
书书书

第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ｊａｎ；２７（１） ·１０５　　 ·

·技术方法·

乌贼墨中主要活性成分的定性定量分析

姜云云１，叶光明２，范国荣１

（１．上海市药物代谢产物研究重点实验室，第二军医大学药学院药物分析学教研室，上海２００４３３；２．解放军第１０２医院药械

科，常州２１３００３）

［摘要］　目的：建立乌贼墨主要活性成分的定性鉴别与定量分析方法。方法：通过黑色素溶于碱性溶液、在酸性环境中有黑

色物质析出的性质对黑色素进行定性鉴别，采用 ＨＰＬＣＡｃｃＱＴａｇ法测定乌贼墨中甘氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸和丙氨酸的含

量，采用原子吸收分光光度法测定乌贼墨中微量铁元素的含量。结果：在鉴别反应中，乌贼墨黑色素可溶于２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化

钠溶液，并在２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液中有黑色飘浮状物析出。４种氨基酸和铁元素的加样回收率均在９５％～１０５％之间，ＲＳＤ均小

于５％（ｎ＝６），３批乌贼墨样品中甘氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸、丙氨酸和铁元素的平均含量分别为７．３７、１１．２３、１２．０５、７．３２和

０．２０６ｍｇ·ｇ－１。结论：乌贼墨活性成分的定性定量方法准确可靠，重复性好，可用于乌贼墨的质量控制。

［关键词］　乌贼墨；氨基酸类；铁；色谱法，高压液相；分光光度法，原子

［中图分类号］　Ｒ２８４．１　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００６）０１０１０５０３

Ｐｒｉｍａｒｙａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｓｅｐｉａ：ａｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ

ＪＩＡＮＧＹｕｎｙｕｎ１，ＹＥＧｕａｎｇｍｉｎｇ２，ＦＡＮＧｕｏｒｏｎｇ１（１．ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＭｅｔａｂｏｌｉｔｅｓＲｅｓｅａｒｃｈ／

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＡｎａｌｙｓｉｓ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ；２．

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ，Ｎｏ．１０２ＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＰＬＡ，Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ２１３００３）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｍａｊｏｒａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｓｅｐｉ

ａ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｍｅｌａｎｉｎｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｄｉｓｓｏｖｉｎｇｉｔｉｎａｂａｓｉｃｓｏｌｕｔｉｏｎｔｏｓｅｅｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｒｅｗａｓｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆａｂｌａｃｋｓｕｂｓｔａｎｃｅ．

Ｇｌｙｃｉｎｅ，ａｓｐａｒａｇｉｎｅｓ，ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄａｎｄａｌａｎｉｎｅｉｎｓｅｐｉａｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣＡｃｃＱＴａｇｍｅｔｈｏｄａｎｄｉｒｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

ｂｙａｔｏｍｉｃａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｍｅｌａｎｉｎｉｎｓｅｐｉａｗａｓｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｂｌａｃｋｓｕｂｓｔａｎｃｅ

ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｉｎ２ｍｏｌ／ＬＨＣｌｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｔｈｅａｂｏｖｅ４ａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｉｒｏｎｗｅｒｅｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ９５％１０５％

ｗｉｔｈＲＳＤ＜５％（ｎ＝６）．Ｔｈｅｍｅａｎｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｇｌｙｃｉｎｅ，ａｓｐａｒａｇｉｎｅｓ，ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ，ａｌａｎｉｎｅａｎｄｉｒｏｎｉｎ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓｅｐｉａｓａｍｐｌｅｓ

ｗｅｒｅ７．３７，１１．２３，１２．０５，７．３２ａｎｄ０．２０６ｍｇ·ｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｎｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅｉｓｆｅａｓｉｂｌｅｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａ

ｔｉｖｅａｎｄｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｉｏａｃｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｓｅｐｉａ；ｉｔｈａｓｇｏｏｄｒｅｐｅａｔｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｍａｙｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆｓｅ

ｐｉａ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｓｅｐｉａ；ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ；ｉｒｏｎ；ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｌｉｑｕｉｄ；ｓｐｅｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ，ａｔｏｍｉｃ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００６，２７（１）：１０５１０７］

