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摘要：在毛细管电色谱中，由于溶质在输运过程中 所 具 有 的 电 性 质，常 会 产 生 一 些 特 殊 的 现 象。这 些 现 象，如 离 子

交换毛细管电色谱中产生超高柱效峰的现象，已经不能用一般的色谱理论加以解释。基于弛豫理论所建立的基本

模型，在考虑溶质在两相中皆有可能发生正、反向迁移的情况下，得到了流出曲线一阶原点矩和二阶中心矩的理论

表达式，并通过对溶质在两相中电扩散速率与电泳速率、电渗流速率关系的分析结果证实：溶质在固定相表面的电

扩散行为可以使其保留变弱，出峰加快；而这种电扩散导致的超常柱效峰的出现具有不稳定性，只有在多方面因素

综合影响匹配的情况下才可能出现。
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D D 毛细管电色谱为高效液相色谱和毛细管电泳相

结合的分离技术，综合了高效液相色谱的高选择性

和毛细管电泳的高分离效能［2 / ,］。毛细管电色谱中

采用电渗流驱动代替高效液相色谱中的压力驱动，

流动相在柱内的输运流型为楔形，有利于得到更高

的柱效。但由于毛细管电色谱中溶质在输运过程中

具有的电性质，一些在液相色谱中可以忽略或不可

能出现的输运特征却对电色谱分离有着重要影响。

D D 3G=0> 等［-］在采用离子交换毛细管电色谱进行

几种药物的 分 离 研 究 中 出 现 了 柱 效 奇 高 的 反 常 现

象，后来 H"/-<9 等［#］也报道了一种药物在裸胶上得

到超高柱效，与 电 色 谱 中 的 局 部 堆 积 现 象［3］不 同，
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其流出峰远离电渗流标记物。在以强阴离子交换树

脂 !"# 为固定相的毛细管电色谱过程中，也有人观

察到类似的现象［#］，这一现象已经不能用一般的色

谱理论或电色谱理论加以解释。

$ $ !$%&’()*+ 等［%］和 ,-*.%$& 等［&］为 了 揭 示 这 种

现象的 本 质，分 别 建 立 了 相 应 的 理 论 模 型。!$%&’/
()*+ 等认为：非同一的电场强度及非线性吸附等温

线的色谱与电泳输运机制的结合，对区带在色谱柱

内的输运可能起到一定的稳定作用，使其分布不随

迁移过程而 变 化 是 产 生 这 种 特 殊 峰 压 缩 现 象 的 原

因；,-*.%$& 等则认为：毛细管电色谱系统中形成的

“ 内部梯度”导 致 谱 带 压 缩 效 应 的 发 生，而“ 内 部 梯

度”是溶质的电泳迁移与其在固定相表面电扩散结

合的结果。这些理论可以部分地说明这些特殊的实

验现象，但 0-()*$ 等［’］认为他们并没有很好地揭示

这一现象的本质。本文基于弛 豫 理 论［() * (!］的 基 本

原理，引入逆向流的概念，并结合 ,-*.%$& 等［&］对固

定相表面溶质输运特征的描述，从理论上探讨毛细

管电色谱中采用离子交换固定相时，流出曲线的统

计特征及不同因素对其影响的规律。

!" 溶质在固定相 表 面 迁 移 的 弛 豫 理 论 基 本

模型

$ $ 根据弛豫理论的基本假设，溶质在电色谱柱内

的输运过程以跃迁的形式完成，每一步的跃迁长度

相当于 塔 板 高 度。,-*.1$& 等［&，("］认 为，离 子 交 换

固定相表面的特殊带电性质，可能导致固定相表面

吸附状态的溶质沿着一定的方向迁移。如果不考虑

溶质在两相间传质速率的有限性，可以建立溶质在

固定相表面迁移的弛豫理论基本模型：

2 ! !"##+ ( 2 !"##! 2 ! , (

" ! !"##+ ( " !"##! " ! , (

（(）

其中，! 表示距离柱进样端第 ! 个跃迁长度；2 和 "
分别代表溶质在流动相和固定相中的形态，2 序 列

对应于溶质在流动相中的输运过程，" 序列对 应 于

溶质在固定相表面的输运流。

$ $ 若定义 " 3 , 和 " 3 + 分别为流动相中溶质的正向

迁移速率和逆向迁移速率，" % , 和 " % + 分别为固定相

中溶质的正向迁移速率和逆向迁移速率，!3 和 !% 分

别为溶质在流动相间和固定相间进行质量传递的速

率常数，则基 于 式（(）也 可 以 建 立 相 应 的 动 力 学 质

量平衡方程组：

$ $

4#!

4$
- " 3 , ·#! + ( , " 3 + ·#! , ( +

$ $ $ $ （" 3 , , " 3 + ）#! , !% %! + !3 #!

（!）

$ $

4 %!

4$
- " % , ·%! + ( , " % + ·%

! , (
+

$ $ $ $ （" % , , " % + ）%! , !3 #! + !% %!

（"）

引入初始条件

#)（ $ - )）- #（)）$ #! . ) - ) （/）

其中，#! 和 %! 分 别 为 溶 质 在 第 ! 区 段 上 流 动 相 和

固定相中的浓度。

$ $ 结合式（!）与 式（"），令 &! - %! , #!，即 在 第 !
区段上单位体积的溶质总量，则在柱内 的 第 ! 区 段

上溶质输运总的质量平衡方程可表示为：

4&!

4$
- "5 , &! + ( , "5 + &! , ( +（"5 , , "5 + ）&!（’）

其中 "5 , -
" 3 , , ’(" % ,

( , ’6
（0）

"5 + -
" 3 + , ’(" % +

( , ’6
（#）

其中 ’6 - !3 7 !%。

$ $ 式（’）表示的过程相当于一个毛细管区带电泳

过程，其中正向迁移速率与逆向迁移速率分别由式

（0）和式（#）表示。结合 式（/），对 应 的 0%8’%3) 变

换解的形式为：

!" # !（)）·

!$1 % %

（$1 % % $1 & % ’）% （$1 % % $1 & % ’）! & /$1 % $1!
( )

&

"

（%）

其中，) 为溶质在柱 内 总 的 跃 迁 次 数，* 为 0%8’%3)
变换参量。

$ $ 再根据流出曲线 0%8’%3) 变换解与其统计矩之

间的关系［(/］，进一步可以得到流出曲线一阶原点矩

"( 和二阶中心矩 #! 的表达式：

"( -
)

"5 , + "5 +
（&）

#! -
)

（"5 , + "5 + ）! ,
!)"5 +

（"5 , + "5 + ）" （()）

式（()）中第一项表示速度流对谱带展宽的作用，第

二项中包 括 了 分 子 扩 散 和 电 扩 散 的 作 用。 根 据 式

（&）和式（()）可以进一步对流出曲线的特征及其影

响规律加以研究。

#" 结果与讨论

# ! !" 表面电扩散对保留时间的影响

$ $ 带电溶质在流动相中的迁移与一般反相电色谱

中的情况相同，溶质的正向和逆向迁移速率可分别

表示为：

" 3 , - ") , "9 （((）

" 3 + - "9 （(!）

·%"/·
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其中，!# 和 !! 分别为溶质在流 动 相 中 的 迁 移 速 度

和广义扩散速率。广义扩散速率可简化为由分子扩

散速率 !" 和电扩散速率 ! #"两部分组成，因此，

! $ $ % !" & ! #" （’(）

其中，! #" 是 由 于 本 底 电 解 质 中 的 同 离 子 迁 移 速 率

!%#&与荷电溶质的迁移速率 ! $#& 存在差别所致。当

这种差别存在时，一种离子相对于另一种离子的运

动将产生类似于层流的现象。注意到唯象处理的特

征，! #"可近似表示为两种同离子层流的速率差：

! #" % !%#& $ ! $#& （’)）

! ! 将式（’’）* 式（’)）结合，则在流动相中的溶质

满足：

! $ $ % !%#&$ $ ! #&$ & !" （’"）

! $ & % !%#&$ & ! #’$ & !" （’+）

同理，对于固定相表面形态的溶质可以得到：

! ( $ % !%#&( $ ! #&( & !" （’,）

! ( & % !%#&( & !" （’-）

其中，! #&和 ! #’分别表示电泳淌度和电渗流淌度，下

标 ( 和 $ 分别表示溶质处于固定相和流动相中。这

里没有考虑分子扩散在两相中的差别。

! ! 进一步将式（’"）* 式（’-）带入式（.）中得到：

!’ %
"（’ & #)）

（! #’$ & ! #&$）& #)! #&(
（’.）

!’ 的物理意义为溶质的保留时间［’+］。

! ! 令 ## % ! #&$ * ! #’$，#$ % ! #&( * ! #&$，其 中，## 为 溶

质在流动相中的电泳淌度与电渗流淌度之比，反映

了带电溶质的电色谱行为与其在 +,-. 中迁移行为

的差异；#$ 为溶质在固定相和流动相上的电泳淌度

之比。如果不考虑溶质在固定相中的迁移，式（’.）

可以还原为电色谱中带电溶质保留时间或保留因子

的一般表达式。

! ! 由于在固定相表面没有电渗流存在，式（’.）可

以改写成：

$/ %
$#（’ & #%）

’ & ## & ###$#)
（/#）

其中，$/ 表示溶质的迁移时间。

! ! +’01(23 等［.］根据其建立的模型采用唯象的方

法也 得 到 了 与 式（/#）类 似 形 式 的 表 达 式。 在 式

（/#）中，因 #$ 0 #，意味着带电溶质在固定相表面的

电扩散作用可以导致其保留变弱。与一般液相色谱

得到的谱图对比，这种电扩散作用类似于在电色谱

柱中产生一个沿柱轴向的“ 内部溶剂梯度”，从而导

致溶质的流出时间加快。+’01(23 等［.］也根据实验

结果证实了这一结论。

! ! !" 表面电扩散对柱效的影响

! ! 与式（’.）的推导同理，将式（’"）* 式（’-）带入

式（’#）中，可 得 到 流 出 曲 线 二 阶 中 心 矩 的 表 达 式

（/’）；又因为电色谱柱效 & 与流出曲线统计矩的关

系为 & % !/
’ * "/

［’)］；而 "/ 的物理意义为流出曲线的

方差［’)］，因此结合式（/’）与式（’.）可得到式（//）。

"/ %
" （! #’$ $ ! #&$）$ #%! #&( & /（’ & #)）!" & /（!%#&$ & #%!%#&([ ]）

（! #’$ & ! #&$）& #%![ ]#&(
( （’ & #)）/ （/’）

& %
" （! #’$ & ! #&$）& #%![ ]#&(

（! #’$ $ ! #&$）$ #%! #&( & /（’ & #%）!" & /（!%#&$ & #%!%#&(）
（//）

! ! 将式（//）进一步改写为：

& %
/"（’ & ##）

’ $ ## $ ###$#% & /#4" & /#45
$" （/(）

其中 #45 % /（!%#&$ & #%!%#&(）* ! #’$

#4" % /（’ & #)）·!" * ! #’$

! ! 由式（/(）可知，随着溶质在固定相表面迁移速

度的加快，#45增加，柱效增高。特别地，对于特定的

溶质和分离系统，如果有：

’ $ ## $ ###$#) & /#4" & /#45$# （/)）

再考虑扩散等影响，将得到极高的柱效。此时，对应

的溶质迁移时间：

$/ %
$#（’ & #)）

/（’ & #4" & #45）
（/"）

! ! 式（/"）实际上是一种非常极端的情况，因此实

验条件的微 小 改 变 可 能 使 得 测 定 的 柱 效 有 很 大 改

变。事实 上，在 -’%#02 等［"］完 成 的 实 验 中，) 次 进

样的柱效从 /"# ### 变 化 到 ’ "## ###，方 法 的 稳 定

性较差。

! ! 在系统一定的情况下，尽管 ## 与溶质的性质有

关，但关系并不很大，因此极高柱效峰可能出现在色

谱图的任意位置，这一结论与 -’%#02 等［"］得到的实

验结果相同。

#" 小结

! ! 尽管由于流型的影响，电色谱具有较液相色谱

更高的柱效，但是离子交换毛细管电色谱中产生超

高柱效峰的现象已经不能够采用一般的色谱理论加

以解释，其本质上与溶质在固定相表面的迁移行为

有关。本文基于弛豫理论的基本模型，在考虑溶质

在两相中皆有可能发生正、逆向迁移的情况下，得到

了可以反映溶质在两相中的迁移特征影响的流出曲

线一阶原点矩和二阶中心矩的理论表达式，以及色

·.()·
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谱柱效的理论表达式。并通过对溶质在两相中电扩

散速率与电泳淌度、电渗流淌度关系的分析证实：溶

质在固定相表面的电扩散行为可以使其保留变弱，

出峰时间加快。更重要的是从理论上证实了这种电

扩散导致的超常柱效峰的出现具有不稳定性，超常

柱效现象只有在多方面因素综合影响匹配的情况下

才可能出现。因此这种现象在实验中应尽量避免，

也很难以在普适的电色谱方法发展中得到真正的实

际应用。
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多氯联苯的正辛醇!空气分配系数与气相色谱保留参数的关联

张 3 青，3 赵洪霞，3 陈吉平，3 梁鑫淼

（ 中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 ..6"!,）

摘要：通过对 .$ 种多氯联苯（&’()）在 *(+.，*(+# 和 *(+.2". 等 , 种色谱柱上的气相色谱（,’）保留参数 !，" 值

与正辛醇 +空气分配系数（#"- ）的相关分析，发现 ,’ 保留参数 !，" 与 #"- 存在明显的线性关系。采用了逐步回归

的方法，建立了保留参数 !，" 与 #"- 的二元回归方程，相 关 系 数 的 平 方 达 到 了 "I $$ 以 上，标 准 偏 差 小 于 "I ..。此

外，根据实验测定的 .#, 个 &’() 的 ,’ 保留参数以及定量构效关系（./01）研究中的 #6 个预测值，对剩余 .$" 种

&’() 的 #"- 值进行了预测。

关键词：气相色谱保留参数；正辛醇 +空气分配系数（#"- ）；多氯联苯
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3 3 有机污染物的正辛醇+空气分配系数（#"- ）是研

究疏水有机污染物在环境中迁移行为的一个重要的

理化参数，它能很好地描述有机污染物在空气、土壤

和植物叶片等介质中的迁移、分配能力，对于评价两

极地区的大气 污 染 及 生 物 污 染 尤 为 重 要。正 辛 醇+
空气分配系数的定义式为［.］：

#"- J 0" O 0- （.）

式中 0"，0 - 分 别 是 溶 质 在 正 辛 醇 和 空 气 相 中 的 浓

度。目前，基于正辛醇+空气分配系数已成功地建立

了很多持久性有机污染物在环境中迁移、转化的模

型［! / -］。然而溶 质 在 正 辛 醇+空 气 中 的 分 配 系 数 的

直接测定非常繁琐费时，且受诸多外在因素的影响，

因此发展一些 估 算 溶 质 在 正 辛 醇+空 气 中 的 分 配 系

数的方法非常有意义。目前已经形成了一些估算方

法，如正辛 醇+水 分 配 系 数（#"K ）估 算 法［#］、量 子 化

学参数法［6］、线 性 自 由 能 法［2］等，而 采 用 气 相 色 谱

法预测 #"K 的报道不多［0］。本文以持久性有机污染

物多氯联苯（&’()）为 例，介 绍 了 一 种 气 相 色 谱 保
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留指数法预测正辛醇!空气分配系数的方法，研究结

果表明这种方法具有良好的预测能力。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # "#$%&’ 气 相 色 谱 仪，包 括 电 子 捕 获 检 测 器

（$%&）和分流 ’ 不分流进样系统；&(!%’’ 色谱 工 作

站；美 国 )*+ ,-./01.2.- 公 司 生 产 的 (’ 3 ) ’* !$
33 .4 54 ) ’* !$ !3 的 毛 细 管 色 谱 柱 &6!+，&6!$
和 &6!+,’+ 柱。

# # #%6 混 合 物 标 准 溶 液（ 781.908: ;/</8=->
%9?0-.: 92 %80858），分 别 含 有 以 下 #%6< 组 分：一

氯代 #%6<：+ 和 "（+ 和 " 为 #%6 的编号，该编号由

@A#B%（ @01/=081.908: A0.90 92 #?=/ 805 BCC:./5
%>/3.<1=D）命 名，下 同 ）；二 氯 代 #%6<：-，%，+’ 和

+$；三 氯 代 #%6<：+%，+&，!!，!%，"" 和 ",；四 氯 代

#%6<：--，-&，$!，$-，,’，,-，,, 和 %+；五氯代 #%6<：

%,，&$，&&，+’+，+’-，+’$，++’，++-，++%，++&，+!" 和

+!(；六氯代 #%6<：+!%，+"%，+-&，+$+，+$"，+$"，+$$，

+$(，+$,，+$%，+(,，+(% 和 +(&；七 氯 代 #%6<：+,’，

+,+，+,,，+,%，+%’，+%"，+%,，+%%，+%& 和 +&+；八氯代

#%6<：+&-，+&&，!’+，!’! 和 !’$；九 氯 代 #%6<：!’(
和 !’%；十 氯 代 #%6<：!’&。B=9-:9= +’+(，+!!+，

+!-!，+!(’ 和 %:9C>/0B$’（ 德国国家环境与健康研

究中心，生态化学研究所提供）。

! ! #" 实验方法

# # "#$%&’ 气相色谱仪，采用分流进样模式；电子

捕获 检 测 器 保 持 "’’ E；7! 为 载 气，柱 头 压 力 为

’ 4 +,! F#8（!$ C<.），在 &6!$，&6!+ 和 &6!+,’+ 色

谱柱上，分别测定 #%6< 在 +%’，+&’，!’’，!+’，!!’，

!"’，!-’ 和 !$’ E等 % 个恒温条件下的保留时间以

获取保留参数。在不同恒温条件下的死时间由二氯

甲烷测定。恒温条件下各 #%6< 组分在各色谱柱上

的识别 是 通 过 与 以 下 数 据 或 谱 图 的 比 较 完 成 的：

F?::.0 等［&］在 ,$!$- 柱上获得的全部 !’& 种 #%6<
的相对 保 留 值 及 谱 图；(8=</0 等［+’］用 一 系 列 B=9!
-:9= 混合 样（B=9-:9= +’+(，+!"!，+!-% 和 +!(! 等 ）

在 ,@(!$，,@(!% 和 ,@(!+& 毛 细 管 柱 上 获 得 的 各

#%6< 组分的 分 离 谱 图；G=83/［++］发 表 的 不 同 固 定

相上各 #%6 组分的相对保留数据及一系列 B=9-:9=
样品中的 #%6 组分的含量分布数据；本文在各色谱

柱上分别用 #%6 混合标准溶液予以确认。

#" 结果与讨论

# ! !" 理论

# # 根据式（+）可知 !98 是表征溶质在气!液两相中

分配能力的系数，如果把正辛醇填充至气相色谱柱

作固定相，那么正辛醇!空气分配系数可以通过下式

计算获得：

!98 . "! （!）

式中 " 为溶质的气相 色 谱 保 留 因 子，! 为 相 比。遗

憾的是，对于 #%6< 等有机污染物来讲，其饱和蒸汽

压比正辛醇要低很多，因此通过气相色谱法直接测

定 !98是不可 能 的。但 如 人 们 所 知，不 同 选 择 性 的

色谱柱间保留指数可以准确地换算，如式（"）所示：

# . $#% / &’ / ( （"）

式中 #，#H是溶质在两种不同固定 相 上 的 保 留 指 数；

’ 是溶质的含碳 数；$，& 和 ( 是 常 数，$ 反 映 了 一

种固定相相对于另一种固定相对同碳数异构体的分

离能力大小，& 反映了一个甲基在两种固定相 上 贡

献自由能的差别，( 反映了不同官能团化合物 在 两

种 固 定 相 上 相 互 作 用 的 差 别。 对 于 #%6< 而 言，

’ . ’，( . )+"B / )!#
! / )" $" / !- 。因此 式（"）可 改

为：

# . $#% / !+"B / )!#
! / )" $" / )- （-）

式（-）中 )+ ，)! ，)" 和 )- 是 常 数；"B 是 极 化 率；# 是

偶极距；$" 是氢键能。根据式（!）0（-），可以推出

:9I !98的准确估算式，用式（$）表示：

# :9I !98 . $:9I " / )+"B / )!#
! / )" $" / )- （$）

# # 尽管通过式（$）可以直接计算 #%6< 的 :9I !98

值，但由于在式（$）中，有关 #%6< 的这些分子间作

用参数的缺少，因此用式（$）直接计算 :9I !98 值也

是困难的。而气相 色 谱 的 保 留 参 数 $，& 值 可 以 很

好地表述这些分子间的作用参数，因此 :9I !98 与气

相色谱的保留参数 $，& 值可能会存在式（(）这样的

线性关系。

:9I !98 . *’ / *+$+ / ++&+ / *!$! / +!&! /
*"$" / +"&" / ⋯ / *,$, / +,&, （(）

其中：*’ 为常数项，*+ ，*! ，⋯，*, 和 ++ ，+! ，⋯，+, 为

线性回 归 系 数；$,，&, 为 溶 质 组 分 , 的 保 留 参 数。

对于式（(）中的 $，& 值，通过溶质在气相色谱中的

保留时间可直接获得，因此通过式（(）可以方便、准

确地对溶质的 :9I !98值进行估测。

# ! #" 色谱柱的表征

# # J% 色谱柱的选择及分子间相互作用是通过线

性溶剂化关系表征来完成的。在色谱领域，通过保

留参数与溶质溶剂化参数的关联分析，运用线性溶

剂化自由能（(,$;）对分配或吸附过程中的分子作

用力进行表征，是近年来广泛采用的方法。其理论

基础是溶质在固定相上的保留决定于溶质分子与固

定相间的各种作用力（ 色散、静电、偶极 ’ 极化、氢键

碱性和酸性等）：

·!--·
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!" # !"$ % #"#$ $&’ % !! % %"% % &#% % ’$ （(）

式中 !" 是热 力 学 参 数，如 平 衡 系 数 或 色 谱 中 的 保

留因子等；!"$ 是 !" 的 常 数；"#$ $&’ 为 色 散 力 作 用

和在溶剂分子中形成空穴时的吸收能量效应；! 为

诱导偶极及偶极作用 大 小 的 量 度；"%，#% 分 别 表 示

化合物在溶质!溶 剂 相 互 作 用 中 提 供 质 子 或 接 受 质

子的能力；$ 为 %&"’()*+,’ 溶 解 度 参 数；#，!，%，&，’
是溶剂化参数的系数，这些系数的大小和正负反映

了影响保留的响应分子间作用力的强弱和方向。

! ! -.+,$ 等［)］根据式（(），以 &* 种化合物作为探

针化 合 物，对 + 种 色 谱 柱（/0!"，/0!/&#1&,，234!
,**$ 和 $$( !5567）与化合物的作用力进行了表征。

由于 /0!" 柱是分析 7809 组分最常用的色谱柱，因

此我 们 以 /0!" 柱 的 表 征 结 果（ !"$ # - , : .&&，

# # $ : +$$，! # $ : +&’，% # $ : $&&，& # $ : $")，’ # $；

!( # $ : $&(，) # & : $$$，* # &*）为例进行说明。从表

征结果可以看到，# 和 ! 的值相当，表明在 /0!" 柱

上色散力和诱导力的作用基本相同，因此可以采用

极性弱于 /0!" 柱、色散力相对占优势的 /0!& 柱和

极性强 于 /0!" 柱、诱 导 力 相 对 占 主 导 的 /0!&($&
柱与 /0!" 柱 * 种色谱柱的保留参数来估算 +#+值。

! ! "# "#$ !#%与保留参数 "，# 值的回归分析

! ! &. 种 7809 在 ,$ ;时的 +#+值由 %+*,(* 等［&,］

用发生柱（$(,(*+<#* =#">?,）测得，结果见表 &。

表 $# &%’()’ 等［$!］测定的 "#$ !#% 实验值

*%+") $# "#$ !#% ,%"-). /)%.-’)0 +1 &%’()’ $% &’［$!］

780 @#: "#$ +#+ , -
* ( : $& - + : ), *+($

&" ( : )) - " : $’ *(.,
,. ) : $* - + : (( *(.,
+. ) : "( - + : .’ *.)&
"* ) : ,+ - " : ,’ *.’"
’& ) : .$ - , : ). *+’+
’’ . : ,, - * : ), *),(
(( . : .’ - * : &+ *),)
." . : $’ - + : *$ *.$+
.’ ) : (( - + : ’$ *.&*

&$& . : *& - * : ), *)+&
&$" &$ : ,( - " : ’) +’()
&&) &$ : $) - " : ., +’.*
&,’ &$ : ’& - " : .) +)($
&*) &$ : $. - " : "( +")+
&"* &$ : $+ - ’ : $, +’."
&"" . : &’ - , : ,& *."+
&(& &$ : "& - " : (& +("(
&)$ &$ : (" - + : ($ +"*"

! "#$ +#+ # , % - . /；/：+)9#"><( <(?A(*+<>*(:

! ! 采用逐 步 回 归 的 方 法 分 别 考 察 了 &. 种 7809
在 ,$ ; 条件下的 +#+ 与 * 种色谱柱 上 的 保 留 参 数

,，- 值 的 相 关 性。 在 ’ 个 保 留 参 数 中，"#$ +#+ 与

-（/0!&($&）的相 关 性 最 好，相 关 系 数 的 平 方 为 $ : .)(，

标准偏差为$ : &,$ "个对数单位。当增加 /0!& 柱的

保留指数 , 值时，"#$ +#+与 * 种色谱柱上的 ,，- 值

的相关性得到了最大的改善，相关系数的平方增加

到 $/ ..&，而其他 参 数 的 加 入 不 能 很 好 地 改 善 其 相

关性。当在公式中加入第三个变量时，相关性的改

善也不是很明显，相关系数提高得不是很大，此外还

存在一定的 共 线 性 效 应。因 此 基 于 "#$ +#+ 与 保 留

参数 -（/0!&($&）和 ,（/0!&）值 间 的 对 应 关 系，建 立 了 ,$
;时预测 "#$ +#+的模型：

"#$ +#+ # ,/ &). 0 &$ - *-（/0!&($&） %
$/ )*,（/0!&） % */ ""(

0 # &.，1, # $/ ..&，!( # $/ &$, &，2 # .,"/ .((
其中：1 表示相关系数，!( 表示标准偏差，2 表示统

计方差检测值，0 表示样本数。2$ : $" 表示置信度为

$/ $" 时的统计方差临界值，为了进一步验证这种相

关关系，我们 还 进 行 了 统 计 方 差 检 验，在 置 信 度 为

$/ $" 时，各线性模型的统计方差检测值 2 明显高于

其对应的临 界 值（ 2$ : $" # * : ",），显 著 性 很 高，表 明

B8 保留参数 ,，- 值与 "#$ +#+值的线性非常好。

! ! 表 , 列出了用上述模型估算的 &. 种 7809 的

+#+值及相对误 差 值。同 时，表 , 中 也 列 出 了 8.(,

等［&*］用偏最小 二 乘 法（7CD）建 立 的 量 子 化 学 参 数

模型所预 测 的 +#+ 值 和 相 对 误 差。 从 表 , 可 以 看

出，8.(, 等预测的最大相对误差为 */ +E，而本文用

B8 保 留 指 数 模 型 所 预 测 的 最 大 相 对 误 差 为

,/ ,)E。从整体 上 看，本 文 的 预 测 结 果 更 接 近 于 实

验值。图 & 显示了 &. 种 7809 的正辛醇!空气分配

系数实验值和预测值的相关关系。

表 !# !% 2下 $& 种 345. 的实验测定值与预测值的比较

*%+") !# 4#/6%’7.#( #8 "#$ !#% ,%"-). #8 $& 345.

+)9:))( );6)’7/)(9%" %(0 6’)07<9)0 ,%"-). +1
=-%(9-/ <>)/7.9’1 %(0 ?4 /)9>#0 %9 !% 2

780
@#:

F1A:
G+">(

7*(’&=<(’ G+">(9

H>+,<>? =.(?&9<*I［&］（13% J E ） B8（13 J E ）

* ( : $& ( : &&（& : +*） ( : $*（$ : *&）

&" ( : )) ) : &$（, : (.） ( : )*（$ : ".）

,. ) : $* ) : ,(（, : ..） ( : )"（, : ,)）

+. ) : "( ) : **（, : )$） ) : ""（$ : ,*）

"* ) : ,+ ( : .’（* : +$） ) : *)（& : ’)）

’& ) : .$ ) : ..（& : $&） ) : .+（$ : +’）

’’ . : ,, . : *’（& : ",） . : &*（$ : .+）

(( . : .’ . : ($（, : ’&） . : .*（$ : *&）

." . : $’ . : $+（$ : ,,） . : &"（& : $$）

.’ ) : (( ) : (’（$ : &&） ) : ("（$ : ,(）

&$& . : *& . : *+（$ : *,） . : *(（$ : ".）

&$" &$ : ,( &$ : &)（$ : ))） &$ : $)（& : .$）

&&) &$ : $) . : .$（& : (.） . : .’（& : &"）

&,’ &$ : ’& &$ : ’*（$ : &.） &$ : "+（$ : ’(）

&*) &$ : $. &$ : $(（$ : ,$） &$ : ,*（& : *.）

&"* &$ : $+ &$ : $&（$ : *$） &$ : &$（$ : ’&）

&"" . : &’ . : ,(（& : ,$） . : ,’（& : &&）

&(& &$ : "& &$ : ’"（& : **） &$ : "$（$ : $"）

&)$ &$ : (" && : $&（, : +,） &$ : (+（$ : $(）

! %13：*("+<&G( (**#*:

·*++·
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# # 根据实验测定的 $%" 种 !"#$ 在 " 种色谱柱上

的 !，" 值 以 及 本 文 采 用 定 量 构 效 关 系（%&’(）以

!"#$ 的 $& 种 取 代 模 式 为 描 述 符，$%" 种 !"#$ 的

保留参数 !，" 值为训练集和验证集建立的模型，对

剩余的 %’ 种 !"#$ 预测的 !，" 值（ 见文献［$(］），

用本文模型把全 部 剩 余 的 $&) 种 !"#$ 在 !) ) 时

的 #*+值进行了预测，结果见表 "。

表 !" 剩余 #$% 种 !"#$ 在 &% %时的 &’( !’) 预测值

*)+&, !" *-, ./,0123,0 &’( !’) 4)&5,$ )3 &% %

’6 3-, /,7)1818( #$% !"#$

!"#
,*-

.*/ #*+
!"#
,*-

.*/ #*+
!"#
,*-

.*/ #*+
!"#
,*-

.*/ #*+

$ ’ - ’% %( * - )& $)& * - +" $’! $) - %!
! ’ - &* %% & - (’ $$) & - ++ $’" $) - !%
( + - !$ %’ & - (( $$$ & - %( $’( $) - !)
% + - %% %+ * - &) $$! & - ") $’% & - &(
’ + - (’ %* + - &* $$" & - "( $’’ & - !+
+ + - !’ %& * - *! $$( & - && $’+ $) - "%
* + - %" ’) & - "’ $$% & - %’ $’* $) - $(
& + - "" ’! * - %% $$’ & - !! $’& $$ - )!

$) + - $+ ’" * - &+ $$+ & - "+ $+) $) - &$
$$ + - ’* ’( * - *+ $$& & - "* $+! $) - +)
$! + - *& ’% * - (& $!) & - %& $+" $) - %%
$" + - ** ’+ * - *& $!$ & - $+ $+( $) - "%
$( + - ’! ’* * - *’ $!! $) - )% $+% $) - $&
$’ * - )* ’& * - %" $!" $) - )" $+’ $) - $!
$+ + - *% +) & - $% $!( & - &’ $++ $) - %)
$* + - *& +$ * - *& $!% * - (’ $+* $) - $’
$& + - +% +! * - *" $!+ $) - )% $+& & - &%
!) * - "* +" * - %* $!* $) - "’ $*$ $) - (+
!$ * - "" +( & - )$ $!& $) - ") $*! $) - (*
!! * - (+ +% * - ’) $") $) - $* $*" $) - !+
!" + - $( +’ & - )* $"$ $) - $) $*( $) - )&
!( * - )% +* & - ($ $"! $) - )" $*% $) - !(
!% * - $* +& & - "( $"" * - *& $*’ $) - $&
!’ * - !) *) & - )* $"( & - &+ $*+ $) - !+
!+ + - *& *$ * - (’ $"% & - +’ $** $) - )"
!* * - !% *! & - &) $"’ & - ’’ $*& $$ - !%
") * - %’ *" & - %( $"+ $) - )* $&) $) - &"
"$ + - !+ *( & - (’ $"& & - +& $&$ $) - +&
"! * - )’ *% & - ’( $() & - ** $&! $) - ’*
"" * - "+ *’ & - "& $($ $) - )& $&" $) - %(
"( + - && *+ & - ’’ $(! & - +$ $&( $$ - (!
"% + - ’’ ** & - )" $(" * - *" $&% $$ - $*
"’ * - (( *& * - !" $(( & - *" $&’ $) - &)
"+ * - &! &) & - !& $(% & - %$ $&+ $) - *$
"* * - %& &$ & - $% $(’ $) - )% $&* $) - *)
"& * - %$ &! & - "" $(+ & - +% $&& $) - *+
() & - )! &" * - &+ $(* & - ’" !)) $) - *+
($ * - *) &( * - )! $(& & - ** !)$ $) - "(
(! * - +* &+ & - %* $%) & - (" !)! $) - !*
(" + - ’$ &* & - )+ $%$ & - +’ !)" $) - *’
(( * - *$ && & - "% $%! & - (% !)( $) - ++
(% * - (& $)) * - ’& $%( * - ’! !)% $$ - (+
(’ * - +& $)! & - )( $%’ $) - ’+ !)’ $$ - %&
(+ * - %$ $)" + - &" $%+ $) - +’ !)+ $$ - )’
(* * - %( $)( + - +) $%* $) - !* !)* $) - *&
%) * - !) $)’ & - +’ $%& $) - "& !)& $$ - %&
%$ * - ($ $)+ & - &( $’) $) - )(
%! * - ’$ $)* & - +& $’$ $) - ))

图 #" 表 & 中 #$ 种 !"#$ 的 &’( !’) 的

实验测定值与预测值的比较

91(: #" !&’3 ’6 ,;.,/17,83)& )80 ./,0123,0 4)&5,$
’6 &’( !’) ’6 3-, #$ !"#$ 18 *)+&, &

!" 结论

# # 通过以上研究表明，0" 保留指数 !，" 值和有

机污染物的正 辛 醇1空 气 分 配 系 数 具 有 很 好 的 相 关

性，采用逐步回归方法建立的二元线性模型对有机

污染物的正辛 醇1空 气 分 配 系 数 的 预 测 结 果 接 近 于

实验值。根据实验测定的 $%" 种 !"#$ 在 " 种色谱

柱上的 !，" 值和 %&’( 研究中对 %’ 种 !"#$ 的 !，

" 的预测值，对剩余的 $&) 种 !"#$ 的 .*/ #*+ 值进

行了预测。和实 验 测 定 的 发 生 柱 法 相 比，用 0" 保

留指 数 法 对 !"#$ 在 正 辛 醇1空 气 中 的 分 配 系 数 进

行预测不失为一种简便有效的方法。
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多氯联苯分子结构参数与色谱焓、熵变化的定量关系
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摘要：通过理论分析与研究，提出了描述多氯联苯（&’()）氯原子数目与取代位置有关的分子拓扑指数 结构参

数 !* 以及描述多氯联苯分子中氯原子之间相邻关系的 分 子 拓 扑 指 数 邻 接 参 数 " +，并 推 导 出 &’() 在 色 谱 过

程中的焓变（!#）、似溶解熵变（!$,）与结构参数 !* 、邻接参数 " + 的关系式。在 -(.1，-(.#，-(.16"1 等 , 种固定

相上测定了 1-" 余种 &’( 的 !#、!$,数值，并运用所推导出的关系式对 !# 和 !$,进行了预测，收到良好的效果，

!# 和 !$,的理论计算值与实验值的平均相对偏差分别为 "G #2/ . "G $6/ 和 "G ##/ . 1G "2/，接近实验数据本身的

相对偏差。

关键词：色谱热力学；色谱理论；分子拓扑学；焓；熵
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3 3 色谱保留值规律与分子结构之间的关系是色谱

过程热力 学 研 究 的 重 要 内 容。 早 在 1$2- 年，卢 佩

章［1］就指出“ 研究物质在色谱柱上的保留值随分子

结构变化的规律的本质科学问题是研究各种聚集态

的配分函数，特别是构型配分函数随分子结构变化

的规律”。采用分子拓扑学的方法对溶质的气相色

谱保留值与其分子结构参量相关联已经有诸多的研

究方法［! . 2］，这些方法不仅可 以 用 于 复 杂 样 品 体 系
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中不同结构溶质的保留值预测，也可以了解溶质的

分子结构信息及优化色谱分离条件。

# # 在联苯分子中，两个苯环直接相连构成联苯，两

苯环上的 ! 电子形成一个 $ 字形大 ! 键，可使两苯

环更趋于平面结构，然而由于 !，% 位氢原子的空间

位阻作用，又使两苯环处于不同平面。因此，联苯可

被认为是两苯环有夹角的准刚性分子。联苯分子中

有 &! 个碳原子和 &’ 个氢原子，当其中的氢原子被

氯原子取代后生成多氯联苯（!"#$）。根据氯原子

的个数和位 置 的 不 同，理 论 上 一 共 有 !’( 种 !"#$
存在。具有不同结构的 !"#$ 在气相色谱过程中的

焓变（!!）与似溶解熵变（!"%）充分体现 了 分 子 结

构对保留值的影响。

# # 本文通过对 !"#$ 的分子结构特征加以理论分

析，提出了两个新的分子拓扑指数，建立了该分子拓

扑指数与保留值之间的关系，并通过实验加以验证。

!" !"#$ 分子构型与 !!、!"%的关系

# # 色谱依靠分子间作用能的差异实现组分间的彼

此分离。根据色谱过程热力学有［)］

&’ # * + !!
$%

, !"&
$

（&）

其中，+ !! * ’&"( , ’!#
!
( , ’" , ’-（’& ，’! ，’" 和

’- 分别是与分 子 极 化 率、偶 极 矩、氢 键 作 用 能 贡 献

和排斥能贡献相关的系数）。

# # 对于 !"#$ 而 言，’&"(&’!#
!
( ；!"# 与 固 定 相

无氢键相互作用，故 ’" * ’；若 忽 略 排 斥 能 ’- 的 影

响，则有：

+ !!’’&"( （!）

其中 ’& * (’
)
*%

"
!

·
"剂 +( +剂

+( , +剂

, #!( )剂
（"）

以摩尔折射率代替摩尔极化率，则有：

"( * "
-"(’

（.’/ -%" , -/ $&%("&） （-）

其中 ("&为 !"# 分子中氯原子的个数。

将式（"）、式（-）代入式（!）得：

+ !! * "
-"

·
)
*%

"
!

·
"剂 +( +剂

+( , +剂

, #!( )剂
·

（.’/ -%" , -/ $&%("&） （.）

因 )，"剂 ，+( ，+剂 ，#剂 均为常数，因此，上式可写为：

+ !! * ,
*%（.’/ -%" , -/ $&%("&） （%）

式（%）中 , * ")
-"

"
!

·
"剂 +( +剂

+( , +剂

, #!( )剂
为 常 数。 从 式

（%）可见，决定多氯联苯的 + !! 的主要参数是氯原

子个数 ("&以及分子间距离 *。当 !"# 分子上增加

一个取代氢原子的氯原子时，+ !! 的变化率为：

#（ + !!）

#("&
* , -/ $&%

*% , !!
*% ·

#（ *% ）

#("&
（)）

其中
#（ *% ）

#("&
表示增加一个氯原子后组分分子与固定

相有效距离 * 六次方的变化率。

# # 以 + !! 为纵坐标，("&为横坐标，将各 !"#$ 的

数值点在坐标上，将 - )氯联苯与十氯联苯连一直线

（ 见图 &），直线方程为：

+ !! * -- ()( , " -"!("& （$）

图 !" # !! 与 !"# 分子中氯原子个数 #"&的关系

’()* !" +,- .-&/0(12$,(3 4-05--2 0,- 2674-. 18 9,&1.(2-
/017$（#"&）18 !"#$ /2: -20,/&3; 9,/2)-（!!）

*+,+-.’,/0 12,$3：4#)& 5

# # 由图 & 可见，部分 !"# 的 位 置 在 线 上 方，部 分

!"# 的位置 在 线 下 方。线 上 组 分 的 取 代 位 置 分 别

为：-；!，-%；!，!%，-，.%；!，!%，"，"%，%；!，!%，"，-%，.，%；

!，!%，"，"%，.，.%，%；!，!%，"，"%，-，.，%，%%；!，!%，"，"%，
-，-%，.，%，%%和 !，!%，"，"%，-，-%，.，.%，%，%%。
# # 位于直线上的组分每增加一个氯原子所产生的

!（!!）增 量 相 等，因 此，据 式（)），（$）可 知 线 上 各

组分满足如下关系式：

*%
("& , &

*%
("&

* & , " -"! , -/ $&%,
*%
(

( )
"&

6（+ !!） （(）

# # + !! 值 既 与 分 子 中 的 氯 原 子 个 数 有 关，也 与

氯原子的 位 置 有 关。一 氯 联 苯 中 ! )位 含 氯 原 子 者

相对于线上 组 分 的 !（!!）0 ! ’’’ 7 6 8.&；二 氯 联

苯中，凡 ! )位和 % )位 不 含 有 氯 原 子 者 其 !（!!）1
+ ! &’’ 7 6 8.&；对 于 三 氯 联 苯，凡 ! )位 和 % )位 有 两

个以上 氯 原 子 者 其 !（!!）0 & &)’ 7 6 8.&，否 则，

!（!!）1 + &)’ 7 6 8.&；对于三氯联苯，如果 ! )位和

% )位无 氯 原 子 者，其 相 应 的 !（ !!）1 + . ’’’
7 6 8.&；含 有 一 个 氯 原 子 时，其 相 应 的 !（ !!）在

+ & (&! 2 " ’%( 7 6 8.& 之间，含有二个氯原子时，其

相应的 !（!!）在 + & $(. 2 !&% 7 6 8.& 之间；含有三

个氯原 子 时，其 相 应 的 !（!!）0 & "’’ 7 6 8.&。对

·%--·
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于含更多氯原子的多氯联苯也有类似的规律存在，

即 # !位 和 $ !位 氯 原 子 数 目 多，!（ !!）大；反 之，

!（!!）小。

! ! 从式（$）可见，氯原子数目 ""# 和分子间距离 #
是影响多氯联苯 % !! 的主要因素。氢原子电子结

构为 &$& ，而氯原子外层电子结构为 ’$#’%" 。氯原子

的几何尺寸大 于 氢 原 子，"—"# 键 的 极 化 率 也 大 于

"—$ 键的极化率。分子的摩尔极化 率 随 %"&’ 分

子中的氯原子数增加而增加，但分子间距离 # 也随

之增加。由于氯原子大于氢原子，氯原子取代氢原

子后会增加联苯环的局部厚度，从而使 # 改变。因

此，%"& 的 % !! 的增 量 与 氯 原 子 个 数 不 能 成 严 格

的比例关系。

! ! 氯原子对 # 的 影 响 有 两 方 面。在 ’ !，( !和 " !位
上的氯原子位于联苯环的远端，它们的存在只能单

纯地增加相连苯环的局部厚度而影响 # 值。位于 # !
位和 $ !位上的氯原子除有与 ’ !，( !和 " !位上的氯原

子相同的作用外，由于氯原子相对于氢原子具有更

大的空间位阻效应，使得二苯环的夹角增大，导致 #
值增大。对于同氯数 %"&’，# !位和 $ !位上的氯原子

越多，% !! 越小，正是体现了这种影响的存在。

! ! 然而，#$ 与氯原子个数的关系也不是简单的线

性关系，相邻两 个 氯 原 子 对 % !! 的 影 响 不 是 单 个

氯原子影响的加和。

! ! 通过以上 讨 论 可 知：% !! 不 仅 与 氯 原 子 的 个

数和位置有 关，还 与 氯 原 子 之 间 的 相 邻 关 系 有 关。

因此可以定义两个描述 %"&’ 分子构型的参数：

! ! & ( 结构参数 &) ：此结构参数既与 %"&’ 中氯原

子个数有关，也与氯原子的位置有关。由于 ’ !，( !和
" !位氯原 子 对 %"&’ 分 子 内 部 无 空 间 位 阻 效 应，它

们对 % !! 的影响约为 # !位和 $ !位上的氯原子的两

倍，因此定义结构参数为

&) )（# !，$ !位氯原子个数）*
# +（’ !，( !和 " !位氯原子个数） （&,）

! ! # ( 邻接参数 ’ *：由于空间位 阻 效 应，两 个 相 邻

氯原子对 # 的 影 响 不 及 两 个 单 独 氯 原 子 对 # 的 影

响。因此定义邻接参数为

’ * ) 相邻氯原子对的数目 （&&）

! ! 利 用 &) 和 ’ * 两 个 分 子 参 数 可 将 %"& 的

% !!，!(+与构 型 联 系 起 来，即 % !!，!(+是 &) 和

’ * 的函数

% !! ) )（&) ，’ *）

! ! 根据二元函数展开 ,-./-0123 定理

)（*，+）) )（,，,）* * "
"*

* + "
"( )+ )（,，,）*

&
#！

* "
"*

* + "
"( )+

#

)（,，,）* !

取其前几项有：

% !! ) )（,，,）* &)
")（,，,）

"&)
*

’ *
")（,，,）

"’ *
* &

#
&#

)
"# )（,，,）

"#&)

* ,（&) ，’ *）

其中 ,（&) ，’ * ）为 余 误 差 函 数。因 为 % !! 随 氯 原

子个数的增加而有上升趋势，可设

,（&) ，’ *）) - &! )

最后得到：

% !! ) . * /&) * 0&#
) * - &! ) * 1’ * （&#）

其中 ! . ) )（,，,）；/ ) ")（,，,）

"&)

! ! 对于 !(+可得到相似的形式：

!(2 ) .2 * /2&) * 02&#
) * -2 &! ) * 12’ * （&’）

!" 验证

! ! 在 4&!&，4&!" 和 4&!&-,& 等 ’ 种固定相上测

定 了 &(, 种 %"&’ 的 !!、!(+ 值［.］，并 利 用 公 式

（&#）和（&’）计算出了 !!、!(+的值，计算时采用的

系数数值如表 & 所示。&(, 种 %"&’ 在 ’ 种固定相

上的计算值与实验值的平均相对偏差见表 &。

! ! 部 分 %"&’ 在 4&!&，4&!" 两 种 固 定 相 上 的

!!、!(+实验值与计算值列于表 # 和表 ’ 中。对应

的相对偏差较小，反映出所提出分子结构参数 &) 和

邻接参数 ’ * 可以很好地描述 %"&’ 的拓扑学性质。

表 #" 在 $ 种固定相上计算 !"#$ 的 !!、!"%值采用的系数数值及 !!、!"#的平均相对偏差（&’(）

)*+,- #" ).- /*,0-$ 12 3*4*5-6-4$ 78 9:0*6718（#!）*8; 9:0*6718（#$）214 !"#$ 18 $6*6718*4< 3.*$-$
(#=#，(#=% *8; (#=#&’# *8; */-4*>- 4-,*67/- ;-/7*6718$ 12 !!，!"% 12 #(’ !"#$（&’(）

%-1-56761’
68(（&#） 68(（&’）

4&!&

!! !(+
4&!"

!! !(+
4&!&-,&

!! !(+
. .+ % (’&&# % "# ( -’ % (/&&$ % $( ( ,# % (/&&" % $# ( "/
/ /+ % #"’. % ’ ( #- % ’".- % " ( ’" % ’-&. % " ( ’$
0 0+ (( ( , , ( ,"$ -# ( " , ( &,- /" ( " , ( &’(
- -+ % -#( , ( /(# #-(. . ( #( ##.$ $ ( /-
1 1+ % ",/ % , ( &’# % "-( % , ( &$& % .(, % , ( (’’

9:4 ; < ! , ( "$ ! , ( "" ! , ( $’ ! , ( $. ! , ( /- ! & ( ,$

·-((·
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表 !" 在 !"## 固定相上 $%"& 的 !!、!"#计算值与实验值的比较

’()*+ !" %,-.(/0&,1 ,2 34+ +5.+/0-+13(* (16 7(*78*(3+6 !!，!"# ,2 $%"& ,1 &3(30,1(/9 .4(&+ !"##

!"# $%&$’(’%’()* !+ " ,
!# -（ , - .)/）

01203(.0*’4/ 54/5%/4’06 607(4’()* - 8
!$9 -（ , -（.)/·:））

01203(.0*’4/ 54/5%/4’06 607(4’()* - 8
! # $ % &’"($ % &’""# % $ ; ## % )) ; #! % )) ; $$ % $ ; !!
& ! $ % &(&#$ % &*$"’ # ; !* % )+ ; $& % )+ ; +! # ; #(
!，" " # % )#’#& % )!$*& $ ; *" % ’$ ; !( % ’$ ; )& $ ; &"
!，" 9 " $ % )#)"+ % )#)(& $ ; $* % ’$ ; )& % ’$ ; &# % $ ; !!
!，) " $ % )$*&# % )#)(& # ; !’ % )* ; (" % ’$ ; &# $ ; *+
!，"，) ) # % ))(&! % )’("$ # ; ++ % ’) ; !’ % ’) ; +! $ ; +$
!，&，& 9 ) $ % )’!*# % )’"!# $ ; $) % ’) ; "& % ’) ; )* $ ; "(
"，&，& 9，) ( ! % ’"+’# % ’"’’’ % $ ; #) % +" ; !$ % +! ; *& % $ ; "’
!，! 9，"，" 9，&，& 9，’，’ 9 #! & % +#)!+ % +#++( $ ; ") % ($ ; (+ % (# ; !" $ ; &&
!，! 9，"，" 9，&，& 9，)，) 9，’，’ 9 #’ ( % +*!*’ % +*&!( $ ; #+ % (+ ; *( % (( ; ## $ ; #)

表 $" 在 !"#% 固定相上 $%"& 的 !!、!"#计算值与实验值的比较

’()*+ $" %,-.(/0&,1 ,2 34+ +5.+/0-+13(* (16 7(*78*(3+6 !!，!"# ,2 $%"& ,1 &3(30,1(/9 .4(&+ !"#%

!"# $%&$’(’%’()* !+ " ,
!# -（ , - .)/）

01203(.0*’4/ 54/5%/4’06 607(4’()* - 8
!$9 -（ , -（.)/·:））

01203(.0*’4/ 54/5%/4’06 607(4’()* - 8
! # $ % &*’’" % &*((# $ ; && % ’$ ; )! % ’# ; $! $ ; ("
& ! $ % )#&*# % )!##! # ; !# % ’# ; ** % ’! ; ’" # ; $"
!，" " # % )&+"’ % ))$"+ $ ; )) % ’) ; !# % ’& ; ** % $ ; "&
!，" 9 " $ % )&&"" % )&&’" $ ; $’ % ’) ; $# % ’&，(" % $ ; !(
!，) " $ % )"*"+ % )&&’" $ ; *( % ’& ; )* % ’& ; (" $ ; "+
!，"，) ) # % )(’)’ % )*’’’ # ; +! % ’* ; )) % ’* ; (# $ ; "+
!，&，& 9 ) $ % )*!!* % )*$*! % $ ; !" % ’* ; ++ % ’* ; ’) % $ ; #+
"，&，& 9，) ( ! % ’’)&+ % ’’)&+ $ % +’ ; (* % +’ ; *’ $ ; $*
!，! 9，"，" 9，&，& 9，’，’ 9 #! & % +&#)+ % +&&*+ $ ; &’ % (& ; "( % (& ; (’ $ ; )+
!，! 9，"，" 9，&，& 9，)，) 9，’，’ 9 #’ ( % (##$* % (#))! $ ; )) % (* ; +$ % *$ ; &( $ ; (+

$" 结论

, , 采用分子拓扑法预测色谱保留值一般不太容易

得到精确结果［*，#$］。究其原因是分子本身有一定的

柔性，而通常提出的分子拓扑指数定义不一定能很

好地反映分子之间的作用能关系。联苯系准刚性分

子，当氢原子被氯原子取代后生成 !"#$，分子的形

状基本上无多大改变。采用 本 文 定 义 的 !"# 分 子

拓扑指数 !+ 和 " , 仅用 ) 个参数。#&$ 个 !"# 在 "
种固定相上的 !# 和 !$9的理论计算值与实验值的

平均相 对 偏 差 分 别 为 $- )’8 . $- *+8 和 $- ))8 .
#- $’8，计算结果 的 相 对 偏 差 已 经 接 近 实 验 数 据 本

身的相对偏差。本文所建立的方法有可能推广到其

他类型准刚性分子的分子构型与色谱保留值规律研

究中。
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色谱专家系统的应用和发展
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摘要：随着科学技术的发展，色谱专家系统作为一种人工智能方法亦在不断发展，并在实际工作中发挥着越来越重

要的作用。该文综述了作者的研究小组 在 色 谱 专 家 系 统 研 究 方 面 的 进 展，重 点 介 绍 从 研 究 气 相 色 谱 专 家 系 统 开

始，到应用色谱专家系统的思想，运用气相色谱、液相 色 谱 和 毛 细 管 电 泳 新 技 术 解 决 石 化、环 境、疾 病 诊 断、基 因 分

析和药物分析等领域实际问题的工作。引用相关文献 1- 篇。

关键词：气相色谱；色谱专家系统；石化分析；环境分析；临床分析；中药
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F F 色谱法是目前使用得最广泛的分析方法之一，

随着现代色谱仪器的发展，用色谱法分析一个样品

所需的时间一般只需要几分钟或几十分钟。但对特

定样品分析选用的色谱方法、色谱柱和最佳操作条

件的确定以及最后所得谱图的定性、定量结果的获

得，仍然需要由高水平的色谱专家参与。所谓色谱

专家系统是一个智能程序系统，它拥有大量的色谱

领域的专家级的专门知识及深厚的理论基础，并且

运用人工智能的理论和技术，根据一个或多个色谱

专家做决定的过程，解决色谱专家才能解决的色谱

方法发展以及对色谱图的定性、定量问题［5］。

F F 色谱专家系统主要由以下几个部分组成：

F F （5）知识库。它是色谱领域知识的存储器。知

识库包括两类：第一类是色谱领域的事实，如保留指

数、基团增量等；第二类是产生式的知识，如色谱专

家系统的规则，它是色谱领域中正确的实践和判断

的知识，很大一部分是凭经验得到的，是专家经过多

年工作而掌握的“ 善于猜想的艺术”。

F F （!）推理机。它是用来控制、协调整个系统的

一组程序，它 根 据 当 前 输 入 的 数 据（ 如 待 分 离 样 品

的物化性质等），利用知识库中的知识，按一定的推

理策略去解决当前的问题。
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# # （"）人机接口部分。

# # （$）数据库。用于存储该领域内初始证据和推

理过程中得到的各种中间信息，也就是存放用户回

答的事实、文献已知的事实和由推理而获得的事实。

# # （%）知识获取部分。知识获取部分也称学习功

能，它为修改知识库中原有的知识和扩充知识提供

手段。在专家系统的交互过程中，认为哪些知识不

合理，甚至错了，或者需要加进新的知识，都要利用

这部分。

# # !& 世纪 ’& 年 代 中 期，国 际 上 多 家 科 研 机 构 开

展了 色 谱 专 家 系 统 的 研 究。 其 中 较 有 影 响 的 有

!"#$"% 公 司 的 &’(（ &)*+#, ’-#./",.0#"*-1 (23
2$2,"%4+ 5+"/）［!］和 欧 共 体 的 &6’(（&)*+#, 6123

,+/ $% 7%892,#$": ’-+/$4": (%":12$2）［"，$］。中国科

学院大连化学物理研究所在卢佩章院士的领导下，

在 !& 世 纪 ’& 年 代 初 就 开 展 了 色 谱 专 家 系 统

&6’（&)*+#, 612,+/ ;.# ’-#./",.0#"*-1） 的 研

究［% ( ’］。&6’ 有气相和液相两大 部 分（ 见 图 )），包

括色谱分离模式的推荐、柱系统和预处理方法的推

荐、操作条件的最佳化和谱峰的定性与定量分析。

# # 本文仅涉及作者所在的研究小组 !& 年来在色

谱专家系统研究方面的进展，重点介绍从研究气相

色谱专家系统开始，到应用专家系统的思想，运用气

相色谱、液相 色 谱 和 毛 细 管 电 泳 技 术 解 决 石 化、环

境、疾病诊断、基因分析和药物分析等领域实际问题

的研究结果。

图 !" 色谱专家系统的流程图

!"#$ !" !%&’ ()**+ &, *-.*/+ (0(+*1 &2 3)/&14+&#/4.)0

!" 气相色谱专家系统的建立［# $ %&］

# # 在卢佩章院士的指导下，在深入研究色谱理论、

归纳提高大量色谱实践的基础上，建立了气相色谱

柱系统推荐的专家系统［)］，提出了用相应碳链长度

（’’’<）来判断不同结构物质在不同色谱柱上流出

顺序的方法［)*］；并运用结构和保留关系从理论和实

际上解决了“ 什么组分可从气相色谱柱中流出”和

“ 什么样品可被气相色谱柱分开”的问题，并对不能

直 接 用 气 相 色 谱 分 析 的 物 质 进 行 了 系 统 的 总

结［!&，!)］。同时，根据柱系统的比较要在各自最佳条

件下进行的思想，以保留值方程为指导，通过研究溶

质3溶剂的相互作用，总结归纳了大量的数据，提出

了对有机组分的同系物、结构异构体、立体异构体及

无机气体和低碳烃采用气相色谱分析时的柱系统进

行选择的 "’ 条规则［))，)$，)+ ( )*］。其中的不少规则是

我们在国际上首次提出的，例如：分析非极性组分的

同系物时选中等极性色谱柱或分析极性组分的同系

物时选不拖尾的非极性色谱柱可在同样分辨率下取

得更短的分 析 时 间 的 规 则 等；指 出 了 用“ 相 似 相 溶

原则”和只用“=4>+1%.:82 常数”来选择、评价固定

相的不确定性和片面性。这些规则不但在科学上有

所创新，而且为 其 更 好 地 应 用 于 实 际 奠 定 了 基 础。

以上 述 色 谱 研 究 为 基 础，用 64-+/+ <$2* 语 言 和

·&%$·
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!"#$% &’(#$ 语言，采用产生式和以框架为主并适当

