
现 Kp和 KISS１R的功能并不局限在下丘脑神经元,二者都

可在外周 组 织 表 达,尤 其 在 胰 腺 中 高 水 平 表 达.HaugeＧ
Evans等[１１]的研究显示,Kp和 KISS１R 的 mRNAs都能在

人和大鼠胰岛检测;在大鼠胰腺的切片上,Kp和 KISS１R
的免疫活性定位于胰岛内的β细胞,而在外分泌的胰腺不能

检测到.在Bowe等[２]的研究中,Kp引起大鼠胰岛剂量依

赖的葡萄糖诱导 (２０mmol/L)的胰岛素分泌增强.另外两

项胰岛β细胞的研究中,胰岛素的促泌剂 Kp需要 ERK１/２
的活化来介导的胰岛素释放[１２Ｇ１３].

丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 (mitogenＧactivated protein
kinases,MAPK)中的ERK１/２信号通路是胰岛β细胞的增

生和凋亡的经典通路[１１],Kp引起胰岛β细胞剂量依赖的葡

萄糖诱导的胰岛素分泌增强需要 ERK１/２信号通路的介导,
这提示我们 Kp/KISS１R系统也可能通过 ERK１/２信号转导

通路参与对胰岛β细胞的凋亡.在本研究中,根据 Bowe
等[２]的研究方法,采用２０mmol/L 葡萄糖生理盐水培养,１

μmol/LKp干预.我们发现 Kp干预组的胰岛β细胞凋亡率

低于对照组;采用ERK１/２信号通路抑制剂 PD９８０５９后 Kp
抑制胰岛β细胞凋亡的作用渐弱;单纯加用 PD９８０５９对凋

亡无明显影响.这提示,Kp/KISS１R 系统对胰岛β细胞凋

亡具有抑制作用,ERK１/２信号转导通路可能是其中一个主

要的作用通路.
本研究的不足之处:因考虑到用经典的链脲佐菌素行糖

尿病大鼠造模可能对胰腺组织有一定损伤,对凋亡结果产生

不确定影响,因此采用SD大鼠,如有条件采用自发遗传性

糖尿病大鼠则结论更为可靠.另外,我们还要进行免疫组化

分析即基因表达层面的研究,以证实结论的可靠性.
总之,Kp/KISS１R系统对胰岛β细胞凋亡具有抑制作

用,ERK１/２信号转导通路可能是其主要的作用通路之一,

Kp可能成为今后糖尿病临床干预的一个新靶点.
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【摘　要】　目的　建立畅脉乐胶囊的质量标准.方法　薄层色谱法 (TLC)定性鉴别黄芪、丹参、首乌、天麻、赤芍、
葛根;高效液相色谱法 (HPLC)测定芍药苷、丹酚酸B的含量.结果　TLC斑点清晰,阴性无干扰;HPLC两种成分在各

自范围内线性关系良好 (r≥０􀆰９９９１),平均加样回收率９６􀆰７０％~９７􀆰１６％,相对标准偏差 (RSD)１􀆰２３％~１􀆰６５％.结论　
该方法重复性好,专属性强,可用于畅脉乐胶囊的质量控制.
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Qualitystandardforchangmailecapsules　　CHENSongwang,WUTing,LIHuang,WENGYiling．FujianProＧ
vincialInstituteforMedicalDevicesandPharmaceuticalPackingMaterials,Fuzhou,Fujian３５０００１,China

【Abstract】　Objective　ToestablishthequalitystandardforChangmaileCapsules．Methods　TLC wasadoptedinthe
qualitativeidentificationofAstragalusmembranaceus,Salviamiltiorrhiza,Fallopiamultiflora,Gastrodiaelata,RadixPaeoniae
RubraandRadixPuerariae．HPLCwasusedforthecontentdeterminationofpaeoniflorinandsalvianolicacidB．Results　The
TLCspotswereclearwithoutnegativeinference．TwoconstituentsofHPLCshowedgoodlinearrelationshipswithintheirown
ranges(r≥０􀆰９９９１),whoseaveragerecoverieswere９６􀆰７０％~９７􀆰１６％ withtheRSDof１􀆰２３％~１􀆰６５％．Conclusion　This
reproducibleandspecificmethodcanbeusedforthequalitycontrolofChangmaileCapsules．
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　　畅脉乐胶囊 (闽药制字Z０５１０４０２５)为福建中医药大学

