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迁移时间归一化法改善毛细管电泳表征中药大黄的重现性

张红医，- 盖丽娟，- 陈 - 辉，- 景 - 聪，- 石志红!

（ 河北大学化学与环境科学学院，河北 保定 "$+""!）

摘要：探讨了迁移时间归一化法改善中药毛细管电泳分析迁移时间重现性的原理，并将其应用于实际样品的分析。

迁移时间归一化法认为，在相同的操作电压、缓冲液组成和温度条件下，多次电泳实验中迁移时间产生差别的主要

原因是多次电泳实验中电渗流产生了差异。迁移时间归 一 化 法 就 是 通 过 选 择 电 泳 谱 图 中 的 一 个 或 两 个 峰 作 为 标

记峰，将各次电泳实验的迁移时间都归一到第一次电泳实 验 中 的 迁 移 时 间。比 较 多 次 电 泳 实 验 中 迁 移 时 间（ !）的

相对标准偏差（89:）、经单峰归一化处理的迁移时间（ !;）的 89:、经双峰归一化处理的迁移时间（ !<）的 89:、迁移

时间比（ ! " ! -.=5 ，-.=5 代表所选择的标记物）的 89:，发现 89:（ !<）. 89:（ !;）. 89:（ ! " ! -.=5 ）和 89:（ !）。考察了中药

大黄 * 次胶束电动色谱分离中迁移时间的重现性，其 89:（ !<）在 "/ "$> ’ "/ *&> 之间。还考察了不同基质的大黄

样品在毛细管区带电泳模式下迁移时间的重现性，发现所选择的 $ 个明显的电泳峰的 89:（ !<）在 "/ (+> ’ "/ *$>
之间。结果表明，迁移时间归一化法能有效地提高中药大黄样品迁移时间的重现性。该方法有望在中药毛细管电

泳表征方面发挥更大的作用。
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+ + 毛细管电泳（CD）因其优越的分离能力而在天