运用过程式表示相结合的知识表达方式，第一次建

立 了 气 相 色 谱 柱 系 统 推 荐 的 专 家 系

统［#，$%，$&，$’，$"，$(，$)］。它能 对 样 品 是 否 采 用 气 相 色 谱

这种分离模式进行判断，并对柱系统、衍生化方法等

进行推荐和对推荐结果进行验证［$& * $+］。

! ! 在上述基础上，我们进一步开发了气相色谱智

能方法和软 件［&&］，在 国 际 上 首 次 提 出：要 实 现 方 法

的最佳化，首先必须确保柱系统最佳；同时在最佳化

策略的设计上，注意借助于人工智能技术，每一策略

可导出最佳的温度子策略，每一子策略又可针对一

个最难分离物质对，而最难分离物质对则由色谱保

留规律来 确 定［&’，&+］。已 开 发 的 智 能 优 化 软 件 可 对

样品的可分离温度范围、升温方式及最少升温阶梯、

交叉点及最高可分离温度等进行预测。在这些预测

的基础上，可得到最佳的分离条件及模拟谱图。所

有这些为发展全自动的人工智能优化迈出了关键的

一步。在自行研制的全自动气相色谱仪上，在通用

计算机的支持下，通过单纯型自动寻优，在色谱专家

水平上建立了样品的最佳气相色谱分析方法［&"］。

! ! 气 相 色 谱 定 性 定 量 方 面 的 工 作 我 们 在 文 献

［$+］中有较好的总结，这里不再赘述。

!" 色谱专家系统在石化样品分析中的应用

! ! 改革开放后，我国从国外引进了大量的先进设

备和技术，但如何消化、吸收、不再依赖于进口是亟

待解决的一个大问题。石化企业普遍采用在线气相

色谱来控制生产过程，相关仪器及技术通常随装置

配套引进。而在线色谱对固定相稳定性和选择性的

要求非常苛刻；为了提高分析速度和获得好的分离，

还需要用阀切换系统。如何针对分析目的选择合适

的固定相，进而设计出符合实际需要的柱切换系统，

是一个十分困难的任务。

! ! 例如，在石油化工生产中，低碳烃中 )* 和 )*&

的分析经常被人们所关注，它直接反映了烃被氧化

的程度，无论为了提高反应产率、计算选择性，还是

进行物料衡算，都 必 须 准 确 计 量 )* 和 )*& 。现 在

石化企业 中 广 泛 应 用 的 检 测 低 碳 烃 中 痕 量 )* 和

)*& 的分析系统为日本岛津公司的 +),-$,$：乙烯、

丙烯中的 微 量 )* 和 )*& 分 析 系 统。 这 是 一 个 十

分成熟的分析流程，采用的是 +),$+&./ 气相色谱

仪配以氢火焰检测器（/01）。整套分析系统采用双

流路流程，共用了 + 个阀、$+ 根色谱柱、& 个烃转化

器和 & 个 /01。该流程 十 分 复 杂，不 仅 阻 力 很 难 匹

配，而且 )* 和 )*& 在 柱 系 统 中 的 运 动 轨 迹 未 知，

调试非常困 难。受 企 业 的 委 托，我 们 对 )$ * )+ 烃

中痕量 )* 和 )*& 的 分 析 流 程 进 行 了 改 造。 将 气

相色谱专家系统的研究结果用于该项目，设计了单

阀双柱流程［&,］，使 用 常 规 的 气 相 色 谱 仪，仅 用 了 $
个阀、& 根色谱柱、$ 个 烃 转 化 器 和 $ 个 /01。所 设

计流程的 )* 和 )*& 的 最 小 检 测 量 为 %- %" . $% / ,

（2 3 2）左右。与 进 口 的 商 业 化 流 程 相 比，本 流 程 简

单，操作方便，现场运行情况良好。

! ! 甲苯歧化反应以甲苯和混合 )# 芳烃为原料，在

分子筛催化下反应，得到含有苯、二甲苯的混合芳烃

产物。产物中除裂解的低碳烃外，还有少量（’4 左

右）的 )$% 及 )$% 以上的芳烃和多环芳烃。受上海石

油化工研究院委托，我们对甲苯歧化在线分析系统

进行了研制［&(］。首先，根据工艺要求推荐合适的柱

系统，针对甲 苯 歧 化 反 应 产 物 的 特 点，研 制 了 要 与

), * )$% 芳烃在同一温度条件下分析、适 合 )$ * )"

非芳烃分离用的专用毛细管色谱柱。该柱可对反应

产物中包括甲烷、乙烷、丙烷、异丁烷、正丁烷、异戊

烷和正戊烷在内的全部 ( 个非芳烃组分进行有效的

分离，且最高使用温度达 &)% 5，保证了该柱在所用

分析条件下的长期稳定运行。其次，设计了双流路

在线色谱分析流程，仅采用一台色谱仪即可对甲苯

歧化反应 的 全 部 产 物 )$ * )" 非 芳 烃 和 ), *
)$% 芳烃进行在线色谱分析，且两流路在所用的操作

条件下可很好地匹配。同时，研制了在线数据处理

系统，针对样品特点建立了智能峰匹配算法，避免了

通常色谱工作站简单利用保留时间定性的弱点，可

对运行过程中色谱保留时间的漂移作出智能修正，

经长时间运行亦无须对保留时间进行校准，确保了

反应产物中化合物定性定量的准确性。另外，根据

催化反应样品的取样时间和所用装置及反应条件的

不确定性，开发了时间表运行方式，可同时处理 $ *
, 套反应装置的在线分析数据。系统自动根据时间

表设定的时 间 对 指 定 反 应 装 置 的 分 析 数 据 进 行 处

理，并可对评价结果实时显示。现场应用显示，所研

制的在线分析系统实现了甲苯歧化反应产物的实时

自动在线采样，自动对甲苯歧化反应产物进行定性、

定量分析，自动在线数据处理分析结果用于催化剂

性能评价，并生成相应的评价报告。通过离线和在

线数据对比，两种分析方法得到的数据具有可比性。

稳定性考察表明，在线分析数据的重复性良好。

! ! 上述两个例子只是我们已完成的多个攻关项目

的代表，我们将气相色谱专家系统的思想用于多个

石化行业亟待解决的技术难题，如完成了大庆 ’% 万

吨乙烯工程在线色谱柱国产化、大庆石化总厂塑料

厂线性车间 $ ,丁烯装置技术革新、化工一厂 $，’ ,丁
二烯装置技术革新、茂名石化和广州石化的技术改

·$"+·
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造项目，及本所国家催化开放实验室催化反应产物

在线监控色谱柱系统和色谱 方 法 等［!# $ "%］。这 些 项

目的完成在验证了气相色谱专家系统的实用性的同

时，也为企业创造了良好的经济和社会效益。

!" 色谱专家系统在环境样品分析中的应用

& & ’((% 年，美国政府在“ 新空气清洁法修正案”中

提出了 ’#( 种优先控制的大气毒物，要求美国国家

环保局（!" #$%）在 ’% 至 !% 年时间内研究建立这

’#( 种有毒物 质 的 监 测 方 法。为 此，美 国 国 家 环 保

局与我们开展的国际合作研究。在魏复盛院士和张

玉奎院士的领导下，在已有的智能色谱软件的基础

上，我们发展 了 大 气 毒 物 气 相 色 谱 分 析 方 法（ 合 同

号：!&!"(#’(()，’((!），并用于固定排放源大气毒

物的傅里叶变换红外光谱（(*+,）连 续 监 测。在 该

项目完成过程中，色谱专家系统发挥了不可替代的

作用。

& & 以空气毒物的气相色谱分析为背景，应用色谱

专家系统智能优化的原则和策略解决了分离问题。

在 !" #$% 所列的大气毒物表中，部分化合物已有

气相色谱分析方法。这些方法针对不同的化合物，

采用了很 多 不 同 的 分 析 色 谱 柱 和 分 离 条 件。 实 际

上，完全可以建立一个通用的分析方法，减少方法间

出现的矛盾，提高可靠性。

& & 空气中 的 毒 物 种 类 多，在 保 留 上 有 重 叠，有 交

叉，也有本底干扰问题，一根色谱柱不能实现全部组

分的分离。像这样典型的多交叉组分共存的情况，

要避开每个交叉温度实现各个组分的最优分离，只

凭经验和直观判断是不可能的。因此，寻找最佳的

分离条件，必须采用智能优化方法［!! $ !)，"’ $ ")］。在这

种情况下，有必要采用两根选择性有差异的非极性

色谱柱和弱极性色谱柱来取得互补分离。基于统一

方法双柱分离，并考虑到大气毒物多官能团易挥发

且不含特殊异构体的特点，根据最佳双柱系统智能

选择的基本原则，对最佳双柱进行了选择［!!，"*］。通

过实验和文献数据比较，确定了大气毒物分离的最

佳柱系统为 &-.’ 和 &-.’"%’ 双柱。

& & 关于最佳条件的选择，智能优化针对这种多交

叉难分离样品实施了双柱优化策略。双柱上分离条

件的优化，首先要确定互补分离组分，排除不能分离

组分，对其余组分进行条件优化；采用重叠分离图确

定每根色谱柱上组分的温度梯度，每阶温度值均由

一对或几对难分离物质对所决定，考虑到前一段温

度阶梯对后面分离的影响，根据智能优化软件提供

的方法，还可以得到第二个重叠分离图，以修正以后

的阶梯温度。用同样方法，可以逐一通过计算机仿

真和计算重叠分离图得到各阶梯准确的升温曲线。

在分离过程中，为了避开交叉温度和组分发生重叠，

以智能优化分离原则为基础，并根据组分间当前的

速度差和分离趋势逐一判断调整，获得最佳分离条

件［!!，"’，"*］。在此基础上，利用智能优化的原 则 和 策

略，针对 +% 种有机毒物获得了双柱上的最佳分离条

件，对包 括 在 &-.’ 色 谱 柱 上 * 对 重 叠 组 分 和 &-.
’"%’ 柱上 ! 对 重 叠 组 分 在 内 的 全 部 组 分 实 现 了 双

柱分离或互补分离［",］。

& & 大气毒物分析的智能优化是对色谱专家系统优

化方法和理论的检验，它肯定了色谱专家系统优化

理论的正确性，同时也证明了建立环境样品统一分

析方法时，色谱专家系统优化理论发挥了重要的作

用。在此基础上，我们进一步开展了气相色谱辅助

(*+, 分析方法用于烟道气排放有毒空气污染 物 监

测的 研 究。在 考 察 了 (*+, 吸 收 特 征 的 基 础 上，首

次提出了针对固定污染源毒物样品的气相色谱辅助

(*+, 对混合物光谱进行解释的方法［"+］。基于气相

色谱保留指 数 和 (*+, 的 二 维 信 息，通 过 差 减 功 能

将多组分混合物的定性和定量交替完成。用气相色

谱法 检 验 该 方 法 的 精 密 度，相 对 误 差 小 于 #/。 同

时，我们还对 !" #$% 列举的 ’!# 种大气毒物中已

有标准 (*+, 谱 图 的 ’%’ 种 进 行 了 研 究，提 出 了 差

减谱位的推荐值，并建立了光谱差减定量数据库，供

大气 毒 物 (*+, 定 量 分 析 时 使 用。在 此 基 础 上，进

一 步 研 制 了 大 气 毒 物 (*+, 自 动 差 减 定 量 软

件［"#，"(］。该软件可对数据库进行实时咨询，差减谱

位的智能搜索和差减因子的自动计算，为最终实现

固定污染源大气毒物的 (*+, 连续自动监测奠定了

基础。

#" 色谱专家系统 在 恶 性 肿 瘤 早 期 诊 断 研 究

中的应用

& & 修饰核苷已被研究用作可能的肿瘤标记物，它

是细胞增殖时的代谢产物，其含量随细胞增殖速度

的加快而增高。恶性肿瘤是一类细胞无限制性恶性

增生疾病，现已发现恶性肿瘤患者尿中核苷，特别是

修饰核苷 的 含 量 提 高。 以 修 饰 核 苷 作 为 生 物 标 记

物，辅以模式识别技术，有可能实现对恶性肿瘤的诊

断［",，)% $ )!］。

& & 尿中的化学成分复杂，而且核苷含量很低。为

了准确获得体液中核苷的含量，我们建立了高效液

相色谱测定尿中 核 苷 的 方 法［)!］。反 相 液 相 色 谱 技

术在分离和定量核苷组分方面，不仅具有较高的灵

敏度，而且有广泛的适应性和选择性，可以同时检测

大量的不 同 类 别 的 核 苷。 根 据 色 谱 最 佳 柱 系 统 理

·!*)·



! 第 " 期 许国旺等：色谱专家系统的应用和发展

论，通过考察缓冲溶液及流速、柱温度等对方法进行

优化，所建立的方法对尿中核苷实现了满意的分离。

! ! 由于各种条件的影响，不同样品中色谱峰的保

留时间会有一些漂移，通过保留时间的校正才能使

数据集匹配，进而进行定性、定量，也才能进行下一

步的模式识别的分析。对色谱峰进行定性、定量是

色谱专家系统研究的重点。在整个谱图范围内选择

易于辨识的色谱峰作为峰位校正的参考峰，在两参

考峰间计算保留因子，并将典型谱图的保留因子与

样品谱图的保留因子进行比较，即可实现不同谱图

间色谱峰的匹配［#$］。

! ! 模式识 别 是 数 据 信 息 采 掘 技 术 的 主 要 方 法 之

一。为了辅助诊断恶性肿瘤，我们运用多元统计分

析技术（ 如：因子分析［##］或人工神经元网络技术［#%］

等），将正常人与已知恶性肿瘤患者进行分类，建立

了“ 模式识 别 基 图”。采 用 模 式 识 别 数 据 处 理 技 术

同时考虑癌症患者体液中多个修饰核苷类肿瘤标记

物的浓度变化，据此来判断恶性肿瘤，可成功地将正

常人及良性肿瘤患者与恶性肿瘤患者分类，达到诊

断恶性肿瘤的目的。

! ! 现代肿瘤分子生物学研究表明，癌症是与遗传

明确相关的“ 基因病”之一，其发生与多个基因变化

相关。为此，建立了一套检测基因突变的毛细管电

泳技术平台，包括单色荧光检测和双色荧光检测的

单 链 构 象 多 态 性!毛 细 管 电 泳（ ""#$!#% ）技

术［#" & #’］、检测多 个 突 变 位 点 的 "&’$"()* 技 术（ 美

国 +,- 公司开发的 一 种 检 测 技 术）［#(，")］、变 性 梯 度

毛细管电泳（#.#%）技术［"%］、基因片段序列的毛细

管电泳测序技术［"*］。同 时 还 建 立 了 检 测 多 个 微 卫

星序列不稳定性的毛细管电泳技术和基因启动子甲

基化的毛细管电泳技术。利用上述基因分析平台，

筛查了散发性癌症和家族性癌症中抑癌基因 /"$、

错配修复基因 (012%、(0"2* 和癌基因 3!4’5 的突

变、(012% 基因启动子甲基化以及微卫星不稳定性

情况。结果在 /"$ 基因的 67)8+ 和 67)8’，(012%
基因 的 67)8’、67)8%* 和 67)8%, 以 及 3!4’5 基 因

的 67)8% 上 发 现 基 因 突 变，其 中 (012% 基 因

9%++": 点突变 在 国 际 上 未 曾 报 道 过，而 且 可 能 是

我国胃癌 家 系 突 变 热 点。 此 外 还 发 现 散 发 性 癌 症

中，造成错 配 修 复 基 因 (012% 功 能 失 活 的 主 要 原

因是 (012% 启动 子 甲 基 化，(012% 基 因 突 变 只 起

次要作用；而 且 有 错 配 修 复 基 因 (012% 功 能 缺 陷

容易导致微卫星不稳定的发生［"$，"#］。

! ! 另一方面，癌发生时基因的变化同时会引起许

多代谢途径的改变。应用色谱专家系统和化学计量

学方法对我国高发肿瘤家族中上述基因突变和核苷

代谢异常的关系进行了初步研究。从 %%# 例遗传性

肿瘤家族亲属的样本中，检测出 *) 例有基因突变，

模式识别发现其中的 # 例存在核苷代谢异常，存在

较大的肿瘤 发 病 风 险。 将 这 # 例 进 一 步 做 临 床 检

查，其中的 % 例被肿瘤医学证实确实患有癌症，表明

基因和代谢 相 结 合 的 研 究 对 疾 病 的 早 期 筛 查 非 常

有用。

!" 色谱专家系统在药物分析方面的应用

! ! 中 药 是 中 华 民 族 的 瑰 宝。 我 国 有 中 药%* ’)+
种，挥发油类中药约占 *);，许多挥发油具有镇咳、

抗菌、消毒、抗微生物等作用，某些挥发油如莪术、香

叶天竺葵还具有一定的抗肿瘤作用。

! ! 无论是中药的药理研究还是质量控制，首先需

要弄清其化学物质基础。气相色谱（:#）及气相色

谱 < 质谱联用（:# < 0"）是分析药用挥发油的主要手

段。但由于中药挥发油组成复杂，且含量差异很大，

使用常规的 :# 甚至 :# < 0"，分辨率不足，导 致 峰

重叠严重，指 纹 特 征 不 明 显；且 由 于 检 测 灵 敏 度 较

低，低含量组分定性定量不准确，有时要做多次实验

才能获得高含量和低含量组分的信息。全二维气相

色谱（:# - :#）是 *) 世纪 () 年代发展起来的高分

辨、高 灵 敏 度 的 多 维 色 谱 技 术，与 飞 行 时 间 质 谱

（9=>0"）联用非常适合中药这类复杂体系的分离

分析［""］。

! ! 我们在国际上率先将色谱专家系统的思想用于

全二维气相色谱的方法学研究，在保留值的预测、柱

温最佳化、柱系统推荐和二维数据处理等方面进行

了深入的研究。首先，建立了依据等温实验数据预

测全二维气相色谱二维保留值的方法。采用该方法

仅通过 $ 次等温实验即可精确预测二维保留值和峰

宽。在此基础上，建立了通过预测难分离物质对在

二维色谱的总分离效能指标实现全二维气相色谱柱

温最佳化的方法［",］。其次，基于正交分离对多维色

谱的重要性，将因子分析法用于定量评价不同组成

的样品在 :# - :# 中的正交分离程度，为柱系统的

推荐提供了理论基础［"+］。建立了针对“ 海量”:# -
:# < 9=>0" 三 维 数 据 的 自 动“ 峰 表 ”定 性 法。 同

时，对全二维气相色谱数据处理方法开展了多方面

的研究，建立了全二维色谱数据的多种显示模式，如

三维图形、等高线图、数据表格等多种方式；利用全

二维谱图的数据特点，建立了用于解决全二维色谱

数据基线漂移的方法，为准确的峰体积定量奠定了

良好的基础；基 于“ 漏 水”算 法，编 制 了 全 二 维 色 谱

工作站，它能较好地确定分离谱图的基平面，并正确

地获取各峰的体积，进行全自动定量；建立了基于标

·$"#·
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准偏差作为标准谱图对齐的方法，解决了柱流失的

减扣和数据的批处理问题，极大地提高了数据处理

的速度，为 !" # !" 的 推 广 使 用 提 供 了 良 好 的 基

础［$%］。

& & 在上述研究基础上，开展了中药挥发油组分全

分析和中药质量控制的 !" # !" 研究，提出了用于

中药质量控制的 " 种方法［$’］，如建立了广藿香挥发

油组成研究的 !" # !" # $%&’( 方法，运用所建立

的方法，鉴定 出 了 广 藿 香 挥 发 油 中 "’( 个 组 分［)*］，

通过比 较 !" 与 !" # !"、!" # ’( 与 !" # !" #
$%&’(，证 明 了 !" # !" # $%&’( 的 高 灵 敏 度、高

峰容量、高分辨率等优点，表明了其在复杂体系的分

离分析方面的优势。此 外，用 !" # !" # $%&’( 方

法研究了多种中药挥发油的化学组成［)* + )"］，鉴定出

了莪 术 挥 发 油 中 的 !(’ 种 组 分、连 翘 挥 发 油 中 的

!!* 种 组 分、姜 黄 和 片 姜 黄 挥 发 油 的 !,) 种 组 分。

采用反相高效液相色谱建立了参麦注射液的特征指

纹图谱［)(］，以 !" 个特征指纹峰与内标（ 联苯）的峰

面积比作为指标，结合主成分分析投影判别法比较

了同一厂家不同批次产品和不同厂家同类产品的化

学指纹差异。结果表明该法简便、可靠，专属性强，

能满足参麦注射液的质量控制要求。

!" 小结

& & 色谱专家系统经过 !* 年的研究得到了很大的

发展。我们以气相色谱专家系统的研究开始，根据

科学发展的需要，运用专家系统的思想，不断引进气

相色谱、液相色谱和毛细管电泳色谱的先进技术，解

决国民经济建设中的实际问题，并从最初的石化、环

保延伸至与人民生活密切相关的健康、药物分析等

领域。可以预测，随着科学技术的发展和各种新的

分析问题的涌现，专家系统的思想也将被不断完善

并将发挥更大的作用。
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摘要：以作者所在课题组近年来的研究工作为基础，就芯 片 实 验 室 平 台 建 设 及 相 应 的 以 系 统 生 物 学 为 最 终 目 标 的

功能化研究作一说明，对在分子和细胞层面，甚至是单分子、单细胞水平上实现以规模集成为特征的临床诊断和药

物筛选的努力予以特别的关注。
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! ! 微流控芯片实验室又称芯片实验室（ +#;*)$*#*
&/’(）或微流控芯片（-’&")5+6’4’& &/’(），指 的 是 把

生物和化学 等 领 域 中 所 涉 及 的 样 品 制 备、反 应、分

离、检测等基本操作单元集成或基本集成到一块几

平方厘米（ 甚 至 更 小 ）的 芯 片 上，由 微 通 道 形 成 网

络，以可控流体贯穿整个系统，用以取代常规生物或

化学实验室的各种功能的一种技术。微流控芯片实

验室的基本特征和最大优势是多种单元技术在微小

平台上的灵活组合和大规模集成，高通量是大规模

集成的一种形式。

! ! 微流控芯片实验室以微流控技术为基础，它有

别于另一类以静态亲和杂交技术为核心的微孔板芯

片，后者 通 常 被 国 内 的 大 众 媒 体 称 之 为“ 生 物 芯

片”，以脱氧核糖核酸（>?@）芯片为典型代表，不在

本文所讨 论 的 范 围 之 内。 在 一 段 时 期 的 学 术 刊 物

中，微全分析系统（!*1@A）往往和微流控芯片实验

室混用。事实上，较之微全分析系统，微流控芯片实

验室的外延更宽，内涵更为丰富。微流控芯片实验

室的最早期形式是芯片毛细管电泳，芯片毛细管电

泳至今仍是芯片实验室中分离部分的主体。

! ! 微流控芯片实验室是微纳米技术的重要组成部

分，也是系统生物学研究的主要技术平台之一，有重

大应 用 前 景，尚 未 真 正 产 业 化。’(() 年 & 月 美 国

B6%’$.%% ’ < ( 杂志的封面文章称，芯片实验室是“ 改

变未来的七种技术”之一。芯片实验室所具有的多

种单元技术灵活组合和大规模集成的特点，使之不

仅能以极少量的样品获得极大的信息量，更有可能

超越单一的分析功能，而以一个整体微型多元操作

平台的姿态直面市场。

! ! 市场化对微流控芯片实验室的基本要求是它的

功能化。功能化分通用型和专用型两类，按照目前

的理解，一个功能化芯片实验室系统应包括芯片分

析器、芯片及试剂盒等 * 个部分，试剂盒内包含有实

现芯片功能化的方法和材料。

! ! 国内外已有很多研究小组在微流控芯片领域做

了许多出色的工作［# + "］，但限于篇幅，又为避免挂一

漏万，本文仅拟以作者所在课题组近年来的研究工

作为基础，就芯片实验室平台建设及相应的以系统

生物学为最终目标的功能化研究作一说明，对在分

子和细胞层面，甚至是单分子、单细胞水平上实现以

不同操作单元规模集成为特征的临床诊断和药物筛

选的努力予以特别的关注。

!" 芯片分析仪

! ! 芯片分 析 仪 主 要 由 两 部 分 组 成：一 是 动 力 源。

广义的动力源包括电、磁、声、光、热，现阶段仍以电

源为主。二是检测器。电源提供包括流体驱动在内

的各种动力，检测器则用于捕捉微流控芯片产生的

信号。检测 器 是 微 流 控 芯 片 实 验 室 的 重 要 组 成 部

分，最常用的 是 激 光 诱 导 荧 光 检 测 器，此 外 还 有 紫

外、电化学、质谱、化学发光检测器等。目前市场上

还缺乏真正意义上的微流控芯片仪器，在中国市场

上能见到的仅有的两种均采用激光诱导荧光检测，

有很大的 局 限 性。其 中 一 种 是 加 拿 大 @+;."! 大 学

派生 出 的 7’&"#+,$. 公 司 生 产 的 名 为 7’&")5+6’4’&
1))+ C’! 的仪器，其聚焦为手动式，操 作 不 便，软 件

简单；另一 种 是 @:’+.$! 公 司 的 B’)#$#+,D." ’#((，

其芯片、电极以至试剂盒均为固定模式，不能调节变

更，不适用于通用型实验室。@:’+.$! 公司的芯片高

效液相色谱*质谱仪（E2F3*7A）尚未真正面世。作

者所在课题 组 已 设 计 研 制 了 分 别 采 用 激 光 诱 导 荧

光、紫外、电化学和化学发光等 ) 类不同检测器的 ,
台微流控芯片分析仪，其中一台装有 $ 个电 极 和 ’
个微泵的激光诱导荧光（),* $-）芯片分析仪（ 见图

# *#），可 支 撑 多 种 功 能 的 规 模 集 成 芯 片 实 验 室 运

行［%］；另一台配有电荷耦合器件（33>）并以线性聚

焦为特征的激光诱导荧光（),* $-）阵列芯片仪，则

可支撑很 高 通 量 的 芯 片 实 验 室 运 行［,］。 还 有 一 台

可扩展到 $ 个电极并因此具有更普适功能的紫外微

流控芯片仪（ 见图 # *;），由一体化的芯片平台、高压

电源、紫外检测器和相应软件组成。该紫外检测器

通用性很强，适用范围很宽，检测灵敏度较高，接近

或超过常规毛细管电泳用紫外检测器的水平；采用

石英芯片或 聚 二 甲 基 硅 氧 烷（2>7A）*石 英 复 合 芯

片，制作简 便，并 可 重 复 使 用［$］。 本 课 题 组 还 按 承

担的奥林匹克项目的要求，研制了微型化便携式电
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化学微流控芯片仪（ 见图 # !"），仪器结构紧凑，外观

尺寸仅为 $% & "# ’ ## "# ’ (% & "#（$ ’ % ’ &），

重量轻，采用 ’() 接口与上位机通讯，同时为电化

学检测系统供电；采用特殊设计的 *+,( 电化学检

测芯片。仪器操作简单，成本低廉，携带方便，适合

于实时检测或野外使用［$］。

图 !" 作者所在课题组研制的多功能微流控芯片分析仪（!）、紫外微流控芯片分析仪（"）和电化学微流控芯片分析仪（ #）

$%&’ !" ()*+%,)-,./0 1%#-.2*)%3%# #4%, !5!*670-（!），1%#-.2*)%3%# #4%, !5!*670- 8%+4 9: 30+0#+.-（"）!53
1%#-.2*)%3%# #4%, !5!*670- 8%+4 0*0#+-.#401%#!* 30+0#+.-（ #）30;0*.,03 %5 +40 !)+4.-/’*!"

#" 芯片及其表面改性

) ) 芯片本身有两个方面值得关注：一是尺寸；二是

材料［#*］。作者所 在 的 课 题 组 已 自 行 设 计 研 制 了 &
种不同材料、不同结构和不同集成度的微流控芯片，

包括玻璃 芯 片［##］、石 英 芯 片 及 聚 甲 基 丙 烯 酸 甲 酯

（*,,-）、*+,( 等 塑 料 芯 片（ 见 图 !）［#!，#"］，并 自

给有余；注塑型 *,,- 塑 料 芯 片 已 有 自 制 模 具，具

备规模生产的能力。本课题组还建立了一套水凝胶

材料的加工方法，并采用该技术研制出以水凝胶材

料为基础的一类新型微流控芯片。自制的玻璃芯片

表面性质稳定，重复性较好，曾在同一块芯片上连续

运行罗丹明样品 !** 次，峰形基本保持对称，柱效无

明显下降。

图 #" 作者所在课题组研制的玻璃芯片（!）、<((= 芯片（"）和 <>(? 芯片（ #）

$%&’ #" @*!// 1%#-.2*)%3%# #4%,（!），<((= 1%#-.2*)%3%# #4%,（"）!53 <>(? 1%#-.2*)%3%#
#4%,（ #）30;0*.,03 %5 +40 !)+4.-/’*!"

) ) 我们建立了 *,,- 和 *+,( 微流控芯片管壁

涂层修饰方法，使疏水的塑料芯片内表面高度亲水

化，强烈抑制电渗流，并减少蛋白质等在塑料芯片内

表面的吸附。对不同材料单元部件的表面修饰工作

也已取得 重 要 进 展。在 对 *+,( 芯 片 表 面 进 行 改

性后 +* . 内成 功 地 实 现 了 碱 性 蛋 白 核 糖 核 酸 酶 和

溶解酵素的基线分离，最高柱效达 #** 万 / # 以上，

重复 ,* 余 次 性 能 基 本 不 变［#+］。 在 *,,- 表 面 作

静态修饰后，产生了一个均匀的涂层，连续运行肽样

品 +* 余次，柱效和分离度均无明显下降，现已成功

地用于蛋白质、核酸等芯片电泳的分离［#&］。

$" 功能单元及其集成

) ) 前已提及，芯片实验室的基本特点是多种单元

技术的灵活组合和规模集成。目前，芯片实验室制

作的趋势是：被集成的单元部件和技术越来越多，规

模也越来越大。其中涉及到和进样及样品处理有关

的透析、膜、固相萃取，用于流体控制的微阀、微泵以

及微混合器、微反应器、微分离器和微检测器等。这

样一种微操作单元的规模集成能力是微流控芯片之
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所以能成为系统生物学研究的主要技术平台之一的

基本原因。按照现代生物学的观点，生物体是一个

系统、一个网络，人们研究的不仅是其中某一个静态

的“ 组学”，更重要的是要考虑系统中各个单元之间

各种组成的动态的相互联系及相互作用，因此，不仅

要测定关于生物体同一参数在不同时刻的变化，更

要注意不同参数在同一时刻的数值。人类认识论上

的这么一种变化无疑为微流控芯片提供了一个极为

广阔的舞台，尽 管 总 体 而 言，它 尚 处 于 发 展 阶 段 的

前期。

! ! 目前，膜、电泳、整体柱亲和色谱、聚合酶链反应

（!"#）、酶反应、细胞培养、单细胞分析等单元操作

及它们的初 步 集 成 已 在 本 课 题 组 自 制 的 芯 片 上 实

现。我们建立了以原位聚合整体柱为载体，固定化

凝集素为配体，集 成 有 毛 细 管 电 泳 和 柱 长 仅 为 "##
!$ 的凝集素 亲 和 色 谱 功 能 的 微 流 控 芯 片 平 台，成

功地实现 了 糖 蛋 白 中 糖 型 的 分 析（ 见 图 $）［%&］。整

个过程所用时间仅为液相色谱的 $%，所用样品量仅

为 $ &’，体现 了 微 流 控 集 成 芯 片 操 作 简 单、分 析 过

程短、样品消耗量少的优点。

图 !" 在微流控芯片平台上实现糖蛋白的糖型分析

!"#$ !" %&’()*+,)-."/ 0/0&’1"1 2"-3 4"(,)5&6"7"( 1’1-.4
() *(+,-. ,/ .01 $234,/5-2623 302&) 7) 8&14(.2,9 :1;-1931 ,/ !"#$% #&’"($% (’’5-.2929<(//292.+ $234,/5-2623 302&（!=><>?"）) @01

(44,A: 29623(.1 .01 $,B1$19. ,/ :,5-.2,9:) 3) C513.4,&014,’4($ ,/ 3023D19 ,B(57-$29 7+ 302&<7(:16 3(&255(4+ 1513.4,&0,41:2:) 6) C513<
.4,&014,’4($ ,/ 3023D19 ,B(57-$29 7+ .01 !=><>?"<7(:16 $1.0,6) ??：$1.0+5<!<E<$(99,&+4(9,:261)

! ! 本课题组将等速电泳浓缩与无胶筛分电泳分离

相结合，在一块多功能集成芯片上一步实现了蛋白

质的浓缩和分离，灵敏度较十字进样分离的结果提

高了约 "# 倍［%’］。众 所 周 知，等 速 电 泳 是 在 由 前 导

电解质和尾随电解质所组成的非连续介质中进行电

泳的分离技术，它能将分离后的组分压缩为一个个

很窄的区带，从而达到柱上浓缩的目的。我们将纳

米孔径的微膜置于两层芯片之间，通过调节孔径大

小截留不同大小的分子，已经用 #( #% !$ 孔径的膜

截留了急 性 早 幼 粒 白 血 病 细 胞（FG)）悬 浮 液 中 的

大 分 子，测 到 流 出 液 中 的 小 分 子 谷 胱 甘 肽

（H=I）［%*］。在集成有 ) 个平行通道的芯片上，一次

同时成功地测定了 ) 种不同的氨基酸、胰蛋白酶，实

现了胰蛋白酶抑制剂与胰蛋白酶相互作用的并行研

究，完成了 手 性 拆 分 剂 在 ) 个 通 道 上 的 同 时 筛 选

（ 见图 )）。

! ! 本课题组以两种来自不同物种的卵白蛋白（ 鸡

卵白蛋白和 火 鸡 卵 白 蛋 白）为 对 象，进 行 了 糖 蛋 白

中的糖链结构和糖型分析，对两种糖蛋白中的糖链

结构以及糖型进行了比较［%+］。与此同时，在芯片平

台上建立了 一 种 可 同 时 测 定 细 胞 活 性 氧（#8=）和

还原型 谷 胱 甘 肽 的 芯 片 电 泳 方 法，并 将 其 应 用 于

·+")·



色 谱 第 !" 卷

图 !" 手性拆分剂在同一芯片 ! 个通道上的同时筛选

!"#$ !" %&’()*+,-’*+#*./0 +1 (-"*.& 0’,.*.)"+20
!"##$#% &"’’()： !# **+, - . /0+1/023( 4+#32$#$#% !

**+, - . !5464,+7(83)$#，/9 $% ! :

;1!<" 诱导 =>& 细 胞 凋 亡 过 程 中 氧 化5还 原 状 态 的

评价［!#，!’］和运 动 员 体 能 训 练 的 结 果 评 价。 已 知 活

性氧和还原型谷胱甘肽是与细胞氧化应激和凋亡密

切相关的两类重要信号 物 质。传 统 的 检 测 !<? 和

@?9 的方法所 需 样 品 量 大，分 析 时 间 长，而 且 难 以

对两种物质同时测定。

!" 疾病诊断和药物筛选

( ( 前已提及，市场化对微流控芯片的基本需求是

它的功能化，现阶段功能化的两个重要出口是疾病

诊断和药物筛选。我们研究了以基因多态性分析、

外源性基因检测和基因表达为基础的基因诊断的可

行性［!!，!"］，并进行了临床样品严重急性呼吸系统综

合征（?;!?）病 毒、细 胞 周 期 蛋 白 激 酶 抑 制 物 基 因

（A’) 基因）甲 基 化、高 血 压 易 感 基 因 等 的 规 模 检

测。利用逆转录多重 AB! 扩增 ?;!? 基因序列，在

自制 微 流 控 芯 片 及 相 应 的 芯 片 分 析 器 上 实 现 了

AB! 反应和电泳检测。由芯片过程测定的 AB! 扩

增产物长度和序列得到了测序结果的确认。测定了

’* 例疑似 ?;!? 患者咽拭子样品，其中 ’+ 例用二重

逆转录（!C）5AB! 芯 片 电 泳 证 实 为 阳 性［!&］。采 用

微流控芯片技术与 AB!5限制性片段长度多态性方

法相结合，对 大 连 地 区 ’!" 例 原 发 性 高 血 压 及 ’#"
例正常人血 管 紧 张 素 原（;@C）基 因 核 心 启 动 子 区

, ); - @ 基因多 态 性 进 行 分 析，并 对 两 组 人 群 ;@C
基因的 " 种基因型（;;，;@，@@）及 等 位 基 因（;，

@）频率分布进行了比较（ 见图 -）［!-］。同样在自行

研制的芯片和芯片分析仪上，配之以自行开发的专

用试剂盒，对 $" 例肿瘤病人和 )) 例对照人群进行

较大样 本 量 A’) 基 因 的 D=; 甲 基 化 检 测，并 与 凝

胶电泳和 ;%$,(#3 !’## 芯片电泳仪的结果作双盲对

照，在相当程度上证明了这一技术用于肿瘤早期诊

断的可行性［!)］。

图 #" 345 基因核心启动子区 $ %3 6 4 & 种基因型

（33，34 和 44）的芯片电泳图

!"#$ #" 7"(*+(-", ’&’()*+,-’*+#*./0 +1 )-’ #’2+)8,’0
（33，34 .29 44）+1 345 #’2’ .) ,+0")"+2 $ %

( ( 除此之外，还开展了人参微卫星位点短串联重

复序列多态性分析及在此基础上的东方参和西洋参

的鉴别［!+］，临床 疑 诊 感 染 性 疾 病 样 品 中 结 核 杆 菌、

丙型肝炎病毒及疑诊强直性脊椎炎样品中白细胞相

关抗原 >!+ 基因等的相关检测，同时完成了细胞或

组织核糖核酸（!=;）的完整性评价、不同组织岩藻
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糖基转移酶基因表达研究等工作［#$ % &#］。

! ! 药物筛选是现阶段新药开发的主要途径。高通

量药物筛选（!"#）是近 ’( 年发展起来的药物筛选

研究方式 的 主 流。!"# 的 基 础 之 一 是 分 子 水 平 和

细胞水平的相互作用研究。相互作用研究和单核苷

酸多态性及蛋白质组研究被称之为后基因组时代工

作的三大组成部分。以毛细管电泳为基础的技术是

近年来相互作用研究中用得较多的一种，芯片电泳

平台也已日趋活跃。毛细管电泳以及芯片毛细管电

泳因其样品及试剂消耗少、分析速度快、效率高、操

作模式灵活多变、可在生理环境或近生理环境下运

行、可给出相互作用常数等特点，已逐渐成为研究生

物分子间相互作用的重要手段。以包括高通量在内

的大规模集成为特点的芯片实验室已被看成是最有

可能满足高通量筛选要求的新兴技术平台之一。

! ! 我们以 毛 细 管 电 泳 研 究 相 互 作 用 的 积 累 为 基

础［&&］，搭建了基于多通道芯片电泳的药物筛选技术

平台，开展 分 子 水 平 和 细 胞 水 平 的 药 物 筛 选 工 作。

完成了放线 菌 素 与 单、双 链 $%& 结 合 常 数 和 化 学

计量结合比 的 测 定，并 用 质 谱 验 证 了 它 的 结 果［&)］。

利用毛细 管 区 带 电 泳（’()）研 究 了 粒 细 胞 集 落 刺

激因子（*+’#,）和 ’" 种硫酸多糖的相互作用，计算

了相互作用常数并发现 *+’#, 能和肝素、低分子质

量肝素、硫酸葡聚糖、卡拉胶等 ’( 种硫酸多糖结合，

而且结合的强弱和糖的硫酸化程度、硫酸化位点、硫

酸化类型，以 及 糖 链 的 长 度 有 关［&"，&*］。 用 ’( 种 硫

酸多糖和含有 *+’#, 受体的鼠成髓细胞（%,’+*(）

作用，发现其中的 & 种具有抑制细胞生长并促进其

分化的功能。在此基础上，用 &-./.0+1.23.0 系统将

肝素固定于芯片通道中的整体柱内，令异硫氰酸荧

光素（,4"’）标 记 的 *+’#, 流 经 肝 素 柱，与 固 定 化

的肝素结合。除去非特异性结合的 *+’#, 后，用一

定浓度的糖 进 行 竞 争 亲 和 洗 脱。根 据 *+’#, 能 否

被洗脱 及 洗 脱 时 间 的 长 短 来 确 定 所 用 的 糖 与 *+
’#, 能否作用及作用的强弱，再次实现了芯片平台

上的相互作用研究。

! ! 这样一种已被证实的 *+’#,+肝 素 相 互 作 用 体

系又被用来验证本实验室发展的一种通过单分子记

数的手段 定 性 测 定 分 子 相 互 作 用 的 方 法。 我 们 发

现，隐失场中在样品荧光团浓度一致的条件下，随着

被检测分子分子质量的增大，检测到的分子个数减

小。,4"’ 标记的不同长度的系列寡核 苷 酸 分 子 的

记数结果 均 符 合 这 一 规 律（ 见 图 *）。 据 此 我 们 推

断，发生相互作用而结合的分子复合体的单分子个

数应该小于发生相互作用前的单分子个数。肝素与

*+’#, 相互作 用 体 系 验 证 了 上 述 推 断。 这 一 发 现

有可能 提 供 一 种 全 新 的 检 测 相 互 作 用 的 方 法［&+］。

在此基础上，灵活地实现了宽场检测和隐失场检测

的切换，并以纳米颗粒和多染料标记的 !+$%& 分子

为流体示踪剂监测了压力驱动下微通道中主体流速

和近壁流速的差别［&$，&,］。

图 !" 隐失场中分子个数的记数结果

!"#$ !" %&’()*’( +*,-(./ "+ (01+(/)(+2 310( 4"(’5
56 7.0859 98753.20:;.<: 183=880 3;8 0>?189: 2@ ?278A>78: 2@

27.B20>A7823./8: 50/ /.@@89803 A20A803953.20: 2@ 85A; 3C<8 2@
?278A>78:；16 A2?<59.:20 2@ 3;8 8D<89.?80357 50/ A57A>7538/
0>?189: 2@ .0/.-./>57 ?278A>78: 2@ 27.B20>A7823./8: 53 3;8 :5?8
A20A803953.20（’ ((( 0?27 E F）6

! ! 本课题组还构建了一种集成化细胞水平的药物

筛选微流控芯片（ 见图 +）。在已完成的浓度梯度阿

霉素诱导肝癌细胞（!8<*#）凋亡工作的基础上，增

加细胞培养区平行的细胞池个数，使同一浓度药物

对应多组不同细胞。这样一种以微流控芯片为基础

的药物筛选平台，集细胞培养、浓度梯度加样、不同

小分子+细胞相互作用等单元操作于一体，通过细胞

毒性分析、细胞凋亡分析等筛选不同的先导化合物

或抗凋亡药物［)(］。

! ! 目前，一 种 基 于 微 流 控 芯 片 的 $%& 计 算 机 研

究工作在本课题组也已取得 一 定 的 进 展［)’ % )&］。迄

今为止报道 的 $%& 计 算 机 缺 乏 存 储 功 能，难 以 将

计算结果实时记录存储下来，成为影响该领域发展

的瓶颈之 一。我 们 提 出 了 以 微 流 控 芯 片 为 基 础 的

$%& 计算机的基本构想，将计算机的基本功能单元
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如输入、输出、计算、控制单元，尤其是存储单元集成

于微流控芯片上，解决了数学中的等腰三角形识别

问题，并尝试 将 微 流 控 芯 片 !"# 计 算 机 用 于 疾 病

诊断和药物筛选。

图 !" 集成化细胞水平药物筛选微流控芯片

!"#$ !" %&’(#)*’(+ ,"-)./01"+"- +(2"-( /.) +)1# 3-)((&"&# *’ -(0010*) 0(2(0
#：$%&’( #（)’*+,)）；-：$%&’( -（)’*+,) # *.,/）；0：0’&& +%&’(；!：0’&& 1,&(,.’ 123)4’.；5：6.3*+’%( /’%’.3(7.；8：92’ .’3/’%(

/.3*+’%( :3; <+;,3&+=’* 4> +%?’1(+%/ *.,/ ;7&,(+7% +%(7 +%&’( - 3%* :3(’. +%(7 +%&’( #；6：# 17)@3.+;7% 4’(:’’% (2’7.’(+13& ’;(+)3(’; 3%*
’A@’.+)’%(3&&> 74(3+%’* *3(3；B：92’ 17&&3@;’ 7C )+(7127%*.+3 )’)4.3%’ @7(’%(+3& :3; C7,%* +% 3@7@(7(+1 B’@6! 1’&&; 4> C&,7.’;1’%1’
)+1.7;17@’D

#" 结语

$ $ 微流控芯片是微纳米技术的重要组成部分，是

一种正在蓬勃崛起的新的技术平台，其基本特征是

多种单元操 作 在 微 小 空 间 上 的 灵 活 组 合 和 规 模 集

成。微流控芯片研究已在非常广阔的领域取得了进

展并显示了其在临床诊断、药物筛选等许多方面的

应用潜力。研究人员应以更大的投入涉足于微流控

芯片已提供但尚未被完全涉及的研究空间和应用领

域，并加快这一技术平台的产业化进程。
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!8(30$&3：=56 4"#,>0? -0 4/@-##/A. 6#64BA"45A">/B";A/@5. 4/0 :6 4#/??-C-6D -0B" B5A66 4#/??6?：

"@60 B,:,#/A，@/4<6D /0D >"0"#-B5-4 4"#,>0?$ =56 >"0"#-B5-4 4"#,>0? 4/0 :6 D-E-D6D -0B"
B5A66 4/B6;"A-6?："A;/0-4 @"#.>6A(:/?6D >"0"#-B5-4 4"#,>0? >/D6 CA"> B56 @"#.>6A-F/B-"0 "C
/4A.#/>-D6，?B.A606，/4A.#/B6 "A >6B5/4A.#/B6 >"0">6A?，?-#-4/(:/?6D >"0"#-B5-4 4"#,>0? ;60(
6A/##. @A6@/A6D :. ,?-0; ?"#(;6# B6450"#";.，/0D @/4<6D @/AB-4,#/B6(:/?6D >"0"#-B5-4 4"#,>0?$
G"0"#-B5-4 4"#,>0? /A6 A646-E-0; H,-B6 A6>/A</:#6 /BB60B-"0 /0D D6E6#"@-0; A/@-D#. I-B5 / C"4,?
"0 >"0"#-B5-4 ?B/B-"0/A. @5/?6? @A6@/A6D CA"> ?.0B56B-4 @"#.>6A?$ =56 @A6@/A/B-"0 >6B5"D? C"A
E/A-",? B.@6? "C 4/@-##/A. 6#64BA"45A">/B";A/@5-4 4"#,>0? /0D B56-A /DE/0B/;6? /0D D-?/DE/0B/(
;6? /A6 A6E-6I6D /44"AD-0; B" 2"" A6?6/A45 /AB-4#6?$ 20 @/AB-4,#/A，A6460B /DE/046? -0 B56 @A6@/(
A/B-"0 >6B5"D? "C >"0"#-B5-4 4"#,>0? /0D B56-A /@@#-4/B-"0? /A6 D-?4,??6D -0 D6B/-#?$
9’1 :40"(：4/@-##/A. 6#64BA"45A">/B";A/@5.；4"#,>0 @A6@/A/B-"0 B6450"#";.；/DE/046?

H H 毛 细 管 电 色 谱（ 4/@-##/A. 6#64BA"45A">/B";A/(
@5.，简称 JKJ）是在毛细管电泳（JK）技 术 不 断 发

展和高效液相色谱（+18J）理论日益完善的基础上

发展起来的一种具有 JK 和 +18J 双重分离性能的

分离分析方法［2，!］。毛细管电色谱分离是在毛细管

两端施加高电压，电渗流驱动流动相经过色谱分离

柱，同时，带电溶质基于其质荷比在流动相中迁移，

使中性和带电样品中的各组分根据其在色谱固定相

和流动相间的吸附、分配平衡常数的差异及本身电

泳淌度的差异得以分离。由于毛细管电色谱柱中可

以填充各种小颗粒液相色谱固定相，因此毛细管电

色谱不但具有毛细管电泳的高柱效，还具有高效液

相色谱的高选择性；既可分离带电物质又可分离中

性物质，形成了自己独特的高效、微量、快捷的特点，

开辟了高效微分离技术的新途径。近年 来 JKJ 一

直是分析化学研究领域的热点课题，并已逐渐进入

应用领域［, / 2"］。

H H 众所周知，色谱柱是色谱仪的心脏部件，是色谱

分离理论与应用研究的重点。在毛细管电色谱的长

足发展中，不可缺少的是毛细管电色谱柱制备技术

的发展。一 直 以 来，人 们 采 用 内 径 为 !# / ,!" !>
（ 常用的为 #" / 2"" !>）的熔融石英毛细管为材料

进行内部加工，制成 2" / 2"" 4>（ 常见的为 !" / -"
4>）有效长度的毛细管电色谱柱。根据加工方法的

不同，毛细管电色谱柱被分为开管毛细管电色谱柱

和填充毛细管电色谱柱。填充毛细管电色谱柱可进
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一步分为颗粒填充毛细管电色谱柱和连续床层毛细

管电色谱 柱（ 也 称 毛 细 管 电 色 谱 整 体 柱）。整 体 柱

又包括以聚合物整体柱、硅胶整体柱和以填充柱为

基础的整体柱，它们是近年研究的重点。本文即对

各类柱的制备方法、优缺点及其应用加以综述。

!" 毛细管电色谱开管柱

! ! 毛细 管 电 色 谱 开 管 柱 主 要 通 过 涂 布［## $ #%］、键

合［#" $ &’］和溶胶!凝 胶［&# $ &(］等 方 法 在 柱 内 壁 制 备 薄

层固定相。它的制备关键是如何通过增大表面积来

增大柱容量。开管柱的优点是制备过程简单、柱效

高，但相对于填充柱，其相比低、柱容量小、检测灵敏

度低。

! ! !" 涂布法

! ! 涂布法过程较简单。通常是将熔融硅胶毛细管

在高温和氢气 流 条 件 下 处 理 & "，然 后 通 过 静 态 方

法使待涂溶液在毛细管内壁形成薄膜，最后将其固

化。#$%$$%& 等［##］在 &’ 世纪 )’ 年 代 初 即 开 展 了 这

项工作；此后 ’() 等［#&］又通过在毛细管内壁键合线

性聚合物，使硅羟基部分露出，增加了电渗流，因而

扩大了应用范围。近年来有人在毛细管内壁涂布无

机氧化物，如锆镁复合氧化物［#(］和氧化钛［#%］等，分

离了碱性物［#(］、无机阴离子、中性化合物和肽［#%］。

! ! #" 键合法

! ! 键合法通常分为两类。一是先对易刻蚀的钠或

硼 玻 璃 柱 内 壁 进 行 刻 蚀，再 键 合 上 相 应 的 固 定

相［#" $ #*］。二是先在内壁上键合一层多孔硅胶，即四

乙氧基硅烷、乙醇、盐酸或氨水以一定比例混合，通

过水解、缩聚反应，与毛细管内壁上的硅羟基相连，

再在硅胶上引入其他官能团［#+ $ &’］。键 合 法 制 柱 可

提高相比，但是制作步骤多，时间长。

! ! $" 溶胶"凝胶法

! ! 溶胶!凝胶法通过溶胶!凝胶技术在毛细管内壁

形成一层含官能团的多孔硅玻璃膜，将固定相直接

嵌入玻璃介质中。它的基本原理和制柱过程与键合

法中的第二类相似，只是在制备多孔硅胶中先加入

带有固定相基团的三乙氧基硅烷，使硅胶和固定相

键合一步完成。该法既简化了制备过程又有效地提

高了相比，故经常被采用。但由于必须加入带有固

定相基团的三乙氧基硅烷，因而限制了固定相的选

择。最近，*%)+ 等［&(］用 该 法 制 备 了 大 环 多 胺 开 管

毛细管电色谱柱，并成功地分离了苯胺类化合物。

#" 毛细管电色谱填充柱

! ! 毛细管 电 色 谱 填 充 柱 即 是 将 粒 度 为 # $ " !,
（ 最常用的为 ( !,）的固体填充料填入石英毛细管

中。毛细管 电 色 谱 固 定 相 有 反 相 正 构 烷 烃 固 定 相

（ 如 -% 、-+ 、-#& 和 -#+ 等）、两 性 固 定 相（ 如 -.、#/
等）、正相 固 定 相（ 如 01 等 ）、离 子 交 换 固 定 相（ 如

234、0-4、2-4 和 034 等）、手性固 定 相（ 如 环 糊

精手性及生 物 手 性 等），这 些 固 定 相 目 前 已 经 商 品

化。另 外 还 有 混 合 固 定 相［&%］、纤 维 素 基 质 固 定

相［&"］等。由于有多种固定相可供选择，因而极大地

增加了毛细管电色谱的分离选择性，拓宽了它的应

用范围。但由于将固体颗粒封于毛细管内需要制备

塞子，而塞子的制备很困难，重现性也难保证，同时

塞子又被认为是导致柱内产生气泡的主要原因，因

此使毛细管电色谱填充柱的使用受到了限制。

! ! 毛细管 电 色 谱 填 充 柱 的 制 备 方 法 主 要 有 匀 浆

法［&,，&*］、拉伸法［&+］和电动填充法［&)，(’］。

# ! !" 匀浆法

! ! 匀浆法是目前常用的方法。用它制备色谱柱的

过程是首先在毛细管的一端用硅胶颗粒烧结初始塞

子。然后将 填 料 与 一 定 体 积 的 有 机 溶 剂 混 合 成 匀

浆，在压力作用下将填料装入毛细管中。达到所需

长度后，将有机溶剂换成水冲洗一定时间，直接烧结

固定相制备末端塞子。接着将装好的毛细管柱倒接

至泵上，重新烧结初始塞子以保证两个塞子尽量一

致。高压冲出空管中多余的填料。该方法的优点是

操作简单、设备要求低。但对于小颗粒填料或过长

的色谱柱，由于其反压大，不易填充。

! ! 无论用 哪 一 种 方 法 制 柱，均 需 要 在 柱 末 端（ 通

常是在靠近 第 二 个 塞 子 的 地 方）开 一 个 检 测 窗 口。

检测窗口的制备方法有一定的技术难度。一般可采

用加热钳子、加热电阻丝或微火焰直接将毛细管外

涂层烧掉；用十分锋利的刀片将毛细管外涂层刮掉；

在毛细管上欲制窗口处滴 # 小滴浓硫酸，然后用环

型电阻丝微热等方法。后一种方法可以克服前面方

法的不足，值得提倡。

# ! #" 拉伸法

! ! 拉伸法是将硅胶先装入到大内径的毛细管中，

再用玻璃拉伸仪于高温下将其拉至所需内径。该方

法的优点是无塞子，免去了塞子的影响；但高温拉伸

时均匀性难以控制，且会破坏填料的键合基团，需先

填硅胶后衍生，所以应用较少。

# ! $" 电动填充法

! ! 电动填 充 法 是 在 装 填 时 用 高 压 电 源 代 替 高 压

泵，在毛细管柱两端加高电压，利用固定相本身的电

泳力来进行装填。在装填过程中，可以通过调节高

压电电压的高低来控制装填速度。同时，为使匀浆

罐中的匀浆均匀分散，不发生沉淀，匀浆罐要一直处

于振荡状 态（ 使 匀 浆 罐 与 一 振 荡 器 相 连）。装 填 至

·",%·
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所需长度后，关闭高压电，取下柱，其余步骤与匀浆

法相同。该方法的优点是填充均匀，一次可填多根，

并且由于没有反压，可以填充更长的色谱柱，因此既

可以提高制柱效率，又可以保证柱的重复性。柱性

能的研究结果已经充分证明了这一点［"#］。

$ $ !"# 等［"% & ""］用此方 法 已 填 充 了 多 种 固 定 相 毛

细管电色谱柱，并对 $%’ 、$%、&’ 等固定相的色谱柱

进行了机理考察。

!" 毛细管电色谱整体柱

$ $ 毛 细 管 电 色 谱 整 体 柱（(")"*+,-+. ."*#()），

又称棒柱（ /"0）、连 续 床（ ."),+)#"#1 230）、无 塞

柱（ 4/+,*311 ."*#()）。 它 是 将 单 体、引 发 剂、致 孔

剂、交联剂、电 渗 流 产 生 剂 等 的 混 合 液（ 或 悬 浊 液）

灌入毛细管中，在一定温度条件下通过原位聚合形

成一个棒状整体。具有制备方法简单，内部结构均

匀，通 透 性、重 现 性 好，柱 效 高，固 定 相 表 面 易 于 改

性，无需制备塞子和可进行快速分离等优点，近几年

发展迅速。

$ $ 毛细管电色谱整体柱主要有聚合物整体柱、二

氧化硅整体柱和以填充柱为基础的整体柱。

! ! #" 聚合物整体柱

$ $ 在制备聚合物整体柱时，通常先采用双官能团

试剂 甲基丙烯酸5" 5（ 三甲氧硅烷）丙酯对毛细

管内壁进行处理，其甲氧基与毛细管内壁的硅羟基

反应，双键留在外面，单体在柱内聚合时，双官能团

试剂的双键同时也参与了聚合，从而间接地实现了

整体固定相与毛细管管壁的键合。聚合时大多使用

脂肪醇、环己醇、聚环氧乙烷作为致孔剂，引发剂则

通常采用偶氮二异丁腈、过硫酸铵、过氧化甲酰。如

所制备的整体柱在毛细管电色谱模式下使用，为使

色谱柱在电场下产生稳定的电渗流，一般需在聚合

物中引入 ! 5丙烯酰胺5! 5甲基5% 5丙磺酸（678&）、丙

烯酸或乙烯磺酸等含有可解离基团的单体。

! ! # ! #" 聚丙烯酰胺类整体柱

$ $ 该类整体柱采用的功能单体有丙烯酰胺、!5异
丙基丙烯酰胺、甲基丙烯酰胺、甲基丙烯酸丁酯、!5
烯丙基二甲胺，交联剂则为二丙烯酰哌嗪、亚甲基二

丙烯 酰 胺（ 9’&）［"( & (%］。:#;+("," 等［"(］将 丙 烯 酰

胺、9’&、678& 在毛细管柱内聚合；在毛细管电色谱

模式下，乙酰苯的柱效达%)# ###塔板 < (；他认为该

种整体柱的主要分离机理为筛分而非溶质与固定相

之间的相互作用。之后，:#;+("," 等［"’］又采用疏水

性较强的 !5异丙基丙烯酰胺替代丙烯酰胺，柱性能

有所改善。聚合物凝胶作为固定相分离疏水化合物

显现出一些反相色谱的性质，同最初的聚丙烯酰胺

凝胶相比，体积排阻不再是唯一的分离机理，溶质与

整体固定相的疏水相互作用也有助于分离。

$ $ 人们一直通过选择合适的单体、溶剂等使这类

整体柱具有特殊的用途。:/=.-3, 等［")］将二甲基亚

砜和 脂 肪 醇 作 为 反 应 物 的 溶 剂，采 用 9’&、丙 烯 酰

胺、丙烯酸丁酯在柱内制成疏水相互作用色谱柱，该

柱可在 " (+) 内分离 ) 种蛋白质。>3)" 等［(#］将烯

丙基氨基甲酰化的 !5环糊精（ !5$?）与固定相键合

制成手性固定相，在毛细管电色谱模式下分别拆分

酸性和中 性 对 映 体。@"3AA3/ 等［(%］用 该 类 混 合 模

式柱分析了氨基酸和多肽。

! ! # ! $" 聚苯乙烯类整体柱

$ $ 该类整体柱可供使用的单体种类较少，目前所

使用的单体 仅 为 苯 乙 烯、氯 甲 基 苯 乙 烯、二 乙 烯 基

苯［(! & (*］。采用氯甲基苯乙烯作为反应单体聚合后，

氯甲基与十八烷基二甲基胺反应，进而实现在固定

相 中 引 入 季 胺 基 团，可 在 离 子 交 换 模 式 下 使 用。

@"/BC,- 等［(*］尝试在该类柱上分离多肽，其分离机

理是基于电渗流、色谱保留、肽在电场中的迁移这三

者 的 共 同 作 用。D+")A 等［(+］以 苯 乙 烯、二 乙 烯 基

苯、甲基丙烯酸为单体和交联剂，以甲苯为制孔剂一

步合 成 制 备 了 苯 乙 烯、二 乙 烯 基 苯 整 体 柱。 E+)
等［(’］在此基 础 上 选 用 甲 苯5异 辛 烷 为 制 孔 剂，发 展

了快速合成这类柱的新方法。

! ! # ! !" 聚甲基丙烯酸酯类整体柱

$ $ 该类柱可采用多种功能材料作单体以增加色谱

固定相的选择性。常采用的功能单体有甲基丙烯酸

酯、678&、甲基 丙 烯 酸 缩 水 甘 油 酯、!5烯 丙 基 二 甲

基胺，交联剂为乙叉二甲基丙烯酸酯［(, & ))］。该类柱

在 F@ ! 至 %! 范围内均具有良好的稳定性。

$ $ 83,3/1 等［(,］将甲基丙烯酸丁酯作为 功 能 单 体

聚合后，首次实现了在电渗流驱动体积排阻色谱模

式下分离相对分子质量为% ### ###的聚苯乙烯。他

还选择含有手性选择基的单体制备整体固定相，制

成手性连续床，实现了在毛细管电色谱模式下拆分

手性化合物［)#］。

$ $ 将甲基 丙 烯 酸 缩 水 甘 油 酯 作 为 功 能 单 体 聚 合

后，缩水甘油酯中的环氧基团与二乙胺反应生成 % 5
!，!5二 乙 胺 基5! 5羟 基 丙 基 官 能 团［)% & )"，))］，该 固 定

相在离子交换色谱模式下可用于蛋白质和低聚核苷

酸的分离。

$ $ 最近，:# 等［)*，)+］制 备 了 混 合 模 式 的 整 体 柱 及

两性电荷型整体柱，成功地分离了碱性药物和苯胺

类化合物。

! ! # ! %" 分子印迹整体柱

$ $ 分子印迹是合成对印迹分子具有预定分子识别

·**(·
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能力的聚合物的一种方法，近年来受到了越来越多