附属第二人民医院的院内制剂,处方由黄芪、制首乌、天

麻、丹参、郁金、赤芍、葛根等中药经科学加工后制成,具

有滋肾活血、祛风通络之功效,临床具有消除血管硬化、斑

块,改善微循环和血液流变学功能[１].方中黄芪补中益气、
通畅血脉[２],制首乌补肝肾、益精血、乌须发、抗衰老与抗

氧化、改善造血功能[３],共为君药;丹参活血化瘀、疏通脑

络[４],为臣药;再辅以郁金疏肝解郁[５],葛根升阳强心[６],
赤芍凉血散瘀.全方补肾益气以治本,化瘀通脉以治标,标

本兼顾,临床常用于防治中老年血管硬化或中风后遗症.该

制剂原质控标准仅有赤芍的薄层鉴别一项,为了强化制剂标

准的专属性和整体性,我们通过查阅相关文献和预实验,确

立黄芪、制首乌、天麻、赤芍、葛根的 TLC定性鉴别方法,
并采用 HPLC法测定芍药苷和丹酚酸 B的含量,完善畅脉

乐胶囊分析检验方法,以期更科学有效地控制制剂质量,探

索建立基于中医临床疗效的生物评价和测定方法研究相结合

的、能整体体现本制剂疗效的标准体系.

１　实验仪器与材料

数显恒温水浴锅 HHＧ４型 (常州国华电器有限公司);

５００g摇摆式高速中药粉碎机 DFYＧ５００型 (温岭市林大机械

有限公司);数据超声波清洗器 KQＧ５００E型 (昆山市超声仪

器有限公司);多功能紫外分析仪 ZF１ＧI型 (上海嘉鹏科技

有限公司);硅胶 G层板、高效硅胶 G薄层板 (青岛海洋化

工厂);U３０００高效液相色谱仪 (戴安公司);XS１０５电子分

析天平 (METTLERTOLEDO);MilliＧQAdvantage超纯水

系统 (默克密理博)乙腈为色谱纯,其他试剂均为分析纯,
水为纯化水;芍药苷 (中国食品药品检定研究院,批 号

１１０７３６Ｇ２０１６４０);丹酚酸 B (成都曼思特生物科技有限公

司,批号 MUSTＧ１５０５１７０８);大黄素 (中国食品药品检定研

究院,批号１０７５６Ｇ２００１１０);黄芪甲苷 (中国食品药品检定

研究院,批号１１０７８１Ｇ２００６１３);葛根素 (上海源叶生物科技

有限公司,批号S０２M９B５４８７５);天麻素 (上海源叶生物科

技有限公司,批号 Y０２M６K１).３批畅脉乐胶囊及其阴性对

照均为医院自制.

２　方法与结果

２􀆰１　TLC定性鉴别:

２􀆰１􀆰１　黄芪的薄层色谱鉴别:称取畅脉乐胶囊内容物２g,
加入甲醇５０mL,加热回流１h,滤过收集滤液,蒸干,残

渣分３次共加水５０mL使之溶解,合并水溶液加三氯甲烷

３０mL/次,萃取２次,取水溶液用水饱和的正丁醇萃取２
次,每次３０mL,合并正丁醇液,每次加５０mL０􀆰２８％碳

酸钠溶液洗涤３次,取正丁醇液水浴蒸干,残渣加甲醇２
mL使之溶解,作为供试品溶液.根据畅脉乐胶囊处方删除

黄芪同法制备阴性样品,称取２g,同法制得阴性溶液.取

黄芪甲苷对照品１mg,加甲醇１mL溶解后作为对照品溶

液.吸取上述３种溶液各１０μL,分别点于同一硅胶 G薄层

板上,展开剂为三氯甲烷Ｇ甲醇Ｇ水 (１３∶７∶２)的下层溶

液,展开、取出、晾干,喷以１０％硫酸乙醇溶液,置１０５
℃干燥箱至显色清晰.日光下检视,供试品色谱中,在与对

照品色谱相应的位置上,显示相同棕褐色的斑点,阴性对照

无相应斑点.黄芪的 TLC见图１.

　　注:１、２、３分别为３批供试品溶液;４对照品溶液;５阴

性对照溶液.