然药物复杂物质体系的分离分析中发挥着重要的作

用［*］。在优化 的 毛 细 管 电 泳 条 件 下 可 实 现 尽 可 能

多的植物药物质信息的仪器信号表征（ 中药毛细管

电泳指纹图），为 植 物 药 的 品 质 鉴 定 提 供 了 一 种 可

供选择的新手段［! & ’］。但是由于毛细管电泳迁移时

间的重现性差，在复杂样品定性表征中应用还存在

一定的困难。为了解决迁移时间重现性差的问题，

可使用 毛 细 管 电 泳 控 温 装 置［,］、使 用 新 的 记 录 模

式［"，(］、优 化 毛 细 管 冲 洗 方 法［-］、采 用 有 效 淌 度

法［*$］、采 用 校 正 有 效 淌 度 法［**］及 针 对 不 同 盐 度 样

品采用迁移 时 间 校 正 法［*!］等。从 已 报 道 的 中 药 毛

细管电泳指纹图谱的研究来看，为了减少和避免平

行实验之间迁移时间的波动，普遍采用迁移时间校

正法［*)］，即选择中药电泳图中某一组分的迁移时间

作为基准，将 其 他 组 分 的 迁 移 时 间（ !）与 基 准 迁 移

时间（ ! )4/%，)4/% 代表所选择的标 记 组 分）的 比 值（ ! "
! )4/%）作为定性的依据。以 ! " ! )4/%为横坐标，以检测信

号响应值为纵坐标重新绘制谱图，并将新谱图与原

始谱图相比 较，发 现 很 多 分 离 的 基 本 信 息（ 如 分 离

度、迁移时间）发生了人为的变化。另外，这种方法

的定性准确性还有待于进一步提高。

+ + F.$ 等［*.］为了提高 -, 根阵列毛细管电泳系统

中不同毛细管电泳柱间分析结果的可比性，提出了

迁移时间归一化法。最近，G5"+03?H$#"4 等［*’］也采

用了同样的方法成功实现了无机和有机阴离子的准

确定性。本文将迁移时间归一化法应用在中药大黄

的定性鉴定中，考察了胶束电动色谱法（EDIC）和

毛细管区 带 电 泳 法（CJD）分 离 大 黄 时 各 组 分 迁 移

时间的重现性，并与中药毛细管电泳指纹图谱研究

中普遍采用的迁移时间比法的重现性进行了比较。

迁移时间归一化法与毛细管电泳优越分离能力的结

合，有望使毛细管电泳技术在中药指纹图谱研究中

发挥重 要 的 作 用，为 中 药 的 品 质 鉴 定 提 供 可 靠 的

保证。

!" 实验部分

! ) !" 仪器、试剂与材料

+ + K L MCD E8N 型 电 泳 仪（ 美 国 G$0>("+ 公

司），石 英 毛 细 管 柱（ 总 长 ,$% ! 0(，有 效 长 度 ’$
0(，内径 "’ !(，河北永年光导纤维厂），中药材粉

碎机（ 浙江温岭市创新机械厂）。

+ + 甲醇（ 色 谱 纯，天 津 市 康 科 德 科 技 有 限 公 司），

四硼酸钠、氯 化 钠、无 水 乙 醇（ 天 津 市 华 东 试 剂 厂）

和十二烷基硫酸钠（787，天津市科密欧化学试剂有

限公司）均为分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

+ + 背 景 电 解 质 *：*’ ((35 L O 硼 砂 溶 液 / )$
((35 L O 787 / *$@（ 体积分数）乙醇，!H -% ’；背景

电解质 !：*’ ((35 L O 硼砂溶液，用 * (35 L O 氢氧化

钠溶液调节 !H 至 -% ,。

+ + 将大黄 药 材（ 购 于 保 定 市 龙 海 大 药 房）粉 碎 至

,$ 0 ($ 目。称取大黄粉末 $% * ,，在超声波中用 ’$
(O 甲醇提取 )$ ()+，离心分离，用 $% .’ !( 微孔滤

膜过滤，滤液供实验。

! ) #" 电泳条件

+ + 毛细管柱的冲洗：首次使用前用 $% * (35 L O 氢

氧化钠冲洗 *$ ()+，再 用 水 冲 洗 *$ ()+，最 后 用 缓

冲液冲洗 ’ ()+；两次进样间用缓 冲 液 冲 洗 ’ ()+；

每天 实 验 结 束 后 用 $% * (35 L O 氢 氧 化 钠 冲 洗 *$
()+、水冲洗 !$ ()+。检测波长：!’. +(；分离温度：

!’ P；分离电压：!’ >Q；压力进样：CJD 分析时 !% $"
>K"（$% ) !4)）1 ! 4，EDIC 分 析 时 )% .’ >K"（$% ’
!4)）1 ) 4。

#" 基本原理［!$］

+ + 在毛细管电泳分析中，样品中组分 # 的 表 观 电

泳速度（$ /3/"5）可分解为其自身的电泳速 度（ $$! ）和

电渗流速度（$$3）的之和，即：

（$ /3/"5，# ）% 2（$$!，# ）% /（$$3，# ）% （*）

其中，% 为第 % 次电泳实验。理论上讲，在不同次电

泳实验中，如 果 电 压、温 度 和 背 景 电 解 质 溶 液 都 一

·$-.·
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致，则组分 ! 在不同次电泳实验中的电 泳 速 度 应 该

