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摘 要：在毛细管电泳法中，通过双模对接高压电源可以获得 " * ," 8( 甚至 ," 8( 以上的超高电压。本研究在 ," 8(
的超高电压下，以纯电解质水溶液为缓冲液，实现了蔬菜中通常含有的 ’ 种水溶性维生素（(5$ 、(5! 、(5& 、(9、:,泛
酸钙、:,生物素、烟酸和叶酸）的快速分离及菠菜样品 的 定 量 分 析。通 过 考 察 电 压、缓 冲 溶 液 浓 度、37 值 等 因 素 对

分离的影响，确定了优化 的 实 验 条 件。结 果 表 明，在 ," 8( 高 压 下，采 用 !) %%") ; < 硼 砂 ,硼 酸 溶 液 缓 冲 液（ 37
’. ’），菠菜中上述 ’ 种水溶性维生素在 !. ! %.4 内获得了较好的基线分离。用此方法对菠菜中的水溶性维生素进

行定量分析，得到了令人满意的结果。水溶性维生素的线性相关系数范围为 ". ##’ $ * ". ### #，检出限为 ". ! * ". (
%= ; <，在菠菜中的平均加标回收率为 ’’. "> * $"". &>，峰面积的相对标准偏差（?6:）为 $. $)> * ,. $(>。
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- - 维生素是维持生物生长和代谢所必需的一类微

量有机化 合 物。维 生 素 分 为 水 溶 性 和 脂 溶 性 两 大

类。水溶 性 维 生 素 包 括 (9 和 5 族 维 生 素（ (5$ 、

(5$! 、(5! 、(5& 、烟酸、叶酸、胆碱、肌醇、泛酸和生物

素等）［$，!］，是维持人体正常代谢功能所必需的生物

活性 物 质。 这 些 药 物 的 分 析 多 是 采 用 分 光 光 度

法［(，,］、荧光法［)，&］和高效液相色谱法［% / #］。采用分

光光度法和荧光法分析时因干扰因素多，谱峰相互

重叠而无法同时测定多种维生素，常常需要多种方

法相互配合才能完成，不利于快速分析；采用高效液
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相色谱法分析时也因仪器昂贵、运行成本高、分析时

