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摘 　要 :建立了测定太子参中环肽 Pseudostellarin B含量的高效毛细管电泳 (HPCE)分析方法 ,对 10种不同产地

太子参中环肽 Pseudostellarin B的含量进行了测定。HPCE工作条件 :采用未涂层熔融石英毛细管 (内径 75μm,

有效长度 50 cm ) ,分离电压为 15 kV,柱温 20 ℃,二极管阵列检测器 (DAD )检测波长为 203 nm,缓冲液为 20

mmol/L硼砂 (pH = 9. 3)溶液。在选定的工作条件下 ,环肽 Pseudostellarin B浓度与其响应信号值之间具有较好

的线性相关性 ( Y = 0. 6357X + 2. 546, R = 0. 9985) ,加标回收率在 93. 8% ～105. 6%之间。在此基础上进行了太

子参 HPCE指纹图谱研究 ,采用中药指纹图谱相似度计算软件对不同太子参样品的 HPCE指纹图谱进行相似度

计算 ,以系统生成的对照指纹图谱为对照模板 , 10份样品中有 8份的相似度在 0. 90以上 ,说明该方法可用于太

子参质量控制。
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Abstract: A modern HPCE analysis method was developed for determ inating cyclic pep tide Pseudostellarin B in

Pseudostellaria heterophy lla (M iq. ) Pax. Separation and determ ination were carried out by HPCE under the following

conditions: bared fused silica cap illary (50 cm ×75μm i. d. ) , 20 mmol/L borate (pH = 9. 3) as buffer, the run voltage

is + 15 kV, detection length of UV at 203 nm, and column temperature of 20 ℃. The results indicated that the developed

method was simp le, accurate and reliable for the determ ination of Pseudostellarin B with a good linearity( Y = 016357X +

2. 546, R = 0. 9985) , and the recovery ranges of 93. 8% ～105. 6%. Based on this method, the HPCE fingerp rints of

Pseudostellaria heterophy lla (M iq. ) Pax were established. The fingerp rints were compared by the software of the sim ilar2
ity evaluation system for chromatographic fingerp rint. The fingerp rint congruence coefficients of 8 electropherogram s in 10

were above 0. 90. The method of HPCE fingerp rint is reliable and accurate.

Key words: Pseudostellaria heterophy lla (M iq. ) Pax; Pseudostellarin B; HPCE; fingerp rint

　　太子参又名孩儿参、童参 ,为双子叶植物药石竹

科 ( Caryophyllaceae ) 植 物 异 叶 假 繁 缕 属 植 物

Pseudostellaria heterophy lla (M iq. ) Pax的块根。具有

补益脾肺 ,益气生津的功效 ,主治肺虚咳嗽 ,脾虚食

少 ,心悸 ,怔忡等 [ 1 ]。环肽是指氨基酸以酰胺键互

相连接而形成的环状化合物 ,生物活性环肽能形成

限制性构象 ,与相应线性肽相比在生物体内具有更

好的抗酶解和抗化学降解的能力。最近几年发现石

竹科环肽有较广泛的生物活性 [ 225 ]。2005版《中国

药典 》中还没有明确太子参的指标性成分以及太子
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参质量控制方法。中药色谱指纹图谱是一种综合