一致，即：

（"!"，! ）# $（"!"，! ）# （%）

! ! 但在通常的平行电泳实验中，迁移时间和表观

电泳速度的偏差较大，一般把这种重现性差的原因

归结为各次实验中产生的电渗流速度不一致。但可

认为同次实验中各组分感受到的电渗流速度近似相

等，即：

（"!#，! ）# $（"!#）# （&）

! ! 因此，为了提高组分 ! 在平行电泳 实 验 中 表 观

电泳速度的重现性，可将第一次实验时的电渗流速

度作为参照体系，对各次实验的表观电泳速度进行

归一化处理，即：

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

$［（"!"，! ）# (（"!#）# ］’［（"!#）# ’（"!#）# ］

$（"!"，! ）# (（"!#）# $（" %#%&’，! ）# （"）

式中，!（"!#）#，# 为 第 # 次 实 验 时 的 电 渗 流 速 度 与 第

一次实验时 的 电 渗 流 速 度 的 差 值。式（"）表 明，经

过归一化处理的组分 ! 第 # 次实验时的表观电泳速

度与第一次实验时的表观电泳速度相同，进而达到

提高迁移时 间 重 现 性 的 目 的。又 因 !（ "!# ）#，# 可 以

表示为：

!（"!#）#，# $［（"!#）# (（"!"，()%*）# ］’
! ［（"!#）# (（"!"，()%*）# ］

$（" %#%&’，()%*）# ’（" %#%&’，()%*）# （)）

其中，（" %#%&’，()%*）为标记物的表观电泳速度。因此可

以选取样品中某一组分作为标记物来测定不同次平

行实验中电渗流速度之差。故式（"）可改写为：

（"$%#%&’，! ）# $（" %#%&’，! ）# ’［（" %#%&’，()%*）# ’
（" %#%&’，()%*）# ］ （*）

! ! 由于电泳实验中组分 ! 的 " %#%&’，! 等于毛细管有

效柱长（ $）与其迁移时间（ %! ）的比值，即：

（" %#%&’，! ）# $ $ +（ %! ）# （+）

所以式（*）可改写为：

# +（ %$! ）# $ # +（ %! ）# ’［# +（ % ()%*）# ’ # +（ % ()%*）# ］（,）

即：

（ %$! ）# $ # +｛# +（ %! ）# ’［# +（ % ()%*）# ’ # +（ % ()%*）# ］｝

$（ %! ）# （-）

其中，（ %$! ）# 为组分 ! 的第 # 次实验的单峰归一化迁

移时间，（ % ()%*）# 为所选标记物在第 # 次实验中的迁

移时间，（ % ()%*）# 为所选标记物在第一次实验中的迁

移时 间，（ %! ）# 为 组 分 ! 在 第 一 次 实 验 中 的 迁 移 时

间。式（-）表明组分 ! 的第 # 次实验的（ %$! ）# 与该组

分第一次实验中的（ %! ）# 相同，从而可以降低平行毛

细管电泳实验中迁移时间的波动性。

! ! 然而，在平行实验中，同一次实验的温度在毛细

管电泳分离过程中并不能保持恒定，而会有微小的

变化，从而影响 "!#。为了改善这一情况，分 别 以 原

始电泳谱图中的第一个峰和最后一个峰为标记峰，

然后根据它们在第一次实验中的迁移时间（ % ()%*，# ）# 、

（ % ()%*，!,*）# 和 第 # 次 实 验 中 的 迁 移 时 间（ % ()%*，# ）# 、

（ % ()%*，!,* ）# 求 出 !（ "!# ）#，# 。 那 么，［ # +（ % ()%* ）# ’
# +（ % ()%*）# ］就可 转 化 为｛［# +（ % ()%*，# ）# ’ # +（ % ()%*，# ）# ］

(［# +（ % ()%*，!,* ）# ’ # +（ % ()%*，!,* ）# ］｝+ %，式（-）则 可 转

化为：

（ %-! ）# $ # +｛# +（ %! ）# ’｛［# +（ % ()%*，# ）# ’ # +（ % ()%*，# ）# ］(
［# +（ % ()%*，!,*）# ’ # +（ % ()%*，!,*）# ］｝+ %｝ （#.）

式中，%-! 为组分 ! 的双峰归一化迁移时间。

图 !" 胶束电动色谱法分离大黄药材的电泳图

!"#$ !" %&’"()* +*+(,-.’/+-.#-)0 .1 -/23)-3 3&
0"(+**)- +*+(,-.4"5+,"( (/-.0),.#-)’/&

! .&/012#3,* !’!/%2#’4%! )#’3%(#,：#) 55#’ + 6 7#2&%! (&. 55#’ + 6
898 (#.: （; + ;）!%<&,#’，"= -/ )；/&"(’’&24：*./ % /5 0+) "5 (> *>
?(%< %<! !@@!/%(;! ’!,1%< #@ ). /5；*!%!/%(#, ?&;!’!,1%<：%)" ,5；

%!5"!2&%32!：%) A；&""’(!* ;#’%&1!：%) 0B>
! C!&0)：" > &’#!D!5#*(,；) > 2<!(,；* > /<24)#"<&,#’>

#" 结果与讨论

# $ !" 平行实验间迁移时间归一化处理的效果

! ! 图 # 为采用胶束电动色谱法分离大黄药材的电

泳谱图。所用 背 景 电 解 质 溶 液 # 参 照 文 献［#*］配

制。对图 # 中的明显峰标明了序号（# 1 +），其中峰

" 1 * 分别为芦荟大黄素、大黄酸和大黄酚。考察了

平行电泳实验的 %、%$和 %-以及 % & % ()%* 重现性的差异。

其中，单峰归 一 化 时 选 择 # 号 峰 为 标 记 峰，按 照 式

（-）进行计算；双 峰 归 一 化 时 选 择 # 号 峰 和 + 号 峰

为标记峰，按 照 式（#.）进 行 计 算；进 行 传 统 的 迁 移

时间比校正时，选择 # 号峰为标记峰。平行实验获

得的 # 1 + 号峰的 %，计算得到的 %$、%-和 % & % ()%*，以及

相应的相对标准偏差（E89）列于表 #。由表 # 可以

看出，E89（ %-）2 E89（ %$）2 E89（ % & % ()%* ）和E89（ %），

表明归一化迁移时间法的重现性优于目前的毛细管

电泳实验中 普 遍 采 用 的 迁 移 时 间 法 和 迁 移 时 间 比

法，可提高毛细管电泳定性的准确性。另外，双峰归

·#-"·
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一化迁移时间法由于考虑了电渗流在电泳运行中的

