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导师　　研究方向：生物传感技术在中医药领域中的应用　　Ｔｅｌ：（０２２）５９７９１８１６

基于电化学生物传感技术构建黄柏抗痛风生物效价检测方法及在质量

评价中的应用研究

李婧荣１，２，３，朱育卓１，２，３，王雪琦１，２，３，程朝明１，２，３，张传浚１，２，３，刘伯实１，２，３，张迪１，２，３
（１．天津中医药大学中药制药

工程学院，天津 ３０１６１７；２．天津市中药智能制药与绿色制药重点实验室，天津３０１６１７；３．现代中医药海河实验室，天津 ３０１６１７）

摘要：目的　采用电化学生物传感技术测定黄柏的黄嘌呤氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＸＯ）抑制生物活性，建立抗痛风生物效价
检测方法，同时结合化学含量测定以评价黄柏药材品质差异，为探索黄柏整体质量评控新模式提供科学依据。方法　采用高
效液相色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）法测定各批次黄柏中小檗碱和黄柏碱含量；建立电化学生物传感技
术测定黄柏抗痛风生物效价；运用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析法计算黄柏抗痛风生物效价与化学成分的相关度。结果　各批次黄柏成
分含量符合现行药典规定但差异较大，小檗碱含量为５０９％～３４７６％，黄柏碱含量为２５６％ ～４７６％；黄柏样品的 ＸＯ抑制
活性存在差异，抗痛风生物效价为２５６０～３３７９６Ｕ·ｍｇ－１；相关性分析表明小檗碱和黄柏碱含量与抗痛风生物效价无显著
性相关（Ｐ＞００５）。结论　综上，所建立生物效价检测方法可用于黄柏质量评价，采用化学成分测定和生物效价检测联用的
模式有望更全面、合理评判黄柏质量。

关键词：黄柏；黄嘌呤氧化酶；电化学生物传感器；抗痛风生物效价；黄柏碱；小檗碱
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　　黄柏（ＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘ）为芸香科
植物黄皮树（ＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅＳｃｈｎｅｉｄ）的干
燥树皮，具有清热燥湿、泻火除蒸、解毒疗疮之功

效，是中医临床治疗痛风的常用药材［１４］。现代药

理学研究表明，黄柏中多种活性成分如小檗碱、二

氢小檗碱以及巴马汀等可特异性抑制体内黄嘌呤

氧化酶（ｘａｎｔｈｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＸＯ）活性，阻断次黄嘌呤
向黄嘌呤和尿酸转化以降低血尿酸浓度，从而发

挥抗痛风作用［５６］。而《中国药典》２０２０年版规
定，黄柏中含小檗碱以盐酸小檗碱计，不得少于

３０％，含黄柏碱以盐酸黄柏碱计，不得少于
０３４％［７］。可以推测，仅以小檗碱和黄柏碱这 ２
个指标性成分可能难以客观、合理地体现中药黄

柏的临床疗效及整体质量。

中药质量生物效应检测，是以中药临床功效

为导向，采用定量药理学和药物分析学方法，定量

表征中药的功效、活性或生物学效应，从而评价和

控制中药质量的方法［８］。中药质量生物效应检测

方法符合中药多成分、多靶点、整体性的特点，可

与常规理化质检方法相互补充，用于完善中药质

量控制体系［９１１］。２０２０年１２月，国家药品监督管
理局药审中心发布实施了《中药生物效应检测研

究技术指导原则（试行）》，鼓励探索研究建立符合

中药特点的生物效应检测方法，主要用于中药的

质量控制，同时与现有理化检测方法相互补充，完

善中药质量控制体系［１２］。鉴于此，本研究基于电

化学生物传感技术特异性强、灵敏度高、操作简便

等优点，拟以黄柏抗痛风功效为切入点，以 ＸＯ抑
制活性为指标，构建一种新型的抗痛风生物效应

检测方法；同时结合高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）对黄柏化学
成分进行分析，以期实现对中药黄柏功效成分相
关联的综合质量评价。

