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果表明：提取方法及提取溶媒对样品图谱无明显影

响。因此选取简单易行的50％甲醇超声的样品处理

方法。

4．2试验中对甘草苷(276 nm)、甘草素(276 nm)、

异甘草苷(372 nm)、异甘草素(372 nm)进行了质量

分数检查，质量分数分别为99．40％、99．82％、

85。45％、99．76％。

致谢：在甘草药材的采集过程中，得到了内蒙古

药品检验所王伟所长、周凯主任和鄂尔多斯市药品

检验所高永厚所长、杜子平所长的大力支持。
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不同时间采集壮药土垅大白蚁菌圃指纹图谱的研究

黄瑞松1，粱启成1，莫建光2，劳燕文2，孔桂豪1，苏青1

(1．中国中医研究院广西民族医药研究所，广西南宁530001；2．广西分析测试研究中心，广西南宁530022)

壮药土垅大白蚁菌圃系昆虫纲等翅目白蚁科动

物土垅大白蚁Macrotermes annandalei(Slivestri)

的菌圃，亦称白蚁巢、自蚁窝。本品分布于广西巴马、

南宁、大新、武鸣、扶绥、百色、龙州等地[1]。有关白蚁

巢的药用，《本草纲目》有蚁蛭土“主治狐剌疮，⋯死

胎在腹，及胞衣不下⋯⋯”，白蚁泥。主治恶疮肿

毒⋯⋯”的记载。广西壮族民间认为本品补肺温肾可

治“本虚”，止咳平喘可祛“标实”，对虚咳、虚喘是一

味标本兼治的药物。现代研究证明，本品具有镇咳、

祛痰、平喘及抗炎的作用o]，其含有丰富的氨基酸类

成分oⅢ。因此对土垅大白蚁菌圃的氨基酸成分进行

指纹图谱研究，对于鉴别土垅太白蚁菌圃药材真伪

和评价其质量均有重要的意义。笔者在已对不同产

地土垅大白蚁菌圃的氨基酸成分进行指纹图谱研

究口3的基础上，继续对同一蚁窝不同时闯采集的土

垅大白蚁菌圃的氮基酸成分进行研究。

1仪器与材料

日立L一8800型全自动氨基酸分析仪；1号样

品，采于广西南宁市郊广西亚热带作物研究所科技

园，作为土垅大白蚁菌圃基准药材；其余6批样品均

采于广西南宁市郊广西水牛研究所的同一蚁窝，采

集时间6号为2003年6月，13号为2003年8月，14

号为2003年10月，1 5号为2003年12月，16号为

2004年2月，17号为2004年4月。全部样品的工蚁

经广西大学动物科技学院潘红平副教授鉴定均为土

垅大白蚁M．annandatei(Slivestri)。甘氨酸对照品

为Sigma公司提供，质量分数99％。

2方法与结果

2．1溶液的制备

2，1．1供试品溶液的制备：精密称取土垅大白蚁菌

圃粉末(过60目筛)300 mg置长颈安瓿管中，精密

加入6mol／LHCI溶液15mL(内含草酸0．15 g、巯

基乙醇0．3mL)，抽真空状态下封管，置1lo℃烘箱

中水解24 h，取出，冷却，滤过，精密量取滤液2 mI，

蒸干，残留物用水溶解，再蒸干，反复进行2次，最后

残留物用水溶解定容至25 mL，用0．45／zm的膜滤

过，取续滤液，即得。

2．1．2对照品溶液的制备：取甘氨酸对照品20

mg，精密称定，置10mL量瓶中，加水至刻度，摇匀，

精密吸取1 mL置25 mL量瓶中，加水至刻度，摇

匀，即得。

2．2测定条件：分离柱(40 mm×4．6 ITlm)，离子交

换树脂2622#SC型，柱温57℃；缓冲液体积流量

0．4 mL／min，缓冲液泵压力8～11．5 kPa，缓冲液改

变5次；茚三酮体积流量0．3 mL／min，茚三酮泵压

力0．9～1．2 kPa；氮气压力20 kPa；供试品和对照
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品溶液进样量均为20止t分析时间73 min。

2．3方法学考察

2．3．1精密度试验：精密吸取同一样品(15号样品)