的关注，其有 望 在 外 消 旋 体 的 拆 分、基 底 选 择 性 催

化、人工抗体合成等方面获得应用。特别是 #$$% 年

大孔印迹整体柱的出现［"& ’ ()］，使得该技术得以应用

于毛细管 电 色 谱。 分 子 印 迹 整 体 柱 的 柱 效 一 般 不

高，因而寻找新型交联剂，提高分子印迹聚合物孔径

的均匀性，以获得较高的柱效将是其今后研究的主

要方向。

! ! "# 硅胶整体柱

! ! 硅胶整体柱的制备方法通常采用溶胶!凝胶法。

将四烷氧基硅烷、聚环氧乙烷及催化剂在柱内水解

缩聚成凝胶，经干燥、老化，制成硅胶整体柱。其可

直接作为固 定 相 或 再 进 行 衍 生 化，"#$#%# 等［(# ’ ("］

在这方面做了大量的工作。该方法制成的色谱填料

具有两种孔 结 构，分 别 为 !& 级 的 通 孔（ ’()*+,(!
-*).）和 $& 级 的 中 孔（&./*-*).）。 通 孔 的 存 在

使得硅胶整体柱具有优异的渗透性。改变反应物组

成的比例，可独立控制通孔和中孔的孔径。不同的

反应条件可 使 硅 胶 整 体 柱 分 别 具 有 颗 粒 聚 集 型 结

构［(#］和网络 结 构［("］。由 于 硅 胶 为 紫 外 透 明 体，因

此该类柱可以直接采用柱内检测。有关硅胶类整体

柱的制备国外已有综述文章［((］发表。

! ! 最 近 硅 胶 类 整 体 柱 的 制 备 又 有 新 进 展。

"*0*’*%# 等［(% ’ ($］发展了 温 和 反 应 条 件 下 的 溶 胶!
凝胶技术，制备了蛋白质包埋的硅胶整体柱。1+2#0
等［%)］在 *(" $& 紫外线照射下，在毛细管中一步原

位合成了多孔硅胶连续床。此柱表现出反相色谱的

特性，可用于低相对分子质量中性化合物的分离分

析。32 4#//5 等开 展 了 大 量 的 相 关 工 作，制 备 了 含

有羟基和氰基等键合基团的硅胶整体柱，成功地分

离了 中 性 及 带 电 化 合 物［%#］、核 酸 等 天 然 极 性 成

分［%+］以及蛋白质［%*］。

! ! !# 以填充柱为基础的整体柱

! ! 以填充柱为基础的连续床层柱的制备方法一是

先将固体填料填充到毛细管中，再将聚合反应物注

入毛细管 柱 中，通 过 溶 胶!凝 胶 技 术［%, ’ %&］、聚 合［%$］

或高温烧结［&)］形成连续床色谱柱；二是将固体填充

料先与制备连续床的反应物混合均匀，形成悬浮液，

装入毛细管中，再经热处理形成连续床［&#］。

! ! 6#). 等［%,］和 4#’$#0#%. 等［%%］在 聚 乙 氧 硅 烷、

乙醇、盐酸等反应物中加入 " 或 * !& 的 718 固定

相，超声后 718 颗粒与反应物形成悬浮液，将悬浮

液装入 %" !& 5- 9- 的毛细管中，热处理后形成整体

连续床。存在于连续床中的 718 颗粒可减 少 床 层

因内部压力差异而引起的裂缝。使用 * !& 718 的

柱效比使 用 " !& 718 的 柱 效 高。 该 类 柱 渗 透 性

好，但不易实现 718 颗粒在连续床内的均匀分布。

! ! 为了使整体固定相在较宽的 -: 范围内具有相

对恒定 的 电 渗 流，"#$, 等［%&］在 718 ; 8<= 混 合 填

充柱中注入硅溶胶，经超临界 <7+ 干燥后形成整体

柱。该柱在 -: + ’ $ 下电渗流均保持恒定。

! ! <(5)5># 等［%$］在 718 填 充 柱 中 注 入 单 体 及 致

孔剂混合物，单体聚合后形成连续整体，有机基底将

填料颗粒固定，从而无需封口。因在反应单体中含

有 ?@A8，故可通过调节 ?@A8 的含量 对 电 渗 流 进

行精确的调控。

! ! 烧结法是将普通的硅胶柱进行热处理，使硅胶

填料 表 面 熔 融，相 互 连 结，进 而 形 成 连 续 床［&#］。

:*)BC’( 等［&)］采用匀浆法制成 ( !& 718 填充柱，

经过一系列处理后分别在 #+) D和 *() D下进行热

处理，填料表面因熔融而相互连结在一起，然后键合

<#& 。与普通填充柱相比，该方法制成的整体柱的机

械强度、稳定性都得到改善。分别在毛细管电色谱

和微柱液相色谱模式下对柱效进行了考察，其柱效

与普通填充柱的柱效接近。但该方法仍需繁琐的填

料装填 过 程，并 且 高 温 烧 结 破 坏 了 已 键 合 的 <#& 固

定相，需重新键合固定相，与溶胶!凝胶法相比，这种

色谱柱制备相对复杂，因此报道不多。

! ! 毛细管电色谱整体柱也有其缺点。对于聚合物

整体柱，其溶胀效应使固定相的稳定性和机械性能

受到负面影响。此外，在制备聚合物整体固定相时，

很难获得孔径分布非常均一的连续床，小孔的存在

会影响柱效和色谱峰不对称度，因此小分子化合物

很难得到较高的柱效。同传统的填料相比，聚合物

的比表面积较小，从而导致其柱容量较低。

$# 小结

! ! 毛细管电色谱柱的制备是近年来发展起来的新

型技术，它对毛细管电色谱这一分离方法的发展具

有举足轻重的作用。上述每种制备技术各有优势，

目前正被逐渐完善并进入应用领域。毛细管电色谱

开管 柱 在 生 物 样 品 的 分 离［#(，#%］、手 性 体 的 拆

分［&+ ’ &*］等方面获得了应用。毛细管 电 色 谱 填 充 柱

在环境样品如除草剂［&,］、农 药［&"］、炸 药［&(］，生 物 样

品如 肽［&%］、核 苷［&&］、糖［&$］，食 品［$)，$#］，特 别 是 药 物

如酸性药品［$+ ’ $,］及碱性药品［$"，$(］等的分离中发挥

了 巨 大 作 用。 毛 细 管 电 色 谱 整 体 柱 在 反 相 色

谱［*% ’ *$，,+，,$，")，(+，("］、离 子 交 换 色 谱［*(，,*，"#，"*，"%，$%］、疏

水作用色谱［*"，&+］、亲和色谱［$&］、体积排阻色谱［,+，,$］

中 获 得 了 应 用，且 成 功 分 离 了 肽［,#，,,，"#，",］、蛋 白

质［*"，*(，,,，"%，&+］、类 固 醇［*&］、 芳 烃［*%，(+，("］、 聚 合

物［,"，,(，,$］、低聚核苷酸［"#，"*］、氨基酸［,#］等物质。由
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于毛细管电色谱整体柱中孔结构可直接控制，因而

在生物大分子的分离中具有一定的优势。近两年，

国 外 已 有 关 于 毛 细 管 电 色 谱 整 体 柱 的 综 述 文

章［##，$%%］发表，对整体柱的发展与应用有较详细的介

绍。随着柱制备技术的不断改进，毛细管电色谱法

将会有更广阔的应用前景。
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《 毛细管电色谱及其在生命科学中的应用》

作者：罗国安 ! ! 估价："% 元 ! ! 出版单位：科学出版社 ! ! 出版日期：$%%" 年 + 月

! ! 毛细管电色谱是近年发展起来的一种新型微分离分析技术，它整合了毛细管电泳与微径柱液相

色谱的优点，通过在填充微细颗粒液相色谱填料的微径柱两端施加直流高压电场，达到其对痕量复

杂生物及化学体系样品优越的分离能力。本书是作者及其研究生近年来从事毛细管电色谱领域研

究工作的积累和总结，介绍了毛细管电色谱基本原理、分离机理和分离行为，加压毛细管电色谱仪的

研制，以及一些应用实例。

! ! 本书可供大专院校化学、生物等专业的高年级学生及研究生和科研人员参考阅读。

购书者请与科学出版社联系，电话：（!"!）#$!%%&"&，联系人：黄 ’ 海。
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色谱指纹谱用于中药大黄抗肿瘤活性成分的筛选

孔 4 亮3 ，4 包永明! ，4 于志远3 ，4 李 4 伟3 ，4 陈学国3 ，4 胡良海3 ，4 邹汉法3

（3 $ 中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 330"!,；! $ 大连理工大学环境与生命学院，辽宁 大连 330"!-）

摘要：采用液相色谱 &质谱联用方法分析了中药大黄经过 ’( 大 鼠 肝 匀 浆 体 外 代 谢 前 后 的 指 纹 谱 中 色 谱 峰 面 积、保

留值的差异。指出 # 种游离型蒽醌化合物在 ’( 大鼠肝匀浆体外代谢体系中只有大黄酚发生代谢反应转化为芦荟

大黄素。考察了体外代谢条件下，肝匀浆浓度与代 谢 时 间 对 大 黄 酚 转 化 及 其 代 谢 产 物 的 影 响。’( 大 鼠 体 外 抗 肿

瘤试验表明，大黄代谢物对于人宫颈癌（)*+,）细 胞 的 抑 制 活 性 略 高 于 其 提 取 物。通 过 比 较 芦 荟 大 黄 素、大 黄 酸、

大黄素、大黄酚、大黄素甲醚的活性，并结合大黄酚的 体 外 代 谢 反 应 的 考 察，解 释 了 大 黄 代 谢 物 对 肿 瘤 细 胞 活 性 的

抑制率的提高是由大黄酚的代谢产物 芦荟大黄素浓度的增加引起的。

关键词：高效液相色谱 &质谱；大黄；色谱指纹谱；体外代谢；中药；’( 大鼠；肝匀浆
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6*H1F12*；’( E,D；#1J*E 9"6"3*2,D*

4 4 大黄（>#6%? +) >/%@,0# >/+%）是我国传统中

药之一，有 ,$ 个品种和 ! 个变种［3］，已在世界范围

内得到广泛应 用［! / #］。通 常，大 黄 是 指 蓼 科 植 物 掌

叶 >/+*0 A#$0#)*0 +$ 、唐古特大黄 >/+*0 )#&B

<*)%1*0 C#?%0! 8? ;#$-$ 或 药 用 大 黄 >/+*0
,--%1%&#$+ ;#%$$ 的 干 燥 根 及 根 茎，其 性 寒 味 苦，归

脾、胃、大 肠、肝、心 包 经。临 床 功 能 主 要 是 泻 热 通

肠、凉血解毒、逐瘀通经［0］。
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! ! 上世纪 #$ 年代，我国学者陈琼华等［%］初步观察

到了大黄中部分有效成分对某些肿瘤的抑制作用，

从而引起世人对大黄的深入研究。大黄中的有效化

学成分主要是蒽醌类化合物及其衍生物。目前已从

大黄中分离出 &$ 余种化合物，分为：!蒽醌类化合

物。包括游离 型 蒽 醌 如 大 黄 酚（ !"#$%&’"()&*）、大

黄素（+,&-.)）等。结合 型 蒽 醌 类 化 合 物 主 要 有 蒽

甙，如 大 黄 酚/’ /葡 萄 糖 甙（ !"#$%&’"()&*/’ /!/!/0/
1*2!&’$#()&%.-+）、大黄素/& /!/!/0/葡萄糖甙（ +,&/
-.)/& /!/!/0/1*2!&’$#()&%.-+）等；还有双蒽酮甙，如

番泻甙（ %+))&%.-+）3，4，5，0，6，7，是大黄泻下主

要有效成分。"多糖类化合物。该类化合物有免疫

调节的 作 用。#鞣 质 类 化 合 物。主 要 有 没 食 子 酸

（1(**.! (!.-）等，活性与蒽醌类化合物相反，具有止

泻作用。其他还有挥发油、脂肪酸等［’，&］。

! ! 到目前为止，关于大黄的药理活性研究报道较

多［#，( ) ’’］，但大多仍停留在动物试验阶段，缺乏分子

水平的药理阐述，因而限制了大黄新药效的发现与

利用［’*］。国内外在大黄代谢方面的研究报道较少。

’(&# 年，孙阳等［’+，’,］研究了大黄素、大黄素甲醚 和

大黄酚在小 鼠 体 内 的 代 谢 产 物。欧 宁 等［’"］和 蒋 心

惠等［’#］先后采用 比 色 法 和 液 相 色 谱 法 研 究 了 大 黄

蒽醌 类 化 合 物 在 家 兔 体 内 的 药 代 动 力 学。8.()1
等［’%］研 究 了 大 黄 素 在 家 兔 体 内 的 药 代 动 力 学。

92+**+# 等［’&］以大鼠肝微粒体研究了大黄素与大黄

酚的代谢 物 的 基 因 毒 性。8++ 等［’(］研 究 了 人 体 内

来自大黄中大黄酸的药代动力学参数。

! ! 本文以 :’#(12+/0(;*+$（ :0）大鼠肝匀浆体外

代 谢 方 法 为 平 台，以 高 效 液 相 色 谱/二 极 管 阵 列 检

测/质谱（<=85/030/9:）为分析手段，结合抗肿瘤

活性药理试验筛选了大黄中的活性成分。

!" 实验部分

! ! !" 试剂与材料

! ! 单味中药大黄购自大连药店；芦荟大黄 素（ (*/
&+/+,&-.)，纯 度 - ((> ）、大 黄 酚（ !"#$%&’"()&*，
纯度 - ((> ）、大黄素甲醚（’"$%!.&)，纯度 - ((> ）

购自中国药品生物制品检定所；还原型烟酰胺腺嘌

呤二 核 苷 磷 酸（ #+-2!+- ).!&?.)(,.-+ (-+).)+ -./
)2!*+&?.-+ ’"&%’"(?+，@30=<）购 自 :.1,(（ :?A
8&2.%，B:3）；乙 腈（ 色 谱 纯，德 国 9+#!C 公 司）；甲

酸（ 分析纯，沈 阳 化 学 试 剂 五 厂）；其 他 试 剂 均 为 分

析纯；纯水 经 9.**./D 水 处 理 系 统（9.**.’&#+，B:3）

纯化。

! ! 雄性 :0 大鼠（（+$$ . ’$）1）购自大连医科大

学实验动物中心，实验前大鼠自由进水进食。

! ! #" 仪器设备

! ! 859:/*$’$ 型 液 相 色 谱/质 谱 联 用 仪 由 两 台

85’$3-E’ 泵及一台 :58/’$3E’ 控制器、 :=0/
9’$3E’ 030、:F8/’$3-E’ 自 动 进 样 器、859:/
*$’$3 9: 组成（:".,(-G2，日本）；H/""$ 紫外/可见

分光光 度 计（ I(%!&，日 本）；5’& 色 谱 柱（*$$ ,, /
,0 $ ,, .0 -0 ，" $,，色谱填料均为 J#&,(%.* 填料，

国家色谱研究分析中心，中国）；5’& 固相萃取（:=6）

柱（"$$ ,1，" ,8，,$ $,，固定相为 K+&!"+,，国家

色谱 研 究 分 析 中 心，中 国）；08 型 固 相 萃 取 器 及 萃

取柱（ 国家色谱研究分析中心，中国）。

! ! $" 单味中药样品的制备

! ! 准确称取 *$ 1 经粉碎（+" 目）的大黄粉末置于

烧瓶内，加入 ’$$ ,8 (">（ 体积分数）乙醇浸泡 +$
,.)，回 流 煮 沸 ’ " 后 将 提 取 液 经 微 孔 滤 膜（$0 ,"
$,）过滤，得到提取液。将提取液减压挥发除去溶

剂，加入 +$ ,8 水经超声波振荡 ’$ ,.) 后转入分液

漏斗中，用 +$ ,8 乙醚萃取 + 次，合并乙醚萃取液，

减压蒸馏除去溶剂得到大黄蒽醌类化合物粗提物，

再加入 "$ ,8 乙 醇 溶 解 得 到 体 外 代 谢 指 纹 分 析 用

样品溶液。

! ! %" 大鼠肝匀浆的制备

! ! 见文献［*$］。

! ! &" 大黄样品在肝匀浆的温孵

! ! 体外代谢温孵时，先后准确移取 ’ ,8 肝匀浆、

’ ,8 J#+L%/<+)%+*+.? 缓冲液［*’］、’+$ $8 大黄样品

溶液混合，使反应 体 积 为 *0 ’+ ,8。加 入 辅 助 因 子

@30=<，使之 在 反 应 体 系 中 的 浓 度 为 ’ ,,&* M 8。

混匀后，放入水浴摇床中于 +% N 下温 孵。温 孵 #$
,.) 后，加入 ’0 $% ,8 乙腈终止反应。

! ! 空白实 验 中，以 ’ ,8 J#+L%/<+)%+*+.? 缓 冲 液

替代肝匀浆。

! ! 制备代谢物时，按比例放大肝匀浆代谢体系。

! ! ’" 代谢后的大黄样品的制备

! ! 常温下，将 上 述 温 孵 物 以’$ $$$ # M ,.) 的 速 率

离心 ’" ,.) 后取上清液。得到各上清溶液后，加入

纯水稀释 ’$ 倍，再加入甲酸（ 体积分数为 $0 ’*>，以

下同此），最后转至已经活化的 5’& :=6 柱中进行预

处理。

! ! :=6 处理步骤：上样后先加入 ’ ,8 水淋洗，再

加入 ’0 * ,8 乙 腈 淋 洗，收 集 洗 脱 液。将 洗 脱 液 在

+" N 下减压蒸馏挥去溶剂，再加入 ’0 " ,8 乙醇溶

解，得到分析样品溶液。

! ! 对照实验的样品预处理过程同上进行。

! ! (" 代谢前后大黄样品的分析条件

! ! 色谱指纹谱条件：流动相为乙腈/水（ 含 $0 ’*>

·’%,·
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的甲酸），梯度洗脱，乙腈的体积分数在 #$ !"# 内由

"$$线性增加到 %$$，流速 $& ’# !% & !"#；二极管阵

列检测器检测。

( ( ’(%)*+, 条 件：电 离 方 式 为 大 气 压 化 学 电 离

（-().），-(). 温 度 )$$ /；曲 型 脱 溶 剂 管（)0%）

温度 !*$ /（ + ）& !$$ /（ , ）；支架温度 !$$ /；1!

流量 !& * % & !"#；-(). 电压 )& * 23（ + ）& , )& $ 23
（ , ）；)0% 电 压 , )* 3（ + ）& )* 3（ , ）；4*56657
-* 3（ + ）& , -* 3（ , ）；4*56657 89 -*$；检 测 电 压

-& . 23；扫描速度- $$$；扫描范围 ! " # *$ / )$$。

! ! "# 大黄素与大黄酸的制备

( ( 称取 -*$ : 大黄粉末置于烧瓶内，加入 ’*$ !%
%*$（ 体积分数，以下同此）乙醇，回流煮沸 - ; 后将

提取液经微孔滤膜（$& )* !!）过滤得到提取液。)$
/下，减压蒸馏挥发除去溶剂，得到提取物。提取物

中加入 !$$ !% 水，超声提取并移至分液漏斗中，用

-$$ !% 的乙醚萃取 " 次，合并乙醚溶液。然后参照

文献［!!］分 离 纯 化 大 黄 酸 与 大 黄 素。制 备 的 大 黄

酸与大 黄 素 用 紫 外 光 谱、质 谱 鉴 定 的 结 果 与 文 献

［!"］报道的结果一致，经色谱峰面积归一化法测定

其纯度均大于 %’$，可作为对照品。

! ! $# 大黄乙醇提取物及其代谢物、大黄游离型蒽醌

类化合物的抗肿瘤活性试验

( ( 按照“- < "”节 方 法 制 备 大 黄 提 取 液 后，移 取 -
!% 至肝匀浆 温 孵 体 系 中（ 肝 匀 浆 与 缓 冲 液 加 入 量

按比例放大）进行代谢反应，- ; 后加入乙腈终止反

应（ 乙腈体积占溶液 体 积 的 ""$）；以“- < #”节 方 法

处理代谢物，得到代谢后样品并减压蒸馏除去溶剂；

精确称量获得的代谢提取物，将其配制成质量浓度

为 $& !* : & % 的代谢后大黄样品的 %*$乙醇溶液。

( ( 为了消除药物与肝匀浆间的相互作用影响，在

制备对照样品时，首先将适量大黄乙醇提取液与肝

匀浆混匀，然后立即加入乙腈终止反应，按照上述同

样的预处理方 法 得 到 质 量 浓 度 为 $& !* : & % 对 照 样

品的 %*$乙醇溶液。其他蒽醌类化合物同上配制成

对照样品的 %*$乙醇溶液，其质量浓度分别为：芦荟

大黄素 $& !$ : & %，大 黄 酸 $& $!. : & %，大 黄 素 $& !!
: & %，大黄酚 $& -$ : & %，大黄素甲醚 $& $*" : & %。

( ( 抗肿瘤活性试验：以每孔 -$" / -$) 的密度接种

人宫颈癌（’=%5）细胞于 %# 孔板上。培养基中含有

不同被测样品，对照组用等体积溶剂代替，每组设 )
个平行孔。细胞培养 ). ; 后，每孔中加入 $& $! !%
四氮唑盐（+>>，* : & %），于 "’ / 条件下孵育 " / )
;，终止培养，小 心 吸 弃 上 清 液。每 孔 中 再 加 入 $& -
/ $& ! !% 二甲基亚砜（0+,?），振荡 -$ !"#，使结

晶物溶解。比色用酶联免疫检测仪在 *’$ #! 处测

定其吸光度。

%# 结果与讨论

% ! !# 大黄的体外代谢指纹谱分析

( ( 首先，通过大黄蒽醌类粗提物的体外代谢前后

的指纹分析寻找大黄蒽醌类成分在代谢指纹谱中的

主要变化。经过 ,0 大 鼠 肝 匀 浆 体 外 温 孵 后，大 黄

蒽醌类提取物代谢前后的色谱指纹谱见图 -。

图 !# 大黄提取物在体外代谢前（"）和代谢后（#）的色谱指纹图

$%&! !# ’()*+",*&)"-(%. /%0&1)-)%0,2 /*) ,(1 .)341 15,)"., */ !"#$% &’ !($)*+" !(&$ #1/*)1（"）"04 "/,1)（#）+1,"#*6%2+

( ( 以蒽醌的特征紫外吸收波长 )"$ #! 为检测波

长，大黄蒽醌粗提物在代谢之前的色谱指纹谱中可

以检测到 ") 个指纹峰，同样色谱条件下可以在代谢

之后的色谱指纹谱中检测到 !. 个指纹峰。经谱图

·!’)·
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比较可以看出，粗提物谱图中有 # 个指纹峰经代谢

后消失，同时在代谢指纹谱中有 $ 个新色谱指纹峰

出现（ 见表 %）。为了量化代谢前后色谱指纹谱的变

化，采用指纹图谱中描述差异程度的指纹峰总差异

率［$&］来表征：

指纹峰总差异率 ’
*（ !!

" ( ! "
" # !!

" ）

$
（%）

其中，!!
" 和 ! "

" 分别为代谢前和代 谢 后 经 归 一 化 的

第 " 个 色 谱 指 纹 峰 的 峰 面 积；$ 为 色 谱 指 纹 峰 的

个数。

! ! 代谢前后色谱峰的重叠率［$%］按式（$）计算：

重叠率 ’
共有峰数 ) $

代谢前峰数 * 代谢后峰数
) %++#

（$）

! ! 以公式（%）计算代谢前后谱图指纹峰之间的总

差异率为 +, "-.，而代谢指纹峰的重叠率为 #$, +#，

表明代谢前后谱图共有峰有很高的重叠性。尽管粗

提物在代谢之后有 # 个指纹峰消失，但是由于所消

失的色谱峰峰面积较小，对相对峰面积总差异率的

贡献有限，因此代谢前后谱图之间的差异率不大。

表 !" 大黄提取物经 !" 大鼠肝匀浆体外代谢前后的峰面积比较

#$%&’ !" ()*+$,-.-)/ )0 +’$1 $,’$. -/ 0-/2’,+,-/3-/2 45,)*$3)2,$*. 0), 35’ 4,67’ ’83,$43 )0
!"#$% &’ !($)*+" !(&$ %’0),’ $/7 $03’, *’3$%)&-.*

$%"& ’()
*+ ,*-) %

%. / 0*+
$%"& "1%"2

!%3(1% 0%4"!(5*20 "34%1 0%4"!(5*20
’(10"5*6%7 8%"& "1%"2

!%3(1% 0%4"!(5*20 "34%1 0%4"!(5*20
9"1*"+:%%）

% / ) #"0 /#&-$ ."+-$ + ) ++"%%+ + ) ++/#/# + ) "$.&0$
$ # ) "/+ 00""&0 0-0/.. + ) +$%#"0 + ) +0+%"+ + ) 0-#--%
0 %+ ) "+$ &#000 &+-&% + ) ++0%&# + ) ++00-# + ) +-%&".
& %% ) 0.0 &&"// + + ) ++$.+0 + %
" %% ) "/# #.0+% %$+0-& + ) ++"#%- + ) ++../" + ) /+%&-"
- %$ ) $0/ %+//$# /#/$+ + ) ++/+%- + ) ++-"$& + ) +//""#
/ %0 ) %0# 0&".- -&/. + ) ++$$"0 + ) +++"0/ + ) /-0".%
# %& ) 0.0 -0&% $//+ + ) +++&%0 + ) +++$0 %
. %& ) /"$ "+"%. &$&." + ) ++0$.+ + ) ++0"$$ + ) +-%#"-

%+ %" ) $$& -"%0. + + ) ++&$&$ + %
%% %" ) &"# 0&%"0 -.%%+ + ) ++$$$& + ) ++"/$/ % ) ""&&0&
%$ %" ) .#" 0$--% %$-&$ + ) ++$%$/ + ) ++%+&# + ) "%%0#0
%0 %/ ) ##0 %.$"+# %"$/%" + ) +%$"0/ + ) +%$-"- + ) ++%&%#
%& %# ) 0/. %%"""- .0/.% + ) ++/"$- + ) ++///0 + ) +$&".0
%" %. ) &%& "0""+ $"/0$ + ) ++0&#/ + ) ++$%00 + ) 0.0&+#
%- $% ) &" %#&00&$ %&&+0"$ + ) %$++"+ + ) %%.0-. + ) +%0-%#
%/ $$ ) "+# $.&0+ %$/&% + ) ++%.%/ + ) ++%+"- + ) &"0&.0
%# $$ ) /#. /&#0& "#+"/ + ) ++&#/& + ) ++&#%% + ) +$+-&.
%. $0 ) &"0 /%&+&.$ -+$/.#+ + ) &-"+0$ + ) &.."-# + ) +-"-/.
$+ $" ) &"% + %&"-+ + + ) ++%$+/
$% $/ ) /%& 0%/% -#/ + ) +++$+/ + ) ++++"/ + ) /$-"+.
$$ $# ) &+/ ##" %."" + ) ++++"# + ) +++%-$
$0 $. ) .0$ 0%+%- $%+$% + ) ++$+$+ + ) ++%/&$ + ) %&&&&%
$& 0+ ) "/& %/"+ %.-# + ) +++%%& + ) +++%-0 + ) &%.-%$
$" 0% ) ./+ %++/ + + ) ++++-- + %
$- 00 ) +-/ 0"$. + + ) +++$0+ + %
$/ 00 ) /#0 00#.%/" $$0%0%$ + ) $$+/$0 + ) %#&.$+ + ) %-#.+#
$# 0# ) $$& %/-/ 0&&+ + ) +++%%" + ) +++$#" % ) &"/"-$
$. 0# ) /./ "$&$ $+#+ + ) +++0&% + ) +++%/$ + ) &..%+$
0+ 0. ) 00. $0%+ + + ) +++%"+ + %
0% &$ ) +#" $0$" + + ) +++%"% + %
0$ && ) $&0 %$/-+/+ .""/+% + ) +#0%+" + ) +/.$+& + ) +&&0"/
00 &" ) .0$ %#." + + ) +++%$0 + %
0& &/ ) $-. + %"#" + + ) +++%0%
0" &. ) #0" $"+/"- %##-00 + ) +%-00% + ) +%"-00 + ) +"+0#$
0- "+ ) "$# -##" + + ) +++&&# + ) ++/#/# %

! %）9"1*"+:% ’ !!
" ( !"

" / !!
" ) !!

" "+7 !"
" "1% +(10"5*6%7 8%"& "1%"2 (3 8%"& " !%3(1% "+7 "34%1 0%4"!(5*20 1%28%:4*;%5<)

# 9 #" 大黄中主要游离型蒽醌类成分的鉴定与其在

!" 大鼠肝匀浆中的变化

! ! 在图 % 的大黄提取物指纹谱中，通过与标准品

的色谱保留值、紫外光谱、质谱数据的对照，色谱峰

%-，%.，$/，0$，0" 被 依 次 鉴 定 为 芦 荟 大 黄 素、大 黄

酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚。
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# # 以上述这 $ 种单体化合物为原形成分进行肝匀

浆体外代谢，其代谢反应前后的色谱图如图 !、图 "
所示。从图 ! 中可以看到芦荟大黄素、大黄酸、大黄

素、大黄素甲醚与大鼠肝匀浆温孵后，均没有新的色

谱峰出现，即 在 肝 匀 浆 体 系 中 没 有 发 生 生 物 转 化。

而大黄酚经体外代谢后，则产生了一个新的色谱峰

（ 见图 " !"），其保留值、紫外光谱及质谱数据与芦荟

大黄素相符，表明在 #$ 大鼠肝匀浆的代谢 下 大 黄

酚发生甲基羟化反应生成代谢产物芦荟大黄素，这

与文献［%&］中 的 报 道 是 一 致 的。从 图 ! 中 可 以 看

出，大黄酸、大黄素、大黄素甲醚的相对峰面积也有

变化，它们的变化与肝匀浆的相互作用有关。

图 !" 芦荟大黄素（!）、大黄酸（"）、大黄素（ #）和大黄素甲醚（$）在肝匀浆体外代谢前后的色谱图

%&’( !" )*+,-!.,’+!-/ 0,+ !1,232-,$&4（!），+*2&4（"），2-,$&4（ #）!4$ 5*6/#&,4（$）"20,+2 !4$ !0.2+ 1&72+ -2.!",1&/-

! % &’()*’ +’,"&)-./+；" % "(,’* +’,"&)-./+%

图 #" 大黄酚在肝匀浆体外代谢前后的色谱图（!）与

大黄酚生成代谢产物的示意图（"）

%&’( #" )*+,-!.,’+!-/ ,0 #*+6/,5*!4,1 "20,+2 !4$
!0.2+ -2.!",1&/-（!）!4$ 5+,5,/2$ /#*2-2（"）0,+

.*2 +!. 1&72+ *,-,’24!.23$2524$24. 0,+-!.&,4
,0 -2.!",1&.2 ,0 #*+6/,5*!4,1

! % &’()*’ +’,"&)-./+；" % "(,’* +’,"&)-./+%
% % 01*2/)31"4)-；! % "-)’!’+)5.4%

! ( #" 大黄酚在 89 大鼠肝匀 浆 中 体 外 代 谢 特 性 的

考察

# # 由于大黄酚在体外肝匀浆中发生生物转化，生

成代谢产物芦荟大黄素，因此有必要对其体外肝匀

浆与药物的温孵时间及肝匀浆浓度对代谢原形化合

物和代谢物的影响进行考察。大黄酚及其代谢产物

芦荟大黄素在 ’ ( %!’ +.4 温孵时间内的代谢变化

趋势如图 ) 所示。

# # 由图 ) 可看出，大黄酚随着代谢时间的延长其

峰面积不断降低，在 *’ +.4 左右时降低速度减缓而

趋于平衡。芦荟大黄素随着代谢时间的延长其峰面

积逐渐 增 加，在 +’ +.4 时 达 到 极 值 后 开 始 缓 慢 降

低，这可能是因为在原形化合物的代谢反应趋于平

衡时，代谢产物增长速度低于其与肝匀浆中物质相

互作用的速度，因而造成游离的代谢物浓度降低。

图 $" 89 大鼠肝匀浆温孵时间对大黄酚（!）

及其代谢物芦荟大黄素（"）的影响

%&’( $" :1,./ ,0 52!; !+2! ,0 #*+6/,5*!4,1（!）!4$ &./
-2.!",1&.2 !1,232-,$&4（"）!" -2.!",1&<&4’ .&-2

=4$2+ #,4.&4=,=/ &4#="!.&,4 ,0 +!. 1&72+ *,-,’24!.2

# # 为了验证上述解释，考察了芦荟大黄素与肝匀

浆在 ", 6 条件下的吸附曲线。如图 $ 所 示，在 ",
6 下芦荟大黄素与肝匀浆温孵时发生显著的吸附现

象，在 %!’ +.4 时，峰面积已经降低了 !+- !7。因此

图 ) !& 中代谢产物在达到极值后的下降是因为芦荟

大黄素与肝匀浆间的相互作用引起的，即肝匀浆吸

·),)·
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附代谢产物的速度高于代谢产物生成的速度，最终

使游离状态的代谢产物浓度降低。

图 !" #$ !下的 "# 大鼠肝匀浆对芦荟大黄素的吸附曲线

$%&’ !" ()*+ *, -./*01+%*2 %/*+3405 ,*0 -)*4645*.%2
78 0-+ )%940 3*5*&42-+4 -+ #$ !

! ! 大黄酚 经 生 物 转 化 发 生 了 典 型 的 羟 化 代 谢 反

应，可能是肝匀浆中的 !#"$ 酶催化的结果，因此对

肝匀浆的浓 度 对 大 黄 酚 与 代 谢 产 物 的 影 响 进 行 考

察，代谢时间为 %$ "#$，结果如图 % 所示。

图 %" "# 大鼠肝匀浆浓度对大黄酚（-）及其

代谢产物芦荟大黄素（7）的影响

$%&’ %" ()*+/ *, 14-: -04-/ *, ;308/*13-2*)（-）-2. %+/
54+-7*)%+4 -)*4645*.%2（7）!" +34 ;*2;42+0-+%*2

*, 0-+ )%940 3*5*&42-+4

! ! 从图 % 中可以看出，大黄酚的峰面积随着肝匀

浆质量浓度的增高 而 减 小，在 &’ % & ’ 时，减 小 趋 势

变缓；其代谢产物芦荟大黄素的峰面积则随着肝匀

浆质量浓度的增高而缓慢增加，在 "$ % & ’ 时增加趋

势减缓，而且在大黄酚的代谢物分离谱图中未见有

其他新的代谢产物出现，说明肝匀浆质量浓度的提

高没有引起大黄酚的体外代谢体系发生质的变化。

同时，从图 % 中可以确定体外代谢肝匀浆的质量浓

度以 ($ ) "$ % & ’ 为宜。

& ’ ’" 大黄蒽醌类提取物与其代谢物、大黄中主要的

蒽醌类单体化合物的抗肿瘤细胞活性

! ! 体外细 胞 水 平 以 及 动 物 水 平 的 药 理 学 研 究 表

明，大黄粗提物、大黄酸和大黄素对黑色素瘤、小鼠

乳腺癌、腹水型艾式癌均有较强的抑制作用，芦荟大

黄素对小鼠 !*++ 白血病也有抑制作用。本节通过

采用体外代谢的方法研究药物代谢是否对大黄粗提

物的抗肿瘤活性造成影响，并筛选出其中影响粗提

物活性的主要有效成分。

! ! 在 () 大鼠肝匀浆体外代谢下，大黄蒽 醌 类 粗

提物对 *+’, 细胞活性的抑制率随代谢时间发生变

化的变化曲线见图 ,，可以看出在 %$ "#$ 代谢时间

内抑制率由 (%- ,- 升 至 *%- (-，其 中 蒽 醌 类 单 体 化

合物对 *+’, 细胞活性的抑制率见表 (。由表 ( 可

以 看 出，同 样 条 件 下 大 黄 酸 的 抑 制 率 最 高，为

#%- (- ；其次是 大 黄 素 甲 醚 和 芦 荟 大 黄 素，分 别 为

&+- &- 和 &"- %-。在 代 谢 过 程 中，抑 制 *+’, 细 胞

活性较弱的大黄酚因代谢反应转化为活性较高的芦

荟大黄素，在 &($ "#$ 的代谢时间内，芦荟大黄素与

大黄酚的峰面积比由 "’- &. #$- ’ 升至 %$- &. *’- ’，使

芦荟大黄素在大黄粗提物中的含量提高，从而提高

了对 *+’, 细胞活性的抑制率。同“( . *”节所述，大

黄粗提物的抑制率在 %$ "#$ 后降低（ 见 图 ,）与 芦

荟大黄素被肝匀浆吸附有关。

图 $" 大黄蒽醌类粗提物对 <4=- 细胞活性的抑制率

随代谢时间变化的曲线图（! / %）

$%&’ $" >23%7%+%*2 0-+4 *, +34 ;0?.4 4@+0-;+ +* <4=- ;4))
!" 54+-7*)%A%2& +%54 ?2.40 ;*2+%2?*?/ %2;?7-+%*2

*, 0-+ )%940 3*5*&42-+4（! / %）

表 &" 大黄中蒽醌类化合物对 <4=- 细胞活性的抑制率（! / %）

B-7)4 &" >23%7%+%*2 0-+4 *, -2+30-C?%2*24/ %2
#$%&’ () #*&+,-$ #*(& +* <4=- ;4))（! / %） -

/0"102$3 4$5#6#7#$% 8,7+ 9()
:;0+<+"03#$ &" . % * . #’
95+#$ #% . ( " . "*
="03#$ &( . $ && . *+
/58>?015,$0; % . " && . (+
!5>?@#0$ &+ . & % . ,#

#" 结论

! ! 以 () 大鼠肝匀浆体外代谢方法为快速代谢平

台，对单味中药大黄及其主要游离型蒽醌活性成分

芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄素甲醚

进行体外代谢，采用色谱指纹谱分析手段对大黄蒽

·",#·
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醌粗提物与体外代谢谱图之间的差异及相似性进行

比较分析，以抗肿瘤体外试验测定大黄提取物及其

代谢物、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素、大黄酚和大黄

素甲醚的抗肿瘤细胞活性。将体外代谢方法应用于

分析抗肿瘤活性在代谢前后的变化，并筛选出了其

中的活性化合物，这将对中药的现代化生产具有重

要意义。
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《 计量置换理论及其应用》
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$ $ 本书系统地阐述了一种与组分在界面上迁移有关地全新理论 计量置换理论（ 0B5）及其在

化学、化工、生物化学、分子生物学、基因工 程、药 学 等 正 在 发 展 的 高 新 技 术 中 的 应 用。全 书 共 计 #!
章，涉及 ’ 个方面的内容：从提出新概念到计量置换模型的建立，再到从理论上推导出液相色谱和物

理化学中组分保留机理和吸附机理；0B5 中多种参数的理论推导及应用；在生物大分子中的应用包

括蛋白质分子的构相变化，蛋白质折叠，生物大分子的分离与纯化；分离科学中长期存在的难题包括

液A固界面热力学、收敛点的表征、D>’8 世界四大难题的解决。本书可供化学、化工、生命科学、药学

领域的高年级本科生、研究生、教师及工程师参考。
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液质联用分析葛根提取物及中药片剂中异黄酮类化合物

田宏哲，A 王 A 华，A 关亚风

（ 中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 11B"!,）

摘要：采用反相 &10 毛细管液相色谱柱，以乙腈（ 含 "C 1’（ 体 积 分 数，下 同）三 氟 乙 酸）和 水（ 含 "C 1’ 三 氟 乙 酸）为

流动相梯度洗脱，在 !B ()* 内分离了葛根异黄酮提取物以及愈风宁心片中的主要成分。采用毛细管液相色谱 + 四
极杆飞行时间串联质谱仪对葛根提取物以及片剂中的几种主要异黄酮类化合物做了结构分析，发现葛根素是主成

分（ 提取物中其平均质量分数是 1,C ,!’；片剂中每片含量 1$C !0 / !-C ,- (,）。对微量未知化合物，用它们 的 子 离

子谱图与已知化合物的谱图比较，推测其成分为 ,-.甲氧基葛根素和 ,-.甲氧基大豆苷。

关键词：反相毛细管液相色谱；液相色谱 .电喷雾离子质谱；葛根异黄酮；葛根素；中药

中图分类号：/B#0A A A 文献标识码：0A A A 文章编号：1""" .0.1,（!""#）"# ."-.. ."#
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12&%$-&. $)* +&. 3%"#$%$&’(). 45 6"0"%."*738$." 9$#’//$%5

:’;<’* 98%(=$&(>%$#85 9(<#/"* ?’&8 1/"-&%(.#%$5 +()’@$&’()
A<$*%<#(/" B’=" (, C/’>8& D$.. !#"-&%(="&%5

120% 3"*,456，70%8 39:，8;0% <:=6*,
（!"#$"% &%’($()(* +, -.*/$0"# 1.2’$0’，3.* -.$%*’* 40"5*/2 +, 60$*%0*’，!"#$"% !!"#$%，-.$%"）

E4.&%$-&：2>"=#:?"*")@> )* 1)*7"7$" #+8"(" 6ABC:DB :*@ )B> EC6E:C:B)"*> F6C6 >6E:C:B6@ :*@
)@6*B)=)6@ GH C6?6C>6@.E5:>6 D:E)##:CH #)I9)@ D5C"(:B",C:E5H（JK.&:EL&）D"9E#6@ F)B5 E5"B".
@)"@6 :CC:H（KM0）@6B6DB"C :*@ *6,:B)?6 6#6DBC">EC:H )"*)4:B)"* I9:@C9E"#6 B)(6 "= =#),5B（N.
1/O）(:>> >E6DBC"(6BCH$ 156 >6E:C:B)"* F:> E6C="C(6@ "* : 1#" (( D "C ,! (( )C @C ，# !(
&10 D:E)##:CH D"#9(*，9>)*, ("G)#6 E5:>6 "= "C 1’ :I96"9> BC)=#9"C":D6B)D :D)@ >"#9B)"* :*@ :D6.
B"*)BC)#6 D"*B:)*)*, "C 1’ BC)=#9"C":D6B)D :D)@ 9*@6C ,C:@)6*B 6#9B)"*$ 156 EC"@9DB )"* >E6DBC: "=
B56 @6EC"B"*:B6@ )"*> :##"F6@ ="C B56 )@6*B)=)D:B)"* "= E96C:C)*，@:)@4)* :*@ @:)@46)* )* B56
>:(E#6$ K96C:C)* F:> ="9*@ B" G6 B56 (">B :G9*@:*B D"(E"*6*B )* B56 6ABC:DB（ :G"9B 1,’，

(:>> =C:DB)"*）:*@ )B> EC6E:C:B)"*>（1$C !0 E !-C ,- (, E6C B:G#6B）$ 156 >BC9DB9C6> "= BC:D6 :.
("9*B "= 9*P*"F* )>"=#:?"*")@> F6C6 @6@9D6@ G:>6@ "* B56 >E6DBC: "= P*"F* D"(E"9*@>$
156H F6C6 EC"E">6@ B" G6 ,-.(6B5"AHE96C:C)* :*@ ,-.(6B5"AH@:)@4)*$
F"5 ?(%*.：C6?6C>6@.E5:>6 D:E)##:CH #)I9)@ D5C"(:B",C:E5H；#)I9)@ D5C"(:B",C:E5H.6#6DBC">.

EC:H )"*)4:B)"* (:>> >E6DBC"(6BCH；)>"=#:?"*")@> "= 9)*7"7$" #+8"("；E96C:C)*；

BC:@)B)"*:# &5)*6>6 (6@)D)*6

A A 野葛（1)*7"7$" #+8"("（F)##@$ ）/5F)）为豆科

（L6,9()*">:6）葛 属 植 物，是 重 要 的 药 用 植 物 之

一［1］，其根为常 用 生 药（ 其 中 黄 酮 类 化 合 物 的 质 量

分数可达 1"’ / 1-’ ），具有降低血管阻力，改善心、

脑血液循环，减 慢 心 率，降 低 心 肌 耗 氧 量 等 药 理 作

用［!，,］，在肌体抗氧化、退热止汗、治呕吐、防治老年

痴呆症等方面也有治疗作用［-，#］。葛根中主要异黄

酮成分 为 葛 根 素（ E96C:C)*）、大 豆 苷（ @:)@4)*）、大

豆苷元（@:)@46)*）等，据 报 道 这 几 类 化 合 物 都 具 有

药理活性［B，.］。

A A 目前，对葛根异黄酮提取物的测定方法主要有

高效液相色谱法、紫外分光光度法、薄层色谱法以及
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毛细管电泳!紫外、荧光或者电化学检 测 法 等［# $ %"］。

但上述方法 无 法 对 提 取 物 中 的 未 知 化 合 物 进 行 定

性。液相色谱!质谱联用技 术（ "#!$%）已 广 泛 应 用

于未知化合物的定性分析［%&］，尤其近年来发展起来

的生物质谱采用软电离和串联质谱技术，可得到很

强的分子离子峰以及易于解析的分子碎片峰，从而

可确定基团的连接位置，进一步推断化合物的结构。

’ ’ 本文以优化的乙腈!水（ 含 () %&（ 体积分数）三

氟乙酸）流 动 相 体 系，用 梯 度 洗 脱 模 式 分 离 了 葛 根

提取物以及葛根制剂愈风宁心片中的主成分（ 葛根

素、大豆苷、大 豆 苷 元 等 ）；同 时 采 用 "#!$%!$% 对

提取物中的异黄酮类化合物进行定性。结果表明，

该方法适用于上述活性成分的定性分析。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

’ ’ 毛细管液相色谱系统：$’()*!+,(- 毛细管液相

色谱 仪，四 元 梯 度 泵，"’.,/) !(( 01!12% 检 测 器，

#-)*3!4,)5,(6 色谱 工 作 站（$’()*!+,(- %(’,.6’5’(
2.(）。"#!$% 联 用 系 统：7/6,)8 毛 细 管 液 相 色 谱

（#/9"#）系统，包 括 自 动 进 样 器、三 元 高 压 微 流 量

泵系统、二极管阵列检测器（4:;）、电喷雾!四极杆

飞行时间串联质谱仪（<%2!=!+>?）（7/6,)8 公 司）

和 $/88@A.B 质谱工作站。

’ ’ 试剂：乙腈，甲醇（ 色谱纯，?@CD/ 公司），实验用

水为娃哈哈纯净水。乙醇、三氟乙酸、醋酸铵均为分

析纯。葛根素、大豆苷元购自中国药品生物制品检

定所（ 含量+*#& ）。

! ! #" 样品的配制

’ ’ 葛 根 提 取 物（ 总 异 黄 酮 含 量（ 质 量 分 数 ）+
&(& ）由西安天诚医药生物工程公司提供。精确称

取葛根提取物 %( 3E，置于 %( 3" 容量瓶中，采用甲

醇定容至刻度 并 摇 匀。所 有 溶 液 用 () &+ !3 微 孔

滤膜过滤，滤液保存于 & F冰箱中备用。

’ ’ 葛根制剂愈风宁心片（ 北京同仁堂科技发展股

份有限公司 制 药 厂）供 试 品 溶 液 的 制 备：取 本 品 一

片（() !# E G 片 ），除 去 糖 衣，研 碎，精 密 称 取 () !!"
3E，放入 + 3" 带 刻 度 离 心 管 中，加 入 + 3" "(&

（ 体积分数，下同）乙醇，超声处理 "( 3’. 后，冷却，

用 "(& 乙醇补足减少的体积。摇匀后，静置 % -，然

后离心（" ((( ) G 3’.）"( 3’.，取 上 清 液 过 滤，滤 液

作为供试品溶液，保存于 & F冰箱中备用。

! ! $" 分析条件

! ! $ ! !" 液相色谱条件

’ ’ #%# 毛 细 管 液 相 色 谱 柱（%+( 33 , () "! 33
’) H) ，+ !3，$’()*!+,(- %(’,.6’5’( 2.(）。流动相 ;

为含 () %&（ 体积分数，下同）三氟乙酸的乙腈溶液，

流动相 I 为含 () %& 三氟乙酸的水溶液，梯度洗脱：

( $ "( 3’.，流动相 ; 的体积分数由 +& 到 &(&；在

随后的 + 3’.，流 动 相 ; 的 体 积 分 数 为 *+&。在 下

次分析 前 用 体 积 分 数 为 %((& 的 流 动 相 I 平 衡 %(
3’.，流速 #) ( !" G 3’.。检测波长 !&# .3，柱温 !+
F，进样量 "!( ."。

! ! $ ! #" 液质联用分析条件

’ ’ #%# 色 谱 柱（%(( 33 , () "! 33 ’) H) ，+ !3，

7/6,)8），流动相 ; 为 %( 33*@ G " 醋酸铵乙腈溶液，

流动相 I 为 %( 33*@ G " 醋酸铵水溶液，梯度洗脱：

( $ "( 3’.，流动相 ; 的 体 积 分 数 由 +& 到 -(&，流

速 &) ( !" G 3’.。4:; 检测波长 !%( $ &(( .3，柱温

!+ F，进样量 !(( ."。

’ ’ 质谱分别采用正、负离子检测模式：正离子模式

下毛细管电压" ("( 1，锥孔电压 "( 1。负离子模式

下毛细管电压 . ! !+( 1，锥孔电压 "+ 1，扫描范围

! " # !(( $ #((。 干 燥 气 为 J! ，流 量 &+( " G -，脱 溶

剂气温度 !(( F，离子源温度 #( F。用氩气作碰撞

图 !" 葛根提取物的液相色谱图

"#$! !" %&’( )*+,-./,$+.- ,0 !"#$%$&% ’()%*% 12/+.)/
#*@C3.：>:% #%#（%+( 33 , () "! 33 ’) H) ，+ !3）K $*!

L’@, 9-/8,：;，/(,6*.’6)’@, (*.6/’.’.E () %&（ M G M）6)’5@C*)*/(,!
6’( /(’H；I，() %&（ M G M）/NC,*C8 6)’5@C*)*/(,6’( /(’H 8*@C6’*.；

E)/H’,.6：( . "( 3’.，+& ;$&(& ;K ?@*O )/6,：#) ( !" G 3’.K
:,6,(6’*. O/M,@,.E6-：!&# .3K 2.P,(6’*. M*@C3,："!( ."K
’ ’ 4,/D8：% K 9C,)/)’.；! K H/’HQ’.；" K H/’HQ,’.K

气进行碰撞诱导裂解（#2:），碰撞能量 %+ $ "+ ,1。

#" 结果与讨论

# ! !" 微柱液相色谱分离

’ ’ 葛属植物成分复杂，其中主要活性成分为异黄

酮类化合 物。目 前 在 葛 属 植 物 中 已 经 发 现 了 大 约

"+ 种异黄 酮 类 化 合 物［%+］，而 在 葛 根 提 取 物 中 主 要

存在葛根素、大 豆 苷、大 豆 苷 元 和 染 料 木 苷 等 异 黄

酮。在甲醇!水体系下，葛根提取物中的主成分葛根

素与其他成分难以完全分离［%/］。本文采用乙腈!水
体系，分离了葛根提取物中的几种异黄酮（ 见图 %）。

葛根提 取 物 中 的 主 成 分 葛 根 素（ 平 均 质 量 分 数 为

·#-&·
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#$% $&! ）的保留时间、峰高和峰面积的相对标准偏

差（"#$）分别为 #% #’!，#% "$!，$% #’!（! ( "）。

! ! !" 葛根片剂的分析

! ! 采用上述优化条件，对愈风宁心片样品溶液进

行测定，结果见图 &。在葛根提取物样品中，葛根素

的平均（! ( "）保留时间为 &% #) %&’（ 见图 #）；而在

片剂样品中，葛根素的平均（! ( "）保留时间为 &% &*
%&’（ 见 图 &）。 片 剂 中 葛 根 素（ 含 量 为 #+% &’ ,
&)% $) %( ) 片）的保留时间、峰高和峰面积的 "#$（!
( "）分 别 为 #% &-!，)% .+!，.% #.! ，说 明 方 法 的 重

现性较好。因此采用该流动相组成和梯度洗脱方法，

图 !" 愈风宁心片样品的液相色谱图

"#$! !" %&’( )*+,-./,$+.- ,0 12034$ 5#4$6#4 7.893/
*+, -./-,&%-’012 3+’4&0&+’5 1’4 /-16 &4-’0&7&310&+’5，5--

*&(8 # 8

可以对中药提取物以及中药制剂中的葛根素进行定

性分析。

! ! #" 葛根提取物的 ’(:;< 分析

! ! 图 $ 为采用二极管阵列检测器检测的葛根提取

物的色谱图，图 ) 为其中 #，&，$，) 号峰的紫外吸收

光谱图。从图 ) 中 可 看 出，#，&，$，) 号 峰 的 紫 外 吸

收光谱与异黄酮类化合物的紫外特征吸收峰相似。

图 #" 葛根提取物的毛细管液相色谱图

"#$! #" &=>:(.?’( )*+,-./,$+.- ,0
!"#$%$&% ’()%*# 36/+.)/

9+2:%’：;10-,5 9#’（ #** %% / *% $& %% &% 4% ，" !%）8

<+=&2- />15-：?，13-0+’&0,&2- 3+’01&’&’( #* %%+2 ) ) @ AB)?3；

C，#* %%+2 ) @ 1D:-+:5 AB)?3 5+2:0&+’；(,14&-’0：* 0 $* %&’，

"! ?$.*! ?8 *2+E ,10-：)% * !@ ) %&’8 F’G-30&+’ H+2:%-：&**
’@8
! ! I-165：# 8 /:-,1,&’；& 8 41&4J&’；$ 8 41&4J-&’；) 8 :’6’+E’8

图 $" 图 # 中峰 %（.）、峰 !（8）、峰 #（ )）和峰 $（@）的紫外光谱图

"#$! $" AB C?3)/+. ,0 ?3.DC %（.），!（8），#（ )），$（@）#4 "#$! #

图 &" 葛根提取物的总离子流色谱图

"#$! &" ’(:;< /,/.9 #,4 )2++34/ )*+,-./,$+.-
,0 !"#$%$&% ’()%*# 36/+.)/

! ! 用葛根素和大豆苷元标样分别在正离子模式和

负离子模 式 下 直 接 进 样，所 得 质 谱 图（ 未 列 出 ）表

明，在正离子模式直接进样的情况下，由于加和离子

的存在以及溶剂中杂质在该模式下易于离子化而形

成干扰，谱图比较复杂，因此无法进行深入的解析。

而在负离子模式下直接进样的谱图比较清晰，没有

杂质峰干扰。因此，本文采用毛细管液相色谱与质

谱联用，在负离子模式下进行分析，其总离子流图见

图 "。

! ! 从总离子流图中几个主要峰对应的质谱图（ 见

图 -）可以发现，图 " 中 +% .. %&’ 流 出 峰 的 质 谱 特

征峰的 " # $（ 见图 - K3）与大豆苷元的质谱特征峰的

" # $ &"$（［< 0 B］0 ）相同，因此可以断定该峰为大

·+.)·
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豆苷元。图 # 中 #$ %& !"# 流出峰的质谱特征峰（ 见

图 ’ $%）的 ! " # 值 与 葛 根 素 和 大 豆 苷 的 相 同，但 无

法确定是这两种异构体中的哪一种化合物，因此采

用 &’$() * () 对该峰进一步进行碎片分析，谱图见

图 %。从文献［()］可知，葛根素在 * 位形成糖苷，属

于碳苷类异黄酮；而大豆苷在 % 位形成单糖链苷，属

于氧苷类异黄酮。氧苷类异黄酮的单糖链与异黄酮

通过 ’—+ 键 相 连，其 稳 定 性 弱 于 通 过 ’—’ 键 相

连的碳苷，因此在形成子离子时，主要失去了相对分

子质量（$ ,）为 (’! 的碎片离子，形成糖苷配基

大豆苷元的脱质子峰，其 ! " # 为 !#"。因此可以推

断，图 # 中 #$ %& !"# 流出峰为大豆苷。从图 ’ $- 可

以看到，图 # 中 !$ +" !"# 流出峰是多组分。我们分

别以 ! " # )(#，))#，#)’ 为 母 离 子 进 行 () * () 分

析，结果见图 *，+ 和 (&。从 图 * 可 以 看 出，在 碰 撞

能量仅为 (# ./ 时，该化合物即失去了 $ , 为 (!& 的

碎片离子而形成 ! " # !+% 的子离子，因此可以推断

其为碳苷类异黄酮 葛根素。

图 !" 图 # 中主要峰所对应的质谱图

!"#$ !" %& ’()*+,- ./ +0) 1-2., ()-3’ "4 !"#$ #
0.1.#1"2# 1"!.3 24 5.-63 "# 7"89 #：-9 ! 9 +" !"#；%9 # 9 %& !"#；:9 + 9 %% !"#9

图 $" 图 ! 5- 中以 ! "# %%# 为母离子的子离子谱图及据此推测的化合物结构

!"#$ $" 6,.78*+ ".4 ’()*+,81 ./ +0) ".4 -+ ! "# %%# "4 !"#$ ! 5- -47 +0)", (,.(.’)7 ’+,8*+8,)’

图 &" 图 ! 59 中质谱特征峰（! "# 为 %’#）的

:;5%& < %& 谱图

!"#$ &" 6,.78*+ ".4 ’()*+,81 ./ +0) ".4
-+ ! "# %’# "4 !"#$ ! 59

图 (" 图 ! 5- 中以 ! "# %’# 为母离子的

子离子谱图

!"#$ (" 6,.78*+ ".4 ’()*+,81 ./ +0) ".4
-+ ! "# %’# "4 !"#$ ! 5-

·&*)·
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! ! 从 图 # 可 以 看 到，母 离 子 $$" 失 去 一 个 ! ! 为

%&’ 的碎片离子形成 (&") ’$ 的子离子峰，随后的碎

裂片断既包含了氧苷也包含了碳苷的碎裂途径［%$］，

因此推断该化合物可能是 ("#甲氧基葛根素和 ("#甲
氧基大豆苷的混合物。图 %’ 为图 " 中 &) #( $%& 流

出的峰以 " # $ "$* 为 母 离 子 进 行 分 析 得 到 的 子 离

子谱图，该母离子的碎片峰没有给出太多的结构信

息，虽然 与 + #木 糖 葛 根 素（ 见 图 %%）的 特 征 峰 " # $
"$+（［’ , (］, ）相似，但目前还无法确定该化合物

结构。

图 !"# 图 $ !" 中以 ! "# %&$ 为母离子的子离子谱图

#$%& !"# ’()*+,- $). /01,-(+2 )3 -41 $). "-
! "# %&$ $. #$%& $ !"

