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Analysis of Injection of Chinese Drug Salvia Miltiorr-
hiza Bge by High Performance Liquid Chromato-
graphy Wen Tian-ming,in  heng-li＆�a  ei,

Central Laboratory of Academy o Traditonal
Chinese Medicine

In this article reversed-phase high performance
liquid chromatography was employed for the
separation and determination of the active cons-
tituent,,4dihydroxybenzaldehyde,in th inec-指肝

tion of Salvia miltiorrhira Bge and the method,
combined with the identification of the fingerprint

chromatographic peaks,as  sed  o  ontrol  h
quality and to ensure the efficiency of the Chinese

drug.his  s   imple  nd  ccurate  ethod  or
the analysis of this kind of drugs.t  s  ot  ece-
ssary to pretreat the samples before chromatogra-
phic determination.he  ethod  an  lso  e  sed
to determine 3,4-dihydroxybenzaldehyde is other

preparations which contain Salvia miltiorrhira
Bge.

纸 色 谱 测 定 A型 肉毒 素

胡云梯 童秀珍 何育方
（新疆八一农学院，乌鲁木齐） （新疆防疫站，乌鲁木齐）

肉毒素是肉毒梭菌Clostridium botu-
lium）的外毒素。自1897年Ermegen从中毒

火腿中分离出肉毒梭菌以来，目前已分离出

A,B,C,D,E,F,G七个不同型的肉毒梭菌，
相应有七种不同型的毒素，它们都是分子量

较大，结构复杂，可溶于水的神经性毒蛋

白，关于肉毒素组成，结构与毒理的研究，

国内尚未见报道，仅限于流行病学和临床诊

断。DasGupta和Boroff等曾用离子交换

色谱分离A型毒素 （分子量900,00），分

离出两种蛋白质，一种无凝血活力，毒性极

强，分子量 150000一恢种无毒性，有凝血活

力，分子量较前者小[1,2。
本文介绍我们用纸色谱分离A型肉毒素



并结合紫外光谱探讨其组成及结构。

实 验 部 分

（一）试剂和仪器

1．巴比妥钠-醋酸钠-醋酸：取2.89克巴比妥

钠，1.9克醋酸钠，溶于水，用醋酸调至PH6.5，加

水至100毫升。

2．正丁醇-醋酸-水（314）

3 磷酸盐缓冲液（PH6.8：将0.2MNa2HPO4

和�00.2M NaH2O4溶液，按4951体积比混合，用

正丁醇饱和。

4．柠檬酸缓冲液：4克柠檬酸和8.7克柠檬酸

钠，溶于水稀至500毫升，pH=5。

5. 0.3%茚三酮溶液：0.3克茚三酮溶于100毫

升柠檬酸缓冲液中。

6．岛津RP-502型荧光分光光度计。

（二）试样

1.A型毒素原品：购自兰州生物制品研究

所，批号为61-2，是用硫酸铵从培养液中盐析并在

常温真空干燥的产品，呈黄褐色，含氮量为10.44%，

其中有不溶于水、乙醇但可溶于0.1N NaOH的固

体，约占原品20%，原品生理盐水溶液作小白鼠腹

腔注射，LD50为0.035毫克／公斤。原品水溶液 （浓

度100微克／毫升）除去不溶物后置荧光分光光度计

中，先将发射光波长旋钮固定在400n扫描激发光

谱，激发峰在295nm 然后将激发光波长旋钮固定

在295nm扫描荧光光谱，荧光峰在3 nm，分别如

图1中曲线（1），（2）；这与色氨酸曲线（7），（8）

完全一致。

2.A型毒素透析品：取A型毒素原品100毫克

于离心管中，加水5毫升，搅拌，离心弃去不溶

物，收集上清液置透析袋中透析。将透析液如前扫

描，将图1中曲线(3)，(4)激发峰和荧光峰亦

与色氨酸一致；用特征显色试验[3]也证明透析液

中有游离色氨酸。透析液中还检出 Cl-，SO42-和

NH4+最后透析到透析液中无上成分为止。取透析

