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评价软件”计算各样本与共有模式指纹图谱的相似

度，结果见表1。

表1显示，I类样品与共有模式的相似度值大

于0．93，Ⅱ类的相似度值在0．93～0．91，Ⅲ类样品

的相似度值小于0．91。聚类分析和相似度软件分析

结论一致。

3讨论

3．1文献报道染料木素最大吸收波长位于261 nm

处[5]，异黄酮类化合物的最大吸收在245～270

nm[6]，本实验采用二极阵列管检测器(PAD)提取了

245～270 nm的色谱图，结果表明，在261 nm处峰

数目较多，多数峰响应较大。因此，选择261 nm作

为检测波长。

3．2 在实验过程中比较了甲醇一水(H。PO。、HAC

调节不同pH)、甲醇一乙腈一水(HAC调节不同pH)、

甲醇一SDS一磷酸盐缓冲液(调节不同pH)、乙腈一

SDS一磷酸盐缓冲液(调节不同pH)。结果表明，以甲

醇一水(冰醋酸调pH 3．2)梯度洗脱系统为最佳，各

色谱峰分离度较好，保留时间适中。

3．3色谱指纹图谱是通过比较各样本间色谱图的

差异来反映样品化学成分间的差异，不同品种大豆

中总异黄酮类成分的指纹图谱相似，各共有峰都存

在，但峰面积及相对峰面积却有差异。因此可通过大

豆异黄酮HPLC指纹图谱反映不同品种大豆内在

质量的差别。

3．4检验中药样品的指纹图谱是否符合标准应有

指纹图谱的标准参照系，人为选择一张指纹图谱作

为参照系，会因选择标准的不确定性而变得难以进

行。本实验采用“中药色谱指纹图谱相似度评价软

件”建立了大豆异黄酮的共有模式，使各样品指纹图

谱之问的整体相似性达到最大化。
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微量热法对不同生长年份黄连品质的评价

代春美1’2，肖小河¨，王 迪2，孙玉琦1，金城1，樊冬丽3，赵艳玲1，刘 义4，赵祥军1

(1．鳃放军302医院。北京100039；2。锦州医学院，辽宁锦州 121001I 3．中国医学科学院药用植物研究所，

北京 100094；4．武汉大学化学与分子科学学院，湖北武汉430072)

摘要：目的尝试构建基于生物热力学表达的中药品质评价方法体系。方法 以不同生长年份黄连为例，利用微

量热法，测定黄连作用于大肠杆菌生长代谢过程中的热功率图，建立生物热动力学模型，分析热动力学参数、生物

活性与化学成分之间的相关性。结果 在不同生长年份黄连的作用下，大肠杆菌生长代谢的热功率图不尽一致，呈

现较明显的指纹特征；与正常对照组比较，不同生长年份黄连均能不同程度地使大肠杆菌生长速率常数减小，传代

时间延长，最大产热功率降低，说明不同生长年份黄连对大肠杆菌生长代谢均有不同程度的抑制作用，其中以含总

生物碱最高的四年生黄连的抑制作用最强。结论不同生长年份黄连作用于大肠杆菌生长代谢过程的部分热动力

学参数与热生物活性和化学成分之间具有显著的相关性；是具有实时、在线、微量、高效、高通量、普适性好等特点

的生物热力学方法和指标，既可以间接地反映黄连的生物活性，也可作为评价中药品质的一种新方法。
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Quality evaluation of Rhizoma Coptidis in different growing years by microcalorimetry
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Abstract：Objective To establish a set of methods of Chinese materia medica quality evaluation based

on biothermodynamics．Methods Using microcalorimetry。the thermal power of Escherichia coli meta～

bolism affected by Rhizoma Coptidis in different growing years was measured．According tO the

thermokinetic model。the relationship of the thermokinetic parameters，caloric bioactivity and chemical

constituent was analyzed．Results There were obvious difference in the caloric active fingerprints of E．

coli metabolism affected by Rhizoma Coptidis in different growing years，which presented significant finger

character．Compared with the normal groups，the metabolism of E．coli was inhibited in different levels by

