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摘要

毛细管电泳一安培检测联用技术及其应用研究

毛细管电泳(Capillary Electrophoresis，CE)是近二十年来发展最快的分离分

析技术之一，它将分离柱效提高到上百万理论塔板数，进样量也从微升水平进入

纳升水平，其研究和应用涉及环境分析、药物分析、生化分析等几乎所有的分析

化学领域。但毛细管电泳较小的进样量和极细的毛细管通道内径也给检测也带来

了困难。紫外、激光诱导荧光、质谱等各种检测方法都具有一定的优点，但往往

存在仪器比较昂贵、衍生化步骤烦琐等缺点。电化学检测中的安培检测技术，具

有比紫外检测更高的灵敏度，且仪器简单、价格成本低、线性范围宽、操作简便，

因而其与毛细管电泳联用后在分析化学领域得到了广泛的研究和应用。

同高效液相色谱分离相比，毛细管电泳在分离效率和仪器等方面有明显的优

势。但由于毛细管电泳进样量远远小于液相色谱，利用紫外或荧光检测时光程很

短，导致浓度检测灵敏度较低，不能满足有些痕量分析的要求。利用毛细管电泳

本身的一些特殊性质，通过改变其进样和分离时的一些条件，如采用电堆集、场

放大进样和等速电泳等简单易行的方法，可以显著提高毛细管电泳检测灵敏度。

本论文的目的之一是研究毛细管电泳一安培检测联用技术(CE—AD)qU提高灵

敏度的方法，包括场放大进样和等速电泳等。论文也探讨了毛细管电泳．安培检

测联用技术在药物分析、生化分析、食品分析中的一些应用。主要内容共分为六

奄：

第一章为绪论。在该章中综述了毛细管电泳的特点、分离模式和理论基础、

联用的检测器、提高灵敏度的方法、毛细管电泳．安培检测的理论研究和应用现

状等，并简单介绍了本论文的目的意义。

第二章共分为两节。在第一节中探讨了毛细管电泳一安培检测法测定复方降

压中药珍菊降压片中两个含量较高的有效成分：芦丁和氢氯噻嗪。在最佳条件下，

这两种分析物在12rain内能够被很好的检测出，在碳电极上也有较大的电流响

应，检测灵敏度分别是7．02x104 nA．Umol和2．17x105 nA．L／mol，检测限分别是

5．0×10。molL“和2．0x10‘7 molL‘1(s／N=3)。应用该联用技术成功测定了这两种有

效成分体内代谢后在尿液中的含量。

在第二节中探讨了使用不同稀释剂时毛细管电泳一安培检测中的场放大进样
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摘要

现象。我们通过研究用不同稀释溶剂对在水溶液中分别带正电荷、中性电荷、负

电荷的盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁三种组分稀释后电流响应的变化，探索了在

毛细管电泳电动迸样时稀释溶剂对场放大进样的影响规律。从实验中发现：a．改

变样品溶液的酸度，可以实现带正电荷、负电荷的离子同时进行场放大进样，该

法比以往改变电极极性的方法简单易行；b．使用更高的缓冲溶液稀释样品，也

可以使带负电荷的离子达到场放大进样：c．通过选择合适的稀释溶剂，可以调

节同一样品中不同成分的检测灵敏度，使其电流响应可以达到同～数量级水平。

如在珍菊降压片中，盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁三种有效成分的相对含量相差

上百倍，若用缓冲溶液稀释样品，其电流响应难以在同一张电泳图上反映出，但

用水做稀释剂，它们的电流响应可以在同一张电泳图上直观地反映出来。

第三章包括两节内容。在第一节中讨论了毛细管区带电泳一安培检测法间接

测定Fenton反应中的羟基自由基的条件。在30mmol·L～Na28407．HCl(pH 7．4)

缓冲溶液中，实现了水杨酸、2，3-DHBA和2，5-DHBA的完全分离，检测限达到了

10’8m01／1数量级。并且通过对当归多糖对羟基自由基的清除能力的研究，证明

该方法可用来鉴定不同药物对羟自由基的清除能力。

在第二节中探讨毛细管电泳．安培检测中的等速电泳富集现象。由于人体内

新陈代谢产生的自由基的浓度极低，如在尿样中羟自由基捕获剂的浓度在

101mol／1数量级，所以毛细管电泳一安培检测法尚不能直接进行生化样品中羟自

由基的测定。我们尝试了用毛细管瞬时等速电泳的方法对2，3一DHBA进行了管内

富集，选用对甲基苯甲酸为前导电解质，运行缓冲溶液为终止电解质，使

2，3-DHBA的检测限降低了20倍，在灵敏度上达到了进行生化样品中羟自由基分

析的要求。本文对适合于毛细管电泳一电化学检测特性的等速电泳条件也作了初

步的探讨。

第四章利用胶束电动毛细管电泳．安培检测联用同时测定了食品中的活性胺

及其前体氨基酸。我们以碳圆盘电极为工作电极，用胶束电动毛细管电泳．安培

检测法(MECC—AD)同时分离和检测食品中生物活性胺及其前体氨基酸，即色胺、

酪胺、色氨酸和酪氨酸。所建立的方法简单、可靠、重现性较好。分离和检测的

最佳条件是：o．02tool-L‘1硼酸钠(Na28207)～氨氧化钠(NaOH)缓冲溶液(PH

10 35)作为运行缓冲液，其中含0．03 mol-L。十二烷基硫酸钠(SDS)；分离电压为
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摘要

20kV；检测电位为+0．80V(Vs．SCE)。在优化条件下，色胺、酪胺、色氨酸和酪

氨酸得到完全分离，在三个数量级范围内，峰电流与待测物呈良好的线性关系，

检测限(S／N=3)达到1．O×10—7mol·L～。将建立的方法用于实际样品米酒的测定，

测定结果令人满意。

第五章应用毛细管电泳一安培检测测定中药杂多糖的组成。中药杂多糖的组

成分析多使用气相色谱法和液相色谱法，在分离和检测过程中往往需要复杂的衍

生化步骤。我if]N用毛细管区带电泳一安培检测法可以直接测定中药多糖水解后

的单糖组成。在选定的最佳条件下，当归多糖和亚麻多糖的水解产物～岩藻糖、

半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖在25min内实现完全分离而且在铜电

极上有很好的电流响应。这六种单糖的线形范围都在5．0×i04—2．Oxl01mol·L1

之间，检测限低于或接近i01 mol·L1(S／N=3)。实验表明当归多糖由岩藻糖、

半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖组成，其摩尔比为1．0：13．6：15．0：

8。7：21，3：3．7，亚麻多糖由半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖组成，其摩尔比为

1．0：4．98：1．I。所提取的两种多糖的纯度分别为98．3％和97．6％。该方法具

有分析速度快、仪器简单、灵敏度高和重现性好等优点。

第六章内容是血浆中水溶性小分子抗氧化剂的毛细管电泳一电化学检测研

究。人体内的水溶性小分子抗氧化剂包括抗坏血酸(Vc)、谷胱甘肽(GSH)、尿酸

(uA)、色氨酸(Try)和半胱氨酸(Cys)等。这些小分子抗氧化剂的分析主要以高

效液相色谱一紫外／电化学检测联用为主，其中电化学检测比紫外检测有更高的灵

敏度。本文应用毛细管电泳一电化学检测方法，以金属铜电极为检测电极，探索

了测定人血浆中水溶性小分子抗氧化剂谷胱甘肽(GSH)、尿酸(UA)、色氨酸(Try)

和半胱氨酸(Cys)的最佳条件。在最佳实验条件下各组分的线性范围在

1．OxlOt5．OxlO。moiLl内，检测限在i0"moiL。1数量级。该法具有分析速度快、

灵敏度高等优点，对血浆样品的测试获得了满意的结果。

关键词：毛细管电泳；安培检测；场放大进样；瞬时等速电泳；氨基酸；羟自由

基；氨基酸；中药多糖；抗氧化剂
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Abstract

Study Oil Technique and Application of Capillary

Electrophoresis with Amperometric Detection

Capillary Electrophoresis(CE)is one of the most important separation

techniques in recent twenty years．Because the theoretical plate number is great

developed tO tens of thousands and even millions and the volume of sample injection

reaches nano milliliter level in CE analysis，it is studied and applied to most analytical

areas．However,the small sample injection volume and very thin capillary bring about

difficulties to detections．The common used detection methods are ultra—violet(uv)，

laser induced fluorescence(LIF)，mass spectra(Ms)and electrochemical detection

(ED)．Every detection method performs some advantages and suffers from some

shortages too．For example，LIF and MS are very sensitive but the instrumentations

are very expensive，and some complicated derivation procedures are needed．

Amperometric detection(AD)，one kind of electrochemical detections，is more

sensitive than the conTlTlOn used UV detection，and have many merits when coupled

with CE，such as simple instnmaentation and operation，low cost，wide linear range，

etc．The combination of CE with AD is extensively studied and applied in most

analytical fields for its above advantages．

The advantages of CE in separation efficiency and instnunentation are obvious

when compared to HPLC．HoweveL the concentration detection sensitivity of CE is

much lower than HPLC owing to its smaller sampling volume and the short light
distance when coupled with UV or FI detectors，The detection sensitivity of CE could

be great improved by some special characters itself such as field-amplification-

injection and isotachophoresis．

One goal of this dissertation is to explore the methods of improving the

sensitivity of CE—AD．Another one is applying this CE—AD technique to resolve some

actual analytical problems in pharmaceutical analysis，biochemical analysis and food

analysis．The contents of t}1iS dissertation include six chapters：

In the first chapter,the characteristics of CE，the separation models and baSic
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theories of CE，the detectors，the sensitivity—enhanced methods，the studies and

applications of CE—AD simply is introduced．The goal and significance of this

dissertation are introduced too．

Chapter 2 includes two sections．In the first section，capillary zone

electrophoresis(CZE)with anaperometric detection(AD)was firstly applied to the

simultaneous determination of rutin(RT)and hydrochlorothiazide(HCT)in compound

Chinese herb medicines and human urine samples．The two analytes could be perfectly

analyzed within 12 min and showed significant current responses at carbon electrode under

the optimum conditions and their detection limits were 5．Oxl0。7 molL‘。and 2．0x10。7 moIL‘1

respectively(sIN231．

In the second section of this chapteL we explored the effects of diluents during

electro—kinetic sampling on field amplification injection by studying the changes of

current responses of clonidine hydrochloride，hydrochlorothiazide and mtin which are

originally positive，neutral，negative respectively in water solution when diluted in

different solvents．It was found that the simultaneous field amplification injection for

positive and negative particles could be carried out by changing the acidity of samples．

This method is much easier than convening electricity polarity．The effect for

negative particles could be also reached by using buffer solution with higher

concentration as diluents．nle detection sensitivity of different ingredients existed in

one sample could be adjusted and then their current responses could be reach the same

magnitude level by using suitable diluents．For example，the current responses of

clonidine hydrochloride，hydrochlorothiazide and mtin are difficult to compare clearly

in the same electropherogram if using the running buffer aS diluent because their

contents ar'e different in one hundred times．But，their current responses could be

compared clearly in one electropherogram ifwater is used as the diluent．

Chapter 3 includes two sections too．In the first section，the indirect

determination of hydroxyl radical(OH‘)by CZE·AD Was studied by measuring its

reaction products with salicylic acid(SAL)：2，3一dihydroxybenzoic acid(2,3一DHBA)

and 2,5一dihydroxybenzoic acid r2,5一DHBA)．The optimunl conditions of CZE—AD for

the determination of 2,3·DHBA and 2．5-DHBA were explored．Under the optimum
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Abstract

conditions，SAL，2,3一DHBA and 2,5-DHBA could be perfectly separated within 1 5

min．a11d the detection limits were as low as 2x10‘8mol 1～，which were much better

than CE，UV method．The method was also applied to study the scavenging activity

of angelica polysaccharide．The experimental results showed that the introduced

CZE—AD method was very sensitive and practical in both the determination of free

OH·and evaluation ofthe activities ofOH‘scavengers．

In the second section of this chapter,the method of transient capillary

isotachophorsis with AD was studied．Because the concentration of OH‘produced

during the metabolism in human beings is very lOW,such as it is about at 1 0。9mol／1

level in urine sample，it is impossible to directly detect OH’in biochemical samples

by CE—AD。We tried to gather 2,3一DHBA 20 times by transient isotachophoresis by

selecting p-methyl benzoic acid as lead electrolyte and running buffer as terminate

electrolyte，SO the detection sensitivity could reach the requirement of biochemical

analysis．The special conditions of transient isotachophoresis coupled wim AD were

tentatively studied too．

In chapter 4，the simultaneously determining biogenic amines and their

precursor amino acids in food by MECC-AD was studied．The optimal conditions

of separation and detection of typtamine，tyramine，tryptophan and tyrosine were

0．020 tool·L～borate．NaOH(pH 1 0．35)containing 0．03 m01．L。1 sodium

dodecylsulphate(SDS)as running buffer,20 kV as separation voltage，and+800 mV

(VS，SCE，at carbon disk electrode)as detection potential．Under the optimum

conditions，the four analytes were separated completely within 15 minutes，and good

linearity,reproducibility and recovery results were obtained．BaSed on three times

standard deviation of a low level sample，the detection limit for the four analytes were

as low as at 1 0～mol-L～level．This method was also successfully used in the analysis

ofactual rice spirit，and satisfactory aSsay results were obtained．

Chapter 5 is determining the constituent monosaeeharides of hetero

polysaceharides in traditional Chinese herbs by CE-AD．GC and HPLC are

usually to the constituent monosaccharides analysis of hetero polysaccharides，but

complicated derivation procedures are necessary both in separation and detection．In
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Abstract

this paper,CE—AD applied to indirectly determine the compositions of

hetero-polysaccharides angelica sinensis and flax by analyzing their hydrolyzed

products：fucose，galactose，glucose，arabinose，rhamnose and xylose．Under the

selected optimum conditions，the six monosaccharides could be perfectly separated

within 25 min and showed significant current responses at copper electrodes．The

linear ranges of the six monosaccharides were all from 5．OxlO～to 2．0×104 molL’1

and their detection limits were lower or near 1．Ox l O‘6 molL～(S／N=3)．Experiments

showed that the angelica sinensis polysaccharides were composed offucose，galactose，

glucose，arabinose，rhamnose(mole ratio 1．0：13．6：15．0：8．7：21．3：3．7))and the

flax polysaccharides were composed of galactose，glucose and arabinose(mole ratio

1．0：4．98：1．1)，and the purity of these polysaccharides leached by the introduced

leaching method were 96．3％and 94．6％respectively．Analyzing polysacchafides by

this method has some merits of quickness，low—volume sampling，simple instrument，

high sensitivity and high reproducibility．

Chapter 6 is determining the small water-soluble antioxidants in plasma by

CE-AD．The small water-soluble antioxidants in plasma including GSH，UA，Try and

Cys are very important to human being health and their detection is significant too，

The optimum conditions of determining GSH，UA，Try and Cys by CZE—AD based on

metallic copper electrode were detailed studied．The optimum conditions of CZE-AD

were separation voltage 1 5 kV,running buffer 25mmolL～Na28407．50molL。1

NaH2P04(pH 7．9)．kinetic injection time 30 S and detection potential 0,5 V The

linear ranges ofthe four analytes were(1．0～5．O)×10"6N5．OxlO．4molL。1 and the limits

of detection were about 10‘6 molL～under the optimal experimental conditions．This

method performed some advantages in quickness，hi曲sensitivity and simple

instrumentation，and satisfactory results were obtained when it was applied to

analyzing human plasma samples．

Key words：Capillary electrophoresis；Amperometric detection；Field amplification

injection；Transient isotachophoresis；Amino acids；Hydroxyl radical；

Polysaccharides；Antioxidants
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第一章绪 论

第一章 绪 论

第一节毛细管电泳概述

毛细管电泳(Capillary Electrophoresis，CE)是近二十年来发展最快的分离分

析技术之一，是分析科学中继高效液相色谱之后的又一重大进展，它将分离柱效

提高到上百万理论塔板数，进样量也从微升水平进入纳升水平，其研究和应用涉

及环境分析、药物分离、生化分析等几乎所有的分析领域，尤其是多通道集成芯

片毛细管电泳技术的出现，极大提高了DNA测序的速度，使人类基因组草图的

绘制工作提前三年完成。

毛细管电泳是一类以毛细管为分离通道、高压直流电场为驱动力的新型色谱

分离分析技术，其仪器部分包括高压电源、样品／缓冲溶液池、毛细管、样品检

测器、数据采集器等[见图1]。在高压直流电场的作用下，缓冲溶液中的带正电

荷的离子会从正极往负极移动，带负电荷的离子会从负极向正极移动，从而达到

分离。实际上，石英毛细管在pH大于3时，其表面带有负电荷，和缓冲溶液形

成双电层。当外加电压时，双电层中的水合阳离子层会导致缓冲溶液整体向负极

移动，形成电渗流(EOF)。因而离子在毛细管内的实际迁移速率为其电泳速率和

电渗流速率的矢量和。

Fig．1 Normal Instruments ofCapillary Electrophoresis
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第一章绪 论