１　材　料
１１　仪器

ＣＨＩ７６０Ｅ型电化学工作站（上海辰华仪器有
限公司）；ＶａｎｑｕｉｓｈＣｏｒｅ高效液相色谱仪（美国赛
默飞世尔科技有限公司）；ＦＷ１００型高速粉碎机
（天津市泰斯特仪器有限公司）；ＳＨＢⅢ循环水式
多用真空泵（天津科诺仪器设备有限公司）；Ｎ
１３００型旋转蒸发仪（上海爱朗仪器有限公司）；
ＦＤＵ２１１０型冷冻干燥机（日本东京理化器械株式
会社）；ＸＳ２０５型电子天平（瑞士梅特勒托利多国

际股份有限公司）。

１２　试剂
ＸＯ、黄柏对照药材（上海源叶生物科技有限

公司）；次黄嘌呤［迈瑞尔实验设备（上海）有限

公司］；别嘌醇（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；聚乙
烯亚胺功能化氧化石墨烯（ＰＥＩ＠ＧＯ，江苏先丰
纳米材料科技有限公司）；京尼平（南通飞宇生物

科技有限公司）；盐酸黄柏碱标准品（批号：Ｅ
０９６６，纯度：≥９８％，坛墨质检科技股份有限公
司）；盐酸小檗碱标准品（批号：１ＳＴ４０２０３Ａ，纯
度：≥９８％，天津阿尔塔科技有限公司）；乙腈为
色谱纯；三氯化铁六水合物、乙醚、氯化钠、盐酸、

铁氰化钾、氢氧化钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、

氯化钾均为分析纯；工作电极（棒状金电极，

＝３ｍｍ，天津艾达恒晟科技发展有限公司）、
银／氯化银参比电极（型号：Ｒ０３０５，饱和 ＫＣｌ，天
津艾达恒晟科技发展有限公司）、对电极（铂片电

极，天津艾达恒晟科技发展有限公司）。

１３　试药
黄柏样品收集于多个渠道，共 ２０批，分别来

自四川、湖南、湖北等不同产地，经天津中医药大

学中药学院李先宽副教授鉴定为芸香科植物黄

皮树（ＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅＳｃｈｎｅｉｄ．）的干燥树
皮，见表１。

表１　不同产地、不同批次、不同炮制处理的各黄柏样品

信息

Ｔａｂ１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘｓａｍｐｌｅｓ

ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓ，ｂａｔｃｈｅｓ，ａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓａｍｐｌｅｓ

Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

ｍｅｔｈｏｄ

Ｓａｍｐｌｅ

ａｍｏｕｔ

Ｓｏｕｒｃｅｓ　

（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　

１－６ Ｒａｗ ６ Ｓｉｃｈｕａｎ（四川）

７－９ Ｒａｗ ３ Ｈｕｎａｎ（湖南）

１０－１２ Ｒａｗ ３ Ｈｕｂｅｉ（湖北）

１３－１４ Ｒａｗ ２ Ａｎｈｕｉ（安徽）

１５－１６ Ｒａｗ ２ Ｙｕｎｎａｎ（云南）

１７－２０ Ｓａｌｔｗａｔｅｒｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ４ Ｓｉｃｈｕａｎ（四川）

２　方　法
２１　黄柏提取物制备

分别取各批次黄柏药材，粉碎，过 ３号筛，加
盐酸体积分数７０％乙醇（１∶１００），料液比 １∶２０，
于５０℃超声处理５０ｍｉｎ。滤过，将滤液用旋转蒸
发仪减压浓缩至无试剂蒸出，加少量乙醇复溶，并
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将溶液置于 ６０℃水浴锅上挥至呈浸膏状，将浸
膏冷冻干燥，即得黄柏提取物，并于 －２０℃保存
备用。