Rhizoma Coptidis in different growing periods，the multiplication rate constants and heat output were

decreased，and the generation time was prolonged．Especially，Rhizoma Coptidis under four years’

growing period with the highest content of total alkaloids showed a significant inhibitory effect on E·coli·

Conclusion There are evident correlation among the thermokinetic parameters of E．coli metabolism

affected by Rhizoma Coptidis in different growing years，the caloric bioactivity，and chemical composition·

The thermokinetic parameters can indirectly reflect caloric bioactivity of Rhizoma Coptidis．As the method

of biothermodynamics is on line，microamount，high throughout screening，and universality．The

microcalorimetry is considered tO be a useful mean for Chinese materia medica quality evaluation．

Key words：Rhizoma Coptidis；microcalorimetry；Chinese materia medica quality evaluation

中药品质评价是中药研究与生产中的难点和热

点问题，也是中药现代化的重要基础和关键。由于中

药本身的复杂性，现行的评价主要基于指标性成分

测定的中药内在质量标准难以体现中医药的整体观

念，难以客观的评价中药的品质。

生长年份对中药的品质会产生重要的影响，在

协同分析中医药学和生物热力学关联性的基础上，

本实验以不同生长年份的黄连为研究对象，应用生

物热力学方法——微量热法，以能量(热量)为基点

考察不同生长年份黄连作用于大肠杆菌生长代谢过

程的能量转移和热变化，并进行热动力学的拟合，以

期为中药的品质评价提供新的思路和技术平台。

1仪器、材料与方法

1．1 仪器：瑞典Thermometric公司产的TAM Air

微量热仪。

1．2材料：大肠杆菌菌株(Escherichia coli CCTCC

AB91112)，由武汉大学中国典型培养物保藏中心提

供。L．B培养基：取10 g蛋白胨、5 g酵母膏和5 g

NaCl，溶于1 000 mL二次蒸馏水中，调pH值为

7．0后分装，121℃高压蒸汽灭菌20 rain，4℃冰箱

中放置备用。所有黄连药材均由四川省中药研究所

方清茂副研究员采集提供，产地为重庆市石柱县黄

连主产区。经解放军302医院肖小河研究员鉴定，不

同生长年份黄连均为毛茛科草本植物黄连

chinensis Franch．的干燥根茎。

Coptis

1．3黄连药材的处理及测定：分别取二年生、三年

生、四年生和五年生黄连药材各20 g，水煎煮3次，

每次10倍量水，煎煮1 h，合并煎液，浓缩、真空干

燥，得浸膏。以灭菌二次蒸馏水为溶剂，配制成混悬

液(每毫升溶液相当于250 mg原药材)。采用分光

光度法测定不同生长年份黄连中总生物碱(以盐酸

小檗碱计)[1]，以高效液相色谱法测定不同生长年份

黄连中的小檗碱[2]，结果见表1。

表1不同生长年份的黄连中总生物碱和小檗碱

Table 1 Total alkaloids and berberine in Rhizoma

Coptidis in different growth years

1．4方法：采用安瓿法。每个安瓿瓶精确加入5 mL

培养基，接种大肠杆菌，菌接种量为1×105／mL，加

入一定量(10 mg／mL)黄连浸膏药液，加盖瓶塞，密

封放人微量热仪中。上述均为无菌操作。在37℃下

跟踪记录细菌生长代谢热谱曲线，当曲线回到基线

后，结束实验。
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2结果

2．1 大肠杆菌生长代谢热谱曲线：在37℃下，采用

安瓿法测定大肠杆菌生长代谢热谱曲线以及10

mg／mL黄连作用下的生长代谢热谱曲线见图1。在

相同的实验条件下，实验结果有良好的重现性。
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图1大肠杆菌在黄连作用下的生长代谢热谱曲线