毛细管电泳技术是瑞典科学家Hjenen首先提出的[1】，他用壁涂甲基纤维素

的3 mm ID(内径)石英管进行电泳分离。1970年，Everaerts用等速电泳系统

做CZE分离，操作简单但柱效较低[2】。1979年，Mikkers等进行了理论研究，

通过减少进样量并采用较细的毛细管可以抑制区带电场畸变和对流，从而获得高

效率。实验证明在pmol级进样量下，O．2mm i．d的管子可以获得小于10 u m板

高的效率[3】。1981年，Jorgenson和Lukacs【4】用75 u m i．d的毛细管，在30

kV的电压下进行电泳，可以产生40万理论塔板数的效率，并实现了正、负离子

的同时分离，同时对高电场和小内径对柱效的决定性影响、分离机理等问题进行

了探讨。他们的研究使CZE取得了突破性进展，奠定了毛细管电泳的理论基础。

1987年njerten用毛细管进行传统的等电聚焦电泳，提出了毛细管等电聚焦

(Capillary Isoelectric Focusing，CLEF)【5]。同年，Cohen和Karger发表了所做

的毛细管凝胶电泳工作(Capillary Gel Electrophoresis，CGE)[6]，这是现代效率

最高的分离方法。到1988年，出现了第一批毛细管电泳商品化仪器，CE开始突

飞猛进的发展。

与高效液相色谱(HPLC)相对应，毛细管电泳也称为HPCE，它具有以下一些

优点：

a)分离效率高，灵敏度高，分析速度快。在毛细管电泳中，柱效一般为每

米几十万理论塔板数，高的可达每米100万以上，而在凝胶电泳中这一指标可达

到几百万甚至上千万，可以完成其他分离方法不能完成的手性分离等。商品仪器

的操作已可全部自动化，通常的分析时间不超过30rain，在采用电化学检测器时，

毛细管电泳的检测限可达10～一10一mol／1，而激光诱导荧光检测器的灵敏度更高。

b)分离适用范围广。从无机离子到DNA片段，都可用于分离，尤其多用

于分离生物多聚体如肽类、蛋白质、核苷酸、金属离子、无机离子及药物。

c)多种分离模式。 在同一硬件条件下提供毛细管区带电泳(czE)，胶束

电动力学毛细管色谱(MEKC)，毛细管色谱(CEC)，毛细管等电聚焦(ClEF)，

毛细管凝胶电泳(CGE)，毛细管等速电泳(CITP)等多种分离模式，可根据样

品的不同理化特性，选择合适的分离模式。

d)样品、试剂用量小，经济意义大。CE的样品用量只需几纳升，缓冲液只

需几毫升，仅为HPLC的几百分之一。而且CE有很大的选择性，可以根据分子
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的性质(如大小，电荷数，手性，疏水性等)对极广泛的对象进行有效分离，为

达到相似的目的，HPLC则要消耗许多价格昂贵的柱子和溶剂。

e)易微型化。毛细管电泳技术中的石英柱内径为几十微米，外径为300～500

微米左右，分离通道可以较短，由于进样量、缓冲溶液流量都相当小，样品池可

以很小，这样各个系统可以集中制作在一片玻璃或硅胶片上，实现微型化。毛细

管电泳芯片是目前研究广泛的微流控分析技术的核心。

f)仪器简单，柱子价格低廉，进样、清洗等操作简单。

目前，国际上的毛细管电泳研究侧重于应用，但方法本身的完善和发展工作

也同步进行。一般来讲这种发展和完善主要涉及到毛细管电泳的分离模式、进样

和检测器几个重要方面。

第二节毛细管电泳分离模式及其理论基础

2．1毛细管区带电泳(CZE)

毛细管区带电泳是一种最简单的毛细管电泳分离技术，是目前毛细管电泳中

最基本、应用最为广泛的一种分离模式。整个分离过程在内部充满缓冲液、两端

施加高压的石英毛细管中进行。其机理是溶液中的被检测物在电场的作用下根据

不同的荷质比发生迁移，由于粒子淌度不同而实现分离。但是，CZE只能分析

荷电粒子，对于中性粒子，由于其不存在淌度差异而不能实现多种粒子的分离

【4】。

毛细管电泳中带电离子的迁移速度和淌度(电迁移率)为：

丫=‰E

(1r： 迁移速度， №。： 电泳迁移率， E：电场)

‰=q／6 nrlr

(q：离子电荷数， q：溶液粘度， r：离子半径)

但由于毛细管中的溶剂因轴向直流电场作用而导致电渗，其速率为

peo=(￡<／4兀11 r)

(№o：电渗率，”：黏度， <：管壁的电动势，r：毛细管半径)
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因此，uH带电离子在毛细管电泳中的实际迁移速率为：

在CZE模式中影响分离的最主要因素是缓冲液的成分和pH值。一种理想

的缓冲液应该使电导率低(为了在高电压下不产生高电流)且对分离的干扰最小，

常见的有磷酸、硼酸、柠檬酸、磷酸／硼酸缓冲液。CZE可应用于蛋白质和肽类

的分离，但由于会在毛细管表面产生<一电势造成区带扩展或分离失败，所以分

离设定的pH值应高于被检物等电点1—2个单位，或者增加缓冲液的离子强度。

2．2胶束电动毛细管色谱(MEKC)

1984年，Terabe用含SDS(十二烷基磺酸钠)的胶束溶液分离了中性分子[7】，

建立了毛细管电泳的一个重要分支，即胶束电动毛细管色谱(Micellar

Electrokinetic Capillary Chromatography,MEKC)。MEKC弥补了czE分离模式的

不足，它不仅可以测定荷电离子，而且可以测定中性粒子。在该分离模式中，要

向缓冲溶液中加入表面活性剂(如十二烷基磺酸钠，SDS)使之与被测物分子形

成胶束，它可以作为“准固定相”，由于胶束相的电泳速度不同，从而实现各种

粒子的分离。近年来，各种各样的表面活性剂得到了研究，如环糊精、聚乙烯吡

啶等，并在许多样品测试中得到了应用[8～11]。

2．3等电聚焦(CLEF)

由于两性电介质在分离介质中的迁移形成了pH梯度，由此蛋白质可以根

据各自不同的等电点进行分离。当蛋白质顺着这一梯度迁移到相当于其等电点的

位置时，就在该点停下来，由此产生一个非常窄的区带，不同蛋白质等电点不同，

所形成区带位置不同，从而实现蛋白质的分离。该分离模式可以用来测定蛋白质

的等电点，分离异构体或其它方法难以分离的蛋白质，而且由于其分辨率极高，

可以用来获取适量的蛋白质纯品【12—14]。

2．4毛细管凝胶电泳(capillary gel electrophoresis．CGE)

毛细管凝胶电泳是以凝胶为载体的电泳方式，常用的凝胶是聚丙烯酰胺和琼
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脂糖。凝胶是毛细管电泳的理想介质，能限制谱带展宽，所得峰形尖锐，柱效极

高。其原理为交联的聚丙烯酰胺具有三维多孔结构，是一种优良的筛分介质，溶

质按分子大小进行分离。该分离模式在DNA测序和限制片段分析方面展现出优

异性能，成为蛋白质、多肽、寡核苷酸和DNA等生物大分子分离分析的有利工

具。由于在毛细管中灌制凝胶有一定的难度，近年来发展了非胶筛分介质，如线

性聚丙烯酰胺，甲基纤维素、羟丙基甲基纤维素、聚乙烯醇等，这些物质适合于

DNA测序『15-171。

2．5毛细管电色谱(CEC)

毛细管电色谱是将高效液相分离技术中的诸多固定相微粒填充到毛细管中，

以样品与固定相之间的相互作用为分离机制，以电渗流为流动相驱动力的色谱分

离技术。它突出的优点是可以同时分离带电离子与中性分子，而且通过控制分离

条件实现更好的分离效率。它结合了毛细管电泳和高效液相的优点，既有毛细管

电泳的高效率，又有高效液相的高选择性，是一种很有发展前景的分离模式，在

药物分析中已经取得了很好的应用[18-20】。

2．6毛细管矩阵电泳(CAE)[21]

毛细管矩阵电泳(capillary array electrophoresis，CAE)是将几十根甚至上百根

等长的毛细管平行并列在一起，同时分离检测大量样品。它是在常规CE原理和

技术的基础上，结合微型制造技术设计出来的一种检测技术，它具有物料通量大，

可以实现几十或几百个样品同时分析，单个样品分析成本低的特点，同时，由于

毛细管很多，起到了分流作用可以施加更高的电压，在保证分离效率的同时减少

了分离时间。CAE在高效快速的分离、高灵敏度的检测、灵活性的设计和多功

能单元的集成方面的潜力已逐渐显示出来。如将PCR反应器集成在芯片上，可实

现对PCR扩增的实时监钡1J[221。

2．7毛细管电泳芯片[23]

微流控毛细管电泳是“芯片实验室”(1aboratoryon．chip)的一个重要方面，它

通过石英、玻璃、PDMS板上刻蚀的网状结构实现样品分离，毛细管槽和其他贮

样池可以通过激光刻蚀或化学法刻蚀，分离段长度一般在5厘米左右，电压为几
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百伏。该模式由于柱短，场强大，因此分离速度快，比常规的毛细管分离时间大

大缩短。分离效率也很高，同时样品用量少，检测限低，目前多在实验室研究阶

段，刚刚开始商品化[24～27]。

2．9非水毛细管电泳(NACE)

CE通常是在以水为溶剂的缓冲溶液中进行的，这限制了分析物的使用范

围，而如果用纯有机溶剂替代水介质来完成特殊样品的电泳分离，即非水毛细管

电泳法(nonaqueous capillary electrophoresis，NACE)，则可以解决这个问题。这种

分离模式具有灵敏度高、改善分离、减少毛细管内壁吸附等很多优点。NACE由

Walbrohel等【28]于1984年首次以乙腈为非水溶剂分离了几何异构体喹啉和异喹

啉，取得了不错的效果。目前，NACE应用的研究热点集中在有机溶剂、电解质、

检测器的选择以及方法的优化等方面。NACE主要用于分析不易溶于水而易溶于

有机溶剂的物质，分离在水溶剂CE中淌度十分相似的物质，但仍存在很多限制

性因素，而且要选择合适的有机溶剂有一定的难度。

第三节毛细管电泳分析中的检测联用技术

毛细管电泳以其高效、快速、进样量少的优势赢得了分析化学和生物化学

研究人员的普遍重视，但毛细管内径极细、进样体积为纳升级、溶质区带超小体

积的特性对检测系统提出了很高的要求，因此检测系统成了毛细管电泳技术的难

点和薄弱环节。目前已实现了多种检测器与毛细管电泳联用，涉及紫外检测器、

荧光检测器、质谱检测器、电化学检测器等。

3．1紫外检测器

该类结构简单、通用性较好、商品化仪器性能较高，是目前应用最广泛的毛

细管电泳检测器。其通用性好，适用于小分子如药物类分析，但是由于毛细管内

径很细，所以光路狭窄，影响了检测灵敏度。Tsuda T f29]采用50 pan×1000“m

的矩形毛细管，将光路长度扩展了20倍，同时也增大了检测体积，检测限达到了

10’7tool／1。HartwiehR．A【301等采用一个纳升级多反射单元，光路长度扩展了44
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倍，检测限提高了40倍，达到了6，5×10一tool／1。

3．2荧光检测器

激光诱导荧光检测的原理是用激光作为光源，通过诱导被测样品的荧光基团

发出荧光信号来测定分析物，是目前最灵敏的检测器之一，其灵敏度高达

10母一10’12moI-L。1[31]，可以进行单分子和单细胞检N[32]。 Mathies RA[331等用

微管道深为50“m的电泳芯片，采用四路荧光检测，20min内完成了600碱基

对(bp)的DNA测序，准确率达99．4％。但是只能用于本身或衍生能产生荧光的物

质的检测，因而往往需要比较复杂的柱前或者柱后衍生步骤。

3．3质谱检测器

质谱检测的原理与其他检测方法不同，它是根据分子的荷质比的不同达到

分离的目的。它不仅可以区分不同分子质量的分析物，还可以区分不同质量分裂

模式的分析物，能提供分子结构信息。毛细管电泳与质谱联用实现了分离与检测

的“强强联合”，目前，该技术主要用于基因和重要复杂体系的分析。质谱检测

的灵敏度高，结构分析能力强，但是也有成本高、与其他方法联用技术难度大等

缺点[34-371。

3．4化学发光检测器

化学发光检测具有灵敏度高、仪器结构相对简单等优点，近年来已经开始同

毛细管电泳联用。化学发光检测的原理是在检测窗口引入发光试剂，使它与分析

物复合发光，通过检测此光信号达到检测分析物的目的。Gilman S D『38]等采用

电产生的化学发光检测鲁米诺，达NT9．2X 10‘9mol／1的检测限。如用此联用技术

分析蛋白质，检测限比紫外降低4个数量级[39，401。

3．5电化学检测器

电化学检测的优点表现在：(1)灵敏度高，检出限可达pg．ng级；(2)选择

性好，特别适合复杂体系如生物体液、匀浆等中的电活性物质的检测，对于非电

活性物质也可以采用间接法进行测定；(3)线性范围宽，一般为3．4个数量级；(4)
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设备装置简单，成本较低，可用于一般实验室[41]。常用的电化学检测方法有电

导检测、电位检测和安培检测等：

3．5．1电导检测

电导检测是根据两指示电极间在恒定的小电流通过时溶液电导变化进行检

测。常用的有在柱电导率检测器[42]和柱端电导率检测器[43]。电导检测器是非

选择性检测器，在毛细管电泳中可直接检测紫外吸收小的无机离子和氨基酸等有

机小分子，进一步拓宽了毛细管电泳的应用范围。但是由于电导检测器没有使用

抑制器，所以有以下不足：(1)由高压引起的背景干扰将会影响检测灵敏度；(2)

灵敏度依赖于溶质与缓冲液当量电导之差，由于此差别较小，因而灵敏度也较低：

(3)除柱后电导检测外，其它的电导检测装置设计相对困难。抑制电导检测可

将缓冲液的平衡离子从流出液中扣除，仅有待测离子的溶质在这除去缓冲液的平

衡离子的溶液中流经电解池，提高了检测灵敏度。AvdMovic等【“】设计了一种

抑制电导检测器的装置，对一般无机和有机离子的检出限可达10{一10。9m01．L～。

3．5．2电位检测

电位检测是利用离子选择性电极(ISE)对待测物质的选择性响应而定量的

方法【45】。电位检测仪器简单，测量的线性范围宽，选择性好，而且由于ISE的

内阻很高，不易受高压电场的干扰，尤其现今离子选择性电极分析方法已获得了

长足的发展，利用离子选择性电极可以同时检测较多的无机和有机离子【46，471。

但这种方法的重现性欠佳，另外由于ISE的种类有限，因而可测定的物质受到了

～定限制。

3．5．3安培检测法

安培检测由于其良好的选择性、高灵敏度、低成本等特点成为CE很好的检

测方式，尤其是对于那些不适于直接光学检测的物质(如脂肪族化合物)具有良好

的实用价值。同毛细管电泳联用的安培检测技术最早是1987年由Ewing提出的

[48】。目前，常用的两种方式为离柱检测方式(Off-column)和柱端偶合检测方

式(End—column)。其同毛细管电泳联用的发展现状将在第五节详细介绍。
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第四节毛细管电泳的样品富集技术