液10毫升，室温浓缩至约1毫升，于二小白鼠腹腔

注射 0.5毫升，均未有中毒现象，说明无有毒成分

透出。将透析袋埋入蔗糖脱水浓缩至原体积五分之

一，分装三支试管，在-30 真空干燥，将灰白色

晶体，测得LD50为0.106毫克／公斤。透析品晶体水

溶液 100微克／毫升）如前扫描，在紫外区无吸收

也不发射荧光。

（三）层析、浸提液毒性检验和扫描激

发光谱及荧光光谱

1．取A型毒素原品水溶液 （浓度2.5毫克／毫

升）20微升，点在30 3厘米新华1号滤纸上，挂

在盛有巴比妥钠-醋酸钠-醋酸溶液的层析筒中饱和

30分钟，然后将下端浸入展开剂中，长度约0.5厘

米，上行展开14厘米。平行展二张，一张喷茚三酮

溶液在80 15分钟显色，红色斑点Rf=0.85（图2

中a 。一张不显色，按前张色斑位置剪下，剪碎，

用1毫升生理盐水浸提1小时，取0.25毫升注射二

鼠，历24小时死亡。

2．取A型毒素原品水溶液20微升如前点样，

挂在盛有正丁醇-醋酸-水的层析筒中饱和30分钟，

然后展开14厘米。平行展三张，一张喷茚三酮显

色，原点有无色残痕，其上部有约长8厘米的红色

带，如图2中B。将另一张原点剪下如前浸提，注二

鼠均死亡，色带浸提液注二鼠，未见中毒现象。第

三张将原点和色带剪下，各用5毫升水浸提，如前

扫描；原点浸提液在紫外区无吸收也不发射荧光，

色带浸提液扫描曲线如图1中(5),(6)。

3．取A型毒素透析品水溶液 （2.5毫克／毫

升）20微升如 （2）点样、展开和显色。平行展二

张，一张显色后，有一个红色斑点，Rf=03，如

图2中c，原点有无色残痕邸。一张按前张位置，将

原点和色斑位置剪下，用5毫升水浸提，如前扫

描，二者在紫外区均无吸收，也无荧光。



4．取A型毒素原品水溶液20微升点样，用磷

酸盐缓冲剂展14厘米。平行展三张，一张喷茚三酮

显色，如图1中d，色斑Rf=0.90。将另一张色斑

部位及其下部至原点无色部分剪下，剪碎，各用1

毫升生理盐水浸提，色斑浸液未使小鼠中毒，下部

至原点无色部分浸液注二鼠，一鼠注03毫升，历

26小时死亡，一鼠注0.5毫升，历22小时死亡。第

三张将色斑位置和色斑下部至原点剪下，各用5毫

升水浸提，下部至原点浸液在紫外区无吸收也无荧

光，色斑浸液扫描曲线与图1中(5)(6)一致。

5．取A型毒素透析品水溶液20微升如（4）点

样，展开和显色，平行展二张，一张显色，有一个

色斑，Rf亦为0.9，但色度比（4浅的多（图2中e。

一张将下部至原点和色斑部位剪下分别浸提和扫

描，在紫外区均无吸收和荧光。

6．色氨酸点500微克，用正丁醇-醋酸-水展

开，喷茚三酮显色，色斑Rf=0.52，如图2中f，

取色氨酸弱碱性 （pH约为8）溶液 100微克／毫

升）如前扫描其激发光谱和荧光光谱，如图1中

(7)(8) 激发峰在295nm 荧光峰在360nm。

讨 论

据以上实验，作如下探讨：

1.毒素A原品经透析除去游离氨基酸

和无机成分后，留在透析袋中应仅有非透析

性蛋白质。透析品用正丁醇-醋酸-水展开和

茚三酮显色所得纸色谱 （图2中c ，说明

从透析品可分离出两种 （或者两组）分子量
与结构不同的蛋白。其一留在原点附近，不

与茚三酮反应，浸液无色氨酸特征光谱和可

使小鼠中毒，证明它是毒蛋白，其分子中不

含色氨酸 （一般含色氨酸的蛋白如人血清都

有色氨酸特征紫外光谱和萤光光谱）。其二

在Rf＝0.30的色斑处，可与茚三酮反应，浸
液无色氨酸特征光谱，但不使小鼠中毒，证

明它是非毒蛋白，其分子中也不含色氨

酸。用磷酸盐缓冲液展开所得A原品和透析

品的色谱 （图2中d,e）亦证明上述事实，

唯磷酸盐极性比正丁醇-醋酸强，故前者Rf

值(0.9)比后者大。
2.毒素A原品水溶液、透析液及图

2b和d中色斑浸液均有色氨酸特征光谱，
透析品水溶液及图2c和e中色斑浸液均无色

氨酸特征光谱；同时b中色斑 处与

c,f中色斑有相近的Rf值；说明从A原品中

除分离出毒蛋白和非毒蛋白外，还透析出和
分离出色氨酸，说明A原�品中存在游离态色

氨酸。比较图1中各峰高，估计A原品中所含

色氨酸约3%。因此，A原品中的色氨酸不可
能是培养基中所固有，而是与毒蛋白、非毒蛋

白同是肉毒梭菌A生活过程中的代谢产物。

3.从毒蛋白不与茚三酮反应这一现

象，推测此种毒蛋白可能以分子链末端 —

氨基酸的羧基为起点向内卷曲而骨架侧链上

的极性基团又以氢链相互键合，从而形成极
性很弱的螺旋球状结构。因为茚三酮只能氧

化蛋白质分子末端的 —氨基酸为醛、氨和

二氧化碳，生成的氨与过量茚三酮及其还原

产物缩合成红紫色物质。如毒蛋白分子末端

—氨基酸被色藏在螺旋球状结构的中心，

故不被茚三酮氧化显色。此点尚有待进一步