Fig．1 Thermogenic curves of E。coli growth affected

by Rhizoma Coptidis in different growth years

2．2大肠杆菌生长速率常数：在细菌指数生长期

中：P。一Poexp(志￡)或lnP。=lnP。+kt(其中Po、P。分

别是细菌在指数生长的起始点和t时的热功率)。将

热谱曲线上指数生长期lnPt对t进行线性拟合可得

出大肠杆菌在不同条件下生长速率常数是。由tG一

(1n2)／k得出不同条件下的细菌传代时间tG[3~5]。对

大肠杆菌在37℃下曼进行了重复性试验，结果见表

2。大肠杆菌在不同生长年份黄连作用下的k，传代

时间tG，指数生长期最大发热功率P。及出峰时间

t。，第二生长期最大发热功率P。及出峰时间t。，见表

3。由表2可得k一(o．027 75-4-0．001 50)min～，可

见其结果有很好的重现性，相关系数(r)均大于

0．995 5，有很好的相关性。

表2正常大肠杆菌指数生长期生长速率常数

Table 2 Growth rate constants of normal E．coli

in logarithmic phase

表3不同生长年份的黄连作用于大肠杆菌的热动力参数

Table 3 Thermokinetic parameters of E．coli growth affected by Rhizoma Coptidis in different growth years

样品 C／(mg·mL一1)tt／min P1／mW k／min一1 tz／min Pz／rnW I／％tG／min ICso／(mg·mL一1)

对照0 312 0．827 7 0．027 75 655 2．054 1 0 24．9783

二年生黄连

三年生黄连

四年生黄连

五年生黄连

1．0 303 0．762 7 0．026 86 655 I．779 4 3．Z07 2 25．805 9

2．5 315 0．750 0 0．025 15 689 1．645 3 9．369 4 27．560 5

5。0 439 0．604 4 0．018 33 1 029’ 1．255 6 33．945 9 37．814 9

7．5 522 0．517 1 0．016 99 1 220 1．101 8 38．774 8 40．797 4

10．0 489 0．530 0 0．013 36 1 163 1．129 7 51，855 9 51．882 3

1．0 309 0．791 1 0。024 56 658 1．786 6 11．495 5 28．222 6

2．5 330 0．728 3 0．022 51 736 1．538 5 18．882 9 30．792 9

5．0 441 0．610 0 0．016 25 1 004 1．266 9 41．441 4 42．655 2

7．5 537 0．524 4 0．014 89 I 288 I．14I 1 46．342 3 46．551 2

10．0 702 0．392 6 0．009 03 1 558 I．081 6 67．459 5 76．760 5

1．0 313 0．832 0 0．022 46 664 1．782 6 19．063 1 30．861 4

2。5 341 0．744 5 0．018 19 78Z 1。417 8 34。450 5 38。105 9

5．0 437 0．590 9 0．011 93 1 054 1．191 6 57．009 0 58．101 2

7．5 739 0．391 3 0．007 83 1 717 0．987 0 71．783 8 88．524 5

10．0 927 0．359 8 0．005 33 I 833 0．952 5 80．79Z 8 130．046 4

1．0 310 0．820 9 0．022 57 658 I．814 4 18．666 7 30．711 0

2．5 336 0．747 8 0．018 26 765 1．496 2 34．198 2 37．959 9

5。0 401 0．590 6 0．015 53 914 1。260 2 44。036 0 44．632 8

7．5 630 0．433 0 0．008 34 1 528 1．008 8 69．945 9 83．111 2

9．309 7

7．321 8

4．822 0

5．430 3

11：! !!! !：!!!! !：!!!!! !!!! !：!!!! !!：!!!! !!!：!!!1

2．3生长速率常数(是)与黄连质量浓度(c)的关 间均后移，峰形变得平缓，其整个代谢过程的时间增

系：二年、三年、四年、五年生黄连作用于大肠杆菌的

热谱曲线形状相似，相对于对照组大肠杆菌的停滞

期均延长，曲线的第一生长峰和第二生长峰出峰时

加。表明不同生长年份黄连对大肠杆菌的生长代谢

均有不同程度的抑制作用，生长速率常数k值作为

表征细菌生长代谢过程的特征常数之一，在其他条
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件相同而加入不同抑制性药物时，k值的改变可作

