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中药菟丝子中生物活性成分的毛细管电泳!电化学检测
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摘要：采用毛细管电泳 &电化学检测法（’(&(’)）同时测定了菟丝子中芦丁、金丝桃甙、山柰酚、对香豆酸和槲皮素
等 # 种主要生物活性成分的含量，考察了运行缓冲液酸度和浓度、分离电压、氧化电位和进样时间等实验参数对分
离检测的影响。在最佳实验条件下，以直径 ,"" !* 的碳圆盘电极为工作电极，检测电位为 C $#" *!（ !"# 参比电
极），以 #" **"# + , 的硼砂缓冲溶液（-. $D "）为运行缓冲液，上述各组分在 5$ */0 内能完全分离。芦丁、金丝桃
甙、山柰酚、对香豆酸和槲皮素在两个数量级的范围内呈良好线性关系，检测下限（按 $ % & E , 计）分别为 5D $, F
5" G #，,D ## F 5" G -，,D 6# F 5" G #，5D /, F 5" G #和 5D -6 F 5" G - 1 + ,。该法已成功地应用于菟丝子中活性成分的分离检
测，结果令人满意。
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1 1 菟丝子（ $(-(.9:",*(）为旋花科植物菟丝子
（1:"9:,* 923.(."3" ,6*$）的干燥成熟种子，具有
滋补肝肾、固精缩尿、安胎明目等功效。临床应用十

分广泛，主治因肝肾不足引起的阳痿、早泄、遗精、腰

膝冷痛、白浊及目暗不明等，亦可用于因脾肾不足引

起的大便溏泄，妇科用于治疗流产、月经不调、更年

期综合征［5］等。现代药理研究表明：菟丝子的浸提

物具有壮阳、调节内分泌、抗衰老等活性，其主要生

物活性成分为黄酮类化合物［!］。

1 1 目前，高效液相色谱法（.O,’）［,］已用于菟丝
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子中黄酮类成分的含量测定。但是 "#$% 用于传统
中药分析仍存在一些不足，例如分析时间长，分离度

低，因多种相互干扰的化合物共存致使色谱柱使用

寿命缩短，其中一些物质还可能被吸附在管壁上，导

致色谱柱的快速老化，甚至造成不可逆的损坏。毛

细管电泳（%&）具有分离效率高、分析速度快、重现
性好、样品和试剂用量少等优点，是一种高效的分离

分析技术。与电化学检测方法（ &%’）联用，%&!
&%’ 对电活性物质具有很高的检测灵敏度和选择
性［#］。本实验成功地建立了一种采用毛细管电泳!
电化学检测法同时测定菟丝子中芦丁、金丝桃甙、山

柰酚、槲皮素和对香豆酸等 " 种活性成分（结构见
图 $）的简便、可靠、灵敏的分析方法。

图 !" # 种组分的分子结构式
!"#$ !" %&’ ()*’+,*-. /0.,+0,.’/ )1 1"2’ +)(3)4’40/
() *+,-./012-（3 % 4(5(67/012-）；89-.6-71:（3 % "）；.971:

（3 % .971:/012-）；;) <(-=,>-./5；6) !!6/9=(.16 (612)

!" 实验部分

! $ !" 仪器
! ! 毛细管电泳!电化学检测系统（%&!&%’）为自
组装［"］，包括 & ’( <? 高压电源（中国科学院上海应
用物理研究所），@AB $%!#% 安培检测器（美国生
物分析系统公司），&@$(( 型台式单笔记录仪（上海
大华仪表厂），C/2-5 $#)($ 三维微定位器（斯特拉
特福，康涅狄格州，美国），*" 6= 长熔融石英毛细管
（内径 +" !=，外径 ’,( !=，河北永年锐沣色谱器
件有限公司）；毛细管、检测池和三电极体系均组装