［作者简介］　姜云云，硕士生．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｒｆａｎ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　乌贼墨来自乌贼科动物曼氏无针乌贼Ｓｅｐｉｅｌｌａｍａｉｎ

ｄｒｏｎｉｄｅＲｏｃｈｅｂｒｕｎｅ和金乌贼Ｓｅｐｉａｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｈｏｙｌｅ的墨

囊，化学成分主要为黑色素和蛋白多糖复合体［１］。乌贼墨作

为传统药物，在我国有着悠久的历史。据《本草拾遗》所述，

可“主血刺心痛”，目前乌贼墨制剂临床上主要作为止血剂。

２０世纪９０年代以来，发现其具有抗菌、抗肿瘤及升高白细胞

等活性，受到日益广泛的关注［２～４］。但乌贼墨的质量控制尚

未引起足够的重视。本实验采用理化反应对乌贼墨黑色素

进行定性鉴别，ＡｃｃＱＴａｇ柱前衍生化 ＨＰＬＣ法测定乌贼墨

中甘氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸和丙氨酸的含量，原子吸收分

光光度法测定乌贼墨中微量铁元素的含量，方法简便可靠，

适用于乌贼墨的质量控制。

１　仪器和试剂

　　ＬＣ１０ＡＴ系列高效液相色谱仪（岛津），ＳＯＬＡＡＲ Ｍ５
型原子吸收光谱仪（美国热电公司）；ＦｏｓｓＴｅｃａｔｅｒＤＩＧＥＳ

ＴＯＲＤＳ１２型消化器；ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＳｉｍｐｌｉｃｉｔｙ１８５超纯水系统。

乌贼墨（浙江茂源药业有限公司，批号 ０４０３１５、０４０４２１、

０４０５０６）；氨基酸对照品（ＢＤＨ ＣｈｅｍｉｃａｌＬｔｄ，ＰｏｏｌｅＥｎｇ

ｌａｎｄ）；铁标准溶液：１．０ｇ／Ｌ（上海市计量测试技术研究院）。

ＡｃｃＱ·ＦｌｕｏｒＴＭ衍生化试剂６氨基喹啉Ｎ羟基琥珀酰亚胺

基氨基甲酸酯（ＡＱＣ）及缓冲液（Ｗａｔｅｒｓ公司）；乙腈、磷酸以

及三乙胺均为为德国 Ｍｅｒｃｋ公司生产的色谱纯试剂；水为超

纯去离子水；其他试剂均为国产分析纯。

２　方法和结果

２．１　黑色素的鉴别　取乌贼墨适量，研细，称取０．２ｇ，加２

ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶液１０ｍｌ，５５℃烘箱中放置３０ｍｉｎ，取出

放置至室温。１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液２ｍｌ，加

入２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液３ｍｌ，于４℃冰箱放置２ｈ，取出，可见明

显的飘浮状黑色物，与乌贼墨黑色素溶于碱性溶液、在酸性
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环境中又被析出的特性相吻合［１］。

２．２　四种氨基酸的含量测定

２．２．１　色谱条件　色谱柱：ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８（１５０ｍｍ×４．６

ｍｍ，５μｍ）；采用梯度洗脱，流动相 Ａ：磷酸三乙胺水

（０．３∶０．５∶１００），流动相Ｂ：乙腈水（６０∶４０），梯度洗脱程

序：０～０．５ｍｉｎ，０％～２％Ｂ；０．５～１５ｍｉｎ，２％～７％Ｂ；１５～

１９ｍｉｎ，７％～１０％Ｂ；１９～２６ｍｉｎ，１０％～２１％Ｂ；２６～３１ｍｉｎ，

２１％～１００％Ｂ；３１～３６ｍｉｎ，１００％Ｂ；３６～３７ｍｉｎ，１００％～

０％Ｂ；检测波长：２４８ｎｍ；柱温：３７℃；进样量：１０μｌ；流速：１．０

ｍｌ／ｍｉｎ。

２．２．２　溶液的配制　分别精密称取经五氧化二磷干燥２４ｈ
的对照品甘氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸和丙氨酸适量，加０．１

