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"摘要#!目的$探讨不同产地蚂蟥的内在质量差异性$为新品种筛选提供理论依据) 方法$参考'中国药典(!+$$' 年版"

一部测定不同产地水蛭药材的水分%醇溶性浸出物%总灰分%酸不溶性灰分%抗凝血酶活性$采用高效液相色谱法测定其黄嘌

呤$次黄嘌呤含量) 结果$江宁试验基地人工养殖品种在醇溶性浸出物%总灰分%酸不溶性灰分%抗凝血酶活性%黄嘌呤%次黄嘌

呤等含量上均相对高于其他种群$浙江桐乡基地大面积养殖品种多项指标高于野生品种) 结论#经过人工育苗%养殖的蚂蟥

品质优良$建议大面积推广养殖)
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!!蚂蟥X>-,+7)-7 ;-(/7 Z?N@0B2$其干燥全体为药

材水蛭$具有破血$逐瘀$通经之功效."/

) 其来源复

杂$在我国河北%安徽%江苏%江西%湖南%湖北等地均

有分布.+/

) 国外学者在水蛭 O-/*<%)-;;%)-7 方面作

了大量的研究.)5%/

$国内学者对蚂蟥XC;-(/7 的研究

则多注重于药理和生理等方面.(5"#/

$对水蛭的内在质

量尚缺乏系统的分析和评价) 随着水蛭的广泛开发

利用$其野生资源逐渐减少且濒临灭绝) 黄嘌呤和次

黄嘌呤通常用作温和的兴奋剂和支气管扩张剂$特别

用于治疗哮喘症状$能对抗组胺及毛果芸香碱引起的

支气管收缩."%/

) 本研究通过对不同种群药材水蛭中

的水分%醇溶性浸出物%总灰分%酸不溶性灰分%抗凝

血酶活性%黄嘌呤%次黄嘌呤等含量的研究$比较不同

产地水蛭内在质量之间的差异$为蚂蟥人工养殖和优

良品种筛选提供理论依据)

"!材料与方法

"_"!药材

蚂蟥样品于 +$$% 年 & 月分别采自河北衡水%江

苏溧阳%江苏射阳 ) 个野生种群和浙江桐乡欣龙特

种水蛭养殖中心%南京农业大学江宁水蛭试验基地

两个人工养殖品种$经南京农业大学中药研究所郭

巧生教授鉴定为蚂蟥XC;-(/7) 采集的蚂蟥活体样

品$放于通风干燥箱中$'$ h干燥 +& ?$至全体干燥

成药材水蛭$放入打粉机中粉碎$过 &$ 目筛$放入试

剂瓶中干燥闭光保存)

"_(!试剂和仪器

岛津 G<5+$4高效液相色谱系统 !岛津 G<5

+$4P$%%+'N手动进样阀门$;+$$$ 色谱工作站"$

%'#<>P紫外分光光度计!上海精密科学仪器有限

公司"$POG5"#O离心机!飞鸽"$Q4""$& 分析天平

!上海精科天平"$QZ"$$ 小型高速粉碎机!天津华

鑫仪器厂"$ĉ +'$R超声仪 !昆山市超声仪器公

司"$XIGP4)+$ 型 AE计!梅特勒5托利多仪器有限

公司")

黄嘌呤!国药集团化学试剂有限公司$批号 ZG

+$$#"+"$$ **e"$ 次黄嘌呤 ! B0CMU./$ 批号 `̀

$""$R"$$% $̀**e"$磷酸氢二铵)

"_&!方法

"_&_"!水分%醇溶性浸出物%总灰分%酸不溶性灰分

的测定!参照'中国药典(!+$$' 年版"一部测定药

材水蛭的水分%醇溶性浸出物%总灰分%酸不溶性灰

分测定方法."/

)

"_&_(!抗凝血酶活性测定!按 +$$' 年版'中国药

典(方法测定) 取本品粉末!过 ) 号筛"约 " D$精密

称定$精密加入 $d*e氯化钠溶液 ' 0G充分搅拌$

*$(+"*
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浸提 )$ 0N2$振摇$离心$精密量取上清液 "$$

"

