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摘要:目的　犀角及羚羊角替代资源的寻找与评价。方法　运用高效液相色谱法测定对八种角中牛磺酸及胆固醇进行

分析,运用分光光度法对其中的氨基己糖及游离蛋白进行了分析。结果　对角类药材中牛磺酸 、胆固醇 、氨基己糖 、蛋白

质进行了分析。结论　结果准确可靠 、快速 、灵敏 、重现性好。研究结果提示,牛磺酸可能是角类药材的活性物质之一;

不同种类角中的小分子成分组成相似,但含量相差较大。
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　　动物的角同属皮肤衍化物的组织, 其结构和

成分相似, 均由角质细胞组成。作者已对犀角

Cornu Rhinoceri Asiatici 、广 角 Cornu Rhinoceri

Africani 、羚羊角 Cornu Saigae Tataricae 、藏羚羊角

Cornu Pantholopsis Hodgsoni 、水牛角Cornu Bubali及

黑 、花 、白 3种牦牛角( yak horn)中宏微量元素及

氨基酸进行了报道[ 1] ,本文对上述不同来源角类

药材中的牛磺酸 、胆固醇 、氨基己糖等成分进行分

析。

1　实验材料

1.1　仪器

Waters-2695型液相色谱仪(四元泵系统,自动

进样 、在线脱气系统, 996型检测器) , Waters高效

液相仪, Alltech ELSD 2000 蒸发光散射检测器,

Empower色谱工作站, Millipore-Q 纯水器, Beckman

DU-640型紫外分光光度计(美国) ,Mettler Toledo

十万分之一电子天平, Mettler Toledo 万分之一电

子天平, WH-3微型漩涡混合仪, TDL-5-A离心机 。

1.2　试剂

牛磺酸对照品 (上海化学有限公司, 纯度≥

99%) ;胆固醇 ( AR, 上海惠兴生化试剂有限公

司) ;氨基己糖对照品( sigma公司) ;牛血清白蛋白

对照品(国药集团化学试剂有限公司) 。甲醇为色

谱纯,邻苯二甲醛 、巯基乙醇 、乙酰丙酮 、对二甲氨

基苯甲醛 、考马斯亮蓝 G-250 为化学纯。 0.4

mol/L硼酸缓冲液:称取硼酸 2.48 g 和氢氧化钠

1.14 g, 水溶解定容至 100 mL。

OPA衍生剂:称取 OPA 0.1 g, 用 10 mL 甲醇

溶解,加入巯基乙醇 0.1 mL, 用 0.4 mol/L 硼酸缓

冲液定容至100 mL,临用现配。

乙酰丙酮试剂:将乙酰丙酮 3 mL 溶解于 50

mL 的 0.5 mol/L NaCO3溶液中,临用现配 。

对二甲氨基苯甲醛显色剂:将对二甲氨基苯

甲醛 0.8 g 溶解于 30 mL 50%乙醇溶液和 30 mL

浓盐酸中 。溶液保存在-10℃。

考马斯亮蓝显色剂:取考马斯亮蓝 100 mg 溶

于95%乙醇 50 mL,加蒸馏水约 800 mL,再加85%

磷酸 100 mL,最后加水补足到 1 000 mL。

2　方法与结果

2.1　牛磺酸成分分析

牛磺酸测定可采用比色法 、氨基酸自动分析

法 、衍生化高效液相色谱法[ 2-4]等,衍生化方法有

邻苯二甲醛( OPA)柱前衍生法 、OPA柱后衍生法 、

2, 4-二硝基氟苯( DNFB)柱前衍生法。本文采用

OPA柱前衍生法, 首次对角类药材中的牛磺酸进

行了测定分析 。
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2.1.1　样品处理

分别取角粉 1.0 g,置于锥形瓶内精密称定,