图 !!# ’ !木糖葛根素的结构

#$%& !!# 5-(+,-+(1 )3 ’ !678)/10+1("($.

图 !(# 愈风宁心片样品在负离子模式下的总离子流图

#$%& !(# 9:!;5 -)-"8 $). ,+((1.- ,4()2"-)%("2
)3 <+31.% =$.%6$. >"?81-

)*+,-：% . /0*!+!%&；& . 1+%12%&.

( & &# 愈风宁心片样品的 9:!;5 @ ;5 分析

! ! 对该样品进行负离子模式的液质联用分析结果

见图 %&。从其 总 离 子 流 图 中 各 峰 所 对 应 的 质 谱 图

（ 图略）可确定图 %& 中 () %" $%& 流出峰主要为葛根

素，$) ($ $%& 流出峰为大豆苷。由于大豆苷元含量

低，因此在联用分析中未被检测到，但在质谱直接进

样分析 中 发 现 存 在 微 量 的 大 豆 苷 元 以 及 " # $ 为

$$"，"$* 的化合物。对分子离子峰为 " # $ $$" 的化

合物进行串 联 质 谱 分 析，与 葛 根 提 取 物 中 " # $ 为

$$" 的化合物碎裂片断相同，可以确定为 ("#甲氧基

葛根素和 ("#甲氧基大豆苷的混合物，而分子离子峰

为 " # $ "$* 的化合物目前还无法确定结构。

)# 结语

! ! 本文以乙腈#水为流动相，在反相色谱中分离了

葛根提取物以及中药片剂中的主要成分。采用液质

联用方法对 提 取 物 及 其 片 剂 中 的 主 成 分 进 行 了 定

性，并对其中两种微量成分的结构进行了推测。但

另外一种微量成分目前还无法确认，对其结构需要

进一步深入地研究。
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应用高效液相色谱!二极管阵列检测器!蒸发光散射检测器

联用技术同时测定清开灵注射液中的五类有效成分

严诗楷5，! ，G 辛文峰5，, ，G 罗国安5 ，G 王义明5，! ，G 程翼宇!

（5 $ 清华大学化学系，北京 5""".-；! $ 浙江大学药学院中药科学与工程学系，浙江 杭州 ,5""!6；

, $ 江西中医学院，江西 南昌 ,,"""0）

摘要：建立了复方清开灵注射液中 # 类主要有效成分的定量测定 方 法。应 用 高 效 液 相 色 谱 &二 极 管 阵 列 检 测 器 &蒸
发光散射检测器联用技术（’()*&+,+&-).+），根 据 各 类 成 分 紫 外 吸 收 光 谱 的 差 异，分 别 在 !-"，!#-，!." 和 ,,"
/0 波长下检测栀子苷、核苷（ 包括尿苷和 腺 苷 ）、黄 芩 苷 和 有 机 酸（ 包 括 绿 原 酸 和 咖 啡 酸 ）等 - 类 成 分，同 时 使 用

-).+ 测定胆酸、熊去氧胆酸和猪去氧胆酸等 , 种甾体化合物，从而实现了清开灵注射液中 # 类 有 效 成 分（ 共 $ 个

化合物）的同时分离和定量测定。用该法测定了 , 个 不 同 厂 家 的 5$ 批 清 开 灵 注 射 液 成 品。该 法 快 速、准 确，操 作

相对简单，为中药复方复杂体系的多组分定量测定和质量控制提供了一种可靠、合理且简便、易行的方法模式。

关键词：高效液相色谱法；二极管阵列检测器；蒸发光散射检测器；有效成分；清开灵注射液
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联用技术同时测定清开灵注射液中的五类有效成分

" " 清开灵注射液是由古方安宫牛黄丸经拆方改制

而成，具有清热解毒、醒神开窍、镇静安神等作用，临

床上广泛用于治疗呼吸道感染、急慢性肝炎、高烧、

脑出血等症，是中医临床急症的必备药［#］。清开灵

注射液由板蓝根、栀子、金银花、黄芩苷、水牛角、珍

珠母、牛胆酸、猪 胆 酸 等 $ 味 药 材 或 提 取 物 配 制 而

成［%］。其中板 蓝 根 性 苦 寒，具 有 清 热 解 毒、凉 血 利

咽的功效，腺 苷 和 尿 苷 是 其 中 的 药 效 成 分［&］；栀 子

性苦寒，具有清热泻火、利便止血的功效，其中的栀

子苷被认为是复方中最重要的药效成分［%］；金银花

性甘寒，抗菌解毒，绿原酸和咖啡酸是其重要指标性

成分［’］；黄芩苷、牛 胆 酸 和 猪 胆 酸 均 以 提 取 物 入 药

（ 其中猪胆酸往往还混有少量熊去氧胆酸），化学成

分和药效物质明确，可清热泻火，镇心开窍［!］；水牛

角和珍珠母具有定惊、凉血的功能，水解后在复方中

主要以氨基酸和结合钙的形式存在［(］。可见，除了

水牛角和珍珠母外，其他 ( 味药材都有明确的指标

性成分或有效成分可用于定量质量控制，因此，对上

述 ) 种成分进行定量，明确其含量范围，是控制复方

制剂质量的关键步骤。上述成分根据化学结构可以

分为 ! 类，即腺苷、尿苷属于核苷类，绿原酸和咖啡

酸属于有机酸类，栀子苷和黄芩苷分别是环烯醚萜

苷和黄酮类成分，牛胆酸、猪胆酸和熊去氧胆酸属于

甾体类。各成分的化学结构及其紫外特征吸收有较

大的差异，使得它们很难在常规的色谱条件下同时

得到分离和检测，因而往往需要在不同色谱条件和

检测波长下逐一进行测定，特别是像胆酸类成分仅

在紫外 末 端（#)% "# 附 近）有 微 弱 吸 收，常 规 的 紫

外检测方法 灵 敏 度 低、准 确 度 差［*］，需 要 另 行 使 用

蒸发光散 射 检 测 器（$%&’）等 通 用 型 检 测 器［$ + #,］，

导致分析过程十分繁琐。近年来有文献报道使用多

波长高效液相色谱法同时测定清开灵注射液中黄芩

苷、绿原 酸 和 栀 子 苷 等 & 种 药 效 成 分［##，#%］，但 对 于

清开灵注射液这样的复杂体系，仅对这 & 种成分进

行定量是不够的。本文根据各类成分不同的光谱特

性，用高效 液 相 色 谱!二 极 管 阵 列 检 测 器!蒸 发 光 散

射检测器 联 用 技 术（()%*!’+’!$%&’），建 立 了 同

时定量测定 清 开 灵 注 射 液 中 ! 类 共 ) 种 成 分 的 方

法，该方法克服了已有方法的不足，为中药复方复杂

体系的多组分同时定量测定及其质量控制提供了一

种简便、可靠、合理的新模式。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与材料

" " ’,-"./ )!$, 型 高 效 液 相 色 谱 仪，配 四 元 梯 度

泵、在 线 脱 气 机、柱 温 箱、二 极 管 阵 列 检 测 器、+00!

1.23!%,,, 型 $%&’ 检 测 器；4,00,!5 超 纯 水 系 统

（4,00,6-7. 公司，法国）。

" " 对照品：栀子苷、黄芩苷、腺苷、尿苷、绿原酸、咖

啡酸购于中国药品生物制品检定所，牛胆酸、猪去氧

胆酸、熊去氧胆酸购于 &894+ 公司。样品：#) 批清

开灵注射液（ 记为样品 # + #)，其中 # + #,，## + #!，

#( + #) 分别由 +，:，* & 家中药生产企业提供），胆

酸类阴性样品按清开灵制备工艺自行配制（ 中间品

由 * 厂提供）。试剂：甲 醇（ 色 谱 纯，;,<3.7 公 司），

乙腈（ 色谱纯，4.72= 公司），其余试剂为分析纯。

! ! #" 样品制备

" " 对照品溶液：精密称取各对照品，用甲醇溶解，

并定容于 %! #% 量 瓶，得 到 混 合 对 照 品 溶 液，其 中

各对 照 品 的 质 量 浓 度 依 次 为 尿 苷 , > ,* ? @ %、腺 苷

, > ,$ ? @ %、绿原酸 , > ,( ? @ %、咖 啡 酸 和 栀 子 苷 , > ,’
? @ %、黄芩苷 # ? @ %、胆酸和猪去氧胆酸 % ? @ %。混合

对照品溶液按不同比例稀释，得到一系列不同浓度

水平的对照品溶液，用 , > ’! !# 微孔滤膜过滤，密

封后于低温下保存，备用。

" " 样品溶液：精 密 吸 取 各 清 开 灵 注 射 液 % #% 置

于 #, #% 量 瓶 中，用 超 纯 水 稀 释 至 刻 度，用 ,- ’!

!# 微孔滤膜过滤，取续滤液即得。

! ! $" 实验条件

" " 液 相 色 谱 条 件：色 谱 柱 为 )3."-#."./ %A"B
C) *#$ 柱（%!, ## . ’- ( ## ,> D> ，! !#）；保护柱

为 +001.23 *#$ 柱（*- ! ## . ’- ( ## ,> D> ，! !#）；

柱温：&! E；流动相 + 液为含 ,- #F 甲酸的水溶液，

流动相 : 液为甲醇!乙腈（ 体积比为 ’/ #）；梯度洗脱

程序为 #,,F +
&&
$,,,

#,"
’,F +

%*
$,,,

#,"
#%F +；流 动

相流速为 #- , #% @ #,"；进样量为 %, !%。

" " 二极管阵列检测 器 检 测 条 件：%,, + !), "# 全

波长扫描，设 定 %’,，%!’，%$, 和 &&, "# ’ 个 检 测

波长。

" " $%&’ 检 测 器 条 件：漂 移 管 温 度 ##, E，载 气

（G% ）流速 %- , % @ #,"，不分流模式。

" " 上述条件下测定的清开灵样品色谱图如 图 #。

图 # 中 # + ( 号色谱峰的归属通过与相应对照品色

谱峰的保留时间及其紫外光谱图的对照加以确认，*
+ ) 号色谱峰归属通过与对照品及阴性样品色谱图

对照予以确认（ 图 % 为 ) 种对照品的色谱图，图 & 为

胆酸类成分阴性样品的 ()%*!$%&’ 色谱图）。

#" 结果与讨论

# ! !" 检测条件的优化

" " 通过对 清 开 灵 样 品 的 ()%*!’+’ 全 波 长 扫 描

·&$’·
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分析，发现 # 类成分的紫外吸收波长有较大差异，其

中尿苷和腺 苷 在 !#$ !" 附 近 有 最 大 吸 收，绿 原 酸

和咖啡酸最大吸收波长为 ""% !"，栀子苷和黄芩苷

的最大吸收波长分别是 !$% 和 !&% !"。如图 ’、图

! 所示，尽管这 ( 种成分在 !#$ !" 下都有一定的响

应，但为了获取最佳定量结果，各成分宜在其最大吸

收波长下 分 别 测 定。 而 " 个 胆 酸 类 成 分 在 !%% )
#*% !" 内 基 本 上 没 有 紫 外 响 应，宜 使 用 其 他 如

#$%& 等 通 用 检 测 器。 因 此，本 文 通 过 &’& 和

#$%& 联用，实现了上述 # 类成分的同时检测。

图 !" 清开灵注射液的 !"#$%&’&%(#)& 色谱图

*+,- !" !"#$%&’&%(#)& ./012341,0325 16
7+8,93+:+8, +8;<.4+18

+ + () *+ ,-.-/.01! (. !$% !"；2) *+ ,-.-/.01! (. !#$ !"；/)
*+ ,-.-/.01! (. !&% !"；,) *+ ,-.-/.01! (. ""% !"；-) #$%&
,-.-/.01!)
+ + ’ ) 340,0!-（&, #- "0!）；! ) (,-!150!-（* ) ’% "0!）；" ) /671418
9-!0/ (/0,（!% ) $- "0!）；$ ) /(::-0/ (/0,（!’ ) $’ "0!）；# ) 9-!08
;150,-（!’ ) (& "0!）；( ) 2(0/(70!（"$ ) #& "0!）；- ) 3451,-51<=8
/6170/ (/0,（#’ ) *- "0!）；& ) /6170/ (/0,（#" ) %# "0!）；* ) 6=1,-8
1<=/6170/ (/0,（#$ ) ’! "0!）)

图 #" 对照品的 !"#$%&’&%(#)& 色谱图

*+,- #" !"#$%&’&%(#)& ./012341,0325 16 4/< .18401:5
() *+ ,-.-/.01! (. !$% !"；2) #$%& ,-.-/.01!)
>6- ;-(? 0,-!.0:0/(.01!5 (4- .6- 5("- (5 0! @09) ’ )

图 $" 清开灵注射液胆酸类成分阴性样品

的 !"#$%(#)& 谱图

*+,- $" !"#$%(#)& ./012341,032 16 4/< 532=:<
>+4/1?4 4/< 54<01+@ .12=1?8@5

+ + 雾化气流速和漂移管温度是影响 #$%& 检测性

能的 两 个 最 重 要 参 数。 本 文 比 较 了 在 不 同 流 速

（%, &，’, %，’, #，!, %，!, # $ A "0!）和 不 同 温 度（ *%，

’%%，’’%，’’#，’!% B）条件下的信号响应，发现随着

雾化气流速的增大以及漂移管温度的升高，噪声响

应明显降低，但成分信号的响应强度同时降低。本

文最后确定 雾 化 气 流 速 为 !, % $ A "0!，漂 移 管 温 度

为 ’’% B。在 此 条 件 下，检 测 器 的 信 噪 比 较 理 想。

这一结论与文献［-］报道的结果一致。

# - #" 标准曲线的制作

+ + 在以上色谱条件下，分别测定 # 个浓度水平的

对照品溶液，每个样品测定 " 次，以 " 次测定的平均

峰面积对相应的浓度进行线性回归，得各组分的线

性方程。图 ’ 中峰 ’ ) ( 的峰面积与浓度呈现良好

·$&$·
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联用技术同时测定清开灵注射液中的五类有效成分

的线性 关 系（ !" # $% &&’），( 种 胆 酸 类 成 分（ 峰 ’ )
&）的 "#$% 谱峰面积值与其浓度取对数后呈线性关

系（ !" # $% &&*），即 &’( " + #&’( $ , %（ 其中：" 为峰

面积值，$ 为组分 的 浓 度，%，# 为 常 数）。各 标 准 曲

线的回归方程、线性范围、相 关 系 数 及 检 出 限（ & ’ (
# !）结果见表 -。

表 !" 各组分的标准曲线及其检出限

!"#$% !" &%’(%))*+, -"." ",- /01 2+( .3% 4+56+7,-) -%.%(5*,%-

)’* +’,-’./0 %121324’/ 5671&1/(28 9 /, :1(;1<<4’/ 1=.624’/% !" #4/16; ;6/(1 9（,( 9 #） #>% 9（!( 9 #）

- .;404/1 "!* " + -."$ ) &$ , ( * -!!- $ * &&&- $ * ! / ’$ -$

" 601/’<4/1 "!* " + ("* ) *-$ , - * $!*( $ * &&.& $ * * / .$ -$

( 38&’;’(1/43 6340 (($ " + !-. ) "$ / $ * -(-’ $ * &&&" $ * " / 0$ !

* 36??143 6340 (($ " + -!00 ) 0$ , $ * "((- - * $$$$ $ * - / *$ !

! (1/4-’<401 "*$ " + (.& ) 0*$ , ’ * "-! $ * &&.! $ * - / *$ -$

0 @6436&4/ ".$ " + !"" ) --$ / &! * $$( $ * &&’0 $ * " / -$$$ -$

’ .;<’01<’AB38’&43 6340 / &’( " + $ * &0*- &’( $ , 0 * .00! $ * &&&- $ * ! / -!$ *$

. 38’&43 6340 / &’( " + $ * .0*. &’( $ , ! * ’0-! $ * &&.$ - * $ / "$$$ !$

& 8B’01’AB38’&43 6340 / &’( " + $ * .&.’ &’( $ , ! * ’’$- $ * &&** - * $ / "$$$ !$

1 % "：281 -16C 6;16；$：281 3’/31/2;624’/ ’? 281 3’,-’./0，,( 9 #*

# 8 $" 方法学考察

1 1 同一供试品连续进样 0 次，测定 & 种成分的含

量，计算各 组 分 含 量 的 相 对 标 准 偏 差（:$%），考 察

方法的精密度；平行配制 ! 份供试品进行测定，计算

各组分 测 定 结 果 的 :$%，考 察 方 法 的 重 复 性；取 同

一供试品溶液分 别 在 $，"，*，.，-"，"* 8 进 行 测 定，

计算各 组 分 浓 度 的 :$%，考 察 样 品 的 稳 定 性；准 确

量取清开灵 样 品 "$ ,#，定 量 加 入 对 照 品（ 对 照 品

（ 按表 " 中的顺序号 - ) &）加入量分别为 $% -，$% !，

$% "，$% -，-% $，"$% $，-% $，"$% $，"$% $ ,(）后 稀 释 于

-$$ ,# 量瓶内，平行测定 ! 次，计 算 各 成 分 的 加 标

回收率。方法学 考 察 结 果 见 表 "，表 明 本 方 法 精 密

度、重现性、回收率测定结果良好，样品在 "* 8 内稳

定，满足定量测定要求。

表 #" 方法学考察结果

!"#$% #" 9"$*-".*+, (%)7$.) +2 .3% 6(+6+)%- 5%.3+- D

)’* +’,-’./0
:$%<

-;134<4’/（* + 0） ;1-1626@4&42B（* + !） <26@4&42B（* + 0）

E33.;63B（* + !）

;13’71;B 2 $% :$%

- .;404/1 - * ’0 $ * (* ( * !- &0 * *- 2 ( * 0( ( * ’’

" 601/’<4/1 * * *. - * -! ( * $- &. * $" 2 ( * .( ( * &-

( 38&’;’(1/43 6340 ( * ’! " * 0* - * &’ -$- * (’ 2 * * ’$ * * 0*
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# 8 %" 样品分析

1 1 采用上述方法测定了来自 ( 个不同 厂 家 的 -&
个清开灵注射液样品，结果列于表 (。从表 ( 发现：

不同厂家样 品 中 各 有 效 成 分 的 含 量 存 在 较 大 的 差

别，这主要是因为各厂家的工艺参数、原料来源和加

工设备等在一定程度上各不相同，导致了最终产品

质量上的差异；对于同一厂家不同批次的产品，其测

量结果也存在着一定的差别，这主要跟该厂的工艺

操作、药材来源和管理水平等因素有关。

1 1 根据各成分的定量测定结果，分别计算了 ( 个

厂家各成分测定结果的 :$%。可以看出：本文测定

的 & 种有效成分中，黄芩苷、熊去氧胆酸、牛胆酸和

猪去氧胆酸测定的 :$% 明显较低，这是因为在清开

灵注射液生产工艺中，这 * 种成分都是通过直接加

入高纯度的提取物（ 纯度在 &$D 以上）实现的，质量

控制因而较容易进行；而腺苷、尿苷、绿原酸、咖啡酸

和栀子苷则通过药材提取得到，其含量受药材来源

及提取 工 艺 等 诸 多 因 素 的 影 响，因 此 测 定 结 果 的

:$% 变化较大。

1 1 另外，不难发现 E 厂产品 & 种成分的 :$% 都是

( 个厂家中最高的，除了猪去氧胆酸外，其他 . 种有

效成分的 :$% 都 高 于 "$D，最 高 的 竟 达 &!D 以 上

·!.*·
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（ 咖啡酸），说明 ! 厂不同批次产品之间有效成分含

量相差悬殊，因而无法保证该厂产品质量的稳定、可

控。相比之下，" 厂和 # 厂产品的 $%& 明显较低，

产品质量更加稳定。其中 " 厂产品中除了尿苷、腺

苷和绿原酸外，其他成分的 $%& 都 小 于 !#’，而 #
厂产品 各 成 分 的 $%& 全 部 控 制 在 $%’ 以 内，且 除

黄芩苷外，各 $%& 均为 " 个 厂 中 最 低，说 明 该 厂 的

产品稳定均一，质量可控。

表 !" 不同清开灵注射液的各成分定量分析结果

!"#$% !" &’"()*)")*+% "("$,-*- .%-’$)- /0 +".*/’- &*(12"*$*(1 *(3%4)*/(-

()*+,
%*-.)/
012

34565+/ 7
!8

!6/+195+/ 7
!8

#:)1418/+5;
*;56 7 !8

#*<</5; *;56 7
!8

=/+5.1956/ 7
!8

"*5;*)5+ 7
-8

34916/91>?;:1)5;
*;56 7 !8

#:1)5; *;56 7
-8

@?16/1>?;:1)5;
*;56 7 -8

! $ ! 2 !& ’ 2 "" ! 2 !# # 2 "$% $(! ! 2 ’) !( 2 ) ! 2 $ ! 2 *&
! $ 2 *% & 2 !# $ 2 (* # 2 &!$ $&( " 2 #! !* 2 ( ! 2 ( ! 2 *
" $ 2 &( & 2 !( $ 2 #’ # 2 !!$ $"% $ 2 (" !% 2 # ! 2 ") ! 2 (
& # 2 )’) " 2 &% # 2 ’’" # 2 $$* $&$ $ 2 &% !) 2 $ ! 2 !% ! 2 *!
( * 2 !" !% 2 & " 2 $$ $ 2 (* "% 2 ( " 2 $* $* 2 ) $ 2 !* ! 2 ’*
* % 2 %# "* 2 ’ & 2 () ! 2 &’ ($ 2 # " 2 #’ $* 2 $ $ 2 ! " 2 !!
% * 2 $& !# 2 # # 2 ’( # 2 "% &( 2 # " 2 #( $& 2 # $ 2 !! " 2 !
) & 2 ’’ $* 2 % ! 2 ’% $ 2 %) &% 2 ! " 2 $& $& 2 " $ 2 !" " 2 $(
’ ( 2 %* !& 2 ) & 2 () ! 2 &$ %$ 2 " " 2 $& $* 2 ! $ 2 "& " 2 $&

$# ( 2 *! $) 2 $ $ 2 #) # 2 "" &( 2 & " 2 $) $* 2 * $ 2 "% " 2 $!
$%& 7 ’ (% 2 "# *) 2 $’ *! 2 $# ’( 2 $$ (* 2 %% !& 2 "& !’ 2 $( "! 2 () ’ 2 ’*

" $$ " 2 %% $" 2 $ " 2 $( * 2 ’% %! 2 & " 2 * $" 2 ’ ! 2 "* ! 2 "*
$! & 2 )( !) 2 * ! 2 ’! ) 2 !& )" 2 " " 2 )( $( 2 ( $ 2 ’% ! 2 (’
$" & 2 () "$ 2 # ! 2 )# ) 2 %" )# 2 $ " 2 %! $! 2 ) ! 2 $" ! 2 !*
$& " 2 %! !( 2 * ! 2 %" ) 2 )$ %# 2 $ " 2 %( $& 2 # ! 2 $) ! 2 !)
$( % 2 ’’ &! 2 & $ 2 *# * 2 !( %$ 2 $ " 2 ’! $& 2 & $ 2 )’ ! 2 &$

$%& 7 ’ "( 2 $) "% 2 &* !! 2 )& $& 2 () % 2 )( " 2 !% * 2 )’ ) 2 %( ( 2 ((
# $* ’ 2 )! *’ 2 $ ( 2 ’" " 2 %) ’& 2 $ & 2 *$ !! 2 ) $ 2 )’ ! 2 "$

$% $" (* 2 $ % 2 *" " 2 )& ’! 2 ( & 2 ’’ !! 2 ( $ 2 )) ! 2 "!
$) $( &( 2 ! % 2 "" & 2 ’) )% 2 ( & 2 %$ !# 2 $ $ 2 ’* ! 2 !!
$’ $" 2 " () 2 " % 2 !! & 2 )! ’" 2 $ & 2 "’ !# 2 $ $ 2 ’$ ! 2 $

$%& 7 ’ $* 2 ’$ $% 2 $& $# 2 %# $& 2 (& " 2 !# ( 2 "! * 2 ’$ $ 2 )* & 2 (*

!" 结论

+ + 本文采用所建立的 @(A#B&!&BCA%& 方法，同

时定量测定了清开灵注射液中 ( 类不同结构的 ’ 种

化合物。本方法简便易行，分析结果准确可靠，为中

药复杂体系的多组分同时定量测定及其质量控制提

供了一条新的思路。
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用 !，!!二甲基六烷基溴化铵涂层的毛细管对重组促红细胞生长素

及其酶解产物进行毛细管电泳和毛细管电泳!电喷雾质谱分析

于 3 冰，3 丛海林，3 刘虎威，3 李元宗，3 刘 3 锋

（ 北京大学化学与分子工程学院 生物有机与分子工程教育部重点实验室，北京 1""./1）

摘要：采用毛细管电泳技术研究了重组促红细胞生长素（ &’()*）的分离问题。用 !，!+二甲基六烷基溴化铵（6，6 +
,"-.-.）涂层的毛细管 测 定 了 &’()* 中 唾 液 酸 的 微 多 相 性，同 时 采 用 毛 细 管 电 泳 +质 谱（/(+01）联 用 技 术 在 !!
2,- 内鉴定了 &’()* !" 段胰酶消化肽中的 11 段。该方法简单快捷，重现性好，可用于蛋白质一级结构的测定。

关键词：毛细管电泳；毛细管电泳 +质谱联用；!，!+二甲基六烷基溴化铵涂层；重组促红细胞生长素；酶解产物；微多

相性；肽图

中图分类号：*6#.3 3 3 文献标识码：33 3 3 文章编号：1""" +./1,（!""#）"# +"-./ +"#

"#$%&’(’ )* +,-)./(#$#0 12&032)4)(,0(# $#5 60’ 72&40(- 8(9,’0
/& :$4(%%$2& 1%,-02)43)2,’(’ $#5 :$4(%%$2& 1%,-02)43)2,’(’!

1%,-02)’42$& 6)#(;$0()#!<$’’ =4,-02).,02& >’(#9
:$4(%%$2& :)$0,5 ?(03 !，!!6)#,#,

45 6,-7，/*%8 9:,#,-，;<5 9=>.,，;< 4=:-?"-7，;<5 @.-7
（"#$ %$& ’() *+ ,-**./(0-1 2#$3-45.& (06 7*8$198(. :0/-0$$.-0/ *+ 7-0-45.& *+ :691(5-*0，

2*88$/$ *+ 2#$3-45.& (06 7*8$198(. :0/-0$$.-0/，;$<-0/ =0->$.4-5&，,$-?-0/ !""#$!，2#-0(）

"/’02$-0：A’. 2,B&"’.C.&"7.-.,CD "E &.B"2F,-:-C ’=2:- .&DC’&"G",.C,-（ &’()*）>:H :-:+
#D?.I FD B:G,##:&D .#.BC&"G’"&.H,H（/(）=H,-7 : B:G,##:&D B":C.I >,C’ 6，6 +,"-.-.$ A’. :GG#,B:+
F,#,CD "E : J"#:C,#. .#.BC&"#DC. E"& E:HC :-:#DH,H "E C&DGC,B E&:72.-CH "E &’()* >,C’ "-#,-. /(+.#.B+
C&"HG&:D ,"-,?:C,"-+2:HH HG.BC&"2.C&D（(1<+01）>:H ,-J.HC,7:C.I，&.H=#C,-7 ,- : &.G&"I=B,F#.
H.G:&:C,"- "E .#.J.- &’()* C&DGC,B E&:72.-CH >,C’,- !! 2,- =-I.& C’. E"##">,-7 B"-I,C,"-H：&=-+
-,-7 F=EE.& ,"" 22"# K ; :B.C,B :B,I+:22"-,=2 :B.C:C.（ 93B+%9-3B），G9 -I ."，H.G:&:C,"-
J"#C:7. J 1# L! :-I B:G,##:&D C.2G.&:C=&. !# M $ A’. G&"G"H.I 2.C’"I ,H &:G,I :-I .EE.BC,J.，

:-I B:- F. =H.I E"& C’. HC&=BC=&:# :-:#DH,H "E &.#:C.I G&"C.,-H$
@,& ?)25’：B:G,##:&D .#.BC&"G’"&.H,H；B:G,##:&D .#.BC&"G’"&.H,H B"=G#.I >,C’ .#.BC&"HG&:D ,"-,+

?:C,"-+2:HH HG.BC&"2.C&D；6，6 +,"-.-. B":C,-7；&.B"2F,-:-C ’=2:- .&DC’&"G",.+
C,-；C&DGC,B I,7.HC；2,B&"’.C.&"7.-.,CD；C&DGC,B 2:GG,-7

3 3 人促红细胞生长素（=()*）是一种唾液酸化的

糖蛋白，作为一种主要由人肾脏细胞分泌的荷尔蒙，

对于调控红血球的形成和生长具有重要的作用［1］。

随着生物工程和基因技术的发展，已经实现了利用

动物细胞（ 如 仓 鼠 卵 巢 细 胞）构 筑 基 因 重 组 生 产 线

来制备重 组 促 红 细 胞 生 长 素（ &’()*）。 由 于 基 因

重组和天然内源性的促红细胞生长素的生物学活性

基本相同，而且理化性质也十分相近，因而被广泛用

于治疗贫血等 疾 病［! 0 -］。然 而，一 些 运 动 员 为 了 提

高自行车、长跑等耐力项目的比赛成绩，利用&’()*
的某些药用性能而将 &’()* 作为兴奋剂使用［# 0 /］。

3 3 医学和生物学方面的研究表明：促红细胞生长

素（()*）是高度糖基化的糖蛋白，唾液酸存在于糖

链的末端，()* 分 子 中 糖 基 化 程 度，特 别 是 唾 液 酸

含量的多少对其体内生物学活性高低起决定性的作

用［.］。而其中糖基化链的含量、结构、尺寸、唾液酸

化程度的差异使得 ()* 具有微多相性，这种微多相

性的存在为 ()* 的分离和检测提供了重要依据［$］。
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随着仪器科学的发展，采用现代化的仪器分析手段

分析 !"# 越来越受到生物医药界和兴奋剂检测界

的关注［#$］。关 于 $%!"# 的 毛 细 管 电 泳 分 离 检 测，

已有一些文献［## % #"］报道，其中采用未涂层毛细管大

多需要 较 长 的 平 衡 时 间［#&］，并 且 因 为 $%!"# 在 毛

细管壁的吸附问题而导致分辨率降低，结果的重现

性差；而采用涂层毛细管，例如腐胺动态涂层柱，虽

然可实现基线分离，但检测时间长，并且因为所用缓

冲溶液体系中尿素含量过高而无法采用质谱联用技

术［#’］。本 文 采 用 毛 细 管 电 泳 法（ &!），用 自 制 的

!，!’二甲基 六 烷 基 溴 化 铵（(，( ’()*+*+）涂 层 毛 细

管测定了影响 $%!"# 体 内 活 性 的 唾 液 酸 的 微 多 相

性，并 且 采 用 毛 细 管 电 泳’电 喷 雾 质 谱 联 用 技 术

（&!’!,-’.,）分析了 $%!"# 的胰蛋白酶消解肽图。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

) ) /0(1+*2 3""4 &!，/0(1+*2 5$67’8&5 离 子 阱 质

谱仪，采用电喷雾离子源，配有 &!’!,-’., 接口，以

及相应的毛细管电泳’质谱工作站。

) ) 醋酸（3/9）、氨水、二甲基甲酰胺（4.:）、乙二

醇和氢氧化钠（;6#3）均 为 分 析 纯，购 于 北 京 化 学

试剂厂；乙腈（.+&;）为色谱纯，购于 :(<%+$ 公司；

醋酸 铵（ ;3&/&，**+ **’= ）、#，( ’二 溴 己 烷（ 分 析

纯）和胰蛋 白 酶 均 购 于 /1>$(9% 公 司。四 甲 基 己 二

胺为分析纯，购于 /9$)< 公司。实验室用水全 部 采

用经 /?@67$) 纯化系统（ 重庆艾科普仪器公司）重

新纯化过的 去 离 子 水（ 电 阻 率 大 于 #, .!·9A）。

$%!"# 购于宝依朴生化公司，质量浓度为 #+ ’ 0 B C，

纯度大于 *,+ ’=。未涂层的弹性石英毛细管由河北

永年锐沣色谱器件公司提供。

! ! #" 聚阳离子 $，$"#$%&%& 的合成

) ) 本 实 验 所 用 毛 细 管 涂 层 (，( ’()*+*+ 是 通 过

4.:’3!# 混合溶剂中四甲基己二胺和 #，( ’二溴己

烷 的 连 续 .+*<9%@2D(* 反 应 制 备 的［#(，#-］。 具 体 条

件是：4.:’3!#（ 体积比为 ,$. !$）的混合溶剂中加

入等物质的量的四甲基己二胺和 #，( ’二溴己烷，浓

度为 #+ " A)1 B C，于 ’$ E 下 反 应 &, %，以 丙 酮 为 沉

淀剂将聚合物沉淀出来。用丙酮洗 " 次，真空干燥，

产率约 ,’=。

) ) (，( ’()*+*+ 的聚合反应式为：

所合成的 (，( ’()*+*+ 的重均分子质量（"F ）由凝胶

渗透色谱（G"&，H62+$< !$,）测定，结果约为 # I * /
#$& ) 0 B A)1。
! ! %" ’()*+ 的胰酶消化

) ) 将 ! A0 胰 蛋 白 酶 溶 于 ’$ AC 水 中，然 后 移 取

#$$ "C 注入 $+ # AC 质量浓度为 #+ ’ 0 B C 的 $%!"#
样品中，于 "- E 条 件 下 恒 温 消 解 !$ % 后，再 注 入

#$$ "C 上述胰 蛋 白 酶 溶 液，恒 温 消 解 & % 后，取 出

置于 0 -$ E冰箱中 # %，中止反应，然后于 & E条件

下冷藏备用。

! ! &" 毛细管电泳操作条件

) ) 实 验 前，将 未 涂 层 的 毛 细 管（’- 9A / ’$ "A
(+ >+ ，有效长度 &,+ ’ 9A）先用 # A)1 B C ;6#3 冲洗

"$ A(* 后，再用水冲 洗 "$ A(*，然 后 用 涂 层 液 和 分

离缓 冲 溶 液 先 后 冲 洗 各 &’ A(*，压 力 进 样（" I "’
D"6，’ <）。分 离 电 压 0 #$ DJ，毛 细 管 柱 温 !’ E。

涂层液由质量浓度为 ’$ 0 B C 的 (，( ’()*+*+ 和体积

分数为 != 的 乙 二 醇 组 成。 分 离 缓 冲 溶 液 为 "$$
AA)1 B C 3/9’;3&/&，73 为 &+ ,$。紫 外 检 测 波 长

!#& *A。

! ! ’" 毛细管电泳"质谱联用条件

) ) 毛细管尺寸 为 -* 9A / ’$ "A (+ >+ ，紫 外 检 测

窗口 开 在 距 离 入 口 端 !#+ ’ 9A 处，压 力 进 样（ ’
D"6，#$ <），分 离 电 压 0 #’ DJ，毛 细 管 柱 温 !’ E。

质谱分 析 采 用 负 离 子 模 式 检 测，毛 细 管 电 压 &+ ’
DJ，碎 裂 电 压 0 &$ J，质 谱 扫 描 范 围 # $ % "$$ %
! !$$。雾化气（;! ）压力 (, I *’ D"6，流量 & C B A(*，

温度 "!’ E。鞘液为含 ’ AA)1 B C ;3&/& 的乙腈’
水（ 体积比为 #. #）溶液，流速 #$ "C B A(*。

#" 结果与讨论

# ! !" 毛细管电泳分析 ’()*+ 样品

) ) 为了减少 $%!"# 样 品 在 裸 露 的 毛 细 管 壁 上 的

吸附，按“# I !”节 所 述 合 成 (，( ’()*+*+ 作 为 涂 层。

(，( ’()*+*+ 作为一种聚电解质，在 主 链 上 含 有 大 量

的铵正离子，因而可以稳定地吸附在带负电的毛细

管内壁上，形成永久涂层。这种带有正电荷的涂层

会使电渗流（!#:）的方向发生反转从而指向正极，

因而毛细管入口端为负极，出口端为正极［#, % !$］。由

于在 73 值 为 &+ ,$ 时，$%!"# 的 各 糖 化 体 均 带 负

电，并且所带的负电荷数随唾液酸化程度的增加而

增加，故可根据唾液酸含量的多少，通过电泳加以分

离［!# % !"］。如图 # 所示，根据糖蛋白中唾液酸的微多

相性，利用 (，( ’()*+*+ 涂层毛细管在 #’ A(* 之内分

离出了 $%!"# 的 - 个峰，它们均在 !#: 标志峰（ 图

# 中较大的负峰）之前通过检测窗口。
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图 !" !"#$% 在 #，# &’()*)* 涂层的毛细管柱上的

电泳分离图（+）及其局部放大图（,）

-’./ !" 0+1’22+!3 *2*45!(1"*!(.!+6 (7 !"#$% .234(7(!68
98’). + 4+1’22+!3 1*!6+)*)523 4(+5*: ;’5" #，# &’()*)*（+）

+): ’58 1+!5’+2 *)2+!.*: :!+;’).（,）

"# $%&%’&()* +,-%.%*/&0：#$% *12

" " 此外，利 用 同 一 根 &，& !()*%*% 涂 层 毛 细 管，连

续 ’ $ 每天进样 & 次，测定 ( 个 峰 的 迁 移 时 间 的 相

对标准偏差（345）。结果 日 内 345 均 小 于 )* #6，

日间 345 均小 于 )* !6，说 明 该 检 测 方 法 的 重 现 性

较好。与 文 献［$$ + $!］方 法 相 比，本 文 所 采 用 的

&，& ! ()*%*% 涂 层 毛 细 管 的 方 法，可 以 有 效 地 减 少

7089:在毛细管壁上的吸附，因而具有检测时间短、

重现性好的特点，并且因为使用了低盐含量的缓冲

溶液，可以实现与质谱的联用。

$ / $" !"#$% 的胰蛋白酶消解肽图分析

" " 7089: 是 由 $&& 个 氨 基 酸 残 基 组 成 的 糖 基 化

蛋白质，有 两 对 由 半 胱 ( !半 胱 $&$ 和 半 胱 #, !半 胱

’’ 组成的二 硫 键，糖 基 化 位 点 为 天 胺 #%、天 胺 ’-、

天胺 -’ 和丝 $#&［#%］。图 # 所示为 7089: 的预测结

构。由于胰蛋白酶可特异性断裂精氨酸（3）和赖氨

酸（;）所形成的肽键，故 7089: 经胰蛋白酶消化后

的产物从理论上讲由 #) 个肽段组成。其 中 <!，<,
和 <$’ 是糖基化肽，<# 和 <! 肽段中包含二硫键。

" " 图 ’ 是 7089: 的胰蛋白酶消解产物的 =8!84>!
?4 图谱。从质谱的总离子流图（<>=）上 检 测 到 了

从 , 至 0 共 - 个产物峰（ 见图 ’ 上图），它们分别对

应于电泳紫外检测器检测到的 , 至 0 峰（ 见图 ’ 下

图）。因为电泳紫外检测窗口在距离毛细管入口端

#$* ! ’1 处，有效分离距离较短，致使 ,，@ 和 /，0 峰

图 $" 重组促红细胞生成素的预测结构

-’./ $" $!*:’45*: 85!9459!* (7 !"#$%
<$ . <#) ,7% A%A&($%B /%*%7,&%$ @C &7CAB(*2 <0% ,1(*)

,’($ 7%B($D% *D1@%7B ,7% (*$(’,&%$ (* A,7%*&0%B%B2

未能在 "# 检测 窗 口 处 分 开，但 在 质 谱 检 测 窗 口 处

（(, ’1）可以实现较好的分离检测效果。

" " 图 ’ 中 , + 0 各电泳峰所对应的质谱图分别如

图 % !, + 0 所示，表 $ 为 7089: 胰 蛋 白 酶 消 解 肽 段

的理论相对分子质量（" 7）与图 % 对 应 的 各 峰 的 质

荷比（# $ %）的 汇 总 数 据。结 合 表 $ 可 看 出，图 % !,
和 @ 确证了糖 肽 <$’ 的 微 多 相 性 及 在 肽 图 中 的 位

置：根据文献［#%］报道，<$’ 主 要 含 有（E%DF’）# ·

G%H·G%HEF’ 和 E%DF’·G%H·G%HEF’ 两 种 糖

基，其 " 7 分别为# %$#和# $#$；我们分别在图 ’ 流出

峰 , 和 @ 的质谱图（ 即图 % !, 和 @）中检测到了其双

电荷分子离子峰$ #)!* $和$ )!,* !。依此类推，图 % !
’ 和 $ 确证了 <#，<’，<% 和 <$% 肽段在肽图中的位

置，它们对应于图 ’ 中的流出峰 ’ 和 $。图 % !% 确证

了 <$$ 和 <$( 肽段在肽图中的位置，它们对应于图

’ 中的流出峰 %。图 % !I 确 证 了 <$) 和 <$# 肽 段 在

肽图中的位置，它们对应于图 ’ 中的流出峰 I。图 % !
/ 和 0 分别确证了 <$& 和 <$ 肽段在肽图中的位置，

它们分别对应于图 ’ 中的流出峰 / 和 0。

" " 由于 <! 和 <, 糖肽的糖基部分结构复杂、形式

多，并且 <! 中含有两个糖基化位 点，故 其 =8 流 出

峰和质谱 图 难 以 解 析。 在 =8!?4 联 用 技 术 中，由

于样品的进样量很小（ 纳升级），加之 ?4 的检测灵

敏度有限，所以未检 测 到 <& 和 <#) 肽 段。<(，<-，

<$!，<$- 和 <$, 肽段则是因其 " 7 超出了质谱扫描

范围（ # $ % ’)) + # #))），因而也未能检测到。除上

述肽段外，其余肽段均用该方法得到了确证。
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图 !" 重组促红细胞生成素的胰蛋白酶消解产物的总离子流电泳图（ 上图）和紫外检测电泳图（ 下图）

!"#$ !" %&’() "&* +,--.*’ .).+’-&/0.-&#-(1（ ’&/）(*2 34 .).+’-&/0.-&#-(1（5&’’&1）&6 -0789 ’-:/’"+ 2"#.;’;
!"#$%&"’( &")*+ ’, &-* .*%/+ "( 012：%3 #" 3 # $ #" 3 " )"(；43 #" 3 % $ #" 3 & )"(；53 #’ 3 ! $ #’ 3 ( )"(；63 #’ 3 ( $ #% 3 ) )"(；*3 #* 3 & $ #& 3 #

)"(；,3 #& 3 * $ #( 3 + )"(；#3 #( 3 % $ !+ 3 + )"(；-3 !+ 3 + $ !+ 3 " )"(3

图 #" 图 ! 的总离子流电泳图中峰 ( $ 0 的质谱图

!"#$ #" <(;; ;/.+’-( &6 ’0. /.(=; ( % 0 "* %>? &6 !"#$ !

·+()·
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表 !" !"#"$%#&$ 分析 ’(")* 胰蛋白酶消解产物的结果

+,-./ !" !"#"$%#&$ ,0,.1232 45 6(/ ’(")* 6’17638 93:/262

"#$%&’# ()*
&+ ,&-* #

.#/0#+1#
2)3#10345
6477（" 5）

897#5:#’（# $ %）

［2 $ ;］$ ［2 $ #;］# $

"#4< ()*
&+ ,&-* %

=& >""? ’%( * ! ’%) * # @
=# ABCD.?AE=FG>C? &*&! * ) )+* * ) 1，’
=% HAG? !&! * * !&’ * # ’
=’ EAAG>I ,%! * ( ,%’ * , 1
=! G>G(B==FC>G;C.A(G(B=H"D=I $
=* H(,E>JI (#, * & $
=, ? &,’ * # $
=) 2GHFKK>HGHJKFA>AA.G>HA? #!#! * % $
=( FK>AAH(..K"JG"AKA;HDI $
=&+ >H.FA? *+& * , *++ * * L
=&& .A==AA? )+# * ! )+& * ’ #
=&# >AF>KI !)* * % !)! * # L
=&% G>B.""D>>.>>"A?

" (#0>1·;#M·;#M(>1 #&#& &+!( * ! 9
" （(#0>1）# ·;#M·;#M(>1 #’&# &#+! * & 4

=&’ =B=>D=,? (#% * + (## * & ’*+ * ! 1
=&! I &’* * # $
=&* A,? ’%’ * ! ’%% * # -
=&, E.(,A? )() * + )(, * + #
=&) FI #+% * # $
=&( AI #!( * % $
=#+ =FD? ’’, * ’ $

" $ ：0+1@4541%#5&N#’* =!，=( 4+’ =&% 45# -3O1)$#$%&’#7*

#" 结论

" " 综 上 所 述，本 文 利 用 *，* !&)+#+# 涂 层 毛 细 管，

采用 CG 法在 &! 6&+ 之内测定了 5@G"8 中唾液酸

的微多相性，按 5@G"8 唾 液 酸 含 量 的 多 少，将 其 分

离成 , 个峰，具有检测时间短，重现性好，分辨率高，

能实现质谱联用的特点。并利用该涂层毛细管，采

用 CG!G.B!2. 法 在 ## 6&+ 之 内 鉴 定 了 5@G"8 #+
段胰酶消化肽中的 && 段，表明该法是快速而又有效

的蛋白质一级结构测定方法。

致谢 " 感谢安捷伦科技有限公司为本研究工作提供

CG!G.B!2. 仪器。
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高分辨气相色谱!高分辨质谱测定活性污泥中的多溴联苯醚

王亚伟，G 张庆华，G 刘汉霞，G 江桂斌

（ 中国科学院生态环境研究中心 环境化学与生态毒理学国家重点实验室，北京 2"""/#）

摘要：建立了利用高分辨气相色谱 &高分辨质谱定 量 测 定 多 溴 联 苯 醚（’()*+）的 方 法，参 与 了 测 定 ’()*+ 的 国 际

比对实验，实验结果表明该法是可行的。对不同地区（ 北京、山东临沂、上海）的 , 个污水处理厂的活性污泥进行了

索氏提取、多层复合硅胶柱分离，然后用所建立的 方 法 测 定 了 2$ 种 多 溴 联 苯 醚 单 体 的 含 量。结 果 表 明，北 京 某 污

水处理厂的活性污泥中 ’()*+ 的总量高于其他两者。

关键词：高分辨气相色谱 &高分辨质谱；多溴联苯醚；污泥
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?/4$%)>$：’"#BAC"D481E3F F4G:38B# 3E:3C+（’()*+）1C3 1 9C";G "H AC"D481E3F H#1D3 C3E1CF&
18E+，2:4I: 1C3 D18;H1IE;C3F 48 #1C93 J;18E4E43+ 18F 24F3#B ;+3F 48 1 K1C43EB "H I"8+;D3C
9""F+$ L3I38E#B E:3B +GC31F ;A4J;4E";+#B 1+ 38K4C"8D38E1# I"8E1D4818E+$ =8 "CF3C E" 48K3+E4&
91E3 E:3 G"##;E4"8 #3K3# "H ’()*+ 48 F4HH3C38E 38K4C"8D38E1# +1DG#3+，1 D3E:"F :1+ A338 3+E1A&
#4+:3F AB ;+489 :49: C3+"#;E4"8 91+ I:C"D1E"9C1G:B I";G#3F 24E: :49: C3+"#;E4"8 D1++ +G3I&
EC"D3ECB（6L/M&6LNO）$ P:3 D3E:"F 21+ ;+3F E" 181#BQ3 A4"+1DG#3+ "AE1483F HC"D E:3 48E3C&
81E4"81# 48E3C&I1#4AC1E4"8$ P:3 C3+;#E+ 23C3 +1E4+H1IE"CB AB 181#BQ489 ?&+I"C3 H49;C3+$ P:38，

’()* I"8E38E+ 48 E:C33 +1DG#3+ "H +32193 +#;F93 23C3 48K3+E491E3F AB E:3 D3E:"F 1HE3C O"?:#3E
3?EC1IE4"8 18F D;#E4&#1B3C +4#4I1 93# I:C"D1E"9C1G:4I +3G1C1E4"8$ P:3 8;DA3C "H ’()*+ F3E3C&
D483F 21+ 2$ $ RC"D E:3 C3+;#E+，23 I18 +33 E:1E E:3 I"8E1D481E4"8 #3K3# "H ’()*+ 48 E:3 +1D&
G#3 HC"D (34S489 21+ :49:3C E:18 E:"+3 HC"D E2" "E:3C 1C31+$ P:3 D3E:"F 21+ K1#4F1E3F 18F
1GG#43F H"C E:3 181#B+4+ "H 38K4C"8D38E1# +1DG#3+$
@#. 6*%04：:49: C3+"#;E4"8 91+ I:C"D1E"9C1G:B&:49: C3+"#;E4"8 D1++ +G3IEC"D3ECB；G"#BAC"D&

481E3F F4G:38B# 3E:3C+；+32193 +#;F93

G G 多溴联苯醚（G"#BAC"D481E3F F4G:38B# 3E:3C+，

简称 ’()*+）属 于 溴 代 阻 燃 剂（ AC"D481E3F H#1D3
C3E1CF18E+，(RL+）类化合物。由于其优异的阻燃性

能，被广泛应用于油漆、纺织品、电路板，特别是电器

（ 如电视、电脑等）中的塑料高聚物中［2］。

G G 类似于 多 氯 联 苯（’M(+），’()*+ 共 有 !"$ 个

单体，按照 =>’-M 编 号 系 统 编 号［!］。’()*+ 作 为

阻燃剂 主 要 有 以 下 , 种 混 合 商 品［,，-］：（ 2）)3I1&

()*+，包括 $/T（ 质量分数，下同）十溴代 ()* 和

!T 九溴代 ()*+；（!）,IE1&()*+，包括 2"T 六溴代

()*+、-"T 1 &()*+、,"T / &()*+ 和 !"T -，$ &
()*+；（,）’38E1&()*+，包 括 -"T - &()*+、#"T # &
()*+、=T = &()*+ 和 -T 其他单体。

G G 目前测定 ’()*+ 的前处理方法是建立在测定

’M(+ 的基础之上的。由于环境样品中含有大量的

干扰物质，所以需要对样品进行纯化才能进行测定。
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目前常用的纯化柱有凝胶渗透色谱柱（"#$）［"］、硅

胶柱［#］、氧化铝柱和弗罗里硅土柱［"］。常用于检测

#%&’( 的 仪 器 一 般 为 气 相 色 谱!低 分 辨 质 谱（"$!
)*+,）［$］ 和 高 分 辨 色 谱!高 分 辨 质 谱（ -*"$!
-*+,）［%］。而电子捕获检测器（’$&）由于对有机

氯化合物的响应远高于有机溴化合物，对低浓度溴

化物有掩 盖，所 以 只 能 测 定 浓 度 比 较 高 的 #%&’(
的样品。

! ! &’$’ 年，首先在美国的土壤样品和淤泥样品中

检测到了 %&’!()’［’］。两年后，在瑞典西部 ./(012
河的梭子鱼中发现了 #%&’(［&)］。自此不断有在空

气、水、底泥甚至人体中检出 #%&’( 的报道。有关

#%&’( 在环境介质、生物体及人体组织的含量分布

以及在生物链中的迁移富集等已成为过去两年国际

环境权威刊物 ’23/452612789 ,:/12:1 ; <1:=2595!
>? 的报道热点。

! ! 我国有关环境中持久性有机污染物（#@#(）的

研究工作大部 分 集 中 于 #@#( 公 约 中 的 化 合 物，而

对于目前国际上研究较多的 #%&’( 的研究工作刚

刚起步。据 报 道，欧 盟 为 了 控 制 #%&’( 污 染 的 进

一步加剧，已经停止了五溴和八溴联苯醚阻燃剂的

生产，美国五大湖公司也表示将于 ())" 年年底停止

生产上述 两 种 阻 燃 剂。同 时，欧 盟 已 经 发 布《 报 废

电子电气设备指令》，明确指出：自 ())# 年 $ 月 & 日

起，进入欧 盟 市 场 的 % 类 电 气 设 备 不 得 含 有 包 括

#%&’( 在内的 # 种 有 害 物 质。这 将 对 我 国 的 电 子

电气设备出口造成极大的冲击。因此，迫切需要建

立测定样品中的 #%&’( 的方法。本工作在实验室

已有的基础上，结合美国环境保护局（’#A）&#&* 草

稿规定的方法建立了 -*"$!-*+, 测定 #%&’( 的

方法，并用 于 污 水 处 理 厂 中 活 性 污 泥 中 #%&’( 的

测定。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! A>/9127 #%’)B 气 相 色 谱 仪（ C/96/2>752，

D,A）连 接 AE75,F1: D97/68 高 分 辨 质 谱（ C8714(
+/:4568((，DG）。

! ! 所有试剂（ 正己烷、二氯甲烷、丙酮、壬烷）均为

农残 级，购 自 H/(=14 公 司。 硅 胶（ )+ )#, - )+ &))
66）购自 +14:0 公 司。 &, $ 标 记 添 加 内 标（%&’!
)$,），&, $ 标 记 #%&’ 回 收 率 内 标（ #%A!I,，&, $
#$%"(，&,$ #$%&,%，）购自 C199/2>752 公司。

! ! 硅胶的活化：将硅胶盛于蒸发皿中，在马弗炉中

于 "") J烘烤至少 &( =，然后降温到 &%) J 保持至

少 & =，取 出 转 至 烧 瓶 中 加 塞 密 闭，保 存 于 干 燥 器

中，待用。

! ! 酸性硅胶 的 制 备：称 取 &)) > 活 化 硅 胶 置 于 烧

瓶中，逐滴滴入浓硫酸 *) >，置于摇床上振荡，直至

硅胶没有结块。

! ! 碱 性 硅 胶 的 制 备：于 &)) > 活 化 硅 胶 中 加 入

,) > & 659 K ) B8@-，方法同酸性硅胶的制备。

! ! 硝 酸 银 硅 胶 的 制 备：将 "+ # > A>B@, 溶 于 (&
6) 超纯水中，然后加入 &)) > 活化硅胶中，方法同

上。然后用铝箔纸将烧瓶包裹，烧瓶口用铝箔疏松

盖住，置于干燥烘箱中，于 ,) J 停留至少 " =，升温

至 #) J停留 , =，最后升温至 &%) J停留至少 &( =，

于干燥器中降温加塞密闭，避光保存。

! ! 复合硅胶柱的制备：采用干样法自行装填，从下

到上依次为 & > 活化硅胶、* > 碱性硅胶、& > 活化硅

胶、% > 酸性硅胶、& > 活化硅胶、( > A>B@, 硅胶和

* > 无水硫酸钠。

! ! #" 活性污泥样品的预处理

! ! , 个活性污泥样品分别采自北京、山东临 沂 和

上海 , 个污水处理厂的终端传送带，用铝箔包封以

避光，然后置于冰箱中冷冻。使用前将冷冻的污泥

样品放入 $=4/(7 A9F=8 & !( 型冷冻干燥机中冷冻干

燥（ 一般为 *) =），然后移入研钵中研碎，称取约 " >
样品，用微量注射器移入 &)) !> K ) &,$ 标记添加内

标 &) !)，再加入 (" > 无水硫酸钠混匀，用 &") 6)
正己烷!二氯甲烷混 合 液（ 体 积 比 为 & . &）索 氏 提 取

(* =。

! ! 将提取液转入洁净的烧瓶中，加入一定量的酸

性硅胶，磁力搅拌约 )+ " =，以去除脂肪等大分子杂

质；再将提取液过无水硫酸钠小柱，之后用盐酸处理

过的铜粉进行处理以去除提取液中的硫；再将提取

液过无水硫酸钠小柱；最后采用旋转蒸发法将提取

液浓缩至 ( - , 6) 以便做进一步的处理。

! ! 将浓缩好的提取液用复合硅胶柱进行纯化，先

用约 $) 6) 正 己 烷 洗 涤 复 合 硅 胶 柱，然 后 上 样，用

$) 6) 正己烷预淋洗，然后用 $) 6) 二氯甲烷!正己

烷（ 体积比为 &. &）混合液洗脱并接取。

! ! 将接取的洗脱液旋转蒸发至 & - ( 6)，然后转

入 G!& 管中，用高纯氮气吹至 ()) !)，转入样品管

中吹至 &) !)，再加入 &,$ 标记 #%&’ 回收率内标，

准备进样。

! ! $" 色谱和质谱条件

! ! 色 谱 条 件 ! 色 谱 柱 -#!"（ ,) 6 / )+ (" 66
/+ L+ / )+ (" !6）；柱 温 程 序 升 温：初 始 温 度 ’) J，

保持 ( 6/2，以 (" J K 6/2 的速度升至 (&) J，保持

& 6/2，然后以 &) J K 6/2 的 速 度 升 至 ($" J，保 持

&) 6/2，再以 (" J K 6/2 升至 ,,) J并保持 &) 6/2；

·,’*·



色 谱 第 !" 卷

载气（ 氩气）流速为 # ! ! "# $ "%&；无分流进样，进样

量为 # !#。

$ $ 质谱条件 $ 电离方式为 电 子 轰 击（’( % ），电 子

能量为 "& )*；分辨率#’ ’’’；源温度 !&’ +；采集方

式为电压选择离子检测模式（*,(-）。

!" 结果与讨论

! ! #" 国际比对实验

$ $ 按照 ’./#(#) 草稿所规定的方法（ 相对响应因

子法（--0））建 立 了 * 点 定 量 标 准 曲 线，所 用 标 准

溶液的质量浓度为 #+ ’，*+ ’，*’，*’’，! *’’ !1 $ #。

$ $ 为了检验该实验方法所得结果的可靠性，本实

验室 参 加 了 2345)1%6& (&78%898) 3: .9;<%= >)6<8?
组织的测定 .@A’7 的国际比对实验。在此次国际

比对实验中，我 们 共 测 定 了 " 个 样 品（ 即 由 组 织 者

提供的鳕鱼肝脏的油、鲱 鱼 肉 和 驯 鹿 肉）中 .@A’7
的含量。此次国际比对实验的结果草稿已经在网页

上公 布（ 参 见 ?88B：$ $ 555! :?%! &3 $ 648%C<)4 $ ？%D ,
*")*)），正式文 稿 将 在 !’’* 年 多 伦 多 A%3E%& 大 会

上公布。图 # 为国际比对实验中鳕鱼肝脏的油、鲱

鱼肉和驯鹿肉的 !F7=34) 图（ 本实验室编号为 -#）。

其中每个实验室的 !F7=34) 是由以下公式计算得到

的：! ,（ " . #）$ !。其 中 " 是 实 验 室 测 定 的 值，#
是统一值，! 是相对于目标值 !’G 的标准偏差。也

就是说如果 !F7=34)7 在 % # 和 . # 之 间，表 明 该 实

验室的标 准 偏 差 在 / !’G 左 右。 通 过 图 # 可 以 看

到，本文所建立方法测定结果的标准偏差在 !’G 左

右，说明该法可行。

图 #" 鳕鱼肝脏的油（"）、鲱鱼肉（#）和驯鹿肉（ $）中 %&’() 测定的国际比对实验结果

*+,! #" -./ +01/23"#42"1425 $467"2+)40 2/)831) 49 :/1/26+0"1+40 49 %&’() +0
$4: 3+;/2 4+3（"），./22+0, 6/"1（#）"0: 2/+0://2 6/"1（ $）

H?) =3D) 3: 394 <6;346834I %7 -# !“ ! , #”4)B4)7)&87 6 D)J%68%3& 3: !’G :43" 8?) =3&7)&797 J6<9)! @A’F!’0 567 &38 D)8)4"%&)D!