G$

置试管!"$ 00i"$$ 00"中$加入含 $d'e!牛"纤

维蛋白原!以凝固物计"的三羟甲基氨基甲烷盐酸

缓冲液!取 $d+ 0/S*G

f"三羟甲基氨基甲烷 +' 0G

与 $d" 0/S*G

f"盐酸溶液约 &$ 0G$加水至 "$$ 0G$

调节 AE%d&"+$$

"

G摇匀$置水溶液!)% p$d'"h

中缓缓滴加每 " 0G中含 &$ 单位的凝血酶溶液!每

分钟 '

"

G$边滴加边轻轻摇匀"至凝固$记录消耗凝

血酶溶液的体积$按下式计算 Ij1

"

E

"

T1

+

E

+

X) I

为每 " D含凝血酶活性单位$_*D

f"

+1

"

为凝血酶

!!

溶液的质量浓度$_*G

f"

+1

+

为供试品溶液的质量

浓度$D*0G

f"

+E

"

为消耗凝血酶的体积$

"

G+E

+

为供

试品加入量$

"

G+Z为取样量$D+中和 " 个单位的凝

血酶的量$为 " 个抗凝血酶活性单位)

"_&_&!黄嘌呤和次黄嘌呤的测定![F5HX8 色谱

柱!&d# 00i+'$ 00$'

"

0"+流动相 $d$' 0/S*

G

f"

!;E

&

"

+

EFH

&

$AE(d&+流速 "d$ 0G*0N2

f"

+检

测波长 +'& 20+色谱柱温 +' h+进样量 +$

"

G

."(/

)

由图 " 可知$药材水蛭中黄嘌呤和次黄嘌呤得到了

较好的分离)

4d标准品+Rd样品+"d黄嘌呤++d次黄嘌呤)

图 "!黄嘌呤%次黄嘌呤的EFG<图

!!黄嘌呤%次黄嘌呤供试品%对照品溶液的制备参

照刘丽芳等测定方法."*/

) 色谱流动相选择 $d$'

0/S*G

f"

!;E

&

"

+

EFH

&

$AE(d&$$d&'

"

0微孔滤膜

过滤)

(!结果与分析

(_"!药材水蛭水分%醇溶性浸出物%总灰分%酸不溶

性灰分%抗凝血酶活性比较

由表 " 可知#

&

水分含量#江苏江宁 m浙江桐

乡m河北衡水 m江苏溧阳 m江苏射阳+均低于药典

!+$$' 年"一部水分标准 "(d$e+

'

醇溶性浸出物

含量#江苏江宁 m浙江桐乡 m江苏溧阳 m河北衡

水m江苏射阳+均高于 +$$' 年 '中国药典(标准

"'d$e+

(

总灰分含量#浙江桐乡m江苏江宁m江苏

射阳m河北衡水 m江苏溧阳+均低于药典标准

"$d$e+

)

酸不溶性灰分含量#江苏江宁 m浙江桐

乡m江苏射阳 m江苏溧阳 m河北衡水+江苏江宁的

高于药典标准 +d$e$其余产地的均低于药典标准

+d$e$但与达标的浙江桐乡差异不显著+

1

抗凝血

酶活性江宁人工养殖m溧阳m桐乡m射阳m河北衡

水$且均高于药典标准!"#d$ _")

表 "!不同产地药材水蛭中水分%灰分%浸出物%抗凝血酶活性比较结果!

#

Mp?$) j)"

种 群 水分=e 醇溶性浸出物物=e 总灰分=e 酸不溶性灰分=e 抗凝血酶活性=_*D

f"

浙江桐乡 ""d") p$d"* B\ +&d+) p$d+* \ 'd&+ p$d$# B "d*' p$d$+ B\ +&d$ p+d+ \

河北衡水 ""d$$ p$d") B\ +"d%( p$d+# . &d&% p$d$# . "d$$ p$d$" . +$d$ p$d$ \

江苏射阳 *d($ p$d"# . "*d%# p$d)( J 'd$( p$d$# \ "d(' p$d$) \ +"d) p"d( \

江苏溧阳 "$d#* p$d)$ \ +)d&" p$d&# \ )d$$ p$d$" J "d+) p$d$( . )%d& p"d( B

江苏江宁 ""d+' p$d") B +*d&' p$d)+ B 'd"# p$d$+ \ +d+" p$d$" B )(d# p"d( B

!!注#不同小写字母表示邓肯检验 'e水平差异显著!表 + 同")

(_(!黄嘌呤%次黄嘌呤含量的测定

(_(_"!黄嘌呤%次黄嘌呤线性范围考察!标准曲线

的制备#精密称取黄嘌呤%次黄嘌呤混合对照溶液

$d"$$d+$$d&$$d#$$d($"d$ 0G于 "$ 0G量瓶中$加

水至刻度$摇匀+分别进样 +$

"

G$按色谱条件测定

其峰面积$以进样量!