同高效液相色谱分离相比，毛细管电泳在分离效率和仪器等方面有明显的优

势。但由于毛细管电泳进样量远远小于液相色谱，毛细管的内径小于100 t．1 m，

利用紫外或荧光检测时光程很短，导致检测灵敏度较低。如一般商品化仪器所配

备的紫外检测器检测灵敏度仅为10。6～104mol／I，电化学安培检测灵敏度在

lo‘7～10一mol／1，不能满足痕量分析的要求。一些常用的预富集方法，如固相微萃

取、膜富集、超临界萃取等，可以在毛细管电泳分离前对痕量的待测组分进行富

集，但这些方法往往操作复杂，时间较长，也容易带来误差。利用毛细管电泳本

身的一些特殊性质，通过改变其进样和分离时的一些条件，也可以提高毛细管电

泳检测灵敏度。其具体操作有三种方式：电堆集、场放大进样和等速电泳[49，501。

4．1电堆集富集

电堆集富集是通过毛细管电泳中电场强度的不均匀分配而实现的～种在线

样品浓缩技术。若将样品溶解到低浓度的电解质中，由于样品溶液的电阻率大于

运行缓冲溶液的电阻率，当施加高压后，导致分配在样品区带中的电场强度高于

充满运行缓冲溶液部分的电场强度，使得样品区带的样品离子在高电场下，电泳

迁移速度大大提高。当样品离子迁移到样品溶液和运行缓冲溶液的交界处时，在

低电场作用下，电泳迁移速度降低。这样在样品溶液和运行缓冲溶液的界面处形

成一个狭窄的区带，样品离子的浓度从而得到浓缩[见图2】。

样品离子浓度的电堆集富集倍数取决于Kohlrausch regulation function

(砌强)。对于单电荷和多电荷的强电解质和单电荷的弱电解质来说，其KRF正比

于电解质溶液的浓度【51】。所以样品离子的电堆集富集倍数可以用运行缓冲溶液

和样品溶液的浓度比表示【52，53]。电堆集富集也同时会带来峰展宽现象【54，55]。

中性物质的电泳迁移速度始终为零，只能在电渗流作用下移动，因而不能得到富

集。但人们采用胶束电动色谱(MEKC)通过带电胶束的浓缩来实现中性物质的浓

缩，而且富集的倍数可以达到上百万倍【56，57】。
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Fig．2 The process ofelectro—stacking．【58】

4．2场放大进样

场放大进样又称为柱头电堆集富集，它是采用电动进样将低浓度的样品溶液

加入到充有高浓度缓冲液的毛细管中，其富集的原理与电堆集富集相似【59，60】。

在电动进样时，如果样品缓冲溶液的浓度低于运行缓冲溶液的浓度，进样口端的

电场强度就会大大高于毛细管内的电场强度，这样，带正电荷的离子就会具有很

高的电泳迁移速度，使进样量达到原来的几百倍。但是，中性离子不能被浓缩进

样，而带负电荷的离子的进样量则被减／J,[61～63]。

在实验中，通常在场放大进样前加一段水柱，这样不仅可以使样品溶液和背

景电解质溶液的界面更加清晰，检测灵敏度得到提高，在一定程度上减少样品歧

视，同时可以克服不能实现阴、阳离子的同时富集的缺点[64，65]。也可以通过反

转电压极性的办法，先将带负电荷的离子放大进样，再将带有正电荷的离子放大

进样[66-68]。

通过酸碱中和反应生成电导率低的水也可以实现场放大迸样。如将碱性强的
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多肽样品进入到强酸性的运行缓冲溶液中，或者将多肽样品进入到强碱和强酸缓

冲溶液之间，都可以达到场放大进样的目的[69]。

但对于电化学检测来说，为了保证安培检测器的安全，高压电源的极性反转

是不可行的。方禹之等采用改变样品缓冲溶液酸度的方法，通过改变样品离子的

电荷特性，可以使原来带有不同电荷的样品离子达到同时的场放大进样[70】。

4．3毛细管等速电泳[ITPl

等速电泳是通过改变运行缓冲溶液的性质，造成不连续的介质从而使样品组

分在电泳过程中得到富集的方式[71，72】。在毛细管中首先充入电泳迁移速度高

于样品中任何离子的背景电解质溶液(称为前导电解质)，然后注入样品溶液，

紧接着再充入第二种背景电解质溶液(该溶液的电泳迁移速度小于样品中任何

离子，称为终止电解质)。施以高压后，样品中离子依据各离子的电泳迁移速度在

样品溶液．背景电解质溶液的界面发生分离。随着样品各组分的分离，每个样品组

分所分得的电场在发生变化。电泳迁移速度大的离子，电导较大，分得的电场较

小，电泳迁移速度逐渐降低，至平衡时，样品各组分均以与前导电解质相同的速

度在毛细管中移动，这就是等速电泳[见图3]。在等速电泳中，根据分析组分的

实际淌度，有时只选择前导电解质，而用运行缓冲溶液作为终止电解质，或者以

运行缓冲液为前导电解质，而选择另外一种终止电解质[73，741。

根据Kohlrausch公式，等速电泳的浓缩效应可表达为：

c A=c Lu A(u L+u c)／[(u“u A+p c))=cLK

c A为样品浓度，c L为前导离子浓度。K为比例因子，表示ITP富集能力。

样品经过ITP，浓度可达前导离子浓度量级，可显著改进浓度检出限。

比较简单的等速电泳是在同一根毛细管中进行富集和分离的，叫瞬时等速

电泳(cITP)，该法操作简单，分析过程相对较快，一般富集倍数达10～100倍，

便于自动化。首次报告瞬间CITP的是Verheggen等，他们发现，当阴离子样品

含高浓度的氯化物时，可以得到增强的尖锐峰，氯离子成为等速电泳的前导离

子。按运行缓冲液(BOE)与样品(S)离子淌度大小，分为两种方式：当u BGE>1．t s

时，将样品溶解在背景缓冲液中，压力流动进样，用尾随电解质(p T<u s)进行

CITP,再将尾随换成背景缓冲液进行CZE分离；当u BGE<u s时，将样品加在前导
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电解质中(u L>u s)，背景缓冲液作尾随缓冲液【76，77]。

Fig．3 Scheme oftransient ITP stacking．[75]

ITP的另外一种模式是通过两根毛细管的偶合联用来完成等速电泳和毛细管

电泳分离两个过程。ITP过程在内径较大的毛细管中完成(通常0．2mm左右)，当样

品中的其他成分，尤其是高浓度的电解质成分流出后，再输入小内径的毛细管进

行CZE分离[78～80]。这种偶合系统可增加样品注入量，尤其是可以消除样品中

存在的浓度较大的共存离子对等速电泳的干扰。但需增加设备，增加了控制难

度。常见的三种ITP．CZE在线连用的模式见图4。这种在线联用技术可富集

10。7mol／1数量级的痕量组分，进样量在10．100111之间，可以用通常的紫外检测器

进行检N[81～831。

目前对毛细管等速电泳的研究已经逐步从理论应用到具体实践中。在具体生

物化学分析中，应用等速电泳需要克服的一个问题就是细胞组织中较高浓度的氯

化钠等电解质的干扰问题。除了前面介绍的两根毛细管偶联技术外，一些离柱预
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Fig．4 Three different interfaces ofelectrolytes for the Oil—line ITP-CZE

combination谢m column coupling．[84]

处理技术也可以完成这一任务，如超临界萃取和液一液萃取等。Hynnila，H．K等利

用超临界萃取技术，提取了帕金森氏病人尿样中的复杂成分，然后用较稀的缓冲

溶液进样，用CE—ESI—MS进行测定[85]。 其他研究人员利用类似的方法测定了

食品中的有机酸[86]。也有应用于其他的药物分析[87-91]、食品分析[92～95]、蛋

白质分析等的报道[96～98]。

第五节毛细管电泳．安培检测联用技术的发展现状

如前所述，毛细管电泳具有高分离效率、样品用量极少等优点，但其较小的

样品量和极细的毛细管通道内径也给检测也带来了困难。紫外、激光诱导荧光、

质谱等各种检测方法都具有一定的优点，但往往存在仪器比较昂贵、衍生化步骤

烦琐等缺点。电化学检测中的安培检测技术，具有比紫外检测更高的灵敏度，且

仪器简单、价格成本低、线性范围宽、操作简单，得到了广泛的研究并应用到几

乎涉及分析化学的所有领域。尤其是近年来毛细管电泳芯片技术的快速发展，使
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电化学检测同毛细管分离的结合更加紧密，因为只有安培检测器具备体积很小的

特点，同微流控芯片结合起来使“掌上实验室”成为可能。

5．1安培检测的有关理论

安培检测是在固定电位的电极上实现的。适用于安培检测的物质首先为电活

性物质，如醇、酚类、氨基酸、糖、多肽、生物碱等，应用范围很广。在电极表

面上，电活性物质发生氧化或还原反应产生电流响应，该电流响应同其浓度成一

定的比例关系[99，100]。对于没有电化学活性的物质，也可以通过一些间接的方

法用安培法检测。安培检测法比电导检测、紫外检测的灵敏度高，选择性也更好

一些。

用于毛细管电泳安培检测的电极从材料上分主要有金属电极、碳电极、酶电

极、化学修饰电极等，其中常用的金属电极包括Pt，Au，cu，Ni等，碳电极有玻

碳电极、碳纤维电极、石墨电极等；从电极的形状来分，主要包括柱状电极、圆

盘电极和微电极。柱状电极的噪音较大，从而影响检测的检测限，所以选择圆盘

电极效果会更好一些。

对于圆盘电极，其电流响应可以表示为：【101，102】

I=nFCU[1-mlexp(．m2DA／bU)]rEf[Li／4]Dr。)'

其中u为流速，A为电极面积，b为电极与毛细管出口之间的距离，L{为进

样长度，t。为迁移时间，mI和m2为常数。

对于毛细管电泳-安培检测的峰带展宽，方禹之等推导出了有关的公式：[1031

口I=2Dr。+(dg／dr)2(1iar*)2(／l／／4rt)+Fk吃t乙112矿+z2／n2 r‘

其中包括死体积、轴向扩散、热效应和样品带长度等因素分别导致的峰展宽：

矗z埘=扩／∥，

口各=2协．

口{-z(d荤，dr)r2(1，^节)2·(1蹦带)

商=P‰喝t知112产

5．2安培检测中的电极连接方式
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毛细管电泳一安培检测中的电极连接方式，主要有离柱安培检测和(柱端)

偶联安培检测两种方式。其中离柱安培检测操作比较简单，而偶联安培检测操作

较为复杂，而且对电极的尺寸要求也较高。

5．2．1偶联安培检测

安培检测通常是在lV左右的工作电位下进行的，分析物产生的电流也仅仅

在nA数量级。但在毛细管电泳分离过程中，毛细管两端施加了10．30 kV的高压，

毛细管中的电流要远远大于电化学电流，这样对检测不可避免地产生影响。为了

防止电流信号把电泳信号覆盖，必须将毛细管分离系统和检测系统进行电隔离，

即将毛细管分为分离部分和检测部分。

WMling和Ewing[104]最早设计了一种导电套管接口，将接口放入接地的缓

冲液槽中，探针式微电极插入毛细管检测部分，利用惯性使溶质区带和缓冲液顺

利通过接口进入检测毛细管部分。后来，Yik[105]等使用多孔石墨接头代替多孔

玻璃接头，但是玻璃接头和石墨接头制作都很困难。1992年，Lunte[106，1071等

用Nation管作为接口，由于Nation管易于制作和耐用，所以这一工作应用到更

为广泛的领域。Kok[108，109]等用钯管作为接口，检测限达到fmol数量级。此外，

还出现了多孔纤维素接口[110，111】和粘合素烧陶瓷接口[112]。由于接口管的不规

则及毛细管和检测毛细管间有缝隙，不可避免地会造成区带展宽，为了提高分离

效率，Oletirowicz和Ewing研制了一种柱上烧结玻璃接口，但是该接口制作工

艺复杂，技术难度高，一般不易掌握[113】。最新的偶联技术是通过激光蚀刻毛

细管然后导入微工作电极【114，115]。

5．2．2离柱安培检测技术

尽管偶联安培检测技术的接口不断改进，但其复杂的制作工艺仍然制约着这

一技术的推广。再者固定的工作电极难以进行彻底的表面处理，不能保证安培检

测的重现性。1991年，Huang等[116]设计了一种简单的柱后安培检测装置。他

们使用内径5 u m的毛细管，将直径lO u m的碳纤维工作电极正对在毛细管的出

口端，由于通过毛细管电流很小，因而电干扰很小，同时微电极没有直接插入毛

细管内，不再需要用接口来隔离高压电场的影响，可直接实现柱端安培检测。Lu
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等[117】发现当毛细管内径小于25 u rll时，高压电场对柱后安培检测无明显影

响。使毛细管电泳电化学检测的研究得到进一步发展。Ewing等[118】将毛细管口

腐蚀成喇叭状，有利于电极的定位，提高了方法的重现性。Ye等[119，12014妍J
柱端喷壁技术，用铜电极实现了多种糖类和氨基酸的检测，大大改善了该方法的

稳定性和重现性。S．Lunte等利用脉冲安培离柱检测分析了糖类物质[121，1221

e对卿岬：旨一Ⅲ脚∞2棚娜E三}㈨岬
(c)洲面E]‘[二二二]

⑩缁蛳：昌
翰螂脚z昌
(f)

25 gala

25Irma

Fig．5 Typical capillary-to·electrode arrangements used for CE-AD without

decoupling．[130】

对于消除或降低分离高压对离柱安培检测的影响，也有人做了许多尝试。可

以利用循环伏安、方波极谱和流体伏安来研究流体流出毛细管进行检测时的iR

降，结果证明其大小取决于分离电压、毛细管的内径、电极的形状和毛细管同电

极之间的距离[123～126]。Lu等研究了毛细管电泳一离柱安培检测中电极材料、电

解质、毛细管尺寸对本底电流的影响[127】，Wallenborg等研究证明电渗流对本底

电流不会产生影响，尽管电渗流的大小同分离电压有着直接的关系[1281。对于
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内径较大的毛细管，若使用非水溶剂作为缓冲溶液，也可以大大地降低本底电流。

[129]常见的离柱安培检测方式如图5所示。

5．3毛细管电泳-安培检测联用的研究应用现状

毛细管的高分辨率、低样品消耗量同安培检测的高灵敏度、仪器简单方便相

结合，使该联用技术的研究和应用得到了飞速的发展，涉及到生命科学、药物学、

l临床医学、环境科学、食品科学等所有与分析化学有关的领域，研究对象大到生

命大分子，小到单细胞分析和无机离子分析，非常广泛。

5．3．1简单离子分析

对无机离子分析可采用uV检测，但许多离子在200．800hm无明显吸收光谱．

因此电化学方法也被较多地用于无机离子的测定，而且不需要复杂的衍生步骤。

Cassidy等将安培法用于亚硝酸根离子的测定，并将脉冲伏安法也用于金属离子

的测定[131，132]。Lai等利用金圆盘电极测定了沉底物中的二价汞和甲基汞，灵

敏度达ng／ml[133]。Wallenborg等用碳纤维电极测定了饮用水中的次氯酸根

[134】。Fang Y等用mvRuFeCN修饰石墨电极间接测定了铯离子[135]，You T

等也利用化学修饰铂电极测定了联胺等小分子【136]，Jin W等利用Au／Hg双电极

测定了一价铊离子【137】。

对于无机阳离子的测定，一般在缓冲溶液中加入络合剂来改变离子电泳迁移

率，提高分离选择性并增加灵敏度[138]。早在1974年，Virtanen等测定了K+、

Na+、Li+等无机阳离子[139]，ko等报道在碱金属离子、碱土金属离子的CE分析

中的改进措施提高了分离效率[140]。对阴离子分析要加入CTAB等阳离子表面

活性剂作为电渗流改性剂，这种改性剂对分离影响颇大【141～143]。Cooper等研

究了影响阴离子定量分析的各种因素[144]，据报道无论柱效及分离时间均优于

离子色谱[145]。CE—AD还可用于元素形态分析，Schleger分离了As和se的各

种价态的化合物，并用电导检测，可检测到O．06mg／L[1461。

5．3．2单细胞分析
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十多年来，许多研究者都努力将毛细管电泳用于单细胞分析，使其成为活细

胞生化研究的重要工具。单细胞分析至少有四个特点：(1)超小的体积；(2)超痕量的

组分；(3)组分多结构相似；(4)某些组分的结构不稳定。单细胞内组分含量极低，发

展高灵敏度检测器是关键。Ewing，Jorgenson和Sweedler研究组开创性地将毛细

管电泳用于非哺乳动物神经细胞分析[147～1531。

Ewing研究组首先证明了毛细管电泳在研究哺乳动物细胞方面的巨大潜力

[154，155]。Wightman等开创的快速循环伏安法，可以高时空分辨监测单个细胞释

放神经递质[156]。Swanek等用毛细管电泳扫描伏安法分离测定神经细胞内的多

巴胺时，证实了“神经细胞内有两类功能完全不同的泡囊存在有多巴胺的假设”

