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两种筛选玄参中清除过氧亚硝基活性成分的

在线检测方法比较研究
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摘　要　建立柱后ＨＰＬＣＤＡＤ（ＬｕｍｉｎｏｌＯＮＯＯ－）ＣＬ（方法１）和柱前 ＯＮＯＯ－ＨＰＬＣＤＡＤ（方法２）两种简单、快速在线检
测清除ＯＮＯＯ－的方法，将这两种方法应用于从玄参中筛选具有清除 ＯＮＯＯ－作用的活性物质，并结合 ＨＰＬＣＥＳＩＱＴＯＦ
ＭＳ／ＭＳ对主要的活性成分进行鉴定。方法１从玄参中共筛选出了Ｐ１（ｄｅｃａｆｆｅｏｙｌａｃｔｅｏｓｉｄｅ）、Ｐ９（ａｃｔｅｏｓｉｄｅ）、Ｉ６（６″Ｏｆｅｒｕｌｏｙｌ
ｈａｒｐａｇｉｄｅ）、Ｐ１１（ｃｉｓａｃｔｅｏｓｉｄｅ）、Ｐ１３（ａｎｇｏｒｏｓｉｄｅ）等５个具有清除 ＯＮＯＯ－作用的活性成分，方法２从玄参中筛选出了 Ｐ９和
Ｐ１３两个具有清除ＯＮＯＯ－作用的活性成分。两种筛选方法各具特点：方法１需要的仪器系统较为复杂，操作简单检测灵敏
度高；方法２需要的仪器简单，操作相对方法１繁琐且灵敏度低。但是筛选结果表明，方法１和方法２均可以从复杂体系中
快速地筛选出具有清除ＯＮＯＯ－作用的活性物质，这两种方法可以为中药复杂体系中天然 ＯＮＯＯ－清除剂的快速发现提供
技术平台。
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第４７卷第５期　　　　王　莹，等：两种筛选玄参中清除过氧亚硝基活性成分的在线检测方法比较研究

　　过氧亚硝基（ｐｅｒｏｘｙｎｉｔｒｉｔｅ，ＯＮＯＯ－）是生物体
内由一氧化氮（ＮＯ）和超氧阴离子（Ｏ－２）快速结合
生成的一种生物活性分子，具有强氧化和硝化性

质，因此可以与体内多种生物分子发生反应，造成

ＤＮＡ碱基修饰和单链断裂［１］以及修饰蛋白质氨基

酸残基［２］造成蛋白质损伤［３］、引发自由基链使脂

质过氧化［４］等，与心血管疾病、神经退行性疾病和

肿瘤等疾病的发生和发展有着密切的关系，是目前

氧化代谢研究领域的热点之一。具有清除ＯＮＯＯ－

的活性物质可保护机体降低其受自由基的伤害，而

近年来人们对于ＯＮＯＯ－清除剂的关注与日俱增。
中药含有结构丰富的天然产物，因而是很有潜

力的天然抗氧化剂资源库，目前从中药中发现的

ＯＮＯＯ－清除剂主要为多酚类成分［５－８］，该类成分

可以通过酚羟基的离解和自由基途径产生抗氧化

作用，是医药、食品、化妆品中很有前景的一类天然

抗氧化剂。有研究表明［９］，中药玄参（Ｓｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａ
ｎｉｎｇｐｏｅｎｓｉｓＨｅｍｓｌ）含有丰富的多酚类化合物而具
有抗氧化的活性，但玄参中具有清除 ＯＮＯＯ－的活
性成分尚不明确。

目前检测清除ＯＮＯＯ－作用的活性方法主要有
荧光法［１０］、化学发光法［１１－１２］以及基于３硝基酪氨
酸检测法［１，１３］等，但这些方法多为离线测定，耗时

长、自动化程度低，只能进行单一成分或中药提取

物的分析，不适用于中药及中药复方复杂体系的多

成分同时测定。此外，上述方法容易产生人为误差

（如样品和试剂混合不充分、反应时间不充足等），

造成多次反应之间的数据差异较大。由此可见，建

立能够简单、有效地识别中药材中 ＯＮＯＯ－清除剂
的方法十分必要。因此，本研究建立了柱后ＨＰＬＣ
ＤＡＤ（ＬｕｍｉｎｏｌＯＮＯＯ－）ＣＬ 和 柱 前 ＯＮＯＯ－
ＨＰＬＣＤＡＤ两种在线检测的方法，将其应用于从玄
参中筛选具有清除 ＯＮＯＯ－活性成分的测定，解决
了离线测定方法诸多的不便和限制，且以上两种方

法可以为中药复杂体系中天然ＯＮＯＯ－清除剂的快
速发现提供技术平台。

!

