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摘要　目的：在建立基于高效毛细管电泳指纹图谱的基础上，建立更为全面、准确的土鳖虫药材质量控制与评价方法；方
法：采用毛细管电泳法（ＨＰＣＥ法），使用熔融硅胶毛细管（７５μｍｉｄ，总长３０ｃｍ，有效长度２１ｃｍ），以硼砂为缓冲液（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９７），进样电压５ｋｖ１０ｓ，分离电压１５ｋｖ，检测波长２１４ｎｍ，建立不同批次、来源土鳖虫药材的指纹图谱。根
据所得指纹图谱，找出其中的共有峰，并使用峰面积归一化法计算各组分含量；结果：土鳖虫药材中存在７个共有峰，含量
测定结果显示，上述成分的含量在不同批次、来源药材中存在统计学意义；结论：该法快速、高效、准确度高，精密度好，能

够更为全面、系统地评价土鳖虫药材的质量。

关键词　土鳖虫；ＨＰＣＥ；指纹图谱；质量控制
ＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＱｕａｌｉｔｙＣｏｎｔｒｏｌｏｆＧｒｏｕｎｄＢｅｅｔｌｅｂｙＨＰＣＥＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

ＺｈａｎｇＹｕｅｅ１，ＣｈｅｎＷｅｉｔａｏ２，ＬｕｏＷｅｎｈｕｉ２，ＣｈｅｎＺｈａｏ２

（１ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅｉｎＧｕａｎｇｚｈｏｕＰａｎｙｕＤｉｓｔｒｉｃｔ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１００００，Ｃｈｉｎａ；２ＧｕａｎｇｄｏｎｇＳｅｃｏｎｄ
ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＨｏｓｐｉｔａｌ（ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈ

ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴ．Ｃ．Ｍ．），Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１００９５，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅａｎｄｐｒｅｃｉｓｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＧｒｏｕｎｄＢｅｅｔｌｅｂｙｔｈｅＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍ
ａｎｃｅＣａｐｉｌｌａｒｙＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ＨＰＣＥ）；Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ａｆｕｓｅｄｓｉｌｉｃａｃａｐｉｌｌａｒｙ（７５μｍｉ．ｄ．，２１ｃｍｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｅｎｇｔｈ，３０ｃｍｔｏｔａｌ
ｌｅｎｇｔｈ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｃｏｌｕｍｎ，ｂｏｒａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄａｓｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９．７），ｉｎｊｅｃｔｖｏｌｔａｇｅｗａｓ５ｋｖ１０ｓ，ｓｅｐ
ａｒａｔｉｏｎｖｏｌｔａｇｅｗａｓ１５ｋｖａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２１４ｎｍ，ｃｏｍｍｏｎｐｅａｋｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｅｓ
ａｎｄｏｒｉｇｉｎｓｏｆＧｒｏｕｎｄＢｅｅｔｌｅ，ａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｃｏｍｐｏｕｎｄｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙａｒｅａｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｏｔａｌｓｅｖｅｎ
ｐｅａｋｓｆｒｏｍｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，ａｎｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｉｎｄｉｃａｔｅｄ，ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅａｃｈｃｏｍｐｏｕｎｄｈａｄｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＨＰＣＥｉｓｆａｓｔ，ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｐｒｅｃｉｓｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅａｎｄｓｙｓｔｅｍａｔ
ｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＧｒｏｕｎｄＢｅｅｔｌｅ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＧｒｏｕｎｄＢｅｅｔｌｅ；ＨＰＣＥ；Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ；Ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ
中图分类号：Ｒ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１６．０３．０４２

１　资料与方法
１１　一般资料　土鳖虫又名虫、地鳖虫、土元。
为鳖蠊科昆虫地鳖ＥｕｐｏｌｙｐｈａｇａｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ或冀
地鳖 Ｓｔｅｌｅｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ（Ｂｏｌｅｎｙ）的雌虫全体，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，中医常用于筋骨折伤、瘀血经闭、

瘕痞块［１３］。土鳖虫在我国境内分布广泛，其中地

鳖分布于全国大部分地区；冀地鳖分布于河北、河

南、陕西、甘肃、青海及湖南等地；此外，广东、广西等

地还有金边土鳖（特征为背壳边缘呈金色）作为习

用药材使用。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。近年来，

随着分析技术和分析方法的发展，围绕土鳖虫进行

的药材鉴别、含量测定、活性成分提取分离等方面研

究多有见诸报道［４７］。

由于土鳖虫为动物来源的中药材，根据文献报

道，其含有的化学成分多为蛋白质、氨基酸、生物碱

或多肽类，其中多数成分尚处于结构未知、功效不明

的状态。《中国药典》２０１５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，

ＨＰＬＣ等传统分析技术仅能够检测其中少量小分子
化合物，不能准确反映该药材与功效相关的质量信

息［８１０］。

高效毛细管电泳（ＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＣａｐｉｌｌａｒｙＥ
ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＨＰＣＥ）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［１１１７］。由于这种分离在狭小空间内进行（２５～２００
μｍ内径，３０～７０ｃｍ总长的毛细管），加之缓冲液液
流受电场推动而呈平面型，故具有较高的柱效；此
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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，且受分子量与极性影