【157]。化学修饰电极用于分离检测单细胞已有报Ji苣[158】。Ewing等用CE—ED测

定了蜗牛单个神经元中用DNA衍生的胺类神经递质物质的量[1591。W．Jin利用

毛细管电泳一安培检测测定了单个老鼠细胞腹膜巨噬细胞中的六种氨基酸和谷胱

甘肽，细胞的溶解等操作都是在毛细管内完成的[160，161]。W Jin还利用电极化

方法将双氯酚酸注入人红血球细胞中，然后用毛细管电泳一碳电极安培检测测得

单个细胞中双氯酚酸的浓度为4．2／am[1621。

5．3．3药物分析

随着科学技术的发展和生活水平的不断提高，药物分析越来越受人们重视。

毛细管电泳一安培检测技术在药物分离中的应用研究越来越多，包括西药含量分

析、中药有效成分分析、药物中杂质分析、药物对映体拆分等。

在话药分析方面，Fang等用CZE安培检测法测定了复方磺胺类药物、复方

感冒药中的有效成分[163，164]。李关宾等用自制的CE．电化学检测系统，对VC、

VBl和VB6进行分离与检测[165】。牛长群等用HPCE法，在50 mmol·L。1缓冲液

(pH8．3)中，分离测定了氨苄青霉素的聚合物[166]。大部分样品以开环和闭环的

二聚物为主要聚合体，可对多个组分进行定量，以控制此类成分对氨苄青霉素的

质量影响。辛慧君等用高效CZE柱端安培检测技术，在30 mmol·L。1柠檬酸

-NaI-12P04缓冲液(pH6．56)中，对异丙嗪及其尿样进行了检测，方法适用于临床病

人的尿样分析和血药浓度监；澳lJ[167]。许丹科等用HPCE．电化学检测法，分离了烟

酰胺酰嘌呤二核苷酸与脲酸，用微型碳糊电极测定了NADH的含量[1681。方禹之
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等测定了血清样品中具有兴奋作用的B一受体激动剂[169，170]。周小棉等用

5rmnol·L。1硼砂．SDS缓冲系统(pH8．5)MECC模式，成功地分离并检测了血浆中

肝素G与肝素钙』氐、中、高样品液的平均回收率>95．6％，方法适用于l临床肝素

浓度检测[171]。

中药的有效成分种类繁多，其中具有明显药效的黄酮苷类、维生素类、生物

碱、酚类等成分都具有电化学活性，可以通过毛细管电泳一安培检测技术进行分

析。Liu等和朱萱萱等建立了测定麻黄中6种生物碱的CZE方法[172，1731。Sun

等采MECC模式研究9种阿朴啉类生物碱的分离[174]。Unger等将场放大技术

(Field Amplified Sample Injection FASI)用于生物碱的分析[1751。黄酮类化合物有

很多重要的生理活性，广泛存在于植物中，多用MECC模式分离。方禹之、叶建

农等用碳圆盘电极分离测定了多种中草药及其制剂中的电活性有效成分，可用于

对药物质量进行控制和检测[176～191】。Aramendia等[1921和Shihabi等以CZE分

离了5种异黄酮[1931。Liu等以MECC分离了黄芩中的七种成分[194]。Morin

等研究了糖基不同的槲皮素糖苷的CZE分离，继而推广到香豆素类、强心苷、

皂苷类、有机酚酸类等非挥发性成分的分析[195，1961。另外，还可用于蒽醌类的

分析，如宗玉英等将25mmol·Lo 3-环己氨基．1．丙烷磺酸与25 mmol·LoSDS乙

腈(100：10)混合作为电解液(pHlO．96)可分离大黄中5种蒽醌类化合物，并测定

掌叶大黄、唐古特大黄和藏边大黄中的芦荟大黄素、大黄素和大黄酸[197，1981，

Ochxcka等以CZE分离了野菊花中7种香豆素类化合物[1991，Chou等测定了厚

朴中的和厚朴酚及厚朴酚的含量，最低检测限分别为O．2rig和0．5ng[200]，

1wagami等对昔类物质做了研究[2011。

Hadwiger等通过微渗析得到异丙肾上腺素样品，然后在含有环糊精的缓冲

溶液里，用CE—AD分离了异丙肾上腺素的两个对映体[202】。Fang等用MEKC

分离分析了手性化合物ANP和DNAP[203]。廉经武等以0-环糊精的两种衍生物

作CE的手性分离添加剂，对盐酸美西律的对映体进行分析[2041。

5．3．4食品分析

CE—AD可以广泛地应用于食品、饮料中电化学活性物质的分析测定。Lugurra

等用聚丙烯酰胺凝胶电泳测定了葡萄酒在生产过程中蛋白质的变化[205】。Chen
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等用CZE分离了牛乳蛋白后，研究牛乳是否搀假[2061。由于大多数氨基酸没有

紫外吸收，所以可用电化学检测：J．Ye等用毛细管电泳．安培法测定了食品中的

维生素和氨基酸等[207，208]。Y Fang等也用该方法检测了食品中的色胺及其前

体氨基酸的含量[209]、饮料中的咖啡因[210】。食品中的矿物质是用CE测定最

多、测定范围最广的一部分。Schmitt等用间接紫外测定了牛奶中K+、Na十、ca2+、

M矿+、氯化物及硫酸盐[21l】。Swallow等用CZE分离、间接测定了桔子汁中的硝

酸盐、氯化物和硫酸盐[212]。目前报道可用CE—AD测定的食品中的有机酸有：

柠檬酸、苹果酸、酒石酸、琥珀酸、草酸、醋酸等[213，2141。由于合成的食品添

加剂多有毒性，所以对食品添加剂的测定是食品分析的一大内容。Kuo等用二极

管阵列检测器的CE在10rain内同时测定了8种合成色素[2151。此法可用于冰淇

淋和水果苏打饮料的色素测定。Hall等以pHll．0的磷酸盐为电泳介质，用CZE

和紫外检测器分离测定了一些加工食品中的甜味素[2161。CZE还可用于食品中

农药残留量的测定。Galceran等用CZE和紫外检测法测定了酒中季铵盐除草剂

[217】。Nemoto等用高压液相萃取，检测了大豆中的六种除草剂[2181。另外还可

用于食品中生物毒素、糖类、维生素和黄酮类物质的测定[2191。

5．3．5糖类物质分析

糖类化合物是人类生存必不可少的营养元素之一，参与生命过程，随着生命

科学的发展，糖类化合物在细胞识别、生长与分化、免疫等方面的作用逐渐为人

们所认识，因此，糖类化合物的分离与检测具有重要的现实意义。

由于多数糖类没有合适的发色基团或荧光基团，所以直接进行紫外或荧光检

测灵敏度很低，只有少数糖类在紫外区有明显的吸收峰。用紫外间接检测或荧光

检测灵敏度较高，其检出限可达fmol级[220]，Bergholdt等用该方法对D．葡萄

糖和D-半乳糖进行检测，灵敏度可达18fmol， 但衍生化操作非常复杂，且容易

带来误差[221]。由于糖类具有电活性羟基，所以适用于电化学安培检测，而且

灵敏度很高。J．Ye和Y Fang等利用铜金属电极，在强碱性缓冲溶液中，很好地

分离了多种单糖和中药多糖的水解产物[222～225]。Z．are等以铜电极作为工作电

极，在NaOH介质中，对15种单糖进行了分离，检测限达pmol级[2261。Lunte

等用脉冲安培检测法，用50 u m微电极检测4种带电荷的葡萄糖胺，并用于血
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样中葡萄糖的检洳J[227，228]。此外，Baldwin等还利用葡萄糖氧化酶修饰的碳糊

电极检测葡萄糖[229，230】。

5．3．6其他生化分析

毛细管电泳一安培检测技术还广泛地应用于生物化学中的氨基酸、多肽、蛋

白质、神经递质、重大疾病的生物标志物的分析检测。

毛细管电泳安培法检测生化样品中的氨基酸时，碳电极可以检测酪氨酸、色

氨酸和半胱氨酸[231-233]：汞齐化的金电极可以检测半胱氨酸和其他的硫醇类

物质，因为在金电极表面上可以形成汞一硫醇盐络合物。也可以用铜电极在碱性

条件下来检测氨基酸，在铜电极表面上，铜可以跟氨基酸通过氧化反应形成络合

物[234]。由于多数氨基酸会污染电极而导致不能直接检测，可以通过电化学衍

生化的办法达到安培法直接测定[235，2361。

由于多肽和蛋白质中含有电活性的氨基酸和其他还原性成分，因而也可以通

过毛细管电泳安培法检测。通常使用的电极为碳电极、多孔性的氧化亚铜修饰碳

电极[237-239】。也有毛细管电泳安培检测谷胱甘肽时采用化学修饰电极的报道

[240】。S．Lunte研究了多肽在碳电极上的氧化行为，并应用到毛细管电泳安培检

测中测定了多种多肽，而且可以用于检测血浆中多肽的生物活性[2411。

神经递质在生物体神经系统中起着重要的作用，毛细管电泳安培检测法也广

泛应用于神经递质的检测，如多巴胺、5．羟色胺、肾上腺素等，所用的电极有碳

电极、金电极、铂电极和化学修饰电极等[242～245]。毛细管电泳安培法还用于

DNA损伤生物标志物8．羟基脱氧鸟苷的检测，但需要固相微萃取预富集20倍后

才能进行测定[2461。其他生化样品还有测定头发中的大麻酚、尿样中的无环鸟

苷、汗水中的丙酮酸盐等[247—2491。

第六节本论文的研究目的和意义

如前所述，毛细管电泳一安培检测联用技术由于其分离效率高、灵敏度高和

仪器简单等优点而在分析化学领域已经得到了广泛的研究和应用。但是，对于～
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些超低浓度的分析成分，由于毛细管电泳的进样量小而其导致检测灵敏度达不到

直接测定，需要较为复杂的固相微萃取等预富集处理。本论文的一个目的就是研

究毛细管电泳．安培检测联用技术中提高灵敏度的方法，即毛细管特有的场放大

进样和等速电泳等管内预富集技术。以往的毛细管内预富集技术基本上是以紫外

检测和电导检测，同安培检测联用几乎属于空白，因而该研究对于提高毛细管电

泳一安培检测的分析效率和拓宽其应用范围具有较好的研究意义。

在论文中我们首先探讨了毛细管电泳一安培检测检测中使用不同溶剂时的

场放大进样现象。在本文中我们通过研究用不同稀释溶剂对在水溶液中分别带正

电荷、中性电荷、负电荷的盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁三种组分稀释后电流响

应的变化，探索了在毛细管电泳电动进样时稀释溶剂对场放大进样的影响。实验

发现，改变样品溶液的酸度，可以实现带正电荷、负电荷的离子同时进行场放大

进样，比以往改变电极极性的方法简单易行。使用更高的缓冲溶液稀释样品，也

可以使带负电荷的离子达到场放大进样。通过选择合适的稀释溶剂，可以调节同

一样品中不同成分的检测灵敏度，使其电流响应可以达到同一数量级。如在珍菊

降压片中，盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁三种有效成分的相对含量相差上百倍，

若用缓冲溶液稀释样品，其电流响应难以在同一张电泳图上反映出，但用水做稀

释剂，他们的电流响应可以在同一张电泳图上直观地反映出来。

论文中也初步探讨了毛细管电泳．安培检测中的等速电泳预富集现象及有关

因素的影响规律。由于人体内新陈代谢产生的自由基的浓度极低，如在尿样中羟

自由基捕获产物2，3-：DHBA的浓度在t0。。mol／1数量级，所以毛细管电泳一安培检

测法尚不能进行该类生化物质的直接测定。我们尝试了用毛细管瞬时等速电泳的

方法对2，3-DHBA进行了管内富集，选用对甲基苯甲酸为前导电解质，运行缓冲

溶液为终止电解质，使2，3-DHBA的检测限降低了20倍，在灵敏度上达到了直接

进行生化的要求。本文针对毛细管电泳一电化学检测的特性，对等速电泳的条件

也作了探讨，如选择的前导或后导电解质必须是无电化学活性的物质、浓度为主

要影响因素等等。

由于毛细管电泳分析技术是近二十多年来才兴起的分析技术，而且安培检测

同毛细管电泳联用起步略晚于紫外、激光诱导荧光等检测技术，尽管其优势明显，

但在药物分析、生化分析、食品分析等领域还有许多空白，所以本论文的另一个
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目的是拓宽毛细管电泳一安培检测的应用范围。主要内容涉及以下几个方面：

1．探讨了毛细管电泳一安培检测法测定复方降压中药珍菊降压片中两个含量

较高的有效成分：芦丁和氢氯噻嗪。在最佳条件下，这两种分析物在12min内能

够被很好的检测出，在碳电极上也有较大的电流响应按照线性回归方程所得到的

灵敏度分别是7．02×104 nA·L／mol和2．17x105 nA·L／mol，检测限分别是5．0×10’7

molL‘1和2．0×10‘7 molL。(S／N=3)。应用该联用技术成功测定了这两种有效成分

体内代谢后在尿液中的含量。

2．进行了CZE—AD法间接测定Fenton反应中的羟自由基的研究。在

Na28407．HCl(pH 7．4)缓冲溶液中，实现了水杨酸、2，3-DHBA和2，5-DHBA的完

全分离，检测限达到了101mol／1数量级。并且通过对当归多糖对羟自由基的消

除能力的研究，证明该方法可用来鉴定不同药物对羟自由基的清除能力。

3．我们以碳圆盘电极为工作电极，用胶束电动毛细管．安培检测法

(MECC-AD)同时分离和检测食品中生物活性胺及其前体氨基酸，即色胺、酪胺、

色氨酸和酪氨酸。在优化条件下，色胺、酪胺、色氨酸和酪氨酸得到完全分离，

在三个数量级范围内，峰电流与待测物呈良好的线性关系，检测限(s／N=3)达到

1．0x10一mol·L’。。所建立的方法简单、可靠、重现性较好。将建立的方法用于实

际样品米酒的测定，测定结果令人满意。

4应用毛细管电泳．安培检测测定中药杂多糖的组成。我们利用毛细管区带

电泳一安培检测法可以直接测定中药多糖水解后的单糖组成。在选定的最佳条件

下，当归多糖和亚麻多糖的水解产物一岩藻糖、半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、鼠

李糖、木糖在25min内实现完全分离而且在铜电极上有很好的电流响应。这六种

单糖的线形范围都在5．O×101—2．0x10一mol·L’1之间，检测限低于或接近lO“

mol·L1(S／N=3)。实验测定了当归多糖和亚麻多糖的单糖组成和所提取的两种

多糖的纯度。该方法具有分析速度快、操作仪器简单、灵敏高和重现性好等优点。

5．血浆中水溶性小分子抗氧化剂的毛细管电泳．安培检测研究。人体内的水

溶性小分子抗氧化剂包括抗坏血酸(Vc)、谷胱甘肽(GSH)、尿酸(UA)、色氨酸

(Try)和半胱氨酸(Cys)等。本文应用毛细管电泳一电化学检测方法，以金属铜电

极为检测电极，探索了测定人血浆中水溶性小分子抗氧化剂谷胱甘肽(GSH)、尿

酸(uA)、色氨酸(Try)和半胱氨酸(Cys)的最佳条件。在最佳实验条件下各组分
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的线性范围在l，OxlO一5．OxlO“molLl内，检测限在i01moiLl数量级。该法具有

分析速度快、灵敏度高等优点，对血浆样品的测试取得了满意的结果。
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第二章毛细管电泳．安培检测中的场放大进样预富集