为评价药物抑菌作用大小的参数。由表3可知，随着

黄连质量浓度的增加，大肠杆菌指数生长期的生长

速率常数k降低，以生长速率常数k对药材质量浓

度C作线性回归，其斜率绝对值愈大，药物抑菌作

用越强。本研究中四年生黄连抑菌作用最强，雨二年

生黄连抑菌作用最弱。生长速率常数k对药材质量

浓度C的回归方程为：二年生黄连：k一0．028 1—

0．001 5 C，r一0．977 4；三年生黄连：k=0．026 2—

0．001 7 C，r=0．985 5；四年生黄连：k=0．023 1—

0．001 9 C，r一0．982 8；五年生黄连：k=0．023 6—

0．001 8 C，r一0．981 2。

2．4 细菌生长抑制率和半数抑制浓度(IC。。)：细菌

生长抑制率J=(忌。--k,)／k，×100％(式中k，为对照

组细菌的生长速率常数，点。为试样组细菌受到黄连

抑制时的生长速率常数口~9])。不同生长年份黄连在

不同质量浓度时对大肠杆菌的抑制率歹见表3。以j

对药材质量浓度c作线性回归可求得IC。。即抑制率

为50％时药物的质量浓度。药物的IC。。可用于衡量

细菌对药物的敏感性。IC。。越小，表明细菌对药物越

敏感，药物抑菌效果越强。四年生黄连的IC。。为

4．821 0 mg／mL，表现出较强的抑制作用，五年生黄

连、三年生黄连、二年生黄连所表现的抑制作用依次

减弱。细菌生长抑制率，对药材质量浓度C的线性

回归方程及IC。。分别为：二年生黄连：I一

一0．011 1+0．054 9 C，r一0．997 4，IC50一9．312 2

mg／mL；三年生黄连：1—0．056 3+0．060 6 C，r一

0．985 5，IC50一7．325 7 mg／mL；四年生黄连：1—

0．166 8+0．069 1 C，，．=0．982 8，IC50一4．821 0

mg／mL；五年生黄连：I一0．149 2+0．064 6 C，r=

0．981 2，IC50一5．435 0 mg／mL。
?

2．5 热功率与黄连质量浓度的关系：在不同生长年

份黄连的作用下，大肠杆菌代谢热功率的峰值均下

降，说明黄连的抑制作用可以通过影响大肠杆菌代谢

热功率的形式体现。大肠杆菌在指数生长期之后，体

内的与能量代谢有关的酶系统处于旺盛阶段，本研究

中黄连在此阶段对最大产热功率P：的抑制作用表现

得更强，由表3可知，随着黄连药材质量浓度的增加，

整个生长代谢过程的最大发热功率P。会随之降低，

其中四年生黄连对于P。的抑制程度最强，以P。对药

物质量浓度C做线性回归方程为：二年生黄连：Pz一

1．793 1—0．079 0 C，r一0．928 9；三年生黄连：P2=

1．762 4—0．076 8 C，，．一0．950 9；四年生黄连：P2=

1．725 9—0．088 4 C，，．一0．939 7；五年生黄连：P2—

1．777 3—0．087 8 C，，．一0．94l 3。

3讨论

中药的品质与生长年份有关，药用植物的根、

茎、叶都有一定的生长和成熟期，其中有效成分的高

低将随不同生长年份而异，一般黄连栽培4～6年后

可采收。本研究以生物热力学方法检测不同生长年

份黄连对大肠杆菌的抑制作用，得到了一系列热活

性参数，如生长速率常数、最大产热功率等。热活性

参数体现了黄连的生物活性即抑菌作用，与黄连的

总生物碱相关，而与小檗碱无明显的相关性，其中四

年生黄连的总生物碱量最高，与微量热法检测四年

生黄连的抑菌作用较强相符合，同时不同生长年份

黄连的总生物碱量越高，其生物活性越强，推测总生

物碱为黄连生物热活动的主要物质，表明生物热力

学方法的检测结果具有一定的客观性。

大肠杆菌在指数生长期之后，体内的与能量代

谢有关的酶系统处于旺盛的阶段，黄连在此阶段对

产热功率的抑制作用表现得更强，提示黄连可能通

过抑制大肠杆菌的酶系统而使产热量减少，黄连在

药性上表现为寒性可能通过干预生命活性的能量代

谢而实现的，与已有研究寒凉药能降低中枢神经系

统的兴奋性、减弱呼吸、循环和代谢活动有较好的对

应性。

中药从某种意义上来讲，生物活性测定与化学

成分测定相比，更具有实用价值和优势，它反映了中

药的整体效应，符合中医药的整体观。生物热力学方

法实际上是一种生物热活性检测技术，具有实时、在

线、灵敏、准确、高效、普适性好等特点，热力学指标

体现了药物作用于生物体生长代谢的整体能量变化

和热效应。因此，生物热力学的方法和指标有望为中

药的品质评价提供新的思路和技术平台。
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川射干中射干苷的制备方法