加入蒸馏水 10 mL, 精密称定。充分混匀, 于水浴

100℃下提取 3 h, 取出冷却后补足失重。将样品

溶液在 3 600 r/min下离心 15 min 。取上清液备

用。

2.1.2　对照品溶液的配制

精密称取牛磺酸对照品 7.26 mg,置 10 mL量

瓶中,用水溶解并稀释至刻度。再精密吸取该溶

液1 mL, 用水稀释至 10 mL, 配成浓度为 72.6μg/

mL 的牛磺酸标准溶液 。

2.1.3　色谱条件

色谱柱 Alltima C18柱 ( 5 μm, 250 mm ×4.6

mm) ,柱温 30℃,流动相 A为甲醇,流动相 B为醋

酸钠缓冲液(取醋酸钠 2.72 g, 三乙胺 0.2 mL,加

水至适量使溶解,用冰醋酸调节 pH 至 7.3后,加

水至 1 000mL) , A∶B( 32∶68) ,流速1.0 mL/min;检

测波长327 nm 。

2.1.4　衍生化反应

吸取样品液 2 mL 于 5 mL 磨口试管中, 准确

加入 OPA 衍生剂 2 mL, 充分摇匀经水膜过滤后,

迅速进样 。所有样品及对照品从反应至进样的时

间保持一致,并控制在 2 min以内。

2.1.5　标准曲线的制备

取上述对照品溶液分别进样 1 、2 、3 、5 、15μL,

以上述 HPLC色谱条件测定, 以含量为横坐标,以

峰面积为纵坐标,绘制标准曲线,得牛磺酸的回归

方程为 Y =1.28×106X -3.02×104, r=0.999 8,

结果表明牛磺酸在 0.073 ～ 1.089 μg 范围内呈良

好线性关系。

2.1.6　样品测定

取各角粉按上述制备方法制得供试品溶液,

在上述HPLC色谱条件下进 20μL 测定,各角中牛

磺酸含量结果见表 1。
表 1　不同种类角中牛磺酸含量测定结果

动物角 犀角 广角 羚羊角 藏羚羊角 水牛角 白牦牛角 花牦牛角 黑牦牛角

牛磺酸含量/μg·g-1 8.73 7.21 56.86 22.15 8.46 24.32 32.82 36.38

2.2　胆固醇成分分析

胆固醇测定可采用比色法 、高效液相色谱法 、

气相色谱法[ 5-7] 。刘建国[ 8]曾运用紫外分光光度

对鹅喉羚羊角 、黄羊角 、山羊角和绵羊角中的胆固

醇进行了测定。本实验首次建立了动物角中胆固

醇的 HPLC-ELSD分析方法 。

2.2.1　样品制备

2.2.1.1　总胆固醇提取

取各角粉约0.6 g,精密称定 。再分别加30%

氢氧化钾溶液和95%乙醇各3 mL,水浴60℃加热

4 h,取出冷却,静置12 h。用石油醚 80mL分 4次

萃取, 萃取液用 30 mL 水洗 2次。将石油醚挥干,

再用甲醇定容至 5 mL。

2.2.1.2　游离胆固醇提取

取各角粉约 0.6 g, 精密称定。再加入甲醇 5

mL,精密称定, 静置 24 h后补足失重 。将样品溶

液在 3 600 r/min下离心15 min,吸取上清液, 滤过

(膜孔径 0.45μm) ,备用。

2.2.2　对照品溶液的配制

精密称取胆固醇对照品 24.24 mg, 置 10 mL

量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度。再精密吸取

该溶液 1 mL, 用甲醇稀释至 10 mL, 得浓度为

0.242 4 mg/mL的胆固醇对照品溶液。

2.2.3　色谱条件

μ-Bondpak C18柱( 10 μm, 300 mm ×3.9 mm) ;

流动相:甲醇-水( 92∶8) ;流速:1 mL/min;柱温:

35℃;ELSD漂移管温度:80℃;气流量:1.8 L/min;

