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目的
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采用毛细管区带电泳测定大黄提取物中大黄素%大黄酚和大黄酸的含量$方法
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以熔融石英毛细管柱"

082:

3&j8D2/

+

&

!有效长度
D!2/3&

#为分离柱!

0/&&4)

(

UY'

.

T

:

Q

8

!

:/&&4)

(

UY'

.

=Q

1

!

:/&&4)

(

U

%

%

环糊精"

-

X92"

#为缓冲溶

液!检测波长
.D:7&

$结果
!
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药用大黄是我国常用中药#具有多种药理作用'
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成分的检测方法主要有纸色谱法*柱色谱法!
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*薄层

色谱法'
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(和高效液相色谱法'
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#但液相色谱操作过程复杂#流

动相处理要求高#试剂消耗量大$高效毛细管电泳!
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"是一种具有灵敏度

和分辨率高*成本较低的分离分析技术'
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$本研究以大黄为

对象#回流提取有效成分#并采用高效毛细管电泳作为分离和

检测手段#通过加入
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环糊精和调节缓冲溶液
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实现更好分

离效率#该方法国内尚无相关研究#是液相色谱法的一个有力

补充'
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材料与方法
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高效毛细管电泳仪!紫外检测器#北京彩

陆仪器有限公司#中科院研究生院应化所#中国"#
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型超纯水器!北京普析通用仪器有限公司#中国"#
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"和大黄酸
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纯度大于或等于
"92/e

"

对照品!美仑生物科技有限公司#中国"#药用大黄饮片!四川省

阿坝州松潘县药用大黄栽培基地"#其他试剂均采用分析纯$
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方法
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对照品溶液的制备
!

精密称取大黄素对照品*大黄酸

对照品和大黄酚对照品适量#加甲醇分别制成每
!&U

含大黄

酸*大黄素*大黄酚各
92/&

C

的对照品贮备液)分别精密量取

上述对照品贮备液各
.&U

#定容至
!/&U

#混合摇匀#即得!每

!&U

中大黄素*大黄酸*大黄酚各
!20&

C

"$
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供试品溶液的制备
!

取药用大黄饮片粉碎#取粉末!过

四号筛"约
/2!D

C

#精密称定#置具塞锥形瓶中#精密加入甲醇

.D&U

#称定质量#加热回流
!+

#放冷#再称定质量#用甲醇补

足减失的质量#摇匀#滤过$精密量取续滤液
D&U

#置烧瓶中#

挥去溶剂#加
9e

盐酸溶液
!/&U

#超声处理
D&(7

#再加三氯
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甲烷
!/&U

#加热回流
!+

#放冷#置分液漏斗中#用少量三氯甲

烷洗涤容器#并入分液漏斗中#分取三氯甲烷层#酸液再用三氯

甲烷提取
1

次#每次
!/&U

#合并三氯甲烷液#减压回收溶剂至

干#残渣加甲醇使溶解#转移至
!/&U

量瓶中#加甲醇至刻度#

摇匀#滤过#取续滤液#即得'
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电泳条件
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毛细管预处理
!

采用
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石英毛细

管柱!有效长度
D!2/3&

#河北永年瑞丰色谱配件有限公司"为

分离柱#毛细管分别用
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UY'QX

冲洗活化
!/&(7

#水

洗
D&(7

#再用缓冲溶液冲洗
D&(7

$每次进样前都分别用
/2!

&4)
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UY'QX

冲洗
1&(7

#水洗
!&(7

#再用缓冲溶液冲洗
.

&(7

#以保证迁移时间和峰面积的重现性$
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电泳条件设定
!

分离电压范围%

!D

"
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#进样方

式采用压差进样#进样时间
D*

#操作温度
.Dm

#缓冲溶液%
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")供试品缓冲溶液与此相同$
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电泳条件优化
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检测波长的选择
!

大黄素和大黄酸的吸收波长均在

.D/
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.8/7&

处#其中
.D:7&

为最大吸收波长$大黄酚在

.D:

*

D1/7&

处有最大吸收#依据中国药典
./!D

版#均采用
.D:

7&

为检测波长#因此本实验采用
.D:7&

波长为检测波长$
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进样方式的选择
!

毛细管电泳的进样方式对分离效率

和重现性有重要影响#压力进样和电动进样为最常见的两种进

样方式#电动进样对粘度较大的生化样品比较适合#但测量重

现性较差#且可能因各组分扩散系数的差别而导致迁移速率的

改变#本试验的标本为大黄提取物#相对生化样品粘度较低#且

注重重现性#因此选择压力进样作为进样方式$采用进样压力
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#进样实践
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$
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缓冲溶液及浓度的优化
!

由于大黄素*大黄酚和大黄

酸的结构近似#电荷差异小#且大黄提取中成分较多#采用区带

电泳分离模式!

=_$

"较难实现
1

种目标组分的完全分离#因此

本试验通过在缓冲体系中加入低浓度
X?%

%

%=<

#在传统的

=_$

电泳模式下引入胶束电色谱模式#利用
1

组分在分配系

数上的差异#当
X?%

%

%=<

浓度达到
:/&&4)
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时#实现完全分

离#见图
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%大黄素)

T

%大黄酚)

=

%大黄酸

图
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大黄主要活性成分结构式
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!