图１　黄芪薄层图

２􀆰１􀆰２　何首乌的薄层色谱鉴别:称取畅脉乐胶囊内容物

２􀆰５g,加入乙醇５０mL,加热回流１h,滤过收集滤液、蒸

干,加乙醇１mL溶解作为供试品溶液.根据畅脉乐胶囊处

方剔除何首乌同法制备阴性样品,称取２􀆰５g,同法制成阴

性对照溶液.再取大黄素对照品１mg加甲醇１mL溶解后

作为对照品溶液.吸取上述３种溶液各１０μL,分别点于同

一硅胶 HF２５４薄层板上 (黏合剂为羧甲基纤维素钠),展开

剂为石油醚Ｇ甲酸乙酯Ｇ甲酸 (１５∶５∶１)的上层溶液,展

开、取出、晾干,置紫外光灯 (２５４nm)下检视.供试品

色谱中,在与对照品色谱相应的位置上,显示相同颜色的荧
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光斑点,阴性对照无相应荧光斑点.何首乌的 TLC见图２.

　　注:１、２、３分别为３批供试品溶液;４对照品溶液;５阴

性对照溶液.

图２　何首乌薄层图

２􀆰１􀆰３　赤芍的薄层色谱鉴别:称取畅脉乐胶囊内容物２g,
加入乙醇１０mL,超声提取３０min,过滤收集滤液、蒸干,
加乙醇１mL溶解作为供试品溶液.根据畅脉乐胶囊处方剔

除赤芍同法制备阴性样品,称取２g同法制成阴性对照溶

液.取芍药苷对照品１mg,加乙醇１mL制成对照品溶液.
吸取上述３种溶液各５μL,分别点于同一块硅胶 G薄层板

上,展开剂为三氯甲烷Ｇ乙酸乙酯Ｇ甲醇Ｇ甲酸 (４０∶５∶１０∶
０􀆰２),展开、取出,晾干,喷以 ５％ 香草醛硫酸溶液,置

１０５℃干燥箱中加热至斑点显色清晰.供试品色谱中在与对

照品色谱相应的位置上,显相同蓝紫色斑点,阴性对照无斑

点.赤芍的 TLC见图３.

　　注:１、２、３分别为３批供试品溶液;

４对照品溶液;５阴性对照溶液.

图３　赤芍薄层图

２􀆰１􀆰４　天麻的薄层色谱鉴别:称取畅脉乐胶囊内容物２g,
研细,加无水乙醇５０mL,加热回流３０min,滤过,滤液浓

缩至约５mL,加入中性氧化铝４g,拌匀,蒸干,加无水乙

醇５０mL,加热回流３０min,趁热加入活性炭０􀆰５g,振摇

３０s,滤过,滤液蒸干,加乙醇１mL溶解制成供试品溶液.
根据畅脉乐胶囊处方剔除天麻同法制备阴性样品,称取阴性

样品５g,同法制成阴性对照溶液.另取天麻素对照品１
mg,加乙醇１mL制成对照品溶液.吸取上述３种溶液各５

μL,分别点于同一硅胶 G薄层板上,展开剂为三氯甲烷Ｇ甲

醇Ｇ冰醋酸 (６∶２∶０􀆰１５),展开、取出、晾干,喷以１０％磷

钼酸乙醇溶液,置１０５℃干燥箱中加热至斑点显色清晰.供

试品色谱中,在与对照品色谱相应的位置上,显示相同颜色

的斑点,阴性对照无相应斑点.天麻的 TLC见图４.

　　注:１、２、３分别为３批供试品溶液;４对照品溶液;５阴

性对照溶液.

图４　天麻薄层图

２􀆰１􀆰５　葛根的薄层色谱鉴别:称取畅脉乐胶囊内容物５g,
加入乙酸乙酯２０mL,超声 (１５０W,４０kHz)提取２０min,
过滤收集滤液、蒸干,残渣加甲醇１mL溶解,作为供试品

溶液.取１mg葛根素对照品,加甲醇１mL溶解混匀,作

为对照品溶液.根据畅脉乐胶囊处方剔除葛根同法制备阴性

样品,取５g,同法制成阴性对照溶液.吸取上述三种溶液

各５μL,分别点于同一块硅胶 G薄层板上,展开剂为三氯

甲烷Ｇ甲醇Ｇ水 (７∶２􀆰５∶０􀆰２５),展开、取出、晾干,置紫

外光灯 (２５４nm)下检视.供试品色谱中,在与对照品色

谱相应的位置上,显示相同颜色荧光条斑,阴性对照无相应

条斑.葛根的 TLC见图５.