! ! !" 添加回收率实验

$ $ .@A’ 分析的预处理复杂，步骤繁多，获得足够

的回收率 是 准 确 定 性 定 量 的 前 提。’./#(#) 规 定
#"K @A’F)-，00 和 #*" 的 回 收 率 必 须 在 !*G 与

#*’G 之间。表 # 是 " 个国际比对样品 所 得 到 的 回

收率的结果，除 了 驯 鹿 肉 的 #" K @A’F00 外，其 他 回

收率结果都符合标准。

表 #" 样品的加标回收率

-"#3/ #" </$4;/2+/) 49 #$=>&’( )1"0:"2:) +0 )"673/) G

,6"B<) #"K @A’F)- #"K @A’F00 #"K @A’F#*"
K3D <%J)4 3%< &" ! ) () ! ) #’’ ! !
>)44%&1 ")68 -- ! ’ "0 ! ( &- ! !
-)%&D))4 ")68 !( ! * !" ! " !* ! -

·)0)·
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! ! "# 实际样品的测定

! ! 用所建立的方法测定了 # 个污水处理厂的活性

污泥中 $% 种 "#$%& 的含量，其结果列于表 &。

表 !# 活性污泥中 "#$%& 单体的含量

’()*+ !# ’,+ -./0+/0& .1 "#$%&
2/ 345 &+6(7+ &*837+ ’( ) (

"#$%
*+,’-. /01(12

#.1312( *4+25/2( 61271 *4+2(4+1
#$%!# $’ 8 ( ’ 8 ) 9$
#$%!( &) 8 % &# 8 ( $( 8 %
#$%!$" ##* 8 ) *)( 8 ( $$+ 8 ’
#$%!$( $$#" #"% 8 ’ &++
#$%!&) &+$" 8 & $$)% 8 " &"( 8 #
#$%!*% $""( 8 % ’$$ 8 & *’’ 8 #
#$%!($ %# &’ $% 8 )
#$%!*( )$%& 8 & &’"+ $+&#
#$%!’’ $**) 8 # *%& 8 $ &&& 8 %
#$%!(( $") 8 $ (( 8 ’ (’ 8 ’
#$%!$++ $+)" 8 * 9$ $"( 8 *
#$%!$$% 9$ 9$ 9$
#$%!%% (#’’ 8 # $(( 8 + $+"’ 8 (
#$%!)" % 8 # & 8 " &(
#$%!$&’ )#* &’ 8 ) $&’ 8 )
#$%!$"* 9$ 9$ 9$
#$%!$"# $’%’ 8 ) "’& 8 ( *"+ 8 +
#$%!$#) 9$ 9$ 9$
#$%!$)# $&’’ 8 & $#+* 8 $ $+&" 8 %
:/;+- &(&#) 8 $ (%%( 8 # "&#) 8 &

! ! 从表 & 可以看出，北京某污水处理厂的活性污

泥的 "#$%& 含量明显高于其他两个地区。这可能

是由于此污 水 处 理 厂 的 污 水 主 要 来 源（%+< 以 上）

是居民生活污水，服务的居民人口远高于其他两个

地区的居民人口。上海某污水处理厂的生活污水占

总来水量的 ’"<，而临沂的生活污水占来水总量的

""<。并且在北京此污水处理厂附近有一个自发形

成的废旧电器的拆卸以及交易市场。这可能是该地

区活性污泥中 "#$%& 含量高于其他两个地区的主

要原因。

! ! 从表 & 还可以看出，这 # 个地区的污泥样品中

含量较高的单体为 #$%!&)，*(，*%，’’，%%，$"#，$)#。

! ! 麦碧娴等［$$］曾 测 定 了 珠 江 三 角 洲 地 区 河 流 底

泥中 "#$%& 的 含 量，大 部 分 样 品 的 "#$%& 总 量

（ 不包括 #$%!&+%）大于 "+ 2( ) (（ 干重）。本实验结

果表明 这 # 个 地 区 的 活 性 污 泥 的 "#$% 的 含 量 低

于珠江三角洲的底泥的含量。

! ! =>.0( 等［$&］测定了瑞典的 && 个污水处理厂的

$$’ 个活性污泥样品中的 "#$%& 含量，发现 "#$%&
的 含 量 在 未 检 出 与*"+ 2( ) (（ 湿 重 ）之 间 。但 大 部

分样品的 "#$%& 含量明显高于本文的样品。

! ! 9/0;4［$#］对加利福尼亚的一个污水处理厂的活

性污泥样品 中 的 "#$%& 含 量 进 行 了 跟 踪 调 查，发

现总 的 "#$%& 含 量 在 ’$ 到$ **+ 2( ) (（ 干 重 ）之

间，远高于本文样品的测定结果，且其中的主要单体

为 #$%!*(，%% 和 &+%。

! ! 通 过 以 上 比 较，我 们 可 以 发 现 此 # 个 地 区 的

"#$%& 污染低于文献［$$］所报道的珠 江 三 角 洲 的

污染，也低 于 文 献［$&，$#］所 报 道 的 欧 美 国 家 的 污

染水平。为了能够确切地比较我国总体 "#$%& 的

污染程度，还需要有更多数据的支持。此工作正在

本实验室进行。

"# 结论

! ! 建立了利用同位素标记 ) 高分辨气相色谱!高分

辨质谱法测定环境样品中 "#$%& 的方法。国际比

对实验表明该法是可行的。利用所建立的方法，对

我国 # 个城 市 的 # 个 污 水 处 理 厂 的 活 性 污 泥 中 的

"#$%& 含量进行了测定，结果表明这 # 个地区的污

泥样品中含量较高的单体为 #$%!&)，*(，*%，’’，%%，

$"#，$)#。本文所建立的方法可以满 足 不 同 领 域 测

定的需求。
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高效液相色谱法测定山楂中的苦杏仁甙

吕伟峰，D 丁明玉

（ 清华大学化学系 生命有机磷化学及化学生物学教育部重点实验室，北京 2"""0-）

摘要：建立了从山楂中提取苦杏仁甙的方法，样品先用石油醚脱脂，然后用甲醇进行索氏提取。用高效液相色谱法

定量测定了山楂中的苦杏仁甙，色谱条件如下：反相 &20 柱，流动相为 2#’ 的 甲 醇 水 溶 液，检 测 波 长 为 !2# ()。测

定了含不同比例山楂籽的山楂样品，结果表明含山楂籽 比 例 高 的 山 楂 样 品 中 苦 杏 仁 甙 的 含 量 高，且 山 楂 粗 粒 样 品

中苦杏仁甙的提取量比粉末样品的提取量高。

关键词：高效液相色谱法；索氏提取；超声提取；苦杏仁甙；山楂
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;><; 1( ;>0 ><C;>"@( D"C?0@$
<", 1)$.;：>13> D0@2"@)<(B0 #1I91? B>@")<;"3@<D>8；G"A>#0; 0A;@<B;1"(；9#;@<:"(1B 0A;@<B,
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D D 苦杏仁甙（ <)83?<#1(，化学名为苯羟基乙氰,!,
41葡萄糖1.1!,41葡萄糖甙，结构式见图 2）属于芳香

族甙，是维生素 F27 的主要成分，它广泛存在于蔷薇

科植物的种子中。在苦杏仁甙酶的作用下苦杏仁甙

将分解产生氢氰酸，对呼吸中枢产生一定的抑制作

用，起到镇咳平喘的功效［2］。尽管少量的氢氰酸能

止咳，但在人体内积累到一定量后氢氰酸会和细胞

线粒体中的氧化酶反应而抑制酶的活性，进而抑制

组织细胞 的 呼 吸 作 用 而 致 人 死 亡［!］。 因 此 必 须 限

定苦杏仁甙在食物、药物中的含量。

D D 检测苦 杏 仁 甙 的 方 法 主 要 是 高 效 液 相 色 谱 法

（KL-&）［,］，其他的检测方法虽然也有报道，如气相

色谱法［-］、毛 细 管 电 泳 法［#］等 等，但 KL-& 以 其 分

离效率高、分析速度快而成为最通用的方法。KL-&

图 !" 苦杏仁甙的化学结构

=&-> !" 92"%&5(/ ;#$85#8$" )* (%,-.(/&’

方法常 选 用 反 相 &20 柱 作 为 分 离 柱，不 同 浓 度 的 甲

醇（ 或乙腈）水溶液作为流动相，采用紫外检测。

D D 山楂为蔷薇科植物山楂红（5(%)%"-42 3,..%)A
,*,;% +-"B ?%(B 6%@’( %$ M$ N@$ ）或野山楂（5(%A
)%"-42 3,..%),*,;% +-"B ）的干燥成熟果实，其主要
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成分包括有机酸和黄酮类化合物等，对这些成分的

研究已有不少报道［#，$］。日本等国家已经开始对从

中国进口的山楂提出测定苦杏仁甙含量的要求，但

是现在并未发现关于山楂中苦杏仁甙检测方法的报

道。本文的研究目的就是优化山楂中苦杏仁甙的提

取方法，建立山楂中苦杏仁甙的 !"#$ 定量分析方

法。本文用石油醚对山楂进行脱脂后用甲醇提取苦

杏仁甙，并用 !"#$ 对山楂中的苦杏仁甙含量进行

检测。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及色谱条件

! ! 美国惠普公司 !" %%&& 系列高效液相色谱仪，

由四元梯度泵、二极管阵列检测器（%&%）、!" 化学

工作站和在线脱气装置组成。色谱柱为 &’()*+, $%’

柱（ ("& -- ) *+ # -- (+ .+ ，" !-）。 流 动 相 为

%"/（ 体 积 分 数 ）的 甲 醇 水 溶 液，流 速 为 &+ ’
-# 0 -(+，紫外检测波长为 (%" +-，柱温为 ,& 1，进

样量为 (& !#。所有样品均经 &+ *" !- 滤膜过滤后

进样。

! ! #" 样品与试剂

! ! 山楂样品由天津双勋堂药业公司提供，苦杏仁

甙标准品购自北京化学试剂公司。甲醇为色谱纯，

其他试剂均为分析纯。

! ! $" 样品处理

! ! 实 验 中 所 用 山 楂 样 品 共 " 种：山 楂 粉、含 $/
（ 质量分数，下同）山 楂 籽 的 山 楂 粉（ 在 山 楂 粉 中 添

加 $/ 山楂籽粉末，下同）、含 (&/ 山楂籽的山楂粉、

山楂粗粒（ 粉碎时过筛出来的粗颗粒）和 含 (*/ 粗

粒的山楂粉（ 在山楂粉中添加 (*/ 过筛出来的粗颗

粒）。取 " 种山楂样品各 % ’，浸泡在 %& -# 石油醚

中，超声提取 %" -(+。过滤后将残渣用 %&& -# 甲

醇在 $& 1水浴条件下索氏提取 " 2。提取液用甲醇

定容至 %&& -#。

#" 结果与讨论

# ! !" 苦杏仁甙的 "#$% 分析方法的建立

! ! 利 用 $%’ 作 固 定 相，不 同 体 积 比 的 甲 醇 和 水 作

流动相。当甲醇和水的体积比为 %" - ’" 时，苦杏仁

甙和其他成分基本可以达到基线分离（ 见图 (）。苦

杏仁甙在 (%" +- 波 长 下 有 最 大 紫 外 吸 收，故 紫 外

检测波长选用 (%" +-。

! ! 标准曲线：将苦杏仁甙标准品溶于甲醇中，并稀

释成系列浓度的标准溶液。以峰面积对相应的苦杏

仁甙浓度做标准曲线，得标准曲线的线性回归方程

为 ! . % " (,/ %# 0 % " $$( /，$( . & 3 //’ #，其 中 ! 为

图 #" 山楂粉的甲醇提取物的色谱图

&’(! #" %)*+,-.+(*-,/ +0 ,1.)-2+3 14.*-5.
+0 )-6.)+*2 7+681*/

$4)5-+：$%’（ ("& -- ) *+ # -- (+ .+ ，" !-）3 647()*

829:*：-*,29+4);<9,*=（%"- ’"，> 0 >）3 ?)4< =9,*：&+ ’ -# 0 -(+3
@A .*,*B,(4+：(%" +-3
! ! &-C：9-C’.9)(+3

峰面积，# 为质量浓度（-’ 0 #）。结果表明，苦杏仁

甙质量浓度在 % 1 (& -’ 0 # 时，其 质 量 浓 度 与 峰 面

积呈良好的线性关系。将最低浓度的标准溶液逐级

稀释进样，当信噪比（ % & ’）为 , 时的浓度即为检出

限。测得苦杏仁甙的检出限为 &+ ( -’ 0 #。

! ! 精密度实验：取质量浓度分别为 "，%&，%" -’ 0 #
的苦杏仁甙标 准 液，分 别 重 复 进 样 " 次，测 得 峰 面

积，计算 其 峰 面 积 的 相 对 标 准 偏 差（DE%）分 别 为

&+ $%/，&+ *// 和 &+ ’’/，说明色谱分析方法具有良

好的精密度。

! ! 稳定性 实 验：取 同 一 份 样 品 溶 液，于 室 温 下 放

置，分别在 &，(，*，#，’ 2 取样，在相同色谱条件下测

定峰面积。苦杏仁甙的峰面积基本保持不变，相对

标准偏差为 &+ *&/。说明被测组分在本实验条件下

稳定。

! ! 加样回收率：取已知含量的纯山楂粉末样 品 "
份，分别 加 入&+ %&& & -’ 的 苦 杏 仁 甙 标 准 品，按 样

品测定方法处理和测定。计算加样回收率，结果见

表 %。由表 % 数据计算得苦杏仁甙的平均回收率为

%&,+ */，DE% 为 %+ &"/。说明本方法可靠。

表 !" 苦杏仁甙的加样回收率

9-:31 !" ;15+<1*= +0 -,=(8-3’2

F43 &..*. 0 -’ ?45+. 0 -’ D*B4>*=C 0 /
% & 3 %&&& & 3 %&(/ %&( 3 /
( & 3 %&&& & 3 %&*% %&* 3 %
, & 3 %&&& & 3 %&*( %&* 3 (
* & 3 %&&& & 3 %&%% %&% 3 %
" & 3 %&&& & 3 %&*" %&* 3 "

# ! #" 山楂中苦杏仁甙提取方法的优化

! ! 苦杏仁甙易溶于甲醇，所以选用甲醇作为提取

剂。甄攀等［’］用 甲 醇 从 郁 李 中 提 取 苦 杏 仁 甙 并 测

·$/*·
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定了含量，马辰等［#］也用甲醇从苦杏仁中提取苦杏

仁甙并进行了含量测定。但甲醇能将一些色素和酯

类大分子同时提取出来，在分析过程中污染色谱柱，

从而降低柱 效，使 苦 杏 仁 甙 难 以 和 其 他 物 质 分 离。

石油醚是一种非极性溶剂，包括色素和酯类在内的

亲脂性物质易溶于其中，而苦杏仁甙难溶于石油醚。

所以首先用石油醚除去这些干扰成分。实验表明在

石油醚相中检测不到苦杏仁甙，说明苦杏仁甙几乎

未被石油醚萃取出来。

$ $ 索氏提取是中药有效成分提取的最常用方法，

由于它的溶剂是循环使用的，所以可以更有效地提

取中药的有效成分。选择 %& ! 的水浴条件是因为

温度太低会使溶剂的循环减慢，而温度太高则导致

苦杏仁甙的分解。图 " 是不同提取时间（!，"，’，(，)
和 % "）和对应的苦杏仁甙提取量（ 提取的苦杏仁甙

质量与原药 材 粉 末 质 量 之 比，下 文 的“ 苦 杏 仁 甙 的

含量”也用此表示）的曲线，从图 " 可以看出 ( " 可

以达到提取平衡。

图 !" 提取时间对苦杏仁甙提取量的影响

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

# $ !" 不同样品形态的山楂中苦杏仁甙的含量

$ $ 表 ! 列出了含不同量山楂籽的山楂粉末和不同

形态的山楂中苦杏仁甙的含量。可以看出，随着山

楂籽含量的增加苦杏仁甙的含量也在增加。由此可

以推断出 苦 杏 仁 甙 在 山 楂 籽 中 的 含 量 较 高。 车 凤

斌［*&］也曾报道过苦杏仁甙广泛存在于杏、桃、李子、

苹果、山楂等多种蔷薇科植物籽和苦扁桃种子中，而

且随着粗粒含量的增加测得的苦杏仁甙的含量也在

增加。由此可以推断出用山楂粗粒提取苦杏仁甙比

用山楂粉提取的量要大。#$%&’ 等［**］曾比较了不

同形态杏仁中提取出的苦杏仁甙的量，也发现了用

粗 粒提取时苦杏仁甙的量比用粉末提取的量要高，

原因是苦 杏 仁 甙 在 与 之 共 存 的 苦 杏 仁 甙 酶（ ()*+,
-.&）的作用下水解，山楂粉末的比表面积大，与苦杏

仁甙酶接触充分，促进了苦杏仁甙的水解，造成测得

的苦杏仁甙的含量比粗粒山楂低。

表 #" 含不同量山楂籽和粗粒的山楂样品中苦杏仁甙的含量

4-53’ #" 46’ (*.)’.) *& -/1#2-3". ". 6-7)6*,. 8*72’,
9-/83’9 7")6 2"&&’,’.) ,-)"*9 *& 9’’29 -.2 8"’(’9

#%$/"01& -%)2+( 30&/(&/ 4（)’ 4 ’）

50$6(1 0&+7 & 8 *%
50$6(1 90&/%.&.&’ %: -((6- * 8 &"
50$6(1 90&/%.&.&’ !&: -((6- * 8 "!
50$6(1 90&/%.&.&’ !’: 2.(9(- & 8 %&
#%$/"01& ;1*./ 2.(9(- & 8 +"

!" 结论

$ $ 本文建立了一种简便可行的从山楂中提取并定

量测 定 苦 杏 仁 甙 的 方 法：先 用 石 油 醚 超 声 提 取 *(
).&，然后采用索氏提取法用甲醇提取残渣 ( "，提

取液用 #5<3 方法（3*+ 柱，*(: 的 甲 醇 水 溶 液 为 流

动相）检测苦杏仁甙含量。本方法可以用作检测山

楂中苦杏仁甙的质量控制方法。从不同样品的分析

结果可以得出结论，含山楂籽量大的山楂样品中苦

杏仁甙的含量高，而山楂粗粒中苦杏仁甙的提取量

比粉末样品的提取量高。
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摘要：采用溶胶 &凝胶法，以四乙氧基硅烷和苯基三乙氧基硅烷作为反应单体，通过酸碱两步催化在毛细管中进 行

原位缩聚反应，制备了新型有机 &无机杂化硅胶基质毛细管整体柱，制备过程简单。整体柱基质中均匀分布的苯基

基团可直接用于反相毛细管电色谱的分离，因而不 需 要 对 基 质 再 进 行 衍 生 化。优 化 了 整 体 柱 的 制 备 条 件，采 用 扫

描电镜和压汞法对整体柱的微观结构和孔径分布进行了表征。分别考察了溶胶 &凝胶初始反应液中水的用量对柱

床结构的影响和两种单体的配比对材料孔径分布的影响。研究了稠环芳烃类化合物在整体柱上的保留行为，用所

制备的整体柱分离了 1 种苯酚类化合物，平均柱效达@"" """塔板 ’ (。

关键词：整体柱；毛细管电色谱；溶胶 &凝胶法；有机 &无机杂化材料
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F F 通过原位聚合的方法在色谱柱中形成连续、多

孔的整体固定相床层是近年发展起来的一种新型色

谱分离介 质［@］。毛 细 管 整 体 柱 克 服 了 开 管 柱 相 比

不足的缺陷，同时也避免了颗粒填充柱需要烧结塞

子的麻烦，具有制备简单、渗透性好、传质速率高等

优点［!］，在 反 相 色 谱［,］、正 相 色 谱［-］、离 子 交 换 色

谱［#］、亲和色 谱［A］、体 积 排 阻 色 谱［1］和 手 性 色 谱［/］

等中应用取得了很好的效果。根据材料的种类，整
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体柱可分为有机聚合物整体柱［#，$%］和硅胶基质整体

柱［$$，$!］两种类 型。聚 合 物 整 体 柱 的 优 点 是 制 备 方

法简单、耐酸碱性好，可通过改变致孔剂、单体和交

联剂的比例方便地调节固定相的结构和孔径分布，

在分离生物大分子方面具有一定的优势，然而其溶

胀效应会影响固定相的稳定性和机械性能。硅胶基

质整体柱的制备通常采用溶胶!凝胶法，方法为四甲

氧基硅烷和聚环氧乙烷于毛细管中在酸催化条件下

发生水解和缩聚反应，然后经过老化和干燥处理，形

成具有微米 级 通 孔 和 纳 米 级 中 孔 的 双 孔 结 构 整 体

柱，再在柱上进行衍生化反应以键合上不同的官能

团。硅胶基质整体柱具有机械强度高，可单独调控

硅胶骨架和通孔大小的特点，但是硅胶骨架在干燥

过程中极易收缩和断裂，且通过改性在表面引入功

能团的过程比较复杂，重复性也不太理想。因此，发

展新型毛细管电色谱整体柱是目前电色谱研究领域

中非常重要的课题之一。

& & 采用溶胶!凝胶法可以在温和条件下制备有机!
无机杂化材料。这种材料中同时存在有机和无机组

分，无机部分可提供机械强度稳定的聚合骨架，而结

合于无机相上且均匀分布的有机基团可以改善材料

的性能［$"］。通过在反 应 物 中 加 入 具 有 色 谱 保 留 基

团的功能化单体，制备出杂化基质的色谱固定相，避

免了传统硅胶基质整体柱所需的化学改性步骤，从

而提高了制备的重现性。我们曾采用溶胶!凝胶法，

以四乙氧基 硅 烷 和 " !氨 丙 基 三 乙 氧 基 硅 烷 作 为 反

应单体，结合超分子模板技术制备了含有氨基基团

的杂化基质毛细管整体柱，并在弱阴离子交换模式

下分离了酸性样 品［$’］。通 过 改 变 反 应 液 中 功 能 化

单体的种类，可以制备出含有不同功能基团的杂化

材料，以满足不同的分离需要。

& & 本文采用两步催化的溶胶!凝胶法制备了有机!
无机杂化硅胶基质整体柱。实验中通过加入盐酸和

十二胺两种催化剂来调节反应过程的 "# 值，从 而

控制单体水解和缩聚反应速率；通过改变反应物配

比来 控 制 柱 床 的 孔 结 构。 以 苯 基 三 乙 氧 基 硅 烷

（$%&’）作为 功 能 化 单 体，整 体 柱 中 均 匀 分 布 的 苯

基基团为色谱分离提供了反相色谱保留作用。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

& & ()*+,-. $ / 01& ’234), (%$% 毛 细 管 电 泳 仪

（ 美国 ()*+,-. 公 司 ）。 熔 融 石 英 毛 细 管（)( !,
5* 6* + ")( !, 7* 6* ，河北永年光导纤维厂）。$!%%
"型液相色 谱 泵（ 大 连 依 利 特 分 析 仪 器 有 限 公 司）

用于冲洗毛细管柱。8’9!,",%:; 型 扫 描 电 子 显 微

镜（ 日本 8&<: 公司）用于表征整体柱的微观结构。

$7=) ’5>)= #"$% 型压汞孔径测试仪（ 美国 95*=7,)!
=545*3 公司）用于表征整体材料的孔径分布。

& & 四乙氧 基 硅 烷（%&<’）、苯 基 三 乙 氧 基 硅 烷 和

十二胺购自美国 0*=73 公司；甲醇和乙腈为色谱纯；

三羟甲基氨基甲烷（%=53）、盐酸、无水乙醇、硫脲、稠

环芳烃类（$0#3）和苯酚类化合物购自上海化学试

剂公司，均为 分 析 纯。实 验 用 水 由 德 国 ’? 公 司 的

1:&0@ 超纯水设备制得。样品先用乙腈溶解，混合

后再用流动相稀释至质量浓度为 %* %$ - %* %( A / :。

流动相的 "# 值在加入有机改性剂之前测 定，流 动

相在使用前超声脱气 $( ,5.。

! ! #" 整体柱的制备

! ! # ! !" 毛细管的预处理

& & 对毛细管管壁进行预处理，以增大管壁上硅羟

基的密度，达到固定柱床的目的。将毛细管柱依次

用 %* ! ,7B / : 盐 酸、水、$* % ,7B / : 氢 氧 化 钠、水 分

别冲洗 "% ,5.，于 $,% C下通氮气吹干。

! ! # ! #" 整体柱的制备

& & 将 !%% !: 甲醇、$% !: %* ( ,7B / : 盐酸和一定

体积的水混合均匀，然后加入一定体积的 %&<’ 和

$%&’，涡流搅拌 " ,5. 后，于 ,% C水浴中水解 ’ D。

冷却至 室 温 后，加 入 $( ,A 十 二 胺 并 混 合 均 匀，充

入预处理过的毛细管中，两端封口，于 ’% C 下反应

$! D。然后用无水乙醇冲洗毛细管柱以除去表面活

性剂十二胺，最后在 ,% C下干燥 ’. D。以不同配比

的反应液（ 见表 $）制备了 " 根整体柱。

表 !" 以不同配比的反应液制备整体柱

"#$%& !" ’()*(+,-,(.+ (/ (0,1,.#% +(% +(%2-,(.+
/(0 *0&*#0#-,(. (/ )(.(%,-3,4 4(%2).+

17BE,. !（%&<’）/ !: !（$%&’）/ !: !（#!<）/ !:

0 #% )% !%
( #% )% "%
1 #! ,. !%

& %&<’：4)4=-)4D7F235B-.)；$%&’："D).2B4=5)4D7F235B-.)G

! ! $" 整体柱的表征

& & 截取 ( ,, 长的毛细管整体柱，在其横截面处

镀金，用扫 描 电 镜 对 整 体 柱 的 微 观 结 构 进 行 表 征。

取 $% 倍份的反应液，将其混合均匀后注入 $%% ,,
+ !* % ,, 5* 6* 不 锈 钢 液 相 色 谱 柱 管 中，在 上 述 相

同条件下进行反应，用压汞仪测定制得的固定相的

孔径分布。

! ! %" 电色谱实验条件

& & 利用整体 柱 0 对 整 体 柱 的 电 色 谱 性 能 进 行 评

价。毛细管柱总长为 !) *,，有效长度为 !% *,，采

用电动方式进样（" +;，" 3），分离温度为 !% C，检

测波长为 !$’ .,，以硫脲作为电 渗 流 标 记 物，数 据

·%%(·
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采集频率为 #$ "#。流动相采用不同体积比的乙腈

与 " $$%& ’ ( )*+,!"-& 的缓冲溶液。

!" 结果与讨论

! ! #" 制备条件的优化

! ! 实验研究了两种单体的配比、水的用量和溶液

." 值等实验条件对制备整体柱的影响。

! ! 改变单体的配比可控制反应体系的相分离和溶

胶!凝胶过程，从而改变固定相的骨架结构。当其他

条件不变时，随着反应液中 /)01 比例的增大，得到

的硅胶骨架和通孔孔径都增大，通透性变好。

! ! 水是水解反应中必要的反应物，同时又是缩聚

反应的产物，在溶胶!凝胶过程中是必不可少的。然

而过量的水一方面催化水解反应，另一方面又抑制

缩聚反应。实验发现，其他条件不变时，水的用量增

加，聚合速度减慢，形成的凝胶的机械强度增强，但

柱床的通透性变差。

! ! 溶胶!凝胶过 程 中 的 水 解 和 缩 聚 反 应 与 体 系 的

." 值有紧密联系。酸性条件下，水解速率大于缩聚

速率；而在碱性条件下，缩聚速率大于水解速率［#"］。

本实验采用反应过程中改变溶液 ." 的两步催化的

溶胶!凝胶法，首先在酸催化条件下发生水解反应，

以产生足够的硅羟基，然后加入碱性催化剂以加快

缩聚反应的进行，这样可以有效控制水解和缩聚反

应速率，单体的水解和缩聚反应都能够进行完全。

! ! !" 整体材料的表征

! 2 ! 2 #" 微观结构

! ! 图 # 是在两种不同条件下制备的整体柱横截面

扫描电镜图。制备整体柱的初始反应液中水的添加

量分别是 %& !( 和 ’& !(，)031 与 /)01 的体积比

均为 (& ’ )&，其 他 制 备 条 件 相 同。从 图 # 中 可 以 看

出，整体柱 4 与 5 的微观结构有很大的差异。反应

液中水量 较 多 的 体 系（ 柱 5），生 成 的 骨 架 颗 粒 较

小，聚集更致 密。柱 4 结 构 均 匀 且 连 续，呈 较 规 则

的球形硅胶聚 集 结 构，与 柱 5 相 比，骨 架 和 通 透 孔

较大，大的通孔提供了较好的通透性。

图 #" 整体柱 "（#）和 $（%）的横截面扫描电镜图

&’(! #" )*#++’+( ,-,*./0+ 1’*/02*03, ’1#(,2 04 .5, */02262,*.’0+#- 7’,8 04 10+0-’.5’* *0-91+2 "（#）#+: $（%）

! ! /*6.7*78+%9 :%9;+8+%9,：%& !( 79; ’& !( %< =786* +9 %*+>+97& ,%& ,%&?8+%9, <%* :%&?$9, 4 79; 5，*6,.6:8+@6&A；79; 8B6 @%&?$6 *78+%
%< (&* )& %< )031 79; /)01 +9 %*+>+97& ,%& ,%&?8+%9, <%* C%8B :%&?$9, 4 79; 52

图 !" 压汞法测定整体柱的孔径分布图

&’(! !" ;+*/,1,+.#- 30/, 2’<, :’2./’%9.’0+ 3/04’-,
1,#29/,: %= 1,/*9/= 30/02’1,./=

-%&?$9 4：!（ )031 ）’ !（ /)01 ） + (& ’ )&；-%&?$9 -：

!（)031）’ !（/)01）+ (% ’ $, 2

! ! ! ! !" 孔径分布

! ! 图 % 是不同单体配比条件下制备的整体柱的孔

径分布图。柱 4（!（)031）’ !（/)01）+ (& ’ )&）的

大孔主要分布在 " !$ 左右，孔容为 %- (# :$’ ’ >，而

柱 -（!（)031）’ !（/)01）+ (% ’ $,）的大孔主要分

布在 &- , !$ 左右，孔容为 %- %& :$’ ’ >。产生这种

差别的原因可能是由于随着 )031 与 /)01 比例的

增大，相分离过程滞后，导致大孔的孔径减小。

! ! $" 整体柱性能的评价

! ! $ ! #" 电压对流速的影响

! ! 实验研究了电渗流与电压的关系，结果如 图 ’
所示，可以看出电压从 . DE 增大至 %) DE 时，电渗

流的线速度随着分离电压的增高而线性增大，表明

在实验操作电压范围内，内径 )" !$ 的毛细管整体

·#&"·
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图 !" 分离电压对电渗流线速度的影响

!"#$ !" %&&’() *& +,,-"’. /*-)+#’ *0 -"0’+1 /’-*(")2 *&
’-’()1**34*)"( &-*5 )61*7#6 )6’ 4*0*-")6"( (*-740
!"#$%& ’()*&：# ++"% , - ./$*012% #344&/（’1 $ 5 !）6"78)$0

7$79 %&: )6&8"7$8/$%&5

柱系统中产生的焦耳热效应不明显，因此可以忽略

由于焦耳热 效 应 可 能 产 生 的 温 度 梯 度 引 起 的 流 速

梯度。

# $ ! $ #" 稠环芳烃类化合物在整体柱上的保留行为

’ ’ 图 ( 是 在 流 动 相 中 乙 腈 含 量 不 同 的 条 件 下，)
种 ;<1* 在整体柱 < 上的分离谱图。各化合物的保

留随着乙腈含量的增大而减小，并按照其疏水性大

小顺序流出。图 # 比较了各相邻稠环芳烃化合物的

分离因子随流动相中乙腈含量变化的规律，可以看

出随着流动相中乙腈含量的增加，芴和苊的分离因

子 !"，! 增大，芘和蒽的分离因子 !#，( 基本恒定，而其

他相邻溶质的分离因子都减小。为了从理论上解释

该现象，用式（*）+ 式（"）对实验数据进行了分析评

价，结果如表 ! 所示。

%9 ! , " - #$= （*）

其中系数 # 表示在固定相表面上一个溶质分子可以

顶替溶剂分子的个数，与溶质和流动相组分分子结

构有关，也与固定相的表面形态及性质有关。

!!，* , !! , !* （!）

由式（*）和式（!）可以得到：

’ %9 !!，* ,（"! . "* ）-（#! . #* ）$= , "" - "#$= （"）

图 $" 稠环芳烃类样品在整体柱 8 上的分离谱图

!"#$ $" %-’()1*(61*4+)*#1+43 *& 98:3 *0 (*-740 8
’ ’ >?’&/$+&78)% 6"7@$8$"7*：+"#$%& ’()*&，# ++"% , - ./$*012%（ ’1 $/ !）6"78)$7$79 A)/$"3* ’/"’"/8$"7* "4 )6&8"7$8/$%&，)5 $&: ；

#5 %&: ；65 )&: ；@5 #&: 5 <’’%$&@ A"%8)9&：*" BC5
* 5 7)’(8()%&7&；! 5 )6&7)’(8(&7&；" 5 4%3"/&7&；( 5 )78(/)6&7&；# 5 ’D/&7&；) 5 8/$’(&7D%&7&5

图 %" 流动相中乙腈的含量对 98:3 分离因子 ! 的影响

!"#$ %" %&&’() *& +(’)*0")1"-’ (*0)’0) "0 4*;"-’ ,6+3’
*0 3’,+1+)"*0 &+()*1 ! *& 98:3

E344$?&* "4 !，*，!，⋯，)，)/& 8(& ’&)B F"5 $7 G$95 ( 5

’ ’ 从表 ! 中还可以看出，芴和苊的 "# 值大于零，

说明其分离因子 !"，! 随着流动相中乙腈含量的增加

而增大；芘和蒽的 # 值大小接近，其分离因子 !#，( 几

乎不随流动相中乙腈含量的变化而变化；而其他相

邻洗脱化合物 的 "# 值 均 小 于 零，因 此 它 们 的 分 离

因子都随流动相中乙腈含量的提高而减小。

# $ ! $ !" 苯酚类样品的分离

’ ’ 酚类化合物是一类重要的环境污染物，因此本

文利用整体柱 < 对 % 种苯酚类化合物进行了分离。

在流动相中乙腈含量为 #&: 的条件下，% 种化合物

实现了基线分离（ 见图 )），且峰形对称，平均柱效达

*&& &&&塔板 , +。相同条件下连续进样 % 次，死时间

和样品保留 因 子 的 相 对 标 准 偏 差 分 别 小 于 &/ $!:
和 */ (#:，说明整体柱具有较好的分离重现性。

·!&#·
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表 !" 溶质的保留因子 ! 与流动相中乙腈含量（"! ，体积分数）的线性关系

"#$%& !" ’()&#* *&%#+(,)-.(/- $&+0&&) #1&+,)(+*(%& 1,)+&)+（"! ，2，3 4 3）() 5,$(%& /.#-& #)6 *&+&)+(,) 7#1+,* ! 7,* 89:-

"#$% &’( )* +),( # -’./’0*1 2, ! $ " % #$3 % !#
& *$/454$2#*# 2, ! $ & ( ’##"( ) * ( ’’*(+$3 , ( (((" ) , ( -"#’-
* $6#*$/454#*# 2, ! $ * ( *,("’ ) - ( *-+’,$3 , ( (((& , ( &#.(.
- 720’8#*# 2, ! $ * ( &-.&& ) - ( ,(,’#$3 , ( (((, ) , ( *"+&"
# $*548$6#*# 2, ! $ * ( -..#( ) - ( -#+(($3 , ( ((’’ ) , ( ,-*#&
" /98#*# 2, ! $ * ( #(..- ) - ( -’,#,$3 , ( ((’" ) , ( *#(-(
. 58)/4#*92#*# 2, ! $ * ( +-+,* ) - ( .*(+($3 ) , ( ((’*

图 #" 苯酚类化合物在整体柱 9 上的分离谱图

;(<= #" >%&1+*,1.*,5#+,<*#5 ,7 /.&),%- ,) 1,%?5) 9
:;/#8).#*5$2 6’*1)5)’*<：.’=)2# /4$<#，" ..’2 > ? @8)<!

A-2（/A ’ ( *）6’*5$)*)*, ",B C-&；$//2)#1 D’25$,#：&, %E(
! ! F’205#<：& ( 4918’G0)*’*#；* ( /4#*’2；- ( &!*)58’/4#*’2；# (
’!642’8’/4#*’2；" ( *，- !1).#5492/4#*’2；. ( *，# !1)642’8’/4#*’2；
+ ( (!*)58’/4#*’2(

$" 结论

! ! 采用四乙氧基硅烷和苯基三乙氧基硅烷作为反

应单 体，通 过 两 步 催 化 溶 胶!凝 胶 过 程 制 备 了 有 机!
无机杂化硅胶基质整体柱，优化了制备条件，制得的

整体柱具有孔结构均匀、通透性好、分离效率高和重

现性好等优点。以所制得的整体柱在反相电色谱模

式下分离了稠环芳烃类和苯酚类样品，取得了较好

的分离效果，表明这种新型毛细管整体柱在电色谱

研究中具有较好的发展前景。
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《 色谱原子光谱 > 质谱联用技术及形态分析》

作者：胡 ! 斌 ! 江祖成 ! 估价：#, 元 ! 出版单位：科学出版社 ! 出版日期：*,," 年 ’ 月

! ! 元素形态分析是 *& 世纪分析化学中发展最快的研究领域之一，而各种色谱（ 包括电泳）与原子

光谱 > 质谱联用技术则是元素形态分析最有效的手段。本书详细介绍了自 *, 世纪 (, 年代以来联用

技术及元素形态分析的研究成果及发展趋势。内容包括元素形态分析中的试样前处理技术、非色谱

原子光谱 > 质谱联用技术、色谱（ 包括气相色谱、液相色谱、毛细管电泳）、原子光谱 > 质谱联用技术以

及环境和生物体系中元素形态分析等。

! ! 本书可供从事分析化学、环境化学、临床医学、药学、生物无机化学等领域的科研人员参考，也可

作为高等院校相关专业的教师和研究生的教学参考书。

购书者请与科学出版社联系，电话：（%&%）#’%$$(&(，联系人：黄 " 海。
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酯型十八烷基键合硅胶整体柱的制备、表征及性能评价

王利娟2 ，B 杨更亮2，! ，B 李 B 煦2 ，B 李晓瑜2 ，B 尹俊发! ，

李志伟2，! ，B 高文惠, ，B 杨 B 静- ，B 陈 B 义!

（2 $ 河北大学药学院，河北 保定 "/2""!；! $ 中国科学院化学研究所分子科学中心，北京 2"""0/；

, $ 河北科技大学生物科学与工程学院，河北 石家庄 "#""20；- $ 中国原子能科学研究院，北京 2"!-2,）

摘要：将硅烷偶联剂 !&（!，, &环氧丙氧）丙基三甲氧基硅烷与十八酸反应，再键合到硅胶整体柱上，得到了酯型十八

烷基键合固定相，并用红外光谱、元素分析对其进行了表征。在以甲醇 &水为流动相的反相色谱条件下分离了苯、联

苯和蒽的混合样品，评价了该整体柱的 色 谱 性 能，考 察 了 该 整 体 柱 适 用 的 ’( 范 围，以 及 柱 压 降、柱 效 与 流 速 的 关

系。结果表明，该硅胶整体柱键合效果良好，具有较好的反相色谱性能，且在 ’( C ! . 0 时 稳 定 性 好，柱 压 降、柱 效

受流速影响较小，可有效地用于化合物的快速分离分析。

关键词：硅烷偶联剂；酯型十八烷基键合硅胶整体柱；反相液相色谱
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B B 硅胶整体柱是近几年才出现的新型色谱柱，它

打破了传统液相色谱柱的概念，克服了传统液相色

谱填充柱 的 诸 多 缺 点［2，!］，因 此 引 起 了 色 谱 界 的 关

注。2$$D 年 N.21M0F<. 等 首 先 制 备 了 连 续 的 硅 胶

整体 柱［,］，随 后 又 推 出 了 新 柱 型 ><B"E"#.A<LN ，并

得到了应用［-］。硅胶整体柱同时具有通孔（ 亦称大

孔）和中孔双孔结构，空隙率大于 0"O ，因此，具 有

阻力小、适于极性及流速梯度洗脱等优点，适合用于

高通量分析和快速分离分析。

B B 硅 胶 整 体 柱 可 以 在 正 相 色 谱 模 式 下 直 接 使

用［#］。除此之外，应用于液相色谱的硅胶整体柱均

需进行改性或修饰，得到各种键合相整体柱以适应
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于不同色谱模式的分离之需。在键合相色谱中，反

相色谱的应用 占 到 了 全 部 色 谱 分 离 工 作 的 #$! 左

右，可以说它是最重要的色谱分离模式。有关反相

硅胶色谱填料（ 如 "% 、"&% ）的研究较多，而且其柱上

键合方面 的 研 究 也 有 详 尽 的 报 道［’］。 已 开 发 的 硅

胶 整 体 柱 大 多 是 反 相 十 八 烷 基 键 合 硅 胶 整 体

柱［(，#，%］。大量新 的 性 能 优 良 的 反 相 键 合 固 定 相 是

通过带有如氨基、环氧基和烯基等官能团的有机硅

烷键合至硅胶基体上的，其中 !#（)，( #环氧丙氧）丙

基三甲氧 基 硅 烷（$%"’$）作 为 偶 联 试 剂 已 被 广 泛

研究和使用［*，&$］。

! ! 本文选用 硅 烷 化 试 剂 $%"’$ 进 行 硅 胶 整 体 柱

的表面化学修饰，制备出酯型十八烷基键合硅胶整

体柱，并在反相色谱条件下评价了该整体柱的色谱

性能，考察了其适用的 &% 范围及水解稳定性，以及

柱压降、柱效与流速的关系。

!" 实验部分

! ! !" 主要仪器和试剂

! ! ’()"* 高效 液 相 色 谱 仪（ 日 本 ’()"* 公 司），

包括 +,#&"%# 泵和 ,-#&"#" 可变波长检测器；南京

千谱色谱工作站；./#*$) 定时恒温磁力搅拌器（ 上

海浦江 分 析 仪 器 厂 ）；")"$& #)+ 超 级 数 显 恒 温 器

（ 重庆四大实验仪器厂）；)0#+ #&$ 箱式电阻炉（ 天津

实验电炉厂）。

! ! 四甲氧基硅烷购自杭州硅宝发展科技有限公司

（ 提纯 后 使 用 ），聚 乙 二 醇 购 自 北 京 化 学 试 剂 公 司

（ 日本进口 分 装，分 析 纯），$%"’$ 购 自 杭 州 硅 宝 发

展科技有限公司（ 纯度为 **! ），十八酸购自天津市

天大化工实验厂（ 分析纯），甲醇购自天津康科德有

限公司（ 色谱 纯），甲 苯、冰 乙 酸、氨 水、硝 酸 等 均 为

国产分析纯试剂，全部实验用水为二次蒸馏水。

! ! #" 硅胶整体柱的制备

! ! 按 照 文 献［&&，&)］的 方 法，制 备 了 具 有 双 孔 结

构的硅胶整体柱。经扫描电镜观察该柱的骨架和通

孔尺寸分别为 &, " 和 ), $ !1，经氮吸附测试中孔尺

寸为 )+ 21。

! ! 活化处理焙烧后的硅胶整体柱，真空干燥后切

成一 定 长 度 进 行 包 覆，制 备 成 "$ 11 - +, ’ 11
3, 4, 的硅胶整体柱。

! ! $" 酯型十八烷基键合硅胶整体柱的制备

! ! 参照文献［&(］，将含 &$! $%"’$（ 结构式见图 &
中的 5，以下 6，7，4，8 与此同）的干燥甲苯溶液加入

到 )"$ 1/ 三口圆底烧瓶中，加入 $, " 1/ 三 乙 胺，

搅拌 $, " 9，然后缓慢滴加十八酸（6）与干燥甲苯的

混合物，滴加完后，在 :) 保护下，于 &&$ ;搅拌回流

&) 9，最后冷却保存，得反应中间产物（7）。

! ! 将包 覆 好 的 硅 胶 整 体 柱（ 4）用 上 述 中 间 产 物

（7）以 $, & 1/ < 132 流速在 %$ ; 下冲洗 &) 9，然后

将两端密封，在室温下放置 &) 9 之后，于 %$ ; 真空

干燥。然后分别用甲苯、甲醇冲洗，并于 %$ ; 真空

下干燥 &$ 9，得最后产物 酯型十八烷基键合硅

胶整体柱（8）。

! ! 键合路线如图 & 所示。

图 !" 酯型十八烷基键合硅胶整体柱的键合路线

"#$! !" %&’()&)*#+, -./’0’ +1 +.*)2’.34 ’-*’&56+,2’2 0+,+4#*/#. -#4#.) .+470,

#" 结果与讨论

# ! !" 红外光谱及元素分析

! ! 红外光谱数据（ 见图 )）表明，与单纯经酸处理

的硅 胶 相 比 较，最 后 产 物 在 ) *)" = +# 和 ) %"+ = *+
71 . & 处出现—"%) —的不对称和 对 称 伸 缩 振 动 峰，

在& +’( = ’+ 71 . & 处出现—"%) —的变形振动 峰，羰

基 峰 出 现 于 & #(’ = %$ 71 . & 处。 硅 醇 基 吸 收 峰

（*#", $# 71 . & ）的 相 对 强 度 明 显 减 弱，表 明 大 部 分

硅醇基参与了键合反应。

! ! 酯型十 八 烷 基 键 合 硅 胶 整 体 柱 的 元 素 分 析 结

果：" &$, )%&!，% &, %++!。

! ! 综合红外光谱和碳的元素分析结果可以推断以

上键合反应按图 & 中的键合路线进行。
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色 谱 第 !" 卷

图 !" 酯型十八烷基键合硅胶（!）和经酸处理

硅胶（"）的红外光谱图

#$%& !" ’( )*+,-.! /0 /,-!1+,23 +)-+.4"/51+1 )$3$,!（!）

!51 )$3$,! !0-+. !,$1 -.+!-6+5-（"）

! & !" 色谱性能测试及稳定性研究

# # 以甲醇!水混合液作流动相，通过改变甲醇和水

的比例，考察苯、联苯和蒽等多环芳烃在该键合十八

烷基硅胶整体柱上的保留特性，结果见表 $。

表 #" 流动相组成对溶质保留行为的影响

7!"3+ #" 800+,- /0 -9+ ,/6*/)$-$/5 /0 6/"$3+ *9!)+)
/5 .+-+5-$/5 -$6+) /0 )/3:-+) "#$"

%&’()*
!（+*,-）% !（-!,）

&’% !’ ()% *) ’’% *’ ’)% ’) *’% ’’
.*$/*$* ) 0 +$) ) 0 ,$$ ) 0 ,!) $ 0 )$+ $ 0 )("
.#12*$3’ ) 0 ,(, $ 0 ’," $ 0 (,’ ! 0 +)" " 0 (!&
4$)2567*$* $ 0 $+" ! 0 ’&" " 0 *)$ ’ 0 +$& + 0 !,*

# +&8#’* 1269*："*)26$&’!:6)*5； ;’&: 56)*：$- ) "< = "#$；

>*)*7)#&$ :6?*’*$@)2：!’* $"；)*"1*56)(5*：!’ A 0

图 $" 测试溶质的分离色谱图

#$%& $" ;9./6!-/%.!6 /0 -+)- )/3:-+)
B&$>#)#&$9："&8#’* 1269*，()C B-",- 6D(*&(9 9&’()#&$；

;’&: 56)*，$- ) "< = "#$；>*)*7)#&$ :6?*’*$@)2，!’* $"；)*"!
1*56)(5*，!’ A 0
# # $ 0 8*$/*$*；! 0 8#12*$3’；" 0 6$)2567*$*0

# # 从表 $ 可见，随着流动相中甲醇含量的降低，多

环芳烃的保留时间逐渐增大，表明该键合硅胶整体

柱对多环芳烃具有反相保留特性。图 " 给出了测试

溶质在该柱上的色谱分离图，可以看出，测试溶质的

流出顺序与传统反相柱一致，且可以达到较好的分

离效果。但与商品化的硅胶整体柱相比，该柱柱效

偏低，峰容量较小，原因可能是：（$）柱体包覆时，在

柱体居中和柱端面处理上还不尽完善，这一问题有

望通过改进 包 覆 方 法 进 行 解 决；（!）键 合 工 艺 还 有

待于进一步改良，以提高键合率，这一部分工作正在

进行之中。如果上述两个问题能够得到解决，该键

合硅胶整体柱的色谱性能应该会有很大提高。

# # 对 该 柱 的 稳 定 性 进 行 了 考 察。 该 柱 在 经 过

! ’))倍柱体积的甲醇!水（ 体积比为 () % *)）溶液冲

洗后，柱效 基 本 无 变 化。 同 时 还 考 察 了 该 柱 的 1-
稳定性，在分 别 经 过$ )))倍 柱 体 积 的 1- !，’ 和 +
的甲醇!水（ 体积 比 为 () % *)，以 磷 酸 盐 和 柠 檬 酸 调

节酸度）溶液冲洗后，柱效基本无变化。由此可见，

该键合硅胶整体柱具有良好的稳定性。

! & $" 柱压降与流速的关系

# # 考察了硅胶整体柱柱压降随流速的变化关系，

并与填充 ’ !" 硅胶填料的 ’) "" . *- ( "" #- >-
填充柱比较，结果见图 *。

图 %" 在硅胶整体柱（#）和微粒填充柱（!）上

柱压降 ! ! 与流速 " 之间的关系

#$%& %" ;/3:65 "!,< *.+)):.+ ! ! =) 03/> .!-+ " /0
6/"$3+ *9!)+ /5 ! 6/5/3$-9$, )$3$,! ,/3:65（#）

!51 ! 6$,./*!.-$,:3!-+ ,/3:65（!）

,)2*5 7&$>#)#&$9 69 #$ E#@0 " 0

# # 从图 * 可以看出，柱压降随流速的变化呈线性

关系，硅胶整体柱随流速增大柱压降的增幅明显小

于微粒型填充柱，表明该柱空隙率高、渗透性强。因

此，该整体柱不仅可用于极性梯度洗脱，而且十分适

用于流速梯度洗脱，这对物质的快速分离极为有利。

! & %" 柱效与流速的关系

# # 高效快速分离是硅胶整体柱的突出优点。虽然

目前本实验室所制备的十八烷基键合硅胶整体柱柱

效偏低，但也已经充分体现出这一优点。图 ’ 给出

了不同流速下多环芳烃在十八烷基键合硅胶整体柱

上的分离色谱图。由图 ’ 可以看出，随着流动相流

速的增加，测试溶质的保留时间逐渐缩短，但分离效

果并无明显 改 变。以 蒽 计 算，流 速 由 $ "< = "#$ 提

高到 " "< = "#$ 时，分离速度提高了将近 " 倍，而柱
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效下降并不明显。这充分体现出硅胶整体柱高效快

速分离的优势。如果将这种色谱柱应用于实际分离

分析工作，将会大大提高样品的分离分析通量和工

作效率，这是颗粒型填充柱难以媲美的。

图 !" 测试溶质在不同流速下的分离色谱图

!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- +.,+ ,(/0+., (1 )(1(/"+&"2
,"/"2* 2(/0)1 *+ 3"--.’.1+ -/(4 ’*+.,

!"#$ %&’()：&* # +, - +./；0* $ +, - +./；1* % +, - +./*
2’3(% 1#/4.’.#/) &) ./ !.5* % *

! ! # * 0(/6(/(；$ * 0.73(/8"；% * &/’3%&1(/(*

#" 结论

! ! 本文制备了酯型十八烷基键合硅胶整体柱，评

价了其色谱性能及稳定性，并考察了柱压降、分离效

果与流速的关系。结果表明，该酯型十八烷基键合

硅胶整体柱 在 反 相 色 谱 体 系 中 对 溶 质 具 有 保 留 特

性，随着流动相流速的增大，分离效果无显著变化。

与颗粒型填充柱相比，酯型十八烷基键合硅胶整体

柱随流速增大柱压降增幅较小，表明该柱空隙率高、

渗透性强。因此，该整体柱不仅可用于极性梯度洗

脱，而且十分适用于流速梯度洗脱，这对物质的快速

分离极为有利。关于该键合硅胶整体柱批量制备的

重复性考察正在进行之中，我们将另文报道。
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色谱技术。可作为色谱工作者的参考书及药学与化学专业研究生的教材。
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无胶筛分毛细管电泳法检测微量蛋白质骨桥蛋白

赵京山，F 温进坤，F 韩 F 梅

（ 河北医科大学基础医学研究所，河北省医学生物技术重点实验室，河北 石家庄 "#""7E）

摘要：采用非涂层毛细管，以 7#" &&"# ’ ( 硼酸盐缓冲液为电泳缓冲液，," ) ’ ( 聚乙二醇（*+,）!"""" 为筛分介质，

经对分离条件进行优化，成功地建立了用无胶筛分毛细管电泳检测微量蛋白质的方法。用所建立的方法测定骨桥

蛋白，其批内、批间迁移时间的相对标准偏差均 小 于 #- ，回 收 率 大 于 $#- ，被 检 测 样 品 中 骨 桥 蛋 白 的 含 量 与 其 峰

面积呈良好的线性关系（ 相关系数为 "G $$>），最低检测限为 "G "E$ ) ’ (。考察了无血清饥饿培养对血管平滑肌细胞

分泌骨桥蛋白的影响，结果表明无血清饥饿培养 !. . 骨桥蛋白的合成与分泌达到高峰，此后随时间延长含量随之

降低，此结果与采用 /012034 5#"2 方法检测的结果一致。该 方 法 具 有 进 样 量 小（ 4( 级）、检 测 速 度 快、可 自 动 化 等

优点，是一种简便、快捷的检测微量蛋白质的好方法。

关键词：毛细管电泳；聚乙二醇 !""""；无胶筛分；骨桥蛋白；血管平滑肌细胞

中图分类号：6>#HF F F 文献标识码：7F F F 文章编号：7""" 8HE7,（!""#）"# 8"#!" 8".
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4"&"- +",-.%/ ;2-6"(8-)#，:1-<-%=19%23 !"!!#$，>1-2%）

=3,#$(/#：7 &02."A "B 4"48)0# 1<0C<4) D=E<##=3F 0#0D23"E."301<1（%,GH+）I=1 012=5#<1.0A 2"
A0203&<40 "120"E"42<4 =2 23=D0 #0C0#1$ J.0 D=E<##=3F ?10A I=1 ?4D"=20A B?10A 1<#<D= I<2. = 1<K0
"B #E D& I E# !& <G AG =4A =4 0BB0D2<C0 #04)2. "B #" D&$ J.0 0#0D23"A0 5?BB03 I=1 = 7#" &&"# ’ (
5"3<D =D<A85"3=20 5?BB03 D"42=<4<4) ," ) ’ ( E"#F02.F#040 )#FD"# !""""（ E: 7" $ "）$ 62.03 D"4A<8
2<"41 I030 =1 B"##"I1：10E=3=2<"4 C"#2=)0 !, >!；A020D2<"4 I=C0#04)2. !7. 4&；E3011?30 "B <48
L0D2<4) 1=&E#0 , $ . >*=（" $ # E1<）I # 1；=4A D"#?&4 20&E03=2?30 !# M $ J.0 %,GH+ &02."A .=A
0ND0##042 #<40=3<2F I<2. D"330#=2<"4 D"0BB<D<042 "B "G $$>，=4A 30E3"A?D<5<#<2F I<2. 2.0 30#=2<C0
12=4A=3A A0C<=2<"4 "B &<)3=2<"4 2<&0 "B "120"E"42<4 #011 2.=4 #- $ J.0 30D"C03F I=1 $#- =4A
502203，2.0 1041<2<C<2F I=1 "G "E$ ) ’ ($ 6120"E"42<4 10D3020A 5F C=1D?#=3 1&""2. &?1D#0 D0##1
I=1 A0203&<40A 5F 2.0 %,GH+ &02."A =2 A<BB03042 2<&01 =B203 103?& I<2.A3=I=#，=4A 2.0 308
1?#21 I030 <4 =)300&042 I<2. 2."10 "B /012034 5#"2 &02."A$ J.0 301?#21 <4A<D=20 2.=2 %,GH+ <1
= 1<&E#0 =4A 3=E<A &02."A "B A0203&<4<4) "120"E"42<4 =2 23=D0 #0C0#1$ J.<1 &02."A "4#F 400A1 =
&<D3"8=&"?42 "B 1=&E#0 =4A <1 0=1<#F =?2"&=20A$
>"4 ?)$@,：D=E<##=3F 0#0D23"E."301<1；E"#F02.F#040 )#FD"# !""""；4"48)0# 1<0C<4)；"120"E"42<4；

C=1D?#=3 1&""2. &?1D#0 D0##

F F 无 胶 筛 分 毛 细 管 电 泳（ 4"48)0# 1<0C<4)
D=E<##=3F 0#0D23"E."301<1，%,GH+）是近年发展起来

的一种检测微量蛋白质的新方法，与毛细管等电聚

焦电泳和毛细管凝胶电泳相比，该法具有向毛细管

内注入筛分介质方便、易于冲洗、毛细管可反复使用

以及便于实现自动化等优点［7，!］。该法一般以非交

联的高分子水溶性化合物作为筛分介质，常用的有

水溶性纤维素衍生物、聚吡咯烷酮、线性聚丙烯酰胺

等［,，.］。本文采 用 非 涂 层 毛 细 管，以 大 分 子 聚 乙 二

醇 !""""（ *+,!""""）为 筛 分 介 质，通 过 对 缓 冲 体

系、筛分介质浓度、上样量等分离条件进行优化，建

立了采用无胶筛分毛细管电泳检测微量蛋白质骨桥
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蛋白（!"#$!%!&#’&，()*）的方法，并考察了无血清

饥饿 培 养 对 血 管 平 滑 肌 细 胞（ +,"-./,0 "1!!#2
1."-/$ -$//，3456）分 泌 骨 桥 蛋 白 量 的 影 响，取 得

了理想结果。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及试剂

! ! ) 7 869:5 5;< 毛 细 管 电 泳 仪、光 电 二 极 管 阵

列检测器及 5;< 数 据 分 析 系 统（ 美 国 =96>58*
公 司 ）。 硼 酸、硼 砂、*,#?)($ 、*,?#)($ 、?6/、
*,(? 为国产分 析 纯，丙 烯 酰 胺、甲 叉 双 丙 烯 酰 胺、