的、可量化的色谱鉴定手段。借以鉴别真伪 ,评价原

料药材、半成品和成品质量均一性和稳定性。其基

本属性是“整体性 ”和“模糊性 ”。在有效成分不完

全明确的前提下 ,制定中药材的指纹图谱 ,对有效控

制中药材的质量 ,具有重要意义 [ 6, 7 ]。目前国内仅

有一篇文献利用 HPLC对太子参进行指纹图谱研

究 [ 8 ]
,但是该文对各指纹峰均未进行定性定量分

析。HPCE是一种基于不同质荷比的离子在同一电

场下迁移速度不同的分离手段 ,具有分离效率高 ,分

析速度快等特点 ,已成为除 GC, HPLC之外进行复

杂样品分离分析的一种新的选择 ,目前广泛用于中

药中有效成分的测定及中药材指纹图谱研究 [ 9211 ]。

国内外利用 HPCE定量测定太子参环肽 Pseudostel2
larin B及太子参 HPCE指纹图谱研究尚未见有文献

报道。本文探索采用 HPCE对太子参药材进行活性

成分测定及其指纹图谱研究 ,以本实验室分离、纯化

所得的环肽 Pseudostellarin B纯品为对照品 ,建立了

高效毛细管电泳法测定太子参中环肽 Pseudostella2
rin B的方法 ;并在此基础上得到了太子参的 HPCE

指纹图谱 ,对所得指纹图谱进行了相似度计算 ,结果

满意。

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

美国 Agilent公司 G1062A 型 HPCE仪 (配有二

极管阵列检测器 (DAD ) ) ,未涂层熔融石英毛细管

(内径 75μm,有效长度 50 cm) , SK200LH型超声波

仪 (上海科导超声仪器有限公司 ) ,旋转蒸发仪

R201 (上海申生科技有限公司 )。

硼砂 (分析纯 ) , 1 mol/L NaOH溶液 ,甲醇 (优级

纯 ) ,乙酸乙酯 (优级纯 ) ,实验用水为 M illi2Q超纯水。

太子参环肽 Pseudostellarin B对照品由本实验室

分离纯化所得 (含量测定用 )。所有试剂溶液及试样

进入 HPCE系统前均经过 0. 2μm微孔滤膜过滤。

本文所采用的太子参样品 :福建、江苏、贵州、湖

南产太子参由厦门倍尔思生化科技有限公司提供 ;

山东、浙江、安徽产太子参购于药材公司。

1. 2　HPCE工作条件

采用压力进样方式 ,压力 50 bar,进样时间 5 s,

分离电压 15 kV ,紫外检测波长 203 nm,带宽 8 nm,

参比波长 450 nm,带宽 20 nm。运行缓冲液为 20

mmol/L的硼砂溶液 (用 1 mol/L 的 NaOH 溶液调

pH值至 9. 3) ,试样进入毛细管前 ,均需过 0. 2μm

微孔滤膜过滤 ,分析开始前 ,依次用 1 mol/L NaOH,

超纯水和缓冲液冲洗毛细管各 20 m in,分析过程中 ,

及时更换缓冲液瓶中的缓冲溶液 ,以保证两缓冲液

瓶中缓冲液组分一致 ,保证分析精度。

1. 3　对照品及供试品溶液制备

准确称取 10. 0 mg环肽 Pseudostellarin B对照

品 ,放入 10 mL容量瓶中 ,用超纯水溶解定容 ,制成

1 g/L的储备液。

供试样品 (粉碎 ,过 60目筛 )在 50 ℃烘箱中干

燥 12 h,准确称取 1. 0 g,以甲醇为溶剂 ,超声辅助提

取 3次 (3 ×10 mL) ,每次提取 60 m in。合并各次提

取液过滤 ,滤液经旋转蒸发仪浓缩至干 ,用超纯水溶

解定容到 10 mL容量瓶中 ,过 0. 20μm滤膜后作为

供试品溶液。

2　结果与讨论

2. 1　提取方法及 HPCE分离条件优化

2. 1. 1　不同提取方法对提取效率的影响

本文采用了回流法和超声辅助提取两种方法对

样品进行提取 ,结果显示 ,回流法提取效率稍高于超

声法 ,后者约为前者的 95% ,相差不大。回流法操

作复杂 ,且加热过程可能会引起其它组分的变化 ,而

超声法方便快速 ,因而选用超声法进行提取。

以 Pseudostellarin B的提取率为指标 ,检验了 3

种提取溶剂 :超纯水 ,乙酸乙酯和甲醇的提取效率

(因后两者在环肽 Pseudostellarin B的检测波长 203

nm处有吸收 ,干扰了其测定 ,因此必须将其提取液

旋转蒸干后用超纯水重新溶解进行进样测定 ) ,结

果表明 ,甲醇的提取效率最高 ,超纯水和乙酸乙酯的

提取效率分别为甲醇的 55%和 71% ,故本文采用甲

醇作为提取溶剂。

2. 1. 2　缓冲液浓度及 pH值和分离电压对分离过

程的影响

对 HPCE分离过程的中的三个参数缓冲液浓度

及 pH值和分离电压进行正交实验设计 ,结果表明 :

随着硼砂溶液浓度的升高 ,样品中各峰的保留

时间差别逐渐增大 ,分离效果也越好 ,但浓度过高 ,

噪音也明显增大 ,电流显著增加 ,产生热量较多 ,不

利于分离 ,因此选择 20 mmol/L的硼砂溶液作为缓

冲液 ,各峰得到较好的分离。

太子参环肽 Pseudostellarin B在较高 pH值的缓

冲溶液中完全电离成阴离子 ,能够有效抑制管壁吸
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附 ,离子在分离过程中由正极向负极泳动 ,与电渗流