供试品溶液各20“I．，分别连续5次进样测定。结果

各共有峰的相对保留时间的RSD为0．045％～

0．148％，相对峰面积的RSD为0．335％～4．565％。

表明精密度高，符合色谱指纹图谱的技术要求。

2．3．2重现性试验：精密吸取同一样品(15号样

品)的5份平行供试品溶液各20 pL，分别进样测

定。结果各共有峰的相对保留时问的RSD为

0．075％～0．183％，相对峰面积的RsD为

0．433％～3．686％。表明方法重现性好，符合色谱指

纹图谱的技术要求。

2．3．3稳定性试验：精密吸取同一样品(15号祥品)供

试品溶液各20“I．，分别于0、2、4、8、24 h进样测定。结

果各共有峰的相对保留时间的RSD为0．080％～

0．183％，相对峰面积的RSD为0．155％～4．134％。

表明样品供试品溶液在24 h内测定的指纹图谱是稳定

的，符合色谱指纹图谱的技术要求。

2．4指纹图谱及各项技术参数

2．4．1指纹图谱的建立及共有指纹峰的确定：按上

述供试品溶液的制备方法制备各批土垅大白蚁菌剜

的供试品溶液，并按2．2条件进行测定。根据测定结

果。制定以甘氨酸为参照物的土垅大白蚁菌圃药材

总氨基酸类成分的标准指纹图谱，见图1。

各批样品指纹图谱色谱峰均在30 min内全部

出完，其中18个峰是各批样品所共有的，因此确定

这18个峰为共有指纹峰。(在24．7 min处另有一个

NHa峰，因其为非蛋白氮物质峰，其峰面积受外部

因素的影响变化较大，故不列为共有峰)。

2．4．2共有指纹峰保留时间及面积比值：根据《中

药注射剂色谱指纹图谱实验研究的技术指南》，以甘

氨酸参照物为自身内标，指定甘氨酸参照峰(s)的

相对保留时间a值和相对峰面积值均为1，计算6
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S廿氨酸

S glycine

围1甘氨酸参照物(A)、土垅大白蚁菌圃(B)指纹圈谱

Fig．1 Fingerprint of glycine reference substance(A)

and M-annadatei fungus gardens<B)

批样品色谱指纹图谱中18个共有指纹峰的相对保

留时间及相对峰面积，结果见表l、2。其中1号峰和

2号峰未能达到基线分离，8号峰后有～肩峰(9号

峰)，亦未达到基线分离，故分别以该组峰的总峰面

积作为峰面积。且所有样品的2+l号组峰，峰面积

占总峰面积均≥10％且<20％，其比值差异均<士

25％；其余各峰面积均<10％，故不对它们的峰面积

比值差值进行计算。各样品非共有峰面积占总峰面

积在1．20％～2．97％<10％。上述参数均符合色谱

指纹图谱的技术要求。

2．4．3重叠率：以氨基酸总量较高的1号样品作为基

准，计算各样品与1号样品间的重叠率。结果见表3。

2．4，4指纹谱中的八强峰：从表2每个样品中均选

出峰面积最大8个峰由大到小排列，其峰号顺序分

别为：6号样品——2+l、5、8+9、6、7、4、ll、3；13号

样品一一2+1、5、6、8+9，7、11、4、3；14号样品——
2+l、8+9、5、6、1l、7、4、3；15号样品——2+1、8+

9、5、6、11、7、4、3t1 6号样品——2+1、5、6、8+9、
衰I 6批样品共有蟑相对保留时间

Table 1 Relative retention times of common peaks for six batches of samples

样品 塑翌堡竺堕l里
2 3 4 5 S 7 8 9 10 1l 12 】3 14 15 16 17 18

0．445 0．493 0．551 0 611 0．688 1 000 1 i23 1 259 1．360 1．564 1．660 1．739 1．807 1．894 1．970 2 024 2．235 2．620

0 d49 0．495 0．558 0．61 7 0 6881．0001．11 51．2701 3451．5651．6611．7431，8121．9061．980 2 035 2．239 2 614

0．447 0．493 0，557 0．617 0，6881．0001 115i．2721．3481．5661 664 1．7461．8161．9081．983 2．038 2．243 2，61 9

0，447 0 493 0．556 0．6I 6 0 687 1．小)0I．115 J．272 1 370i．5671．664 l，7461 817 1．911 I．987 2．041 2．245 2 621

0．446 0 493 0 556 0．615 0．688 1．000 1．115 1．271 1．349 1．566 1 663 1．747 1．817 1．910 1 987 2 040 2．944 2．620