间长而受到 限 制。毛 细 管 电 泳（!"）是 !# 世 纪 $#
年代后期在全世界范围内迅速发展起来的一种分离

分析技术，它具有高效、快速、微量、自动化等特点，

不但可通过改变操作模式和缓冲液的成分等调节选

择性，而且可以根据不同的分子性质（ 如大小、电荷

数、疏水性 等）对 各 种 样 品 进 行 有 效 的 分 离。 目 前

采用毛细管 电 泳 法 分 离 水 溶 性 维 生 素 已 有 少 量 报

道［%# & %’］，所用分离电 压 都 在 ’# #$ 以 下，迁 移 时 间

在 ( ) %# %&’。研 究 仅 限 于 复 方 维 生 素 ( 药 片、注

射用维生素水溶液、蘑菇等样品中的水溶性维生素，

还未见对菠菜中的水溶性维生素进行分离研究的报

道。本文采用毛细管电泳法对菠菜中常见的 $ 种水

溶性维 生 素（ $(% 、$(! 、$(* 、)*泛 酸 钙、)*生 物 素、

$!、烟酸和叶酸）的快速分离分 析 电 泳 条 件 进 行 了

探讨，通过双模对接高压电源实现了 +# #$ 以上的

超高压，并通 过 优 化 其 他 条 件，保 证 了 系 统 的 稳 定

性，在 !, ! %&’ 内成功地分离了 $ 种水溶性维生素，

进一步提高了分离速度。在此基础上，以菠菜为实

际样品进行优化分离与定量分析研究，拓展了毛细

管电泳的应用范围。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

- - 高 效 毛 细 管 电 泳 仪：+ , -!"./ /)0（ 美 国

("!1/-2 公 司）；+34*’! 型 精 密 酸 度 计（ 上 海 分

析仪器厂）；10*%##" 型超声波清洗器（ 昆山市超声

波仪器有限公司）；-5!#+ 型电子天平（ 梅特勒*托利

多仪 器 上 海 有 限 公 司 ）。 石 英 毛 细 管 柱：内 径 (#
!%，总长 (% 6%，有效长度 +% 6%（ 邯郸市鑫诺光纤

色谱有限公司）。

- - 乙腈（)&#%7+89:，迪 马 公 司 ）；硼 砂（ 分 析 纯，

天津市 永 大 化 学 试 剂 开 发 中 心 ）；氢 氧 化 钠（ 分 析

纯，天津市科密欧化学试剂有限公司）；水为二次去

离子水；标准 对 照 品 为 生 化 试 剂，$(%（ 国 药 集 团 化

学试剂有限公司），$(!（ 北 京 奥 博 星 生 物 技 术 有 限

责任公司），$(* 、烟 酸（ 天 津 市 大 茂 化 学 仪 器 供 应

站），$!（ 沈阳新兴试剂厂），)*泛酸钙、)*生物素、叶

酸（ 中国医药集团上海化学试剂公司）；实验用菠菜

为市售。所有溶液均经 #, !! !% 微孔滤膜过滤，并

用超声波脱气 ( %&’。

! ! #" 标准品和实际样品的制备

- - 准确称取每种维生素标准品 %#, ## %;，用二次

去 离 子 水 定 容 至 %## %5 容 量 瓶 中，配 制 成 %##
%; , 5 的标准溶液，经 #, !! !% 微孔滤膜过滤，用超

声波振荡后备用。

- - 准 确 称 取 菠 菜 %#, ## ;，研 碎，置 于 %## %5 的

小烧杯中，加入 #, #% %<= , 5 盐酸溶液 +# %5，摇匀，

于 (# >下水浴超声提取 +( %&’，过滤，滤渣用相同

的条件重复提取两次，合并提取液。待提取液冷却

后，取 溶 液 !# %5 在 ! ### 9 , %&’ 转 速 下 离 心 %#
%&’，取上清 液 %# %5 移 入 (# %5 容 量 瓶 中，并 用

#, #% %<= , 5 盐 酸 定 容 至 刻 度，充 分 摇 匀，放 置 于 冰

箱中备用。

#" 结果与讨论

# ! !" 双模高压电源的研制

- - 在进行毛细管电泳实验时，为了获得较高的电

渗流速度以达到快速分离的目的，需要在毛细管柱

两端施加高电压。目前市售的电泳仪的最高电压一

般都在 ’# #$，而 且 只 有 在 室 内 湿 度 较 小 的 条 件 下

才能达到最 高 值。本 文 采 用 双 模 对 接 法［%+］研 制 了

一种新型的高压电源，不但可以提高电压，还可以增

强电压的稳定性。实验中将一个 . ’# #$ 高压电源

和一个 & ’# #$ 高 压 电 源 对 接，亦 即 将 正 高 压 电 源

的负端和负高压电源的正端共接地。通过施加高压

保护，可以在毛细管两端施加 # ) *# #$ 的高电压。

图 % 给出了超高压毛细管电泳实验原理图。

图 !" 超高压毛细管电泳实验原理图

"#$! !" %&’()*+#& ,- ./0(1 ’#$’ 2,3+*$( 45 (60(1#)(7+

# ! #" 操作电压对迁移时间和分离度的影响

- - 理论和实验均证明，操作电压越高，分离速度越

快。采用将高压电源模块双模对接的方法，可以根

据需要将电压不断提高；但在高电压下焦耳热会增

大且电极在缓冲液中易产生电解现象，因此实验中

高电压的应用受到限制。本实验综合考虑各种分离

条件的影响，在 +# #$ 电压下成功地将 $ 种水溶性

维生素进行 了 基 线 分 离，分 离 度 在 %, (* ) ’, $/ 之

间；分 析 用 时 仅 为 !, ! %&’，进 一 步 提 高 了 分 离 速

度。操作电压对上述 $ 种维生素的迁移时间的影响

如图 ! 所示。

# ! $" 缓冲溶液浓度对迁移时间和分离度的影响

- - 本实验中选择缓冲溶液浓度为 %# ) (# %%<= , 5
的范围对 $ 种 水 溶 性 维 生 素 的 迁 移 时 间 和 分 离 度

（! ?）进行分离研究。理论与实践均表明，增加缓冲

溶液浓度，可以降低电渗流速度；因此选择浓度较低

的缓冲溶液有利于快速分离。缓冲溶液浓度与 $ 种

·*’$·
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维生素的迁移时间的关系如图 # 所示。但研究表明