:0’"、甘 氨 酸 等 试 剂 购 自 4’@1, 公 司（ 分 析 纯 ），甲

醇、)9A#%%%% 为色 谱 纯 试 剂，()*（#& " @ 7 B）为 本

室分离纯化所得，兔抗鼠 ()* 多克隆抗体为本室制

备，羊抗兔二抗为华美公司产品。

! ! #" 毛细管电泳条件

! ! 非涂层毛细管总长度为 "’ -1，有效长度为 "%
-1，内径为 ’" !1（ 河北锐沣色谱器件公司产品）；

电泳缓冲液为 %? (%& % 的 ("% 11!/ 7 B 硼酸盐缓冲

液（ 含有 )% @ 7 B )9A#%%%%）；检 测 波 长 为 #($ &1；

分离电压为 #) C3；压力进样 )& $ C),（%& " %"’）* "
"；检测 温 度 为 #" D；第 一 次 运 行 在 ()’ C),（#%
%"’）压力下依次用 %& ( 1!/ 7 B ?6/ 冲洗 " 1’&，三蒸

水冲洗 # 1’&，%& ( 1!/ 7 B *,(? 冲洗 " 1’&，三蒸水

冲洗 # 1’&，最后用电泳缓冲液冲洗 " 1’&，平衡 )%
1’&。每两次运行间用 %& ( 1!/ 7 B *,(? 及电泳缓

冲液各冲洗 # 1’&。

! ! $" 重复性实验

! ! 取 (& #" @ 7 B 的 ()* 溶 液 (" 份，每 " 份 为 一

批，置于 + #% D冰箱中保存，每隔 ) E 测定一批，每

批重复测定 ) 次，每份重复测定 # 次，计算 ()* 迁

移时间的平均值及批内、批间差异。

! ! %" 线性关系和最小检测限

! ! 取 #& " @ 7 B ()* 溶 液 经 倍 比 稀 释 依 次 得 到

(& #"，%& ,#"，%& )()，%& ("’ 和 %& %’- @ 7 B 的 溶 液，依

次经 *A469 方法检测，以确定峰面积和 ()* 浓度

之间的关系。

! ! &" 回收率实验

! ! 取 (& #" @ 7 B 的 ()* 溶 液 分 为 , 份，每 份 #%
!B，每 ) 份为一组，在两组中分别加入 # !B 和 $ !B
的 #& " @ 7 B ()*，混合后进行检测，计算回收率。

! ! ’" 大鼠 "#$% 培养基的收集

! ! 用无血清饥饿培养法诱导传代培养的去分化型

3456 再分化［"］，分别于饥饿培养 %，(#，#$，$.，’# 2
后收集培养基，经 %& #" !1 滤膜过滤后备用。

! ! (" &’()’*+ ,-.) 法检测 /01

! ! 取饥饿培养不同时间后的 3456 培养液 . !B，

经十 二 烷 基 硫 酸 钠F聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（ 4;4F
)8A9）分离后，通过电转移将蛋白印迹至聚乙烯二

氟（ %!/G+’&’/’E$&$ E’H.!0’E$，)3;I）膜 上，用 "J
（ 质量分数）脱 脂 奶 粉 封 闭 膜 上 的 非 特 异 性 结 合 位

点，依次与兔抗鼠 ()* 多抗（( / .，每份抗体用 . 倍

体积的缓冲液稀释）和辣根过氧化物酶标记的二抗

（( / ( %%%，每 份 抗 体 用( %%%倍 体 积 的 缓 冲 液 稀 释）

进行反应，用 $ F氯F( F萘酚 7 ?#(# 溶液进行显色。

! ! )" 统计方法

! ! 利 用 ) 7 869:5 5;< 毛 细 管 电 泳 仪 自 带 的

5;< 分析软件分析电泳图谱；利用凝胶成像系统分

析 K$"#$0& L/!# 法的实验结果；其他数据采用 4)44
(% M % 统计软件进行分析。

#" 结果与讨论

# ! !" 12#%3 条件的优化

! ! 采 用 "% 11!/ 7 B 硼 砂、"% 11!/ 7 B 硼 酸、"%
11!/ 7 B *,#?)($ 、"% 11!/ 7 B *,?#)($ 溶液及任

意两者混合作电泳缓冲液时 ()* 的分离效果均不

理想；选用 ("% 11!/ 7 B 硼 酸 用 *,(? 调 %? 值 的

缓冲液作电泳缓冲液时，分离度虽有所改善，但仍因

电流较大，分离度不够理想。在该电泳缓冲液中加

入 改 性 剂 )9A#%%%% 时，可 显 著 改 善 分 离 度。 当

)9A#%%%% 的 质 量 浓 度 为 #% @ 7 B 时 不 能 分 离 出

()* 峰，其质量浓度为 )% @ 7 B 时分离效果较好，进

一步增加 )9A#%%%% 的质量浓度，迁移时间延长，峰

形不变。以 上 实 验 结 果 说 明，低 浓 度 的 )9A#%%%%
无筛分效应；当 )9A#%%%% 的质量浓度达到 )% @ 7 B
时，因其形 成 一 定 大 小 的 筛 孔 而 产 生 筛 分 效 应［,］；

此后随浓度升高，筛孔缩小，位阻效应增强，()* 的

迁移时 间 延 长。本 实 验 选 用 )% @ 7 B 的 )9A#%%%%
作为筛分介质。

! ! 利用未涂层毛细管分离蛋白质时 %? 值的选择

是一重要因素［’］。分别配制 %? 值为 ’& %，.& %，-& %，

(%& % 的 ("% 11!/ 7 B 硼 酸 盐 缓 冲 液（ 含 )% @ 7 B
)9A#%%%%）作电泳 缓 冲 液 进 行 实 验，发 现 %? 值 为

’& % 和 .& % 时管壁吸附现象严重，毛细管易堵塞，且

易出现断流现象；随着 %? 值的增加，该现象明显减

弱，()* 的迁移 时 间 缩 短；%? 值 为 (%& % 时 无 吸 附

现象发生，迁 移 时 间 最 短；说 明 提 高 电 泳 缓 冲 液 的

%? 值可使多数蛋白质分子带上负电荷，因其与管壁

所带电荷相同，相互排斥，有利于减少蛋白的管壁吸

附。本实验选用 %? (%& % 的缓冲液为电泳缓冲液。

! ! 以 %? (%& % 的 ("% 11!/ 7 B 硼 酸 盐 缓 冲 液（ 含

)% @ 7 B )9A#%%%%）作电泳缓冲液，考察分离电压为

·(#"·
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#$，!%，!"，!&，!’ !" 时 对 #$% 分 离 的 影 响。 结 果

表明，随电压的升高，#$% 的迁移时间缩短，分离度

增加；但当电压大于 !& !" 时，分离度减小，基线上

移，噪声增大；电压为 !" !" 时分离度较好，迁移时

间适中。本实验选用 !" !" 作为分离电压。

( ( 以 &’ #%) % 的 #&% (()* + , 硼 酸 盐 缓 冲 液（ 含

"% - + , $./!%%%%）作 电 泳 缓 冲 液，考 察 上 样 量、压

力进样和电动进样对 #$% 分离度的影响。结果发

现，压力进样优于电动进样。实验选用的进样压力

为 " 0 * !$1（%) & &23），当上样时间为 # 2 时几乎检

测不到 #$%；上样时间为 #% 2 时峰形展宽，分离度

下降；上样时间为 & 2 时峰形较好，分离度较高。本

实验选用 " 0 * !$1（%) & &23）+ & 2 的进样条件。

( ( 降低样品的离子强度，使样品溶液的离子强度

低于电泳缓冲液的离子强度时，可产生在线浓缩效

应，有利于提高分离度。因此，实验过程中需采用三

蒸水稀释样品，以降低样品溶液的离子强度，产生浓

缩效应。

( ( 本实验通过对缓冲体系、筛分介质、&’、上样量

进行优 化 建 立 了 理 想 的 电 泳 条 件（ 见“# 0 !”节 ）。

图 #为该条件下的电泳图谱。

图 !" !"# 标准品的毛细管电泳图

$%&’ !" ()*%++),- .+./0,1*2.,1&,)3 14 !"#
4)56373)52：859)17:6 ;82:6 23*391 91&3**1<=（,& 9( + ’& !(

3) 6) ）；>)*71-:，!" !"；7:(&:<178<:，!& ? ；&<:228<: 35@:973)5，

" 0 * !$1（%) & &23）+ & 2；<85 A8;;:<，#&% (()* + , A)<39 1936BA)B
<17: A8;;:<（&’ #%) %）C37D "% - + , $./!%%%%；6:7:973)5 C1>:B
*:5-7D，!#* 5(0

# ’ #" 方法评价

( ( “# 0 "”节 的 实 验 结 果 见 表 #。“# 0 *”节 的 实 验

结果表明 #$% 的质量浓度 ! 在 %) %’- . !) & - + , 时

与峰面 积 " 的 线 性 关 系 良 好，其 直 线 方 程 为 " /
"- %#-! 0 # #-") $，相 关 系 数 为 %) --,，最 小 检 测 限

为 %) %’- - + ,。“# 0 &”节实验结果见表 !。以上实验

结果表明所建立方法的重复性、线性相关性、最小检

测限和回收率均能满足微量蛋白质检测的需要。

# ’ $" 应用

( ( 以本文所建立的方法检测无血清饥饿培养诱导

体外培养的去分化型 "EF4 再分化过程中 #$% 合

成与分泌的变化，并同时采用内标和外标两种方法

确定 #$% 峰。

表 !" 重复性实验结果

5)6+. !" 7.*,189/%6%+%0- 14 !"#

G179D
F3-<173)5 73(: +
(35（# / #%）

HEI2 + J
357<1B-<)8& 357<1BA179D 357:<BA179D

’ 0 $’ 1 % 0 #’, ! 0 !!
# ’ 0 -# 1 % 0 #%! # 0 !- ! 0 !#

’ 0 -! 1 % 0 !"& ! 0 -’

’ 0 -% 1 % 0 #!- # 0 ,"
! ’ 0 $" 1 % 0 #"" # 0 ’# ! 0 %! ! 0 #,

$ 0 %* 1 % 0 #!- # 0 ,#

’ 0 $& 1 % 0 #&% # 0 -#
" ’ 0 -% 1 % 0 #,# ! 0 %* ! 0 "%

’ 0 -! 1 % 0 !"& ! 0 -’

表 # " 回收率实验结果（# / "）

5)6+. #" 7./1:.,- 14 !"#（# / "）

K66:6 +
!-

.L&:97:6
9)59:57<173)5 +

（ - + ,）

#A2:<>:6
9)59:57<173)5 +

（ - + ,）

H:9)>:<= +
J

& # 0 ",* # 0 "#* -, 0 "#

#% # 0 *&$ # 0 "’- -* 0 &$

图 #" 无血清培养不同时间后培养基中 !"# 的相对含量

$%&’ #" 7.+)0%:. /1;0.;0< 14 !"# 4,13 /)*%++),- .+./0,1=
*2.,1&,)3< )0 8%44.,.;0 0%3.< )40., <.,93 >%028,)>)+

( ( 图 ! 为 无 血 清 培 养 不 同 时 间 后 培 养 基 中 的

#$% 的相对含量。图 " 为无血清培养 !* D 后培养

基的电泳图谱，图 * 为外标法确定 #$% 峰的电泳图

谱，图 & 为内标法确定 #$% 峰的电泳图谱。图 ! 结

果显示，无血清 培 养 !* D #$% 的 合 成 与 分 泌 达 到

高峰，此后随 无 血 清 培 养 时 间 的 延 长，#$% 的 合 成

与分泌逐渐下降，’! D 后 恢 复 至 对 照 水 平。由 图 "
可知，%/E4. 法 还 可 检 出 "EF4 分 泌 的 其 他 蛋 白

质，如能用这些蛋白质的纯品对其进行标定，则能反

映出这些蛋白成分的相对变化。可见，%/E4. 法是

一种能同时检测多种蛋白质的高效方法。

( ( 为进一步确定 %/E4. 法检测 #$% 的可靠性，

我们 还 对 上 述 样 品 采 用 M:27:<5 A*)7 法 进 行 了 检

·!!&·
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图 !" 无血清培养 #$ ! "#$% 培养基的 %& 图谱

’()* !" %+,(--+./ 0-012.3,!0.3).+4 35 "#$% 16-26.0
407(64 +2 #$ ! +520. 80.64 9(2!7.+9+-

图 $" 外标法确定 :;< 峰的拟合 %& 图谱

’()* $" :;< ,0+= (70>2(5(1+2(3> (> 0-012.3,!0.3).+48
?/ 82+>7+.7 +>+-/8(8

!" #$% &’(#’)% *%+,’* -!*.(% !# #$ $ !/#%) -%)’* 0,#$1
+)!0!(；2" .’),/,%+ 345"

图 %" 内标法确定 :;< 峰的拟合分析 %& 图谱

’()* %" :;< ,0+= (70>2(5(1+2(3> (> 1+,(--+./ 0-012.3@
,!0.3).+48 ?/ 82+>7+.7@+77(2(3> +>+-/8(8

!" #$% &’(#’)% *%+,’* -!*.(% !# #$ $ !/#%) -%)’* 0,#$1
+)!0!(；2" #$% &’(#’)% *%+,’* -!*.(% !# #$ $ !/#%) -%)’* 0,#$1
+)!0!( -.,6%+ 0,#$ 345 -#!7+!)+"

测，结果（ 见图 %）显示，两种方法所测得的 345 的

变化趋势相同。这与文献［&］所述无血清饥饿培养

可通过抑制 345 的合成与分泌，使去分化型 89:;
再分化的结论相一致。

图 &" 无血清培养不同时间后培养基中 :;< 的

A0820.> ?-32 图（+）及其 :;< 含量（?）

’()* &" A0820.> ?-32 ,(126.0（+）+>7 .0-+2(B0 13>20>2（?）

35 :;< +2 7(550.0>2 2(408 +520. 80.64 9(2!7.+9+-

!" 结论

! ! 通过对实验条件进行优化，成功地建立了一种

检测微量蛋白质的毛细管无胶筛分电泳方法。该法

具有检 测 速 度 快、进 样 量 小（ 7< 级 ）、自 动 化 程 度

高、可直接定量等特点。实验发现 4=>#’’’’ 是 一

种优良的筛分介质，适当提高缓冲液的 .? 值 和 离

子强度，能解 决 未 涂 层 管 5>9;= 模 式 分 离 蛋 白 质

的吸附问题。该方法在微量蛋白质分子的检测方面

具有良好的应用前景。
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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

傅 1 亮，1 楚清脆，1 管月清，1 叶建农

（ 华东师范大学化学系，上海 !"""6!）

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。

关键词：毛细管电泳；电化学检测；芦丁；金丝桃甙；山柰酚；对香豆酸；槲皮素；菟丝子；中药

中图分类号：26#H1 1 1 文献标识码：31 1 1 文章编号：5""" &H/5,（!""#）"# &"#!- &"-

"#$#%&’()$’*( *+ ,’*)-$’.# /*&0*(#($1 ’( !"#"$%&’()" 23
/)0’44)%3 54#-$%*06*%#1’1 7’$6 54#-$%*-6#&’-)4 "#$#-$’*(

45 ,/601，’.5 7/0189/，:53% ;9<=/01，;( >/600"01
（’()*+,-(., /0 12(-3",+4，5*", 123.* &/+-*6 7.3!(+"3,4，$2*.82*3 !"""#!，123.*）

821$%)-$：3 *<?@"A "B @/1@ -<CB"C*608< 86-/##6CD <#<8?C"-@"C<E/E F/?@ <#<8?C"8@<*/86# A<?<8&
?/"0（ ’(&(’)） @6E G<<0 A<H<#"-<A B"C ?@< A<?<C*/06?/"0 "B B/H< G/"68?/H< 8"*-"0<0?E /0
$(-(.9:",*(，06*<#D C9?/0，@D-<C"E/A<，I6<*-B<C"#，)&8"9*6C/8 68/A 60A =9<C8<?/0$ J@<
<BB<8?E "B E<H<C6# B68?"CE E98@ 6E ?@< 68/A/?D 60A 8"08<0?C6?/"0 "B ?@< C900/01 G9BB<C，?@< E<-6&
C6?/"0 H"#?61<， ?@< 6--#/<A -"?<0?/6# 60A ?@< /0K<8?/"0 ?/*< "0 ’(&(’) F<C< /0H<E?/16?<A$
50A<C ?@< "-?/*/L<A 8"0A/?/"0E，?@<E< B/H< 8"*-"0<0?E 860 G< E<-6C6?<A /0 6 #" $ " **"# + ,
G"C6M C900/01 G9BB<C（ -. $D "）F/?@/0 5$ */09?<E$ 3 ,"" !* A/6*<?<C 86CG"0 A/EI <#<8?C"A<
F6E 9E<A 6E ?@< F"CI/01 <#<8?C"A< -"E/?/"0<A 86C<B9##D "--"E/?< ?" ?@< "9?#<? "B ?@< 86-/##6CD /0
6 F6##&K<? 8"0B/19C6?/"0 6? -"?<0?/6# "B C $#" *!（!"# E6?9C6?<A 86#"*<# <#<8?C"A< 6E C<B<C<08<
<#<8?C"A<，N’(）$ :""A #/0<6C C<#6?/"0E@/-E F<C< <E?6G#/E@<A G<?F<<0 ?@< -<6I 89CC<0? 60A
8"08<0?C6?/"0 "B 606#D?<E "H<C ?F" "CA<CE "B *610/?9A<$ J@< A<?<8?/"0 #/*/?E（ $ % & E ,）F<C<
5D $, F 5" G # ，,D ## F 5" G - ，,D 6# F 5" G # ，5D /, F 5" G # 60A 5D -6 F 5" G - 1 + , B"C C9?/0，@D-<C"E/A<，

I6<*-B<C"#，)&8"9*6C/8 68/A 60A =9<C8<?/0，C<E-<8?/H<#D$ J@< *<?@"A @6E G<<0 E988<EEB9##D
6--#/<A ?" ?@< A<?<C*/06?/"0 "B ?@<E< 606#D?<E /0 $(-(.9:",*( E6*-#<E 6B?<C 6 C<#6?/H<#D E/*-#<
<M?C68?/"0 -C"8<A9C<，60A ?@< 6EE6D C<E9#?E F<C< E6?/EB68?"CD$
9#3 7*%:1：86-/##6CD <#<8?C"-@"C<E/E；<#<8?C"8@<*/86# A<?<8?/"0；C9?/0；@D-<C"E/A<；I6<*-B<C&

"#；)&8"9*6C/8 68/A；=9<C8<?/0；$(-(.9:",*(；?C6A/?/"06# ’@/0<E< *<A/8/0<

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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反相高效液相色谱法测定血浆中的单硝酸异山梨酯

何 1 林，1 余继英，1 吴正中，1 孙世明

（ 四川省人民医院临床药理研究室，四川 成都 65""4!）

摘要：建立了反相高效液相色谱测定血浆中单硝酸 异 山 梨 酯 浓 度 的 方 法。样 品 在 碱 性 条 件 下 经 二 氯 甲 烷 提 取 后，

用 &5- 柱进行分离，以 ’!(（ 用 "@ ", )"# * + 氨水调 ,’ 至 4@ -）-乙腈（ 体积比为 -"A !"）为流动相，对乙酰氨基酚为内

标，于 !," .) 处测定。结果表明，单硝酸异山梨酯的质量浓度为 !" . 5 """ !/ * + 时其峰面积与内标峰面积之比与

单硝酸异山梨酯浓度有良好的线性关系。方法的最低检测质量浓度为 5! !/ * +，平均回收率为（$4@ 55 B !@ /#）0 .
（5"/@ ,/ B !@ 54）0，日内测定的相对标准偏差（123）-!@ #!0，日间测定的 123-#@ !50。

关键词：反相高效液相色谱法；单硝酸异山梨酯；血浆
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H * H）DE )"F6#> ,=DE>，,DGDK>AD)"# DE A=> 6.A>G.D# EAD.BDGB，D.B A=> B>A>KA6". DA !," .)$ @=>
#6.>DG GD./> CDE !" C 5 """ !/ * + JE6./ A=> GDA6" "I ,>DN DG>DE；A=> B>A>KA6". #6)6A CDE 5! !/ * +；

A=> DH>GD/> G>K"H>G: CDE（$4 $ 55 B ! $ /#）0 C（5"/ $ ,/ B ! $ 54）0，A=> 6.AGD-BD: G>#DA6H> EAD.BDGB
B>H6DA6".E（123E）C>G> #>EE A=D. ! $ #!0，D.B 6.A>G-BD: 123E C>G> #>EE A=D. # $ !50 $
@"5 A)$.,： G>H>GE>B-,=DE> =6/= ,>GI"G)D.K> #6LJ6B K=G")DA"/GD,=:； 6E"E"GF6B>-# -.6AGDA>；

,#DE)D

1 1 单硝酸异山梨酯是硝酸异山梨酯的主要代谢产

物，是治疗心血管疾病的常用药物，由于其服用剂量

较小，服用后血中浓度较低。对其血药浓度的测定

大多采用气相色谱法［5，!］或气相色谱-质 谱 法［,］，采

用高效液相色谱法（’M+&）［/］的较少。本文采用常

见的反相高效液相色谱法，建立了血浆中单硝酸异

山梨酯浓度的测定方法。

"# 实验部分

" B "# 仪器及试剂

1 1 ;DA>GE !6$" 高效液相色谱仪，配有 $$6 二极管

阵列检测器及 Q6##>..6J) 数据处理系统；’-5 旋涡

混合器（ 上海青浦沪 西 仪 器 厂）；-" -! 离 心 机（ 上 海

手术器械厂）。色谱柱为 36D)".E6# &5- 柱（!#" ))
D /@ 6 )) 6$ B$ ，# !)），预柱为 &5- 柱（3RSQ4）。

1 1 单硝酸异山梨酯、对乙酰氨基酚对照品由四川

大学华西药学院临床药学教研室提供；氨水、二氯甲

烷为分析纯，乙腈为色谱纯，水为超纯水。

" B $# 色谱条件

1 1 流 动 相 为 ’!(（ 用 "@ ", )"# * + 氨 水 调 ,’ 至

4@ -）-乙腈（ 体积比为 -"A !"），流速 5@ " )+ * )6.；检

测波长 !," .)。

" B %# 溶液配制

1 1 精密称 取 5"@ "5 )/ 单 硝 酸 异 山 梨 酯 对 照 品，

用甲醇溶解并定容至 5" )+，得到5 ""5 )/ * + 单硝

酸异山梨酯的储备液，并用甲醇稀释成不同浓度的

系列溶液。

1 1 精密称 取 5"@ "/ )/ 对 乙 酰 氨 基 酚，用 甲 醇 溶

解并定容至 5" )+，得到5 ""/ )/ * + 对乙酰氨基酚

的储 备 液。 取 "@ 5 )+ 储 备 液，用 甲 醇 稀 释 至 5"
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!"，得到 #$% $& !# $ " 的内标工作液。

! ! "# 样品处理与测定

! ! 精密量 取 血 浆 样 品 $% " !"，加 入 内 标 "$ !"、

饱和碳 酸 钾 #$$ !"、二 氯 甲 烷 ’ !"，旋 涡 振 荡 (
!%&，于& $$$ ’ $ !%& 条件下离心 " !%&，取下层清液

在 "$ (氮气流下挥干，加入 ($$ !" 流动相溶解，旋

涡混合，于& $$$ ’ $ !%& 条件下离心 ( !%&，取上层清

液 "$ !" 进行 )*"+ 分析，记录色谱图及内标与单

硝酸异山梨酯的峰面积。

$# 结果与讨论

$ ! !# 保留时间的确定

! ! 图 # 为在选定的色谱条件下测得的空白血浆、

内标及单硝酸异山梨酯标准溶液、空白血浆加内标

及单硝酸异 山 梨 酯 标 准 溶 液 以 及 血 浆 样 品 的 色 谱

图。由图 # 可见，血浆中的物质不影响单硝酸异山

梨酯的分离测定，内标峰与样品峰分离良好，复方制

剂中的其他组分也不影响单硝酸异山梨酯的分离测

定。内标峰 与 单 硝 酸 异 山 梨 酯 的 保 留 时 间 分 别 为

"% ’ 和 )% $ !%&。

$ ! $# 标准曲线的制作

! ! 在 * 支试管中分别加入不同体积的单硝酸异山

梨酯系列标准溶液，用氮气吹干，每支试管中分别加

入 $% " !" 空白血 浆，使 其 质 量 浓 度 分 别 为 ($，&$，

#$$，($$，&$$，# $$$ !# $ "，从“ 加入内标 "$ !"”起，

按“# , &”节测定方法进行操作。以测得的单硝酸异

山梨酯与对 乙 酰 氨 基 酚 的 峰 面 积 之 比（!）为 纵 坐

标，对应的单硝酸异山梨酯质量浓度 "（!# $ "）为横

坐标，进行线 性 回 归，得 到 回 归 方 程 ! + , $% $$( (
- $% $$’ $"，# + $ , ))) )。结果 表 明，血 浆 中 单 硝 酸

异山梨酯质量浓度为 ($ . # $$$ !# $ " 时，其质量浓

度与 ! 有良好的线性关系。

! ! 方 法 的 最 低 检 测 浓 度（ 以 $ % & + ’ 计 ）为 #(
!# $ "，定量限为 ($ !# $ "。

图 !# 空白血浆（"）、内标及单硝酸异山梨酯标准溶液（#）、空白血浆加内标及单硝酸异山梨酯标准溶液（ $）及血浆样品（%）的色谱图

&’(! !# )*+,-".,(+"-/ ,0 #1"23 41"/-"（"），’2.5+2"1 /."2%"+% "2% ’/,/,+#’%56% 62’.+".5（#），#1"23 41"/-"
/4’35% ’2.5+2"1 /."2%"+% "2% ’/,/,+#’%56% 62’.+".5（ $）"2% " 41"/-" /"-415（%）

# , -.’./01.!23（ %&10’&.3 41.&5.’5）；( , %4242’6%507" 7&%1’.10,

$ ! &# 回收率及精密度测定

! ! 分别于 $% " !" 的空白血浆中加入 ’ 种不同浓

度的单硝 酸 异 山 梨 酯 对 照 品 溶 液，混 匀，得 到 &$，

($$，# $$$ !# $ " 等 ’ 种不同单硝酸异山梨酯浓度的

血浆样品，按选定的色谱条件进行测定，测得血浆中

单硝酸异山梨酯的浓度，计算回收率及日内测定的

相对标准偏差（89:）；连续测定 ’ 5，计算日间测定

的 89:，结果见表 #。

表 !# 回收率及日内、日间测定的 789（’ + ’）

:"#15 !# 75/;1./ ,0 +5$,<5+=，’2.+"6%"=
"2% ’2.5+6%"= 789/（’ + ’）

;5505 $
（!# $ "）

<2=&5 / 9: $
（!# $ "）

80/2>0’?
/ 9: $ @

A&1’.75.?
89: $ @

A&10’75.?
89: $ @

&$ &# , 0’ / $ , 10 #$& , ’& / ( , #0 ( , $1 & , *&
($$ #)* , "* / $ , )" )1 , () / $ , &1 $ , &) # , #1

#$$$ )0# , #& / (& , &* )0 , ## / ( , &" ( , "( " , (#

$ ! "# 萃取回收率的测定

! ! 在 ’ 支试管中分别加入不同体积的单硝酸异山

梨酯标 准 溶 液，使 其 中 分 别 含 有 单 硝 酸 异 山 梨 酯

($，#$$，"$$ &#，挥 干 甲 醇，加 入 ($$ !" 流 动 相 溶

解，取 "$ !" 在上述色谱条件下进样，分别记录峰面

积 (# 。另取 ’ 支试管，各加入空白血浆 $% " !"，再

分别加入不同体积的单硝酸异山梨酯标准溶液，也

使其中分别含有单硝酸异山梨酯 ($，#$$，"$$ &#，按

血浆样 品 处 理 与 测 定 方 法 进 行 操 作，记 录 峰 面 积

(( ，以(( % (# 之比计算萃取回收率，结果见表 (。

表 $# 萃取回收率的测定结果（’ + ’）

:"#15 $# :*5 +5/;1./ ,0 5>.+"$.’2( +5$,<5+= .5/./（’ + ’）

;5505 $
&#

*0.B .’0.4#）

(# ((

CD1’./1%2&
’.10(）$ @

;>0’.#0
’.10 $ @

($ 0’’ *$0 1( , 1
#$$ &1’( ’""* 0’ , * 1( , (
"$$ #0#’) #"&"# )$ , (

! #）(# ：-0.B .’0. 2E %4242’6%507" 7&%1’.10 /2&1’23；(( ：-0.B .’0.

4-%B05 1F0 /2&1’23 %& 63.&B -3.4!.,
! (）CD1’./1%2& ’.10 + (( $ (# 2 #$$@ ,

·)("·
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! ! "# 方法应用

# # 本文所建立的方法采用较为普及的反相高效液

相色谱法，方法学实验证明能够满足药代动力学及

生物利用度的要求，已用于含有单硝酸异山梨酯制

剂的生物利用度测定，取得了较好的结果。图 ! 为

单剂量口服含 $% !" 单 硝 酸 异 山 梨 酯 的 某 复 方 制

剂及参比制剂后单硝酸异山梨酯的均值药#时曲线。

图 !# 单剂量口服含 $% "# 单硝酸异山梨酯

制剂后的均值药$时曲线

%&#! !# !"# ’()*+, -. &,-,-)/&0+$" $1&2)32+ 3.2+)
,&1#4+ -)34 30"&1&,2)32&-1 -. 5)+53)32&-1,

’-123&1&1# $% "# &,-,-)/&0+$" $1&2)32+
& $ %&’()&* +),+-)-(.&’；! $ ./&/&)0.1,#’ #’.()-(, %&!+&2’1

+),+-)-(.&’$

! ! $# 讨论

# # 文献［(］曾采用高效液相色谱法测定血浆中单

硝酸异山梨酯的浓度，但使用的是硅胶分析柱，且流

动相组成复杂。文献［’］采用了高效液相色谱#质谱

法测定，但仪器昂贵。本文采用了常见的 3&) 柱，流

动相组成简单，使测定更方便。

# # 本文考察了在不同的碱性条件下对单硝酸异山

梨酯的提取效果，比较了 %* & !&* 4 5 的 6-78 溶液

与饱和 9!37" 溶液的提取效果，综合萃取回收率与

峰形，发现采 用 9!37" 提 取 效 果 更 佳，因 而 最 终 选

择了在样品提取中加入 9!37" 溶液的条件。

参考文献：

［&］# 82-’" :.-&;-’"，<=2 >.’"?.，32. @-&1&’"，5.2 A&’"*.’，

>-’ @-&B.-$ 3=.’,/, C=-)!-%,2(.%-* D&2)’-*（ 黄小芳，朱英
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’,/, D&2)’-* &; 8&/+.(-* C=-)!-%J（ 袁 # 静，戈 升 荣，施 安

国，王平全 $ 中国医院药学杂志），!%%%，!%（)）：($!

［"］# 5-2)&#K-)(J 3，5-)(."2,#K-((,. 3，3=-0-)1 D 5，@,J//-% L，

G.-%=, D K，K-1,/%*-.), K$ D 3=)&!-(&") @，&++’，$$"
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［(］# M.’ >&’"+.’"，<&2 >2-’"-&，5.-’" K-&?=.，82-’" >.’"，>2
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3=2’=2-$ 3=.’,/, C=-)!-%,2(.%-* D&2)’-*（ 刘 # 蕾，李 可
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反相高效液相色谱法同时测定川芎中的四种内酯类化合物

曹建敏-，/ ，F 王宗花- ，F 丁明玉!，/ ，F 杨学东,，/ ，F 寇怀江/

（- $ 青岛大学化工学院，山东 青岛 !11"5-；! $ 清华大学化学系，北京 -"""6/；

, $ 天津大学药学院，天津 ,"""5!；/ $ 国家纳米技术产业化基地，天津 ,""/#5）

摘要：用反相高效液相色谱法同时测定了川芎中的 / 种主要内酯类成分（ 洋川芎内酯 &’、洋川芎内酯 &(、瑟丹酸内酯

和蒿本内酯）。采用 )*+&,6 柱，以甲醇 &-- 乙酸水溶液为 流 动 相 进 行 梯 度 洗 脱，甲 醇 &-- 乙 酸 水 溶 液 的 体 积 比 在

-# ./0 内从 ## G /# 线 性 变 化 至 -"" G "，流 速 "H 6 .1 2 ./0，紫 外 检 测 波 长 !6" 0.。/ 种 内 酯 类 化 合 物 的 检 测 限 为

"H "-- . "H "!5 !3，回收率为 $1- . -"6-。该方法操作简单，结果准确，重现性好，可用于川芎药材及饮片中 / 种内

酯类化合物的同时测定，具有很高的实用价值。

关键词：反相高效液相色谱法；洋川芎内酯 &’；洋川芎内酯 &(；瑟丹酸内酯；蒿本内酯；川芎；中草药
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F F 中药川芎是伞形科蒿本属植物川芎（E*&:45*+F
:) +(:,.G*#.& ’"EL）的干燥根茎，具有活血行气、

祛风止痛之功效，是中医常用药物之一。研究表明，

川芎的主要有效成分为挥发油、生物碱、酚性成分、

内酯类化 合 物 及 阿 魏 酸 等［-］。 川 芎 内 酯 类 成 分 是

川芎中一类重要的化合物，属于苯酞衍生物，不少文

献将其作为挥发油，采用气相色谱&质谱法对其进行

研究［! . #］。由于人们对川芎内酯的研究尚不够深入
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和系统，尚无内酯化合物的对照品或标准品，所以到

目前为止还没有关于川芎中川芎内酯的定量分析报

道。本实验室自制了川芎中主要的 # 种内酯类化合

物（ 洋川芎 内 酯!"、洋 川 芎 内 酯!#、瑟 丹 酸 内 酯 和 蒿

本内酯）的 单 体，并 测 定 了 它 们 的 纯 度。本 文 以 自

制的 # 种化合物作对照品，采用反相高效液相色谱

法同时测定了川芎中这 # 种内酯化合物的含量。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及试剂

$ $ "$%%&& 高效液相色谱仪，配有四元梯度泵、在

线 真 空 脱 气 机、柱 温 箱 和 二 极 管 阵 列 检 测 器

（%&%）。&’()*+, ’#(" 紫外!可见分光光度计。

$ $ 川芎内 酯 对 照 品：以 市 售 的 川 芎 挥 发 油（ 超 临

界流体萃取 法 制 得）为 原 料，直 接 采 用 高 压 制 备 液

相色谱分离纯化，所得内酯纯度为：洋川芎内酯!"，

)’* %-；洋 川 芎 内 酯!#，)"* ’-；瑟 丹 酸 内 酯，)+* &-；

蒿本内酯，’,* ’-。对照品相关资料详见文献［,］。

$ $ 对照品 溶 液：精 密 称 取 洋 川 芎 内 酯!"、洋 川 芎

内酯!#、瑟丹酸内酯和蒿本内酯对照品适量，分别用

甲醇配成 % ’ . / 左右的储备液。系列对照品溶液均

为此储备液用甲醇稀释后得到。

$ $ 川芎药 材 及 饮 片 为 市 售 品；甲 醇 为 色 谱 纯；乙

醇、乙酸乙酯 等 试 剂 均 为 分 析 纯，水 为 0())(123* 超

纯水（%’* ! 0!·45，总有机碳：" 5’ . /）。

! ! #" 色谱条件

$ $ 色 谱 柱：64)(17* 8%9!:’（%(& 55 - #* , 55
(* ;* ，( "5）；流动相为甲醇!%-（ 体积分数，以下同

此）乙酸水溶液，其体积比在 %( 5(+ 内从 (( . #( 线

性变为 %&&. &；流速 &* ’ 5/ . 5(+；检测波长 !’& +5；

柱温 "& <；进样量 %& "/。

! ! $" 样品溶液的制备

$ $ 称取同样条件下干燥的川芎药材及饮片粉末约

( ’，加入 (& 5/ ’&-（ 体积分数，以下 同 此）乙 醇，

超声提取 &* ( =，过滤，残渣再用 #& 5/ ’&- 乙醇超

声提取 &* ( =，过滤。合并滤液，用无水乙醇定容至

%&& 5/ 备用。进样前用 &* #( "5 滤膜过滤。

#" 结果与讨论

# ! !" 样品提取方法的选择

$ $ 溶剂提取是中药有效成分提取的首选方法，水

和乙醇无毒性、成本低，是常用溶剂，因此本文优先

予以考虑。另外，为了减少操作步骤及获得尽可能

高的提取效率，实验中采用超声提取方式对样品进

行提取。我们考察了水和不同浓度乙醇提取时得到

的川芎内酯 类 产 物 的 差 异，结 果 表 明，用 水 作 溶 剂

时，极性较强的洋川芎内酯!" 和洋川芎内酯!# 提取

率较高，极性较弱的瑟丹酸内酯和蒿本内酯提取率

较低；用 ’&- 乙醇作溶剂时，# 种内酯均有较高的提

取率，故最终选用 ’&- 乙醇为溶剂进行超声提取。

# ! #" 色谱条件的选择

$ $ 甲醇水 溶 液 是 反 相 分 配 色 谱 中 最 常 用 的 流 动

相，在流动相中加入少量乙酸可控制流动相为弱酸

性，从而改善 色 谱 峰 形，避 免 色 谱 峰 的“ 拖 尾”。本

实验中所测 # 种内酯虽都属于苯酞类化合物，但极

性差别很大。洋 川 芎 内 酯!" 和 洋 川 芎 内 酯!# 的 分

子结构上带有两个羟基，具有较强的极性，在反相分

配液相色谱中出峰较快，因此若采用等度洗脱，很难

在合理的时间内同时分离上述 # 种内酯。当采用体

积分数为 #(- 的 甲 醇 水 溶 液（ 含 %- 乙 酸）等 度 洗

脱时，洋川芎内酯!" 和洋川芎内酯!# 在 , 5(+ 内出

峰，且达到基线分离，但瑟丹酸内酯和蒿本内酯由于

极性较弱，在色谱柱中的保留很强，不易洗脱出来；

若将甲醇浓度提高到足以洗脱并分离瑟丹酸内酯和

蒿本内酯的程度，则前两种内酯出峰太快而不能完

全分离。因此本实验最终选择采用梯度洗脱。经过

实验优化，得到如“% > !”节所述色谱条件，在此条件

下 # 种内酯类化合物及共存杂质在 %& 5(+ 内达到

了较好分离（ 见图 %）。

图 !" 内酯标准品的高效液相色谱图

"#$! !" %&’()*+($’*) (, ,(-’ .*/+(01 2+*03*’32
% > 7*+?@A+2)(;*!"； ! > 7*+?@A+2)(;*!#； " > 7*;B+*+2)(;*；

# > !!)(’A7,()(;*>

$ $ 用 &’()*+, ’#(" 紫外!可见分光光度计在 %)& /
#&& +5 范围内对各组分的标准溶液进行光谱扫描，

结果发现，# 种内酯成分在 !’& +5 处都有较大的吸

收，故选 !’& +5 作为检测波长。

# ! $" 工作曲线与检测限

$ $ 取洋川芎内酯!"、洋川芎内酯!#、瑟丹酸内酯和

蒿本内酯储备液用甲醇配成一系列不同质量浓度的

内酯混合溶液，在“% > !”节所述色谱条件下，进样 %&
"/，以各自的 峰 面 积 和 质 量 浓 度 进 行 线 性 回 归，得

到的线性回归方程及相关参数如表 % 所示。

·!"(·
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表 !" # 种内酯类化合物的线性回归方程、线性范围、相关系数和检测限（! "# $ %）

!"#$% !" &%’(%))*+, %-."/*+,)，$*,%"( (",’%)，0+((%$"/*+, 0+%11*0*%,/) ",2
2%/%0/*+, $*3*/)（! "# $ %）+1 /4% 1+.( $"0/+,% )/",2"(2)

!"#$"%&%’ (&)*&++,"% &-./’,"%#） ! 0,%&/* */%)& 1（#) 1 0） 2&’&3’,"% 4,#,’ 1 !)
5&%67.%"4,8&9: " $ "% # &%&$ ’ # ; "() ( ; )))* ( ; + ’ * ; * * ; + , #( ’ *

5&%67.%"4,8&9< " $ - # %&*$ . ( ; %%# ( ; ))%) ( ; + ’ * ; * * ; % , #( ’ *

5&8/%&%"4,8& " $ #* # -#)$ ’ ( ; +-& ( ; )))* * ; - ’ % ; & # ; & , #( ’ *

%90,).+’,4,8& " $ *# # &%))$ . # ; ))% ( ; )))& + ; & ’ #+ ; / # ; # , #( ’ *

! #）"：$&/6 /*&/；$：#/++ 3"%3&%’*/’,"% "= 4/3’"%& +’/%8/*8，#) 1 0;

& 5 #" 精密度、重复性和回收率试验

! ! 取川芎内 酯 类 化 合 物 对 照 品，按“# ; *”节 色 谱

条件重复 进 样 - 次，测 定 色 谱 分 析 方 法 的 精 密 度

（ 用相对标准偏差 (52 表示），结果见表 *。从表 *
可看出，该方法的 (52 为 (0 &"> 1 /0 ">，说明 + 种

内酯类化合物其色谱峰面积的重现性较好。

表 &" # 种内酯类化合物的精密度试验结果

!"#$% &" 6(%0*)*+, +1 /4% 7689 3%/4+2 1+( /4% 1+.( $"0/+,%)

!"#$"%&%’
?&/6 /*&/+

# * / + " -
(52 1
>

5&%67.%"4,8&9: %/ ; % %/ ; ( %+ ; ) %/ ; & %+ ; * %+ ; ( ( ; &"
5&%67.%"4,8&9< #* ; " ## ; ) #* ; % #* ; % #* ; & #* ; ) * ; )
5&8/%&%"4,8& #% ; " #& ; ( #) ; ( #& ; ) #) ; # #& ; " / ; "
%90,).+’,4,8& *) ; * /( ; " /( ; - *) ; ) /( ; / /( ; & # ; )

! ! 取同一批 川 芎 饮 片 / 份，按“# ; /”节 所 述 方 法

制备样品溶液，重复进样 / 次，结果见表 /。

表 %" # 种内酯类化合物的重复性试验结果（& $ /）

!"#$% %" &%:%"/"#*$*/; +1 /4% 1+.( $"0/+,%)（& $ /）

!"#$"%&%’ # * / (52 1 >
5&%67.%"4,8&9: ( ; )(# ( ; &&+ ( ; )#+ # ; -%
5&%67.%"4,8&9< # ; (-( # ; (/* # ; (&% * ; ")
5&8/%&%"4,8& " ; "*) " ; +#* " ; *// * ; %%
%90,).+’,4,8& " ; ""% " ; //" " ; +%( * ; ("

! ! 精密称取 / 份已知川芎内酯含量的川芎药材粉

末，分别加入一定量（ 见表 +）的对照品，再按“# ; /”

节所述制备样品液，计算回收率，结果见表 +。

表 #" # 种内酯类化合物的回收率试验结果

!"#$% #" &%0+<%(*%) +1 /4% 1+.( $"0/+,%)

!"#$"%&%’
@/369

)*".%8 1
#)

A88&8 1
#)

B".%8 1
#)

(&3"C&*7 1
>

AC&*/)&
*&3"C&*7 1

>

5&%67.%"4,8&9: ( ; +"+ ( ; *(# ( ; -/# && ; (-( )- ; ("
( ; +"( ( ; /(* ( ; %/& )" ; /-+
( ; +"* ( ; +(* ( ; &%/ #(+ ; %*-

5&%67.%"4,8&9< ( ; "#) ( ; *++ ( ; %&# #(% ; /%% #(& ; -&
( ; "#) ( ; /-% ( ; )## #(- ; &#*
( ; "#) ( ; +&) # ; (-- ### ; &-#

5&8/%&%"4,8& * ; %/- ( ; ""( / ; //# #(& ; #&* #(+ ; ""
* ; %#+ ( ; &*" / ; ""( #(# ; ///
* ; %*" # ; #(( / ; )&# ##+ ; #&*

%90,).+’,4,8& * ; &(# ( ; +)( / ; /+( ##( ; ((( #(& ; #*
* ; %%) ( ; %/" / ; "#( )) ; +"-
* ; %)( ( ; )%) / ; )#" ##+ ; )#/

& 5 ’" 样品的测定

! ! 称取市 售 饮 片 及 产 自 四 川 灌 县 和 四 川 都 江 堰

（ 分别于 #))) 年采收和 *((+ 年采收）的川芎药材，

分别按“# ; /”节所述制备样品液，测定其中 + 种内酯

类化合物的含量，结果见表 "。

表 ’" 川芎药材及饮片中内酯类化合物的含量（& $ /）

!"#$% ’" 9+,/%,/) +1 /4% 1+.( $"0/+,% 0+3:+,%,/)
*, 94.",=*+,’ )"3:$%)（& $ /） #) 1 )

!"#$"%&%’ 5/#$4& A 5/#$4& @ 5/#$4& ! 5/#$4& 2
5&%67.%"4,8&9: ( ; )(# # ; /(+ ( ; %)" ( ; ""-
5&%67.%"4,8&9< # ; (-( * ; (&/ # ; #&" ( ; %#+
5&8/%&%"4,8& " ; "*) " ; *%( * ; "%( " ; %-%
%90,).+’,4,8& " ; ""% % ; +&- + ; #(" & ; +*%

! 5/#$4& A：!D./%E,"%) +4,3&+；+/#$4& @：!D./%E,"%) =*"#
5,3D./% F./%E,/%；+/#$4&+ !，2：!D./%E,"%) =*"# 5,3D./%
2.G,/%)7/% ,% #)))，*((+，*&+$&3’,C&47;

%" 结语

! ! 本文建立的分离和测定川芎中 + 种内酯类化合

物的反相高效液相色谱方法简单、可靠，易于操作，

重现性好，具有很高的实用价值。
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杜仲中京尼平甙酸的硅胶柱色谱分离纯化及反相高效
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摘要：建立了杜仲中京 尼 平 甙 酸 的 硅 胶 柱 色 谱 分 离 纯 化 及 反 相 高 效 液 相 色 谱 & 液 相 色 谱 ’电 喷 雾 质 谱 & 核 磁 共 振

（()’*)+, & +,’-./’0. & %0(）鉴定方法。杜仲皮经粉碎后，用 /"1 乙 醇 提 取，提 取 液 经 减 压 蒸 馏 至 干，再 用 甲 醇

溶解，然后吸附于硅胶上，并以不同体积比的氯仿 ’甲醇混合液按洗脱剂的极性由小到大进行洗脱，以 ()’*)+, 法

检测洗脱液中物质的种类和含量。结果表明：洗脱剂为氯仿 ’甲醇（ 体积比为 1G @）的洗脱液经分 析 为 单 一 组 分，其

保留时间为 #H @-! 234；以对照品京尼平甙酸添加法测定，其峰高增加；相 关 紫 外 光 谱 和 红 外 光 谱 检 测 结 果 与 京 尼

平甙酸对照品基本一致；结合 +,’-./’0.、@*’%0( 和 @,,’%0( 等测定，确定该洗脱组分为京尼平甙酸。

关键词：柱色谱法；反相高效液相色谱法；液相色谱 ’电喷雾质谱；核磁共振；京尼平甙酸；杜仲；中药

中图分类号：5A#12 2 2 文献标识码：62 2 2 文章编号：@""" ’1/@,（!""#）"# ’"#,- ’"-

#$%&’()%*，+,-).)/’()%* ’*0 #01*().)/’()%* %. 21*)3%$)0)/
4/)0 )* !"#$%%&’ "(%$&)*+ 5&)67 89 :)&)/’ ;%&,<*
;=-%<’(%>-’3=9，?161-$10"+=’$1 @)>= +1-.%-<’*/1
A)B,)0 ;=-%<’(%>-’3=9，A)B,)0 ;=-%<’(%>-’3=9"
C&1/(-%$3-’9 #%*)D’()%* E’$$ :31/(-%<1(-9 ’*0

F,/&1’- E’>*1()/ ?1$%*’*/1
,65 *73@ ，,*-% 839":34;@ ，8/65 <394="@ ，>6%? @A9":3@ ，5BC6%? D"4;EAF4;!

（! ! "#$%&’(#)’ *+ ,-#(./’&0 %)1 ,-#(.2%3 4)5.)##&.)5，,#)’&%3 6*7’- 8).9#&/.’0，,-%)5/-% "!##$%，,-.)%；

& ! :)/’.’7’# *+ ,3.).2%3 ;-%&(%2*3*50，,#)’&%3 6*7’- 8).9#&/.’0，,-%)5/-% "!##’$，,-.)%）

48$(-’/(：>AF 2FGA"HE 7E34; E3#3I9 I"#724 IAJ"29G";J9KAL，JFMFJEFH’KA9EF A3;A KFJN"J294IF
#3:73H IAJ"29G";J9KAL，#3:73H IAJ"29G";J9KAL’F#FIGJ"EKJ9L 3"43O9G3"4 29EE EKFIGJ"2FGJL 94H
47I#F9J 29;4FG3I JFE"494IF（ ()’*)+, & +,’-./’0. & %0(） N"J GAF 3E"#9G3"4，K7J3N3I9G3"4 94H
3HF4G3N3I9G3"4 "N ;F43K"E3H3I 9I3H（?)6） 34 472*((.% 73(*.1#/ 5#3M$ PFJF FEG9=#3EAFH$ >AF
IJ7HF FQGJ9IG "N 4! 73(*.1#/ P9E "=G934FH 9NGFJ 4! 73(*.1#/ P9E FQGJ9IGFH P3GA /"1 FGA94"#
94H GAF FQGJ9IG P9E I"4IF4GJ9GFH 74HFJ JFH7IFH KJFEE7JFE$ >AF "=G934FH IJ7HF FQGJ9IG H3E’
E"#MFH 34 2FGA94"# P9E 34RFIGFH G" 9 E3#3I9 ;F# I"#724 94H F#7GFH P3GA IA#"J"N"J2’2FGA94"#$
>AF F#7GFH NJ9IG3"4E PFJF 949#LOFH =L ()’*)+,$ >AF F#794G NJ"2 IA#"J"N"J2’2FGA94"#（1 G @，

M & M）P9E 34H3I9GFH G" =F 9 E34;#F I"2K"4F4G =L *)+, P3GA 9 JFGF4G3"4 G32F "N # $ @-! 234$ >AF
*)+, 949#LE3E "N GAF 23QG7JF "N GA3E NJ9IG3"4 P3GA 9 ?)6 EG94H9JH JFE7#GFH 34 9 E34;#F KF9S$ >AF
7#GJ9M3"#FG 94H 34NJ9JFH EKFIGJ9 "N GAF F#7GFH E"#7G3"4 PFJF FEEF4G39##L GAF E92F G" GA"EF "N
?)6$ 54 GAF "GAFJ A94H，+,’-./’0.，@*’ 94H @, ,’%0( FQKFJ32F4GE 9#E" 34H3I9GFH GA9G GAF
NJ9IG3"4 P9E 3HF4G3I9# G" ?)6$
G19 H%-0$：I"#724 IAJ"29G";J9KAL；JFMFJEFH’KA9EF A3;A KFJN"J294IF #3:73H IAJ"29G";J9KAL；

#3:73H IAJ"29G";J9KAL’F#FIGJ"EKJ9L 3"43O9G3"4 29EE EKFIGJ"2FGJL；47I#F9J 29;4FG’
3I JFE"494IF；;F43K"E3H3I 9I3H；472*((.% 73(*.1#/ 5#3M$ ；GJ9H3G3"49# ,A34FEF
2FH3I34F



第 ! 期
曹 " 慧等：杜仲中京尼平甙酸的硅胶柱色谱分离纯化及反相高效

液相色谱 ! 液相色谱"电喷雾质谱 ! 核磁共振鉴定

" " 杜仲是我国传统的名贵药材，《 神农本草经》和

《 本草纲目》都记载杜仲具有增强人体内部机理、抗

衰老等多种药理作用［#］。现代研究表明，杜仲提取

物还具有 降 血 压、止 痛、镇 静 及 其 他 药 理 作 用［$，%］。

日本学 者 最 新 实 验 研 究 发 现，杜 仲 中 京 尼 平 甙 酸

（#$%）（ 结构见图 #）在临床上降压作用十分明显，

日本健康与卫生部已经把它作为一种有降压特殊用

途的保健品添加剂［&］。

图 !" 京尼平甙酸的结构

!"#$ !" %&’()&(’* +, #*-".+/"0") 1)"0

" " 虽然有利用大孔树脂吸附纯化杜仲中活性成分

的研究报 道［!，’］，但 大 孔 树 脂 只 能 进 行 初 步 的 分 离

纯化，不能得到高纯度的单体。到目前为止，关于高

纯度的京尼平甙酸的制备鉴定的研究还未见报道。

本文建立了杜仲中京尼平甙酸的硅胶柱色谱分离纯

化及反相高 效 液 相 色 谱 ! 液 相 色 谱"电 喷 雾 质 谱 ! 核
磁共振（&$"’$() ! ()"*+," -+）鉴 定 方 法，为 杜 仲

的进一步开发利用提供了依据。

!" 实验部分

! $ !" 仪器、试剂和材料

" " +./01234 $(#(% 高 效 液 相 色 谱 仪，+$5"
-#(%6$ 检 测 器；()7 型 电 喷 雾 质 谱（ 全 扫 描 ）

（8/99/:19 公司）；;<4=>< 5&?"!(( 型核磁共振仪；

)!’-) 型 @6"6,+ 扫描仪（ 上海分析仪器厂）；;<4="
>< 6>ABC< $$ 型 红 外 光 谱（ ,&）仪。甲 醇 为 色 谱 纯；

高效液相色谱所用水为石英亚沸水；氯仿、石油醚、

乙酸乙酯、正 丁 醇 等 试 剂 均 为 分 析 纯；#$% 标 准 品

（ 纯度+*+D，日本和光纯药工业株式会社提供）；柱

色谱用硅胶（#(( , $(( 目，青岛海洋化工厂）。杜仲

原料购于湖南张家界。

! $ #" 硅胶的预处理

" " 将 !(( : 硅 胶 装 于 玻 璃 柱 中，用 去 离 子 水 反 复

淋洗，直至用 (- ! 0C( ! ( 硝酸银溶液检测不出 )E . ，

用 (- ! 0C( ! ( 氢 氧 化 钡 溶 液 检 测 不 出 +F$ .
& ，取 出

并烘干，然后分别用分析纯的甲醇、乙醇、丙酮、乙酸

乙酯各 $(( 0( 淋 洗，最 后 将 溶 剂 挥 发 干 净，在 ##(
G下烘干 ! .，置于干燥器中，待用。

! $ $" 杜仲中环烯醚萜类化合物的提取与分离

" " 称取干燥杜仲皮粗粉 #( : 置于提取器中，加入

#(( 0( )(D（ 体积分数）的乙醇，在 !( G 下提取 $

.，过滤。提取两次，合并滤液。滤液经减压蒸馏至

约 $( 0(。用 $( 0( 正丁醇萃取浓缩液 % 次，合并

萃取液，减 压 蒸 馏 并 蒸 发 至 近 干。 所 得 浸 膏 用 &(
0( 甲醇溶解 后，转 移 至 $(( 0( 烧 杯 中，加入 &( :
处理后的硅胶，于 %( , &( G 水浴中加热，低温下蒸

干甲醇，此时硅胶吸附了样品，将其烘干，备用。

" " 将上述吸附了样品的硅胶用干法装于 ’+ A0 /
$! 00 /H 2H 的开口 玻 璃 柱（ 自 制）中。配 制 不 同 体

积比（$(0 # 至 #0 #，每份配制 !( 0(）的氯仿"甲醇混

合溶液作洗脱剂，按洗脱剂的极性由小到大顺序洗

脱，每一配比的洗脱剂收集一个流分，同时进行高效

液相色谱跟踪检测，检测洗脱液中的环烯醚萜类化

合物的种类和含量。

! $ %" 供试品溶液的配制

" " 将“# H %”节 中 洗 脱 剂 为 氯 仿"甲 醇（ 体 积 比 为

+0 #）的洗脱液再上柱洗脱，洗脱液用 )(D 的乙醇重

结晶，将结晶溶于甲醇，作为 ()"*+,"-+、#’"I-&、
#%)"I-&、@6 和 ,& 的供试品溶液。

! $ &" 色谱和波谱条件

! H & H !" ’$() 分析

" " 色 谱 柱 为 )#+ 柱（#!( 00 / & H ’ 00 /H 2H ，!
!0，日本岛津）；流动相为甲醇"水"醋酸（ 体积比为

$( 0 )*- ! 0 (- !），流 速 #- ( 0( ! 0/9；检 测 波 长 $%)
90；柱温 $! G；进样量 #( H ( !(。同时用光电二极

管阵列检测 器 检 测，波 长 扫 描 范 围 #*( , ’(( 90。

外标法定量。

! H & H #" @6 光谱

" " 将测试溶液置于石英比色皿中，用相应的溶剂

作空白，在 )!’-) 型 @6"6,+ 扫描仪上扫描。如果

样品浓度太高，则要用相应溶剂稀释。

! H & H $" ,& 光谱

" " 先压一空白的 J;< 片，用滴管将供试品溶液滴

于 J;< 片上，置于红外灯下烘干。

! H & H %" ()"*+,"-+
" " () 条件与“# H ! H #”节相同。质量扫描范围! " #
#!( , +((，分辨率为#% (((，锥体 电 压 &( 6，电 离 电

压 $ H % =6。

! H & H &" I-&
" " 由于京尼平甙酸易溶于水，故采用 5$F 作为试

剂进行#’"I-& 及#%)"I-& 分析。

! H & H ’" 产品中 #$% 含量测定

" " 按“# H ! H #”节方法进行测定。

! $ ’" 京尼平甙酸的鉴定

" " 将供试品、对照 品 和 两 者 混 合 液 分 别 进 行 &$"
’$() 分 析，并 进 行 ()"*+,"-+、#’"I-& 及 #% )"
I-& 、@6 和 ,& 分析。
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!" 结果与讨论

! ! #" 杜仲粗提物及供试品溶液的 "#$% 分析

# # 杜仲粗 提 物 和 供 试 品 溶 液 的 !"#$ 图 谱 见 图

!。由图 ! %& 可见 供 试 品 溶 液 的 !"#$ 图 谱 只 出 现

一个色谱峰（ 保留时间（ !’ ）为 $% &’! ()*），对 应 于

杜仲粗 提 物 的 !"#$ 图 谱 中 !’ 为 $% &() ()* 的 组

分。与对照品京尼平甙酸混合进样分析，发现峰高

增加。这表明该洗脱组分为京尼平甙酸，成分单一，

可用硅胶柱色谱从杜仲粗提物中直接分离并纯化。

图 !" 杜仲粗提物（&）和供试品溶液（’）的 "#$% 图谱

()*! !" %+,-.&/-*,&.0 -1 & 2,345 56/,&2/（&）&74 /+5 1,&2/)-7 583/54 9)/+ 2+8-,-1-,.:.5/+&7-8（$% #，; < ;）（’）

& + ,"-+

! ! !" 供试品溶液的紫外光谱

# # 对供试品溶液进行紫外扫描，以甲醇为空白，扫

描范围 &*( + ’(( *(，扫 描 速 率 !(( *( . ()*，吸 光

度范围 ( + "% (((。供 试 品 溶 液 的 最 大 吸 收 波 长 为

!", *(，与对照品溶液的紫外光谱图一致。

! ! &" 供试品溶液的红外光谱

# # 红外光谱采用 /01 压片，主要吸收峰出现的位

置有：" ")) 2( - & ，为一宽峰，表明有羟基存在；! *!$
2( - & ，为一尖峰（ 中 等 强 度），表 明 有 饱 和 $—! 键

存在；& .*( + .( 2( - & ，为一强峰，是 !，"%不饱和酯中

羰基引起的伸缩振动，其波数比一般羰基的伸缩振

动峰要高，从而佐证了取代羧基上的羰基的存在，说

明供试品在 $’ 上有—$33!；& ."( + )$ 2( - & ，为强

峰，此峰系烯 烃 双 键 的 伸 缩 振 动 引 起 的［,］；& &.&和

& !(& 2( - & ，为尖峰（ 中等强度），表明有醚键存在。

! ! ’" 供试品溶液的 $%:=>?:@> 分析

# # 对供试品溶液分别进行正离子化和负离子化方

式的 #$%456%75 分析，结果见图 "。

# # 图 " %8 为供试品溶液的正离子 456%75 图谱，在

" # $ ",$% "，"*,% ! 和 ’&"% " 处有强的离子峰。由于

以正离子源为离子化方式易形成［7 / 98］/ 和［7
/ /］/ 的离子峰，而此两者的相对分子质量数相差

&.，根据一组相近的相对分子质量数相差 &. 的离子

峰可以推断出供试品中主要成分的相对分子质量。

从图 " %8 可以看 出，环 烯 醚 萜 类 化 合 物 在 离 子 化 的

过程中产生了［7 / 98］/ 和［7 / /］/ 的离子峰，判

断分子离子峰［7 / !］/ 的 % 1 为 ",$% "，与 京 尼 平

甙酸（% 1 为 ",’% "）一致。

# # 以负离子源为离子化方式对环烯醚萜类化合物

进行分析，一般只形成分子离子峰［7 - !］- ，而几

乎无碎片离子峰，有利于相对分子质量的直接测定。

因此负离子源离子化方式是正离子源离子化方式的

图 &" 供试品溶液的 $%:=>?:@> 图谱

()*! &" $%:=>?:@> 0A52/,& -1 /+5 583/54 0-83/)-7
8+ :;<)=)>? );*)@8=);* (;A?；&+ *?B8=)>? );*)@8=);* (;A?+
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曹 " 慧等：杜仲中京尼平甙酸的硅胶柱色谱分离纯化及反相高效

液相色谱 ! 液相色谱"电喷雾质谱 ! 核磁共振鉴定

补充，根据相对分子质量数差值可以推断出环烯醚

萜类化合物的相对分子质量。图 # "# 为供试品溶液

的负离子 $%&"’% 图谱，在 ! " # #$#% # 处 有 分 子 离

子峰［’ & (］& ，从而佐证了环烯醚萜类化合物的相

对分子质量为 #$’% # 的结论。

! ! "# 供试品溶液的$"#$%& 和$%’#$%& 分析

" " 供试品溶 液 去 除 溶 剂 后，分 别 进 行 ((")’* 和
(#+")’* 分析。 ((")’*（,)-）的化学位移 ! 的检

测结 果：!% ))（+( "(），!% *+（+$ "(），$% ’,（ +# "(）；
(#+")’*（,)-）的 化 学 位 移 ! 检 测 结 果：*-% $（+"
(），(!)% -（+"#），(()% ,（+"’），!% ’（+"!），#-% *（+"
,），(),% ,（+"$），(’!% (（+"-），’,% -（+"*），,+% ,（+"
(+），(,-% ’（+"((），**% -（+"(.），$#% !（+").），$$% )

（+"#.），$+% -（+"’.），$$% (（+"!.），,(% #（+",.）。 这

些结果与文献［-］报道的一致。

! ! &# ()* 纯度的测定结果

" " 按照上述方法制得京尼平甙酸晶体。称取适量

晶体，用甲醇溶解并定容，按“( / ! / ,”节方法测得其

纯度为 *-% $’0。按照上述方 法 加 标 进 行 ’ 次 平 行

制备，京尼平甙酸的平均回收率达 -- / (*0。
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关于首届中国中西部地区色谱学术交流会暨仪器展览会的征稿通知

（ 第一轮通知）

" " 根据“ 中国中西南地区第三届色谱学术交流会暨仪器展览会”会议领导小组的建议，经甘青宁色谱协作

中心讨论，决定由甘肃省化学会色谱专业委员会主办下一届色谱学术交流会。基于地域的扩大，主办单位与

最早的发起单位、上一届的主办单位协商，将会议名称定为“ 首届中国中西部地区色谱学术交流会暨仪器展

览会”。交流会拟于 )++, 年 - 月份在丝绸之路重镇、万里长城起点 甘肃省嘉峪关市举行。现将征稿有

关事项通知如下：

" " 一、凡反映近年来色谱领域在基础研究新办法、新技术、分析应用、仪器及部件研制等方面有较高水平的

论文均可应征。

" " 二、应征的论文要求：

" " ( / 内容简明扼要，能反映工作特点，按正式出版物要求编写，字数在 # +++ 字以内（ 含图表）。需纸样和

电子文档，纸样采用 N’ 纸打印，电子文档通过 $"J39= 或软盘提交，文件采用 U4<A 格式。

" " ) / 需附作者单位的推荐信，证明不涉及保密、未在全国学术会议上宣读，或在公开刊物上发表。

" " # / 稿件需注明作者和单位（ 室、科、系）邮编、详细地址和联系电话，并附有 !+ 字以内的第一作者简介。

" " ’ / 征稿截止日期为 )++, 年 ! 月 #( 日，逾期不再接受。

" " ! / 应征稿件请寄：兰州市南昌路 #’( 号 ’+( 室 董运宇 研究员 收 " " " 邮编：$#++++
B;=：（+*#(）-),(+)," O3S：（+*#(）-)$$+--" $"J39=：:D2S2. =M#/ 3@/ @7

甘肃省化学会

)++! 年 - 月 (# 日

·$#!·



!""# 年 $ 月

%&’(&)*&+ !""#
色 谱
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收稿日期：!""/1"$10/
作者简介：申烨华，女，理学博士，副教授，主要从事植物有效成分的分析分离、天然植物产品开发和蛋白质分离纯化与复性研究，

2&3：（"!$）-,"/"#-4，51)673：89:9&;0!!"< 04,= >?)=
基金项目：陕西省黄土高原水土保持世界银行贷款项目和陕西省自然科学研究项目（@?= !""!A"-）=

高效液相色谱法同时测定扁桃仁中的

水溶性维生素 !，"!，"" 和 "#

申烨华0，! ，B 张 B 萍, ，B 孔祥虹/ ，B 郭春会# ，B 王继武!