２２　黄柏样品中小檗碱和黄柏碱含量测定
２２１　标准品溶液制备　精密称取盐酸小檗碱标
准品和盐酸黄柏碱标准品各１０ｍｇ，分别置于１０ｍＬ
量瓶中，加入适量乙腈溶解并定容，得浓度为

１ｍｇ·ｍＬ－１的标准品储备液。使用时采用乙腈为
稀释剂。

２２２　供试品溶液制备　小檗碱供试品溶液的制
备：精密称取黄柏提取物 ５００ｍｇ，加入盐酸甲醇
（１∶１００）溶液 ２５ｍＬ，混匀，超声处理 ３０ｍｉｎ，并于
８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，收集上清液，使用
０４５μｍ微孔滤膜滤过，备用。

黄柏碱供试品溶液的制备：精密称取黄柏提取

物１００ｍｇ，加入乙腈体积分数 ０１％磷酸水溶液
２０ｍＬ，摇匀，超声处理３０ｍｉｎ，于８０００ｒ·ｍｉｎ－１条
件离心１０ｍｉｎ，收集上清液，使用０４５μｍ微孔滤
膜滤过，备用。

２２３　色谱条件　小檗碱测定色谱条件［７］：色谱

柱选取 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），以乙
腈体积分数０１％磷酸溶液（４０∶６０）作为流动相，
柱温３０℃，流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量１０μＬ，检测
波长２６５ｎｍ。

黄柏碱测定色谱条件［７］：色谱柱选取Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），以乙腈０１％体
积分数磷酸溶液（３６∶６４）作为流动相，柱温
４０℃，流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量 １０μＬ，检测
波长２８４ｎｍ。
２３　电化学生物传感技术构建及方法学考察
２３１　溶液配制　磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）配制：分别称取 Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ
３６３ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０２４ｇ，ＮａＣｌ８ｇ，ＫＣｌ２ｇ，精密称定，
共同 置 于 １ Ｌ量 瓶 中，加 超 纯 水 定 容，得
００１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＰＢＳ，ｐＨ值为７４。

ＸＯ溶液配制：取 ＸＯ（５００Ｕ），缓慢打开管盖，
加０４ｍＬＰＢＳ，充分混匀，得浓度为１２５０Ｕ·ｍＬ－１

的ＸＯ母液，于 －２０℃条件保存。使用时，待恢复
至室温后，用ＰＢＳ稀释至所需浓度。

次黄嘌呤溶液配制［１３］：精 密 称 取 ＮａＯＨ
６ｍｇ，加入 ０８ｍＬ超纯水使溶解。精密称取次
黄嘌呤５７ｍｇ，置于上述 ＮａＯＨ溶液中，得 ＮａＯＨ
次黄嘌呤溶液（Ａ液）；其次精密称取 ＫＨ２ＰＯ４
２７ｍｇ，加入１ｍＬ超纯水使溶解，得 ＫＨ２ＰＯ４溶液

（Ｂ液）；将 Ａ液和 Ｂ液混合，加超纯水稀释至
４ｍＬ，再加 ＰＢＳ稀释至 １０ｍＬ，超声使溶解，得
３７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１次黄嘌呤溶液。使用时用 ＰＢＳ
稀释至所需浓度。

别嘌醇溶液配制：精密称取别嘌醇２ｍｇ，加ＰＢＳ
５ｍＬ，超声使溶解，得３ｍｍｏｌ·Ｌ－１别嘌醇溶液，使
用时用ＰＢＳ稀释至所需浓度。
２３２　电化学生物传感检测　传感器制备：①电
极预处理：工作电极在人工麂皮磨抛机上抛光，至