　　注:１、２、３分别为３批供试品溶液;４对照品溶液;５阴

性对照溶液.

图５　葛根薄层图

２􀆰２　HPLC含量测定:

２􀆰２􀆰１　色谱条件色谱柱:ThermoscientificＧC１８ (２５０mm×
４􀆰６mm,５μm);流动相为乙腈 (A)Ｇ０􀆰１％ 磷酸 (B),梯

度洗脱,洗脱程序见表１;紫外检测器,检测波长为 ２３０
nm,流速１mL/min,柱温３０℃,进样量１０μL.
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表１　HPLC流动相梯度洗脱程序

时间/min ０ ３５ ４０ ５８ ７０

A％ １０ １５ ２０ ２０ ３０
B％ ９０ ８５ ８０ ８０ ７０

２􀆰２􀆰２　溶液的制备:１)对照品溶液的制备:取芍药苷对照

品适量,精密称定,加少量甲醇溶解后,再加甲醇至刻度线

混匀,即得０􀆰８０７mg/mL芍药苷的对照品储备溶液,精密

量吸取１mL,转移至２５mL容量瓶中,加甲醇稀释至刻度

线摇匀,即得 (３２􀆰２８g/mL芍药苷)对照品溶液[７].取丹

酚酸B适量置１０mL容量瓶,精密称定 (６􀆰３５mg),加适

量甲醇溶解后,加甲醇至刻度线,混匀即得丹酚酸 B的对

照品储备溶液 (０􀆰６３５mg/mL),精密吸取该对照品储备液

适量,加 甲 醇 稀 释 ２０ 倍,即 得 丹 酚 酸 B 的 对 照 品 溶 液

(３１􀆰７５μg/mL)[８].２)样品溶液的制备:取胶囊内容物研

磨至细粉,取细粉２g至具塞锥形瓶中,精密称定,加入１０
mL的甲醇溶液称定重量,超声提取４０min,加甲醇补足减

失的重量.混匀过滤,精密吸取续滤液２􀆰５mL,转移至５０
mL容量瓶 中,加 甲 醇 至 刻 度 线 混 匀,即 得 供 试 样 品 溶

液[９].３)阴性对照溶液的制备:取根据畅脉乐胶囊处方剔

除赤芍或丹参同法制备阴性样品适量,并按照２)项的方法

制成缺赤芍、缺丹参的阴性对照溶液.

２􀆰２􀆰３　专属性试验:分别取供试样品溶液、缺赤芍阴性对

照溶液、缺丹参阴性对照溶液、芍药苷对照品溶液、丹酚酸

B对照品溶液各１０μL注入液相色谱仪,按照 “２􀆰２􀆰１”色谱

条件进行测定.结果供试样品溶液 HPLC色谱图中,与芍

药苷或丹酚酸 B对照品溶液相同保留时间有色谱峰存在;
而缺赤芍、缺丹参阴性对照溶液无相应的色谱峰,本液相色

谱条件对测定具有专属性.HPLC色谱图见图６.

２􀆰２􀆰４　线性关系的考察:１)取 “２􀆰２􀆰２１)”项芍药苷对

照品储备液２mL,分别配制成含有芍药苷１２９􀆰１２、６４􀆰５６、

３２􀆰２８、１６􀆰１４、８􀆰０７μg/mL的对照品溶液,照 “２􀆰２􀆰１”项

色谱条件,进样１０μL,测定绘制标准曲线:横坐标 (x)
为芍药苷的浓度 (μg/mL),纵坐标 (y)为芍药苷色谱峰面

积积分值 (mAU).芍药苷线性回归方程:y＝０􀆰１５２１x－
０􀆰３９７１,其中相关系数r＝０􀆰９９９８,结果表明芍药苷在

８􀆰０７~１２９􀆰１２μg/mL 浓 度 范 围 内 线 性 关 系 良 好.２)照

“２􀆰２􀆰１”项色谱条件,取 “２􀆰２􀆰２１)”项对照品储备液,
分别配制成含有丹酚酸 B１２７􀆰００、６３􀆰５０、３１􀆰７５、１６􀆰５１、

８􀆰８９μg/mL的对照品溶液,进样１０μL,测定绘制标准曲

线:横坐标 (x)为丹酚酸B的浓度 (μg/mL),纵坐标 (y)
为丹酚酸B色谱峰面积积分值 (mAU).丹酚酸B线性回归

方程:y＝０􀆰２３８６x－１􀆰２３５５,其中相关系数r＝０􀆰９９９１,
结果表明丹酚酸B为８􀆰８９~１２７􀆰００μg/mL浓度范围内,线

性关系良好.