（0 $ 西北大学化学系，陕西 西安 C0""4$；! $ 延安大学化学系 化学工程陕西省重点实验室，陕西 延安 C04"""；

, $ 咸阳师范学院化学系，陕西 咸阳 C0!"""；/ $ 陕西出入境检验检疫局，陕西 西安 C0""4-；

# $ 西北农林科技大学园艺学院，陕西 西安 C0""4#）

摘要：建立了用高效液相色谱同时测定扁桃仁中 / 种水溶性维生素 &，’0 ，’! 和 ’4 的方法。以酸水解法处理样品，

在 ()*+,-.# /012, 柱（!# 34 D /E 4 44 .E 5E ，#E " !4）上，以 "E "# 4"# 6 7 89!://（;9 4E "）2甲醇（ 体积比为 C"F ,"）

为流动相进行等度洗脱，检测波长 !4# )4 条件下，对陕西蒲城扁桃仁中的水溶性维生素 &，’0 ，’! 和 ’4 的含量进

行了同时测定。/ 种水溶性维生素在其质量浓度为 #E " . #" 4< 6 7 时线性良好（ ! G " $ $$$ " . " $ $$$ C）；添加水平为

#E " . !"E " 4< 6 =< 时，平均回收率为 $0E CC> . $$E ,">，相对标准偏差（" G ,）为 "E ,0> . 0E $->。测 得 陕 西 蒲 城 产

扁桃仁中维生素 ’! 的含量为 /E !C . /E #, 4< 6 =<，维生素 ’0 的含量为 "E C$$ . "E -,- 4< 6 =<，未检出维生素 & 和维

生素 ’4 。该法简便、快速，准确性和重现性均较好，对果仁中水溶性维生素的测定具有一定的参考价值。

关键词：高效液相色谱；水溶性维生素；扁桃仁

中图分类号：/4#-B B B 文献标识码：?B B B 文章编号：0""" 2-C0,（!""#）"# 2"#,- 2"/

#$%&’()*+,&- .+(+/%$*)($,* ,0 1)(+/2#,’&3’+ 4$()%$*- !，"!，

"" )*5 "# $* 6’%,*5- 37 8$9: ;+/0,/%)*<+
=$>&$5 !:/,%)(,9/)?:7
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! 第 " 期 申烨华等：高效液相色谱法同时测定扁桃仁中的水溶性维生素 !，"# ，"$ 和 "%

! ! 扁 桃（#$%&’( )*+,-./’( 0123’(），即 巴 旦 杏，

又称美国大杏仁，是世界著名干果之一。它除了富

含人体所需的基本营养物质如氨基酸、脂肪酸、维生

素、微 量 元 素 外，还 富 含 其 他 活 性 成 分 如 苦 杏 仁

甙［#，$］、消化酶、甾 醇 类［&］、黄 酮 甙 类［’］、多 酚 类［"］、

神经鞘脂类［&］、倍 半 萜 烯 内 脂 类［%］等，有 望 被 作 为

功能性食品。扁桃仁具有滋阴补肾、明目健脑、抗癌

防癌、降 血 脂、抗 氧 化、增 强 免 疫 力 等 多 种 医 疗 功

能［$］，也可用其直接制作高级食用保健油及高级化

妆品［$］，因此市场开发前景极为广阔。

! ! 水溶性维生素是植物中一类重要的营养成分，

常用的测定 方 法［(］有：紫 外 分 光 光 度 法、荧 光 法 和

高效液相色谱法（4#5!）。4#5! 法 因 处 理 样 品 简

单、快速，且能同时测定几种维生素而被广泛应用于

食品［)］、药品［*，#+］中 维 生 素 的 测 定。 但 采 用 4#5!
同时测定果仁中 ’ 种水溶性维生素 !，"# ，"$ 和 "%

尚未见报道。本文用反相 4#5! 对陕西蒲城产扁桃

仁中的 ’ 种水溶性维生素 !，"# ，"$ 和 "% 进行同时

测定，并对样品处理方法及流动相体系进行了优化，

同时进行了方法学评价。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

! ! 仪器：067*.-8% %) 高 效 液 相 色 谱 仪 带 紫 外 检

测器（ 岛 津 公 司 ）；9’11/’$ :2/’-2 ;’/1. &$+<4 计

（ 梅特勒=托利多仪器上海有限公司）等。

! ! 试 剂：>!，>"#
，>"$

，>"%
对 照 品（ 纯 度+**?，美

国 0@#A5!B 公 司）；甲 醇（ 色 谱 纯，美 国 C7(6’$ 公

司）；磷酸二氢钾（ 分析纯，西安试剂厂）等。

! ! 扁桃仁样品：),、##,和 #&,（ 陕西蒲城产，引种于

美国加州，由西北农林科技大学园艺学院郭春会教

授惠赠）。

! ! #" 标准储备液的制备

! ! 准 确 称 取 >!，>"#
，>"$

，>"%
各 +- +" , 于 "+ *5

容量瓶中，用 +- # *2/ D 5 盐酸溶解并定容至刻度，配

成各种维生素质量浓度均为 # , D 5 的 单 标 储 备 液。

使用前，根据需要以 +- # *2/ D 5 盐酸稀释混合成指

定质量浓度的混合标准工作液。

! ! $" 色谱条件

! ! 色谱柱 为 E&’$1(7/ B;0=& 柱（$" F* . ’- % **
7- -- ，"- + !*），流动相为 +- +" *2/ D 5 G4$#B’（ <4
%- +）=甲醇（ 体积比为 (+/ &+），流速 #- + *5 D *7&，柱

温 &+ H，检测波长 $%" &*，进样量 $+ !5。用峰面

积比较法计算出样品中各水溶性维生素的含量。

! ! %" 样品处理［&］

! ! 取一定量干燥扁桃仁，粉碎，称取 "- + , 扁桃仁

粉于 #++ *5 锥形瓶中，加入 ’+ *5 +- # *2/ D 5 盐酸

超声 混 匀 后，于 #++ 3#. 高 压 下 水 解 &+ *7&（#$+
H），冷却后，再用 +- # *2/ D 5 盐酸定容至 "+ *5，超

声混匀，静置，取上清液离心，得 >"#
，>"$

和 >"%
的提

取液。另取扁桃仁粉 "- + , 于 "+ *5 容量瓶中，加

入 &+ *5 )?（ 体积分数，下同）偏磷酸溶液超声提

取 $+ *7&，再用 $? 偏磷酸溶液定容至刻度，充分摇

匀，静置，取 上 清 液 离 心，得 >! 的 提 取 液。 取 两 种

提取液各 #- + *5 混合，过 +- & !* 滤膜后测定。

#" 结果与讨论

# ! !" 样品处理

! ! 天然食品中的维生素多以结合态形式存在于食

品中，所以在分析测定之前，首先必须使其转变为游

离态。参考文 献［)］，首 先 用 +- # *2/ D 5 盐 酸 于 高

压下水 解 样 品，使 结 合 态 的 >"#
，>"$

和 >"%
游 离 出

来。然后对样品 进 行 超 声 提 取，并 用 +- & !* 滤 膜

过滤提取液以除去 大 量 杂 质 的 干 扰。>! 通 常 采 用

草酸、醋酸、偏磷酸等溶液直接提取。由于偏磷酸对

>! 有很好的稳定性，且能沉淀蛋白质，澄清提取液，

对含有大量蛋白的扁桃仁样品来说更为合适，故本

文采用 )? 偏磷酸溶液提取 >!。

# ! #" 色谱条件的优化

# ! # ! !" 检测波长

! ! 测 定 $"’ 0 $)" &* 之 间 各 种 维 生 素 的 响 应 值

（ 见图 #）。实验结果表明，>!，>"#
和 >"$

在 $%" &*
处吸收最大。虽然 >"%

在 $"" &* 处吸收最大，但其

在 $%" &* 处 的 灵 敏 度 也 可 满 足 要 求，故 选 取 $%"
&* 为 ’ 种维生素的检测波长。

图 !" 检测波长对 % 种维生素响应值的影响

"#$! !" %&&’() *& +,-’.’/$)0 */ 1#23.),/’*31 4’)’()#*/
*& &*35 +,)’561*.37.’ -#),2#/1

# I >!（#++ *, D 5）；$ I >"#
（#++ *, D 5）；& I >"%

（$++ *, D 5）；

’ I >"$
（#++ *, D 5）I

# ! # ! #" 流动相中缓冲液的种类

! ! 由于通常多用缓冲盐体系作为测定水溶性维生

素的流 动 相，因 此 分 别 比 较 了 +- # *2/ D 5 J4’)F=
4)F 体系及 +- +" *2/ D 5 G4$#B’ =4&#B’ 体 系 与 甲

·*&"·



色 谱 第 !" 卷

醇混合后 对 维 生 素 分 离 情 况 的 影 响。 实 验 结 果 表

明，在 #$ % !"# $ % &’&()*’()（+’ &$ ’）体系中 ,-!

保留 时 间 较 长（!’ !./），且 基 线 噪 声 大；而 #$ #’
!"# $ % 0’!12& *’"12&（+’ &$ ’）体系中，各种维生

素保留时间适 中，!# !./ 内 均 可 出 峰，且 基 线 噪 声

小，所以最终选择 0’!12& *’"12& 体系作为流动相

缓冲溶液。

( ( 进一步的实验表明，当采用流动相体系为 #$ #’
!"# $ % 0’!12&（ +’ )$ #）*甲 醇（ 体 积 比 为 *# + "#）

时，& 种 水 溶 性 维 生 素 的 分 离 情 况 较 好，在 %’ !./
之内出峰完全（ 见图 ! *3）。

! ! ! ! "# 流动相中缓冲液的 +’ 值

( ( 水溶性维生素在水中易产生电离，电离后的离

子在反相柱中的保留时间较短，不利于分离。实验

中通过调节流动相中 0’!12& 溶液的 +’ 值来控制

水溶性维生素的电离，从而提高 & 种维生素在色谱

柱上的保留能力，达到有效分离。实验结果见图 !。

( ( 由 图 ! 可 见，流 动 相 中 0’!12& 溶 液 的 +’ 值

高低对 ,-!
与 其 他 " 种 维 生 素 之 间 的 分 离 影 响 不

大，而对 ,4，,-%
和 ,-)

之间的分离影响很大。+’ 值

小于 &$ ’ 时，,-)
与 ,4 峰完全重叠，,-%

的保 留 时 间

小于 ,4 的保留 时 间。+’ &$ ’ 时，,-)
与 ,4 峰 部 分

重叠，" 种维生素的 保 留 时 间 顺 序 为 ,-%
, ,4 , ,-)

（ 见图 ! *)）。+’ ’$ ’ 时，,4，,-%
和 ,-)

基本分开，且

保留时间顺序为 ,4 , ,-%
, ,-)

（ 见图 ! *5）。在 +’
)$ # 时，& 种维生素达到基线分离，其保留时间顺序

与 +’ ’$ ’ 时 相 同（ 见 图 ! *3）。 故 实 验 最 终 确 定

0’!12& 溶液的 +’ 值为 )$ #。

图 !# 流动相中缓冲液 "# 值对 $ 种水溶性

维生素分离的影响

$%&! !# ’(()*+ ,( +-) "# ,( +-) ./(()0 %1 +-) 2,.%3) "-45)
,1 5)"404+%,1 ,( +-) (,/0 64+)075,3/.3) 8%+42%15
6"5.#7 +8397：#$ #’ !"# $ % 0’! 12& *!7:83/"#（ *# + "#，

; $ ;）；+’9：3< )$ #，5< ’$ ’，)< &$ ’，=< "$ ’，7< !$ ’ < >7:7):."/
?3;7#7/@:8：!)’ /!<
( ( 173A9：% < ,4 ；! < ,-%

；" < ,-)
；& < ,-!

<

! ! "# 方法学评价

! ! " ! %# 线性关系与检出限

( ( 配制 !$ # - ’# !@ $ % 系列质量浓度的 & 种维生

素混合标准溶液，在“% < "”节所述条件下进样测定，

峰面积 ! 与维生素质量浓度 "（!@ $ %）的线性关系

见表 %。以信 噪 比（ # $ %）为 " 计，测 得 各 维 生 素 的

检出限也列 于 表 %。结 果 表 明，各 水 溶 性 维 生 素 在

质量浓度为 ’$ # - ’# !@ $ % 时线性关系良好。

表 %# $ 种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

94.3) %# :)&0)55%,1 );/4+%,15，*,00)34+%,1 *,)((%*%)1+5，3%1)40 041&)5 41<
<)+)*+%,1 3%2%+5 ,( +-) (,/0 64+)075,3/.3) 8%+42%15

(/3#B:7 %./73C C3/@7 $（!@ $ %） D7@C799."/ 7EF3:."/%） & >7:7):."/ #.!.:!）$（!@ $ %）

,4 ! < # . ’# ! / !’!##" 0 &%# < && # < 111% # < )’
,-% ’ < # . ’# ! / %’’2%" 0 *& < *"1 # < 111& # < ’%
,-) ’ < # . ’# ! / %&!21" 0 1* < 2)’ # < 111* # < &!
,-! ! < # . ’# ! / %&2!%" 0 !#’ < !’ # < 111# # < "&

( %）!：+73A 3C73；"：!399 )"/)7/:C3:."/，!@ $ %< !）)3#)F#3:7= 39 # $ % / " <

表 !# $ 种水溶性维生素的回收率和精密度测定结果（’ / "）

94.3) !# :)*,8)0= 41< "0)*%5%,1 ,( +-) (,/0 64+)075,3/.3) 8%+42%15（’ / "）

(/3#B:7
(==7= $

（!@ $ A@）

G"F/= $
（!@ $ A@）

D7)";7CB $
H

DI> $
H

(/3#B:7
(==7= $

（!@ $ A@）

G"F/= $
（!@ $ A@）

D7)";7CB $
H

DI> $
H

,4 ’ < # & < ’ 21 < ! % < 12 ,-) ’ < # & < 1 1* < & # < ")
%# < # 1 < " 1! < ) ! < )2 %# < # 1 < ) 1’ < ’ # < 2"
!# < # %2 < * 1" < ’ ! < !% !# < # %2 < 2 1& < # % < !%

,-% ’ < # & < & 2* < ) % < 2! ,-! ’ < # & < 1 12 < ! # < "%
%# < # 1 < % 1% < ! # < *) %# < # %# < " %#" < ! # < ’&
!# < # %2 < & 1! < # % < #! !# < # %1 < " 1) < ’ # < 21

! ! " ! !# 回收率实验

( ( 在实际样品测定的基础上分别添加维生素 ,4，

,-%
，,-!

，,-)
对 照 品，每 个 添 加 水 平 平 行 测 定 " 次，

进行回收率和精密度实验，实验结果见表 !。

·#&’·



! 第 " 期 申烨华等：高效液相色谱法同时测定扁桃仁中的水溶性维生素 !，"# ，"$ 和 "%

! ! "# 样品测定

! ! 按照上述条件测定陕西蒲城产 & 种扁桃仁中 ’
种水溶性维生素的含量，测定结果及与部分果仁的

比较结果见表 &，其中 #&(样品的色谱图见图 &。

表 $# 扁桃仁与部分果仁中水溶性维生素含量的比较

"#$%& $# ’()*#+,-(.- (/ 0#1&+2-(%3$%& 4,1#),.- $&10&&. ,. #%)(.5- #.5 -()& 6&+.&%- #$ % &$

’()*+,-
’*#.(/0（12))(34）

) ( ## ( #& (

’*#.(/0［##］

（54(64)($）

74(- (8,0［#$］

（"-464($）

’9:4;., (8,0［#$］

（<-=-4）
7-)(8,0［#$］

（12))(34）
>! ?@ ?@ ?@ * * * *
>"# + A )#$ + A )&) + A ,-- & A "+ # A - + A " " A ’
>"% ?@ ?@ ?@ * * * *
>"$ ’ A $, ’ A "& ’ A ’# & A $# $ A " % A - $ A %

! * ：(., /-,-:#4(-/；?@：(., /-,-;,-/A

图 $# 水溶性维生素混合标准液（#）及 %$ & 果仁样品（$）

的高效液相色谱图

7,8! $# 9:;’ <=+()#1(8+#)- (/ 1=& ),>13+& (/ " 4,1#),.
-1#.5#+5-（#）#.5 #. #%)(.5 -#)*%&（$）

7-)&0：# A >! ；$ A >"#
；& A >"%

；’ A >"$
A

! ! 由表 & 可见，在陕 西 蒲 城 产 扁 桃 仁 中，>"$
含 量

为 ’. $, / ’. "& #$ % &$，高于新疆产扁 桃 仁，是 松 子

仁的 #. ,# / #. )# 倍，花生仁的 #. %’ / #. ,’ 倍，但低

于杏仁。而 >"#
的含量为 +. ,-- / +. )&) #$ % &$，低

于新疆产扁桃仁，也低于花生仁和松子仁，但高于杏

仁。用该法未检出 >! 和 >"%
，说明扁桃仁中不含或

含有极少量 >!（ 低 于 %. " #$ % &$）和 >"%
（ 低 于 ’. $

#$ % &$）。

$# 结语

! ! 采用酸水解法处理样品、流动相等度洗脱，可简

单、快速地测定扁桃仁中 ’ 种水溶性维生素 !，"# ，

"$ 和 "% 。方法 准 确、可 靠，重 现 性 好，对 果 仁 中 水

溶性维生素的测定具有一定的参考价值。

参考文献：

［#］! B4;&*)(/-: C，":4#-: "，C($-*0-( 1 "A ’99* 19-;，$++$，

"%（-）：# #&-
［$］! D8. !28(284，B-4 E434(，F2)($ G)(，E4 54(A <.:,4;8*,8:-0

G-;2(.*.$+ .H ’*#.(/A "-464($：1,)(/):/0 7:-00 .H !24()
（ 郭春会，梅立新，张 ! 檀，李 ! 鑫 A 扁桃的园艺技术 A 北京：

中国标准出版社），$++# A #
［&］! 1)($ 1 B，I4&8J)&4 <，E)90*-+ I，K.0-( K G，?)&),)(4 ?，

<. !LGA M ’$:4; N../ !2-#，$++$，"+（#%）：’ ,+-
［’］! N:40.(L?.::4- 1，19.:(0 7A M ’$:4; N../ !2-#，$++$，"+

（#+）：$ ,)$
［"］! 74(-*. B，K8=4*): B，14(-4:. M，?8(-J B MA N../ !2-#，

$++’，)"（$）：$%,
［%］! 1)($ 1 <，!2-($ 5 N，N8 <LO，124-2 @LC，")4 ? 1，E)90*-+
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凝胶柱净化!高效液相色谱检测食品中的苏丹红

谢维平，? 黄盈煜，? 傅晖蓉，? 胡桂莲

（ 福建省泉州市卫生防疫站，福建 泉州 ,;!"""）

摘要：建立了凝胶柱净化 &高效液相色谱同时检测食品中苏丹红!，"，#和$的方法。样品用乙醇提取，提取液经

’("&’)*+, -., 凝胶 柱（!"" // @ :" // (A +A ）净 化，用 环 己 烷 &乙 酸 乙 酯（ 体 积 比 为 : B :）洗 脱。采 用 -0//)120
-3()#+ 45:0 柱（!#" // @ -A ; // (A +A ，# %/）分离，以 :""6 甲醇为流动相，流速 :A # /7 8 /(9；用二极管阵列检

测器检测，检测波长 -C0 9/。上述 - 种 苏 丹 红 组 分 在 其 质 量 浓 度 为 "A : . :"A " /: 8 7 时 有 良 好 的 线 性 关 系（ ! D
"A $$$），方法的检测限为 C . :- %: 8 ;:；平均加标回收率为 0"A C6 . $;A ,6（ 添加水平为 "A !#，!A # /: 8 ;:），相 对 标

准偏差为 !A -6 . #A $6。方法灵敏可靠，能满足食品中苏丹红检测的需要。

关键词：凝胶柱；高效液相色谱；苏丹红；食品

中图分类号：<;#0? ? ? 文献标识码：=? ? ? 文章编号：:""" &0C:,（!""#）"# &"#-! &",

"#$%&’()*+%, -*’*.$#)(’#+) +/ "%0() 1*0 -2*, #) 3++0,
42 5#67 8*./+.$()9* :#;%#0 <7.+$(’+6.(=72 >#’7

( <&*()!?= 8.+9*0%.* 42 @*& <+&%$)
.>? @)(A(9:，BC=%D E(9:0F，GC BF(2"9:，BC DF(#(*9

（"#$%&’(# )$%*+$!, $%- .%+*/01*-23*4 )+$+*(%，"#$%&’(# !"#$$$，5’*%$）

A4,’.(9’：= /)13"+ H*, +)I)#"A)+ J"2 13) ,(/F#1*9)"F, +)1)2/(9*1("9 "J -F+*9 4)+ !，"，

# *9+ $ (9 J""+, K0 3(:3 A)2J"2/*9L) #(MF(+ L32"/*1":2*A30（B57N）H(13 * L#)*9&FA A2"L)&
+F2) K0 :)# L"#F/9$ -*/A#) H*, )O12*L1)+ J2"/ J""+, H(13 )13*9"#$ P3) )O12*L1 H*, L#)*9)+
FA H(13 * ’("&’)*+, -., :)# L"#F/9（!"" // @ :" // (A +A ）*9+ )#F1)+ H(13 L0L#"3)O*9)&)130#
*L)1*1)（:B :，I 8 I）$ P3) *9*#0,(, H*, A)2J"2/)+ "9 * -0//)120 -3()#+ 45:0 L"#F/9（!#" //
@ -A ; // (A +A ，# %/）H(13 :""6 /)13*9"# *, 13) /"K(#) A3*,) *1 * J#"H 2*1) "J :A # /7 8 /(9，

+)1)L1("9 *1 -C0 9/ *9+ L"9J(2/*1("9 K0 +("+)&*22*0 ,A)L12*$ =## "J 13) J"F2 L"/A"F9+, +)/"9&
,12*1)+ :""+ #(9)*2 2)#*1("9,3(A（ ! D "A $$$）(9 13) 2*9:) "J "A : E :"A " /: 8 7$ P3) #(/(1, "J +)&
1)L1("9（7<Q）H)2) J2"/ C 1" :- %: 8 ;:$ P3) *I)2*:) 2)L"I)2(), J"2 *## J"F2 +0),（ ,A(;)+ *1 13)
#)I)#, "J "A !# *9+ !A # /: 8 ;:）(9 L3(#( ,*FL) *9+ ,*F,*:) 2*9:)+ J2"/ 0"A C6 1" $;A ,6，*9+ 13)
2)#*1(I) ,1*9+*2+ +)I(*1("9, H)2) J2"/ !A -6 1" #A $6 $ P3) /)13"+ (, ,)9,(1(I)，2)#(*K#) *9+ L*9
K) *AA#()+ J"2 13) *9*#0,(, "J J"F2 -F+*9 4)+ +0), (9 J""+,$
B*2 >+.0,：:)# L"#F/9；3(:3 A)2J"2/*9L) #(MF(+ L32"/*1":2*A30；-F+*9 4)+ +0),；J""+

? ? 苏丹红的颜色鲜艳，是一种合成的油溶性红色

染料，常用于汽油、墨水和塑料等的染色，但不允许

用作食品的添加剂。!""# 年 ! 月，英国食品标准署

公布了 #"" 多种含有苏丹红!号的食品，并宣布紧

急召回。在英国发出食品警告之后，我国也宣布在

全国范围内紧急清查苏丹红!号。

? ? 对 于 苏 丹 红 的 检 测，目 前 主 要 采 用 液 相 色

谱［: . ,］、液&质 联 用 确 认［!］。 由 于 食 品 中 的 基 质 复

杂，存在着大 量 的 干 扰 物 质（ 如 辣 椒 酱 中 有 天 然 色

素、植物油的干扰），而且这些干扰物的含量远超过

目标分析物的含量，若未经净化而直接测定，不但会

污染色谱柱，而 且 会 给 高 效 液 相 色 谱（B57N）测 定

带来困难，因此本文建立了凝胶柱净化&高效液相色

谱检测食品中苏丹红的方法，取得了较好的结果。

!" 实验部分

! C !" 主要仪器与试剂

? ? ’)L;/*9 :!# 高 效 液 相 色 谱 仪 带 二 极 管 阵 列

检测器（B57N&Q=Q）（’)L;/*9 公 司，美 国 ）。 甲

醇（ 色谱纯，美 国 P?Q>= 公 司 ），无 水 乙 醇、乙 酸 乙

酯、环己烷、无 水 硫 酸 钠（ 分 析 纯，上 海 试 剂 厂），苏

丹红!（$CA #!6 ）、苏 丹 红"（$"A "6 ）、苏 丹 红#
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（#$% &" ）、苏丹红!（#’% &" ）标 准 品 购 自 #$% &’!
$()*+,$-($ ./01（ 德国）；23,!2(45* 67( 聚苯乙烯

凝胶（)&& * (&& 目，23,!845 公司）。

! ! 标准溶液：精密称取苏丹红"，#，$，!标准品

各 ’& /9（ 按其标称含量折算）。除苏丹红"用甲醇

溶解外，其他 ( 种苏丹红均用 ’ /: 乙酸乙酯溶解，

再用甲醇定容至 ’& /:，分别配成 ’% && 9 ; : 的标准

储备液。取储备液各 )% "& /: 于 "& /: 容量瓶中，

用甲醇定容，该溶液即为 + 种苏丹红的质量浓度均

为 "& /9 ; : 的 混 合 标 准 储 备 液。 再 用 甲 醇 配 制

&% ’&，&% "&，’% &，"% &，’&% & /9 ; : 的标准系列溶液。

! ! 辣酱和香肠样品均购自泉州市场。

! ! "# 凝胶柱

! ! 称取 ’& 9 23,!2(45* 67( 聚苯乙烯凝胶浸泡在

"& /: 环己烷!乙酸乙酯（ 体积比为 ’ , ’，下同）溶液

中 ’& ’ 左右，吸涨后的凝胶仍保持在液面下。将吸

涨后的凝胶转移到玻璃柱（(&& // - ’& // 3% 5% ）

内，用环己烷!乙 酸 乙 酯 溶 液 作 淋 洗 剂，流 速 约 &% .
/: ; /3)，在重 力 作 用 下 流 经 凝 胶 柱，填 充 高 度 为

)&& //，稳定后待用。

! ! $# 样品的提取与净化

! ! 准确称取 + 9 均匀化后的样品，加入 . 9 无水硫

酸钠，振摇，使样品成疏松状；再加入 (& /: 无水乙

醇，于 $& <水浴中加热 ’& /3)，取出再置于超声波

清洗器超声 ’& /3)，静 置 ’& /3)，上 清 液 经 无 水 硫

酸钠滤入 "& /: 烧杯中，残渣再用 (& /: 无水乙醇

重复提取一次，合并提取液。提取液于 $& <水浴中

用氮气吹干，用 ’ /: 环己烷!乙酸乙酯溶液溶解。

! ! 将上述溶液用吸管转移到凝胶柱的上层，注意

不要搅动柱床，待液面降至凝胶柱顶端后加入环己

烷!乙酸乙 酯 溶 液 作 为 洗 脱 液，弃 去 前 ’" /: 洗 脱

液，收集第 ’" * )’ /: 的洗脱液。将洗脱液置于吹

氮浓缩仪中于 $& <水浴下吹干，残渣用 ’ /: 甲醇

溶解，经 &% +" %/ 油性滤膜过滤后待测。

! ! %# 色谱条件

! ! 色 谱 柱：=4+($* 公 司 6>//(+$> 6’3(?5 8@’.
反相柱（)"& // - +% / // 3% 5% ，" %/）；流 动 相：

’&&" 甲醇；流 速：’% " /: ; /3)；进 样 量：’&& %:；光

谱采集范围：)’& * /&& )/；检测波长：+$. )/。

"# 结果与讨论

" ! !# 色谱条件的选择

! ! 对 于 苏 丹 红"，#，$和!的 同 时 检 测，文 献

［)］采用乙腈!酸性水溶液为流动相进行梯度洗脱。

本文试验 了 #."（ 体 积 分 数，下 同）甲 醇 水 溶 液 和

’&&" 甲醇两种流动相体系，发现在前一个体系中苏

丹红!的保留 时 间 过 长；最 后 以 ’&&" 甲 醇 作 流 动

相，流速 ’% " /: ; /3) ，+ 种苏丹红组分均峰形良好，

其混合标准溶液（"% & /9 ; :）的色谱图见图 ’。

图 !# 苏丹红!，"，#，$混合标准溶液（& ! ’ "# $ %）的色谱图

&’#! !# ()*+",-+#*," +. -)/ 0-,12,*2 0+34-’+1 +.
542,1 6/2 !，"，# ,12 $（&( ’ "# $ %）

’，( % 3/AB$3+>；) % 6B54) 8(5"；+ % 6B54) 8(5#；" % 6B54)
8(5 $；/ % 6B54) 8(5 ! %

! ! 用 二 极 管 阵 列 检 测 器 采 集 )’& * /&& )/ 的 光

谱图，发现苏丹红"，#，$和!的最大吸收波长依

次为 +$.，+#.，"’&，"’. )/。最终选定 +$. )/ 作为

+ 种组分的检测波长。

" ! "# 提取溶剂的选择

! ! 苏丹红"，#，$和!的极性较小，难溶于水而

较易溶于有机溶剂，因此开始时选用乙酸乙酯作提

取溶剂，但回 收 率 只 达 到 /&" 左 右（ 辣 酱 加 标 )% "
/9 ; C9），其原因可能是乙酸乙酯难溶于水，在 提 取

时较难渗入样品内部，从而影响了回收率。最终采

用无水乙醇作提取溶剂，回收率上升到 ."" 左右。

" ! $# 苏丹红在凝胶柱上的流出规律

! ! 23,!2(45* 67( 凝胶已成功地应用于动物食品

中有 机 磷、有 机 氯、氨 基 甲 酸 酯 农 药 检 测 中 的 净

化［+］。为了观察其对苏丹红的分离净化，在自填的

凝胶柱上，采用文献［+］所用的流动相环己烷!乙酸

乙酯（ 体积比为 ’ , ’）进行试验：配制苏丹红"，#，

$，!混合标准溶液（"& /9 ; :）过凝胶柱，用上述环

己烷!乙酸 乙 酯 溶 液 作 淋 洗 液，弃 去 前 ’& /: 洗 脱

液，从第 ’’ /: 开始将 每 ’ /: 洗 脱 液 收 集 于 单 个

试管中，吹干后分别用 ’ /: 甲 醇 溶 解，1@:D 检 测

各段洗脱液 中 苏 丹 红 的 含 量。结 果 表 明，+ 种 苏 丹

红组分均在第 ’" * )’ /: 洗脱液中流出，因此在净

化操作时选择收集这一阶段流出液，其余部分弃去。

" ! %# 凝胶柱的净化效果

! ! 对于苏丹红的检测，国家标准［(］采用氧化铝净

化的方法，其原理是基于苏丹红的极性与天然色素、

油脂的极性差异进行的。而本试验中采用凝胶柱净

化是基于苏丹红与干扰物的相对分子质量的差异进

·(+"·
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行的。苏丹红!，"，#，$的相对分子质量分别为

!#$，!%&，"’! 和 "$(，在凝胶色谱柱上可和色 素、油

脂等干扰物分离，从而达到较好的净化效果。

) ) 图 ! !" 为一辣酱空白样品提取液经凝胶柱净化

后的 #$%& 谱 图，图 ! !’ 是 样 品 加 标（ 添 加 水 平 为

(* !’ () * +)）提取 液 经 凝 胶 柱 净 化 后 的 色 谱 图，而

图 ! !, 则是未经净化的加标样品色谱图。从图 ! 中

可以看出，即使目标组分仅有很低的浓度，经凝胶柱

净化后仍能得到有较好信噪比的 #$%& 谱图，而未

经净化的则难以从干扰峰中辨别出苏丹红。

图 !" 空白辣酱样品（!）和经凝胶柱净化的（"）及未经净化（ #）的加标辣酱样品（ 添加水平为 #$ !% $% & ’%）的色谱图

()%* !" +,-.$!/.%-!$0 .1 23/-!#/ 1-.$ "4!5’ 0!$642 .1 #,)4) 0!7#2（!），23/-!#/ 1-.$ #,)4) 0!7#2 06)’28 !/ #$ !% $% & ’%
9)/, %24 #.47$5 #42!5:76（"）!58 23/-!#/ 1-.$ #,)4) 0!7#2 06)’28 !/ #$ !% $% & ’% 9)/,.7/ !5; #42!5:76（ #）

+ - ./0"1 230 !；! - ./0"1 230 "；" - ./0"1 230 #；# - ./0"1 230 $ -

! * %" 光谱定性

) ) #$%&!454 可 对 目 标 组 分 的 光 谱 信 息 进 行 即

时采集，得到其完整的紫外光谱图，利用光谱图可对

色谱峰进行有效的定性；但当待测物浓度较低，特别

是在有其他天然色素、合成色素存在时，会给光谱定

性带来困难［’］。由于采用了凝胶柱净化技术，可得

到较纯的目标组分提取物，使得光谱分析结果不易

受其他杂质干扰，同时还加大了进样量，增加了检测

的响应值及光谱定性的可靠性。图 " 为一辣酱样品

添加 (* !’ () * +) 的苏丹红!标准品时所采集的样

品光谱图与标准品光谱图，结果表明即使目标组分

含量为 (* !’ () * +) 时，仍能采集到较好的光谱图，

光谱匹配度为(* ,&" (。

图 &" 标准苏丹红!（!）与加标（#$ !% $% & ’%）

样品（"）的光谱图

()%* &" <62#/-! .1 <78!5 =28 !0/!58!-8（!）!58
#,)4) 0!7#2 06)’28 !/ #$ !% $% & ’%（"）

! * ’" 标准曲线与检测限

) ) 配 制 (* + - +(* ( () * % 苏 丹 红!，"，#，$标

准溶液，按选定 的 色 谱 条 件 测 定，以 峰 面 积 ! 对 质

量浓度 "（() * %）进 行 线 性 回 归，其 回 归 方 程 分 别

为：苏丹红!，! . !&$ %!$" / ! &+#；苏 丹 红"，! .
+,! !’# " 0 !!"；苏 丹 红#，! . ""$ +&+" 0 +& ’%(；

苏 丹 红 $，! . !#" #,"" 0 +! ’#"，相 关 系 数 为

(* ,,, " - (* ,,, ,。以信 噪 比（ # $ %）为 " 计 算 # 种

苏丹 红 标 准 品 的 检 测 限（ %64）依 次 为：(* ((%，

(* (+!，(* ((,，(* (+# () * +)；以 # $ % 为 +( 计算其定

量限（%67）依次为：(* (!，(* (#，(* ("，(* (’ () * +) 。

! * (" 方法的回收率与精密度

) ) 分别在辣酱、香肠样品中添加上述 # 种苏丹红

标准品 (* !’ 和 !* ’ () * +)，按本方法进 行 测 定，每

个浓度测定 " 次，计算其平均加标回收率为 $(* %8
- ,&* "8，相对标准偏差（2.4）为 !* #8 - ’* ,8。

! * )" 样品中苏丹红的测定

) ) 用上述方法对市售辣酱和香肠样品中的苏丹红

! -$进行测定，结果未发现样品中含有目标组分。
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高效液相色谱法分析环境样品中的苯基胂化合物

李善茂，6 李 6 伟，6 岳丽君，6 左伯莉

（ 防化指挥工程学院分析中心，北京 1"!!"#）

摘要：二苯氯胂和二苯氰胂是刺激性毒剂，在环境中 易 于 降 解，其 产 物 苯 胂 酸、苯 胂 氧、二 苯 胂 酸、氧 联 双 二 苯 胂 和

三苯胂比较稳定，对环境危害大。建立了同时测定这 # 种 含 胂 产 物 的 反 相 高 效 液 相 色 谱 方 法，选 择 了 最 佳 色 谱 条

件，提供了各组分的紫外光谱图。# 种化合物的线性范围分别为 B . ,"，# . -"，!" . - """，1!" . B """，1 . 4" &’ ( )，

检测限分别为 "C 1，"C 1，"C !，1"，"C 1 &’ ( )。对实际环境样品进行了分析，结果较好。

关键词：高效液相色谱法；苯胂酸；苯胂氧；二苯胂酸；氧联双二苯胂；三苯胂；苯基胂化合物
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6 6 二苯氯 胂（I+）和 二 苯 氰 胂（IM）是 刺 激 性 毒

剂，I+ 中 的 砷,氯（+>,M#）键 和 IM 中 的 砷,氰（+>,
M%）键都很活泼，在质子性溶剂中容易发生取代反

应，在 水 中 可 快 速 水 解，生 成 氧 联 双 二 苯 胂（ ;I,

G+*），甚至可与潮湿空气中的水作用。在酸性、碱

性水中或加热条件下，这种水解反应被加速。氧联

双二 苯 胂 在 有 氧 条 件 下 会 进 一 步 生 成 二 苯 胂 酸

（IG++）［1，!］：
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# # 在合成 !" 和 !# 时，由于工艺限制，往往同时

产生二氯苯胂。二氯苯胂在水存在的条件下，可形

成苯胂氧（$"%），并进而氧化成苯胂酸（$""）：

# # 三苯胂（&$"）是合成 !" 和 !# 的原料，因 此

常与上述 各 化 合 物 同 时 存 在。&$" 在 氧 存 在 下 可

缓慢地氧化成三苯胂氧（&$"%）：

通常这一过程过于缓慢，以至于 &$"% 的存在量很

小，所以在研究过程中，未对此加以考虑，但本方法

具有同时对 &$"% 进行定性和定量分析的能力。

# # 由 于 以 上 反 应 过 程 的 存 在，所 以 环 境 样 品 中

!"、!# 长期存在的可能性很小，大量存在的是其水

解或氧化产物。苯胂酸、苯胂氧、二苯胂酸、氧联双

二苯胂和三苯胂这 $ 种含砷化合物均比较稳定，能

在常规条件下长期存在，可对环境造成严重的危害，

因此准确地对这几种化合物进行定性和定量分析十

分重要。’(() 等［" % $］利 用 气 相 色 谱 和 高 效 液 相 色

谱分析 了 $"%、$""、&$" 等 几 种 化 合 物，但 未 将

!$"" 和 *!$"% 考虑在内。另外还有采用其他方

法［&，’］分析 !# 及其相关化合物的报道。

# # 本 文 采 用 高 效 液 相 色 谱 法 同 时 对 $""、$"%、

!$""、*!$"% 和 &$" 等 组 分 进 行 定 性 和 定 量 测

定，避免了气相色谱法对同一个样品分别确定各成

分含量的多次进样方法。该方法线性范围宽，检测

限低，重现性 好，可 用 于 测 定 自 然 环 境 样 品 中 苯 胂

酸、苯胂氧、二苯胂酸、氧联双二苯胂和三苯胂的含

量，为环境样品中苯基胂化合物的检测提供了一种

很好的手段。

!" 实验部分

! ! !" 试剂

# # $""、$"%、!$""、*!$"% 和 &$" 均为本实验

室合成品（ 含 量 均 大 于 ()+）。 乙 腈 为 ’$,# 级 试

剂（-.)/01 公司），超纯水，磷酸（ 含量 )$+，优级纯，

北京市 红 星 化 工 厂 ），磷 酸 二 氢 钾（ 2’!$%* ，分 析

纯，北京市红星化工厂）。

! ! #" 仪器与色谱条件

# # ’$+,$, 高 效 液 相 色 谱 仪，配 有 二 极 管 阵 列 检

测器和四 元 梯 度 泵。色 谱 柱：34015).6 #78" 柱（!$,
99 - *. & 99 .. :. ，$ !9）。 流 动 相："，乙 腈8!. $
; < , 2’!$%* 缓冲 液（ 以 )$+ ’"$%* 调 至 =’ !. ,）

（ 体积比为 $/ ($）；*，乙腈8!. $ ; < , 2’!$%* 缓冲液

（ 以 )$+ ’"$%* 调至 =’ !. ,）（ 体积比为 $,/ $,）；梯

度程序，在 +, 9.4 内，流 动 相 组 成 由 +,,+ " 变 为

+,,+ *（ 线 性 梯 度 ），然 后 保 持 +) 9.4；流 速 +. ,
9, < 9.4。检测波长：, % +,. $ 9.4，!+, 49；+,. $ % !,
9.4，!&) 49；!, 9.4 后，!+, 49。进样体积 +, !,。

! ! $" 标准溶液和样品的制备

! ! $ ! !" 标准溶液

# # 以乙腈为溶剂配制标准溶液，其质量浓度范围

为：苯胂酸 ) % ", 9; < ,，二苯胂酸 !, % * ,,, 9; < ,，

苯胂 氧 $ % *, 9; < ,，氧 联 双 二 苯 胂 +!, % ) ,,,
9; < ,，三苯胂 + % &, 9; < ,。

! ! $ ! #" 样品处理

# # 土壤等固体样品：以乙腈为溶剂，超声提取，定

容至 $, 9, 容 量 瓶 中，经 ,. *$ !9 滤 膜 过 滤 后 进

样。水样：不需 要 提 取，经 ,. *$ !9 滤 膜 过 滤 后 可

直接进样分析。

#" 结果与讨论

# ! !" 标准样品的色谱图

# # $""、$"%、!$""、*!$"% 和 &$" 标 样 在

“+. !”节色谱条件下的色谱图见图 +。可以看出，这

$ 种化合物可以获得基线分离。对各个峰进行光谱

纯度检测发现，它们对应的光谱纯度为 +,,+ ，说明

各色谱峰中无杂质峰存在。

图 !" "##、"#$、%"##、&%"#$ 和 ’"# 标样的色谱图

()*! !" +,-./01.*-0/ .2 1,3 410560-6 /)718-3 .2
"##，"#$，%"##，&%"#$ 056 ’"#

$0(>)：+ ? $""；! ? $"%；" ? !$""；* ? *!$"%；$ ? &$"?

# ! #" 标准样品的紫外光谱图

# # 图 ! 是 根 据 图 + 所 示 的 液 相 色 谱 图，利 用

’$+,$, 二极管阵列紫外检测器提供的全程扫描功

·&*$·
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能得到的苯胂酸、苯胂氧、二苯胂酸、氧联双二苯胂

和三苯胂标样的紫外光谱图。

图 !" 不同标样的紫外光谱图

!"#$ !" %& ’()*+,- ./ 0"//),)1+ ’+-10-,0’
# ! "##；$ ! "#$；% ! %"##；& ! &%"#$；" ! ’"#!

! ! 可以看 出，这 些 化 合 物 在 $#’ () 处 都 有 紫 外

吸收峰。但由于实际样品中氧联双二苯胂的量相对

较大，如果仍使用 $#’ () 作为其检测波长，将会造

成该峰非常高，且峰形不好，因此需要降低氧联双二

苯胂的检测灵敏度，将氧联双二苯胂的检测波长设

置为 $() ()。

! $ #" 定量测定

! $ # $ $" 线性范围和检测限

! ! 各化合物的线性范围、工作曲线、回归系数和最

低检测限（ 以 % 倍信噪比计）如表 # 所示。

表 $" 各化合物的工作曲线和最低检测限

2-34) $" 5"1)-, )67-+".1’ -10 0)+)*+".1 4"8"+’
./ *.8(.710’

*+),+-(.
/0(123
32(41 5

（)4 5 /）

/0(123
16-270+(%

!
%171870+(
90)07 5

（)4 5 /）

"## ) * %’ " + %%, -%)# ’ ! ... ’ ! #
"#$ " * &’ " + $&, $#"# ’ ! ... ’ ! #
%"## $’ * &’’’ " + )-, &-.# ’ ! ... ’ ! $
&%"#$ #$’ * )’’’ " + ), -#"# ’ ! ... #’
’"# # * (’ " + #-( $ (#&# ’ ! .. . ’ ! #

! % "：,12: 2312；#：)2;; 8+(81(73270+(，)4 5 /!

! $ # $ !" 精密度和回收率

! ! 在“# ! $”节 色 谱 条 件 下，对 这 " 种 化 合 物 做 平

行实验，每个样品测定 " 次，结果见表 $。

表 !" 定量分析的精密度（% + "）

2-34) !" 9)()-+-3"4"+: ./ 67-1+"+-+";) -1-4:’"’（% + "）

*+),+-(. #<13241 5（)4 5 /） =% 5（)4 5 /） >=% 5 ?
"## #$ ! -. ’ ! &. % ! )(
"#$ . ! ## ’ ! %# % ! %-
%"## ##" ! .# # ! .- # ! -’
&%"#$ ##’’ ! "’ #& ! ’- # ! $)
’"# " ! (" ’ ! ’$ ’ ! %&

! ! 由表 $ 可以看出，此种方法对这 " 种化合物测

定的精密度均较好，除氧联双二苯胂外，其他几种化

合物的标准偏差均小于 $ )4 5 /，而氧联双二苯胂的

标准偏差主要是由于进样量大造成的，所以此种方

法对这 " 种化合物的测定是可行的。

! ! 实验还对土壤样品进行了加标回收测定，回收

率为 ."? / .)?。

! $ %" 样品测试

! ! 对实际土壤样品进行了分析，表 % 列出了部分

样品的分析结果，样品 # 的色谱图见图 %。

表 #" 实际样品的分析结果%

2-34) #" 9)’74+’ ./ ’.8) ,)(,)’)1+-+";) ’-8(4)’% ?

=2),91 "## "#$ %"## &%"#$ ’"#
# ’ ! ’’ * ’ ! #& $& ! -& ’ ! ’"
$ ’ ! ’’ * ’ ! #& $" ! )& ’ ! ’&
% ’ ! ’. * #$ ! #% - ! && ’ ! ’’
& ’ ! #’ * #$ ! )- ( ! &# ’ ! ’’
" ’ ! ’& * ’ ! -$ %& ! (( ’ ! ’.
( ’ ! ’$ * ’ ! &( &’ ! ). ’ ! ##

! ! % *298-9271. @A ,12: 2312;!