及珍菊降压片中有效成分的测定研究

第一节毛细管电泳一安培检测法同时测定

珍菊降压片中氢氯噻嗪和芦丁的研究

摘要

本文首次用毛细管区带电泳一安培检测法分别测定了复方中药珍菊降压片

和尿液中的氢氯噻嗪(HCT)和芦丁(RT)。在最佳条件下，这两种成分在12rain

内能够被很好的分离检测，在碳电极上也有较大的电流响应。实验得到HCT和

RT的线性范围分别是2．0x10一～1．O×10。4molL。1和1．0x10’6～1．0x10‘4molL～，按

照线性回归方程所得到的灵敏度分别是7．02x104 nA．L／mol和2．17x105

nA．L／mol，检测限分别是5．0×104 molL‘’和2．0x10。7 molL。1(S／N=3)。以上结果

显示该方法具有灵敏度高、选择性高等优点，可以用于药物代谢动力学的研究。

用此方法分析了复方中药珍菊降压片和尿液中HCT和RT的含量，得到了很好

的检测结果。

关键词：毛细管电泳；安培检测；芦丁；氢氯噻嗪；珍菊降压片

1前言

珍菊降压片是一种常用的复方降压中药，因其独特的疗效，在中国的高血

压患者中得到普遍应用，每年销量达6千万元。芦丁和氢氯噻嗪是珍菊降压片中

的主要有效成分。芦丁主要从槐米中提取，具有扩张血管、改善血管通透性的作

用。氢氯噻嗪为利尿剂，排钠利尿，使细胞外液和容血量减少，从而使血压降低。

常用于测定芦丁和氢氯噻嗪的方法有高效液相色谱法【1，2】、分光光度法

【3—5]、化学发光法[6】、伏安法[7，8]等。直到现在，国内还是多用紫外可见光度法

分别检测这两种有效成分，操作较为复杂，也存在灵敏度相对较低的缺点。近年

来，毛细管电泳因具有分离效率高、分析速度快、仪器操作简单和试剂用量小等
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优点而越来越多地得到研究和应用。M．G Qtmglia等利用毛细管电泳／毛细管电

色谱一线性紫外可见二极管阵列检测法(1inear Uv--visible diode array detector)测

定了药物中的氢氯噻嗪，线性范围为0．0244．0．108 mg ml。[11]；S．Hillaert等利

用毛细管电泳一紫外检测法测定了血管紧张素转化酶药物中的氢氯噻嗪，线性

范围为0．010．0．200mg／ml。【12]。毛细管电泳法往往同紫外、激光诱导荧光等检

测方法联用，前者灵敏度较低，后者则仪器昂贵且往往需要对分析成分进行衍生

化处理。而电化学测试具有灵敏度高、仪器较便宜等优点，在中药和生化分析中

非常适合同毛细管电泳联用。J．Ye等利用毛细管区带电泳一电化学检测法测定了

槐米和Pueraria lobata(Wild．)中的芦丁[9，10]，检测限达5．1lxlO～mol／L。但用毛

细管电泳一安培检测法同时分离测定芦丁和氢氯噻嗪的方法未见报道。

因为芦丁和氢氯噻嗪都是电活性物质，所以安培检测法非常适用于他们的检

测。在本文中我们首次探索了毛细管区带电泳一安培法同时分离测定芦丁和氢氯

噻嗪的最佳条件，结果表明这两种成分可以在12min内完全分离，检测限达到

2xlO。molL～。我们用此方法测定了复方降压中药珍菊降压片中和服用珍菊降压

片病人尿液中的芦丁和氢氯噻嗪，取得了满意的结果。因为该方法具有灵敏度高、

进样量少、分离度高、分析速度快、同时检测等优点，所以在活体生物分析比如

药物代谢动力学的研究方面比一般的紫外分析法更实用。

2实验部分

2．1仪器

自行组装的毛细管电泳．安培检测系统【13．14】：高压电源(±30kV，中国科学

院上海原子能研究所)：熔融石英毛细管(长度40cm，内径25 p m，外径360la

m，河北永年光纤厂)；BAS LC一3D安培检测器(Bioanalytieal System，West

Lafayette，IN，USA)；台式自动平衡记录仪(Model XWT-204，上海大华仪表厂)；

CHl630电化学分析仪(CH Instruments，USA)；三电极系统：直径为300 u m的

碳圆盘电极，饱和甘汞参比电极和铂丝辅助电极。

2．2碳圆盘电极的制作
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用直径为300“m的碳棒作为电极材料，首先将其一端焊接到一段直径lmm

的细铜棒上，然后将此细碳棒插入一端已拉成毛细管的玻璃管(直径约lmm)

内，最后用不导电透明聚氨酯树脂将玻璃管两端封住使得碳棒和铜棒牢固，风干

24h后即可使用。

碳电极在每次使用前分别用金刚砂纸、氧化铝粉末抛光，然后用二次蒸馏水

在超声波下洗净表面。

2．3试剂

芦丁(分析纯，上海试剂一厂)、氢氯噻嗪(分析纯，上海源聚试剂公司)，

珍菊降压片(上海中药三厂)。

1．O×10。molL。芦丁和氢氯噻嗪标准储备液用甲醇配制，实验前用运行缓冲

液稀释至所需浓度。O．5 molL。硼砂和0．5 molL。磷酸二氢钠储备液用二次水配

带0。

其他试剂均为分析纯。实验用水为二次水。所有溶液在实验前均用聚丙烯

过滤膜(O．221am)过滤，并在超声波下脱气后使用。

2．4实验方法

实验前将工作电极、参比电极和辅助电极分别固定在电解池中相应的位置

上，然后通过三维微调节器将毛细管的检测端出口同工作电极有效偶联。

毛细管在每次使用前依次用1．0 molL“盐酸，二次水，1．0 molL。1NaOH溶液

润洗3 min然后用运行液润洗直至管内电流稳定以得到可重现的电渗流。

每次样品分析后，先用1．0 molL‘1NaOH溶液洗涤10 min，然后用缓冲溶液

洗涤至管内电流稳定后再进样，以保证得到稳定的电渗流。

实验的最佳条件为：分离电压17kV，25mmolL～Na28407．50molL-1 NaH2P04

(pH7．9)缓冲溶液为运行液，进样时间7 s，检测电位O．80V。

2．5样品处理

本实验的一个样品是复方中药珍菊降压片。把药片小心压碎然后用甲醇提

取，滤液用甲醇稀释到10 ml，用毛细管电泳分析时再用缓冲溶液稀释50倍。
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另一个样品是高血压病人服用5片珍菊降压片三小时后的尿样。该尿样经过

聚丙烯过滤膜(O．229m)过滤后用缓冲溶液稀释5倍进行分析。

3结果与讨论

3．1安培法检测条件的选择

芦丁分子结构中含有羟基(图la)，氢氯噻嗪分子结构中含有氨基(图lb)

因而他们都能在碳电极上被氧化并产生电流响应。图2是芦丁和氢氯噻嗪在

OH 0

0H

OH

a b

Fig．1 Molecular structures of RT(a)and HCT(b)．

Pot●Ⅱ叫tV”SCE

H

Fig．2 Cyclic voltammograms ofRT and HCT with a concentration of5．0×10。5molL。1 at

carbon disk electrode in 25mmolL‘。Na28407．50mmolL～Nail2P04(pH7．9)buffer solution at

a stan rate of 1 00mV／s．
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25mmolL～NazB407～50mmolL。1 N枷2P04(pH7．9)缓冲液和1 00 mVs。1扫描速度下

的循环伏安图。由图显示当电压为+0．75V时，HCT和RT有明显的阳极峰。由于

两种分析成分和空白液的响应电流都随着检测电位的增大而增大，为了得到高的

灵敏度度和好的信噪比，本实验中选用0．80V作为检测电位。

3．2毛细管电泳分离条件的选择

在碱性条件下，芦丁的邻二醇羟基可以与硼酸根形成配阴离子[15，161，氢

氯噻嗪中的氨基上的氢离子也会发生轻微的电离而带有部分负电荷。从结构上

看，芦丁羟基氢的电离强度要大于氢氯噻嗪氨基上氢的电离，这样，两种组分因

荷质比的不同，可以通过在高压电场下的具有不同的电泳速度来进行分离。实验

中分别使用单纯的硼酸盐体系和硼酸盐一磷酸二氢盐体系，结果发现在硼酸盐一磷

酸二氢盐体系中芦丁和氢氯噻嗪得到了很好的分离，这是因为硼酸盐一磷酸二氢

盐体系能改变电渗流。

我们以25mmolL～Na28407-50rnmolLl NaH2P04为运行液，改变其pH值从

7．5至10．0，从而探讨运行液pH值对毛细管电泳分离的影响。实验结果如图3

(咖)所示，随着运行液pH值的升高，组分的保留时间相应延长，二者保留

时间的差值也增大，但电流响应峰也逐降低。因为芦丁和氢氯噻嗪有非常大的分

离度，所以应尽量选择较低的pH值，以缩短分离时间。25mmolL～Na28407．

50mmolL～NaH2P04本身的pH值是7．9，在此酸度下，分析时间较短而且也能达

到完全的分离。

缓冲液浓度对结果的影响如图3c所示。在Na28407和NaH2P04浓度比(1：

2)保持不变的前提下，从小到大改变运行缓冲液的浓度。随着运行缓冲液浓度

的增大，电渗流速度降低，分离时间增长，电流响应减小，检测限明显降低。所

以在低浓度缓冲液条件下可以减少分离时间，提高灵敏度。综合考虑分离度、电

流响应和分离时间，我们在实验中选择25mmolLlNa28407-50mmolL～NaH2P04

为运行缓冲液。

在8～20kV范围内改变分离电压，其对分离效率的影响如图3(d)所示。升高

分离电压可以缩短芦丁和氢氯噻嗪的保留时间，电流响应峰增高、变窄。但如果

分离电压太高，毛细管内电流变大，焦耳热也随之增大，导致峰形变宽、分离效
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率下降。综合考虑上述因素，分离电压为1 7kv时最合适。

实验中使用电动进样，在其他最优化条件下，改变进样时间从4 S到16 S，

发现峰电流相应增加。但是如果进样时间超过12 S，蜂形会明显展宽。所以，为

了得到最佳结果，实验中选择7s作为进样时间。

综上所述，实验的最优化条件是：分离电压17kV，运行缓冲液

25mmolL～Na28407—50mmolL。NaH2P04(pH 7．9)，进样时间7s，检测电位0．8V。

在此条件下得到的芦丁和氢氯噻嗪混合液(4．O×10‘molL。)的电泳图见图4a。

州涮∞

博柏描釉 蒋柏描∞

Q国盯，n_(舀鲥耐a__∞嗣：≈

7．a 7．5$．O I．5 9．0嚣．5 10．0 10．5

喇％l№

Fig·3 Effects ofpH value ofrunning buffer on migration time(a)，pH value ofrunning buffer

011 current response(b)，concentration ofrunning buffer on migration time(c)and separation

voltage on migration time(d)．

3．3线性范围、检测限和重现性

在最佳条件下分析了一系列浓度从1．OxlO～m01．L‘1到5．0×10‘4 m01．L。1的

HCT和IH的标准溶液，结果见表1。HCT和RT的线性范围分别是2．0。10-6，

华东师范大学2004年申请博士学位论文

艄蹿∞鼯嘶帖褥∞

t

1

1

O

O

q

a

O

《誊P口暑暑。

协博¨经仲尊e

I

2心

暑￡，I墓妄器￡№研雾

幅键“住饰o

e

4

2

O

毒重墨霸c童墨器譬



． 篮三童垂垫营虫拯：窒墙捡型生鲤场丝盍进挂亟宣墓霆堡蕴隆廷丘史直垫盛佥曲型定婴塞

1．0x104molL一1和1．0x10一～1．0x10。4 molL’1

是7．02x104nA．L／mol和2．17x105 nA．L／mol

由线性回归方程得到的灵敏度分别

检测限分别是5．0x10‘7 molL。1 and

2．0x10。molL～(s／N=3)。以上结果显示该方法的灵敏度较好。表2列出了分析组

分浓度为5．0x10。6 molL。1时，在相同条件下平行检测六次所得的保留时间和峰电

流的相对标准偏差。由表2可知，所有的相对标准偏差都小于3％，说明该方法

有很好的重现性。

Table 1 Regression equation and detection limit3

。Detection limit was estimated according to three times ofsignal-noise ratio．

Table 2 Precision ofthe present method(n=6)3

aThe concentrationsofallthetwo analyteswere 5．0×104molL‘1

3．4样品测定及回收率

3．4．1珍菊降压片样品的测定

根据第二部分的步骤分析珍菊降压片中HCT和RT，所得的电泳谱图如图

4b，分析结果在表3中列出。用此方法测出一片药中HCT和RT的含量分别是

4．9mg和19．8mg，相对标准偏差小于2．4％。为了证实此方法是可靠的，用药典

法EUV做对比实验，测出一片药中HCT和RT的含量分别是4．9mg和19．7mg，

相对标准偏差分别是2．4％和2．1％(n=6)。所以此方法不但是可行的，而且还有

灵敏度高等优点。
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Fig．4Electropherograms of standardRT andHCTwith a concentrationof4．Oxl04molL‘1(a)，

Zhen Ju Jiang Ya Pian(b)，blank urine sample before drug administration(c)and urine sample

after drug administration(d)．1-HCT,2-RT under optimum conditions
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3．4．2尿样分析

根据2．5所述步骤分析尿样。服药之前的空白尿样的电泳谱图如图4c，服药

之后的尿样电泳谱图如图4d，分析结果在表3中列出。结果显示此方法可以被

用来研究珍菊降压片在人体内的代谢动力学而且不需要任何的预处理。

Table 3 Analytical results of samples(n=6)

!塑唑 !!业!!型 !业盟!!塑 !!!咀塑!!坐 堕里㈤
Zhcn 1u Jiang Ya Pian HCT 5 mg,／tablet 4．9 rag／tablet 2．0

RT

HCT

盯

20 mg,／tab[et 19 8m酣ablet 2．4

2 6x10。5 molL。1 3．4

4 1×100 molL’’ 3．6

通过分别向珍菊降压片和尿样中加入一定量的HCT和RT的方法做了四次

回收实验。结果在表4中列出，显示HCT和RT的回收率在94％到99％。由

此表明此方法是准确可行的。

Table 4 Recoveries ofHCT and RT in sample analysis(n=4)

Sample Component Added amount(molL")Found amount(molL"z)Recovery(％)RSD(％)

Ufine sample

RT

HCT

RT

5．0x104

5．0x10’6

5．0x104

49×10’6

4 8x10。

4 7x10‘6

98．O

96 0

94．0

1 9

3．2

3 8

4结论

实验结果证明用毛细管区带电泳一安培检测法同时检测中药和尿样中的

HCT和RT是可行的。此方法显示出了快速、低进样量、高效、重现性好等优点。

特别是与一般的UV方法相比，此方法更加灵敏，能进行同时检测，不需要任何

前浓缩预处理，为药物的代谢动力学研究提供了新方法。
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第二节毛细管电泳一安培检测中的场放大进样预富集及珍菊

降压片中中西药有效成分的同时测定研究

摘要

场放大是毛细管电泳特有的～种简单的预富集方法，但只有通过改变高压电

极的极性才能使带正电荷和负电荷的离子都达到预富集。对于电化学检测，由于

仪器方面的原因，不能通过这一方法达到正、负离子的同时富集。本文中我们通

过研究用不同稀释溶剂对在水溶液中分别带正电荷、中性电荷、负电荷的盐酸可

乐定、氢氯噻嗪和芦丁三种组分稀释后电流响应的变化，探索了在毛细管电泳电

动进样时稀释溶剂对场放大进样的影响。实验发现，改变样品溶液的酸度，可以

实现带正电荷、负电荷的离子同时进行场放大进样，比改变电极极性的方法简单

易行。使用更高浓度的缓冲溶液稀释样品，也可以使带负电荷的离子达到场放大

进样。同时，通过选择合适的稀释溶剂，可以调节同一样品中不同成分的检测灵

敏度，使其电流响应达到同一数量级。如在珍菊降压片中，盐酸可乐定、氢氯噻

嗪和芦丁三种中西药有效成分的相对含量相差上百倍(含量分别为0．03 mg：5

mg：20 mg／片)，若用缓冲溶液稀释样品，其电流响应难以在同一张电泳图上反

映出，但用水做稀释剂，他们的电流响应可以在同一张电泳图上直观地反映出来。

关键词：稀释溶剂：场放大进样：灵敏度；毛细管电泳；安培检测

1前言

近年来，毛细管电泳作为一种高效分离方法在分析化学领域得到了广泛的研

究和应用。毛细管电泳经常和紫外．可见或激光诱导荧光检测器联用，但是紫外．

可见的检测限不高，激光诱导荧光的灵敏度虽然很高但是对无荧光特性的物质需

要进行柱前或柱后衍生，而且仪器昂贵。电化学检测器灵敏度比紫外．可见检测

器高，比激光诱导荧光检测器便宜，因此毛细管电泳．电化学检测联用技术在无

机离子、糖类、手性药物、氨基酸、多肽、蛋白质等的分离分析中是一种较为理

想的方法f1．3】。
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在毛细管电泳分离中，缓冲溶液、pH和缓冲液浓度、分离电压、温度和进

