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MEKC和MEEKC两种模式测定龙胆中龙胆苦苷和马钱子苷酸的含量
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摘要: 目的  建立胶束电动毛细管色谱 ( MEKC)和微乳液毛细管电动色谱 ( MEEKC )分析龙胆药材中龙胆苦苷和马钱子苷酸

含量的方法。方法  采用加速溶剂萃取法 ( ASE)对龙胆药材进行提取, 萃取温度: 100 e , 压力: 9165MPa, 萃取时间: 10 m in。

采用未涂层熔融石英毛细管 (内径 75 Lm, 有效长度 50 cm )。分别考察了两种分离模式下电泳介质的构成和电泳过程中的各

操作参数对样品分离过程的影响,优化了 MEKC和 MEEKC的分析条件, 在各自对应的缓冲液体系下, MEKC和 MEEKC分离

电压分别为 30和 22 kV,柱温均为 25 e ,检测波长均为 238 nm。结果  在选定的工作条件下,龙胆苦苷和马钱子苷酸与其他

组分达到了基线分离, 两种成分的浓度与其响应信号值之间具有较好的线性相关性, 加标回收率在 9613% ~ 1051 1%之间,检

测限均低于 10 m g# L- 1,对 6处不同产地的龙胆药材进行了分析, 并对测定结果进行了 t检验,结果表明, 两种模式下,测定结

果之间不存在显著性差异, 而不同产地的龙胆药材的龙胆苦苷和马钱子苷酸含量之间存在较大差异。结论  本方法简便,准

确, 快速,重现性较好, 可用于龙胆药材有效成分的含量测定和质量控制。
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ABSTRACT: OBJECTIVE To develop MEKC andMEEKC modes for the determ ination o f gentiopicroside and logan ic ac id in ex-

tracts o f Rad ix Gentianae1 METHODS The ana ly te w as ex tracted from Rad ix Gentianae samp les by acce lerated so lvent ex traction,

and the extraction cond itions w ere optim ized1 Sepa ra tion and de term ination w ere carried out on a bared fused s ilica cap illa ry( 50 cm @

75 Lm ) w ith correspond ing bu ffer. The run vo ltage ofMEKC andMEEKC w ere 30kV and 22 kV respective ly. Detection wave leng th of

DAD w as at 238 nm and co lum n temperature w as 25 e 1 RESULTS The developed ASE-HPCE m ethod w as s imp le and reliable fo r

the determ ination o f g entiop ic roside and loganic acid in Radix Gentianae samp les w ith a bro ad linear dynam ic range, a recovery range of

9613% ~ 1051 16% , and the detection lim it w as be low 10 mg# L- 11 The contents o f gentiop icroside and logan ic ac id in six sam ples

from different reg ions w ere determ ined by the deve loped m ethod in tw o modes1 T- test value ind ica ted tha t the determ ined contents of

gentiop icroside and loganic ac id byMEKC andM EEKC w ere consistent1 CONCLU SION The m ethod is sim ple, accura te, rapid and

w ith good reproduc ib ility1 It can be used to de term ine active com ponen ts in Radix Gentianae1

KEY WORDS:  acce lera ted so lvent ex traction; MEKC; MEEKC; Rad ix Gentianae; gentiop icroside; loganic acid

  龙胆 ( Rad ix Gentianae)又名胆草、水龙胆、四叶

草,为龙胆科植物龙胆 (G entiana scabra Bge1)的根
及根茎,性寒,味苦,可用于清热燥湿,泻肝胆火。其

主要化学成分为裂环烯醚萜苷类化合物, 三萜类化

合物,多糖类化合物以及生物碱等
[ 1-2]
。龙胆苦苷

( C16H 20O 9 )和马钱子苷酸 ( C16H 24O 10 )是龙胆药材

中含量较高的两种活性成分, 属于裂环烯醚萜苷类

化合物, 2005年版 5中国药典 6采用龙胆苦苷作为指
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标性成分对龙胆药材进行鉴别和质量控制。目前对

该药材质控研究主要为龙胆苦苷含量的 HPLC定量

分析
[ 3-4]