速度相同 ,其表观速度为电泳速度与电渗流速度的

矢量和 ,二者方向相同 ,有利于增加分析速度 ,缩短

每次进样分析的周期 , pH为 9. 3时 ,分离效果较好 ,

且分析时间较短。

在 10～30 kV的范围内 ,电压越高 ,分析速度越

快 ,但在较高电压下 ,分离效果及峰形较差 ,且噪音

明显增大 ,不利于分析 ,因而选用较为适中的 15 kV

作为分离电压 ,效果较好。

2. 1. 3　检测波长的选择

由于太子参环肽 Pseudostellarin B中不存在发色

团 ,只是在紫外末端有较大吸收 ,且随着检测吸收波

长的增大 ,样品吸收急剧下降 ,见图 1,本文选用 203

nm作为检测波长 ,仪器易于稳定 ,基线平稳 ,噪音较

小 ,有利于太子参环肽 Pseudostellarin B的检测。

图 1　太子参环肽 Pseudostellarin B的 DAD扫描光谱图

Fig11　 DAD scan spectrum of Pseudostellarin B peak

2. 1. 4　样品分离效果

采用优化后的提取方法和 HPCE工作条件 ,测

定对照品溶液和供试品溶液 , 比较太子参环肽

Pseudostellarin B对照品溶液及供试品溶液液相色

谱图 (见图 2) ,可以看出在 1. 2所述的仪器工作条

件下色谱峰峰形较好 ,可准确测定其峰面积及峰高

并进行定量分析。

图 2　对照品和供试品的 HPCE色谱图

Fig12　Electropherogram of Pseudostellarin B standard and ex2
tract of Pseudostellaria heterophy lla (M iq. ) Pax

2. 2　标准曲线的绘制

吸取一定量的对照品储备液 ,用超纯水稀释 ,配

制成 1、5、10、15、20、25、30 mg/L的标准溶液。按照

1. 2所述工作条件分别进样分析 ,测定太子参环肽

Pseudostellarin B的峰面积 ,以峰面积为横坐标 ,对

照品浓度 (mg/L )为纵坐标 ,绘制标准曲线。环肽

Pseudostellarin B的线性回归方程及相关系数为 : Y

= 0. 6357X + 2. 546, R = 0. 9985。结果表明 ,在 1～

30 mg/L范围内 ,浓度与峰面积呈良好线性关系。

2. 3　方法学考察

2. 3. 1　精密度试验

按照 1. 2 HPCE工作条件 ,对环肽 Pseudostella2
rin B对照品溶液进行 6次重复进样分析 ,测得其峰

面积和保留时间 ,分别计算其标准偏差 ,峰面积和保

留时间 RSD值分别为 0. 32%和 0. 18% ,表明仪器

精密度良好。

2. 3. 2　稳定性试验

将供试品溶液按照 1. 2HPCE工作条件 ,分别在

0、2、4、8、12、24、36、48 h时进样测定 ,结果显示供试

品溶液中环肽 Pseudostellarin B在 48 h内峰面积和

保留时间无明显变化 ,峰面积和保留时间的 RSD值

分别为 1. 21%和 0. 46% ,说明供试品溶液在 48 h

内化学性质稳定。

2. 3. 3　重现性试验

精密称取同一样品五份 ,按 1. 3处理方法制成

供试品溶液 ,按照 1. 2的 HPCE工作条件进样测定 ,

测得环肽 Pseudostellarin B峰面积和保留时间 ,并计

算其标准偏差 ,峰面积和保留时间的 RSD值分别为

2. 55%和 0. 62% ,表明该方法重现性良好。

2. 3. 4　回收率试验

精密称取 1. 0 g已知环肽 Pseudostellarin B含量

的太子参样品 5份 ,定量加入对照品 ,按 1. 3处理方

法将其制成供试品溶液 ,按 1. 2的 HPCE工作条件

测定加标回收率 ,每份样品平行进样 3次 ,结果取平

均值 ,并计算 RSD % ,结果见表 1。结果表明 ,本法

回收率高 ,测定结果准确 ,方法可行。

2. 3. 5　色谱峰的定位

本文主要根据对照品的保留时间对样品进行色

谱峰定性 ,实验中以适量的标准储备液加入样品溶

液中 ,通过对比各峰的吸光度 ,确认吸光度明显增大

的峰为对照品峰 ,并将其 UV谱图与相应已知标准

品图谱进行比较印证 ,以确定与对照品相应的峰位。
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表 1　太子参环肽 Pseudostellarin B加样回收率实验结果 ( n

= 3)

Table 1　Recovery test of the added Pseudostellarin B standard

( n = 3)

样品
Samp le

样品含量
Content

(μg)

加入量
Added
(μg)

测出总量
Found
(μg)