方法学验证

@2@2?
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精密度试验
!

精密量取,

!2.2!

-项下对照品溶液#按

,

!2.212!

-项下电泳条件连续进样测定
1

次#记录峰面积$大

黄素*大黄酚和大黄酸相对标准偏差!

F><

"分别是
!28"e
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:2:0e

和
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#表明仪器精密度良好#见表
!

$
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线性范围
!

分别精密吸取,

!2.2!

-项下大黄素*大黄酚

和大黄酸对照品溶液
.&U

于
!/&U

容量瓶中定容#配置成浓

度为
!20&

C

&

&U

对照品溶液#再分别吸取对照溶液
/21

*

/29

*

!21

*

!29

*

.21

*

.29&U

#置于
0

个
!/&U

容量瓶中#用
8/e

甲醇

定容至刻度#摇匀#得等浓度梯度对照品溶液#并分别以

,

!2.21

-项下电泳条件进行电泳分析检测#分别以
1

组分对照

品浓度为横坐标!

;

"#以对照品峰面积为纵坐标!

^

"进行回归

计算#得到大黄素回归方程为%

Jd/2/8":%#/2/1:0

#

7d

/2""D8

)大黄酚回归方程为%

Jd/2/9D1%#/2/:.9

#

7d

/2""D"

)大黄酸回归方程为%

Jd/2/89:%#/2/81.

#
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/2""D:

#鉴于压力进样存在一定误差#

1

组分共同线性范围在

!2!

"

!"2/&
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&
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范围内线性关系良好$
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回收率试验
!

精密称取大黄样品粉末约
!2D

C

#共
1

份#分别置于
D

个锥形瓶中#按,

!2.2.

-项下,大黄提取物供试

品-方法制备供试品溶液#先按,

!2.21

-项下电泳条件检测并记

录每份样品的电泳谱图#再在每份供试品中加入等量的大黄

素*大黄酚和大黄酸对照品各
1&

C

#再次测定其含量#分别计

算大黄素*大黄酚和大黄酸的平均回收率#结果显示该方法单

组分回收率较好#多组分
F><

偏高#分析可能是由于大黄提取

物成分较多#且本方法是同时考察
1

组分在电泳中含量#目标

组分间存在化学性质差异#导致检测效率不一致所致#见表
.
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模式下
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分离检测)
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%
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修饰后
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模式下大黄混合标品
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分离检测)

=
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X?%

%
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修饰后
=_$

模式下大黄提取物
=$

分

离检测

图
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修饰前后大黄毛细管电泳对比图
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精密度试验结果

项目
大黄素

第
!

份 第
.

份 第
1

份

大黄酚

第
!

份 第
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份 第
1

份

大黄酸

第
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.

份 第
1

份

峰面积
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回收率试验结果&
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项目
大黄素

第
!

份 第
.

份 第
1

份

大黄酚

第
!

份 第
.

份 第
1

份

大黄酸

第
!

份 第
.

份 第
1

份

取样量!

C

"
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样品含量测定
!

对
1

批样品进行含量测定#分别精密称

取不同批次大黄药材样品粉末约
!2D

C

#按,

!2.2.

-项下,大黄

提取物供试品-方法制备供试品溶液#再按,

!2.21

-项下电泳条

件进行电泳分离检测#分别记录大黄素*大黄酚和大黄酸含量#
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批次样品中大黄提取物的含量测定结果&
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项目 第
!

批 第
.

批 第
1

批

大黄素

!

含量
/2.!: /2..: /2.!.

!

F>< .2"8/

大黄酚

!

含量
/2!0D /2!81 /2!0:

!

F>< .2"D/

大黄酸

!

含量
/2!:! /2!18 /2!:1

!

F>< .2!9/
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!

讨
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论
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大黄素*大黄酚*大黄酸
1

组分化学结构相似#带电差异

小#

=_$

模式分离效果较差#本文加入
X?%

%

%=<

是因为环糊精

分子略呈锥形的中空圆筒立体环状结构#具有一定的疏水性#

增加了普通缓冲溶液的多相特性#待测组分在环糊精修饰的缓

冲体系中#由于不同的疏水性而呈现出不同的分配系数#从而

使不同组分在毛细管电泳中不仅受到电渗流的影响#同时也受

到分配色谱的影响#有利于组分的完全分离$

电泳进样方式对本方法的重现性和稳定性有很大影响#电

动进样操作简便且进样量稳定#但更适合于粘度较大的生化样

品#而本文是中药提取物且带电性不明显#用电动进样不利于

样品的导入#所以采用压力进样#保证了进样的重现性$

方法学考察中含量测定的
F><

偏高#分析原因是因为本

方法优先考虑大黄提取物多组分的分离度#在保证完全分离基

础上#牺牲了部分检测准确度#导致结果
F><

偏高#可在后期

方法优化上进一步改进$

通过
%

%

环糊精修饰毛细管区带电泳测定大黄提取物的方

法分析速度快#缓冲溶液简单#试剂消耗量少#可作为高效液相

法的重要补充$
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