响相对较小，更有利于分析氨基酸、蛋白质、多肽等

传统液相色谱难以分离的化合物。李峰等［１８］报道

了采用 ＨＰＣＥ指纹谱对土鳖虫药材进行鉴别研究，
但目前为止，仍未见到基于该技术进行的指纹图谱

含量测定研究。

１２　方法
１２１　仪器　毛细管电泳分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ３ＤＣＥ
高效毛细管电泳仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司），配备 ＤＡＤ
检测器及 Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ工作站。化合物结构鉴定所
用质谱仪为ＴｈｅｒｍｏＴＳＱＱｕａｎｔｕｍ（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈ
ｅｒ公司）液相色谱质谱联用仪。称量采用 ＭＥＴ
ＴＬＥＲＸＳ２０５ＤＵ型电子分析天枰（瑞士），ｐＨ测定采
用ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯｐＨ计，超声采用昆山科学仪
器厂生产的超声仪，毛细管购自河北永年瑞沣色谱

器件有限公司。

１２２　试剂和试药　缓冲液所使用的硼砂及调节
ｐＨ的磷酸二氢钠购自德国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，土鳖
虫样品分别购自广东省各大医药公司，共两个来源

５批，所有样品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 Ｅｕｐｏｌｙｐｈａｇａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓＷａｌｋｅｒ，金边土鳖 ＯｐｉｓｔｈｏｐｌａｔａＯｒｉｅｎｔａｌｉｓＢｕ
ｒｏｎ或冀地鳖Ｓｔｅｌｅｐｈａｇａｐｌａｎｃｙｉ（Ｂｏｌｅｎｙ）。
１２３　对照品和供试品的制备　对照品的制备方
法为，精密称取土鳖虫对照药材２ｇ，置于１００ｍＬ圆
底烧瓶中，加入２０％乙醇５０ｍＬ，加热至微沸，回流１
ｈ，过滤，取滤液蒸干，残渣加２０％乙醇１０ｍＬ复溶，
即得。

供试品的制备方法为，取土鳖虫药材２０ｇ，采
用与对照品相同的方法处理，即得。

１２４　毛细管电泳分析　采用熔融硅胶毛细管（７５
μｍｉｄ，总长３０ｃｍ，有效长度２１ｃｍ）；缓冲液：１０
ｍｍｏｌ硼砂（以磷酸二氢钠调节 ｐＨ至９７），检测波
长３１４ｎｍ，进样电压５ｋｖ１０ｓ，分离采用电压梯度：０
１５ｍｉｎ５１５ｋｖ，０３０ｍｉｎ１５２０ｋｖ，柱温２５℃。
２　结果
２１　方法学考察
２１１　标准曲线与线性　分别精密称取同一批次
地鳖药材０１、０２、０５、１、２、５、１０ｇ，分别置于 １００
ｍＬ圆底烧瓶中，按“１２３”项下方法制备供试品溶
液，按“１２４”项下方法进行测定，记录各共有峰的
总峰面积，计为ｙ，已药材取样量为ｘ，计算得标准曲
线为 ｙ＝２７４８９ｘ８１４９（ｒ２＝０９９９５）。结果显示，

该方法线性良好，可在生药量０１～１０ｇ范围内对土
鳖虫中指标性成分进行准确定量。

２１２　检测限和定量限　精密吸取对照品溶液适
量，加甲醇逐级稀释，按“１２４”项下方法进行测定，
记录各共有峰的峰面积。结果显示，各主要峰的最

低检测限（ＬＯＤ，Ｓ／Ｎ≥３）为０００５ｇ生药量，定量限
（ＬＯＱ，Ｓ／Ｎ≥１０）为００２，显示该方法灵敏度良好。
２１３　精密度与回收率　精密度的测定方法为：取
同一批的地鳖对照药材２ｇ，精密称定，按“１２３”项
下方法制备供试品溶液，按“１２４”项下方法进行测
定，记录总峰面积，连续测定６次，根据所得结果计
算ＲＳＤ值。结果显示，６次测定中７个指标性成分
峰面积总和的精密度分别２３％，证明仪器精密度
良好。