变化，使其定性的准确性比单峰归一化迁移时间法

更好。更为重要的是，以单峰归一化迁移时间或双

峰归一化迁移时间为横坐标、以响应信号为纵坐标

重新绘制的电泳谱图保持了原谱图的基本特征，而

迁移时间比校正法一般不具备这样的特点。

表 !" 大黄药材的 # 次平行胶束电动色谱分析中 $ 个峰的迁移时间（ !）、单峰归一化迁移时间（ !!）、

双峰归一化迁移时间（ !"）、迁移时间比（ ! " ! #$%& ）及其相对标准偏差（’()）

*+,-. !" /#01+%#23 %#4.$（ !），23.56.+7 3214+-#8.& 4#01+%#23 %#4.$（ !!），%9256.+7 3214+-#8.& 4#01+%#23 %#4.$（ !"），

4#01+%#23 %#4. 1+%#2$（ ! " ! #$%& ） +3& %:.#1 1.-+%#;. $%+3&+1& &.;#+%#23$（ ’()（ ! ），’()（ !!），’()（ !"），

’()（ ! " ! #$%& ））<21 $.;.3 6.+7$ #3 <#;. 6+1+--.- 4#=.--+1 .-.=%127#3.%#= =:124+%201+6:> 2< 1:?,+1,

!"#$ %&’
() *(+’ #

!
!# , -() !! , -() !$ , -() !% , -() !& , -() ./0（ !）, 1

!2
!2# , -() !2! , -() !2$ , -() !2% , -() !2& , -() ./0（ !2）, 1

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

!"#$ %&’
() *(+’ #

!3
!3# , -() !3! , -() !3$ , -() !3% , -() !3& , -() ./0（ !"）, 1

! # ! (456
（ ! # ! (456 ）#（ ! # ! (456 ）!（ ! # ! (456 ）$（ ! # ! (456 ）%（ ! # ! (456 ）& ./0（ ! # ! (456 ）, 1

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

/7849:(;54 #，!，$，% #)6 & :"<": 5& 5=" <(>" ;#:#??"? "@;":(-")54’

图 %" 不同基质大黄样品的（+）原始电泳谱图、（,）经单峰迁移时间归一化处理的电泳谱图（ 以 ! 号峰为标记峰）和

（ =）经双峰迁移时间归一化处理的电泳谱图（ 以 ! 号峰和 $ 号峰为标记峰）

@#0A %" （+）B1#0#3+- .-.=%126:.1201+4$，（,）.-.=%126:.1201+4$ 612=.$$.& ,> 23.56.+7 3214+-#8+%#23 2< 4#01+%#23
%#4.$（6.+7 ! +$ #3%.13+- 6.+7）+3&（ =）.-.=%126:.1201+4$ 612=.$$.& ,> %9256.+7 3214+-#8+%#23 2< 4#01+5
%#23 %#4.$（6.+7 ! +3& 6.+7 $ +$ #3%.13+- 6.+7$）<21 1:?+1, #3 &#<<.1.3% 4+%1#=.$

+ ! ’ 8#9$+:&7)6 "?"95:&?A5" 4&?75(&)（#& --&? , B 8&:#5"，;C ’, ) #6D745"6 8A # -&? , B %#EC）FG#5":F:=7#:8 "@5:#95（# - # - !，> , > , >）；

" ’ -"5=#)&?FG#5":F:=7#:8 "@5:#95（#- #- !，> , > , >）；# ’ -"5=#)&?F:=7#:8 "@5:#95（# - #，> , >）；$ ’ G#5":F:=7#:8 "@5:#95（# - #，> , >）；

% ’ #(( --&? , B %#H?F:=7#:8 "@5:#95（#- #，> , >）；& ’ &( --&? , B %#H?F:=7#:8 "@5:#95（#- #，> , >）’