在一个带有微动开关的树脂玻璃框架中，以保证仪

器和操作人员的安全，当框架打开时，微动开关会自

动切断电源［,，*］。

! ! 工作电极为 ’(( != 的碳圆盘电极［-］，使用前

先用金相砂纸抛光，并置于二次蒸馏水中超声清洗

" =1:，然后借助三维微定位器，使工作电极与毛细
管出口在一条直线上，并尽可能靠近毛细管的末端。

三电极体系包括碳圆盘工作电极、铂丝辅助电极和

饱和甘汞电极（B%&，参比电极）。用 @AB $%!#% 安
培检测器检测氧化电流，电泳图谱由 &@$(( 型单笔
记录仪记录。采用电迁移进样，采用 $, <? 电压从
毛细管阳极端进样 , 0，检测池为阴极电泳池。
! $ $" 试剂
! ! 标准品芦丁、金丝桃甙、山柰酚、对香豆酸购自
B14=( 公司，槲皮素购自上海试剂二厂。各样品均
按产品说明使用。

! ! 用无水乙醇（分析纯）配制 " 种标准储备液，使
其质量浓度均为 $. (( 4 D $，避光于 # E下保存。其
他不同浓度的工作液，用 "(. ( ==/5 D $ 的硼砂溶液
（," -. *( / ). #-）运行缓冲液稀释得到。所有分析
样品经 (. ++ != 聚丙烯滤膜过滤后进样。菟丝子
购自上海市药店。

! $ %" 试液的配制
! ! 将菟丝子磨成粉状，准确称取 +. ((( 4，用 $(
=$ -(F 的乙醇溶液（无水乙醇!去离子水（体积比
#0 $））超声萃取 $ * 后，先用滤纸过滤，再用 (. ++
!= 聚丙烯滤膜过滤，将得到的滤液放于阴暗处
保存。

$" 结果与讨论

$ $ !" 电泳条件的选择
$ $ ! $ !" 工作电极电位的影响
! ! 由于 " 种组分均带有酚羟基，容易在碳电极上
被氧化，因此本实验采用电化学检测。在安培检测

中，工作电极的电位直接影响实验的灵敏度、检测限

和稳定性，因而为了选择最佳工作电位，对 " 种组分

图 $" # 种组分的流体伏安图
!"#$ $" 567.)764-("+ 2)*0-(()#.-(（589）

)1 1"2’ -4-*60’/
G/.<1:4 6/:2171/:0：>90-2!01516( 6(,155(.+，+" != 1. 2. 1 *"

6=；H/.<1:4 -5-67./2-：’(( != 21(=-7-. 6(.;/: 210< -5-6!
7./2-；.9::1:4 ;9>>-.，"(. ( ==/5 D $ ;/.(7- ;9>>-.（ ," ). (）；
0-,(.(71/: I/57(4-，$, <?；1:J-671/:，$, <? 1 - 0；(:(5+7- 6/:!
6-:7.(71/:，$. ( 1 $( 2 + 4 D $ -(6*)
! ! A:(5+7-0：$ ) .971:；+ ) *+,-./012-；’ ) <(-=,>-./5；# ) !!6/9!
=(.16 (612；" ) 89-.6-71:)

的流体伏安曲线进行了测定。如图 + 所示，当电极
电位超过 3 #(( =?（ "#$ B%&）时，" 种组分均产生

·"+"·
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氧化电流。随着电极电位的增大，对香豆酸的氧化

电流增加迅速，而其他 # 种组分受氧化电位的影响
较小。当电极电位大于 $ %&’ !"（ !"# #$%）时，虽
然对香豆酸的氧化电流仍稍有增加，但基线噪声和

背景电流都急剧增大，导致基线不稳，对检测的灵敏

度和稳定性不利。因此将工作电位选为 $ %&’ !"
（!"# #$%），此时的背景电流不太大且信噪比较高。
! & " & !# ’( 值和缓冲溶液浓度的影响
( ( 运行缓冲溶液的酸度直接影响毛细管表面的
)*+,（ !）电势，从而影响电渗流（%-.）的方向和速
率，同时溶液的酸度也决定样品中各组分分子的表