表面呈镜面清洁；用无水乙醇和超纯水冲洗，晾干

备用；②电沉积普鲁士蓝纳米颗粒（ｐｒｕｓｓｉａｎｂｌｕｅ，
ＰＢ）：将电极置于含有浓度均为１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的
三氯化铁和铁氰化钾的０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ溶液中，
基于循环伏安法（ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ，ＣＶ）扫描以使
ＰＢ电 沉 积 于 电 极 表 面。扫 描 条 件：电 压 范
围 －０２～０４Ｖ，扫描速率００５Ｖ·ｓ－１，扫描圈
数３。完成后，电极用超纯水冲洗，室温避光干燥；
③活化 ＰＢ：将电极置于 ０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ除氧溶
液中，ＣＶ扫描以使 ＰＢ活化。扫描条件：电压范
围 －０２～０４Ｖ，扫描速率０１Ｖ·ｓ－１，扫描圈数
５０。完成后，电极用超纯水冲洗，１００℃避光干燥
１ｈ；④修饰 ＰＥＩ＠ＧＯ：取以上电极，表面滴加
５μＬＰＥＩ＠ＧＯ（１ｍｇ·ｍＬ－１），室温避光干燥１ｈ；
⑤固定化 ＸＯ：量取含有３Ｕ·ｍＬ－１ＸＯ的京尼平
溶液５μＬ，滴加于电极表面，室温避光干燥１ｈ，避
光保存，备用。

抑制剂抑制活性检测：使用适量 ＰＢＳ作为反应
溶液，溶液中同时加入次黄嘌呤和不同浓度别嘌醇／
黄柏对照药材提取物，使得次黄嘌呤终浓度为

３０μｍｏｌ·Ｌ－１，别嘌醇和黄柏的浓度范围分别为
０～３０μｍｏｌ·Ｌ－１和０～３０μｇ·ｍＬ－１。将上述电极
置于检测溶液中，基于ＡｍｐｅｒｏｍｅｔｒｉｃｉｔＣｕｒｖｅ法，检
测电压００５Ｖ，考察检测体系的电流响应变化。
固定于电极表面的 ＸＯ可以催化次黄嘌呤生成尿
酸和 Ｈ２Ｏ２，Ｈ２Ｏ２在电压作用下分解发生电荷转
移，即产生电化学信号。ＸＯ抑制剂（别嘌醇等）
能够特异性抑制 ＸＯ活性，其在体系中的加入可
以降低电化学响应信号强度，且信号降低程度与

抑制剂浓度在一定范围内呈线性相关。ＸＯ活性
抑制率由 Ｙ表示，并根据文献所记载的公式 １进
行计算［１４］：

Ｙ＝（Ｉ０－Ｉｉ）／Ｉ０ 公式（１）
其中，Ｉ０代表体系中没有抑制剂时的电流信号；

Ｉｉ表示不同浓度抑制剂存在时，ＸＯ活性被抑制时体
·９４７·
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系的电流信号。

２３３　方法学考察　采用紫外可见分光光度法
（ＵＶＶｉｓ）对电化学生物传感检测方法进行方法学
考察对比。首先将１００μＬ不同浓度的别嘌醇／黄
柏对 照 药 材 提 取 物 溶 液、５０μＬＸＯ 溶 液
（０５６Ｕ·ｍＬ－１）依次加入９６孔板内，混合均匀并
于３７℃孵育１０ｍｉｎ，然后将５０μＬ次黄嘌呤溶液
（０５６ｍｍｏｌ·Ｌ－１）加入上述反应溶液中，３７℃孵
育１０ｍｉｎ。每组平行制备３个复孔。其中别嘌醇
终浓度范围为２０～１６０μｍｏｌ·Ｌ－１，黄柏终浓度范
围为１２～２４ｍｇ·ｍＬ－１。此外分别取各个不同
浓度的别嘌醇／黄柏溶液１００μＬ置于９６孔板中，
并加入１００μＬＰＢＳ补足体积，以考察不同浓度别
嘌醇／黄柏溶液对吸光度值的影响。此外，以 ＰＢＳ
缓冲液代替检测体系中的别嘌醇／黄柏溶液作为
空白对照，于２９０ｎｍ处考察各反应体系的吸光
度值。