回收率
Recovery

( % )

RSD
( % )

1 9. 6 5. 00 14. 32 94. 4 1. 96

2 17. 3 10. 00 27. 35 100. 5 2. 06

3 48. 5 20. 00 69. 62 105. 6 3. 10

4 122. 7 50. 00 169. 6 93. 8 2. 44

5 212. 5 100. 00 310. 2 97. 7 1. 93

2. 3. 6　环肽 Pseudostellarin B的检测限

将样品逐级稀释进样 ,测定其峰高响应值及基

线噪音强度 ,以 3倍信噪比计算其检测限 ,结果表

明 ,在选定的仪器工作条件下 ,环肽 Pseudostellarin

B检测限达到 0. 6 mg/L。

2. 4　不同产地太子参样品中环肽 Pseudostellarin B

的含量测定结果

取不同产地太子参 ,按 1. 4处理方法将其制成

供试品溶液 ,按 1. 2 HPCE工作条件 ,测定其中太子

参环肽 Pseudostellarin B的含量 ,每批样品进行了三

次平行测定 ,结果见表 2。可见不同产地太子参样

品中环肽 Pseudostellarin B含量差异较大 , 5号太子

参样品 (安徽产 )环肽 Pseudostellarin B含量最高 ,而

湖南和山东产太子参中环肽 Pseudostellarin B含量

较低 ,样品中环肽 Pseudostellarin B 的平均含量为

158. 43μg/g。
表 2　不同太子参样品中环肽 Pseudostellarin B的含量 (n =3)

Table 2　Contents of Pseudostellarin B in Pseudostellaria hetero2
phylla (M iq. ) Pax collected from different regions ( n

= 3)

样品
Samp le

产地
O rigin

环肽 (μg/g)
Pseudostellarin B

RSD%

1 江苏 1 132. 9 0. 99

2 江苏 2 271. 6 1. 87

3 福建 1 48. 5 2. 66

4 福建 2 212. 5 2. 02

5 安徽 1 283. 4 3. 14

6 安徽 2 227. 6 2. 11

7 贵州 258. 2 2. 53

8 湖南 9. 6 3. 29

9 浙江 122. 7 2. 56

10 山东 17. 3 1. 29

2. 5　不同太子参样品指纹图谱的建立

按照暂行的中药注射剂指纹图谱研究的技术要

求 ,制定 HPCE指纹图谱所需的技术参数主要有三

个 :一 ,必须根据参照物的迁移时间 ,计算指纹峰的

相对保留时间 ,标定中药材的共有指纹峰 ;二 ,以参

照物的峰面积作为 1,计算各共有指纹峰面积与参

照物峰面积的比值 ,各共有指纹峰面积比值必须相

对固定 ;三 ,中药材供试品的图谱与指纹图谱比较 ,

非共有峰总面积不得大于总峰面积的 10%。

本文对 10批次太子参甲醇提取物在 1. 2 HPCE

工作条件下进样分析 ,每个样品进行三次平行分析 ,

其色谱图共有 11个共有峰 ,其峰面积总和占总峰面

积的 98%以上 ,其中 2 号峰确认为太子参环肽

Pseudostellarin B ,选择该峰作为参照峰 ,分别求出各

特征峰的相对保留时间 (α)和相对峰面积。

图 3　太子参甲醇提取物的共有指纹图谱

Fig13　Mutual fingerp rints of extract of Pseudostellaria heterophy l2
la (M iq. ) Pax

2. 6　指纹图谱相似度分析

在化学计量学中 ,常采用相关系数和相合系数

(矢量间的夹角余弦 )作为评价指纹图谱相似度的

度量 [ 12 ] ,浙江大学制药工程研究所计算机辅助中药

分析实验室研发的“中药指纹图谱相似度计算软

件 ”采用夹角余弦作为相似度的评价指标 ,是国家

药典委员会推荐使用的指纹图谱相似度计算软

件 [ 13 ]。本文采用该软件对测定结果进行图谱比对 ,

评价供试样品指纹图谱与系统生成的对照指纹图谱

(各样品谱图峰面积的平均值 )的相似性 ,对照共有

图计算得到 10批太子参药材提取物的相似度 ,结果

见表 4。从表 4可见 ,除 8号样品与 10号样品外 ,其

他 8批样品色谱图的相似度均在 0. 90以上 ,从太子

参环肽 Pseudostellarin B的测试结果来看 , 8号样品

与 10号样品的含量也较低 ,这在相似度的计算结果

中得到了反映。
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表 3　10批太子参甲醇提取物的特征峰的相对保留时间及相对峰面积