ｍｏｌ／Ｌ的盐酸制成含４种氨基酸质量浓度均为０．２５ｍｇ／ｍｌ
的储备液，精密吸取该储备液６．０ｍｌ于１００．０ｍｌ容量瓶中，

加水稀释至刻度，摇匀，即得对照品溶液。

　　取乌贼墨适量，研成细粉，精密称取约０．５ｇ至５ｍｌ安

瓿瓶中，精密加入３．０ｍｌ６ｍｏｌ／Ｌ的盐酸，密封，置１１０℃烘

箱中放置２４ｈ水解。取出冷却至室温后打开安瓿瓶，吸取

上层溶液１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，精密吸取上清液１．０ｍｌ
于１０．０ｍｌ容量瓶中，加入５．０ｍｌ１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液，

加水至刻度，摇匀，用微孔滤膜（０．４５μｍ）过滤，精密量取续

滤液１ｍｌ至１０．０ｍｌ容量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，即得

供试品溶液。

２．２．３　氨基酸衍生化反应　精密吸取对照品溶液或供试品

溶液５０μｌ于０．５ｍｌ离心管中，加入３５０μｌ缓冲液，涡旋混

合１０ｓ，再加入１００μｌＡｃｃＱ·Ｆｌｕｏｒ
ＴＭ衍生化试剂，涡旋混合

１０ｓ，于５５℃烘箱中放置１０ｍｉｎ，取出放置至室温，于４℃冰

箱保存待测［５］。

２．２．４　样品含量测定　分别取供试品溶液和对照品溶液，

按２．２．３项操作后进样。结果见表１、图１。

表１　乌贼墨中４种氨基酸含量

Ｔａｂ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ４ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｓａｍｐｌｅｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ｚＢ／ｍｇ·ｇ－１）

Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ Ｇｌｙｃｉｎｅ Ａｓｐａｒａｇｉｎｅ Ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ Ａｌａｎｉｎｅ

０４０３１５ ７．５１±０．２０ １１．２４±０．２３ １１．９８±０．０５ ７．３３±０．０８
０４０４２１ ７．２３±０．１７ １１．４２±０．１２ １２．３２±０．０５ ７．１５±０．０２
０４０５０６ ７．３６±０．０９ １１．０２±０．１３ １１．８５±０．１０ ７．４９±０．０５

图１　空白对照（Ａ）、氨基酸对照品（Ｂ）和样品（Ｃ）的ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ），ｓｔａｎｄａｒｄａｍｉｎｏａｃｉｄ（Ｂ）ａｎｄｓａｍｐｌｅ（Ｃ）

１：Ｇｌｙｃｉｎｅ；２：Ａｓｐａｒａｇｉｎｅｓ；３：Ｇｌｕｌａｍｉｃ；４：Ａｌａｎｉｎｅ

２．３　方法学考察

２．３．１　空白实验　分别以０．００１ｍｏｌ／Ｌ盐酸、对照品溶液、

供试品溶液按２．２．３项下操作，在２．２．１色谱条件下进样。

结果见图１Ａ，各氨基酸色谱峰分离良好，空白溶液在相应的

保留时间处无干扰。

２．３．２　线性关系的考察　分别精密吸取１．０、２．０、４．０、６．０、

８．０、１０．０ｍｌ对照品溶液于１０．０ｍｌ容量瓶中，分别用水定

容，摇匀，按２．２．３项下操作，各进样１０μｌ，以甘氨酸、天门冬

氨酸、谷氨酸和丙氨酸衍生化产物的峰面积对相应浓度线性

回归，所得方程分别为：甘氨酸 Ａ＝７９９９．４ｃ－４０２．４１，ｒ＝

０．９９９６；天门冬氨酸Ａ＝２７３４．６ｃ－３９２．７３，ｒ＝０．９９９７；谷

氨酸Ａ＝２４３３．８ｃ－１１４．１２，ｒ＝０．９９９５；丙氨酸Ａ＝３９１７．１

ｃ－１１３．２８，ｒ＝０．９９９５。结果表明，４种氨基酸在２．５～２５

μｇ／ｍｌ范围内线性关系良好。

２．３．３　精密度实验　取对照品溶液，按２．２．３项操作后，重

复进样６次，以４种氨基酸衍生化产物的峰面积计，ＲＳＤ均

小于２．０％。

２．３．４　重现性实验　取本品细粉约０．５ｇ，共６份，精密称

定，同法测定。以甘氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸和丙氨酸的含

量计，ＲＳＤ分别为０．８９％、１．６５％、１．２１％、０．９６％。

２．３．５　加样回收率实验　精密称取已知含量的样品，精密

加入４种氨基酸对照品，按供试品溶液制备方法水解后测

定，记录４种氨基酸衍生化产物的峰面积并按外标法定量，

甘氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸和丙氨酸的平均回收率分别为

９８．３１％、９６．７３％、１０２．５０％、９９．８７％，ＲＳＤ分别为２．９６％、

１．２１％、１．５８％、０．９９％（ｎ＝６）。

２．３．６　稳定性实验　取供试品溶液，按２．２．３项下操作后，

间隔１ｈ进样一次，观察氨基酸衍生化产物峰面积的变化。
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结果在２４ｈ内以样品溶液中甘氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸和