证实。

4．三种不同展开剂所得谱图明显不

同。极性弱、分子量大的巴比妥酸不能将毒蛋

白与非毒蛋白分开，极性较强、分子量小的

正丁醇-醋酸和磷酸盐可分开它们；其中正丁

醇-醋酸分离效果更佳，它可将毒蛋白与非毒

蛋白推开，还可将色氨酸推开。极性弱、分子

量大的毒蛋白留在原点附近，极性强、分子量

小的非毒蛋白和色氨酸其Rf值相应增大。



参 考 文 献

[1] H.Sugiyama,icrobiological  eviews,  
(3),19(1980).

[2] B.R.DasGupta et al.,iochem.Bophys.展
Res.,2,70  (966).1

[3] 胡云梯，童秀珍，分析化学9(4),436(1981).
（收稿日期：1983年8月15日）

On the Study of the Components of Botulin A and
Their Structures by Paper-ChromatographyHu Yn
ti,injang  ugust  st  giculture  ollege;
Tong Xiu-zhen,e  u-ang,Xnjiang  Ati-1

Epidemic Station.
This paper is intended to describe the study

of the components and their structures of botulin
by saner-chromatography and ultraviolet spectro-

graphy.wo  roteins  ith  ifferent  tructures
are separated from the botulin A by means of

paper-chromatography.e  f rst  oe,of lo �0
molecular weight and probably in chain mode,
is non-toxic,nd  eacts  ith  inhydrin.Te  oher品
one,f  igher  olecular  eight,i etremly  txic光
and non-reactive with ninhydrin.he  oxic  ro-
tein may coil up to wards the interior with the

end group,OOH,a a sarting  pint  ad  te
polar radicals on its carbon skeleton link with
it by hydrogen bonds.he  hole  olecule,tere-缴
fore,orms   piral  pherical  tructure.Tese
two kinds of protiens contain no tryptophan.he
tryptophan in the initial sample is in free state;
the tryptophan,he  oxics  nd  he  ontoxics  re
metabolites of clostridium botulium.

弦距离法在选取薄层色谱和纸色谱最佳系统中的应用

罗治权 程 玲
（湖北省麻城县药品检验所）

在薄层层析（TLC 和纸层析（PC）中，

欲选取最佳系统组合，达到使其供试物能最

大限度地分离，重要的是如何描述供试物

Rf之间的数量关系和采用什么样的聚类分

析方法。在这方面，国内外已做了些研究

[1-3]，数值分类- 信息量选取法[1,3](NT－
I)和系统差值-信息量分类法[2](SD-I)的

实际效果都是较好的。

本文使用氨基酸的PC系统和食用染料
的TLC系统的实验数据[1,4]，用弦距离（CD）

描述样品间的距离关系，采用权重成对组合
法 （WPG）和最短距离法 （SHD）进行聚

类分析，都有较好的分类效果，即采用选取
后的最佳系统组合都可最大限度地分离供试

物。

实 验 数 据

（一）14种氨基酸药物的15种PC系统

的Rf值见文献[4]。
（二）26种食用染料10种TLC系统的

Rf值见文献[1]。

计算弦距离和聚类

由 Shannon方程计算各系统的信息量

(I)

式中：m为分组数 （本例取m=20，组

距0.05：p为第P组中Rf出现值的个数；N
为第P组在N个供试物中出现的几率。14种

氨基酸的15种PC系统的I值见文献[4]。

（一）计算弦距离[5]；

其中：Xij和Xik分别为供试物i在系

统j和k中的Rf值，P为供试物的种数。
按（2）式计算14种氨基酸的15种PC系

统的e值，可得到N N对称方阵，见表1。