Table 3　Relative retention time (α) and relative peak area of extracts of 10 Pseudostellaria heterophylla (M iq. ) Pax

No. α RSD%

10批样品的相对峰面积
Relative peak area of the extract of 10 Pseudostellaria heterophylla (M iq. ) Pax

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0. 839 0. 34 0. 85 0. 71 0. 33 0. 33 0. 33 0. 52 0. 31 0. 58 1. 09 0. 29

2 1 0. 00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

3 1. 135 0. 62 0. 07 0. 08 0. 12 0. 11 0. 15 0. 05 0. 16 0. 05 0. 15 0

4 1. 2 0. 73 0. 22 0. 41 0. 55 0. 55 0. 6 0. 69 0. 22 0. 59 3. 1 0. 1

5 1. 416 0. 84 0. 2 0. 24 0. 11 0. 12 0. 19 0. 36 0. 36 0. 38 0. 33 0. 09

6 1. 646 1. 12 0. 24 0. 77 0. 2 0. 25 0. 29 0. 09 0. 36 0. 09 0. 29 0. 73

7 1. 753 0. 89 0. 27 0. 34 0. 27 0. 27 0. 33 0. 16 0 0. 19 0. 3 0. 26

8 1. 87 1. 61 1. 45 0. 93 0. 46 0. 48 0. 46 1. 06 1. 27 1. 11 1. 48 2. 17

9 1. 956 1. 64 0. 81 0. 76 0. 22 0. 15 0. 18 1. 04 1 1. 11 0. 94 0. 31

10 2. 211 1. 15 0. 15 0. 14 0 0. 13 0. 19 0. 54 0. 25 0. 59 0. 19 0. 16

11 2. 32 1. 36 0. 11 0. 12 0. 16 0. 15 0. 15 0. 06 0. 23 0. 07 0. 25 0. 22

表 4　10批太子参样品提取物指纹图谱相似性分析结果

Table 4　Sim ilarity analysis result of extracts of 10 Pseudostel2
la ria heterophy lla (M iq. ) Pax

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

相似度
Sim ilarity

0. 923 0. 951 0. 924 0. 948 0. 933 0. 982 0. 917 0. 776 0. 940 0. 829

　　目前 ,中药材的分类及鉴别在很大程度上仍依赖

于经验和表观分析 ,缺乏从定性定量分析数据中获取

评价依据的统一、实用的方法。相似度计算方法数学

概念简单 ,数据处理过程简便、快速 ,在定量计算色谱

指纹图谱相似度方面有其优势。在指纹图谱相似度

计算中 ,一般将所选取的色谱峰同时作比较计算 ,反

映指纹图谱的整体相似性 ,可对中药产品质量做出较

全面、准确的评价。本文以不同太子参样品的平均峰

面积作为对照模板 ,进行相似度计算 ,优点是能较全

面反映不同太子参样品的整体特征。如果利用多种

道地药材的标准提取物建立了标准谱图 ,则通过计算

待测样品与标准谱图的相似度 ,可以对样品质量进行

正确评价 ,这也是今后进一步研究的目标。

3　结论

本文所建立的太子参中环肽 Pseudostellarin B

含量 HPCE测定的方法前处理便易操作 ,分析速度

快 ,具有良好的重现性、稳定性 ,可作为太子参中环

肽 Pseudostellarin B含量的检测方法及用于太子参

产品的质量控制。在此基础上所建立的太子参中环

肽 Pseudostellarin B HPCE指纹图谱研究方法分析

时间短 ,提取物中共有峰数目较少 ,便于进行质量控

制 ,将其用于实际的提取物鉴定工作中 ,方法快捷 ,

结果可靠。
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2190 ( 1H, m , H25) , 2117 ( 1H, m , H26α ) , 1188～

1192 (2H, m, H26β and H214α ) , 6164 ( 1H, d, J =

614 Hz, H29 ) , 6156 ( 1H, dd, J = 810, 614 Hz, H2
10) , 6160 (1H, d, J = 810 Hz, H211) , 1126 (1H, d, J

= 1210 Hz, H214β ) , 3115 ( 1H, m, H215 ) , 1188

(1H, s, H216) , 4136 (1H, s, H217) , 1166 (3H, d, J =

614 Hz, H218) , 5128 (1H, br d, J = 614 Hz, H219) ,

3141～3158 (2H, m , H221α and H221β ) , 3101 (3H,

s, N2CH3 ) 1The
13

C NMR data see Table 21Compound

15 was determ ined to be 122hydroxymauiensine
[ 4, 9 ] 1
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