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四倍体板蓝根中五种有机酸成分的毛细管电泳分离分析
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摘　要　选择毛细管区带电泳分离模式 ,以肉桂酸为内标建立了适合板蓝根药材中抗内毒素活性成分五种

有机酸优化分离与定量分析的毛细管电泳方法。电泳分离条件: 毛细管 40 cm× 50μm,运行缓冲液 p H 9. 5磷酸

二氢钠 -硼砂 ( 50 mmol /L∶ 12. 5 mmol /L,内含 16 mmo l / Lβ -CD ) ,压力进样 20 psi× s,操作电压 18kV (+ )→

( -) ,柱上在线检测 UV 200 nm ,毛细管柱温 25℃。
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　　板蓝根 ( Radix Isatidis )系十字花科植物菘蓝

( Isatis indigot ica Fo rt. )的干燥根 ,性寒味苦 ,具有

清热解毒、凉血消肿之功效 ,是一味传统的中药材。

为了改良菘蓝药材品种、提高活性成分含量 ,乔传

卓等采用秋水仙碱处理萌发的菘蓝种子或幼苗生

长点 ,获得了菘蓝同源四倍体植株 ,其中根与叶中

的活性成分均有较大幅度的提高 [1 ]。

从板蓝根中分离得到的化学成分较多 ,但目前

有效成分尚不明确。现代医药学研究认为 ,中药材

的清热解毒功效主要集中于其有效成分的抗内毒

素作用和抗病原微生物作用 [2 ]。刘云海已试验证实

板蓝根药材具有明显的抗内毒素作用
[3 ]
, W u XY

等还从菘蓝药材中分离得到了抗内毒素活性成分

五种有机酸 [4 ]。对于中药活性成分有机酸的分离测

定 ,常用的分析手段主要有薄层色谱法、气相色谱

法和高效液相色谱法
[5 ]
。毛细管电泳作为一种迅速

发展起来的新型高效分离分析技术已在一些中药

有效成分分离分析方面获得了成功的应用 [6 ]。本文

采用毛细管电泳方法分离测定了四倍体板蓝根中

抗内毒素活性成分五种有机酸的含量 ,并与二倍体

板蓝根相比较 ,以考察四倍体板蓝根药材的优良品

质。

1　仪器与试药

BioFocus
TM 3000毛细管电泳仪 ( Bio-Rad,

U SA) ,未涂层石英毛细管 40 cm× 50μm (河北永

年光导纤维厂 )。 pH-25型酸度计 (上海雷磁仪器

厂 ) , TGL-16C高速离心机 (上海安亭科学仪器

厂 )。

五种有机酸对照品水杨酸、苯甲酸、邻氨基苯

甲酸、丁香酸和 3-( 2-苯甲酸 ) -4( 3H) -喹唑酮由第

二军医大学药学院生药学教研室提供 ,经毛细管电

泳分离鉴定均为单一电泳峰。肉桂酸购自中国药品

生物制品鉴定所。 四倍体板蓝根 ( 4n)为经数代选

育获得的菘蓝四倍体植株的干燥根 ,由第二军医大

学药学院生药学教研室乔传卓教授赠送 ;板蓝根

( 2n)分别采购于上海、南京、杭州和河北安国 ,经

鉴定均为菘蓝的干燥根。实验所用试剂均为国产分

析纯 ,水为二次蒸馏水。

2　方法与结果

2. 1　电泳操作条件

按要求配制实验所需各种缓冲溶液 ,使用前用

0. 45μm的微孔滤膜过滤 ,并经 10000 r /min高速

离心脱气 5 min。每天电泳操作前毛细管均依次用

甲醇-水 ( 60∶ 40)、 0. 1 mo l /L NaOH、过滤重蒸水

及运行缓冲液冲洗 5 min。样品分析一次循环冲洗

一次 ,连续电泳分离 5次后需更换电极池中的运行

缓冲液。本实验采用压力进样: 20 psi× s,正极进

样 ,负极柱上 200 nm检测。 以 18 kV作为操作电
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压 ,控制毛细管柱温为 25℃ ,在 pH 9. 5磷酸二氢

钠 -硼砂 ( 50 mmol /L∶ 12. 5 mmol /L,内含 16

mmol /Lβ -CD)缓冲液条件下 ,五种抗内毒素活性

成分有机酸及其定量内标物肉桂酸在 8 min之内

获得了理想的分离。图 1为五种有机酸对照品及板

蓝根药材提取液毛细管电泳分离图谱。

Fig 1. Typical electroph erograms of f ive organic acids in Rad ix

Isat id is. A: s tandard solu tion of five o rganic acid s; B: ex tract ion

sample of Rad ix Isat id is; 1. Internal standard cinnamic acid; 2.

quinazolinone acid; 3. salicylic acid; 4. benzoic acid; 5.

an th rani li c acid; 6. s yringic acid

2. 2　标准曲线的制备

精密配制含水杨酸 105. 5μg /ml、苯甲酸 92.