　材　料

１１　试剂与药材
鲁米诺（瑞士 Ｆｌｕｋａ公司）；绿原酸（中国南京

泽朗医药有限公司）。过氧亚硝基按照 Ｂｅｃｋｍａｎ
等［１４］所描述的方法合成后 －２０℃保存，其浓度采

用分光光度法测定，最大吸收波长为３０２ｎｍ，ε＝
１６７０／（ｍｏｌ／Ｌ·ｃｍ）。乙腈、甲醇均为色谱级（德国
Ｍｅｒｋ公司）。超纯水由 ＭｉｌｌｉＱ系统制备（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。其他化学试剂均为市售分析纯。

玄参，产地湖南，经戚进副教授鉴定为玄参科

植物玄参 ＳｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａｎｉｎｇｐｏｅｎｓｉｓＨｅｍｓｌ的干燥
根。药材置烘箱中烘干，粉碎备用。

１２　仪　器
ＬＣ２０１０ＣＨＴ高效液相色谱仪（包括在线脱

气、四元泵、全自动进样器、柱温箱、ＳＰＤＭ２０Ａ二
极管阵列检测器及ＬＣＳｏｌｕｔｉｏｎ色谱工作站）（日本
岛津公司）；ＢＰＣＬ１ＧＣ微弱发光测量仪及 ＢＰＣＬ
Ａｐｐｌ７２数据处理工作站（中国科学院北京生物
物理研究所）；１２００ＨＰＬＣ系统（具双高压泵、脱气
机、盘式自动进样器、柱温箱和ＤＡＤ检测器），６５２０
ＱＴＯＦ质谱仪（具 ＥＳＩ离子源）（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）。数据采集与处理采用 ＡｇｉｌｅｎｔＭａｓｓｈｕｎｔｅｒ工
作站Ｂ０２００。

&

　方　法

２１　ＨＰＬＣＤＡＤＣＬ从玄参中筛选过氧亚硝基的
清除剂（方法１）
２１１　发光溶液的配制　发光溶液 Ａ：取鲁米诺
约０３２ｇ，加０１ｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液１００ｍＬ，配成
浓度为１８０２ｍｍｏｌ／Ｌ的鲁米诺储备液，避光，４℃
冷藏，３ｄ后使用。后续用ＮａＣＯ３ＮａＨＣＯ３（１∶９）的
混合溶液（ｐＨ９１６）稀释至浓度为 ５４１×１０－６

ｍｏｌ／Ｌ的工作液。发光溶液 Ｂ：将已合成好的过氧
亚硝基储备液用０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ稀释至浓度为
２４×１０－４ｍｏｌ／Ｌ的工作液。
２１２　供试药材的制备　取玄参样品粉末（过４０
目筛）约１ｇ，精密称定，加入甲醇４０ｍＬ，超声波提
取４０ｍｉｎ，滤过，滤液用０２５μｍ微孔滤膜过滤，
取续滤液，作为供试品溶液。

２１３　ＨＰＬＣＤＡＤＣＬ的分析方法　按照图 １Ａ
所示将 ＣＬ和 ＤＡＤ串联起来。色谱柱为 Ａｌｌｔｉｍａ
Ｃ１８分析柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ，Ａｌｌｔｅｃｋ），流速
１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，进样量１０μＬ。分析过程所
用的流动相为０１％ 磷酸水溶液（Ａ）和乙腈（Ｂ），洗
脱程序如下：０～５５ｍｉｎ，５％ ～３３％ Ｂ；５５～６５ｍｉｎ，
３３％～３３％ Ｂ；６５～７５ｍｉｎ，３３％～５０％ Ｂ。

