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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（７５μｍｉｄ，总长３０ｃｍ，有效长度２１ｃｍ），以硼砂为缓冲液（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ９７），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。
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１　资料与方法
１１　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［１３］。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［４７］。

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［８１０］。

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［１１１７］。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。

１２　方法
１２１　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。

１２２　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ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ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）。
１２３　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２０ｇ，采
用与对照品相同的方法处理，即得。

１２４　毛细管电泳分析　采用熔融硅胶毛细管（７５
μｍｉｄ，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９７），检测波
长３１４ｎｍ，进样电压５ｋｖ１０ｓ，分离采用电压梯度：０
１５ｍｉｎ５１５ｋｖ，０３０ｍｉｎ１５２０ｋｖ，柱温２５℃。
２　结果
２１　方法学考察
２１１　标准曲线与线性　分别精密称取同一批次
地鳖药材０１、０２、０５、１、２、５、１０ｇ，分别置于 １００
ｍＬ圆底烧瓶中，按“１２３”项下方法制备供试品溶
液，按“１２４”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＝２７４８９ｘ８１４９（ｒ２＝０９９９５）。结果显示，

该方法线性良好，可在生药量０１～１０ｇ范围内对土
鳖虫中指标性成分进行准确定量。

２１２　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“１２４”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０００５ｇ生药量，定量限
（ＬＯＱ，Ｓ／Ｎ≥１０）为００２，显示该方法灵敏度良好。
２１３　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“１２３”项
下方法制备供试品溶液，按“１２４”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２３％，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“１２３”项下方法制备供试
品溶液，按“１２４”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

（％）
ＲＳＤ
（％）

尿囊素 低 １０１３ ２３６７ ０８６６ ４３６５ １００１ ３１
中 １０５６ ２３８３ １０１５ ４８８５ １００３ ２７
高 １００４ ２３５９ １３７２ ５５２１ １０５６ ２５

２１４　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“１２３”项下方法制备供试品
溶液，按“１２４”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３１％，证
明方法重复性良好。

２１５　稳定性试验　取同一批的土鳖虫药材２ｇ，
精密称定，按“１２３”项下方法制备供试品溶液，按
“１２４”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２８％，证明供试品稳定性
良好。

２１６　不同批次、来源样品的ＨＰＣＥ含量测定　取
“１２”项下五批药材，按“１２３”项下方法制备供试
品溶液，按“１２４”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（％）

７９ ９７ １０６ １０９ １１０ １２８ １３２

地鳖对照 １５４８ ８０９９ ５６９６ １０８７ ９９１ ２７９２ ２２０２
冀地鳖对照 ２１６０ ６７２ ７８６７ １８２８ ６１９１ １５２４ ２４１０
金边土鳖１未检出 １８８９ １０９９ １３９１ １０８３ ３３３５ １２０３
金边土鳖２１２４３ １１４０ １１７７ １２００ ９５４ ２９６９ １３１７
金边土鳖３１９６９ ８１９７ ７４３５ ８８５２ １０４０ ２３１２ ２２３０
地鳖 ２４８９ １０４１ ５５５１ １９０６ ２５８８ ８９２８ ５２７７

中华土鳖 １６７２ ６０７４ ４５１８ ２０６８ １４１３ ２７５８ １０３０

３　讨论
３１　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。

３１１　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＝
９７）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。

３１２　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“２２”项下所述的电压梯度，各组
分得到了基线分离。

３２　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。
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