进样量:10μL。

2.2.4　标准曲线的制备

取上述对照品溶液分别进样 1 、5 、10 、15 、20 、

30μL, 以上述HPLC 色谱条件测定,以进样量的常

用对数为横坐标,以峰面积的常用对数为纵坐标,

绘制标准曲线,得胆固醇的回归方程为 lgY =1.53

lgX +5.36, r=0.999 9,结果表明胆固醇在 0.242

4 ～ 7.272μg 范围内呈良好线性关系。

2.2.5　样品测定

取各角粉按上述制备方法制得供试品溶液,

在上述HPLC色谱条件下进 10μL 测定样品,测定

结果见表 2。
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表 2　不同种类角中胆固醇含量测定结果

样品 黑牦牛角 花牦牛角 白牦牛角 水牛角 藏羚羊角 羚羊角 广角 犀角

游离胆固醇含量/mg·g-1 3.612 4 3.727 2 3.773 6 2.848 2 2.403 6 2.396 8 2.840 4 3.101 5

总胆固醇含量/mg·g-1 3.626 8 3.964 1 3.890 2 2.979 7 2.410 5 2.608 4 3.050 4 3.479 2

2.3　氨基己糖成分分析

运用分光光度法对动物角中的氨基己糖进行

了分析,首次建立了动物角中的氨基己糖分析方

法。

2.3.1　样品制备

取各角粉 0.4 g, 精密称定, 各加入 6 mol/L

HCl 3 mL,在 80℃水浴中水解 2 h, 取出冷却, 静置

12 h。用 6 mol/L NaOH调至中性, 过滤,滤液在沸

水浴中蒸至近干,加水定容至 10 mL。

2.3.2　对照品溶液的配制

氨基己糖对照品:将 68.36 mg 氨基葡萄糖溶

解于 100 mL蒸馏水中, 配成浓度为 683.6 μg/mL

的对照品溶液。

2.3.3　检测波长的确定

按照 Elson-Morgan 法[ 9] , 精密吸取氨基己糖

对照品溶液1 mL, 分别加水补足至2 mL。各加入

1 mL 乙酰丙酮试剂, 置于沸水浴中25 min,取出冷

却,加无水乙醇 3 mL 和对二氨基苯甲醛显色剂 1

mL, 60℃水浴中保温 90 min,在 450 ～ 600 nm处进

行波长扫描,在 527 nm有最大吸收。

2.3.4　标准曲线的制备

精密吸取氨基己糖对照品 0.05, 0.1, 0.2,

0.4, 0.8 mL, 分别加水补足至 2 mL。方法同 2.3

项下,在 527 nm 处测定吸光度 。将浓度和吸光度

进行回归,得回归方程:Y =0.003 1X+0.151 6, r

=0.995。

2.3.5　样品测定

吸取样品液2 mL, 方法同“2.3项”下,测定。

2.3.6　样品空白测定

吸取样品液2 mL, 方法同“2.3项”下,测定。

2.3.7　样品测定结果

取各角粉按上述制备方法制备供试品溶液及

空白样品溶液。在 527 nm 处测定吸光度, 测定结

果见表3 。
表 3　不同种类角中氨基己糖含量测定结果

样品 黑牦牛角 花牦牛角 白牦牛角 水牛角 藏羚羊角 羚羊角 广角 犀角

氨基己糖/μg·g-1 1.923 1.899 1.932 1.940 1.955 1.925 1.915 1.915

2.4　蛋白质

动物角的化学成分主为角蛋白( keratin) , 角

蛋白是一种不溶于水 、乙醇,不被胃蛋白酶 、胰蛋

白酶水解的一种蛋白质。除角蛋白之外,动物角

中还含有可溶性蛋白, 它们可以通过提取获得。

蛋白定量分析有凯氏法 、双缩脲法 、考马斯亮蓝法

等,本实验采用考马斯亮蓝法对角中水溶性蛋白

类成分进行了分析测定。

2.4.1　样品制备

分别取各角粉约 1.0 g, 精密称定 。加水 10

mL,充分混匀, 在 100℃水浴中放置 3 h, 取出冷

却,补足失重, 再于 4 000 r/min离心 15 min,取上

清液,备用 。

2.4.2　对照品液的配制

牛血清白蛋白对照品:称取 51.73 mg 牛血清

蛋白于 10 mL容量瓶中, 加水定容至刻度。再精

密吸取 1 mL, 加水稀释至 10 mL, 配制成浓度为

0.517 3 mg/mL对照品溶液 。

2.4.3　标准曲线的制备

精密吸取标准液 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5

mL,分别加水补足 0.5 mL。各加入 5 mL 考马斯

亮蓝显色剂,充分混匀,于 595 nm 处测定吸光值。

