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胶束电动毛细管色谱法测定何首乌中的

二苯乙烯苷、大黄素和大黄酚
吴　娴，陈冠华，王　坤，石　杰，武传芹
（江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江　２１２０１３）

摘　要：采用胶束电动毛细管色谱法，建立测定何首乌中二苯乙烯苷、大黄素、大黄酚的新方法，对
影响分离的诸因素进行了优化。缓冲液组成为２５ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂－４０ｍｍｏｌ／Ｌ十二烷基硫酸钠－１０％
（体积分数）乙醇，ｐＨ值为９．５。在优化的条件下，二苯乙烯苷、大黄素和大黄酚可于２０ｍｉｎ内分
离；线性范围分别为１０～１　０００，５．２～２６０，４．５～２２５ｍｇ／Ｌ；检出限分别为１．１０，０．２９，０．４３ｍｇ／Ｌ；
平均加标回收率分别为９８．８％，９８．８％，１００．７％。该方法可满足何首乌中二苯乙烯苷、大黄素和
大黄酚的测定要求，可作为何首乌药材的质量控制方法。

关键词：胶束电动毛细管色谱；何首乌；二苯乙烯苷；大黄酚；大黄素

中图分类号：Ｒ２８４．１；Ｏ６５７．８　　　文献标志码：Ａ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｔｉｌｂｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ，ｅｍｏｄｉｎ　ａｎｄ　ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ
ｉｎ　ｒａｄｉｘ　ｐｏｌｙｇｏｎｉ　ｍｕｌｉｆｌｏｒｉ　ｂｙ　ｍｉｃｅｌｌａｒ　ｅｌｅｃｔｒｏｋｉｎｅｔｉｃ

ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ＷＵ　Ｘｉａｎ，ＣＨＥＮ　Ｇｕａｎ－ｈｕａ，ＷＡＮＧ　Ｋｕｎ，ＳＨＩ　Ｊｉｅ，ＷＵ　Ｃｈｕａｎ－ｑｉｎ

（Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｊｉａｎｇｓｕ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ　Ｊｉａｎｇｓｕ　２１２０１３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａ　ｎｅｗ　ａｓｓａｙ　ｉｓ　ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ　ｂｙ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｍｉｃｅｌｌａｒ　ｅｌｅｃｔｒｏｋｉｎｅｔｉｃ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｔｏ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ　ｓｔｉｌｂｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ，
ｅｍｏｄｉｎ　ａｎｄ　ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ　ｉｎ　ｒａｄｉｘ　ｐｏｌｙｇｏｎｉ　ｍｕｌｉｆｌｏｒｉ．Ｔｈｅ　ｆａｃｔｏｒｓ　ａｆｆｅｃｔｉｎｇ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｒｅ　ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ．Ｔｈｅ　ｒｕｎｎｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ　ｃｏｎ－
ｔａｉｎｓ　２５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｂｏｒａｘ，４０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｓｏｄｉｕｍ　ｄｏｄｅｃｙｌ　ｓｕｌｆａｔｅ　ａｎｄ　１０％ｅｔｈａｎｏｌ，ａｎｄ　ｉｔｓ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｉｓ　ａｄｊｕｓｔｅｄ　ｔｏ　９．５．Ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ

ｏｐｔｉｍｕｍ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ　ｌｉｎｅａｒ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｒａｎｇｅ　ｉｓ　２．０～１　０００ｍｇ／Ｌ　ｆｏｒ　ｓｔｉｌｂｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ，５．２～２６０ｍｇ／Ｌ　ｆｏｒ　ｅｍｏｄｉｎ　ａｎｄ　４．５

～２２５ｍｇ／Ｌ　ｆｏｒ　ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ．Ｔｈｅ　ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｒｅ　１．１０，０．２９ａｎｄ　０．４３ｍｇ／Ｌ　ｆｏｒ　ｓｔｉｌｂｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ，ｅｍｏｄｉｎ　ａｎｄ　ｃｈｒｙ－
ｓｏｐｈａｎｏｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｒｅ　９８．８％，９８．８％ ａｎｄ　１００．７％ｆｏｒ　ｓｔｉｌｂｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ，ｅｍｏｄｉｎ　ａｎｄ　ｃｈｒｙ－
ｓｏｐｈａｎｏｌ．Ｔｈｅ　ａｓｓａｙ　ｍｅｅｔｓ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｓｔｉｌｂｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ，ｅｍｏｄｉｎ　ａｎｄ　ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ　ｉｎ　ｒａｄｉｘ　ｐｏｌｙｇｏｎｉ　ｍｕ－
ｌｉｆｌｏｒｉ，ａｎｄ　ｃａｎ　ｂｅ　ａｐｐｌｉｅｄ　ｔｏ　ｑｕａｌｉｔｙ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒａｗ　ｍａｔｅｒｉａｌ　ｏｆ　ｒａｄｉｘ　ｐｏｌｙｇｏｎｉ　ｍｕｌｉｆｌｏｒｉ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｍｉｃｅｌｌａｒ　ｅｌｅｃｔｒｏｋｉｎｅｔｉｃ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｒａｄｉｘ　ｐｏｌｙｇｏｎｉ　ｍｕｌｉｆｌｏｒｉ；ｓｔｉｌｂｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ；ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ；ｅｍｏｄｉｎ