, 仅有一篇文献报道了采用毛细管区带电泳

( CZE )模式测定龙胆苦苷的含量
[ 5]
, 龙胆药材中裂

环烯醚萜苷类化合物种类较多,在 CZE模式下龙胆

苦苷和马钱子苷酸与其他组分难以实现基线分离,

从而对其准确定量分析造成一定的干扰, 本实验探

索采用胶束电子电细管电泳 (MEKC )和微乳液毛细

管电动色谱 (MEEKC)两种模式对中药材龙胆中龙

胆苦苷和马钱子苷酸的含量进行定量分析, 以拓宽

高效毛细管电泳 (HPCE )技术在中药材分析中的应

用范围,笔者尚未见国内外有类似文献报道。

加速溶剂萃取方法 ( accelerated so lvent ex trac-

t ion, ASE)是一种在较高温度和压力的条件下, 用有

机溶剂进行萃取的自动化方法。与其他提取方法相

比,该法具有溶剂用量少、快速、提取效率高等优点。

该方法已被美国环境保护署 ( EPA )推荐为标准方法

(标准方法编号 3545) ,目前主要应用于环境样品分

析中的样品预处理过程
[ 6-7]

,本实验探索将该方法用

于中药材活性成分提取的研究。

1 实验部分

111 仪器与试剂

G1062A型 HPCE仪 (美国 Ag ilent公司 ) , 配有

二极管阵列检测器 ( DAD ), 未涂层熔融石英毛细

管,内径 75 Lm,有效长度 50 cm; ASE- 100型加速

溶剂萃取系统 (美国 D ionex公司 ) ; 828型 pH 测试

仪 (美国 Orion公司 )。

甲醇,乙酸乙酯,乙醇,十二烷基硫酸钠 ( SDS) ,

正庚烷,正丁醇, 硼砂均为分析纯试剂, 1 mo l# L
- 1

N aOH溶液,实验用水为 M ill-iQ超纯水。

龙胆苦苷对照品 (中国药品生物制品检定所,

批号: 0770-200106) ,马钱子苷酸对照品由本实验室

纯化制得 ( HPLC归一化法进行分析, 纯度大于

95% )。龙胆样品 (青岛康泰中药材贸易商社, 产地

分别为内蒙古, 河南, 吉林, 四川, 甘肃, 湖北 )。以

上药材均经国家海洋局第一海洋研究所黎先春教授

鉴定为正品。

112 对照品及供试品溶液制备

分别准确称取 1010 mg龙胆苦苷和马钱子苷酸

对照品,放入 10mL量瓶中,用甲醇溶解定容, 制成

1 g# L
- 1
的对照品储备液。

供试样品 (粉碎, 过 60目筛 )在 50 e 烘箱中干

燥 10 h,准确称取 110 g,以甲醇为溶剂,进行加速溶

剂萃取,萃取温度为 100 e , 压力为 9165MPa, 萃取

时间为 10 m in,萃取 1次 (实验证实,一次萃取即可

提取 95%以上的目标化合物,故无需多次提取 ), 洗

脱体积为萃取体积的 60%。提取液经旋转蒸发浓

缩后,用甲醇定容到 10mL,过 0120 Lm滤膜后作为
供试品溶液。

113 HPCE工作条件

两种模式下,每次进样分析开始前, 均依次用 1

mol# L
- 1
N aOH,超纯水和对应的缓冲液分别冲洗毛

细管各 5m in,分析过程中, 要及时更换缓冲液瓶中

的缓冲溶液,以保证两缓冲液瓶中缓冲液组分一致,

以保证分析的精度。研究过程均采用压力进样方

式, 压力为 5 kPa, 进样时间 5 s, 柱温均为 25 e ,