回收率的测定方法为：精密称取已知含量的同

批土鳖虫药材２ｇ９份，记为低、中、高３个浓度组，
每组３份。样品分别按表１所述加入一定量的已知
含量的地鳖对照药材，按“１２３”项下方法制备供试
品溶液，按“１２４”项下方法进行测定，每份样品平
行测定三次，根据所测得指标性成分的总峰面积计

算回收率（结果见表１）。结果显示，方法回收率良
好，能够对土鳖虫药材进行准确定量。

表１　回收率测定结果（ｎ＝３）

样品名
称样量

（ｇ）
原有峰

面积

加入量

（ｇ）
测得峰

面积

回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

尿囊素 低 １０１３ ２３６７ ０８６６ ４３６５ １００１ ３１
中 １０５６ ２３８３ １０１５ ４８８５ １００３ ２７
高 １００４ ２３５９ １３７２ ５５２１ １０５６ ２５

２１４　重复性试验　取同一批的土鳖虫药材６份，
每份２ｇ，精密称定，按“１２３”项下方法制备供试品
溶液，按“１２４”项下方法进行测定，记录总峰面积，
根据所得结果计算 ＲＳＤ值。结果显示，６次测定中
７个指标性成分峰面积总和的精密度分别３１％，证
明方法重复性良好。

２１５　稳定性试验　取同一批的土鳖虫药材２ｇ，
精密称定，按“１２３”项下方法制备供试品溶液，按
“１２４”项下方法，分别在０，１，２，４，６，８，１２ｈ进行
测定，记录总峰面积，根据所得结果计算 ＲＳＤ值。
结果显示，结果显示，６次测定中７个指标性成分峰
面积总和的精密度分别２８％，证明供试品稳定性
良好。

２１６　不同批次、来源样品的ＨＰＣＥ含量测定　取
“１２”项下五批药材，按“１２３”项下方法制备供试
品溶液，按“１２４”项下方法进行测定，记录峰面积，
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选取指纹图谱中响应较大且共同存在的色谱峰作为

监控指标峰。经过与地鳖和冀地鳖对照药材进行比

对，确定其中 ７个成分作为质量标准的候选指标。
之后，采用峰面积归一化法，计算上述７个成分所占
比例，结果见表２。

表２　不同批次、来源土鳖虫含量测定结果

保留时间

（ｍｉｎ）
峰面积比（％）

７９ ９７ １０６ １０９ １１０ １２８ １３２

地鳖对照 １５４８ ８０９９ ５６９６ １０８７ ９９１ ２７９２ ２２０２
冀地鳖对照 ２１６０ ６７２ ７８６７ １８２８ ６１９１ １５２４ ２４１０
金边土鳖１未检出 １８８９ １０９９ １３９１ １０８３ ３３３５ １２０３
金边土鳖２１２４３ １１４０ １１７７ １２００ ９５４ ２９６９ １３１７
金边土鳖３１９６９ ８１９７ ７４３５ ８８５２ １０４０ ２３１２ ２２３０
地鳖 ２４８９ １０４１ ５５５１ １９０６ ２５８８ ８９２８ ５２７７

中华土鳖 １６７２ ６０７４ ４５１８ ２０６８ １４１３ ２７５８ １０３０

３　讨论
３１　ＨＰＣＥ条件优化　根据文献报道，样品使用
ＨＰＣＥ分离分析时，其峰响应受溶剂、缓冲液种类与
比例影响显著；此外，分离电压对指纹图谱各峰分离

度影响较大。因此，本研究对上述因素进行了较为

系统、全面的考察。

３１１　提取溶剂与缓冲液的影响　本研究选取水、
２０％乙醇溶液、５０％乙醇溶液和１００％乙醇溶液，对
提取所得浸膏进行复溶，复溶后进ＨＰＣＥ分析，记录
各指标峰峰面积。结果显示，２０％乙醇所得指纹图
谱响应最高，干扰最小，故选用。缓冲液方面，本研

究选取了硼砂及磷酸二氢钠作为缓冲盐。结果显

示，采用 １０ｍｍｏｌ硼砂磷酸二氢钠缓冲对（ｐＨ＝
９７）时各峰分离度及响应最佳；而单用磷酸二氢钠
时，待测样品出峰较少，响应较低。产生这种现象的

原因，可能是土鳖虫药材中所含氨基酸及多肽类成

分多带有酸性基团，在磷酸二氢钠所提供的弱酸性

环境下无法解离所致。而硼砂溶液本身 ｐＨ较高，
也需采用磷酸二氢钠调至弱碱性才有助于待测组分

的解离。

３１２　分离电泳的考察　作为待测组分分离和运
动的主要驱动力，分离电压也是 ＨＰＣＥ指纹图谱研
究中的重要影响因素。本研究首先选取１０、１５、２０、
２５、３０ｋＶ五个恒定电压，对土鳖虫对照药材提取液
进行分析。结果显示，所得指纹图谱中不同程度存