10μg /ml、邻氨基苯甲酸 537. 0μg /m l、丁香酸

109. 8μg /ml和 3-( 2-苯甲酸 )-4( 3H)-喹唑酮 92.

30μg /ml的甲醇 -水 ( 30∶ 70)混合标准液。肉桂酸

内标液由 pH 9. 5背景电解质 ( 50 mmol /L磷酸二

氢钠 -12. 5 mmol /L硼砂 )配制 ,浓度为 150. 0μg /

m l。分别准确吸取混合标准液 5, 10, 15, 25, 50, 100

μl,加内标液 100μl,用重蒸水稀释定容至 1 m l量

瓶中 ,混匀。吸取其中 80μl,以 10000 r /min高速

离心 5 min后 ,置于毛细管电泳仪中进样分析。以

有机酸峰面积与内标峰面积比 (Y )对相应的浓度

(C )进行线性回归 ,计算回归方程 ,即水杨酸 Y 1=

0. 004315+ 0. 01752C , r= 0. 9992(n= 5) ,定量线

性范围 0. 5275～ 10. 55μg /ml;苯甲酸 Y2 = 0.

002136+ 0. 02411C , r= 0. 9996(n = 5) ,定量线性

范围 0. 4605～ 9. 210μg /m l;邻氨基苯甲酸 Y3=

0. 005474+ 0. 01822C , r= 0. 9991(n= 5) , 定量线

性范围 2. 685～ 53. 70 μg /m l; 丁香酸 Y4 = 0.

002108+ 0. 01632C , r= 0. 9995(n= 5) , 定量线性

范围 0. 5490～ 10. 98μg /m l; 3-( 2-苯甲酸 )-4( 3H) -

喹唑酮 Y 5= 0. 0009214+ 0. 01205C , r= 0. 9990( n

= 5) ,定量线性范围 0. 4615～ 9. 230μg /ml。

2. 3　样品的分离分析

板蓝根药材烘干 ,粉碎 ,过 60目筛。 精密称取

各药材粉末 10 g ,加蒸馏水 500 m l,煎煮 30 min;

重复操作 3次 ,合并滤液 ,水浴浓缩至约 100 m l,

加乙醇至醇浓度为 80% ,冷藏 24 h后过滤 ,滤液回

收乙醇至无醇味。残留液加蒸馏水定容至 10 m l,

并用 1 mol /L HCl调 pH值为 1,以石油醚分次萃

取、去除脂溶性杂质后 ,选择乙醚按 2∶ 1萃取 3

次 ,合并乙醚液 ,以无水硫酸钠脱水 ,过滤 ,滤液回

收乙醚。残留物以甲醇溶解并定容至 2m l量瓶中。

精密吸取样品液 200μl,加内标液 100μl,用重蒸

水稀释定容至 1 m l量瓶中 ,混匀。吸取其中 80μl,

以 10000 r /min高速离心 5 min后 ,进行电泳分

析 ,定量结果列于表 1。
　　　　 Tab 1. Conten ts of f ive organic acids in Radix Isat idi s (μg /g) (x

-± s ,n= 3)

Sample
Quinazolinone

acid

Salicylic

acid

Ben zoic

acid

Anth ranilic

acid

Sy ringic

acid

Shangh ai 1. 038± 0. 031 4. 966± 0. 129 5. 327± 0. 134 6. 025± 0. 145 1. 321± 0. 036

Nanjing 1. 353± 0. 038 5. 239± 0. 135 4. 786± 0. 127 4. 353± 0. 113 1. 227± 0. 033

Hangzhou 1. 116± 0. 029 6. 101± 0. 143 5. 194± 0. 130 5. 262± 0. 128 1. 516± 0. 039

Anguo, Hebei 1. 615± 0. 041 7. 581± 0. 153 6. 433± 0. 167 5. 892± 0. 128 2. 358± 0. 059

Shangh ai( 4n ) 2. 112± 0. 052 7. 823± 0. 156 8. 045± 0. 188 18. 23± 0. 296 7. 894± 0. 183

2. 4　加样回收率试验

精密称取已知含量的四倍体板蓝根药材粉末

10 g ,准确加入五种有机酸混合标准液 200μl,按

板蓝根药材“样品的分离分析”项下操作 ,计算四倍

体板蓝根药材的加样回收率 ,结果见表 2。

Tab 2. Recoveries of five organic acids in Rad ix Isat id is (n= 5)

　　 Component
Added

(μg)

Found

(μg )

Av erage recovery

(% )

R SD

(% )

Quinazolinone acid 18. 46 18. 05 97. 78 2. 2

Salicylic acid 21. 10 21. 43 101. 6 2. 3

Ben zoic acid 18. 42 18. 89 102. 6 2. 6

An th ranilic acid 107. 4 104. 6 97. 37 1. 9

Sy ringic acid 21. 96 21. 82 99. 34 2. 8
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2. 5　定性定量精密度