样方式是影响灵敏度和检测限的重要因素，很多论文对其进行了详细研究【4．5】。

在本实验中，我们研究了不同样品稀释溶剂对毛细管电泳．安培检测法场放大进

样的影响。盐酸可乐定(clonidine hydrochloride)、氢氯噻嗪(hydrochlorothjazide)

和芦丁(rutin)是降压药珍菊降压片中的中西药活性成分，用它们作为分析对象

研究不同稀释溶剂对其检测灵敏度的影响。三种待测样品结构如Fig．1所示。

H

NVN＼]
N——————_J

CI

(a)

(b) (c)

Figure 1．Molecular structures ofclonidine hydroehloride

(a)，hydrochlorothiazide(b)and rutin(c)．

OH

在Na28407一NaH2P04为缓冲液中，由于盐酸可乐定(clonidine

hydrochloride)、氢氯噻嗪(hydrochlorothiazide)和芦丁(rutin)中分别带正电荷、

不带电荷和负电荷，所以它们能用毛细管电泳法进行分离。因为它们都是电活性

物质又都能在碳电极上产生明显的电流响应，所以可以选择高灵敏度的安培检测

法与毛细管电泳联用进行分离分析。毛细管电泳．安培检测盐酸可乐定、氢氯噻

嗪和芦丁与所报道的其它方法比如高效液相色谱[6-7】、分光光度法[8．9】、化学发

光法[1l】、伏安法[12—13]和cE-uV[14—15】法相比有灵敏度高、选择性好、操作

简单、仪器造价低等优点。
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每片珍菊降压片中盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁的含量分别为O．03 mg，5．0

mg和20．0 mg。根据它们的分子量266．6，297．7，664．6得出氢氯噻嗪和芦丁摩

尔数分别为盐酸可乐定的100倍和300倍左右，因此，用毛细管电泳一安培检测

时，其电流响应因差别太大而难以在同一张电泳图上反映出来。

在其它条件不变的情况下，我们分别用水、甲醇、甲酰胺、不同浓度的缓冲

液、盐酸、氢氧化钠作为稀释溶剂来探讨其对检测灵敏度的影响。实验结果表明：

在电动进样条件下，三种待测组分的电流响应随稀释溶剂的改变发生明显改变，

而且稀释溶剂对扩散电流的影响机理与场放大理论一致[16，17]。实验发现当水做

稀释溶剂时，盐酸可乐定的电流响应提高5倍左右，而氢氯噻嗪和芦丁却分别降

低3倍和20倍。因此，用水做稀释溶剂时，珍菊降压片中的三种有效成分的电

流响应在同一张毛细管电泳图上较好地反映出来，而且实验结果令人满意。

2实验部分

2．1化学试剂

所有试剂都是分析纯。盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁购自上海东方试剂公司

和上海源聚试剂公司。样品储备液浓度为1．0×10。3 mol·L。1的甲醇溶液。珍菊降

压片购自上海第三中药厂。在毛细管电泳分离以前，所有溶液都要用0．22 u m聚

丙烯膜过滤，然后超声5min除去气泡。

2．2实验仪器与实验条件

实验室自组装毛细管区带电泳．安培检测系统[17，18】。高压电源(4-30kV，

上海原子核所)。分离在石英毛细管中进行(25 u m内径，360u m外径，长45 cm，

Polymicro．Tech．Ltd．，USA)。电位控制和电流信号检测通过BAS LC一3D安培检

测器实现(Bioanalytical System，West Lafayette，IN，USA)。电泳图谱用记录仪记录

(XWT-204型，上海大华仪器厂)。CHI 630电化学工作站(cH Instruments，USA)。

三电极体系包括碳工作电极('350 1-1 m)、饱和甘汞参比电极(SCE)、和铂丝对电

极。

实验前，碳电极表面分别在金相砂纸和氧化铝粉末上抛光，然后在二次水中
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超声3min清洁表面。然后把三电极系统固定在电化学池的相应孔中，用三维调

节系统小心调整碳电极与毛细管末端有效连接。每次实验前，毛细管分别用0．5

mol·lo盐酸、二蒸水、o．2 mol·1。1氢氧化钠润洗3min，然后用缓冲液润洗直到毛

细管内电流稳定为止，这对于保证得到具有重现性电渗流具有重要意义。

在电动进样之前，盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁的储备液分别用水、甲醇、

甲酰胺、运行缓冲液、盐酸、氢氧化钠稀释至l，0×10～mol·l。1和其它所需浓度。

进行样品分析时，取一片珍菊降压片磨成粉末用10ml甲醇稀释制成储备液，进

样前，样品储备液用水做稀释剂稀释至100ml。

3结果与讨论

3．1安培检测条件

盐酸可乐定分子中含电活性咪唑环，芦丁分子中含羟基，氢氯噻嗪中含氨基

ffig．1)，它们都可以在石墨电极上被氧化产生电流响应。Fig．2是上述物质的流

体伏安I障I(HDVs)，由图可见待测样品的电流响应随着所加电位的升高而增大。

为了得到高的灵敏度和好的信噪比，选择0．80V为实验检测电位。

0 2 0．3 0．4 0．5 0 6 0．7 0 8 0．9 1 1 I

potential／V

Figure 2．Hydrodynamic voltammograms(HDVs)of clonidine hydrochloride，

hydrochlorothiazide and rutin(1．0×10～mol·1‘1)under the optimum CE separation

conditions：running buffer 25mmolL～Na28407—50mmol·1～NaHzP04(oH 7．9)，

separation voltage 1 5 kV,electrokinetic injecfion time 6s at 1 5 kV．
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3．2毛细管电泳分离条件

因为盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁有不同的离子化特性，它们在水溶液中分

别带正电荷、中性电荷、负电荷，因而有不同的质-荷比。在硼砂缓冲液中，芦

丁分子中的邻羟基与硼砂离子络合生成负络离子[20—21]，氢氯噻嗪因为磺胺基电

离出氢离子而带部分负电荷，盐酸可乐定仍带部分正电荷，从而在毛细管电泳的

高电场作用下有不同的电泳速率而得以实现分离。在实验过程中，选用单纯的硼

砂和硼砂一磷酸二氢盐缓冲液进行比较，发现由于在硼砂中加入磷酸二氢盐改变

了缓冲液的电渗流，分离效果较好，因此选用此混合溶液作为缓冲液。实验对

Na28407-NaH2P04缓冲液的浓度进行了研究，发现当Na28407-NaH2P04缓冲液

比例保持1：2而总浓度增加时，电渗流降低而迁移时间延长。本实验中还发现

随着缓冲液浓度升高盐酸可乐定的电流响应降低。因此，较低的缓冲液浓度有助

于减少迁移时间和提高灵敏度。在本实验中，用25mtool·l～Na28407。50mmol·l。

NaH2P04做运行缓冲液。

pH值是影响迁移时间和灵敏度的重要因素之一。因为电动进样影响待测样

品的进样量，所以峰电流受溶液pH值的影响比较严重。当pH值在7．5到10．0

变化时，峰电流随pH值的增加而明显降低，这一现象主要是由于随着pH值增

大，进样量显著减少造成的。但是如果采用压力进样，pH值从6．0变到10．0，

三种分离物的峰电流变化很小。在酸性缓冲溶液中，分离物的迁移时间缩短，所

以应选择pH值较低的缓冲溶液以减少分离时间，但是如果pH值太低，盐酸可

乐定和氢氯噻嗪的淌度相近，峰电流会出现部分重叠。在强碱性缓冲溶液中，迁

移时间明显延长。例如，在本实验中pH 9．1时，芦丁的迁移时间延长50％。综

上所述，本实验应选择近中性条件进行分离。在25 mtool·l～NazB407．50mtool·l。1

NaH2P04的原始pH值(pH 7．9)条件下，可以得到满意的分离效率，迁移时间为

16rain。

同时我们改变分离电压从8kV到20kV来研究其对分离效率的影响。当分离

电压增加时，分析物的迁移时间显著缩短，相应的电流峰变尖。但是，若分离

电压太高，毛细管内的电流增加产生过多的焦耳热致使分离效率降低。综合考虑

上述因素，本实验选用15 kV为最佳分离电压和电动进样电压。在选定的最佳
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条件下，进样时间从4 s到14s变化。实验发现，当进样时间超过10s时，分析

物的电流峰明显变宽。因此，本实验选择进样时间为6s，在该条件下分析结果

令人满意。为了研究不同溶剂对进样量的影响，本实验中采用压力进样作对比，

压力进样时间为30s，压差高度为20cm。

综上所述，本实验采用的最佳分离条件为：分离电压15kV，检测电压O．8V，

缓冲溶液25mmol·1～Na28407-50mmol·l～NaI-12P04(pH7．9)，进样时间为6s。

3．3样品稀释溶剂对场放大进样的影响

盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁的甲醇储备液浓度均为1．0x10。3 tool·l～。为了

研究稀释溶剂的影响，分别把样品储备液用水、甲醇、甲酰胺、不同浓度的硼砂

。磷酸二氢钠缓冲液、盐酸、氢氧化钠稀释至1．0 x10～tool·l一。当采用电动迸样其

条件如上，所有分析物的迁移时间没有明显变化，但是用不同稀释溶剂进行稀释

时，样品的电流响应有很大变化，如Tab．1所示。

当用硼砂．磷酸二氢钠缓冲液作为稀释溶剂时，盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦

丁的电流响应在同一数量级(见Fig．3(a))。但是，随着稀释溶剂总浓度的增加，

盐酸可乐定的电流响应逐渐降低，氢氯噻嗪的电流响应没有明显变化，芦丁的电

流响应逐渐增大。这一现象与场放大理论的在低电导溶液缓冲溶液，电动进样时，

由于在毛细管入口处有高电场所以阳离子进样量增加，阴离子在管口被排斥进样

量减少理论一致。 在本实验中，在近中性(pH 7．9)缓冲溶液中，芦丁与硼砂

离予形成阴离子络合物，氢氯噻嗪仍然显中性，盐酸可乐定带正电荷。所以，当

用不同浓度的缓冲溶液作为稀释溶剂时，电动进样量有明显变化。如果要使带负

电荷的离子达到场放大进样，可以通过用高浓度的缓冲溶液来稀释样品的途径实

现。

当用盐酸做稀释溶剂时，样品的电流响应最高(见Fig．3(b))。电流响应大约

是用缓冲液做溶剂时的2倍。这一现象也可以用场放大理论来解释。在强酸性溶

液中，所有样品都带正电荷，所以进样量增加，电流响应随之增加。这一事实说

明通过调节溶液的pH值使碱性分析成分变成其阳离子形式是同时提高阴、阳离

子检测灵敏度的有效方法。对于紫外或荧光检测的毛细管电泳分析来说，往往通

过改变高压电源的极性才能使带正电荷和负电荷的离子都达到预富集【21．23】。但
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对于电化学检测，由于仪器方面的原因，不能通过这一方法达到正、负离子的同

时富集。因此，本实验结果说明改变样品溶液酸度是毛细管电泳一安培检测中以

达到阴、阳离子的同时场放大进样的可行方法。

Table 1 Current responses ofanalytes with different diluting agents4

8
Clonidine hydrochloride，hydrochlorothiazide and rutin solutions win a concentration of

1．0x10一mol·1～were prepared with methanol，and then diluted to 1．0×10～m01．I‘1 with different

diluents respectively．

当用NaOH作溶剂时，也有同样的现象。因为所有分析成分在强碱性溶液中

都带负电荷，在电动进样时被排斥，所以随着NaOH浓度的增加，盐酸可乐定和

氢氯噻嗪的电流响应逐渐降低，芦丁的也很低。与硼砂．磷酸二氢钠做溶剂相比，

氢氯噻嗪的电流响应降低大约5倍，芦丁降低大约lO倍。

当用有机物-甲醇、甲酰胺作稀释溶剂时，盐酸可乐定和氢氯噻嗪的电流响
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应大约是用硼砂一磷酸二氢钠作稀释溶剂的一半，而芦丁的却大大降低。也许是

因为在有机介质中离子的迁移速率太慢，所以有机稀释溶剂不适合电动进样a

3

C

j L—A √

矗 S 10 12 l珥

髓睁a勘拜蜒嵫绷h

Figure 3．Electropherograms of clonidine hydrochloride(1)，hydrochlorothiazide(2)

and rutin(3)with same concentration of 1．0 X 1 0～tool·l“diluted with 25 mmolL‘

1Na28407—50 m mol-1～NaH2P04(a)，20 m mol·1‘1 hydrochloric acid(b)and water

(c)respectively under the optimum CE separation conditions．

如图Fig．3(c)，当水做稀释溶剂时，与硼砂一磷酸二氢钠缓冲液作稀释溶剂

相比，盐酸可乐定的电流响应提高大约5倍，而氢氯噻嗪和芦丁的分别降低3倍

和20倍。这是场放大效应的一个特例。当纯水作溶剂时，场放大效应比低浓度

缓冲液作溶剂时要大的多。只有在这种条件下，珍菊降压片中的盐酸可乐定、氢

华东师范大学2004年申请博士学位论文



．： 箍三重垂垫筻虫进：塞量捡型生的垣趣太避挂塑直塞厘堡煎隆堡丘生直錾盛岔鲤趔庭盟窭 ：

氯噻嗪和芦丁含量差别虽然很大(在一片药中，盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁的

含量分别为0．03 mg，5．0 mg，20．0)却可以在同一电泳图谱反映出它们的电流响

应。

实验中用压力迸样法进行了对比。在压力进样条件下，用不同稀释溶剂稀释

样品的电流响应没有明显的变化。由此可见，当采用电动进样进行毛细管电泳分

离时，阴阳离子的进样量受所用的稀释溶剂的不同，导致场放大进样的程度不同，

从而影响了其检测灵敏度。

3．4样品分析

按照第二部分的步骤同时分析珍菊降压片中盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁。

在最佳分离条件下以水作稀释溶剂，实验测得盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁的线

性范围分别为1．0×10～～1．0 x104 m01．1～，5．0×10～～1．0 xlOq m01．1。1和1．0×

10一～1．0×10一tool·l～。每片药用10 llll甲醇溶解然后用水稀释至100ml是合适

的。

该药的电泳图谱如Fig．4所示，分析结果见tab．2。用标准加入法测得盐酸

可乐定、氢氯噻嗪和芦丁的含量分别为O．03 mg／片，4．9 me,／片and 19．6 mg／片，与

所报标准含量0．03 mg／片，5 me,／片，20 mg／片相比误差不超过2％。重复进样四

次，样品的标准偏差小于4％，说明该方法重现性较好。

Table 2 Analytical results ofZhen Ju Jiang Ya Plan(n=4)

Component Label claim(mg／tabler) Found amount(rag／tablet)
RSD(％)

Clunidine hydrochloride 0．03 0．03 2．9

Hydroehlomthiazide 5 0 4 9 l 0

Rutin 19 6 3．8
20．0
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Figure 4．Electropherograms of Zhen Ju Jiang Ya Pian diluted with water under the optimum

CE separation conditions：1．13×104 mol·111 elonidine hydrochloride(1)，1．65x10q m01．r1

hydrochlorothiazide(2)and2．96×104mol·1‘1 rutin(3)．

4结论

在本文中我们通过研究用不同稀释溶剂对在水溶液中分别带正电荷、中性电

荷、负电荷的盐酸可乐定、氢氯噻嗪和芦丁三种组分稀释后电流响应的变化，探

索了在毛细管电泳电动进样时稀释溶剂对场放大进样的影响。实验发现，改变样

品溶液的酸度，可以实现带正电荷、负电荷的离子同时进行场放大进样，比改变

电极极性的方法简单易行。使用更高的缓冲溶液稀释样品，也可以使带负电荷的
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离子达到场放大进样。通过选择合适的稀释溶剂，可以调节同一样品中不同成分

的检测灵敏度，使其电流响应达到同一数量级。如在珍菊降压片中，盐酸可乐定、

氢氯噻嚷和芦丁三种中西药有效成分的相对含量相差上百倍(含量分别为0．03

mg：5 mg：20 me,／片)，若用缓冲溶液稀释样品，其电流响应在同一张电泳图上

很难看出，但用水做稀释剂，他们的电流响应可以在同一张电泳图上直观地反映

出来。
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第三章毛细管区带电泳懈姑等速电泳．安培检测联用及其间接测定羟自由基的研究

第三章毛细管区带电泳／瞬时等速电泳一安培检测联用

间接测定羟自由基的研究

第一节毛细管电泳一安培检测间接测定羟自由基的研究

摘要

本文研究了利用毛细管区带电泳．安培检测(CZE．AD)来间接测定羟基自由

基的方法。以Fenton反应体系为模型产生羟自由基，然后将水杨酸加入到该体

系中，它可以捕获羟自由基生成具有电化学活性的2，3一二羟基苯甲酸(2，3一DHBA)