观电荷数，从而影响组分的迁移时间和分离度，故对

运行缓冲液的酸度进行优化是获得较好分离条件的

关键。如图 " /, 所示，当 ’( 为 )* # 时，山柰酚与对

香豆酸分不开；’( 为 )* + 时，金丝桃甙与山柰酚分
不开。随着 ’( 值的增大，各组分的分离度增加而
迁移时间延长，’( 为 %* ’ 时，各组分可以达到基线
分离；再增大 ’( 值，分离度没有明显的改变而迁移
时间延长。因此，选择运行缓冲液的 ’( 为 %* ’。
( ( 此外，缓冲溶液浓度是影响被测物迁移时间和
分离度的另一个重要因素。这是因为缓冲液的浓度

决定了溶液的粘度系数、溶质的扩散系数以及毛细

管内壁的 ! 电位。图 " /0 表明迁移时间和分离度随
着缓冲溶液浓度的升高而增大。然而缓冲液浓度较

高（ , &’ !!12 3 4）会增加它的导电性，从而产生较
高的焦耳热，使组分峰变宽，导致峰电流降低及分离

度和重现性变差。综合考虑上述各种因素，选择缓

冲溶液的浓度为 &’ !!12 3 4。

图 $# 运行缓冲溶液 !" 值（#）和浓度（$）对分析物迁移时间的影响
%&’( $# )*+ +,,+-./ 0, .*+ !" 1#23+（#）#45 -04-+4.6#.&04（$）0, .*+ 6344&4’ $3,,+6 04 .*+ 7&’6#.&04 .&7+ 0, .*+ #4#28.+/

516789: *2*;+61<* ’1+*9+8,2： $ %&’ !"（ !"# #$%）& =9,2>+*? ,9< 1+@*6 A16789: ;19<8+819? ,6* +@* ?,!* ,? 89 .8:& ! &

! ( " ( $# 分离电压和进样时间的选择
( ( 在毛细管长度一定的前提下，分离电压决定电

场强度，而电场强度影响电渗流速度和带电物质的

迁移率，继而决定了分析物的迁移时间。本实验在

分离电压为 -! . !’ 7" 的条件下，考察了分离电压

对各分析物迁移时间的影响。实验结果表明：分离

电压越高，组分的迁移时间越短；但当分离电压超过

-) 7" 时，样品中待测物的峰与邻峰不能较好地分

离，且基线噪声增大。故选择 -/ 7" 为分离电压。

( ( 进样时间决定了分析样品的进样量，而进样量

的大小影响峰电流和峰形。本实验在 -/ 7" 下，研

究了进样时间为 ! . -’ ? 时对分离的影响。实验结

果表明：峰电流随着进样时间的增加而增大；当进样

时间大于 / ? 时，峰高趋于稳定，但峰扩展明显。故

本实验选择在 -/ 7" 下进样 / ? 作为进样时间。

( ( 在上述优化条件下，芦丁、金丝桃甙、山柰酚、对

香豆酸和槲皮素在 -% !89 内即可达到基线或较好

的分离，所得混合标准溶液的电泳图谱见图 # /,。

图 %# 混合标准溶液（#）、菟丝子原草（$）的典型电泳图
%&’( %# 92+-.60!*+60’6#7/ 0, /.#45#65 7&:.36+ /023.&04
（!& ’ ( "’ ) ! ’ ; < 0, +#-* #4#28.+）（#）#45 /#7!2+

/023.&04 0, !"#"$%&’()"（$）
516789: *2*;+61<* ’1+*9+8,2： $ %&’ !"（ !"# #$%）& =9,/

2>+*? ,9< 1+@*6 A16789: ;19<8+819? ,6* +@* ?,!* ,? 89 .8:& ! &

! ( !# 重现性、线性范围及检测限
! ( ! ( "# 重现性
( ( 在上述优化条件下，将混合标准溶液（每种标
准品的质量浓度均为 !* ’ 0 -’ 1 ! : 3 4）连续进样 +