２４　黄柏样品抗痛风生物效价测定
取各批次黄柏样品，基于电化学生物传感检

测方法，对黄柏实际样品的 ＸＯ抑制活性进行测
定，同时利用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８软件计算其半数抑
制浓度（ＩＣ５０）。由于目前尚无用于抗痛风生物效
价测定的对照品，本实验暂以国际公认的 ＸＯ活性
抑制药物别嘌醇作为参照物质，根据《生物检定统

计法》指导原则［１５］，对其抗痛风生物效价赋值为

１０００Ｕ·ｍｇ－１。根据黄柏样品的浓度及相应抑制
率，采用生物效价计算软件，对不同产地、不同批

次、不同炮制工艺的黄柏样品的抗痛风生物效价

进行计算。

２５　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ２６统计软件对不同产地、不同批

次、不同炮制工艺的黄柏样品抗痛风生物效价与

其小檗碱、黄柏碱含量进行统计学分析，考察其

相关性。

３　结　果
３１　黄柏样品中小檗碱和黄柏碱含量测定
３１１ 　 标 准 曲 线 建 立 　 取 浓 度 范 围 为
１～１００μｇ·ｍＬ－１的标准品溶液，分别按照盐酸
小檗碱和盐酸黄柏碱色谱条件进行检测，记录其

色谱峰面积。以标准品浓度标记横坐标 ｘ，其对
应的峰面积标记纵坐标 ｙ，进行线性拟合。其中，
盐酸小檗碱的回归方程为ｙ＝０４８０８ｘ＋０３７９４
（ｒ２＝０９９９４）；盐 酸 黄 柏 碱 的 回 归 方 程 为
ｙ＝０１７９９ｘ－０１４４３（ｒ２＝０９９９８）。结 果 表

明，该方法在１～１００μｇ·ｍＬ－１内表现出良好的
线性关系，可实现对盐酸小檗碱及盐酸黄柏碱的

定量测定。

３１２　小檗碱和黄柏碱含量测定　取各批次黄
柏样品适量，分别制备小檗碱和黄柏碱供试品溶

液，并对其含量进行测定。含量测定结果见表 ２，
所有黄柏样品中小檗碱与黄柏碱含量均符合《中

国药典》２０２０年版规定［７］，但各样品的成分含量

表现出显著的差异性，其中小檗碱的含量范围为

５０９％ ～３４７６％，而黄柏碱的含量在 ２５６％ ～
４７６％范围内。基于此，本研究进一步对黄柏的
ＸＯ抑制生物效应进行分析，考察各黄柏样品的
抗痛风药效活性差异。

表２　高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）检测的各黄柏样品中小檗碱与黄柏碱的含量。％
Ｔａｂ２　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅａｎｄｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅｉｎＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＨＰＬＣ．％

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ

１ ７４９ ３４５ １１ １１５３ ３８７

２ ８４０ ３１４ １２ ８８０ ３５１

３ １３４５ ４５３ １３ １１７７ ３８６

４ １２９５ ３３２ １４ １２８６ ３９６

５ ３４７６ ３４８ １５ ６６４ ３３３

６ ８０４ ４５２ １６ １０３８ ３９７

７ １３３０ ３７１ １７ １８６１ ３０５

８ １０６４ ３３９ １８ １５５０ ２９７

９ ５０９ ２５６ １９ ６８０ ３９６

１０ １０３１ ３６４ ２０ ６１２ ４７６

３２　电化学生物传感技术构建及方法学考察
３２１　电化学生物传感检测　本小节基于电化

学生 物 传 感 检 测 体 系 对 不 同 浓 度 别 嘌 醇

（００６２５～３０μｍｏｌ·Ｌ－１）及黄柏对照药材提取
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物（００６２５～３０μｇ·ｍＬ－１）的 ＸＯ抑制活性进
行检测。根据图１Ａ和图 １Ｃ，检测体系的电流信
号随抑制剂浓度的增加而逐渐降低，电流信号与