图 #" 实际样品 $ 的色谱图

!"#$ #" 9)(,)’)1+-+";) *<,.8-+.#,-8 ./ ’-8(4) $
B+3 ,12:;，;11 B04! # !
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气相色谱!质谱法测定大蒜挥发油的组成

郭晓斐，B 杜爱玲，B 管从胜，B 潘光民，B 杜爱琴，B 王威强

（ 山东大学化学与化工学院，山东 济南 !#""C1）

摘要：采用改进的水蒸汽蒸馏法从山东金乡大蒜中提取挥发油。实验确定了气相色谱 &质谱法分析大蒜油的条件，

并对大蒜挥发油的化学成分进行了定性分析，共鉴 定 出 !" 种 物 质。用 峰 面 积 归 一 化 法 对 各 物 质 的 相 对 含 量 进 行

了测定，结果表明含硫化合物约占挥发油总成分的 $#’ 以上，其中含量最高的是大蒜新素，约占挥发油总量的三分

之一。对低温储藏半年的挥发油进行分析的结果表明样品在低温下可稳定存放。

关键词：气相色谱 &质谱法；水蒸汽提取；大蒜挥发油；大蒜新素

中图分类号：(C#.B B B 文献标识码：)B B B 文章编号：1""" &.D1,（!""#）"# &"#-. &",

"#$%&’(’ )* +)%$,(%- .(% )* /$0%(1 2&
/$’ 340)5$,)60$74&!8$’’ 97-1,0)5-,0&

*+( ,-."/0-，1+ )-#-23，*+)% 4"2356023，7)% *8.239-2，1+ )-:-2，;)%* ;0-:-.23
（!"#$$% $& ’#()*+,-. /01 ’#()*"/% 203*0((-*03，!#/01$03 40*5(-+*,.，6*0/0 !"##$%，’#*0/）

"2’,0$1,：<60 ="#.>-#0 "-# "/ 3.?#-@ A.5 0B>?.@>0C DE 6EC?"C-5>-##.>-"2 90>6"C .2C 3.5 @6?"9.&
>"3?.F6E&9.55 5F0@>?"90>?E A.5 .FF#-0C >" .2.#E50 >60 @"9F"82C5 -2 >60 "-#$ <60 D05> 0B>?.@&
>-"2 @"2C->-"25 /"? 6-36&@"2>02>，0//0@>-=0 @"9F"202>5 A0?0 "D>.-20C >6?"836 "F>-9-G.>-"2$ <60
@.F-##.?E @"#892 A.5 .2 H7&#IJ @"#892（!# 99 E " $ !# 99 -$ C$ E " $ !# !9）；"=02 >09F0?.&
>8?0 -2@?0.50C A->6 . ?.>0 "/ # K L 9-2 /?"9 ." >" ,"" K，.2C >602 9.-2>.-20C /"? !" 9-2；5.9&
F#0 5-G0 "/ 1 !M；5F#-> ?.>-" "/ 1""F 1；@.??-0? 3.5 "/ 60#-89（1 9M L 9-2）$ I.55 5F0@>?. A0?0 "D&
>.-20C .> D" 0!$ <60 >09F0?.>8?05 "/ -2N0@>"? D.50，-"2-G.>-"2 5"8?@0 A0?0 9.-2>.-20C .> !D"
K，!," K ?05F0@>-=0#E$ +2C0? >6050 @"2C->-"25，>A02>E @"9F"82C5 -2 >60 ="#.>-#0 "-# "/ 3.?#-@
A0?0 -5"#.>0C .2C -C02>-/-0C，.2C >60 @"2>02> "/ 0.@6 A.5 C0>0?9-20C$ J8#/8?&@"2>.-2-23 @"9&
F"82C5 A0?0 /"82C >" D0 >60 F?-2@-F.# @"9F"202>5，"/ A6-@6 >60 9.N"? @"9F"82C A.5 C-.##E#
>?-58#/-C0 A->6 >60 @"2>02> "/ 9"?0 >6.2 ,"’，A6-@6 -5 6-360? >6.2 >60 ">60?5 -2 >60 #->0?.>8?0$
<60 0BF0?-902>.# ?058#>5 .#5" -2C-@.>0C >6.> 6EC?"C-5>-##.>-"2 90>6"C -5 .2 0//0@>-=0 90>6"C /"?
"//-@-2.# @"9F"202> 0B>?.@>-"2$ O2 .CC->-"2，-> A.5 .#5" C09"25>?.>0C >6.> >60 3.?#-@ ="#.>-#0 "-#
A.5 5>.D#0 A602 5>"?0C .> " K /"? C 9"2>65$
:-& ;)0<’：3.5 @6?"9.>"3?.F6E&9.55 5F0@>?"90>?E；6EC?"C-5>-##.>-"2；3.?#-@ ="#.>-#0 "-#；C-.#&

#E# >?-58#/-C0

B B 大蒜（7%%*8) !/,*58) M$ ）在我国作为药用植

物已有悠久的历史，《 本草纲目》中论述其有解散痛

肿、消毒气、除风破冷、健脾等功效。大蒜中含有丰

富的蛋白质、脂肪、碳水化合物、无机盐和多种维生

素。另外还有多种低聚肽类、胡萝卜素类、多种氨基

酸等营养成分。其药用部位是鳞茎，主要成分是二

烯丙基硫代亚磺酸酯，即大蒜新素。这种物质可以

杀菌消炎、降低血脂和血压、预防冠心病和脑血栓、

防治肠胃炎以及癌症，并能增强人体免疫力，减少感

冒和预防 流 行 性 传 染 病，有 广 谱 抗 菌 作 用［1，!］。 大

蒜挥发油是以大蒜头为原料经一系列加工过程而得

到的产品，被广泛用于医药、保健及食品工业领域。

大蒜挥发油的成分因大蒜产地、制造工艺等不同而

有较大的差异。目前国内外对其成分分析的方法主

要有气相色谱法［,，-］、高效液相色谱法［#］、薄层色谱

法［C］等。本文 以 大 蒜 高 产 地 山 东 省 金 乡 县 生 产 的

新鲜白皮大蒜为原料，通过改进的水蒸汽提取法获

得了大蒜油提取的较优的工艺条件，使提取的挥发
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油中有效成分 大 蒜 新 素 的 含 量 较 多。以 气 相 色 谱!
质谱法（"#!$%）定性定量分析了大蒜挥发油，同时

对大蒜挥发油在低温状态下的稳定性进行了考察。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及试剂

! ! 美 国 &’()*+, -.#$%&/!"%’(/$%0 气 相 色 谱!
质谱仪；二氯甲烷（ 分析纯）。实验样品为山东省金

乡县生产的新鲜白皮蒜。

! ! #" 气相色谱"质谱条件

! ! 色 谱 条 件：-.!" 石 英 毛 细 管 柱（(" 1 ) &* ("
11 (2 32 ) &* (" !1），程 序 升 温：起 始 温 度 $& 4，

以 " 4 5 1(+ 速率升温至 +&& 4，保持 (& 1(+；汽化

室温度 (’& 4；氢火焰检测器温度 +&& 4；进样量 ,
!6，分流比 ,&&- ,；载气为氦气，流速 , 16 5 1(+。

! ! 质谱条 件：电 离 方 式 为 电 喷 雾 电 离（78），电 子

能量 ’& *9，离子源温度 (+& 4，接口温度 ($& 4，质

量扫描范围 ! " # (% . "&&。色谱图中相应物质的质

谱图采用 /8%:%$ 谱图库进行检索。

! ! $" 大蒜挥发油的提取方法

! ! 取 新 鲜 的 金 乡 大 蒜 ,"& ’，用 粉 碎 机 粉 碎 至 浆

状，将蒜浆置 于 三 口 烧 瓶 中，按《 中 国 药 典》［’］中 挥

发油的标准提取法进行提取，加入 +&& 16 蒸馏水，

用加热 器 加 热，使 被 加 热 物 质 保 持 微 沸 状 态 ,(&

1(+（ 酶解过程），收集馏出物。加入少量二氯甲烷，

充分振荡萃 取，常 温 下 静 置 分 层，此 时 萃 取 液 分 为

水、二氯甲烷萃取液两层，下层为大蒜挥发油的二氯

甲烷萃取液，用分液漏斗分离出，备用。与一般的水

蒸汽提取方 法［$，%］相 比，本 文 在 大 蒜 油 提 取 过 程 中

增加了酶解过程，该过程主要通过控制样品前处理

条件来实现。

#" 结果与讨论

# ! !" 大蒜挥发油的 #$"%& 定性分析结果

! ! 大蒜挥发油的 "#!$% 总离子流图 见 图 ,。用

毛细管气相色谱共分离检测出 (& 种成分，利用 "#!
$% 仪 /8%: 谱图库自动检索被分析组分的质谱 数

据，并对检索结果进行人工核对，确定了各成分的物

质名称，结果 见 表 ,，其 中 含 硫 化 合 物 为 ,% 种。这

些物质的化学成分及其结构已经基本得到了鉴定。

# ! #" 大蒜挥发油主要成分的含量

! ! 采用峰面积归一化法得到了大蒜挥发油中各主

要成分的含量（ 见表 ,）。可以看出，在本研究 所 得

到的大蒜挥发油中，含量最高的是二烯丙基三硫化

合物（ 包括 异 构 体），为 +(* (&’;，几 乎 占 挥 发 油 总

量的三分之一；其次为二烯丙基二硫化合物、甲基烯

丙基三硫化合物、二烯丙基四硫化合物，含量依次为

(# 2 /,/;，,+* +&";，"* ’$,;。

表 !" 金乡大蒜挥发油所含的化学成分分析结果

’()*+ !" ,-(*./0/ 1+/2*3/ 45 67+806(* 64894-+-3/ 0- :4*(30*+ 40* 45 ;(1*06 5148 <0-=0(-; ). #$"%&

.*<= />2
(+ ?(’2 ,

$@,
,）5 1(+ $@( 5 1(+ /<1* >A B>1C>+*+, ?>D1E)< % D #>+,*+, ,(）5 ; #>+,*+, ( 5 ;

, , 2 ,%/ , 2 ,%/ CD>C*+* #+-# /( ( 2 ’(" ( 2 $,%

( , 2 ++" , 2 (’% 1*,FG)!,F((D<+* #+-# % ’/ & 2 "&$ & 2 /##

+ , 2 "&$ , 2 "&$ 1*,FG) <))G) HE)A(3* #/-$ % $$ & 2 (+( , 2 ’$’

/ , 2 #"% , 2 #"% 3(1*,FG) 3(HE)A(3* #(-# %( %/ & 2 ("# & 2 +,(

" ( 2 ,&+ ( 2 &%, ,，( !3(,F(<BGB)>C*+,<+* #+-# %( ,&# & 2 %++ & 2 ’%’

# ( 2 ,’+ ( 2 ,’’ 3(<))G) HE)A(3* ##-,& % ,,/ & 2 $#+ ( 2 ’++

’ ( 2 #+$ ( 2 #+% 1*,FG) <))G) 3(HE)A(3* #/-$ %( ,(& / 2 +++ + 2 #+(

$ ( 2 ’’+ ( 2 ’$, 1*,FG) <))G) 3(HE)A(3* #/-$ %( ,(& & 2 (++ & 2 /",

% ( 2 $/% ( 2 $"& 1*,FG) <))G) 3(HE)A(3* #/-$ %( ,(& & 2 /// & 2 $+"

,& + 2 &$, + 2 &$, ,，( !3(HE)A(3*!+ !BGB)>C*+,<+* #+-/ %( ,&/ " 2 /,’ + 2 ,’+

,, + 2 ((( + 2 ((, 3(1*,FG) ,D(HE)A(3* #(-# %+ ,(# , 2 +#+ , 2 ,$,

,( / 2 ’/# / 2 ’/$ 3(<))G) 3(HE)A(3* ##-,& %( ,/# ,’ 2 +#$ ,+ 2 +%,

,+ / 2 %’% / 2 %$" 3(<))G) 3(HE)A(3* ##-,& %( ,/# + 2 &,’ + 2 %#,

,/ " 2 &$’ " 2 ,&$ 3(<))G) 3(HE)A(3* ##-,& %( ,/# # 2 &(% " 2 $&’

," " 2 $// " 2 $## 1*,FG) <))G) ,D(HE)A(3* #/-$ %+ ,"( ,+ 2 +&" % 2 ’’%

,# # 2 $(( # 2 $(# + !I(+G)!,，( !3(,F(>BGB)>F*J!/ !*+* ##-$ %( ,// , 2 /#$ & 2 ’+(

,’ ’ 2 +/, ’ 2 +/( + !I(+G)!,，( !3(,F(>BGB)>F*J!" !*+* ##-$ %( ,// ( 2 #+/ , 2 +/,

,$ % 2 +$" % 2 /&" 3(<))G) ,D(HE)A(3* ##-,& %+ ,’$ +( 2 (&’ (+ 2 ,’/

,% ,, 2 ,’/ ,, 2 ,’# " !<))G)!,，(，+，/ !,*,D<HE)A(3* BGB)>F*C,<+* ##-,& %/ (,& & 2 $$+ , 2 (//

(& ,/ 2 %," ,/ 2 %"$ 3(<))G) ,*,D<HE)A(3* ##-,& %/ (,& " 2 ’$, ’ 2 ,$"

! ,）$@ ：D*,*+,(>+ ,(1*，$@, A>D ,F* AD*HF I>)<,()* >() <+3 $@( A>D ,F* I>)<,()* >() H<I*3 A>D # 1>+,FH <, & 4 2 (）B>+,*+,：>K,<(+*3 KG
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图 !" 大蒜挥发油的气相色谱!质谱总离子流色谱图

"#$% !" &’()* #’+ ,-../+( ,0.’1)(’$.)1 ’2 3’*)(#*/ ’#* ’2 $).*#, 45 67!89
!"# $%&’ ()%*+(,(-&+("*.，.%% /&01% # 2

$ $ 特别需要指出的是，山东金乡大蒜挥发油中含

量最多的物质为二烯丙基三硫化合物，俗称为大蒜

新素，其 含 量 高 于 其 他 同 类 文 献 报 道 的 结 果［%，&］。

此外，与文献［%，&］相比较，本实验所得的大蒜挥发

油中几乎不含蒜氨酸、蒜糖醇等物质，这是因为蒜氨

酸原以稳定无臭的形式存在于大蒜中，当大蒜受热

或受到物理机械破碎后，大蒜中的蒜氨酸酶被激活，

催化分解蒜氨酸为大蒜新素。

# % $" 提取工艺对大蒜挥发油成分的影响

$ $ 本实验提取的大蒜挥发油中大蒜新素的含量较

其他同类文献报道要高。这主要与提取工艺的条件

有关。在大量的探索实验中发现，挥发油中大蒜新

素的含量主要与酶解时间、酶解温度、水蒸汽提取时

间及提取温度有关。实验中酶解时间过短，挥发油

中含较多的蒜氨酸及蒜氨醇，大蒜新素含量较少；时

间过长，大蒜新素的含量降低，而其中二烯丙基二硫

化合物的含量升高。适宜的酶解温度可以使大蒜中

的蒜氨酸在酶的催化下充分酶解。提取时水蒸汽加

热时间为 #!’ 3(* 左右，时间过短则不 能 进 行 充 分

的提取；时间 过 长，挥 发 油 中 大 蒜 新 素 的 含 量 会 降

低。另外，提取温度过高会发生脱硫，导致大蒜新素

的含量降低，二烯丙基二硫化合物的含量升高。因

此在提取过程中要严格控制工艺条件。

# % %" 大蒜挥发油在低温下的稳定性

$ $ 图 ! 为采用改进的水蒸汽蒸馏法提取得到的大

蒜挥发油于 ’ 4下存贮半年后所做的气相色谱分析

谱图，其实验操作条件与图 # 的相同。通过对存贮

前后样品的定性分析，发现大蒜挥发油的主要成分

保持不变；对其主要成分的定量分析结果表明，主要

含硫成分含量的变化在行业允许范围之内，表明大

蒜挥发油在低温状态下稳定性较好。

图 #" & :下贮存 ’ 个月后的大蒜挥发油的气相色谱!质谱总离子流色谱图

"#$% #" &’()* #’+ ,-../+( ,0.’1)(’$.)1 ’2 3’*)(#*/ ’#* ’2 $).*#, ;)3/< 2’. ’ 1’+(0; )( & :
!"# $%&’ ()%*+(,(-&+("*.，.%% /&01% # 2
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氧化锆固定相反相高效液相色谱法测定碱性化合物的离解常数
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（ 中国科学院大连化学物理研究所 国家色谱研究分析中心，辽宁 大连 --4"!,）

摘要：研究了烷基键合氧化锆微球固 定 相（&-! ’()*! ）的 化 学 稳 定 性 及 其 对 碱 性 化 合 物 的 色 谱 保 留 特 征，发 现 &-! ’
()*! 在 +, 为 ! . -! 时稳定，碱性化合物在该固定相上为典型的反相色谱保留机理。基于对碱性化合物的保留因

子与流动相 +, 关系的考察，建立了碱性化合物离解常数的测定方法。测定了 -, 种典型芳香胺和吡啶衍生物的离

解常数，与文献结果对比，其差值在 C "D !E . "D ,# +, 单位范围内，说明该方法能够用于 碱 性 化 合 物 离 解 常 数 的 快

速测定。

关键词：高效液相色谱法；离解常数；碱性化合物；十二烷基键合氧化锆固定相
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6?F0@ @">+";1BF "1 C34 FC?C0"1?)G +3?F4 01@)4?F4B )?+0B#G H0C3 +, =)"> +, ! C E，?1B C341 01’
@)4?F4B F#"H#G ;1C0# )4?@3012 ? @"1FC?1C E?#;4$ 934 B0FF"@0?C0"1 @"1FC?1CF（ +> ? ）"= -, 6?F0@
@">+";1BF H4)4 B4C4)>014B 6?F4B "1 C34 )4#?C0"1F30+ 64CH441 C340) )4C41C0"1 =?@C")F ?1B C34
+, "= >"60#4 +3?F4$ &">+?)4B H0C3 )4=4)41@4F，C34 4))")F "= C34 +> ? E?#;4F "6C?014B 6G C30F
,D7& >4C3"B H4)4 H0C301 " $ ,# +, ;10CF$
?"4 @)$2,： 3023 +4)=")>?1@4 #0A;0B @3)">?C"2)?+3G； B0FF"@0?C0"1 @"1FC?1C； 6?F0@ @">’

+";1BF；&-! ’?#<G# >"B0=04B I0)@"10? FC?C0"1?)G +3?F4

B B 氧化锆基质高效液相色谱（,D7&）固定相结合

了硅 胶 机 械 强 度 高 和 聚 合 物 化 学 稳 定 性 好 的 特

点［-］，从 -$$" 年初至今，在正相、反相、离子交换及

亲和色谱等领域均已表现出独特的优势，并得到了

较快的发展。J124) 等［!］首次以十八烷基三甲氧基

硅烷为原料制备了十八烷基键合 ()*! 微球色谱固

定相，并用于 稠 环 芳 烃 类 化 合 物 的 分 离，该 填 料 在

+, -! 流动相条件下稳定。:; 和 K0 L?FF0［, . #］制备

了改性 ()*! 微球反相和离子交换色谱固定相，对固

定相的化学稳定性、基本色谱性能和应用等进行了

较为全面 的 研 究。50)C3 等［4 . 3］制 备 了 十 八 烷 基、

碳水化合物和 &06?@)"1 M#;4 N,.- 染料改性 ()*!

固定相，, 种固定相稳定使用的最高 +, 分别为 -,，

-! 和 -"D #。我们也制备了十二烷基 键 合 氧 化 锆 固

定相（&-! ’()*! ），考察了中性、酸性和碱性化合物在

其上的色谱保留行为，并与 &-! 烷基键合 O0*! 固定

相进行了比较，说明了新型固定相的特征［$］。

B B 本文在对 &-! ’()*! 的化学稳定性、保留特征加

以系统探讨 的 基 础 上，利 用 该 固 定 相 稳 定 使 用 +,
范围宽、碱性化合物呈反相保留机理的特点，研究了

芳香胺及吡啶衍生物的保留因子与流动相 +, 值之

间的关系，建立了采用 ,D7& 进行碱性化合物离解
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常数测定的快捷方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # 高 效 液 相 色 谱 系 统 由 !"#$%&’( $% )*+ 高 压

泵、!"#$%&’( !,+)$%*- .-)-/! 检 测 器（ 岛 津 公

司，日本）及 01 型色谱柱恒温箱、23!%%% 色谱数据

处理 工 作 站（ 大 连 依 利 特 分 析 仪 器 有 限 公 司 ）、

4"56&785 &$!’ 型高压进样阀组成。

# # 甲 醇（ 色 谱 纯，山 东 禹 王 实 业 有 限 公 司 ），9:#;
（ 北京百灵 威 化 学 技 术 有 限 公 司）、醋 酸 钠、氯 化 钠

及样品溶质均为分析纯试剂。实验用水为二次蒸馏

水。3$! )0:<! 按文 献［(］方 法 制 备，采 用 匀 浆 法 装

入 $%% $$ ) *+ , $$ #+ &+ 不锈钢柱管。

! ! #" 色谱分析条件

# # 流动相为不同体积的甲醇与水或 ’ $$6= > ? 缓

冲溶液的混合 溶 液；@A !+ %% - ,+ &* 的 缓 冲 溶 液 用

醋酸和醋酸钠的混合溶液配制；@A .+ %% 和 (+ (’ 的

缓冲溶液用 9:#; 和 A3=、B%<A 溶液配制；@A $$+ %%
和 $!+ %% 的缓冲溶液用 B%<A 溶液配制；各缓冲溶

液中分 别 含 有 ’% $$6= > ? 的 B%3= 以 控 制 离 子 强

度。流动相流速 $+ % $? > $#8，检测波长 !’* 8$，柱

温控制在 !’ C。

#" 结果与讨论

# ! !" 固定相的化学稳定性

# # 在 $+ % $? > $#8 流速下，分别用体积比为 "%/ &%
的甲 醇 与 @A !+ %%，!+ &*，*+ &*，’+ &*，,+ &*，.+ %%，

(+ (’，$$+ %% 和 $!+ %% 缓 冲 溶 液 作 为 流 动 相 通 过 色

谱柱 !% "，然后在甲醇 > 水（ 体积比为 "%/ &%）流动相

条件下测定 !，!D)二甲基苯胺和甲苯的保留值。用

尿嘧啶测定 死 时 间，并 计 算 溶 质 的 保 留 因 子 "。用

不同 @A 值的流动相冲洗色谱柱之后测定溶质的保

留因子 "，其变化趋势如图 $ 所示。从 图 $ 中 可 以

看出，制备的 3$! )0:<! 在 流 动 相 @A 为 ! - $! 时 具

有很好的化学稳定性。该结果与文献［!，"，,］报道

十八烷基键合 氧 化 锆 固 定 相 在 流 动 相 @A 为 $! 时

仍有很好的稳定性的结论一致。

# ! #" 碱性化合物在 "!# #$%&# 上的保留特性

# # 以碱性化合物芳香胺及吡啶衍生物为溶质，通

过改变流动相中有机溶剂甲醇的含量，考察溶质的

保留与流动相组成之间的关系。表 $ 给出了 & 种苯

胺衍生物和 * 种吡啶衍生物的 =E " 值与流动相中甲

醇含量（!%F - .%F，体积分数）关 系 的 线 性 回 归 方

程。结果表明，在试验的甲醇含量范围内，化合物的

=E " 与 流 动 相 中 甲 醇 含 量 之 间 存 在 良 好 的 线 性 关

图 !" "!# #$%&# 的化学稳定性

’()! !" *+,-(.(+/ 01 +23 "!# #4(%506(, 7+,+(06,%/ 82,73

# 2G@5:#$58H%= I68&#H#68;：I6=($8，3$! )0:<! ，$%% $$ ) * J ,

$$ #J &J ；$6K#=5 @"%;5，$5H"%86=)L%H5:（"% / &%，M > M）；N=6L
:%H5，$ J % $? > $#8；&5H5IH#68 L%M5=58EH"，.- !’* 8$J

!%$@=5;：$ J H6=(585；! J !，!D)&#$5H"7=%8#=#85J

系，线性相 关 系 数 # 在 0 %+ (." &到 0 %+ ((. ,之 间，

表明碱性化合物在该固定相上为典型的反相色谱保

留机理。与烷基键合硅胶固定相由于残留硅羟基的

作用导致 碱 性 化 合 物 的 色 谱 峰 拖 尾 相 比，3$! )0:<!

在碱性化合物分离方面具有明显的优势。

表 !" 溶质的保留因子 ! 与流动相中甲醇含量的关系

9,-.3 !" :3.,+(0672(8 -3+;336 %3+36+(06 1,5+0% !
,6< +23 =3+2,60. 506+36+ (6 =0-(.3 82,73

!6=(H5 45E:5;;#68 5O(%H#68. #

*8#=#85 =E " 1 % J .!$! 0 % J %"*&$ 0 % J ((,.

$ )*$#86)8%@"H"7=585 =E " 1 $ J &,., 0 % J %",,$ 0 % J (..*

"，* )+#$5H"7=%8#=#85 =E " 1 ! J !%(, 0 % J %"&$$ 0 % J (.*’

!，!D)+#$5H"7=%8#=#85 =E " 1 $ J .,&’ 0 % J %",.$ 0 % J ((&.

!)2H"7=)%)$5H"7=%8#=#85 =E " 1 $ J ,%’% 0 % J %"’’$ 0 % J ((.$

!，!D)+#5H"7=%8#=#85 =E " 1 ! J (,%* 0 % J %’$"$ 0 % J (("*

+#@"587=%$#85 =E " 1 ! J $&*, 0 % J %*&.$ 0 % J (."&

,7:#&#85 =E " 1 % J ,",% 0 % J %""*$ 0 % J ((.$

* )P5H"7=)@7:#&#85 =E " 1 $ J %(%% 0 % J %""%$ 0 % J (("(

"，’ )+#$5H"7=)@7:#&#85 =E " 1 $ J "!*% 0 % J %"!!$ 0 % J ((.,

!，*，, )9:#$5H"7=)@7:#&#85 =E " 1 $ J ,",% 0 % J $%.!$ 0 % J (.’&

# % $：M6=($5 N:%IH#68 6N $5H"%86=，F J

# ! $" 碱性化合物离解常数的测定

# # 由于 3$! )0:<! 在流动相 @A 为 ! - $! 时具有良

好的化学稳定性，并且对碱性化合物表现出典型的

反相色谱保留机理，因此有可能通过在较宽的范围

内改变流动相 @A 值，进而改变碱性化合物 在 溶 液

中的存在形态，通过保留因子随流动相 @A 的 变 化

曲线测定碱性化合物的离解常数 & %。

# # 固定流动相中甲醇的体积分数为 "%F，考察 $"
种芳香胺及吡啶衍生物的保留因子随 @A 的变化情

况，结果见图 !。作为比较，也同时测定了几种硝基

苯胺衍生物的 保 留 因 子 随 流 动 相 @A 的 变 化 关 系，

结果见图 "。从 图 ! 可 以 看 出，在 酸 性 流 动 相 条 件

·!’’·
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图 !" 碱性化合物的保留因子与流动相 !" 值的关系

#$%& !" ’()*+$,-./$! 0(+1((- +/( 2(+(-+$,- 3*4+,2. ,3 0*.$4 4,5!,6-7. 8(2.6. !" 8*)6( ,3 5,0$)( !/*.(
! ! !"#$%&’$()*+ ,-(.&)&-(/：,-+0’(，1#$ 23%4$ ，#%% ’’ & ’ 5 ( ’’ &5 .5 ；’-6&+$ #7*/$，’$)7*(-+26088$%（)% * +%，9 : 9），6088$% #;，

$ 5 %%，$ 5 +’，’ 5 +’，" 5 +’，( 5 +’，, 5 %%，- 5 -"；8+-< %*)$，# 5 % ’= : ’&(；.$)$,)&-( <*9$+$(>)7，?@ $"’ (’5
! ! A*’#+$/：# 5 #B%&.&($；$ 5 *(&+&($；) 5 ’ 2’$)7B+#B%&.&($；’ 5 )，’ 2.&’$)7B+*(&+&($；" 5 )，" 2.&’$)7B+#B%&.&($；( 5 ’，’ C2’$)7B+$($.&*(&+&($；

+ 5 # 2*’&(-2(*#7)7*+$($；, 5 !，!C2.&’$)7B+*(&+&($；- 5 )，) C2’$)7-"B2"2.&*’&(-2.&#7$(B+；#% 5 !2$)7B+2"2’$)7B+*(&+&($；## 5 ’，’ C2$)7B+$($.&2
*(&+&($；#$ 5 ’ 2*’&(-2.&#7$(B+；#) 5 !，!C2.&$)7B+*(&+&($5

下，碱性化合物的保留较弱，在 #; $ 时，大部分碱性

化合物在固定相上几乎没有保留。随着流动相 #;
值的提高，溶质的保留逐渐增强，当 #; 值增大到一

定范围时，化合物的保留趋于恒定。这是由于在酸

性流动相条件下，碱性化合物会通过结合质子而带

正电荷，但是随着流动相 #; 的增高，碱性化合物阳

离子失去质子以电中性形态存在的比例逐渐增大，

导致保留逐渐增强。#; 达到一定值后，溶质全部变

为中性形态，其 保 留 因 子 不 再 随 #; 发 生 变 化。保

留因子随 #; 值 的 变 化 过 程 呈 现 类 似 A 形 曲 线，在

该曲线的中点，#; 值等于该化合物（ 对碱性化合物

D 来说为其结合一个 ; 离子后的形态，即 D; . ）的

## * 值［#%］。硝基苯胺衍生物在所试验的 #; 范围内

（ 见图 )），保留因子基本恒定，说明在考察的 #; 范

围内这类溶质基本没有水解及离子化现象发生。

图 #" 硝基苯胺衍生物的保留因子与流动相 !" 的关系

#$%& #" ’()*+$,-./$! 0(+1((- +/( 2(+(-+$,- 3*4+,2. ,3
-$+2,*-$)$-(. 8(2.6. !" 8*)6( ,3 5,0$)( !/*.(

! ! !"#$%&’$()*+ ,-(.&)&-(/ *%$ )7$ /*’$ */ &( E&>5 $ 5
! ! A*’#+$/：# 5 $，’ 2.&(&)%-)-+0$($；$ 5 "2(&)%-*(&+&($；) 5 $2(&2
)%-*(&+&($；’ 5 %2(&)%-*(&+&($；" 5 $，( 2.&(&)%-*(&+&($；( 5 )，" 2.&(&2
)%-*(&+&($；+ 5 $，’ 2.&(&)%-*(&+&($5

! ! =$<&/ 等［##］和 A,7-$(’*F$%/ 等［#$］分 别 对 反

相液相色谱中酸与碱的保留与流动相 #; 值的关系

进行了详细的 理 论 分 析。当 一 种 溶 质 的 ## * / #;
时，其两种存在 形 态 的 浓 度 相 等（ 即 流 动 相 中 D 与

D; . 的浓度相等）。几乎所 有 与 #; 相 关 的 保 留 值

的变化大都出现在 ## * 0 #1 " 的 #; 值范围内，在这

一范围之外一般可以认为化合物或者完全电离或者

完全未电离，保留值随 #; 变化很小（ 即保留行为与

其中性或完全离子化形态相似）。但是，对于 ;G=1
体系，流动相中的有机调节剂将使得碱性溶质的离

解曲线趋于平缓，并可能有小的位移。

! ! 反相 ;G=1 中一元碱性化合物的离解及其与固

定相的作用一般地可以表示为：

D; .
#
!"##

*
D . ; . （#）

D . A!"##
#

AD （$）

其中 A 表示固定相，D 表示碱性化合物的中性形态，

# 表示溶质的中性形态与固定相作用的平衡常数。

! ! 根据保留因子的定义，并结合式（#）和（$），可

以得到保留因子 & 与流动相 #; 及溶质的离解常数

# * 之间的关系：

& /
’# *

# * .［; . ］
（)）

其中 ’ 是与 柱 参 数 有 关 的 常 数。根 据 图 $，采 用 式

（)）进行回归分析，求出部 分 碱 性 化 合 物 的 ## * 值

列于表 $ 中，表 $ 中同时也给出了文献［#) 2 $#］的

结果，对于没有发现文献数据的 ) 种碱性化合物也

分别给出了测定的离解常数。需注意的是文献中给

出的 ## * 值通常为在以水2缓冲溶液为流动相条件

下测得的结果，而本试验的流动相中含有 )%H 的甲

醇有机溶剂调节剂，因此实测的 ## * 值是该条件下

·)""·
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的数据。从表 ! 可以看出，与文献的结果比较，测定

值与文献值的差在 # $% !& 与 $% "’ !" 值单位内，表

明 "$# 甲醇对样品离解的影响不大。

表 !" 本文方法测定的碱性化合物离解常数 !!"

与文献数据［#$ % !#］的比较

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

($3"+-&2 $4 35+, )&35(2 "-2 *&.&*&-1&,［#$ % !#］

$%&’() *%+ (） !!,（ -).） !!,（/)()） !!,（ /)()） # !!,（ -).）

( ’ + (& ’ + () # $ + $"
! ) + ’* ) + "( # $ + !&
" + + $! ’ + &’ # $ + !&
) ) + +(!） ) + *! $ + !!
’ + + () ’ + ,& # $ + (&
+ # ) + ,( #
& " + ,! " + +( # $ + "(
* ’ + $+ ’ + )( $ + "’
, # ) + ’+ #

($ ) + ,!"） ’ + !( $ + !,
(( # ) + () #
(! " + *( " + ,) $ + ("
(" + + ’+ + + "$ # $ + !+

- - (）( + !0-1/12)；! + ,21&12)；" + ) 34)(50&3!0-1/12)；) + "，) 3
/14)(50&,21&12)；’ + "，’ 3/14)(50&!0-1/12)；+ + )，) 634)(50&)2)3
/1,21&12)；& + ( 3,412%32,!5(5,&)2)；* + "，"63/14)(50&,21&12)；

, + "，" 634)(5%703#3,412%3/1!5)20&；($ + "3)(50&3#34)(50&,213
&12)；(( + )，) 63)(50&)2)/1,21&12)；(! + ) 3,412%3/1!5)20&；(" +
"，"63/1)(50&,21&12)+ !）85) !!, 9,&’) 1: .%- !，) 3/14)(50&,23

1&12)+ "）85) !!, 9,&’) 1: .%- "3)(50&3! 34)(50&,21&12)+

$" 结语

- - 制备的氧化锆基质十二烷基键合固定相在流动

相 !" 为 ! . (! 时具有很好的稳定 性，碱 性 化 合 物

在该类固定相上的分离为反相色谱保留机理。利用

氧化锆基质固定相的特点研究了碱性化合物的保留

因子随流动相 !" 的变化规律，建立了测定 碱 性 化

合物离解常数的准确、快捷方法。测定结果与文献

报道基本一致。
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十二烷基糖苷的反相高效液相色谱分析

陈敬德，A 鲁 A 波，A 尹 A 红
（ 浙江大学化学工程系，浙江 杭州 ,3""!0）

关键词：高效液相色谱法（ &’(& )*+,"+-./0* #’12’3 0&+"-.4"(+.)&5）；烷 基 多 苷（ .#65# )"#5(#50"7’3*7）；聚 合 度（ 3*(+** ", )"#58

-*+’9.4’"/）

中图分类号：:-#4A A A 文献标识码：;A A A 文章编号：3""" 8403,（!""#）"# 8"#-! 8"3

A A 烷基多苷（<=>）是 一 类 环 保 型 非 离 子 表 面 活 性 剂，由

脂肪醇与糖制备，为单糖苷和多糖苷的混合物。受分离方法

的限制，难以得到其中各组分的纯品，因此 <=> 的组成测定

一直未得到很好的解决。本文采用制备色谱对其进行分离，

经核磁共振氢谱（ 3? %@A）确定各组分的结构，用高效液相

色谱（?=BC）分 析 测 定 了 相 对 质 量 校 正 因 子（ !），为 完 善

<=> 的结构分析及质量控制奠定了基础。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与标样

A A DDE =C!""" 型 二 元 高 效 液 相 色 谱 仪，配 示 差 折 光 检 测

器；<F./0* G@H#"" 型核磁共振仪。正戊醇（ 分析纯）；十二

烷基糖苷（ 自制）；十二烷基单糖苷和十二烷基二糖苷（ 由 制

备色谱分离十二烷基糖苷制得）。

A A 准确称取正戊醇 3""F " -(，加入流动相配成 3"" -B 的

内标溶液。准确称取样品 "F ! G "F # (，加入标准溶液 3 -B，

再加入流动相配成 3"" -B 的样品溶液。

! ! #" 分析条件

A A （3）制备色谱：I+"-.7’# C34 柱（!#" -- H ." -- ’$ 3$ ，

!" !-），柱 温 ,# J ；流 动 相 为 C?,:?8?!:（ 体 积 比 为

,I 3），流速 4 -B K -’/，进样量 # -B。

A A （ !）分 析 色 谱：I+"-.7’# C34 柱（ 3#" -- H . $ - --
’$ 3$ ，# !-），柱 温 ,# J ；流 动 相 为 C?,:?8?!:（ 体 积 比 为

,I 3），流速 "F 0 -B K -’/，进样量 3# !B。

A A （,）3? %@A：内 标 物 为 四 甲 基 硅 烷；溶 剂 为 氘 代 二 甲

亚砜。

#" 结果与讨论

# ! !" 标样的制备及其聚合度的确定

A A 将十二烷基糖苷的样品溶液进行 ?=BC 分析（ 见图 3）。

图 3 中峰 ! 和 , 组分因量 少 而 难 分 离，故 不 予 制 备。对 峰 .
G $ 组分进行分离制备，通 过 3? %@A 谱 图 数 据 计 算 出 相 应

的聚合度。方法如下：由 "（<=> 中的糖单元数）和 !3（,F ,"
G #F !"，糖单元氢的化 学 位 移）与 !!（"F 40 G 3F -.，烷 基 氢 的

化学位移）内的积分面积计算出聚合度 #$3 。理论上十二烷

基糖 苷 !3 范 围 内 的 氢 个 数 与 !! 范 围 内 的 氢 个 数 比 应 为

（33" J !）I !,。

A A 由峰 . G $ 组 分 的 3? %@A 谱 图 数 据 计 算 可 得 #$3 ，分

别为 !F "!，!F ""，!F ",，!F "3，3F "3 和 3F "!，因此可认为峰 . G
0 组分均为二糖苷，组分 4 和 $ 为单糖苷。由于在 <=> 的合

成过程中还有三糖苷、四糖苷、五糖苷生成，因此据其极性大

小不同和流出色谱柱的先后顺序不同，判断峰 ! 和 , 可能是

三糖苷、四糖苷、五糖苷的混合物。

图 !" "#$ 的 %#&’ 分析色谱图

3 $ 单糖和多糖；!，, $ 三糖苷、四糖苷、五糖苷的混合物；. G
0 $ 二糖苷；4，$ $ 单糖苷；3" $ 十二醇；D$ 内标物正戊醇 $

# ! #" 校正因子的测定

A A 用单糖苷、二糖苷、十二醇、葡萄糖、麦芽糖作标样，分别

加入准确量的内标物，经 ?=BC 分析测得 !（ 结果略）。

# ! $" %#&’ 定量分析方法的准确度与精密度

A A 为便于分析，将图 3 中峰 ! 和 , 的三糖苷、四糖苷、五糖

苷的混合物均按四 糖 苷 进 行 计 算，其 ! 取 单 糖 苷 的 !。峰 3

组分以葡萄糖进行 计 算。准 确 称 取 葡 萄 糖、十 二 醇、十 二 烷

基单糖苷、十二烷基二糖苷 模 拟 配 样（ 样 品 中 组 分 的 质 量 分

数分别 为 "F $4L，!F ,4L，#0F ,.L，!3F "$L）；通 过 ?=BC 测

定，测 得 上 述 样 品 中 各 组 分 的 质 量 分 数 分 别 为 "F $.L，

!F ..L，#4F .0L，!"F #3L；计算得到相对误差和标准偏差分别

为 .F !$L，!F ,#L，3F $0L，!F 0#L 和 "F ".4L，"F "-.L，

3F !43L，"F -#0L。

# ! %" 聚合度的计算

A A 通 过 3? %@A 测 得 #$3 K 3F -3。 根 据 ?=BC 分 析 数 据

得到各组 分 的 质 量 分 数，分 别 计 算 相 应 组 分 的 物 质 的 量：

"3（ 葡萄糖），"!（ 三糖苷、四 糖 苷、五 糖 苷 的 混 合 物 ），",（ 二

糖苷）；".（ 单糖 苷 ），"#（ 十 二 醇 ）。?=BC 分 析 聚 合 度 #$!

按下式计算，#$! K（"3 J ."! J !", J ". ）K（"! J ", J ". J

"# ）。得平均聚 合 度 K 3F #4，相 对 误 差 为 3F 0.L ，标 准 偏 差

为 "F ",-。

$" 结论

A A （3）结合制备型 ?=BC 分离获得了 <=> 中的各组分，并

用 3? %@A 确定了其结构。（!）?=BC 分析测定 得 到 了 烷 基

单糖苷和二 糖 苷 的 校 正 因 子，以 用 于 <=> 的 ?=BC 分 析。

（,）本法操作简便、快捷、精密度高，能很好地分析出 <=> 的

分布及组成，从而对其合成工艺的跟踪分析有很大帮助。
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非水反相高效液相色谱法测定阿立哌唑的含量

刘红菊，? 蒋 ? 晔，? 郝晓花
（ 河北医科大学药学院，河北 石家庄 "#""3C）

关键词：非水流动相（ &"&’()*")+ ,"-.#* /0’+*）；反相高效液相色谱法（ 1*2*1+*34/0’+* 0.50 /*16"1,’&7* #.().3 701",’8"51’4

/09）；阿立哌唑（ ’1././1’:"#*）

中图分类号：;-#0? ? ? 文献标识码：<? ? ? 文章编号：3""" 40C3,（!""#）"# 4"#-, 4"3

? ? 阿立哌 唑（ ’1././1’:"#*，C 4［. 4［. 4（!，, 4二 氯 苯 基 ）43 4
哌嗪基］4丁氧基 ］4,，. 4二 氢 化 喹 喏 啉 酮 ）是 日 本 ;8+)=’ 公

司于 3$00 年开发的第二代非典型性抗精神病药，于 !""! 年

由美国食品药品管理局（>?@）批 准 上 市，商 品 名 为 @-.#.69，

用于精神分裂症的 治 疗［3］。阿 立 哌 唑 的 含 量 测 定 方 法 尚 未

见报道。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试药

? ? 高效液相色谱仪：A$$!二元梯度泵，B!$$ 紫外检测器

（ 北京温分分析仪器技术开 发 公 司）；%!"3" 色 谱 工 作 站（ 浙

江 大 学 智 能 信 息 工 程 研 究 所 ）。 阿 立 哌 唑 片（ 批 号：

!"","C"3，!"","C"!，!"","C",）；阿 立 哌 唑 对 照 品（ 含 量 为

$$ $ #CC ）。甲醇为色谱纯，三乙胺为分析纯。

! ! #" 对照溶液的配制

? ? 准确称取阿立哌唑对照品约 3" ,5 置于 !# ,D 量瓶中，

用流动相溶解并稀释 至 刻 度，摇 匀。从 中 准 确 吸 取 3 $ " ,D
置于 3" ,D 量瓶中，用流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，作为

对照溶液（ 质量浓度为 ." ,5 E D）。

! ! $" 色谱条件

? ? ?.’,"&+.# F30 色谱柱（!#" ,, D .E - ,, .E 3E ，# ",）；

流 动 相 为 甲 醇 4三 乙 胺（ 体 积 比 为 $$E $ F "E 3 ）；流 速 3E "
,D E ,.&；检测波长 !#C &,；柱温为室温；进样量 !" "D。

#" 结果与讨论

# ! !" 流动相的选择

? ? 阿立哌唑结构中含有叔胺基团，呈弱碱性，以甲醇 4磷酸

二氢钠缓冲溶液体系 作 为 流 动 相 进 行 分 离 时，色 谱 峰 拖 尾，

柱效低，加入 3E !C 的 三 乙 胺 后 拖 尾 现 象 改 善，但 理 论 塔 板

数只有! """左右。 考 虑 到 阿 立 哌 唑 极 性 小，且 在 有 机 溶 剂

中介电常数小，电离 弱，因 此 采 用 非 水 流 动 相 进 行 分 离。以

纯甲醇为流动相时，阿 立 哌 唑 色 谱 峰 有 轻 微 的 拖 尾 现 象，加

入 "E 3C 的 三 乙 胺 可 改 善 峰 形，提 高 柱 效，理 论 塔 板 数 在

# """以上。因此选 择 甲 醇 4三 乙 胺（ 体 积 比 为 $$E $ F "E 3）体

系作为流动相。

# ! #" 线性关系及检测限

? ? 准确称取阿立哌唑对照品适量，用流动相溶解、稀释，配

制成质量浓度为 3E # G ."" ,5 E D 的 系 列 标 准 溶 液。分 别 准

确吸取 !" "D 进样，以峰面积 ! 对 质 量 浓 度 "（,5 E D）作 线

性回归，在 3E # G ."" ,5 E D 时 ! 与 " 呈良好的线性关系，回

归方程为 ! H 3E - D 3"." I 3E , D 3".（ # H "E $$$ $）。以 信 噪

比为 , 计，测得阿立哌唑的最小检测量为 3 &5。

# ! $" 稳定性试验

? ? 取对 照 溶 液 于 室 温 下 放 置，分 别 于 "，!，.，0，3! 0 后 测

定其峰面积，计 算 相 对 标 准 偏 差（GH?）为 "E -C ，说 明 阿 立

哌唑溶液在室温下 3! 0 内稳定。

# ! %" 回收率及精密度试验

? ? 准 确 称 取 阿 立 哌 唑 标 准 品 约 0，3"，3! ,5，分 别 加 入 到

!# ,D 量瓶中，按处方 分 别 加 入 空 白 辅 料 适 量，加 流 动 相 适

量，超声 # ,.&，用流动相稀释到刻度，摇匀。用 "E .# ", 微

孔滤膜过滤，准 确 吸 取 续 滤 液 3E " ,D 置 于 3" ,D 量 瓶 中，

用流动相稀释到刻度，摇匀。分别取上述溶液及对照溶液各

!" "D，注入液相色谱仪，记录色谱图。按外标法以峰面积计

算含量，每个样品溶液 平 行 测 定 # 次，得 到 方 法 的 回 收 率 为

$$E 0C G 3""E 3C，GH? 为 "E ,C G "E #C 。

# ! &" 样品测定

? ? 取阿立哌唑片 3" 片，准 确 称 定，研 成 粉 末，准 确 称 取 适

量（ 约 相 当 于 阿 立 哌 唑 3" ,5），置 于 !# ,D 量 瓶 中，按

“! $ .”节“ 加流动 相 适 量 ⋯⋯ 摇 匀”操 作，进 行 色 谱 分 析。,
批样品的含量 测 定 结 果（ 相 对 于 标 示 量（C），$ H ,）依 次 为

$$E !C，$0E CC 和 $$E ,C，其 GH? 分 别 为 "E -C，"E $C 和

"E CC。空白辅料及样品的色谱图见图 3。

图 !" 空白样品（"）和样品（#）的色谱图

3 $ 阿立哌唑 $

$" 结论

? ? 非水反相高效液 相 色 谱 法 适 用 于 非 极 性 和 弱 极 性 物 质

的 分 离［!，,］，非 水 流 动 相 与 含 水 流 动 相 相 比 具 有 载 样 量 高、

分离速度快、柱效高等优点。将非水反相高效液相色谱法用

于阿立哌唑的含量测 定，阿 立 哌 唑 保 留 时 间 短；由 于 多 数 片

剂辅料在纯甲醇中不 溶 解，辅 料 对 被 测 成 分 没 有 干 扰，精 密

度高，结果准确。

参考文献：
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高效液相色谱法测定酶转化液中胞苷三磷酸及其相关物质

肖明芳，E 何明芳，E 吕 E 浩，E 应汉杰
（ 南京工业大学制药与生命科学学院，江苏 南京 !8"""$）

关键词：高效液相色谱法（&’(& )*+,"+-./0* #’12’3 0&+"-.4"(+.)&5）；胞 苷 三 磷 酸（ 054’3’/* 4+’)&"6)&.4*）；胞 苷 二 磷 酸（ 054’3’/*

3’)&"6)&.4*）；胞苷一磷酸（ 054’3’/* -"/")&"6)&.4*）；酶转化液（ #’12’3 ", */75-.4’0.# +*.04’"/）

中图分类号：8-#0E E E 文献标识码：9E E E 文章编号：8""" :0?8,（!""#）"# :"#-. :"8

E E 微生物多酶系统转化法［8］是在胞苷三磷酸（;<=）的制

备方法中比较有产业化前 景 的 技 术，即 由 胞 嘧 啶 核 苷 酸（ 即

胞苷一 磷 酸，;>=）经 微 生 物（ 如 啤 酒 酵 母 ）转 化 而 得 到

;<=，但 在 其 产 物 中 可 能 还 存 在 中 间 产 物 胞 苷 二 磷 酸

（;?=）。有关核苷酸物质的 高 效 液 相 色 谱 检 测 方 法 国 外 已

有报 道［!，,］，我 们 在 此 基 础 上 简 化 了 色 谱 条 件，开 发 出 一 套

适用于对酶转化液中 ;>=，;?= 和 ;<= 精确定量的方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

E E 8!# @ 8-- @ 0.# 高效液相色谱仪及色谱工作站（9*0A-./
公司）。;>=，;?=，;<= 标准品购自 B’(-. 公司（ 纯度大于

$0C ）；甲醇为国产色谱纯；磷酸和三乙胺为国产分析纯。

! ! #" 色谱条件

E E 色 谱 柱：汉 邦 D’0&+"6)&*+ ;80 柱（ !#" -- F .G - --
’G 3G ，# !-）；流动 相：甲 醇 :-E（ 体 积 分 数）磷 酸 水 溶 液（ 用

三乙胺 调 节 )F 值 至 -G -）（ 体 积 比 为 88 H 0$）；流 速 8G "
-D @ -’/；检测波长 !?8 /-；柱温为室温；进样体积 !" !D。

! ! $" 样品的处理

E E 经过 8" & 的酵母酶系催化反应后，取酵母转化液，用盐

酸调节其 )F 值至 !G "，离心（8# G ，. """ + @ -’/，8" -’/）后

取上清液，用 >’##’)"+* D.H60.#* <II B564*- 超 滤 器（ 超 滤

膜的截留相对分子质量为# """）超滤除去大分子物 质，得 透

明澄清浅黄色液体。再用流动相稀释定容，过膜后待测。

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱条件的确立

E E , 种 物 质 在 !"? 和 !?8 /- 处 各 有 一 个 吸 收 峰，由 于 流

动相在 !"# /- 处有吸收，因此确定 !?8 /- 为检测波长。

E E 在偏酸性的磷酸 水 溶 液 中，核 苷 酸 以 负 离 子 形 式 存 在。

加入适量三乙胺，质子化的胺离子与核苷酸负离子结合形成

离子对的复合 物，它 容 易 被 反 相 色 谱 柱 的 非 极 性 表 面 所 吸

附。考察了流动 相 )F 值 及 离 子 对 试 剂 浓 度 变 化 对 ;>=，

;?= 和 ;<= 色谱分离的影响。结果表明，降 低 )F 值、减 小

离子对 试 剂 浓 度 都 会 使 三 者 的 保 留 时 间 明 显 减 小，而 且

;>= 和 ;?= 不能完全分离，;<= 的峰响应值也会减小。经

过试验，最终确立了“8G !”节中的色谱条件，色谱图见图 8。

# ! #" 方法学考察

# ! # ! !" 线性关系试验 E ;>=，;?=，;<= 的标准品经流动相

稀释定容，配制成 - 个 水 平 的 混 合 标 准 品 溶 液，按 选 定 的 色

谱条件进 行 分 析，以 色 谱 峰 面 积 ! 对 标 准 品 质 量 浓 度 "
（-( @ D）进行线性回归。;>= 在 $G .! I $.G 8- -( @ D 内的回

图 !" 标准品混合物（"）和样品（#）的色谱图

8 $ ;>=；! $ ;?=；, $ ;<=$

归方程为 ! J !, 8"0" K ,? 0"0（ # J " $ $$$ $）；;?= 在 88G !"
I 88!G "" -( @ D 内 的 回 归 方 程 为 ! J 8? --0" K ,, !-?（ # J
" $ $$$ $）；;<= 在 8"G ,, I 8",G ," -( @ D 内 的 回 归 方 程 为 !
J 8, !-?" K 8, 8??（ # J " $ $$$ .）。其 检 出 限（ $ % & J ,）依 次

为 ,#G ,，!$!G "，,#"G . !( @ D。

# ! # ! #" 精密度试 验 E 取 混 合 标 准 品 溶 液（;>=，;?=，;<=
的质量浓度分别为 $.G 8-，88!G ""，8",G ," -( @ D），连 续 进 样

# 次，;>=，;?=，;<= 峰面积的相对标准偏差（JB?）依次为

"G -"C，"G ?.C，"G ?#C，表明仪器的精密度良好。

# ! # ! $" 重现性试验 E 精密吸取 8 -D 处理后的转化液 - 份，

分别用流动相稀释定 容 到 #" -D，过 膜 进 样，按 外 标 法 以 峰

面积计算含量，;>=，;?=，;<= 含量的 JB? 依次为 "G $0C，

"G 0,C，8G -.C ，表明 该 法 的 重 现 性 可 以 满 足 ;>=，;?= 和

;<= 定量分析的要求。

# ! # ! %" 回收率试验 E 取 处 理 后 的 转 化 液 $ 份，分 别 加 入 适

量混合标准品溶液，考察 , 个水平的回收率，结果 ;>=，;?=，

;<= 的 回 收 率 分 别 为 $$G 8C I 8"!G !C，$0G 0C I 8"!G !C，

$$G !C I 8"!G !C；JB? 分别为 8G "$C，8G ,!C，8G "?C。

# ! # ! &" 稳定性试验 E 取 样 品 溶 液 于 室 温 下 放 置，在 - & 内

每间隔 8 & 进样测定 8 次。结 果 表 明，样 品 溶 液 至 少 在 - &
内稳定，;>=，;?= 和 ;<= 峰 面 积 的 JB? 分 别 为 "G $?C，

8G !0C和 "G 0#C。将混合标准品溶液（ 浓度同“!G !G !”节）每

日进样 8 次，连 续 测 定 # 3，, 3 之 后 ;<= 就 发 生 了 明 显 降

解。因此，标准品和样品溶液不能放置太久。

参考文献：
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固相微萃取!气相色谱法测定醒脑静注射剂中的麝香酮

魏宁漪，B 马长华，B 段天璇
（ 北京中医药大学中药学院，北京 1""1"!）

关键词：固相微萃取（ &"#’( )*+&, -’./",01/+.1’"2）；气 相 色 谱 法（ 3+& .*/"-+1"3/+)*4）；麝 香 酮（-5&."2,）；中 药 制 剂（6*’2,&,

*,/7+ )/,)+/+1’"2）

中图分类号：8-#0B B B 文献标识码：9B B B 文章编号：1""" :051,（!""#）"# :"#-# :"1

B B 中药制剂醒 脑 静 注 射 剂 中 的 麝 香 酮 含 量 较 低，采 用 水

蒸气蒸馏法需要长时 间 的 提 取 富 集 才 能 进 行 含 量 测 定。本

文采用固相微 萃 取 :气 相 色 谱 法（ ;<=>:?6）对 醒 脑 静 注 射

剂中的麝香酮含量进 行 测 定，集 样 品 采 集、萃 取、浓 缩、进 样

和分析于一体，完成测 定 的 整 个 过 程 仅 需 十 几 分 钟，操 作 简

单，测定结果准确可靠。

!" 实验部分

! " !" 仪器和试剂

B B 岛津 1#@ 气相色谱仪，;A<>B68 固相微 萃 取 针，C’22’:

3+2 !" -B 顶空 取 样 瓶。醒 脑 静 注 射 剂 样 品（ 注 射 剂 批 号：

"!",!!，"!"#"!，"!"#",，"!"#".；大 输 液 批 号：",1!"1，

",1!",）由无锡山禾药业生产。

! " #" 固相微萃取条件

B B 将不加盐的样品液（1C " -B）密封加热至 0" D ，预平衡

1" -’2，加热萃取 ," -’2，使用聚二甲基硅氧烷（<E=;）1""

!- 萃 取 头 顶 空 萃 取，解 吸 附 温 度 !#" D ，解 吸 附 时 间 "C 1

-’2。

! " $" 气相色谱分析条件

B B 色谱条件：岛津 8!:15 填充柱（, - D "C . .- ’C (C ，粒度

-" E 0" 目，涂布浓度 ,F）；载气为 氮 气，流 速 #" -B G -’2；柱

温 15" D ，进 样 口 温 度 !1" D ，火 焰 离 子 化 检 测 器（CHE）温

度 !1" D 。

! " %" 用于进行比较的水蒸气蒸馏法的实验条件

B B 取样品溶液 !" -B，加 入 1 -B 正 己 烷 和 !"" -B 蒸 馏

水，置于挥发油提取器中提 取 1" *，收 集 正 己 烷 溶 液 并 定 容

至 !C " -B，加无水硫酸钠脱水，取正己烷溶液 1 !B 进样。

#" 结果与讨论

# " !" 线性关系

B B 取适 量 麝 香 酮 标 准 品 用 正 己 烷 溶 液 配 制 成 ! $ ".0 E

!". $ 0 -3 G B 系 列 质 量 浓 度 的 标 准 溶 液，取 上 述 溶 液 各 1

-B，按照“1 $ !”与“1 $ ,”节 所 述 条 件 操 作。以 麝 香 酮 的 质 量

浓度（-3 G B）为横坐标 !，样品峰面积为纵坐标 "，得线性回

归方程：" F , !,$C ",.! G # 1#$ $ ",.，! F "C $$$ #。结果表明，

在麝香酮的质量浓度为 !C ".0 E !".C 0 -3 G B（ 即麝香酮含量

为 !C ".0 E !".C 0 !3）时线性关系良好。

# " #" 精密度试验

B B 取某批号醒脑静注射剂 1 -B，按“1 $ !”和“1 $ ,”节 所 述

条件测定 # 次，麝 香 酮 的 质 量 浓 度 为：."C 1!，,0C !.，,$C #"，

,0C #0，,0C .- -3 G B，平 均 值 为 ,0C $0 -3 G B，相 对 标 准 偏 差

（I;E）为 !C "F。实验结果表明，本方法的精密度良好。

# " $" 回收率试验

B B 精密量取注 射 液 "C 0"，"C -"，"C #"，"C ."，"C !" -B，分 别

对应加入质量浓度为 #, $ .! -3 G B 的麝香酮标准 溶 液 "C !"，

"C ."，"C #"，"C -"，"C 0" -B，密 封 于 顶 空 瓶 中，按“ 1 $ !”与

“1 $ ,”节所述条 件 进 行 加 标 回 收 试 验。 回 收 率 为 $#C !F E

1",C "F，I;E 为 ,C "F。

# " %" 水蒸气蒸馏法的工作曲线

B B 取适量麝香酮对照品用正己烷溶液配制成 "C -0. 0 3 G B

的标准 溶 液，分 别 进 样 "C !，"C .，"C -，"C 0，1C " !B，按“1 $ .”

节所述条件进 样 测 定。以 麝 香 酮 质 量 浓 度（ 3 G B）为 横 坐 标

!，峰 面 积 为 纵 坐 标 "，得 线 性 回 归 方 程：" F 1!, -".! G

# #$5C .，! F "C $$$ 5，线性范围为 "C 1,5 " E "C -0. 0 !3。

# " &" 样品的测定

B B 分别用 ;<=> 法和水蒸气蒸馏法对 # 个批次的醒脑静

注射剂分别处理后再进行麝香酮含量的测定，结果见表 1。

" " 表 !" 两种方法测定多批次样品中的麝香酮（# F !） -3 G B

样品批号 ;<=> 水蒸气蒸馏法

"!"#"! ,5 $ 5. ,5 $ .!
"!"#", ,- $ 01 ,- $ !5
"!"#". .1 $ 1" ." $ 5-
",1!"1 ! $ 00 ! $ 5.
",1!", - $ "" # $ 0-

B B 取 "!",!! 批次注射剂样品分别采用固相微萃取法和水

蒸气蒸馏法处理后各测定 # 次，计算其中麝香酮的含量及相

对标准偏差，结果见表 !。

" " " 表 #" 两种方法测定同批次样品中的麝香酮 -3 G B

%"$ ;<=> 水蒸气蒸馏法

1 ,5 $ #1 ,5 $ #$
! ,5 $ $- ,5 $ !.
, ,0 $ 55 ,$ $ #5
. ,0 $ $! ,$ $ 0,
# ,$ $ ." ,# $ 01

平均 ,0 $ #! ,0 $ "1
I;E G F ! $ " . $ .

B B 由表 1，! 可 看 出，;<=> 法 的 测 定 值 较 高 且 I;E 值 较

小，经 $ 检验与 % 检验证明两种方法无显著性差异，但 ;<=>

方法操作简捷，准确度高，因此可应用于天然产物的测定。
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气相色谱!质谱法同时测定氧化型染发剂中的多种染料中间体

朱 2 英，2 杨艳伟，2 李 2 静
（ 中国疾病预防控制中心 环境与健康相关产品安全所，北京 1"""!1）

关键词：气相色谱 &质谱法（ ’() *+,"-(."’,(/+0&-()) )/1*.,"-1.,0）；染 料 中 间 体（ 201 34.1,-123(.1）；氧 化 型 染 发 剂（ "532(.3"4

+(3, 201)）；化妆品（ *")-1.3*)）

中图分类号：6-#02 2 2 文献标识码：72 2 2 文章编号：1""" &051,（!""#）"# &"#-- &"1

2 2 氧化型染发剂是广泛使用的永久性染发剂。因其多具

致敏性或致癌性，因 此 我 国《 化 妆 品 卫 生 规 范 》对 其 作 了 限

量使用规定，并采用高效液 相 色 谱 法（89:;）测 定 其 中 0 种

染料中间体［1］，但在实际应用中由于样品基体复杂，导致分

离效果不理想、定 性 困 难 等 问 题。《 欧 盟 化 妆 品 规 程 》采 用

的薄层色谱法能很好地分离和鉴别各种染料组分，但对其进

行精确定量存在一 定 困 难［!］。我 国 行 业 标 准 推 荐 的 气 相 色

谱法只能测定其中对苯二胺一种组分［,］，故使用价值不高。

本文采用气相 色 谱 &质 谱 法（<; = >?）同 时 测 定 染 发 剂 中 的

（1）邻苯二 胺、（!）对 苯 二 胺、（,）对 氨 基 酚、（.）间 氨 基 酚、

（#）对苯二酚、（-）间 苯 二 酚、（5）!，# &二 氨 基 甲 苯 硫 酸 盐 及

（0）. &甲胺苯酚硫酸 盐 等 0 种 氧 化 型 染 料 中 间 体，可 满 足 化

妆品监督管理的需求。

!" 实验部分

! " !" 仪器、试剂与分析条件

2 2 岛津 @9#"#" 气相色谱 &质 谱 联 用 仪，配 %A?B 谱 库。上

述 0 种氧化型染料中间体标准品为 ?3’-( 产品。乙醇（ 纯度

$#C）为分析纯；水为重蒸水。染发剂样品由生产厂家提供。

2 2 色谱条件：D7&!!# 气相色谱柱（," - D "E !# -- 3E 2E D

"E !# !-）；柱温为 程 序 升 温：1." E（! -34）
1"

$,,,,,
E = -34

!,"
E（, -34）；接口 温 度 和 进 样 口 温 度 !," E ；载 气 为 高 纯 氦

气，流速 "E 0 -: = -34；进样量 1 !:；分流比 1"F 1。

2 2 质谱条件：电离方式为电子轰击（FA）；电子能量 5" 1!；

扫描范围 ." G ,#" G。

! " #" 标准溶液的配制及样品的前处理

2 2 准确称取上述 0 种染料 中 间 体 标 准 品 各 约 "E 1 ’，除 5H

和 0H 染料中间体 用 重 蒸 水 稀 释 外，其 余 - 种 用 乙 醇 溶 液 稀

释，均稀释到 1"" -:，作为标准储备液。

2 2 取 上 述 标 准 储 备 液 各 # -:，制 成 含 0 种 组 分 各 约 #""
-’ = : 的混合标准液。用乙醇 &水（ 体积比为 1 F 1，下同）溶液

将混合标准液逐级稀释为 !#"，1""，#" 和 !# -’ = : 系列质量

浓度。此标准系列现用现配。

2 2 准确称取染发剂样品约 "E ! ’，用乙醇 &水溶液定容至 1"
-:，混匀，用 "E .# !- 滤膜过滤，备用。

#" 结果与讨论

# " !" 线性范围及检出限

2 2 按选定分析条件进行测定，染发剂标准溶液的总离子流

色谱图见图 1。以 标 准 系 列 质 量 浓 度 !（-’ = :）为 纵 坐 标、

峰面积 " 为横坐 标 绘 制 标 准 曲 线，0 种 染 料 中 间 体 在 !# G

#"" -’ = : 范围内均有良好的 线 性 关 系。1H G 0H 染 料 中 间 体

的线性方程、相关系数 # 和检出限（ 以 , 倍信噪比计算）依次

为 ! I 1E 15 D 1" J # " J ,E $$，" $ $$0 $，. -’ = :；! I 1E 1! D
1" J #" J #E #0，" $ $$$ .，. -’ = :；! I $ $ 0! D 1" J - " K !E .1，

" $ $$$ ,，# -’ = :；! I - $ ,# D 1" J - " J 1E ,$，" $ $$$ 1，, -’ = :；

! I -E $" D 1" J -" J 1E ",，" $ $$$ .，. -’ = :；! I 5 $ 50 D 1" J - "
K 1E .0，"E $$0 !，# -’ = :；! I 1 $ 0" D 1" J #" J " $ !-，"E $$$ .，.
-’ = :；! I 5 $ "0 D 1" J -" K ,E #.，" $ $$$ -，. -’ = :。

图 !" $ 种氧化型染料中间体混合标准溶液（#%& #$ % &）

的总离子流色谱图

峰序号对应染料中间体序号（ 见本文第一段所述）$

# " #" 精密度和回收率

2 2 对某企业提供的染发剂样品连续测定 - 次，考察方法的

精密度。结果表明，该样品含 !H ，,H ，.H ，-H 和 5H 中间体，其含

量测 定 的 相 对 标 准 偏 差（ H?D）依 次 为 ,E !-C，!E -"C，

#E $"C，.E 5#C 和 1E ",C，基本能满足分析要求。

2 2 准确称取 , 份上述样品 各 约 "E ! ’，分 别 加 标 为 "，"E 1，

!E " -’，重复测定 - 次，结果表明，0 种染料中间体的回 收 率

为 0,E ,C G 1"$E $C。

# " ’" 样品测定

2 2 本实验测定了 - 种染发剂样品，同时考虑到配方的真实

性而用 89:; 进行核实。结果表明，其中 , 种样品的测定结

果与配方及 89:; 的结 果 基 本 吻 合，误 差 小 于 1#C；另 , 种

样品中部分物质与 配 方 不 符，但 与 89:; 结 果 吻 合，误 差 小

于 0C。经 % 检验，在 $#C的置信区间内，<; = >? 和 89:; 之

间不存在显著性差异，说明样品配方存在谎报的可能性。
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