　　收稿日期：２０１１－０５－２３；修回日期：２０１１－０９－１０；责任编辑：张士莹
基金项目：教育部高等学校博士学科点专项科研基金资助项目 （２００９３２２７１１００１０）；江苏大学科研基金资助项目 （０８ＪＤＧ００１）；江苏省高

校优势学科建设工程资助项目

作者简介：吴　娴（１９８６－），女，安徽马鞍山人，硕士研究生，主要从事食品安全检测方面的研究。

通讯作者：陈冠华教授。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｈ＠ｕｊｓ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　何首乌为蓼科植物何首乌的干燥块根，其根和茎所含蒽醌类、二苯乙烯苷类和磷脂类化合物是其药理作
用的物质基础。二苯乙烯苷（２，３，５，４＇－四羟基二苯乙烯－２－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷）为何首乌主要的水溶性成分，具
有抗衰老［１］、提高免疫力、防止动脉硬化和保肝的药理作用，其含量作为何首乌及其制剂的质量控制指标。



蒽醌类成分是何首乌中公认的主要活性成分，现代药理学研究表明其具有抗菌消炎、利尿和抗肿瘤［２］、调节
免疫功能［３］等作用。
目前文献报道对二苯乙烯苷、大黄素、大黄酚的测定方法主要有紫外分光光度法、荧光法、薄层层析法、高

效液相色谱法［４－８］。胶束电动毛细管色谱（ＭＥＣＣ）是毛细管电泳的一种分离模式，具有分离效率高、分析速度
快、样品用量和试剂消耗小等突出优点，被广泛应用于蒽醌类［９－１０］、皂苷类［１１－１４］、酚酸类［１５－１６］、黄酮类［１７］、内酯
类［１８］和生物碱类［１９－２０］等多种天然药物成分的分离检测。尚小玉等在５ｍｉｎ内实现了对大黄中大黄酚、大黄素、
土大黄苷和大黄酸的分离［２１］；张国庆等分离了何首乌中的７种蒽醌类成分，但仅能检测出大黄素和大黄酸［２２］；
袁海龙等报道了以毛细管区带电泳模式检测何首乌中二苯乙烯苷的方法［２３］。对何首乌中二苯乙烯苷、大黄素
和大黄酚进行同时分离测定，可以为何首乌药材质量控制以及何首乌药效成分提取工艺研究提供检测方法，目
前尚无采用 ＭＥＣＣ法对此３种成分进行同时分离检测的报道。笔者对此进行了研究，与已报道的ＨＰＬＣ同时
测定何首乌中二苯乙烯苷和蒽醌类的方法相比，本方法分析时间较短，３种成分可同时检出。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

ＣＬ１０２０高效毛细管电泳仪（北京彩陆科学仪器有限公司提供）；电源（电压０～３０ｋＶ可调）；未涂层熔
融石英毛细管柱（６２ｃｍ×７５μｍ，有效长度为５０ｃｍ，产地为河北永年）；ＨＷ－２０００色谱工作站（邯郸市鑫诺
光纤色谱有限公司提供）；高速中药粉碎机（青州市精密制药机械制造有限公司提供）；ＢＳ１２４Ｓ电子分析天平
（赛多利斯公司提供）；ｐＨＳ－２型酸度计（上海第二分析仪器厂提供）；Ｂ５５００Ｓ－ＭＴ超声清洗机（上海必能信超
声有限公司提供）；优谱超纯水机（成都超纯科技有限公司提供）。
何首乌（镇江市售）；二苯乙烯苷对照品（昆明科翔生物科技有限公司提供，纯度＞９８％）；大黄酚、大黄素

对照品（上海博蕴生物技术有限公司提供，纯度＞９８％）；硼砂、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、甲醇，均为分析纯；水
为二次重蒸水（电阻率为１８２ｋΩ·ｃｍ）。