DAD检测波长为 238 nm, 带宽 8 nm, 参比波长 450

nm,带宽 20 nm。

MEKC: 运行缓冲液由 30 mmol# L
- 1
硼砂, 45

mmo l# L
- 1

SDS,体积分数 30%甲醇构成, pH 无需

再调,分离电压 30 kV。

MEEKC:运行缓冲液为含有 30 mmo l# L
- 1
硼

砂、体积分数 018%正庚烷、60mmo l# L
- 1

SDS、体积

分数 10%正丁醇的微乳液体系, 超声振荡 10 m in后

形成均一透明的溶液,用 1 mol# L
- 1
的 N aOH溶液

调 pH值至 1012。分离电压 22 kV。

2 结果与讨论
211 提取方法条件优化

本实验曾采用了煎煮回流法,超声辅助提取和

加速溶剂萃取 3种方法对样品进行提取,以龙胆苦

苷和马钱子苷酸的提取率为指标, 对 3种提取方法

进行比较。结果表明,煎煮回流法和超声辅助提取

对龙胆苦苷的提取率分别为 ASE的 91%和 86%,

对马钱子苷酸的提取率分别为 ASE 的 86% 和

77% ,且 ASE提取操作简单方便, 提取时间较短, 各

操作参数可控,提取过程重现性好,因而选用加速溶

剂萃取法进行提取。

在加速溶剂萃取的溶剂选择上, 考察了乙醇与

水混合溶剂 (乙醇-水 = 80B20), 甲醇, 乙酸乙酯, 正

丁醇 4种溶剂,结果发现,正丁醇和乙酸乙酯仅能对

部分成分进行提取;乙醇与水混合溶剂提取效率与

甲醇接近,但提取物需要蒸干后再用甲醇进行定容,

操作过程繁琐,且易造成目标化合物损失;而甲醇作

为提取溶剂时,效率较高, 多种成分得到高效提取,

提取后处理过程简单,因而选用甲醇作为萃取溶剂。

对加速溶剂萃取的各参数进行优化设计, 最终

确定以甲醇为萃取溶剂,萃取温度为 100 e ,压力为

9165MPa, 萃取时间为 10 m in, 萃取 1次 ( 1次萃取
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即可提取 95% 以上的目标化合物, 故无需多次提

取 ) ,洗脱体积为萃取体积的 60%。在此条件下考

察了本提取方法的回收率, 在样品中加入浓度分别

为 3%的龙胆苦苷和 1%的马钱子苷酸对照品, 对提

取液进行分析,计算得到本方法对龙胆苦苷和马钱

子苷酸的回收率分别为 9512%和 9712% ,证明本方

法提取效率较高。

212 HPCE最佳分析条件的选择

分别考察了在 MEKC和 MEEKC模式下缓冲液

组成和分离条件的变化对分离过程的影响, 优化了

分析过程中所涉及到的重要参数。

21211 MEKC最佳分离条件的选择  ¹ MEKC电

泳介质对分离过程的影响: 选择了磷酸盐和硼砂缓

冲体系进行研究,结果表明:硼砂缓冲体系优于磷酸

盐缓冲体系。在本工作中,加甲醇主要目的是增溶。

实验发现,甲醇的体积分数小于 10%时, 分离效果

不好, 且毛细管容易堵, 而甲醇的体积分数大于

40%,分离效果也不好,这可能是甲醇量过多, 影响

胶束的形成,从而影响分离效果。

以硼砂缓冲盐浓度, SDS表面活性剂浓度, pH

值,甲醇含量为考察因素, 进行 4因素 3水平L9 ( 3
4
)