别嘌醇及黄柏浓度成反比。图 １Ｂ和图 １Ｄ显示
　　　　

了该传感器用于别嘌醇及黄柏检测的 ＸＯ活性抑
制曲线，其对别嘌醇的检测限为 ６２５ｎｍｏｌ·
Ｌ－１，ＩＣ５０为１３４８ｎｍｏｌ·Ｌ

－１；对黄柏的检测限为

６２５ｎｇ·ｍＬ－１，ＩＣ５０为１０９１ｎｇ·ｍＬ
－１。

Ａ－别嘌醇抑制电流信号；Ｂ－别嘌呤醇对黄嘌呤氧化酶（ＸＯ）活性抑制曲线；Ｃ－黄柏抑制电流信号；Ｄ－黄柏对ＸＯ活性抑制曲线。

Ａ－ａｍｐｅｒｏｍｅｔｒｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｂｉｏｓｅｎｓｏｒｗｉｔｈａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ；Ｂ－ＸＯａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｕｒｖｅｗｉｔｈａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ；Ｃ－ａｍｐｅｒｏｍｅｔｒｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆｂｉｏｓｅｎｓｏｒｗｉｔｈＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎ

ｓｉｓＣｏｒｔｅｘ；Ｄ－ＸＯａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｕｒｖｅｗｉｔｈＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘ．

图１　电化学生物传感检测方法对于不同浓度别嘌醇及黄柏的检测。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌａｎｄＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｂｙｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒ．
ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３２２　方法学考察　采用ＵＶＶｉｓ对别嘌醇及黄柏
对照药材的ＸＯ抑制活性进行检测当别嘌醇浓度范
围为２０～１６０μｍｏｌ·Ｌ－１时，吸光度值随别嘌醇浓度
增加而逐渐降低，抑制率随别嘌醇浓度的增加而线性

增加，线性方程为 ｙ＝０５６ｘ－４６５５７，ｒ２＝０９９８５。
同理，随着体系中黄柏浓度的增加，吸光度值降低，抑

制率逐渐增大，其线性方程为ｙ＝７８６２ｘ－９２１４８４，
ｒ２＝０９９７２。该检测体系对别嘌醇的检测限为

２０μｍｏｌ·Ｌ－１，ＩＣ５０为 ９０６６μｍｏｌ·Ｌ
－１；对黄柏

的检 测 限 为 １２ｍｇ· ｍＬ－１，线 性 范 围 为
１２～２４ｍｇ·ｍＬ－１，ＩＣ５０为１８１４ｍｇ·ｍＬ

－１。

将 ＵＶＶｉｓ检测法与所构建电化学生物传感
检测法进行对比，见表３。从结果可以明显看出，
虽然两种方法均具有对 ＸＯ抑制剂别嘌醇及黄柏
的检测能力，但与 ＵＶＶｉｓ相比，所构建的电化学
生物传感检测方法具有更低的检测限及 ＩＣ５０值，

·１５７·
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表明其检测更加灵敏，这可能是由于固定化酶相

较游离态酶具有更高的催化活性，同时纳米复合

材料的应用也进一步提高了整体检测性能。此

外，电化学生物传感检测方法基本不受中药材本

身所带颜色的干扰影响，更适合于中药实际样品

的快速测定。

表３　紫外可见分光光度法（ＵＶＶｉｓ）与电化学生物传感检测法检测黄柏样品的检测性能对比
Ｔａｂ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘｓａｍｐｌｅｓｂｅｔｗｅｅｎＵＶＶｉｓａｎｄｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　　

ｐａｒａｍｅｔｅｒ　　

ＵＶＶｉｓ Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ ＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘ Ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ ＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘ

Ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ２０μｍｏｌ·Ｌ－１ １２ｍｇ·ｍＬ－１ ６２５ｎｍｏｌ·Ｌ－１ ６２５ｎｇ·ｍＬ－１