·/!&·
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次，峰高的相对标准偏差（"#$）为 #$ %%（芦丁）、
&$ ’%（金丝桃甙）、#$ ’%（山柰酚）、#$ (%（对香豆
酸）和 )$ %%（槲皮素），表明方法的重现性良好。
! ! ! ! !" 回归方程、线性范围及检测限
! ! 在最佳分离检测条件下，对一系列不同质量浓
度（"$ ( * #( + , - ($ ) & ’ (）的各组分的混合标准溶
液分别进行测定，考察了各组分的线性范围，得出各

组分的线性回归方程；以信噪比 ! " # . & 对应浓度
确定检测限。实验发现，芦丁、对香豆酸和槲皮素的

质量浓度为 " * #( + , - ($ # & ’ ( 时与电泳峰电流均
呈现良好线性关系，金丝桃甙的质量浓度为 )$ " *
#( - , - ($ # & ’ ( 时与电泳峰电流呈现良好的线性关
系，山柰酚的质量浓度为 " * #( + , - " * #( + ) & ’ ( 时
与电泳峰电流呈现良好的线性关系。以 $ 表示峰
电流（)*），% 表示样品质量浓度（& ’ (），" 种被测组
分的线性回归方程分别为：芦丁，$ . #$ "’ * #()% +
( + ((( &（ & . ($ /// /）；金丝桃甙，$ . )$ %# * #()% 0
($ (#" /（ & . ($ /// 1）；山柰酚，$ . )$ #% * #()% +
($ #)# )（ & . ($ /// 1）；对香豆酸，$ . )$ 1# * #()% 0
($ ##’ "（ & . ($ /// /）和槲皮素，$ . )$ "’ * #()% +
($ #)& 1（ & . ($ /// /）。检测限分别为 #$ /& * #( + "

& ’ (（芦丁）、&$ "" * #( + , & ’ (（金丝桃甙）、&$ ’" *
#( + " & ’ (（山柰酚）、#$ %& * #( + " & ’ (（对香豆酸）和
#$ ,’ * #( + , & ’ (（槲皮素）。
! ! #" 样品测定及回收率实验
! ! 在选定的测定条件下，对菟丝子原草中的 " 种
组分进行了测定，典型电泳图谱见图 , !,。与标准
品的电泳图相对照，菟丝子样品中含有芦丁、金丝桃

甙、山柰酚、对香豆酸和槲皮素。测定结果见表 #。
! ! 为了评估本文方法的精密度和准确性，以菟丝
子样品为基质进行了加标回收试验。采用标准加入

法，测得的回收率为 /#% - #("%，平均回收率和
"#$ 分别为：芦丁 /’$ /%，($ /%；金丝桃甙 /&$ "%，
($ ’/%；山柰酚 #("%，"$ %(%；对香豆酸 /#%，($ %&%
和槲皮素 /)%，)$ 1’%。

表 $" 菟丝子样品中 % 种活性组分的测定结果（’ . &）
"#$%& $" "’& #((#) *&(+%,( -. # !"#"$%&’()" (#/0%&（’ . &）

-./0.)1)2 -.)21)2 ’（!& ’ &） "#$ ’ %
"324) ,)) + ( # + #
56017.8491 #,1’ + ( ( + 1
:;1/0<17.= ’(# + / % + (
(!-.3/;74> ;>49 )/% + 1 ( + /
?317>124) )/" + # & + "

! @.7A4)& 1=1>27.91 0.21)24;=： 0 /"( /B（ )*+ #-C）+ D2E17
F.7A4)& >.)9424.)8 ;71 2E1 8;/1 ;8 4) G4&+ ) +

! ! 本实验成功地建立了菟丝子中 " 种生物活性成
分的毛细管电泳!电化学检测方法。该法所用样品
无需富集，过滤后可直接进样，方法简单可靠，可作

为菟丝子中 " 种生物活性成分的快速测定方法。
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