正交实验设计, 最终选定 / 1130所示的条件为最佳

条件。

ºMEKC分离条件的选择: 采用了 17, 20, 23,

25, 28, 30 kV不同的分离电压进行实验, 结果发现,

随着电压的增大,能缩短分离时间,且峰形不会受到

显著影响,因而选用 30 kV为分离电压。实验观察

了分离温度为 20, 23, 25, 28, 30 e 对迁移时间和分

离效果的影响。结果发现, 温度对其改善作用不明

显,本工作选择接近室温的 25 e 。进样体积对于分
析结果有一定影响,进样体积过小, 重现性则较差,

信噪比较小,不利于分析, 进样体积过大则会对分离

造成影响,难以实现目标成分与其他成分的基线分

离,综合考虑,选用压力进样方式, 压力为 5 kPa,进

样时间为 5 s。

21212 MEEKC最佳分离条件的选择  ¹ MEEKC

电泳介质对分离过程的影响:本实验考察了在其他

条件固定的情况下缓冲液 pH 值在 810~ 1115内变
化时对 MEEKC分离选择性的影响。研究表明, pH

的变化对保留时间的影响不显著, 但是随着 pH的

增加分离度和柱效发生了显著改变, 在 pH低于 915
时峰形很差。在 pH 915~ 1115时, 随着 pH的逐渐

提高, 峰形得到改善但分离度有所降低。 pH 对

MEEKC分离的影响是个复杂的过程, 包括电渗流

( EOF)的变化、被分析物的电离和被分析物与油滴

间电荷相互作用的改变等, 因此分离选择性的改变

是综合作用的结果。综合考虑分离度和峰形, 选择

pH = 1012为最佳值。
SDS浓度是影响 MEEKC分离的重要因素, 它

影响组分的容量因子, 从而影响电迁移。本实验考

察了在其他条件固定的情况下, SDS浓度从 30 ~

100 mmo l# L
- 1
对分离的影响,结果表明, 当 SDS浓

度较低时分离较差,目标化合物与其他组分相互重

叠, 当 SDS浓度增至 60 mmo l# L
- 1
时, 各组分才达

到基线分离。随着 SDS浓度的增大,由于 EOF减小

以及油滴表面负电荷的增多, 保留时间随之延长。

综合 考虑 分析时 间和分 离度 的影 响, 选 择

60mmol# L
- 1
为 SDS的最佳浓度。

与 MEKC不同, 为了增加微乳液的稳定性, 需

加入助表面活性剂,助表面活性剂的选择需满足微

乳液的组分匹配规律。本工作对正丁醇和乙酸乙酯

进行实验,发现使用乙酸乙酯作助表面活性剂的微

乳液体系进行电动分离, 组分的保留时间重现性较

差, 原因是乙酸乙酯的亲水性较差,造成微乳液体系

的稳定性降低,分离重现性变差。实验还考察了在

其他条件固定的情况下,正丁醇浓度对分离的影响,

结果表明, 随着微乳体系中正丁醇的体积分数从

8%增至 14% , 迁移时间延长。原因是正丁醇浓度

增加,电渗流速度降低, 引起迁移时间增加; 正丁醇

浓度对柱效影响较大,综合考虑分析时间和分离度

等因素,选择正丁醇最佳含量为 10%。

实验比较了在其他条件固定的情况下,硼砂浓

度在 10~ 50 mmo l# L
- 1
内对分离的影响。结果表

明, 随着硼砂浓度增加, 龙胆苦苷和马钱子苷酸与其

他组分的分离效果有所改善,但分析时间增大。兼

顾分离效果和迁移时间两因素, 选择最佳硼砂浓度

30mmol# L
- 1
。

ºMEEKC分离条件的选择:在 10~ 30 kV内,

电压越高,分离速度越快, 但在较高电压下, 分离效

果及峰形较差, 且噪音明显增大, 不利于分析的精

度, 因而选用较为适中的 22 kV作为分离电压,效果

较好。考察了 20 ~ 40 e 之间的温度变化, 结果表

明, 温度对对分离过程影响不大, 因而选用室温 25

e 作为工作温度即可,无需进行特别的升温或降温

设定。

21213 样品分离效果  采用优化后的提取方法和

HPCE工作条件,测定对照品溶液和供试品溶液, 比

较两种对照品溶液及供试品溶液电泳谱图, 见图 1。
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可以看出在 / 1130所述的仪器工作条件下色谱峰峰