和2，5一二羟基苯甲酸(2，5．D}玎3A)，根据2，3．DHBA和2，5一DHBA在电极上的电

流响应可间接测定羟自由基的含量。在最佳条件下，水杨酸(SAL)、2．3一DHBA

和2，5一DHBA可以在15min内得到了完全分离并检测，其线性范围为1．0×100

—1．0×10。4 tool·L．1，检测限为2．0×10一tool·L。1(S／N=3)。在此基础上研究了

当归多糖对羟自由基的消除能力。试验结果表明当归多糖加入到Fcnton反应体

系中后，检测到的2，3．DHBA和2，5一DHBA浓度减少了，这表明部分的羟自由基

已经被消除，因此，可用该方法来鉴定不同抗氧化剂对羟自由基的清除能力。

关键词：羟基自由基：毛细管电泳；安培检测；当归多糖

1前言

人体内的氧自由基可以攻击蛋白质、核酸和不饱和脂肪酸等生物高分子，从

而破坏细胞的结构和功能，导致癌症、心血管疾病、阿尔茨海默病和帕金森症等

[1，2]。羟自由基是最具活性的氧自由基，当自由基过多或者细胞内的抗氧化剂

不足的时候就会导致细胞受损伤。因为羟自由基极其活泼并且在体内存在的时间

很短，所以对其检测具有一定的难度[3—5]。

羟自由基很难进行直接检测，可以利用一些间接的方法来进行分析。在羟自

由基以及其导致损伤的间接分析中，常用戊烷、丁烷、8一羟基脲酐等作捕获剂，

也可用水杨酸盐(SAL)、二甲基亚砜(DMS0)和二甲基硫脲等作捕获剂[6]。
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目前检测羟自由基的方法有电子自旋共振(ESR)、电子顺磁性共振(EPR)

[7，8]、高效液相色谱(HPLC)与紫外(uV)／电化学(ED)／质谱(MS)技术

联用【9—13]、气质联用技术(GC—MS)[14，15]、化学发光等【16—18]。尽管电子

自旋共振(ESR)被认为是一种很好的检测羟自由基的方法，但在检测过程中要

用硝酸、亚硝酸化合物，5，5一二甲基～L一吡咯啉一N一氧化物(DMPO)等作

旋转捕获剂，实验过程复杂，又需要价格高昂的仪器，而且灵敏度低，容易被干

扰。高效液相色谱是非常有效的羟自由基检测方法，通常用水杨酸作捕获剂，然

后检测其羟基化产物2，3--DHBA和2，5一DHBA。高效液相色谱(HPLC)与

安培检测法(AD)联用，灵敏度比一般的紫外检测高。但是高效液相色谱(HPLC)

也同样需要昂贵的仪器，试剂消耗量也较大。化学发光检测分析羟自由基在灵敏

度方面有一些优势，但是反应产生的荧光试剂还会与超氧化物、过氧化氢或氧原

子发生反应从而产生一些误差。

最近几年，由于毛细管电泳(CE)具有分离速度快、样品用量少、操作简

单和仪器便宜等特点，而在分析化学领域得到广泛的研究和应用。但是利用毛细

管电泳来分析羟自由基的报道较少[19．211。N．Gokoren第一次使用胶束电动毛细

管电泳(MECC)一紫外检测来测定水杨酸、2，5-DHBA和2，3-DHBA[22]。Coolen

使用毛细管电泳与紫外检测法测定水杨酸中的羟基化产物2，3-DHBA和

2，5-DHBA，线性范围为10—6~10‘4mol··L‘。，检测限为2×10’7mol·L。1[23]。

本文用毛细管电泳．安培法(CZE—AD)间接检测了羟自由基。当水杨酸加入

至lJFenton反应体系中，它可以捕获羟自由基生成具有电化学活性的2，3-DHBA和

2，5-DHBA(Figure 1)[24]。

COOH

SailcyIic acid

+ ’OH————’

COOH COOH

OH

OH HO

2．3．DHBA 2，5一DHBA

Fig．1 Structures of SAL，2,3·DHBA，2,5一DHBA and chemical equation of

Fenton reaction．
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我们探索了毛细管电泳一安培法检测2，3-DHBA平f12，5-DHBA的最佳条件。在最

佳条件下，水杨酸、2，3-DHBA和2，5-DHBA可以在15min内得到完全分离；2，3-DHBA

和2，5-DHBA的线性范围是1．O xlO～～1．0×10～tool·L～；检测限为2×10一m01．L一，

优于cE—uV方法。此外，我们利用该法研究了当归多糖对羟基自由基的消除能力。

把当归多糖加入至lJFenton反应体系中，2，3-DHBA和2，5-DHBA的峰高降低了，说明

部分的羟自由基己被消除，因此，可以用该方法来分析不同抗氧化剂对羟自由基

的清除能力。

2实验部分

2．1仪器部分

毛细管电泳一安培检测自组装系统[25，26]。高压电源(±30kv)(上海原子

核研究所)；石英毛细管(25 u m I．D．，360u m 0．D．，60 cm long，Polymicro．Tech

Ltd．，USA)； BAS LC一3D安培计(Bioanalytieal System，West Lafayette，IN，

USA)；记录仪(Model XWT一204，中国上海大华仪器公司)：CHl660电化学分析仪

(CH Instruments，USA)；电化学检测装置使用三电极体系，碳工作电极

(dP300 u m)，饱和的甘汞参比电极(SCE)和铂丝对电极。

2．2试剂部分

所用试剂均为分析纯试剂。2，3-DHBA和2，5-DHBA购自Sigma化学公司。用

二次蒸馏水配制2，3-DHBA、2，5-DHBA和水杨酸储备液。当归购买于上海复兴药

业公司中药部。

实验之前，所有溶液都用0．45um聚丙烯滤膜过滤，然后超声5min除去气泡。

2．3碳工作电极的制备

碳电极的制备参照文献[27]。在使用之前，碳电极表面用金相砂纸打磨，然

后在二次蒸馏水中超声洗涤3min，以保证电极表面足够的清洁。
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2．4电泳操作条件

在毛细管电泳实验之前，将三个电极固定在电解池上的相应孔中，用三维定

位器仔细调节碳工作电极使其与毛细管口对准，从而达到有效的连接。每一次实

验前毛细管分别用0．5 mol·L-1的盐酸溶液、二次蒸馏水和0．2 mol·L‘1的氢

氧化钠溶液各清洗3min，然后用缓冲溶液冲洗直到毛细管中的电流达到稳定为

止，以保证电渗流的重现性。

最佳实验条件为：检测电压为0．9V；缓冲溶液为30 mmol·L1 Na，B。0，一HCl

体系(pH 7．4)：分离电压为15kV；电动进样时间6s(在15kV时)。

2．5当归多糖的提取

首先精确称取一定量的当归粉末，分别用丙酮洗涤、l：l的乙醇一乙醚溶液

在沸水中煮沸2h以除去色素。过滤，残渣在90一100*C的水中搅拌浸取6h，重复

三次。过滤，将滤液合并，加热浓缩到150ml左右，加入无水乙醇沉淀多糖。离

心分离，所得沉淀物用4：1的氯仿一异戊烷溶液洗涤以除去所含蛋白质。低温冷

冻干燥，得到当归多糖粗品。利用纤维素柱色谱法提纯得到纯的当归多糖。

2．6水杨酸与Fenton体系中产生的羟自由基之间的反应

37"C，在20 mmol·L～NaH：PO。--Na。HPO。缓冲体系(pH 7．4)中依次加入5ml

的1．0 nⅡnol·L1 Fe“、2．0 mmol·L～H20。、1．0 mmol·L-IEDTA、1．0 mmol·L1水

杨酸钠(H：0。和Fe”溶液要立即用事先除去气泡的水配置并且亚铁盐要事先加入

络合剂EDTA)，混合反应一个小时后，将溶液稀释50倍，利用电动进样进行分

离检测。

3．结果和讨论

3．1安培检测条件

由于2，3-DHBA，2，5-DHBA和水杨酸的分子结构中具有电化学活性的羟基，

能够在碳电极表面被氧化而产生电流响应。Fig．2是在0．03 mol·L1的硼酸盐

的溶液中浓度为4．0x 10’5 mol·L。的2，3-DHBA，2，5-DHBA和水杨酸的循环伏安
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Fig．2 Cyclic voltammograrns of SAL，2,3一DHBA and 2,5．DHBA wit}l same

concentration of 4．0×1 0一mol·I～at carbon disk electrode in 0．02 m01．1。I borate—HCl

buffer(pn 7．4)．Reference electrode：SCE；auxiliary electrode：platinum wire．Scan

rate：0．1 v／s．

0 0 1 0 2 0．3 0．4 0 5 n 6 0 7 0．8 0 S 1

Potential／V

Fig．3 Hydrodynamic voltammograms

same concentration of 1．O×10～m01．1’1
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from 0 to+1．0 V．Other conditions aS the optimum．

图。2，3-DHBA，2，5-DHBA的最大电流响应的电位分别在0．41V和0．51V，但是当

外加的电压少于0．78V时，水杨酸的电流响应比较小。Fig．3是三种分析组分的

流体伏安图，显示了在O V到1．0 V的电压范围内，三种分析组分通过毛细管电

泳分离后的电流响应。可以发现三种物质的电流响应随着外加电压的增加而增

大。为了保证2，3-DHBA，2，5-DHBA和水杨酸的高灵敏度以及最佳的信噪比，我

们选择0．9伏为检测电压。

3．2毛细管电泳分离条件

由于2，3-DHBA和2，5-DHBA是同分异构体从而有着相似的电离常数

(pK。．m，Ⅷ=2．94，pK“z；。Ⅲ=2．98)，在CE中它们表现为相似的电泳淌度，因此

在中性或者碱性缓冲溶液中不能分离。但是在硼砂缓冲溶液中，因为2，3-DHBA

有邻位羟基基团，它能够和硼酸形成络合物从而有着较大的电离常数(Fig．4)，

而2，5-DHBA不发生这个反应。所以在毛细管电泳中以硼砂为缓冲溶液可以实现

2，3-DHBA和2，5-DHBA的完全分离。由于水扬酸分子比DHBA分子少一个羟基，

可以根据它们不同的质荷比实现其完全分离。缓冲液的浓度对分离度有一定的影

响，当缓冲溶液的浓度增加时，电渗流降低，迁移时间延长。所以，较低浓度的

缓冲溶液更适合于减少迁移时间和增加灵敏度。本实验我们采用30mmol·L。1硼

砂作为缓冲溶液。

2

COoH

O√H岫。。一故×jO。两Ⅷ归
Fig．4 Chemical reaction between 2,3一DHBA and boric acid．

pH值是影响分离的最重要因素。改变缓冲液的pH值从4．0到11．0，实验

结果如图5所示。pH值在4．0到6．0之间，2，3-DHBA、2，5-DHBA的电流峰部分

重合，在7．0到9．0之间，三种物质完全的分离，但是随着pH值的增加它们的

华东师范大学2004年申请博士学位论文



苎三!墨塑笪堕!皇鎏!壁堕!里里塑：墨兰筮型壁旦墨苎苎苎型星丝!堕垩塑翌塑

电流响应降低且迁移时间明显增长。故实验中，选择pH值为7．4。该pH值由硼

酸盐中加入一定量的盐酸得到。

14

12

10

8

6

4 5 6 7 8 9 10 11

pH value

Fig．5 Effect ofbuffer pH value orl migration time of2，5-DHBA，SAL and 2,3-DHBA

在分离电压为10—22kV的范围内，可以发现毛细管电泳的分离效率随着分

离电压的增加，分析物的分离时间显著缩短并且它们相应的电流峰也变得尖锐。

但是如果分离电压过高，产生大量的焦耳热，导致电流峰变宽从而降低分离效率。

从综合考虑上述因素，我们在实验中选择15kV作为分离电压。

实验采用电动进样。在4s到12s之间改变进样时间来探讨其对分离效率的

影响。实验发现当进样时间延长，电流响应增加。但当进样时间超过了10s，待

测物的峰形就会明显的增宽。所以，实验选择进样时间为6s。

在选定条件下，相同浓度(1．0x101f【lol·L1)的2，3-DHBA，2，5-DHBA和

水杨酸标准溶液的电泳图如Fig．6(a)所示：1 2，5．DHBA；2 SAL；3

2,3．DHBA．
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Fig．6 Electropherograms of standard SAL，2,3一DHBA and 2,5-DHBA with SalTle

concentration of 1．O×10～mol·l一1(a)，products ofFenton reaction(b)，and products of

Fenton reaction when 1．0 mg／ml angelica polysaccharide was present(c)

under the optimum conditions of CZE—ED．

3．3线性范围、重现性和检测限

在最佳条件下分析了一系列浓度从1．0xi0～mol·L1到5．O×10一mol·L。的

2，3-BHBA，2，5-DHBA和水杨酸标准溶液，结果见Tab．1。三种分析组分的线性

范围从1．OxlO。7到1．OxlO—mol·L～，检测限为2．OxlO～mol·L‘1(S／N=3)。以

上结果说明该法是灵敏度高。Tab．2是相同浓度(1．0x101 mol·L-1)的标准溶

液在相同条件下重复测定6次后的迁移时间和电流峰的相对应的标准偏差。所有

的RSD都小于2％，说明测定方法具有的良好重现性。
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Table 1 Regression equation and detection limit8

4
Detection limit was estimated according to three times of signal-noise

Table 2 Precision ofthe present method(n=6)8

8

The concentrations ofall the two analytes were 5．O N 1 0一mol-1。

3．4当归多糖对羟自由基的清除能力

按照实验部分的方法，在Fenton体系中加入当归多糖。Fig．6(b)是Fenton

反应体系后的毛细管电泳图，Fig．6(c)是当加入1．0 mgml_l当归多糖到Fenton

反应系统的毛细管电泳图。比较Fig．6(b)和(c)，发现2，5-DHBA和2，3-DHBA

的电流峰值明显减小了。因此，当归多糖对羟自由基的消除百分比可以根据

Fenton反应体系中比较2，5-DHBA和2，3-DHBA的最初电流响应和加入不同浓度

的当归多糖的电流响应差异来计算。实验结果如Tab．3所示。

Table 3 Free hydroxyl radical scavenging ratio ofangelica polysaccharide
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4结论

实验表明毛细管电泳一安培法(CZE—AD)是一种简单灵敏的间接检测羟自由

基的方法。毛细管电泳一安培法(CZE—AD)检测水杨酸、2，3-DHBA和2，5-DHBA

的最佳条件是检测电压0．9V、缓冲溶液30 mmol·L。1的Nazl3aO，一HCl(PH7．4)、分

离电压15kV、电动进样时间6s(15kV)。在最佳条件下，水杨酸、2，3一DHBA和

2，5-DHBA能在15min内实现完全分离，线性范围为1．0×10～～1．0 x10。

mol·L～，检测限为2×10～mol·L一。此外，该方法可用于研究当归多糖的对羟

由基的清除能力。实验结果表明，毛细管电泳一安培法(CZE—AD)方法在检测羟

自由基和鉴定自由基清除剂的清除能力方面具有一定的实用性。
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第二节毛细管瞬时等速电泳一安培检测法

及其间接测定自由基捕获产物的研究

摘要

毛细管电泳是一种高效的分离技术，但是由于进样量较小，其浓度检测灵敏

度低于高效液相色谱。等速电泳是毛细管电泳特有的一种提高灵敏度的方法。本

文用水杨酸捕获羟自由基的产物一2，3一二羟基苯甲酸作为分析对象，探讨了毛细管

瞬时等速电泳一安培检测法的适宜条件。实验中选用p．甲基苯甲酸为2，3．二羟基

苯甲酸的前导电解质，运行液被作为后导电解质。研究了前导电解质、运行缓冲

溶液、共存离子的有关参数如浓度、pH、进样时间等对富集倍数的影响。在最

佳瞬时等速电泳条件下，2，3-二羟基苯甲酸的灵敏度提高了近20倍，检测限达到

104 mol／1。实验结果显示该方法可用于间接检测活体内的羟自由基。

关键词：羟自由基： 毛细管瞬时等速电泳； 安培检测；

1前言

在过去的二十年里，毛细管电泳由于具有分离效率高、毛细管简单便宜、样

品消耗小、仪器简单等优点而在理论和应用方面都得到了快速的发展。毛细管电

泳是一种高效的分离手段，几乎可以完成以前由HPLC进行的所有分离工作。但

是由于cE的进样量比HPLC低很多，用uV检测器时光程太短，所以当使用相同

的检测器时灵敏度比HPLC低[1]。

但是cE的两个特别的性质一场放大进样和等速电泳可将cE的灵敏度提高数

干倍[2—5]。当两者联用，灵敏度会大幅度提高甚至可以达到以前的一百万倍。

另外，此浓缩处理方法也比微固体萃取和离子交换等方法更简单、经济和准确。

E Bocek，S．Terabe及其他研究者研究了一些瞬时等速电泳的模型[6一12]。瞬时等

速电泳的主要机理是在同一根毛细管内，稀释的分析物可被高迁移率的前导液或

低迁移率的后导液堆积或者同时被两者堆积。在毛细管中首先充入电泳迁移速度

高于样品中任何离子的背景电解质溶液(称为前导电解质L)，然后注入样品溶
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液，紧接着再充入第二种背景电解质溶液(该溶液的电泳迁移速度小于样品中任