将浓度和吸光度进行回归, 得回归方程:Y =

5.426 9X +0.095 2, r=0.995。

2.4.4　样品游离总蛋白测定结果

吸取各样品液 0.3 mL,加水补足 0.5 mL, 再

加入考马斯亮蓝显色剂 5 mL, 充分混匀, 于 595

nm处测定吸光度。结果见表 4。
表 4　不同种类角中水溶性蛋白类成分测定结果

样品名称 牦牛角 水牛角 藏羚羊角 羚羊角 广角 犀角

游离蛋白含量/ mg·g-1 4.61 3.28 7.72 7.74 5.69 6.70

3　讨论

( 1)羚羊角中的牛磺酸含量最高;3种牦牛角

中的牛磺酸含量接近;水牛角中牛磺酸含量较低,

但它与犀角 、广角中牛磺酸含量较为接近 。牛磺
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酸具有消炎镇痛等作用, 对婴儿大脑发育 、神经传

导以及钙的吸收有良好的作用[ 10] 。这些作用与

犀(广)角镇静安神作用及羚羊角解痉作用极为相

似。牛磺酸本身无紫外吸收, 需经衍生才能产生

紫外吸收,衍生物经 C18柱分离后,在 327 nm 处有

最大吸收,且此波长无干扰峰影响 。

(2)表 2 显示各角游离胆固醇与总胆固醇含

量相近,说明角中的胆固醇以游离态存在。3种

牦牛角及水牛角的胆固醇与犀(广)角接近,藏羚

羊角与羚羊角中胆固醇的含量相近 。

胆固醇属于甾醇,用薄层及比色法分离测定,

容易产生干扰 。应用蒸发光散射检测器, 建立

HPLC法测定胆固醇含量, 可消除末端吸收的影

响。

( 3)本文建立了首次对犀广角 、羚羊角等动物

角中氨基己糖进行分析, 各角氨基己糖含量相近,

都在 1.9μg/g 左右 。

(4)表 4 显示藏羚羊角与羚羊角游离蛋白含

量最高(约为7.7mg/g) , 其次是犀角 、广角及牦牛

角,最低的为水牛角,含量不足羚羊角的一半 。

( 5)分别对牛磺酸 、胆固醇 、氨基己糖分析方

法进行的部分方法学考察,结果表明方法稳定可

靠。
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Searching for Substitutes for Cornu Rhinoceri Asiatici and Cornu Saigae Tataricae and Evaluation ( II)
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ABSTRACT:OBJECTIVE　To search for the substitutes for Cornu Rhinoceri Asiatici and Cornu Saigae Tataricae and make evalua-
tions.METHOD　HPLC method was used to analyze aminoethy lsulfonic acid and cholesterol, and spectrophotometry was used to ana-
lyze aminohexose and free protein in eight kinds of horns.RESULT　Analyses were made on aminoethylsulfonic acid, cholesterol, spec-
trophotometry, aminohexose and protein.CONCLUSION　The method was accurate, speedy and sensitive, with good reproductivity.
The result shows that aminoethylsulfonic acid might be one of the active substances in medicated horns, with similar constituents in the

micromolecules of different kinds of horns but different contents.
KEY WORDS:horns;aminoethylsulfonic acid;cholesterol;aminohexose;protein;Cornu Rhinoceri Asiatici;Cornu Saigae Tataricae;
substitutes
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