ＩＣ５０ ９０６６μｍｏｌ·Ｌ－１ １８１４ｍｇ·ｍＬ－１ １３４８ｎｍｏｌ·Ｌ－１ １０９１ｎｇ·ｍＬ－１

　　重复性：相同条件下制备的生物传感器对于
ＸＯ催化底物次黄嘌呤反应的检测表现出相似的电
化学反应信号，相对标准偏差（ＲＳＤ）为２％，表明本
研究所制备的电化学生物传感器具备良好的重

复性。

稳定性：将所制备电化学生物传感器置于４℃
避光条件下储存，通过其对相同浓度范围底物的检

测灵敏度考察其稳定性。结果表明该生物传感器在

３ｄ内保持对底物良好的催化性能，灵敏度仅降低
６％；而５ｄ之后，灵敏度显著降低。这表明该传感
器在３ｄ内的稳定性相对较好。

３３　黄柏样品抗痛风生物效价测定
基于本研究所构建的电化学传感检测方法对黄

柏样品的ＸＯ抑制活性进行检测，ＩＣ５０值见表４。以别
嘌 醇 为 对 照，并 对 其 原 始 生 物 效 价 赋 值

１０００Ｕ·ｍｇ－１。采用生物效价计算软件，对各批次黄
柏样品ＸＯ抑制活性的可信限率（ＦＬ）及生物效价
（ＰＴ）进行计算。各黄柏样品的抗痛风生物效价存在
明显的差异，其范围在２５６０～３３７９６Ｕ·ｍｇ－１之间，
平均效价为１２５７３Ｕ·ｍｇ－１（表４）。表明黄柏样品
对于ＸＯ活性有一定的抑制作用，但各样品的抗痛风
药效作用存在显著的差异性。

表４　电化学生物传感技术检测的各黄柏样品抗痛风生物效价
Ｔａｂ４　ＡｎｔｉｇｏｕｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｏｔｅｎｃｙｏｆＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ ＩＣ５０／μｇ·ｍＬ－１ ｒ ＦＬ／％ ＰＴ／Ｕ·ｍｇ－１

１ ０５２０ ０３８４ １８２４ ３０７８

２ ０２１０ １０５１ ２０３０ ８４０８

３ ０１３４ ２１３４ ２３２４ １７０７９

４ ０７２１ ０３２０ １７０８ ２５６０

５ ０１９７ ０８５２ ２２２７ ６８２１

６ ００８３ ４２２４ ２９２６ ３３７９６

７ ０１４９ １８６３ ２１８９ １４９１０

８ ０３３１ ０５１９ １９９７ ４１５３

９ ０１３２ ２１５２ ２３４８ １７２１７

１０ ０１２２ ２５０６ ２４７２ ２００４８

１１ ０１９８ １２８８ １９９２ １０３０７

１２ ００９０ ２６８９ ２８２２ ２１５１３

１３ ０１２３ １９１０ ２４１２ １５２８６

１４ ０１５１ １４２４ ２３０６ １１３９３

１５ ０２４０ １０４４ １８１７ ８３５４

１６ ０２３４ ０８６０ １９８１ ６８８０

１７ ０１２７ １３５６ ２５８１ １０８５４

１８ ０１４９ １８６３ ２１８９ １４９１１

１９ ０１３６ ２０５５ ２３５９ １６４４０

２０ ０２５１ １０３０ １８２１ ８２４２

注：ＰＴ－效价；ＦＬ－可信限。

Ｎｏｔｅ：ＰＴ－ｐｏｔｅｎｃｙ；ＦＬ－ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｌｉｍｉｔ．
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３４　黄柏抗痛风活性与化学成分之间的相关性
分析

采用ＳＰＳＳ统计软件，对各批次黄柏样品的抗痛
风生物效价与其化学成分含量进行 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性
分析。分析结果见表５，其中Ｐ＞００５，表明黄柏样
品抗痛风生物效价与小檗碱及黄柏碱的含量不存在

