成分& 并通过测定其含有
量来评估药材质量的优劣’
(V(!结论!本实验采用 OCM5法& 结合药效学试
验& 对土鳖虫镇痛作用的机理与物质基础进行了初
步探索& 同时根据文献调研及实验结果& 确定尿囊
素和氯氮卓这 # 个化合物作为指标性成分’ 该方法
快速( 准确( 高效& 并且以疗效为导向& 可作为药
材标准的参考与补充& 同时也为动物药的研究及
质量控制提供了借鉴’ 但是& 由于该类药物存在
成分复杂( 结构与理化性质特异( 功效多样等特
点& 故仍需要在后续研究中对所得特征峰作进一
步确认’
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