形较好,目标组分与其他组分达到了基线分离,可准

确测定其峰面积及峰高并进行定量分析。两种模式

均具有较为满意的分离度, 但 MEEKC的基线噪音

高于 MEKC, 这是由于 MEEKC缓冲液成分复杂造

成的。

图 1 MEKC和 MEEKC模式下对照品和龙胆药材提取物的

电泳谱图

A -对照品 (MEKC) ; B - 样品 (M EKC ) ; C - 对照品 (M EEKC ); D - 样品

(M EEKC); 1-龙胆苦苷; 2-马钱子苷酸

F ig 1 E lec tropherogram o f two standards and ex trac t o f Radix

Gentianae underMEKC andMEEKC mode

A - standard(M EKC) ; B- sample (MEKC) ; C- standard(MEEKC ); D - sample

(M EEKC); 1- gentiopicros ide; 2- loganic ac id

213 标准曲线的绘制
分别吸取 011, 012, 014, 016, 018, 110 mL 110

g# L
- 1
的对照品储备液, 用超纯水定容至 1 mL, 配

制成 011, 012, 014, 016, 018, 110 g# L
- 1
的标准溶

液。按照 / 1130所述工作条件分别进样分析, 分别

测定两种对照品的的峰面积,以峰面积为横坐标,对

照品质量浓度 (mg# L
- 1

)为纵坐标, 绘制标准曲线。

两种分离模式下,龙胆苦苷和马钱子苷酸的线性回

归方程及相关系数, 见表 1。分析结果表明, 在

011~ 110 g# L
- 1
内,两种对照品浓度与峰面积之间

呈良好的线性关系。
表 1 两种分离模式下龙胆苦苷和马钱子苷酸的线性回归

方程和相关系数

Tab 1 L inear equa tions and co rre la tion coeffic ient o f gen tiop-i

croside and logan ic ac id byMEKC andMEEKC m ode

M ode Gentiopicroside Loganic ac id

MEKC Y= 1. 656 5X + 1. 792 6 r= 0. 998 5 Y= 1. 352 8X + 0. 310 0 r= 0. 996 0

M EEKC Y= 1. 749 7X + 0. 254 6 r= 0. 983 7 Y= 1. 377 2X + 0. 446 9 r= 0. 996 0

214 两种模式的方法学考察及其比较
21411 精密度实验  按照 / 1120HPCE工作条件,

对龙胆苦苷和马钱子苷酸对照品溶液进行了 6次重

复进样分析,测得其峰面积和保留时间,分别计算其

标准偏差,在两种模式下, 两种对照品的峰面积和保

留时间 RSD值见表 2。结果表明,在两种模式下,仪

器都具有相当高的精密度, 但 MEEKC比 MEKC稍

差。

21412 稳定性实验  将供试品溶液按照 / 1120
HPCE工作条件, 分别在 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48 h时