１．２　电泳条件
重力进样（１６ｃｍ×５ｓ），分离电压为１５ｋＶ，检测波长为２５４ｎｍ，温度为２５℃。缓冲体系为２５ｍｍｏｌ／Ｌ

硼砂－４０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＤＳ－１０％（体积分数）乙醇，ｐＨ 值为９．５。
第１次使用前，依次用１．０ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ、水、０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ、水和缓冲溶液冲洗毛细管５，３，１０，

３，１０ｍｉｎ，在２次运行之间依次用水、０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ、水和缓冲溶液冲洗毛细管１，２，１，２ｍｉｎ。为了保
证重现性，缓冲溶液每运行３次后要进行更新。

１．３　标准和样品溶液制备
精密称定二苯乙烯苷、大黄素、大黄酚适量，分别以甲醇为溶剂，配制成标准储备液（二苯乙烯苷质量浓

度为１　０００ｍｇ／Ｌ，大黄素质量浓度为５２０ｍｇ／Ｌ，大黄酚质量浓度为４５０ｍｇ／Ｌ），于４℃保存。在使用前，用
甲醇稀释为不同质量浓度的工作溶液。
将一定量的何首乌粉碎过１７７μｍ（８０目）筛。准确称取０．５　０００ｇ，加入３０ｍＬ甲醇溶液，超声提取６０

ｍｉｎ，冷却至室温，浸泡１２ｈ后过滤。将滤渣用２０ｍＬ甲醇超声提取６０ｍｉｎ后过滤，合并２次滤液，减压浓
缩并定容至１０ｍＬ，用０．４５μｍ滤膜过滤备用。

２　结果与讨论

２．１　硼砂缓冲液ｐＨ值的选择
缓冲液ｐＨ值对组分的峰形和迁移时间均有影响。当ｐＨ值低于８．５时，大黄素和大黄酚在６０ｍｉｎ内

未见出峰；随着ｐＨ值的升高，两者均可出峰，但大黄酚峰形有拖尾现象，这种现象是大黄素和大黄酚在较低

ｐＨ值条件下发生沉淀析出并被吸附于管壁上所造成的。如图１所示，随着ｐＨ值的继续上升，组分的峰宽
逐渐变窄，拖尾现象得到改善。当ｐＨ值在９．５以上时，大黄酚拖尾现象消失，但迁移时间会有所增加，综合
考虑迁移时间，选择缓冲液的最佳ｐＨ值为９．５。

２．２　硼砂浓度的影响
缓冲液浓度在一定范围内可影响到电渗流、组分与管壁的相互作用和组分区带的扩散。图２所示为硼

砂浓度为１０～３０ｍｍｏｌ／Ｌ时对组分峰宽的影响。当硼砂浓度较低时，大黄酚峰形拖尾严重；随着缓冲液浓
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度的增加，大黄酚峰宽逐渐减小，同时电渗流降低，组分的迁移时间增长；当硼砂浓度高于２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，基
线噪声较大，对检出限有不利影响。综合考虑峰形和基线噪声的影响，选择硼砂浓度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ。
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１—二苯乙烯苷；２—大黄素；３—大黄酚

图１　酸度对分析物峰宽的影响
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１—二苯乙烯苷；２—大黄素；３—大黄酚

图２　硼砂浓度对分析物峰宽的影响
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１—二苯乙烯苷；２—大黄素；３—大黄酚

图３　ＳＤＳ浓度对分析物迁移时间的影响
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ＳＤＳ浓度可影响组分的容量因子ｋ′，从而对
其迁移时间产生影响。ＳＤＳ浓度对分析物迁移
时间的影响见图３。从图３中可以看出，当ＳＤＳ
浓度超过４０ｍｍｏｌ／Ｌ 时，组分的迁移时间随

ＳＤＳ浓度的增大而增大，并且基线噪声明显增
强；而当ＳＤＳ浓度小于４０ｍｍｏｌ／Ｌ时，组分在管
壁上存在吸附现象，峰形拖尾，且随ＳＤＳ浓度增
大而逐步改善。这是由于缓冲液中的ＳＤＳ可以
通过疏水相互作用增强组分在胶束中的溶解，从
而对其在管壁上的吸附产生一定抑制。综合考
虑迁移时间、检出限和峰形，选择ＳＤＳ浓度为４０
ｍｍｏｌ／Ｌ。

２．４　乙醇体积分数的影响
有机溶剂可以改善组分在缓冲液中的溶解
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１—二苯乙烯苷；２—大黄素；３—大黄酚