２􀆰２􀆰５　精密度试验:取 “２􀆰２􀆰２１)”项芍药苷对照品溶

液,在 “２􀆰２􀆰１”色谱条件下,连续检测６次.根据芍药苷

峰面积的实际变化情况计算 RSD值为０􀆰５７％,结果表明该

方法精密度良好.

　　注:样品 (A),缺赤芍样品 (B),缺丹参样品 (C),芍

药苷对照品 (D),丹酚酸 B对照品 (E);⒈芍药苷,２丹酚

酸B.

图６　HPLC色谱图

２􀆰２􀆰６　稳定性试验:取芍药苷溶液及丹酚酸B对照品适量,
制备方法同 “２􀆰２􀆰２１)”项,制备对照品溶液,分别放置

０、２、４、８、１６、２４h后进样,测定峰面积,计算芍药苷的

RSD值为０􀆰８９％,丹酚酸B的RSD值为１􀆰２３％,结果表明

两者在制备后２４h内稳定.

２􀆰２􀆰７　重复性试验:取同一批次样品照 “２􀆰２􀆰２２)”项方

法平行制备６份样品溶液,进样分析,计算畅脉乐胶囊中芍

药苷的平均含量为２􀆰９８mg/g、丹酚酸 B平均含量为２􀆰３４２
mg/g,两者的RSD值分别为１􀆰０３％和１􀆰４５％,结果表明两

者的重复性良好.

２􀆰２􀆰８　加样回收率实验:精密称取畅脉乐胶囊内容物０􀆰５g
共１２份,其中６份精密加入含有１􀆰６２３０mg/mL芍药苷的

对照品溶液１mL,其余６份精密加入含有１􀆰２１４０mg/mL
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的丹酚酸B对照品溶液１mL,照 “２􀆰２􀆰２２)”项方法制备

供试 品 溶 液,进 样 分 析,经 计 算 芍 药 苷 平 均 回 收 率 为

９７􀆰１６％,RSD 值 为 １􀆰２３％, 丹 酚 酸 B 平 均 回 收 率 为

９６􀆰７０％,RSD值为１􀆰６５％ (见表２).

表２　加样回收率实验结果

成分 称样量/g 样品含量/mg 加入量/mg 测得量/mg 回收率/％ 平均回收率/％ RSD/％

芍药苷 ０􀆰５００３ １􀆰４９０９ １􀆰６２３０ ３􀆰０５７４ ９６􀆰５２
０􀆰５１１２ １􀆰５２３４ １􀆰６２３０ ３􀆰１０９３ ９７􀆰７２
０􀆰５０６７ １􀆰５１００ １􀆰６２３０ ３􀆰１０５３ ９８􀆰３０ ９７􀆰１６ １􀆰２３
０􀆰４９８９ １􀆰４８６７ １􀆰６２３０ ３􀆰０５３９ ９６􀆰５６
０􀆰５０４８ １􀆰５０４３ １􀆰６２３０ ３􀆰１０２１ ９８􀆰４５
０􀆰５１２８ １􀆰５２８１ １􀆰６２３０ ３􀆰０７６４ ９５􀆰３９

丹酚酸B ０􀆰５１８９ １􀆰２０７６ １􀆰２１４０ ２􀆰３６２８ ９５􀆰１６
０􀆰５０６５ １􀆰１７８７ １􀆰２１４０ ２􀆰３８８４ ９９􀆰６４
０􀆰４８９６ １􀆰１３９４ １􀆰２１４０ ２􀆰３１７８ ９７􀆰０７ ９６􀆰７０ １􀆰６５
０􀆰５１５４ １􀆰１９９５ １􀆰２１４０ ２􀆰３６５４ ９６􀆰０４
０􀆰５０９１ １􀆰１８４８ １􀆰２１４０ ２􀆰３５８４ ９６􀆰６７
０􀆰４９２６ １􀆰１４６４ １􀆰２１４０ ２􀆰３０７３ ９５􀆰６３

２􀆰２􀆰９　样品测定:对３批不同的畅脉乐胶囊,制备方法参

照 “２􀆰２􀆰２２)”项样品溶液,色谱条件同 “２􀆰２􀆰１”项测

定,计算其含量 (见表３).