化学发光条件：鲁米诺浓度为 ５４１×１０－６
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ｍｏｌ／Ｌ；碳酸钠缓冲液 ｐＨ为 ９１６；ＯＮＯＯ－浓度为
２４×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ；鲁米诺碳酸盐缓冲溶液、
ＯＮＯＯ－溶液分别通过双通道恒流泵以１２ｍＬ／ｍｉｎ
流速输送。ＣＬ负高压９００Ｖ。
２２　ＯＮＯＯ－ＨＰＬＣＤＡＤ从玄参中筛选过氧亚硝
基的清除剂（方法２）
２２１　供试药材的制备　取玄参样品粉末（过４０
目筛）约１ｇ，精密称定，加入甲醇３０ｍＬ，超声提取
４０ｍｉｎ，滤过，用旋转蒸发仪４０℃回收甲醇，加０２
ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ｐＨ７０）溶解，定容至
５０ｍＬ。
２２２　ＯＮＯＯ－ＨＰＬＣＤＡＤ分析方法　按照图１
Ｂ所示，分别取６份“２２１”项下玄参 ＰＢＳ溶液１
ｍＬ于 ５ｍＬＥＰ管中，其中 ３份样品加入 ４２２
ｍｍｏｌ／ＬＯＮＯＯ－溶液（终浓度为２１１ｍｍｏｌ／Ｌ）０３
ｍＬ，涡旋数秒；另３份样品加入酸化 ＯＮＯＯ－分解
后溶液０３ｍＬ，涡旋数秒，作为空白对照。１０ｍｉｎ
后６份样品同条件下进行ＨＰＬＣ分析（色谱分析条
件同“２１３”项），得到玄参反应前后各主要成分
的峰面积。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｍｅｔｈｏｄＩａｎｄＩＩ
Ａ：ＡｐｐａｒａｔｕｓｆｏｒＨＰＬＣＤＡＤＣＬａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｐｅｒｏｘｙｎｉｔｒｉｔｅ
ｓｐｉｋｉｎｇｔｅｓｔ．Ｓｔｅｐ１：ｕｎｒｅａｃｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌＲａｄｉｘＳｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａｅ（ＲＳ）ｓａｍｐｌｅ
ｉｎｊｅｃｔｅｄｔｏＨＰＬＣＤＡＤｓｙｓｔｅｍ；Ｓｔｅｐ２：ａｆｔｅｒｒｅａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐｅｒｏｘｙｎｉｔｒｉｔｅ，
ＲＳｅｘｔａｃｔｉｎｊｅｃｔｅｄｔｏＨＰＬＣＤＡＤｓｙｓｔｅｍ

２３　ＨＰＬＣＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ条件
由于磷酸水溶液不能作为液质联用的流动相，

因此在保证分离效果的前提下，用０１％乙酸水溶

液代替磷酸水溶液。进样量１μＬ，其他色谱条件
同“２１３”项。

ＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ质谱条件：ＥＳＩ离子源，在负离
子模式下采集数据。数据采集范围为 ｍ／ｚ１００～
２０００。离子源参数：干燥气体Ｎ２，流速１００Ｌ／ｍｉｎ，
温度３２０℃，喷雾器３５ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９５ｋＰａ），毛
细管３５００Ｖ，取样锥６５Ｖ，八极杆射频电压峰值
７５０Ｖ，碎裂器电压１７５Ｖ，ＭＳ／ＭＳ碰撞能量２５Ｖ。
数据处理系统为Ｍａｓｓｈｕｎｔｅｒ工作站Ｂ０２００（美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。

$

　结果与讨论

３１　ＨＰＬＣＤＡＤＣＬ从玄参中筛选 ＯＮＯＯ－的清
除剂

在“２１”项条件下对玄参进行在线清除
ＯＮＯＯ－活性分析，得到玄参的紫外色谱图（图 ２
Ａ），并获得相应的清除 ＯＮＯＯ－活性图谱（图 ２
Ｂ）。在图２Ｂ中，具有清除 ＯＮＯＯ－作用的活性化
学成分在色谱峰相应的位置出现明显的倒峰，可见

玄参中抑制化学发光较强的有５个成分。ＨＰＬＣ
ＥＳＩＱＴＯＦＭＳ／ＭＳ对玄参中这５个成分进行识别
鉴定，采用负离子模式，通过与文献［１５－１６］中的
ＭＳ碎片比对而得出结果（表 １），其结构见图 ３。
这５个活性成分分别为 Ｐ１（ｄｅｃａｆｆｅｏｙｌａｃｔｅｏｓｉｄｅ）、
Ｐ９（ａｃｔｅｏｓｉｄｅ）、Ｉ６（６″Ｏｆｅｒｕｌｏｙｌｈａｒｐａｇｉｄｅ）、Ｐ１１（ｃｉｓ
ａｃｔｅｏｓｉｄｅ）和 Ｐ１３（ａｎｇｏｒｏｓｉｄｅＣ），其中 Ｐ１、Ｐ９、Ｐ１１
和Ｐ１３为苯乙醇苷，Ｉ６为环烯醚萜苷，均含有酚羟
基。根据公式（１）计算各活性峰的活性峰与紫外
峰的峰高之比（表２）。