& A %" 不同样品基质条件下归一化处理的效果

+ + 在毛细管电泳分析中，经常可巧妙地利用基质

效应使样品的检测响应信号增强，如使样品基质的

电导低于背景基质的电导而形成堆积。另外，为了

增加样品的溶解性，经常会在样品基质中添加一定

浓度的有机溶剂。而样品基质的变化往往会引起分

析物的迁移时间变化。选择背景电解质 ! 进行毛细

管区带电泳实验，考察了 ) 种不同样品基质条件下，

中药大黄的 ./0（ !）、./0（ !2）、./0（ !3）和 ./0（ ! #

! (456）。将大黄提取液与下列溶液混合构成 ) 种不同

样品基质：! ’ 背景电解质溶液 ! F水F大黄提取液（ 体

积比为 #- #- !）；" ’ 甲醇F水F大黄提取液（ 体积比为

#- #- !）；# ’ 甲醇F大黄提取液（ 体 积 比 为 # - #）；$ ’
水F大黄提 取 液（ 体 积 比 为 # - #）；% ’ #(( --&? , B
%#H?F大黄提 取 液（ 体 积 比 为 # - #）；& ’ &( --&? , B
%#H?F大黄提取液（ 体积比为 #- #）。图 !#、8 和 9 分

·!’%·
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别为上述 # 个样品的毛细管电泳谱图、单峰迁移时

间归一化处理的毛细管电泳谱图（ 选择 $ 号峰为标

记峰）和双峰迁移时间归一化处理的毛细管电泳谱

图（ 选择 $ 号峰和 % 号峰为标记峰）。从图 & 可以看

出，在原始电泳谱图（ 图 &!）中，不同基质样品的迁

移时间的波动性较大；而在单峰归一化处理的毛细

管电泳谱图（ 图 &"）中，不同基质样品的迁移时间的

重现性得到了改善；在双峰归一化处理的毛细管电

泳谱图（ 图 &#）中，不同基质样品的迁移时间的重现

性得到了更进一步的提高。

! ! 图 &" 是以 $ 号峰作为标记峰进行单峰归一化

得到的电泳谱图。为了验证选用不同的峰作为标记

峰获得的 $%&（ !’）有所不同，分别选取 $ ’ % 号峰为

标记峰进行单峰归一化，并将产生的 $%&（ !’）绘制

成图（ 见图 (）。由图 ( 可见，原始电泳谱图的 $%&
（ !）最大，并且迁移时间的重现性从峰 $ 至峰 % 依次

变差；而经过归一化处理的迁移时间的重现性均好于

原始谱图。需要指出的是，由式（)）可知，标记峰对应

的 $%&（ !’）* +，因此图 ( 中所有 !’的 $%& 柱状图中

均缺少 $ 列；另外还可以看出，选择迁移时间比较短

的峰作为标记峰时，迁移时间较长的峰的 $%&（ !’）较

大；反之，选择迁移时间较长的峰作为标记峰时，迁移

时间较短的峰的 $%&（ !’）较大。由于双峰归一化时

选择第一个峰和最后一个峰作为标记峰，消除了同次

电泳 实 验 中 电 渗 流 速 度 的 波 动，而 使 所 有 峰 的

$%&（ !(）接近（见图 (），也使总体的定性准确性提高。

图 !" 图 # 中 $ 个峰的 !"#（ !）、以不同的峰作为标记峰的 !"#（ !$）和以 % 号峰和 $ 号峰为标记峰的 !"#（ !%）
&’() !" *’+,-(./0+ -1 !"#（ !），!"#（ !$）1-. 2’113.34, 53/6+ +3738,32 /+ ’4,3.4/7 53/6+，/42 !"#（ !%）1-.

53/6+ % /42 $ +3738,32 /+ ’4,3.4/7 53/6+ 1-. +3934 53/6+ ’4 &’() #
)*+ ,+!-. /!0-+1 234* ! !0+ 4*+ 354+05!6 ,+!-.7

&" 结论

! ! 迁移时间归一化法包括单峰归一化法和双峰归

一化法。这两种方法都可以改善毛细管电泳迁移时

间的重现性，但因双峰归一化法消除了同次实验中

电渗流的波动，对迁移时间重现性的提高有更好的

作用。迁移时间归一化法不会增加实验成本和附属

设备，不需用复杂的计算方法。该方法在保留了毛

细管电泳原有的高分离效率的前提下，提高了毛细

管电泳定性的可靠性，有望使毛细管电泳技术在中

药指纹图谱的研究过程中起到更大的作用，为中药

的品质鉴定提供一个可供选择的科学方法。
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