表３　芍药苷、丹酚酸B含量测定结果 (n＝３)

批次 芍药苷含量 mg/g 丹酚酸B含量 mg/g

２０１８１１０１ ２􀆰８３２７ ２􀆰３２７２
２０１８１２０３ ３􀆰１２５２ ２􀆰０８３３
２０１９０３０１ ２􀆰９２８４ ２􀆰１２７５
平均值 ２􀆰９６２１ ２􀆰１７９３

３　讨论

３􀆰１　薄层色谱:使用前应在１１０ ℃、３０min进行活化后,
置干燥器中备用,点样量不宜太高,应分次点样,点样点尽

可能小,每次可用电吹风吹干溶剂后继续在原位置点样,超

过１０μL时,色谱中斑点拖尾明显,不利于清晰分离斑点.

３􀆰２　黄芪薄层鉴别:萃取时振摇应当用适宜的力度,避免

萃取时乳化;轻度乳化静置使之澄清,乳化程度较高可加热

或加适当的破乳剂.通过摸索,以三氯甲烷Ｇ甲醇Ｇ水 (１３∶
７∶２)混匀后下层作为展开剂,分离效能良好.薄层板晾干

后,在薄层板上均匀喷上显色剂;加热显色时,温度应适

宜,若加热温度太高时间太久,薄层板易被烤黑;温度过低

显色不明显或不显色,均不利于结果观察.本实验结果显示

在１０５℃加热３~５min,供试品色谱中样品和对照品斑点显

色效果良好;供试品斑点颜色较浅时,可在光线较强处透光

观察.

３􀆰３　何首乌薄层鉴别:分别用硅胶 HF２５４薄层板和硅胶 G
薄层板进行预实验,硅胶 G 薄层板出现了明显拖尾,故采

用硅胶 HF２５４薄层板;经展开、取出晾干后应立即置紫外

光下检视并拍照,久置后薄层板供试品及样品荧光将消失.

３􀆰４　赤芍薄层鉴别:供试液制备,分别采用振摇提取或超

声提取,振摇提取的供试品在薄层色谱中斑点不清晰,考虑

为提取不充分等原因,因此,本实验采用超声提取３０min.

５％香草醛硫酸为显色剂,由于香草醛在溶剂中的溶解度小

且容易析出,显色剂宜新鲜配制,放置时间不宜过长.

３􀆰５　天麻薄层鉴别:样品取样量太少、烤板时间不够或太

长,对供试品色谱中检视产生较大影响.经过实验,增加取

样量至５g,将展开剂乙酸乙酯Ｇ甲醇Ｇ水 (９∶１∶０􀆰２)更换

为三氯甲烷Ｇ甲醇Ｇ冰醋酸 (６∶２∶０􀆰１５),以１０％磷钼酸乙

醇为显色剂,烤板５~７min,供试品色谱相应位置上斑点

清晰.

３􀆰６　葛根薄层鉴别:样品取样量太少时,未能检视到相应

荧光斑点,提示可能由于产品中葛根素含量较低,样品增加

至５g提取后进行薄层鉴别,在紫外光灯 (２５４nm)条件下

检视,鉴别效果良好.

３􀆰７　流动相的选择:通过比较参考文献的方法,初始选用

乙腈∶０􀆰１％磷酸水溶液＝１４∶８６作为流动相[１０],结果各个

组分峰分离不完全,遂改用梯度洗脱的方法,选择分离效果

最好的方法,即 “２􀆰２􀆰１”项色谱条件.