柳 伟，李路军，李 宇，韩凤梅，陈 勇+

(湖北大学中药生物技术省重点实验室，湖北武汉430062)

摘要：目的从川射干中制备射干苷。方法提取液经DM401型大孔吸附树脂分离纯化制备川射于总异黄酮，

总异黄酮再经半制备型色谱分离制备射干苷。结果 产品经熔点、薄层色谱、IR、UV、ESI—MS、NMR分析，并与文

献对比，确定为射干苷，质量分数>98％。结论该方法重复性好，制备的射于苷纯度高。

关键词：川射干；射干苷；制备色谱
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Preparative method of tectoridin from rhizome of Iris tectorum

LIU Wei，LI Lu-jun，LI Yu，HAN Feng—mei，CHEN Yong

(Hubei Province Key Laboratory of Biotechnology of Traditional Chinese Medicine，

Hubei University，Wuhan 430062，China)

Key words：Iris tectorum Maxim．；tectoridin；preparative chromatography

川射于是鸢尾科鸢尾属植物鸢尾Iris tectorurn

Maxim．的干燥茎根，为《中国药典92005年版新增

品种，功能是清热解毒、消痰利咽、消积，用于咽喉肿

痛、痰咳气喘等症。川射干中总异黄酮较药典其他射

干品种高，射干苷是其中的一个主要活性成分，常用

作药材及其相关制品的质量控制指标。制备型

HPLC具有分离过程样品不易变性、产品回收率与

纯度高、制备周期短等特点，特别适合某些珍贵和难

分离物质的分离纯化[1]。本实验采用大孔树脂吸附

与半制备色谱对川射干乙醇提取液进行了分离纯

化，得到了高纯度的射干苷。

1仪器与材料

Knauer Smartline半制备型高效液相色谱仪

(Smartline UV 2500检测器，Knauer Smartline工

作站)，Agilentll00 HPLC(G1328B DAD检测器，

Agilent 1100工作站)，FD—n冷冻干燥机(北京博
医康实验仪器有限公司)；DM401大孔树脂(天津市

海光化工有限公司)，川射干药材(经本院植物学教

研室王万贤教授鉴定)，GF。；。(20 cm×5 cm)硅胶薄

层板(青岛海洋化工厂出品)，岛津UV一1601紫外

光谱仪，710FT红外光谱仪(尼高利公司)，

INOVA600核磁共振仪(美国Varian公司)，LCQ叫

型质谱仪(美国Finnigan公司，包括电喷雾电离源，

TSP AS3000自动进样器，自带Xcalibur软件)。

2方法与结果

2．1 射干苷的提取与纯化：先将60目10 g川射干

干粉用5倍量石油醚回流脱脂1 h，然后以80％乙

醇(固液比1：8)回流提取2次，每次2 h[2]。合并提

取液并浓缩至100 mL，上DM401大孔树脂柱进行

动态吸附，然后以3倍量于柱体积的水洗脱，再以同

样量20％乙醇洗脱，最后用80％乙醇洗脱，体积流

量均为1 mL／min。以盐酸一镁粉反应检测总异黄酮

洗脱液(发生红色反应)，收集含异黄酮洗脱液，得到

500 mL收集液。收集液经0．45 btm滤膜后进半制

备HPLC纯化。实验条件：武大ODS C。。柱(200

mmx 20 miD．，15弘m)，55％甲醇水流动相，体积流

量为8 mL／min，265 nm波长检测，上样量200弘L。

收集14．5～16 min组分(图1)，并减压浓缩后冷冻

干燥得白色粉末，再经重结晶得到白色结晶25 mg。

2．2样品检测
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