缓冲溶液浓 度 对 ! ! 的 影 响 也 较 为 明 显。综 合 考 虑

各种因素发 现，在 缓 冲 溶 液 浓 度 为 $% ""#$ % & 时，

峰形对称性好，且 能 够 达 到 基 线 分 离，! ! 在 &’ "( )
"’ *$ 之间。

图 !" 操作电压对迁移时间的影响

!"#$ !" %&&’() *& +,,-"’. /*-)+#’ *0 1"#2+)"*0 )"1’
! ’())*+ !#$(,-#.：$% ""#$ % & /0$’+1, 23#’1#（ 43 (’ (）；-.2

5*6,-#.：% 78 - # !；9*,*6,-#. :0;*$*.<,=：$&+ .">
! ?(+;*!：& > 8’& ；$ > 8’$ ；# > @2A-#,-.；+ > 8’" ；% > 60$6-(" @2

40.,#,=*.0,*；" > 8?；, > .-6#,-.-6 06-9；( > )#$-6 06-9>

图 #" 缓冲溶液浓度对迁移时间的影响

!"#$ #" %&&’() *& 34&&’2 (*0(’0)2+)"*0 *0 1"#2+)"*0 )"1’
! B44$-*9 ;#$,0<*：$% 78> 1,=*+ 6#.9-,-#.! 0+* ,=* !0"* 0! -.
C-<> $ >
! C#+ 6(+;* -9*.,-)-60,-#.!，!** C-<> $ >

! $ $" 缓冲溶液酸度对迁移时间和分离度的影响

! ! 缓冲溶液的 43 不仅强烈影响熔融石英毛细管

内表面的特性，而且影响样品的带电性，改变电渗流

的大小。因此，溶 液 43 的 调 节 与 控 制 是 优 化 分 离

的 重 要 因 素。 本 实 验 采 用 $% ""#$ % & /0$’+1, 2
3#’1# 作为缓冲溶液，考察了 43 在 ,’ $ ) .’ " 范围

内 ( 种水溶性维生素的迁移时间与缓冲溶液 43 间

的关系，结果如图 + 所示。实验结果表明，43 对迁

移时间的 影 响 不 明 显，但 对 分 离 度 有 影 响。 当 43
为 (’ ( 时，( 种 水 溶 性 维 生 素 达 到 了 较 好 的 基 线 分

离，! !在 &’ "# ) %’ %# 之间。

图 $" 缓冲溶液 ,5 对迁移时间的影响

!"#$ $" %&&’() *& 34&&’2 ,5 *0 1"#2+)"*0 )"1’
! B44$-*9 ;#$,0<*：$% 78> 1,=*+ 6#.9-,-#.! 0+* ,=* !0"* 0! -.
C-<> $ >
! C#+ 6(+;* -9*.,-)-60,-#.!，!** C-<> $ >

! $ %" 其他条件对迁移时间和分离度的影响

! ! 实验中考察了进样量、缓冲溶液的种类、有机溶

剂对水溶性维生素迁移时间和分离度的影响。最终

确定最佳进样量为在 % 78 电压下进样 # !。参照文

献报道［&% / &,］，比 较 了 # 种 缓 冲 溶 液 /0$’+1, 2D@D
（ 十二烷基硫酸钠）、E3$F1+ 2/0$’+1, 和 /0$’+1, 2
3#’1# 对 分 离 的 影 响，结 果 表 明 /0$’+1, 23#’1#

体系更适合于水溶性维生素的超高压快速分离。经

考察发现添加有机溶剂乙腈等虽然可以减弱电极的

电解程度，提高分离度，但迁移时间大大延长，影响

分离速度。

! $ &" 优化条件下 ’ 种水溶性维生素的毛细管电泳

分离

! ! 配制 8’& 、8’$ 、@2生 物 素、8’" 、@2泛 酸 钙、8?、

烟酸和叶酸的质量浓度分别为 %*’ **，+%’ **，%’ **，

+*’ **，+*’ **，&*’ **，%*’ ** 和 $*’ ** "< % & 的 混 合

标准溶液，在 缓 冲 溶 液 为 $% ""#$ % & 硼 砂2硼 酸 溶

液（43 (’ (）、操作电压为 +* 78、电动进样 % 78 - #
!、检测波长为 $&+ ." 的优化分离条件下，上述 ( 种

维生素的电泳分离谱图如图 %0 所示。

·,#(·
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图 !" （!）# 种水溶性维生素标准品和（"）菠菜中水溶性维生素的毛细管电泳分离谱图