３􀆰８　本品含量测定的供试液提取条件选择:分别对甲醇、
无水乙醇、９５％乙醇、７０％乙醇、５０％乙醇等溶剂进行观

察,发现用各浓度乙醇提取杂峰较多且峰的对称性也较甲醇

差,确定甲醇为提取溶剂;提取料液比先选择 １∶５、１∶１０
进行观察,发现提取率无明显差别,因此选择１∶５为提取

料液比;提取方法,对比超声提取和回流提取,无明显差

别,考虑超声提取操作便捷,选择超声提取;提取时间１０、

２０、３０、４０、５０、６０min,发现超声４０min后提取率基本

一致,所以选择超声４０min.本实验最终确定畅脉乐胶囊

含量测定供试液的提取条件为,以甲醇作为溶剂,提取药液

比为１∶５,超声提取４０min.
综上所述,本文确立的 TLC、HPLC 方法重复性好,

专属性强,可用于畅脉乐胶囊的质量控制.通过加强和完善

制剂处方中主要药材的专属性鉴别和含量测定研究,着重提

升能够表征中药有效性的检测能力和水平.探索指纹和特征

图谱等整体控制中药成分的检测技术在畅乐胶囊标准中的应

用,进一步提高中药标准应对质量问题的能力.我们认为全
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面提升制剂有效性控制水平,建立基于中医临床疗效的生物

评价和测定方法研究相结合的方法,探索能够直接反映中药

临床疗效的制剂标准体系将是今后中药制定标准的重要

依据.
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【摘　要】　目的　建立一种用于 microRNAＧ２１(miRNAＧ２１)浓度检测的,基于聚多巴胺纳米粒子 (PDANs)的荧光

传感方法.方法　Ce６标记的捕获探针 (Ce６ＧDNA)在Ca２＋ 的介导下吸附在PDANs表面,荧光被猝灭.miRNAＧ２１和 Ce６Ｇ
DNA杂交后,使其从PDANs表面解吸附,荧光恢复.利用荧光分光光度计分析靶标和 Ce６ＧDNA 反应前后荧光强度的变

化,实现对 miRNAＧ２１的检测.结果　在５􀆰０~２００nM 范围内,６７０nm 处的荧光强度和 miRNAＧ２１的浓度呈良好的线性关

系,检测限为１􀆰８０nM.结论　基于Ce６ＧDNA功能化的PDANs可为 miRNAＧ２１的定量检测提供一种简单、准确、成本低、
分析速度快的新方法.

【关键词】聚多巴胺纳米粒子;miRNAＧ２１;DNA探针;荧光检测
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EstablishmentofafluorescencesensingmethodformicroRNAＧ２１concentrationdetection　　ZHANGDekun,
CHENTingting,CHEN Kui,WANGLiqun,GONGChao,LISong,XIA Yaokun,CHEN Jinghua．TheAffiliated
FuzhouMunicipalFirstHospitalofFujianMedicalUniversity,Fuzhou,Fujian３５０００９,China

【Abstract】　Objective　Todevelopafluorescentmethodbasedonpolydopaminenanoparticles(PDANs)formicroRNAＧ２１
(miRNAＧ２１)concentrationdetection．Methods　Ce６Ｇlabeledcaptureprobe(Ce６ＧDNA)wasabsorbedonthesurfaceofPDANs
throughCa２＋ mediation,whichresultedinthefluorescenceofCe６beingquenched．However,theCe６ＧDNAwasdesorbedfrom
PDANswhenithybridizedwithmiRNAＧ２１,whichledtotherecoveryoffluorescence．ThismethodcoulddetectmiRNAＧ２１
quantitativelythroughmeasuringthechangeoffluorescenceintensityusingfluorescentspectrophotometer．Results　Therewasa
goodlinearrelationshipbetweenthefluorescenceintensityat６７０nmandmiRNAＧ２１concentrationfrom５．０to２００nM．The
limitofdetectionwas１．８０nM．Conclusion　TheCe６ＧDNAfunctionalizedPDANscanprovideasimple,accurate,lowＧcost,and
rapidnovelmethodformiRNAＧ２１detection．

【Keywords】polydopaminenanoparticles;miRNAＧ２１;DNAprobe;fluorescencedetection

　　微小 RNAs (microRNAs,miRNAs)是一种极具潜力

的液态活检肿瘤标志物[１],其常见的检测方法[２Ｇ３]虽然具有

较好的灵敏度;但是仍然存在着诸如引物序列设计复杂、仪

器设备价格昂贵和不利于现场检测等缺点.荧光传感方法具

有操作简便、检测速度快、成本低等优点.其中,聚多巴胺

纳米粒子 (PDANs)在构建荧光传感方法中具有广泛的应

用前景.Qiang等[４]文献报道,其所在的课题组利用标记荧

光基团的单链 DNA 探针和 PDANs构建了一种通用的荧光
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