"

D"为横坐标$峰面积为纵坐

*"(+"*
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标$计算 + 种成分的回归方程!) j)"分别为黄嘌呤

3j)& #'*4f+ '(%d'$/j$d**( #+次黄嘌呤 3j

%$ +*)4f"$ &#%$/j$d**( *

(_(_(!精密度实验!按上述色谱条件$分别精密吸

取黄嘌呤%次黄嘌呤混合对照品溶液$连续进样 '

次$每次进样 +$

"

G$测定各对照品的峰面积$计算

得黄嘌呤$次黄嘌呤的 >8X分别为 )d+e$)d#e)

结果表明$精密度良好)

(_(_&!黄嘌呤%次黄嘌呤含量的测定!由表 + 可

知$研究结果表明$不同产地药材水蛭黄嘌呤和次黄

嘌呤含量差异显著!$n$d$'"$总蛋白含量差异比

较明显) 黄嘌呤含量从高到低为江苏江宁m江苏射

阳m河北衡水m浙江桐乡 m江苏溧阳+次黄嘌呤含

量从高到低为浙江桐乡m江苏江宁m江苏射阳m河

北衡水m江苏溧阳)

表 +!不同产地药材水蛭中黄嘌呤%次黄嘌呤含量!) j#"e

种群 黄嘌呤 次黄嘌呤

浙江桐乡 $d)(" . $d%') .

河北衡水 $d))) J "d'&) B

江苏射阳 $d++' M $d#&& J

江苏溧阳 $d&#" \ $d%*$ .

江苏江宁 $d&*' B "d"+( \

&!讨论

&_"!醇溶性浸出物%总灰分%酸不溶性灰分含量

其灰分结果显示 ' 个种群蚂蟥的总灰分含量均

符合药典要求+酸不溶性灰分江苏江宁人工养殖的

比药典标准偏高$浙江桐乡人工养殖品种接近限量

标准$其他都符合药典标准! n+d$e") 江宁人工

养殖的蚂蟥酸不溶性灰分含量略高于药典标准$但

与浙江桐乡的差异不显著$说明人工养殖的品种含

有的硅酸盐类化合物偏多$这可能与人工养殖蚂蟥

生长的环境有关$人工养殖的蚂蟥活动范围及活动

量相对野生环境中的小$饲料投喂量多$因此可能导

致蚂蟥体内无机物含量偏高$根据郭巧生."$/

%史红

专."'/的研究结果表明$水蛭体内含有丰富的重金属

元素和无机元素$但重金属元素与其内在成分之间

的关系还有待今后进一步研究)

&_(!抗凝血酶活性分析

抗凝血酶活性是'中国药典(+$$' 年版新增加

的含量测定指标$可以很直接的反应蚂蟥内在质量$

结果显示 ' 个种群均高于药典标准$蚂蟥道地产区

江苏%浙江明显高于非道地药材主产区河北衡水$且

江宁人工养殖最高$其结果与史红专."'/等对野生和

人工养殖蚂蟥不同炮制品内在质量的比较研究结果

一致$人工养殖其抗凝血酶活性显著高于野生养殖

品种) 因此可以认为人工集约化养殖有利于提高药

材质量$可进一步推广养殖$而其他几个种群也明显

高于药典标准$说明该地区适合蚂蟥生长$可为下一

步的人工选育提供丰富的物质材料) 根据史红

专."'/等研究结果表明生晒品高于酒制$高于滑石粉

烫$分析其原因可能为酒精%滑石粉烫引起蚂蟥蛋白

质变性$特别是滑石粉烫高温引起蛋白变性较为严

重$而蚂蟥其抗凝血酶活性的成分主要是一些复合

抗凝蛋白$部分蛋白质的变形必然引起抗凝血酶活

性的降低$因此在生产中建议尽量采用吊干%阴干%

冻干的低温干燥方法$尽可能减小高温引起蛋白变

性而导致品质下降)
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