#$%& !" ’()*+,-./),-%,!01 -2（!）)$%/+ 3!+),41-(5"() 6$+!0$7 1+!78!,81 !78（"）+/) 3!+),41-(5"() 6$+!0$71 $7 1.$7!*/
!"#$%：# & ’(# ；! & ’(! ；$ & )*+,-.,/；% & ’(& ；’ & 0#10,23 )*4#/.-.5"/#."；& & ’6；" & /,0-.,/,0 #0,7；( & 8-1,0 #0,7&

$ & %" 方法的评价

$ & % & &" 标准曲线

) ) 配制一系列不同浓度的水溶性维生素的标准溶

液，在 !* & 节所述的优化条件下进行分离 测 定。以

各水溶性维生素的色谱峰峰面积 ! 为纵坐标，其质

量浓度"（39 : ;）为横坐标，得到的线性回归方程见

表 #，可见各水溶性维生素在测定的质量浓度 范 围

内线性 关 系 良 好。 方 法 的 检 出 限（ 以 信 噪 比 为 $
计）见表 #。另外，实验中测定迁移时间的相对标准

偏差（ <=)）为 +* #$> , #* (%>，峰 面 积 的 <=) 为

#* #’> , $* ’&>，说明此方法可以用于样品中水溶性

维生素的含量测定。

表 &" 水溶性维生素的线性回归方程、相关系数、线性范围和检出限

9!"() &" :$7)!, );5!+$-71，*-,,)(!+$-7 *-)22$*$)7+1，($7)!, ,!7%)1 !78 8)+)*+$-7 ($0$+1 -2 )$%/+ 3!+),41-(5"() 6$+!0$71

’,.#3,/ ;,/"#? "@2#.,-/" 6-??"1#.,-/ 0-"88,0,"/. ;,/"#? ?#/9" :（39 : ;） )"."0.,-/ 1,3,. :（39 : ;）

’(# ! - $!" & $!" . /#’ & (# + & //(# + & ’+ 0 ’+ + & $
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" !：4"#$ #?"#；"：3#%% 0-/0"/.?#.,-/，39 : ;&

$ & % & $" 回收率与精密度

) ) 在已知含量的菠菜样品中分别添加维生素的标

准对照品，每个样品测定 ’ 次，进行回收率和精密度

试验，结果见表 !。

表 $" 菠菜样品中水溶性维生素的回收率和精密度（! ’ !）
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（39 : 9）
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’+ & + %" & ’ /’ & + ! & !$ ’+ & + %" & ( /’ & & # & !"
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! ! "# 实际样品测定

! ! 将处理后的菠菜样品溶液用 #$ %% !! 微 孔 滤

膜过滤，在 %$ " 节所述优化条件下进样分 析。采 用

标准对照品加入法定性、外标法定量，得到菠菜中水

溶性 维 生 素 "#& 、"#% 、$%生 物 素、"#" 、$%泛 酸 钙、

"&、烟酸和叶酸的含量依次为 #$ #&&，#$ ’()，#$ &&’，

#$ "*+，#$ &,&，#$ *,,，#$ *,+ 和 #$ #)( !’ ( ’，其 毛 细

管电泳分离谱图见图 ,)。

$# 结语

! ! 本研究 中 采 用 双 模 对 接 的 方 法 获 得 了 超 高 电

压。在 (# *" 的超高电压下，以纯电解质硼砂水溶

液（+, )$ )）为流动相，实现了蔬菜中通常含有的 )
种水溶性维生素 "#& 、"#% 、"#" 、"&、$%泛酸钙、$%生
物素和烟酸、叶酸的快速分离及菠菜样品的定量分

析。通过考察电压、缓冲溶液浓度、+, 值等对分离

的影响，确定了优化的实验条件，并在此条件下对标

准样品和实际样品进行了分离。结果表明，在高电

压下，焦耳热效应得到了有效的控制，菠菜中的水溶

性维生素在 %$ % !-. 内得到较好的分 离，且 定 量 重

现性较好。
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