Ｆｉｇｕｒｅ　２　ＵＶＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（Ａ）ａｔ２８０ｎｍａｎｄＣＬｐｒｏｆｉｌｅ（Ｂ）ｏｆ
ＲＳｅｘｔｒａｃｔ

２６５
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Ｒｘ＝Ｈ′ｘ／Ｈｘ （１）
由表２可知，ＲＰ１＞Ｒ（ｂ）Ｉ６＞ＲＰ９＞ＲＰ１１＞ＲＰ１３，

即这５个成分清除 ＯＮＯＯ－活性由大到小顺序为：
Ｐ１、Ｉ６、Ｐ９、Ｐ１１、Ｐ１３。

对其中４个苯乙醇苷类活性成分的结构和活
性大小进行分析可以发现：Ｐ９比 Ｐ１多了一个反
式咖啡酰基，可能是因为多了一个基团使得 Ｐ９
的空间位阻增加而影响清除活性；Ｐ１１比 Ｐ１多了

一个顺式咖啡酰基，顺式基团与反式基团相比空

间位阻增加地更多，因此 Ｐ１１的清除活性比 Ｐ９
低；Ｐ１３与 Ｐ１、Ｐ９、Ｐ１１相比，不仅多了一个酚羟
基被甲基化的反式咖啡酰基，还多了一个糖基以

及甲基化的酚羟基，其空间位阻与 Ｐ１１相比更
大，因此它的活性最低。由此可见，化合物清除

ＯＮＯＯ－的活性大小与其结构中取代的基团大小
和数目有着密切的关系。

Ｔａｂｌｅ１　ＦｒａｇｍｅｎｔｓｏｆｍａｉｎａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｅｎｔｓｉｎＲＳ

Ｎｏ ｔＲ／ｍｉｎ ［Ｍ－Ｈ］－ Ｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓａｎｄｐａｔｈｗａｙｓ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｐ１ １２５９ ４６１１６５１（Ｃ２０Ｈ２９Ｏ１２） ［Ｍ－Ｈ－Ｒｈａ］－３１５１０８６，［Ｍ－Ｈ－Ｒｈａ－Ｇｌｃ－Ｈ２Ｏ］－１３５０４５３ ｄｅｃａｆｆｅｏｙｌａｃｔｅｏｓｉｄｅ
Ｐ９ ３３６５ ６２３１９７１（Ｃ２９Ｈ３５Ｏ１５） ［Ｍ－Ｈ－ｃａｆｆｅｏｙｌ］－４６１１６７６，［Ｍ－Ｈ－ｃａｆｆｅｏｙｌ－Ｒｈａ］－３１５１０８０，

［ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ－Ｈ］－１７９０３４３，［ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ－Ｈ－Ｈ２Ｏ］－１６１０２４０，

［ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ－Ｈ－ＣＯ２］－１３５０４４４

ａｃｔｅｏｓｉｄｅａ

Ｉ６ ３４５５ ５３９１７７５（Ｃ２５Ｈ３１Ｏ１３） ［ｆｅｒｕｌｏｙｌ＋Ｇｌｃ］－３３７０９３２，［ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ－Ｈ］－１９３０５０３，［Ｍ－Ｈ－
ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ－Ｇｌｃ］－１８３０６６６，［ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ－Ｈ－Ｈ２Ｏ］－１７５０３９６，

［ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ－Ｈ－２Ｈ２Ｏ］－１６５０５５０

６″Ｏｆｅｒｕｌｏｙｌｈａｒｐａｇｉｄｅ

Ｐ１１ ３６２６ ６２３１９６５（Ｃ２９Ｈ３５Ｏ１５） ［Ｍ－Ｈ－ｃａｆｆｅｏｙｌ］－４６１１６４９，［Ｍ－Ｈ－ｃａｆｆｅｏｙｌ－Ｒｈａ］－３１５１０９２，
［ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ－Ｈ］－１７９０３４１，［ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ－Ｈ－Ｈ２Ｏ］－１６１０２４２，

［ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ－Ｈ－ＣＯ２］－１３５０４４２

ｃｉｓａｃｔｅｏｓｉｄｅ

Ｐ１３ ４０１８ ７８３２７１６（Ｃ３６Ｈ４７Ｏ１９） ［Ｍ－Ｈ－ｆｅｒｕｌｏｙｌ］－６０７２２５７，［Ｍ－Ｈ－ｆｅｒｕｌｏｙｌ－Ｈ２Ｏ］－５８９２１６２，

［Ｍ－Ｈ－ｆｅｒｕｌｏｙｌ－Ｒｈａ］－４６１１６４５，［ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ－Ｈ］－１９３０５０６，
［ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ－Ｈ－Ｈ２Ｏ］－１７５０４０３

