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* * 目前，毛细管电色谱（:*:）在中草药分析中显示出一些
独特的优势，如：:*: 流动相相对简单、用量少、峰容量大、更
易与质谱（?@）联用。特别是植物提取物中活性成分复杂，
需要对色谱峰进行精确的指认并控制峰纯度；采用 :*:)?@
方法可在线提供中药中各种化合物的质谱图。此外，有许多

天然产物在中药中的含量极低，?@ 的高灵敏度可弥补紫外
检测器灵敏度较低的缺陷。因此，研究 :*: 分离中药成分
的选择性问题具有重要的实际意义。蝉翼藤（ !"#$%&’(#(
&)(**")’&#$+(,( -(../0）为远志科远志族蝉翼藤属攀援灌
木，其根茎叶有多种药效，其化学成分主要为黄酮、山酮

（AB(）和皂甙［&］。从蝉翼藤中已分离出的 &" 个 AB( 类成
分（结构见图 &）［!］具有显著的抗氧化和保护神经细胞作
用［)］。我们曾用毛细管区带电泳（:C*）［!，%］、高效液相色谱
（D9E:）［’］、毛细管胶束电动色谱（?*F:）［#］和毛细管微乳
电动色谱（?**F:）［$ - (］对这 &" 个 AB( 进行分离，并就电
泳条件的变化对分离选择性的影响进行系统研究。本文采

用 :*: 法对这 &" 个 AB( 成分进行分离，并对其色谱分离
条件进行优化研究，以期为今后 :*: 与 ?@ 联用分析中药成
分打下基础。
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图 %+ %, 个 !"# 化合物的结构

%+ 实验部分
% $ %+ 仪器和试剂

* * D9)G:* 高效毛细管电泳仪（德国安捷伦公司），配有二

极管阵列检测器（GBG）。4DH)): 型 4D 计与 *)!"& ): 型电

极相连（上海 8/; 仪器厂）。

* * AB( 标准品由中国医学科学院药用植物研究所提供。

冰醋酸、氢氧化钠、甲醇、乙腈为色谱纯，均由北京化工厂生

产。配制缓冲液和样品溶液所用水均为二次去离子水。

% $ &+ 实验条件

* * :*: 条件：:*: D$4/IH-#):&( 柱，&"" !+ -’ 6’ 6 )$’

!+ &’ 6’，总长度 %( ’ ’ 0+，有效长度（填充部分）%" 0+，粒

径 ) !+（德国安捷伦公司）；流动相为乙腈 )!’ ++&# J E 醋酸

缓冲液（体积比为 ’"7 ’"，4D %8 ’）；柱温 !’ K。进样条件为

!" 5% 6 &" H；分离电压 !’ 5%（分析电流稳定在 ’8 ’ !B）；分

析时进样口和出口同时施加气压 " ’ ’ ?9,，以避免气泡的产

生；检测波长 !#’ 7+。

* * 新毛细管柱的平衡是实验成功的关键。将新毛细管柱

用含 ("L乙腈的 ’ ++&# J E 三羟甲基氨基甲烷（ 1I-H）（用

)"LD:# 调 4D ( ’ "）缓冲液冲洗约 $" +-7。在冲洗过程中，

先在进样口施加气压 & ’ ! ?9,，柱两端施加电压 ’ 5%，并以

" ’ ’ 5% J +-7 的速率逐步升至 !’ 5%；再于进样口和出口同时

施加气压& ’ ! ?9,，柱两端施加电压 !’ 5% 冲洗 )" +-7，直到

电流和基线稳定。更新缓冲液时，毛细管柱在进样前要用流

动相冲洗 )" +-7；两次分析之间要用流动相冲洗 &" +-7。

% $ ’+ 缓冲溶液及样品溶液的制备

* * 分别以醋酸（4D ) ’ " 9 ’ ’ "）和 1I-H（ 4D $ ’ " 9 ( ’ "）为缓

冲溶液，用 " ’ & +&# J E (,=D 或 )"LD:# 调节其 4D 到所需

值，再加入一定量的乙腈作为有机添加剂。缓冲溶液使用前

用 " ’ %’ !+ 的滤膜过滤，并用超声波脱气约 &" +-7。

&+ 结果与讨论
& $ %+ 缓冲体系的 %& 值对分离的影响

* * 由于酚羟基的存在，&" 个 AB( 类化合物均为弱酸性化

合物，它们的电离程度与其本身的 41 , 和流动相的 4D 值有

关，而且 4D 值的变化还影响着电渗流（*=M）速率的高低以

及被分析物与反相固定相间的作用强弱。为此，试验了不同

4D 值（4D ) ’ ’ 9 ( ’ "）的流动相：("L乙腈 )’ ++&# J E 醋酸缓

冲液（4D ) ’ ’，% ’ " 和 ’ ’ "）和 ("L乙腈 )’ ++&# J E 1I-H 缓冲

液（4D $ ’ "，( ’ "）。结果表明，4D 的变化对 AB( 的保留时间

有明显的影响（见图 !）。在 4D 为 ’ ’ " 时，AB( 的保留时间

最长。这是因为 4D 值的提高虽然可促进电色谱柱柱壁和柱

内填料上硅羟基的解离，从而提高 *=M 及流动相的流速，然

而在较高的 4D 值下，AB( 的酚羟基电离而带负电，其电泳

迁移方向与 *=M 相反，而且随着 4D 值的提高，AB( 的酚羟
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基电离程度增大，!"# 与反相固定相间的保留作用减弱；反