在峰重叠或拖尾的现象，这可能与同一电压下，不同

化合物因带电性相近而导致迁移速率相近有关。之

后，经优化，选用了“２２”项下所述的电压梯度，各组
分得到了基线分离。

３２　结论　本研究采用ＨＰＣＥ法，建立了土鳖虫药
材的指纹图谱，并确定其中７个共有峰为质量控制
指标性成分。该方法快速、高效、灵敏，质量评价标

准更为准确、全面，为今后土鳖虫及其他动物类药材

的质量控制提供了参考和借鉴。但是，由于目前尚

未有更多土鳖虫药材中活性成分的报道，因此，在本

研究的基础上，还应继续深入对所测定的指标峰进

行提取分离和结构确证。

参考文献

［１］国家药典委员会．中华人民共和国药典２０１５年版［Ｓ］．一部．北

京：中国医药科技出版社，２０１５：１９．

［２］刘丹，李兴暖，秦仲君．土鳖虫多肽的制备及免疫调节作用研究

［Ｊ］．中药材，２０１２，３５（９）：１３８２１３８５．

［３］贺卫和，成细华，徐爱良．土鳖虫提取液对家兔抗凝血作用的实验

研究［Ｊ］．湖南中医学院学报，２００３，２３（２）：７９．

［４］曹艳玲，李文兰，伍水龙．土鳖虫胰酶酶解物抗凝活性部位分离纯

化及组成分析［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１３，１９（３）：５２５５．

［５］杨红莲，刘梅．土鳖虫的化学成分及药理研究［Ｊ］．陕西中医学院

学报，２００５，２８（２）：４８５０．

［６］邓登华．中医活血化瘀法治疗早期肝硬化临床研究［Ｊ］．亚太传

统医药，２０１５，１１（２４）：１１５１１６．

［７］张立群．观察冠心方治疗老年冠心病心绞痛的临床疗效［Ｊ］．中

国实用医药，２０１６，１１（３）：１７８１７９．

［８］景晶，曹红．ＨＰＬＣ法测定土鳖虫中尿嘧啶和尿囊素的含量［Ｊ］．

药学实践杂志，２０１０，２８（２）：１３４１３６．

［９］窦家聪，徐莉，柏道明．土鳖虫酶解液ＤＡ２０１Ｃ不同洗脱部位溶栓

活性药效学筛选［Ｊ］．辽宁中医药大学学报，２０１６，１８（１）：５０５２．

［１０］丁志军，张后富，罗美兰．土鳖虫酶解物镇痛作用的研究［Ｊ］．实

用中西医结合临床，２０１４，１４（１１）：８８８９．

［１１］ＫａｐｎｉｓｓｉＣｈｒｉｓｔｏｄｏｕｌｏｕＣＰ，ＺｈｕＸ，ＷａｒｎｅｒＩＭ．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌｓｅｐａｒａ

ｔｉｏｎｓｉｎｏｐｅｎｔｕｂｕｌａｒｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓ，２００３，２４（２２２３）：３９１７３９３４．

［１２］ＳｅｂａｓｔｉａａｎＥ，ＲｏｚｉｎｇＧＰ，ＴｈＫＷ．Ｒｅｃｅｎｔａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｃａｐｉｌｌａｒｙ

ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２００６，２４（１）：３９３５３９６１．

［１３］王晓倩，赵新颖，屈锋．２０１４年毛细管电泳技术年度回顾［Ｊ］．色

谱，２０１５，３３（１）：４９．

［１４］董亚蕾，陈晓姣，陈兴国．高效毛细管电泳在食品安全检测中的

应用进展［Ｊ］．色谱，２０１２，３０（１１）：１１１７１１２６．

［１５］孙毓庆，孙国祥，金郁．毛细管电泳指纹图谱及毛细管电泳质谱

联用在中药质量控制中的作用［Ｊ］．色谱，２００８，２６（２）：１６０１６５．

［１６］黄林芳，何蔓，胡斌．毛细管电泳分析中的富集技术及其应用

［Ｊ］．色谱，２０１４，３２（１０）：１０６６１０７８．

［１７］马晓年，邵娅婷．曹秋娥毛细管电泳分离检测茶叶中五种多酚类

化合物［Ｊ／ＯＬ］．食品科学，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／１１．

２２０６．ＴＳ．２０１５０４２４．１３３２．０１９．ｈｔｍｌ．

［１８］李峰，王成芳，包永睿．土鳖虫药材高效毛细管电泳指纹图谱鉴

别研究［Ｊ］．中国中药杂志，２０１１，３６（１１）：１４７１１４７３．

（２０１５－０８－１０收稿　责任编辑：张文婷）

·５３５·世界中医药　２０１６年３月第１１卷第３期