ａｎｇｏｒｏｓｉｄｅＣａ

ａＦｕｒｔｈｅｒｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈａｕｔｈｅｎｔｉｃｓｔａｎｄａｒｄｓ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｍａｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎＲＳｅｘｔｒａｃｔ

３２　ＯＮＯＯ－ＨＰＬＣＤＡＤ应用于从玄参中筛选
ＯＮＯＯ－的清除剂

控制柱前反应体系中玄参样品溶液和ＯＮＯＯ－

溶液的相对浓度是本实验的关键。当玄参提取液

浓度过高，而加入的ＯＮＯＯ－浓度相对过低时，样品
中活性峰峰面积变化不明显，本实验通过反复调节

二者相对浓度，充分反应后按照“２１３”项中色谱
条件进行分析。玄参中大部分成分在２８０ｎｍ波长

３６５
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下均能检测，哈帕苷（Ｉ２）由于紫外吸收较弱选择
２１０ｎｍ波长下检测。玄参提取液与 ＯＮＯＯ－反应
前后的 ＨＰＬＣ图谱见图 ４，记录各主要成分与
ＯＮＯＯ－反应前后的相应波长下的峰面积（ＰＡ），根
据公式（２）计算消减率：
　消减率＝（ＰＡｂｌａｎｋ－ＰＡｓａｍｐｌｅ）／ＰＡｂｌａｎｋ×１００％ （２）

结果见表 ２，与 ＯＮＯＯ－反应后，具有清除
ＯＮＯＯ－活性的成分的峰面积将减小。

Ｔａｂｌｅ２　ＳｃａｖｅｎｇｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍａｉｎａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＲＳｂｙｍｅｔｈ
ｏｄＩ

Ｎｏ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｈ′ｘ Ｈｘ Ｒｘ
Ｐ１ Ｄｅｃａｆｆｅｏｙｌａｃｔｅｏｓｉｄｅ １４３８４１２ ６６４ ２１６６２８
Ｐ９ Ａｃｔｅｏｓｉｄｅ ３３３２７６６ ２９８１ １１１８００
Ｉ６ ６″ＯＦｅｒｕｌｏｙｌｈａｒｐａｇｉｄｅ １０２４６０４ ５４２ １８９０４１
Ｐ１１ ｃｉｓＡｃｔｅｏｓｉｄｅ ７７４２８８ ８４５ ９１６３２
Ｐ１３ ＡｎｇｏｒｏｓｉｄｅＣ ２３５７２９４ １５９４１ １４７８８

　　由图４和表３可以看出，与ＯＮＯＯ－反应后，Ｐ９
（ａｃｔｅｏｓｉｄｅ，阿克替苷）和 Ｐ１３（ａｎｇｏｒｏｓｉｄｅＣ，安格洛
苷Ｃ）的峰面积发生了大幅消减，消减率分别为
９１４％和 ８３６％，表明这两个成分具有较强的