进样测定,结果显示,供试品溶液中龙胆苦苷和马钱

子苷酸在 48 h内峰面积和保留时间无明显变化, 在

两种模式下,两种对照品的峰面积和保留时间 RSD

值, 见表 2。结果表明, 供试品溶液在 48 h内化学性

质稳定。

21413 重复性实验  精密称取同一种样品 5份, 按

照 / 2110处理方法制成供试品溶液, 按照 / 1120的

HPCE工作条件进样测定, 测得龙胆苦苷和马钱子

苷酸峰面积和保留时间,并计算其标准偏差,峰面积

和保留时间的 RSD值分别见表 2, 表明该方法重现

性良好。

21414 回收率实验  精密称取 110 g已知龙胆苦

苷和马钱子苷酸含量的龙胆样品 6份,定量加入对

照品,按 / 2110处理方法将其制成供试品溶液, 按

/ 1120的 HPCE工作条件测定加标回收率, 每份样

品平行进样 3次,结果取平均值, 并计算 RSD, 结果

见表 2。结果表明, 本法回收率高, 测定结果准确,

方法可行。

表 2 两种分离模式下测定龙胆苦苷和马钱子苷酸的方法

学参数

Tab 2 M ethodo logy factors o f gentiopicroside and logan ic acid

de term ined dyM EKC andMEEKC m ode

M ethodo logy facto rs
MEKC mode MEEKC mode

Gentiopicroside Loganic acid Gentiopicro side Loganic ac id

Prec is ion t /m in 0. 32 0. 18 0. 44 0. 30

RSD /% ( n = 6) 0. 41 0. 47 0. 53 0. 56

Stab ility t /m in 1. 55 0. 82 1. 63 2. 14

RSD /% ( n = 8) 0. 89 0. 27 1. 22 2. 31

Repea tability 2. 37 0. 81 2. 16 1. 29

RSD /% ( n = 5) 1. 35 0. 99 2. 08 1. 74

Recovery /% ( n= 3) 96. 3 98. 0 100. 5 105. 1

RSD /% 0. 98 1. 25 2. 33 3. 01

Detect lim it/mg# L - 1 6. 5 8. 2 9. 9 5. 7

21415 检测限实验  将样品逐级稀释进样, 测定其

峰高响应值及基线噪音强度, 以 3倍信噪比计算其

检测限,结果表明, 在选定的仪器工作条件下, 龙胆

苦苷和马钱子苷酸检测限均低于 10 mg# L
- 1
。

215 样品测定

将 6处不同产地龙胆样品, 按 / 1120处理方法
将其制成供试品溶液, 按 / 1130HPCE工作条件, 测

定其中龙胆苦苷和马钱子苷酸的含量,每批样品进

行了 3次平行测定, 结果见表 3。由表 3中结果可

见, 不同产地龙胆样品中龙胆苦苷和马钱子苷酸含

量差异较大,内蒙古产龙胆样品中龙胆苦苷和马钱
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子苷酸含量均为最高, 而湖北产龙胆样品中龙胆苦

苷含量最低,四川产龙胆样品中样品中马钱子苷酸

含量最低。两种模式对龙胆苦苷和马钱子苷酸含量

的测定值均较为接近。两种对照品的含量之间并无

明显的对应关系。仅以龙胆苦苷含量为标准, 6处

不同产地的龙胆药材均能满足 2005年版 5中国药

典6规定的龙胆质量标准。采用 t检验对两种模式

的测定结果进行比较,对各不同产地龙胆药材中两

种成分的测定结果分别进行计算, 取 A= 0105, f = n1

+ n2 - 2 = 4, 所得 t值均小于 t ( A, f )的临界值

21776,表明两种模式下的测定结果之间不存在显著
性差异。

表 3 6处不同产地龙胆样品中龙胆苦苷和马钱子苷酸的含量. n= 3

Tab 3 Contents o f gentiopicros ide and logan ic ac id in Rad ix Gentianae of s ix different reg ions. n= 3

Produc ing

area

MEKC mode /% MEEKC mode /%

Gentiopicroside L oganic acid G en tiopicros ide L oganic acid

Conten t R SD Content RSD Content RSD Content RSD

N eimenggu 4. 80 1. 92 1. 42 2. 29 4. 76 3. 21 1. 38 2. 18

H enan 2. 35 1. 96 1. 00 3. 41 2. 32 1. 33 1. 07 2. 22

Jilin 3. 97 2. 31 0. 92 1. 73 3. 89 2. 52 1. 03 2. 16

Sichuan 1. 89 3. 11 0. 82 2. 82 2. 01 2. 62 0. 90 3. 27

G ansu 3. 66 0. 98 1. 01 0. 86 3. 61 3. 13 1. 06 0. 98

H ubei 1. 36 1. 57 1. 37 2. 31 1. 35 1. 05 1. 35 1. 59

Average 3. 005 1. 98 1. 09 2. 24 2. 99 2. 31 1. 13 2. 07

3 结  论
本实验所建立的龙胆中龙胆苦苷和马钱子苷酸

的 MEKC和 MEEKC分析方法具有前处理过程简

单,提取效率高, 分离效果好,运行费用低,重现性高

等优点,与 MEKC相比, M EEKC具有分离时间短,

分离电压低等优点, 但其稳定性和精密度不如

MEKC。两种方法均可用于龙胆药材中龙胆苦苷和

马钱子苷酸含量的测定及其质量控制, 将其用于实

际的提取物分析工作中,方法快捷,结果可靠。本实

验的研究拓宽了 HPCE技术在中药材分析中的应用

范围, 对其他药材中类似成分的分析具有一定的借

鉴意义。采用 MEKC建立龙胆药材指纹图谱的方

法正在研究中。
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