精密吸取五种有机酸混合标准液 25μl共 5

份 , 添加肉桂酸内标液 100μl,按“标准曲线的制

备”项下配制毛细管电泳分析标准溶液 ,重复进样

5次 ,结果求得水杨酸迁移时间 RSD 1. 2% ,相对

峰面积 RSD 2. 1% ;苯甲酸迁移时间 RSD 1. 5% ,

相对峰面积 RSD 2. 3% ;邻氨基苯甲酸迁移时间

RSD 1. 0% ,相对峰面积 RSD 2. 0% ;丁香酸迁移

时间 RSD 1. 8% ,相对峰面积 RSD 2. 5% ; 3-( 2-

苯甲酸 ) -4( 3H) -喹唑酮迁移时间 RSD 0. 8% ,相

对峰面积 RSD 1. 8%。

精密称取同一批四倍体板蓝根药材粉末 10 g ,

按“样品的分离分析”项下步骤平行制备 5份待测

样品 ,毛细管电泳连续进样分离分析其中五种有机

酸的含量 ,结果四倍体板蓝根药材中水杨酸浓度

RSD 2. 2% ;苯甲酸浓度 RSD 2. 1% ;邻氨基苯甲

酸浓度 RSD 1. 8% ;丁香酸浓度 RSD 2. 4% ; 3-

( 2-苯甲酸 )-4( 3H)-喹唑酮浓度 RSD 2. 3% 。

3　讨　论

1)对于有机酸的毛细管电泳快速分离 ,一种有

效的方法是采用反向电渗流毛细管电泳操作模式 ,

但是带正电荷的电渗流改性剂易与带负电荷的酸

性溶质发生不良相互作用
[7 ]
。本文选择常规毛细管

区带电泳分离模式 ,考察了缓冲液 pH、运行电压、

有机添加剂等操作参数对板蓝根药材中五种有机

酸电泳分离的影响 ,其中适量 β-CD的加入 ,不仅

改善分离选择性 ,而且还明显增进电迁移速率。 一

个合理的解释是 ,β-CD的包合作用在改善各样品

组分相对电迁移速率的同时 ,本质上减少有机酸分

子的负电荷密度 ,进而降低了本身反方向的电泳速

度。在兼顾分离效率和分析速度的前提下 ,优选的

电泳分离条件为:操作电压 18kV (+ )→ ( - ) ,运

行缓冲液 pH 9. 5磷酸二氢钠-硼砂 ( 50 mmol /L∶

12. 5 mmo l /L,内含 16 mmo l /Lβ -CD)。

2)板蓝根药材的质量控制 ,目前尚无行之有效

的评价标准。中国药典规定以靛玉红作为感冒退热

冲剂的鉴定标准 ,事实上现有的水煮醇沉制剂工艺

对脂溶性成分靛玉红的提取率极低 ,产品质量差异

较大 ,因此选择靛玉红等脂溶性成分作为板蓝根及

其制剂的质量控制已不可取 [8 , 9]。至于其他文献报

道板蓝根药材中氨基酸、喹唑酮等有效成分的含量

测定结果 ,则更不足以表征药材品质的优劣
[9, 10 ]

。

从板蓝根药材中分离得到的五种有机酸成分 ,体外

抗内毒素活性能真实反映其内在清热解毒之功效 ,

较好的水溶性特征符合感冒退热冲剂的生产制备

工艺 ,适合作为板蓝根药材及其制剂质量控制的指

标性成分。本文借鉴板蓝根水煮醇沉制剂工艺进行

样品分离分析的预处理 ,毛细管电泳有机酸活性成

分的测定结果定量比较了不同产地板蓝根药材的

质量 ,其中四倍体板蓝根的品质明显优于二倍体板

蓝根。
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Abstract　 A capillary electrophoresis ( CE) method w as established fo r the systema tic separation and

quanti tativ e analysis of antiendo tox ic active components, fiv e organic acids, i. e. , salicylic acid, benzoic

acid, anth rani lic acid, sy ringic acid and quinazolinone acid, in Banlangen( Radix Isatidis ) , based on the

mode of capillary zone elect ropho resis. A buf fer solution composed of 50 mmol /L sodium

dihydrogenpho spha te and 12. 5 mmol /L borate at pH 9. 5 containing 16 mmol /L β-CD was found to be

the most sui table elect roly te for this separation. The elect romig ration w as perfo rmed on the 40 cm× 50

μm uncoated capillary wi th a 18 kV running vol tag e. The analy tes w ere moni tered by on-line ul traviolet

( UV ) detection at 200 nm and cinnamic acid w as selected as internal standard. The analy tical results

demonst rated the method w as simple, rapid, accurate and w ell reproducible and could be used as a

reliable tool fo r the quali ty cont ro l o f Banlangen( Radix Isatidis ) and i ts preparations.

Key words　 Banlangen ( Radix Isat idis ) ; Org anic acids; Antiendotoxic activ e components; Capil la ry

electrophoresis
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