0．448 0．494 0，557 0 61 6 0 6881．0001．11 61．2691．3441．5631．6601．7411 8121．9031．980 2．034 2 Z37 2．613

O．447 0 494 0．556 0 6 L5 O，6881．0001 1171．971t．3531．5651 662I．7441．8i4l，9051．981 2．035 2．241 0．618

0 31 5 0．1 70 0．447 0 366 0．059 0 0．287 0．108 0．756 0．094 0．114 0．184 0 217 0．328 0．318 0．304 0 182 0．131。¨¨坫¨¨馘刚
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袭2 6批样品共有峰相对峰面积

Table 2 Relative areas of common peaks for six batches of smmples

表3 6批样品的重叠率

Table 3 Overlap rate of six batches of samples

样品 重叠率／“ 样品 重叠率／％

6 98．0 15 93．6

13 89．8 16 03．6

14 91．7 17 89 8

11、7、4、3；17号样品——2+1、5、6、8+9、11、7、4、3。

3讨论

3．1 曾对样品供试液的制备方法进行摸索，考察药

材的不同破碎度(过20、40、60目筛的粉末)、不同的

酸浓度(3、6、9 mol／l。HCl溶液)及不同的水解时间

(12、24、36 h)对色谱图形及氨基酸得率的影响。结

果：上述各种条件制备的供试液色谱图形均相同，但

氨基酸得率有差异，其中氨基酸得率与破碎度的关

系是60目>40目>20目，HCl浓度是6>9>3

mol／L，水解时问是24、36 h均大于12 h，且水解24

h与水解36 h相差不大。故样品供试液的制备方法

采用上述2．1的方法。

3．2曾采用同一供试品溶液试验比较日立835—

50型和L一8800型氨基酸分析仪分离柱的分离效

果，前者采用的柱子为150 mm×26 mm，树脂型号

2619#，后者柱子为40 mm×4．6 mm，树脂型号

2622#SC。结果两者的分离效果均较好，但L一

8800型的分离柱分离得到的色谱峰更尖锐平滑，且

出峰时问快(全部出峰约30 min)，省时。故本试验

采用I。一8800型的分离柱。另外，还比较了3种不

同洗脱程序(缓冲液不同更换时间)对分离效果的影

响。结果分别于3．1、7．1、14．9、29．1、33．1 min更换

缓冲液得到的色谱图分离效果较好，故本试验在上

述时间更换5次缓冲液洗脱。

3．3前文报道[4]，广西不同产地来源的土垅大白蚁

菌圃的氨基酸指纹谱重叠率较高，达到89．4％～

100．oX，说明广西不同产地来源的土垅大白蚁菌圃

氨基酸组分是极为相似的。本实验表3的结果则表

明，不同时间采集的土垅大白蚁菌圃样品与1号基

准样品比较，各样品指纹谱的重叠率均较高，为

89．8％～98．0％。这一结果提示：不同时间采集的土

垅大白蚁菌圃与基准药材很相似，它们所含的氨基

酸组分89％以上与基准药材相同，各样品的氨基酸

组分亦极为相似。另一方面，各样品共有峰中的单峰

(组峰)面积占总峰面积≥10％且<20跖者，其峰面

积比值差异均<25％，且其余各共有峰的峰面积比

值差异亦较小，说明不同时问采集的土垅大白蚁菌

圃药材氨基酸指纹谱中的共有峰的特征是稳定的。

3．4由表2及2．4．4可知，6批不同时间采集的样

品进入八强峰的峰号均相同，峰号分别为：2+1、3、

4、5、6、7、8+9、11。从八强峰的排列顺序看，2+1号

组峰、8+9号组峰、5号峰、6号峰在所有样品中均

以较高的峰面积进入八强峰，其中2+1号组峰峰面

积在6批样品中均排列第1位；5号峰有4批样品

为第2位，2批样品为第3位；8+9号组峰有2批样

品排列第2位，1批为第3位，3批为第4位；6号峰

各有3批分别排列第3位和第4位。说明不同时间

采集的土垅大白蚁菌圃药材中上述量较高的氨基酸

组分是基本一致的。从各样品八强峰的峰面积之和

与1号样品的总峰面积的相对比值来看，在

59．64％～65．75％，各样品的相对总面积值相差不

大，且相对总面积值较高，说明试验所用不同时间采

集的土垅大白蚁菌圃药材的品质较为接近且质量较

优。提示土垅大白蚁菌圃全年均可采集。
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