丙氨酸的衍生化产物的峰面积计，ＲＳＤ＜２．０％（ｎ＝３）。

２．４　铁元素的含量测定

２．４．１　溶液的配制　用超纯去离子水将铁标准溶液稀释成

６０μｇ／Ｌ，即得对照品溶液。取乌贼墨适量，研成细粉，精密

称取约０．１０ｇ至消化管中，加入２．０ｍｌ硝酸和１．０ｍｌ３０％
过氧化氢，静置过夜，然后置于ＤＳ１２型消化器中，１２０℃ 消

化１ｈ，１８０℃消化２ｈ，２２０℃挥发多余硝酸至近干；冷却后用

超纯去离子水转移至１００．０ｍｌ量瓶中，并定容至刻度，即

得［６］。

２．４．２　样品含量测定　分别取对照品溶液和样品溶液检

测，记录光密度，计算含量，３批样品中铁元素平均含量分别

为０．２０９、０．２０６和０．２０４ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ分别为０．００２％、

０．００３％和０．００２％（ｎ＝３）。

２．４．３方法学考察　精密吸取铁标准溶液一定量，用超纯去

离子水分别稀释成１０．０、２０．０、４０．０、６０．０、８０．０、１００．０μｇ／Ｌ
的铁元素系列标准样品，通过原子吸收光谱仪检测，以光密

度对浓度回归，得线性方程：Ａ＝０．００３４ｃ－０．０００６，ｒ＝

０．９９９６，表明铁元素在１０．０～１００．０μｇ／Ｌ范围内与光密度

呈良好的线性关系。

　　取对照品溶液，重复进样６次，结果ＲＳＤ为０．９４％，表

明精密度良好。

　　取本品细粉约０．１０ｇ，共６份，精密称定，同法测定。以

铁元素含量计，ＲＳＤ为２．８８％，表明重现性良好。

　　精密称取已知含量的样品，精密加入铁元素对照品，按

供试品溶液制备法操作，测定光密度并按外标一点法计算含

量，平均回收率为９８．６５％，ＲＳＤ＝１．２４％（ｎ＝６）。

　　取供试品溶液，间隔１ｈ进样一次，观察其光密度的变

化。结果在２４ｈ内样品溶液中铁元素的光密度相对稳定，

ＲＳＤ＜１．０％（ｎ＝３）。

３　讨　论

　　乌贼墨黑色素的化学性质非常稳定，在许多液体介质中

不溶，但可溶于碱性溶液，酸性环境下又产生黑色沉淀［１］。

本研究即用此特性对黑色素进行定性鉴别。

　　乌贼墨中含较高含量的微量元素，而乌贼墨具有缩短凝

血时间和降低纤溶酶活性的作用，很可能与乌贼墨中铁含量

较高有关［７］。另外，乌贼墨中结构特殊的蛋白对增强肌体免

疫力有较好功效［８］，乌贼墨中具抗肿瘤活性的肽聚糖肽链部

分的主要氨基酸为天门冬氨酸、谷氨酸和丙氨酸，且乌贼墨

中甘氨酸含量也较高［８］。因此，通过测定铁元素和代表性氨

基酸的含量来控制海墨止血片的质量是比较合理的。

　　氨基酸的含量测定方法较多，其中，氨基酸分析仪虽然

操作简便，但使用范围较为局限，仅可分析氨基酸类成分，不

适合普及。柱前衍生化法目前应用较为广泛，衍生化试剂品

种繁多，本实验采用的 ＨＰＬＣＡｃｃＱＴａｇ法衍生化反应迅速、

产物单一，过量的衍生化试剂对实验没有影响，且无需

使用专门的氨基酸柱，一般的Ｃ１８柱即可有满意的分离效

果。
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