ＯＮＯＯ－清除活性或与ＯＮＯＯ－反应较快，是玄参中
最主要的ＯＮＯＯ－清除剂。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＵＶｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＲＳｅｘｔｒａｃｔｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｐｅｒｏｘｙｎｉｔｒｉｔｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｔａｂｌｅ３　ＭａｉｎａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＲＳｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙｍｅｔｈｏｄＩＩ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｎｏ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ λ／ｎｍ ＰＡｂｌａｎｋ ＰＡｓａｍｐｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｉ２ Ｈａｒｐａｇｉｄｅ ２１０ （２７０±０１４）×１０５ （２６２±０２８）×１０５ Ｎｏ
Ｐ１ Ｄｅｃａｆｆｅｏｙｌａｃｔｅｏｓｉｄｅ ２８０ （１４３±００２）×１０４ （１４０±０２７）×１０４ Ｎｏ
Ｐ７ Ａｃｒｅｔｏｓｉｄｅ ２８０ （７８３±００１）×１０４ （７５８±１０３）×１０４ Ｎｏ
Ｏ１ ｐＣｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ ２８０ （１２４±００２）×１０５ （１２１±０１５）×１０５ Ｎｏ
Ｉ５ ６″Ｏ（ｐＣｏｕｍａｒｏｙｌ）ｈａｒｐａｇｉｄｅ ２８０ （１００±００１）×１０５ （１０２±１０１）×１０５ Ｎｏ
Ｐ９ Ａｃｔｅｏｓｉｄｅ ２８０ （７４９±００２）×１０４ （６４４±０６５）×１０３ Ｙｅｓ
Ｉ６ ６″ＯＦｅｒｕｌｏｙｌｈａｒｐａｇｉｄｅ ２８０ （１０２±０１１）×１０４ （１２２±００３）×１０４ Ｎｏ
Ｐ１１ ｃｉｓＡｃｔｅｏｓｉｄｅ ２８０ （１２９±００２）×１０４ （１６０±０３４）×１０４ Ｎｏ
Ｐ１３ ＡｎｇｏｒｏｓｉｄｅＣ ２８０ （２７９±００１）×１０５ （４５８±１５７）×１０４ Ｙｅｓ
Ｉ１４ Ｈａｒｐａｇｏｓｉｄｅ ２８０ （８３１±００４）×１０５ （８３７±００２）×１０５ Ｎｏ
Ｏ３ Ｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ ２８０ （７９４±００３）×１０５ （７８８±０１６）×１０５ Ｎｏ

ＰＡ：ｐｅａｋａｒｅａ

３３　两种筛选方法的对比
方法１和方法２在本研究中已成功应用于从

玄参复杂基质中筛选出具有清除ＯＮＯＯ－的活性成
分。虽然这两种方法针对同一检测对象，但是得出

的结果却略有不相同。方法１共筛选出了５个具
有清除ＯＮＯＯ－的活性成分，而方法２仅筛选出了
２个。两种方法共同筛选出来的活性成分为 Ｐ９和
Ｐ１３，且这２个成分在两种方法中所表现出来的活
性大小一致，均为Ｐ９大于Ｐ１３，说明两种方法用于
筛选ＯＮＯＯ－清除剂都是有效的。方法１之所以比
方法２筛选出来的成分多，可能是因为化学发光检

测器的灵敏度高于紫外检测器，从图２Ａ中可以看
到Ｐ１、Ｉ６、Ｐ１１在 ２８０ｎｍ检测波长下紫外吸收很
弱，而在图２Ｂ中却检测到了明显清除活性。另外
还可能因为方法２是药材中所有的成分和ＯＮＯＯ－

共同孵育，这些活性成分之间存在竞争，而且每个

成分的含量高低不同，含量高的且具有清除作用的

成分（Ｐ９，Ｐ１３）优先与 ＯＮＯＯ－反应，使得 ＯＮＯＯ－

的浓度下降地很快，导致与含量少且具有清除作用

的成分（Ｐ１，Ｉ６，Ｐ１１）发生反应的 ＯＮＯＯ－不足，所
以Ｐ１，Ｉ６，Ｐ１１在色谱图中没有显示出明显的峰面
积减少。而方法１由于不存在各个活性成分之间

４６５



第４７卷第５期　　　　王　莹，等：两种筛选玄参中清除过氧亚硝基活性成分的在线检测方法比较研究

的竞争，它们是通过色谱柱将其分离后再与

ＯＮＯＯ－反应的柱后反应，因此在方法１中清除活
性相对较弱的成分Ｐ１，Ｉ６，Ｐ１１显示出了清除活性。

这两种筛选方法各有不同的优势和劣势：方法

１筛选出来的成分更为全面，但是方法 １需要将
ＨＰＬＣ和ＣＬ进行串联，要兼顾色谱分离条件和化
学发光条件，因此对色谱中流动相的选择和流动相

方法的设置较为挑剔。而方法２筛选出来的成分
虽然较方法１来说受各个组分之间竞争的影响而
导致筛选信息不全，但是方法２的操作简单，对仪
器没有过多的限制条件。

综上所述，本研究建立的ＨＰＬＣＤＡＤ（Ｌｕｍｉｎｏｌ
ＯＮＯＯ－）ＣＬ法和 ＯＮＯＯ－ＨＰＬＣＤＡＤ法均为简单
有效地适用于中药复杂体系清除ＯＮＯＯ－活性筛选
方法，对于研究中药的物质基础以及从中快速发现

天然ＯＮＯＯ－清除剂具有重要意义。两种方法具有
各自的优缺点和不同的适用范围，可以互相补充，

在后期研究中，建议两种方法配合使用。
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