之亦然。因此，$% 对 !"# 保留时间的影响是上述 # 个因素

综合作用的结果。当 $% 由 $ & % 降至 & & % 时，’() 速率减小，

而且由于 !"# 酚羟基电离程度的下降导致其与反相固定相

间的保留作用增强，这时虽然与之反向的溶质的电迁移速率

也会随之减小，但前二者的作用占支配作用，因此，!"# 的保

留时间延长。在 $% 为 & & % ’ # & & 时，随着 $% 的减小，由于

与高 $%（如 $% $ & % 和 ( & %）相比，’() 速率较小且减小程度

不是很明显，因此尽管 !"# 与反相固定相间的保留作用随

着 $% 的降低而增强，但与之反向的溶质的电迁移速率减小

的程度更大，导致总迁移速率变大，!"# 的保留时间反而缩

短。实验显示，当 $% 为 " & % 时，!"# 的分离选择性最好。

图 !" 缓冲体系的 !" 值对 #$% 分离的影响
实验条件：& **+, - . 醋酸缓冲液（ $% # & &，" & % 和 & & %）或 &

**+, - . /012 缓冲液（$% $ & % 和 ( & %），均含 (%3乙腈；柱温 !& 4；
分离电压 !& 56&

! & !" 醋酸浓度对分离的影响

) ) 配制 $% " & % 条件下含 (%3 乙腈的不同浓度（& ’ #%

**+, - .）的醋酸缓冲溶液进行电色谱分离，结果表明，随着

醋酸浓度的提高，!"# 的分离度明显得到改善。

) ) 随着醋酸浓度的提高，缓冲液的离子强度也随之增大，

导致 ’() 的速率降低；然而，醋酸浓度的提高还会增大 !"#

在水相中的分配，减少其与反相固定相间的相互作用。这两

种相反的作用决定了 !"# 的保留时间。在醋酸浓度为 *& ’

!& **+, - . 的范围内，由于 ’() 速率的下降为主要因素，因

此随着醋酸浓度的提高，!"# 的保留时间会延长。然而，与

!& **+, - . 的醋酸浓度相比，在醋酸浓度为 #% **+, - . 时，

!"# 的保留时间反而下降，这可能是由于在此浓度下 !"#

与反相固定相间相互作用减弱的因素占主导，导致 ’() 减

小的因素被抵消所致。当醋酸浓度在 & ’ *& **+, - . 的范围

内变化时，随着醋酸浓度的减小，!"# 的保留时间延长，这是

因为在很低的醋酸浓度下，减小醋酸浓度反而会增大 !"#

和反相固定相间的相互作用［+］，虽然此时 ’() 同时也会提

高。研究显示，醋酸的最佳浓度为 !& **+, - .。

! & #" 乙腈浓度对分离的影响

) ) 在 !& **+, - . 醋酸（$% ", %）缓冲液中改变乙腈的浓度

（用体积分数表示，下同）（浓度范围为 #%3 ’ (%3），结果表

明乙腈浓度为 &%3 时，分离效果最好（见图 #）。

图 #" ’(’ 分离 #$% 化合物的结果
实验条件：!& **+, - . 醋酸缓冲液（ $% " & %），含 &%3 乙腈；

柱温 !& 4；检测电压 !& 56&峰序对应于图 * 中的化合物编号 &

) ) 从试验结果看，乙腈浓度较高时会缩短分离时间（’()

的速率随着离子强度和黏度的降低而增加），表明反相分离

机制起主导作用，故增加乙腈浓度还能起到提高溶剂强度的

作用。与 !"# 的 %7.8［&］和 89’ 分离结果［!，"］相比，8’8

分离 !"# 成分时的出峰顺序与其存在着明显的差异，表明

8’8 分离 !"# 时，其色谱行为是 %7.8 和 89’ 分离的综合

表现，其中 :7;%7.8 分离机制占主导地位。

) ) 研究还表明，乙腈的浓度对 !"# 的分离柱效有明显的

影响。以 !"#;+ 为目标化合物的试验结果表明，随着乙腈

浓度的下降，8’8 %<$=021,;8*( 柱的理论塔板数（!）明显提

高。当乙腈浓度为 "%3 时，! 为 * ##% ###。
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