图４　乙醇体积分数对分析物迁移时间的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ

度，从而使迁移时间变短，乙醇对分析物迁移时
间的影响见图４。从图４可以看出，当乙醇体
积分数小于５％时，迁移时间随乙醇体积分数
增大而减小；但当体积分数继续增大时，迁移时
间又会增大，这是乙醇体积分数升高导致电渗
流变小所致；当乙醇体积分数低于１０％时，大
黄酚由于管壁吸附而峰形拖尾；随着乙醇体积
分数的增加，大黄酚由于在缓冲液中溶解度增
加而使其吸附得以抑制，拖尾逐步改善。综合
考虑迁移时间和峰形的影响，选择乙醇的体积
分数为１０％。

２．５　分离电压的影响
研究了分离电压为８～１８ｋＶ时对组分迁

移时间的影响。结果表明，组分迁移时间随分
离电压升高而下降，但电压超过１５ｋＶ后将使
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基线噪声增大，影响检出限。综合考虑迁移时间和基线噪声的影响，选择分离电压为１５ｋＶ。

２．６　线性范围和检出限
按照优化的电泳条件对不同质量浓度的标准工作溶液系列进行测定，可得二苯乙烯苷、大黄素和大黄酚

的标准曲线。对空白样品测定后按３倍信噪比获得了组分的检出限，结果如表１所示。

表１　检出限、工作曲线及其线性范围
Ｔａｂ．１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｓ　ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ａｎｄ　ｌｉｎｅａｒ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｒａｎｇｅｓ

成分 检出限／（ｍｇ·Ｌ－１） 标准曲线方程 相关系数ｒ 线性范围／（ｍｇ·Ｌ－１）

二苯乙烯苷 １．１０　 Ｙ＝０．００３　９　Ｘ＋１．２１９　１　 ０．９９９　２　 １０～１　０００

大黄素 ０．２９　 Ｙ＝０．０００　９　Ｘ＋０．７０９　６　 ０．９９７　４　 ５．２～２６０

大黄酚 ０．４３　 Ｙ＝０．０００　４　Ｘ＋０．８８４　４　 ０．９９９　５　 ４．５～２２５

２．７　方法的日内和日间精密度
配制二苯乙烯苷、大黄素和大黄酚的标准溶液，于配制当日连续测定６次，可得日内迁移时间和峰面积

的ＲＳＤ值；对同一标准溶液在配制后６日内每日进行测定，可得日间迁移时间和峰面积的ＲＳＤ值，见表２。

表２　精密实验结果
Ｔａｂ．２　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ

成分
迁移时间ＲＳＤ值／％

日内 日间

峰面积ＲＳＤ值／％

日内 日间

二苯乙烯苷 ０．５９　 ０．６７　 ０．６３　 ０．５４

大黄素 ２．５０　 １．３２　 ２．１０　 ２．７０

大黄酚 １．７５　 ０．８４　 １．９０　 ３．１２

２．８　样品测定结果和加标回收率
按照样品制备方法制备６份平行样品，测得二苯乙烯苷的质量分数和相对标准偏差分别为１７．６ｍｇ／ｇ

和３．８％；大黄素的质量分数和相对标准偏差分别为１．１９ｍｇ／ｇ和３．３７％；大黄酚的质量分数和相对标准偏
差分别为０．１７ｍｇ／ｇ和２．９７％。对照品和样品的电泳图如图５所示。同时进行３个质量浓度级别的加标
回收率测定，结果如表３所示。
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１—二苯乙烯苷；２—大黄素；３—大黄酚

图５　对照品和样品的电泳谱图
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表３　回收率实验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝６）

成分 加入量／（ｍｇ·Ｌ－１） 回收量／（ｍｇ·Ｌ－１） 回收率／％ 平均值／％ ＲＳＤ值／％

二苯乙烯苷 １０．０　 ９．８０　 ９８．０　 ９８．８　 １．８４

２０．０　 １９．２８　 ９６．４　 １．３６

３０．０　 ３０．６３　 １０２．１　 ０．９５

大黄素 ２．００　 １．９１　 ９５．５　 ９８．８　 ２．６７

４．００　 ４．１２　 １０３．０　 ２．４５

６．００　 ５．８７　 ９７．８　 １．２３

大黄酚 ０．１５　 ０．１６　 １０６．７　 １００．７　 ３．４６

０．３０　 ０．２８　 ９３．３　 １．７４

０．４５　 ０．４６　 １０２．２　 １．９４

３　结　语

样品和加标回收率测定结果表明，本方法准确度和精密度较高，可满足何首乌药材质量控制的要求。
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合，共同完成了人体下肢运动控制仿真。建立ＧＵＩ人机交互界面，通过摄像头对人体下肢运动情况进行运
动捕捉，将人体下肢运动数据通过Ｓｉｍｕｌｉｎｋ及ＶＲ工具箱，驱动下肢三维仿真模型运动，实现了双足仿生电
动移动平台前期研究工作的运动仿真。
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