显著性相关。

表５　黄柏样品小檗碱及黄柏碱含量与抗痛风生物效价相
关性分析

Ｔａｂ５　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅａｎｄｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｗｉｔｈ ａｎｔｉｇｏｕｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｏｔｅｎｃｙ ｉｎ Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ
ＣｈｉｎｅｎｓｉｓＣｏｒｔｅｘｓａｍｐｌｅｓ

Ｐｅａｒｓｏｎ　　　 Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ
Ａｎｔｉｇｏｕｔ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｏｔｅｎｃｙ

Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ １

Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｎｅ －０１２４１） １

０６０２

Ａｎｔｉｇｏｕｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｏｔｅｎｃｙ －０２０６１） ０２７８１） １

０３８４ ０２３５

注：１）三者均无显著性相关。

Ｎｏｔｅ：１）Ｎｏｎｅｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ．

４　讨　论
作为中医药临床疗效的根本保障，中药质量

的评价与控制一直是中药现代化研究中的重中之

重。随着现代中医药理论体系的发展与完善，多

种分析方法已建立并应用于中药的质量评价，包

括性状鉴定、理化鉴定、显微鉴别、浸出物测定、含

量测定等［１６１８］。中药中含有众多药效活性成分可

以通过不同的作用方式对多种疾病产生疗效。当

前以个别指标性化学成分检测为核心的中药质量

评价方法常表现出与中药临床疗效关联不紧密的

局限，无法合理客观地评判中药的整体品质差

异［１９２１］。针对上述问题，在现有中药质量评价模

式的基础上，补充构建以临床疗效为导向且符合

中药多成分、多靶点、整体性特点的中药质量生物

效应检测方法及体系，已成为中药质量标准化的

重要发展方向之一［２２２４］。

电化学生物传感技术可将酶底物反应、抗原
抗体相互作用等生化反应转化为可测量的电信号，

具有成本低、灵敏度高、选择性好、样品预处理简单

等优点，已成为近年来中医药领域广泛应用的分析

检测手段［２５２７］。在本研究中，通过将酶固定于纳米

材料修饰的工作电极表面，成功构建了一种用于

ＸＯ抑制剂别嘌醇及黄柏检测的电化学生物传感方

法。与ＵＶＶｉｓ结果相比，本研究所构建的电化学生
物传感技术具有更高的检测灵敏度及更低的检测

限，且不受中药材本身所带颜色的干扰影响，更适合

于中药样品的实际测定。此外，统计学相关性结果

表明，黄柏样品的抗痛风生物效价与其小檗碱及黄

柏碱的含量无显著性相关，可能是因为黄柏还通过

其他化学活性成分如二氢小檗碱、巴马汀等发挥治

疗痛风及高尿酸血症的作用，亦或者为黄柏整体成

分的协同功效。

本研究将电化学生物传感技术创新性地应用于

中药质量生物效应检测，突出不同领域、不同学科、

不同技术之间的交叉融合，后期应进一步优化制备

条件，有效提高固定化酶在电极表面的长时间稳定

性，同时因实验条件所限，目前尚未能采用一次性丝

网印刷电化学试纸条代替常规棒状电极，在一定程

度上限制了该方法的推广转化应用。综上，本研究

结果为建立更加完备的黄柏品质评控体系提供了一

定的科学依据，也为其他中药材的整体质量评价提

供了新的思路。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＤＯＮＧＹ，ＨＥＸ，ＺＨＯＮＧＧＲｅｓｅａｒｃｈｓｔａｔｕｓａｎｄｐｒｏｂｌｅｍｓｄｉｓ

ｃｕｓｓｉｏｎｏｆＣｏｒｔｅｘＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉｑｕａｌｉｔｙ［Ｊ］．ＲｅｓＰｒａｃｔＣｈｉｎＭｅｄ
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ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＪＳｏｌｉｄＳｔａｔｅＥｌｅｃｔｒ，２０２０，２４（１１／１２）：
２９３５２９４１．

（收稿日期：２０２４１２２６）
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