何离子，称为后导／终止电解质T)。施以高压后，样品中离子依据各离子的电泳迁

移速度在样品溶液一背景电解质溶液的界面发生分离。随着样品各组分的分离，每

个样品组分所分得的电场发生变化。电泳迁移速度大的离子，电导较大，分得的

电场较小，电泳迁移速度逐渐降低，至平衡时，样品各组分均以与前导电解质相

同的速度在毛细管中移动，形成等速电泳。瞬时等速电泳常常与其他检测方法联

用，其中包括电导分析[13，14]、紫外分析[15，16]、质谱分析[17，18]、激光诱

导荧光分析[19]、拉曼光谱[20]、x射线[21]等。因为紫外和电导分析的灵敏度

较低，电泳谱图的延长也对定量分析产生影响。而且当目标分析物区的宽度小于

检测窗口时，紫外分析法就不能被使用。质谱、红外、激光诱导荧光、拉曼光谱

的仪器非常昂贵。综合考虑灵敏度和仪器成本等因素，安培检测与瞬时等速电泳

联用是完全可行的，甚至有可能比紫外和电导更适合。因为在样品或前导／后导

液中共存的无电化学活性的成分会在分析物的分离峰产生不连续的电泳谱图，更

容易进行定性和定量分析。但是非常遗憾，就我们所知，目前此方法只有D．

Kaniansky有所尝试[22]。

本文用水杨酸捕获羟自由基后的产物2，3．二羟基苯甲酸作为分析物来讨论

毛细管瞬时等速电泳一安培检测法的最佳分析条件。生物学认为在食物的摄入过

程中由于酶的作用，乙酰水杨酸转化成水杨酸，水杨酸可以捕获体液中的羟基自

由基生成2，3-DHBA和2，5-DHBA(见图1)[23]。因为2，5-DHBA也可以由P450酶

形成，所以只有2，3-DHBA能作为羟自由基的生物标记物[24]。HPLc—ED可以

2，3-DHBA作为生物标记物间接检测生物体内的羟自由基[25—27]。可是当用于检

测活体内的羟基自由基时，简单而又有效的CE__AD检测法达不到要求的灵敏度。

本实验中选用P一甲基苯甲酸为2，3．二羟基苯甲酸的前导电解质，运行缓冲溶

液为后导电解质，研究了前导电解质、运行缓冲溶液，共存离子的有关参数如浓

度、PH、进样时间等对毛细管瞬时等速电泳．安培检测的影响，进而讨论了等速

电泳一安培检测的一些重要因素。在最佳瞬时等速电泳条件下，2，3．二羟基苯甲酸

的灵敏度提高了近20倍，检测限达到10。9 mol／1。实验结果显示该方法可用于间

接检测活体内的羟自由基。
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2,3-DHBA 2,5．DHBA p-MBA Complex from 2,5‘DHBA and Borate

Fig，1 Structures of 2．3-DHBA，2，5-DHBA，p-MBA and Complex from 2，5-DHBA and Borate

2实验部分

2．1仪器

毛细管电泳一安培检测自组装系统[28，29]。高压电源(±30kv)(上海原予

核研究所)；石英毛细管(25 p Ill I．D．，360 u Ill 0．D．，75 cm long，Polymicro．Tech．

Ltd．，USA)；CH一2毛细管电泳安培检测计(中国江苏江分电化学仪器厂)：记录

仪(Model XwT一204，中国上海大华仪器公司)：CHl660电化学分析仪(CH

Instruments，USA)；电化学检测装置使用三电极体系，碳工作电极(中300 u 111)，

饱和的甘汞参比电极(SCE)和铂对电极。

2．2试剂部分

所用试剂均为分析纯试剂。2，3-DHBA和2，5-DHBA购自Sigma化学公司。P．

甲基苯甲酸、次硫酸和EDTA购自上海试剂进出口公司。1，Oxlff3moll‘1的

2，3-DHBA和2，5-DHBA储备液用二次蒸馏水稀释，实验时用运行液稀释到所需浓

度。0．1 mol l-1的p．甲基苯甲酸钠由p．甲基苯甲酸与氢氧化钠中和得到。

实验之前，所有溶液都用O．45um聚丙烯滤膜过滤，然后超声5min除去气体。

2．3操作步骤

2．3．1碳工作电极的制备

碳电极的制各参照文献[30]。在使用之前，碳电极表面先用金相砂纸抛光再

用氧化铝粉打磨，然后放在二次水中超声3min清洁表面。
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2．3．2电泳操作条件

在毛细管电泳实验之前，将三个电极固定在电解池上的相应孔中，用三维定

位器仔细调节碳工作电极使其与毛细管口对准，从而达到有效的接合。每一次实

验前毛细管分别用0．5 mol／1的盐酸溶液、二次蒸馏水和0．2 mol／1的氢氧化钠

溶液各清洗3min，然后用缓冲溶液冲洗直到毛细管中的电流达到稳定为止，以

保证电渗流的重现性。

参照第一节毛细管区带电泳的实验方法，测得最佳实验条件为：检测电压为

0．7V；缓冲溶液为12．5 rrmaol 1-1Na28407—25 mmol l_l NaH2P04；分离电压为15kV；

前导液为40 mmol l“p一甲基苯甲酸钠(pH 9．8)；前导液电动进样时间30s：分析

组分电动进样时间为30 S。

3．结果和讨论

3．1前导电解质与后导电解质的选择

在一般的毛细管区带电泳一安培检测条件下，2，3-DHBA和2，5-DHBA能被完

全分离并在碳圆盘电极上产生相应的响应电流。可是DHBA的灵敏度只有2×10。8

mol／L，在活体羟基自由基检测中需要进一步提高。

根据等速电泳的基本原理，2，3-DHBA和2，5-DHBA能被前导电解质L和后导

电解质T堆集，它们的有效迁移速率应该符合以下原则：fiL>fi 215．DH队>fis2,3-DmA

>fit。但是对于安培检测，如果选用的L和T符合以上顺序，由于2，3-DHBA和

2，5-DHBA的响应电流峰之间距离狭窄，两峰之间会重叠。所以，为了只检测

2，3-DHBA这～生物学目标和考虑到安培检测性质的特点，L和T应该符合以下原

则：她5-DHBA>ilL>fls2 A 。当然，L必须是无电化学活性的。,3-DHB>QT

弱酸的有效迁移率通过他们的离解常数和分子量得到。由于运行液的影响，

如果仅仅根据有限的资料所提供的数据，寻找合适的前导电解质或后导电解质将

非常烦琐。根据我们的理解，如果将前导／后导电解质的范围限制在其结构与分

析对象相似的范围内，将会避免过多的尝试。

由于P一甲基苯甲酸的结构同2，3-DHBA相近，其迁移率在2，3-DHBA和
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2．5-DHBA之间，只会对2，3-DHBA产生堆集作用，因此在本次实验中被选为前导

电解质L。检测电压为0．7V时，p一甲基苯甲酸在碳电极上不产生响应电流，这对

安培检测来说非常重要。因为如果L电解液有电化学活性，由于L的浓度更大，

其电流响应峰会与目标分析物重叠甚至完全覆盖。实验还发现高浓度的p．甲基苯

甲酸会对2，5-DHBA起反堆积效果。

因为缓冲液12．5 mmol i-INa28407-25 mmol l—NaH2P04的迁移率小于

2，3-DHBA，所以实验用缓冲液作为T。

3．2前导电解质浓度的影响

由实验发现，L的浓度很大程度上影响着2，3-DHBA的灵敏度和保留时间。

如图2所示，当缓冲液为12．5 mmol l～Na28407-25 mmol l’1 NaH2P04而且浓度不

变时，如果逐渐改变L的浓度，2，3-DHBA响应电流也相应的改变。当L的浓度

9 21 23 25 27 29 3

Mignti∞time，rain

Fig．2 Effects ofL concentration On current response and migration time
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在25～45 mmol 1’1范围内，2，3-DHBA的响应电流也提高10～20倍。可是，当L

的浓度过高，2，3-DHBA响应电流的提高会明显降低。在所用L浓度范围内，

2，5-DHBA的响应电流随着L浓度的增大而逐渐减小，显示此时L起着反累积的

作用。这个现象是由有效迁移率对浓度的依赖导致的。因为L的浓度大大高于

DHBA，其有效迁移率改变的比DHBA更大。

L的浓度对瞬时等速电泳的另一个影响是保留时间。由图2可以明显看出随

着L浓度增大保留时间也延长。

通过进一步的实验发现2，3-DHBA响应电流的提高程度取决于L和运行液的

浓度比。当L的浓度在50～90 mmol／1内，运行液的浓度加倍，2，3-DHBA响应电

流也增大。

3．3前导电解质pH值的影响

因为在酸性条件下，L是不溶于水的，所以我们研究了在pH 7．5～12．2范围

内L的pH值对2，3-DHBA响应电流的影响。实验发现在pH为7．5～10．5时，其

变化基本不影响响应电流。但是当pH大于11时电流突然下降。本实验中选择

pH为9．8，这由p-甲基苯甲酸用氢氧化钠等摩尔反应得到的。

3．4 L进样时间的影响

通过改变进样时间15 s～120 s来研究进样时间的影响。结果发现L的进样

时间严重影响了2，3-DHBA响应电流。这也说明L的浓度是主要的影晌因素。本

实验中采用30s作为L的进样时间。

3．5高浓度共存物质的影响

为了研究生物样品中的微量成分，共存大组分的影响在瞬时等速电泳中非常

重要。因为在动物的体液中氯化钠的含量最高，所以本实验探究氯化钠浓度的影

响。由图3发现2，3-DHBA响应电流随着氯化钠浓度的增加而增大。另一个现象

是2，3-DHBA的保留时间随着氯化钠浓度的变化产生明显的变化，2，3-DHBA的保

留时间随着氯化钠浓度的增加而逐渐缩短。为了消除共存大组分的影响，一种方

法是稀释样品，但是此方法不可行，因为分析物的浓度已经非常低了。另一种方
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法是在标准分析液中加入相似浓度的氯化钠以抵消此影响。进行生化样品分析

时，可采用后一种方法，即在运行液中加入O．15 mol／l NaCl。

O

16 18 20 22 24 26

Migration time／mm

Fig．3 Effect ofNaCl concentration On current response and migration time

3．6进样顺序的影响

实验中的进样顺序是L在标准样品之前进样。如果此顺序颠倒，2，3-DHBA

和2，5-DHBA的响应峰都会非常低且宽。

3．7线性范围和检测限

在最佳条件下分析了一系列浓度从1．0x10‘9 mol·Lo到5．0x10’3 t001．L“的标准

2，3-DHBA溶液。回归方程是1(nA)=5．72x107 C(mol／1)+O．001(R2=O．9885)，线性

范围从1．0x104到5．0x10。9mol·L～，检测限为1,0x10一m01．L1(S／N=3)。以上得到

的结果显示，同一般的毛细管区带电泳相比，此方法测定2，3-DHBA的灵敏度提

高了20倍。在相同条件下重复测定1．0x10。8 moiL‘12，3-DHBA 6次，保留时间和

峰电流的相对标准偏差分别是3．O％和8．O％，这些都能很好的说明这个测定方
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法具有的较好重现性。

4结论

本文用水杨酸捕获羟自由基的产物一2，3．二羟基苯甲酸作为分析对象，探讨了

毛细管瞬时等速电泳一安培检测法的适宜条件。在安培检测中，由于前导和后导

电解质的浓度很高，所以必须是无电化学活性的，否则样品的电流响应峰就会被

掩盖。前导电解质的有效淌度必须略大于被测单一组分的有效淌度，否则会导致

多个电活性组份响应峰的重叠。在最佳瞬时等速电泳条件下，2，3一二羟基苯甲酸

的灵敏度提高了近20倍，检测限达到10。9 mol／l。实验结果显示该方法的灵敏度

可用于间接检测活体内的羟基自由基。
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第四章胶束电动毛细管电泳一安培检测法同时测定食品

中的活性胺及其前体氨基酸的研究

摘要

本文以碳圆盘电极为工作电极，用胶束电动毛细管．安培检测法(MECC．ADl

同时分离和检测了食品中生物活性胺及其前体氨基酸，即色胺、酪胺、色氨酸和

酪氨酸。所建立的方法简单、可靠、重现性较好。分离和检测的最佳条件是：含

o．03 tool·L。十二烷基硫酸钠(SDS)的0．02tool·L。1硼酸钠(Na28407)～氢氧化钠

(NaOH)缓冲溶液(PH 10．35)作为运行缓冲液；分离电压为20kV；检测电位为

+O．80V(Vs．SCE)。在优化条件下，色胺、酪胺、色氨酸和酪氨酸得到完全分离，

在三个数量级范围内，峰电流与待测物呈良好的线性关系，检测限(S／N=3)达到

1．O×10～tool·L～。将建立的方法用于实际样品米酒的测定，测定结果令人满意。

关键词：胶束电动毛细管电泳；安培检测法；生物活性胺；氨基酸

1引言

生物活性胺在很多人类生理活动中都起着重要的作用，但是如果在食物中的

含量过高，会导致一些类似中毒症状的疾病，例如头痛、恶心、郁闷、高血压、

精神分裂症、心悸等。其中，酪胺是引起偏头痛和类似注射迷幻药的症状的主要

因素[1]。生物活性胺除了可以在人、植物和微生物的正常新陈代谢活动中产生

和消失以外，还能由前体氨基酸的微生物获得。一旦生物活性氨形成，就很难通

过低热灭菌或者蒸煮的方法破坏。因此，严格控制食物在加工过程中的环境从而

尽可能降低生物活性胺的聚集是非常重要的。为了检测在不同环境因素的影响，

应确定生物活性胺及其前体氨基酸的定量关系。正因如此，很有必要建立一个可

靠而又方便的方法同时检测食物中可能同时存在的生物活性胺及其前体氨基酸。

用于机体组织和食品中活性胺检测的方法已有报道[2～4]。比如气相色谱法

[5]，离子交换色谱法[6]和高效液相色谱法(HPLC)[7-9]。近些年来，毛细管电

泳法作为一种简单、方便、高效的的分离手段，已广泛应用于食品分析中[10～13]。
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UV，LIF，MS常常作为检测方法和毛细管电泳法一起使用。UV检测法虽然简单，

但是其检测限只达到ppm级：LIF检测法非常的灵敏，但是仪器昂贵并且还有包括

柱前／后衍生等复杂的过程：MS的仪器也很昂贵。电化学检测法由于具有高灵敏

度、价格便宜、操作简单方便的优点及对小尺寸毛细管的兼容性，非常适合同毛

细管电泳联用。而采用毛细管电泳．安培检测方法来分离和检测生物活性胺报道

不多。

本文首次建立了用胶束电动毛细管电动色谱．安培检测法同时分离和测定米

酒样品中的两种生物活性胺及其前体氨基酸的方法。在MECC中，SDS的加入能

够明显的提高氨基酸的分离度。在10—6~10‘3mol·L。1浓度范围内，这四种分析物有

很好的线性关系。在三倍标准偏差的情况下，四种分析物的检出限能够低至

10’1mol·L～，确保了在食物的发酵和变质过程中对生物活性胺及其前体氨基酸的

监测的实用性。这种方法也成功的应用于米酒的分析并得到了满意的结果。该实

验表明该法简单可靠、方便，并在生物活性胺及其前体的生物研究领域有很大的

潜力。

2实验部分

2．1仪器

自制毛细管电泳一安培检测装置【15】。高压电源0．30 kV(上海原子核研究

所)。在CHl630电化学系统上进行循环伏安扫描(CH Instruments，USA)。所用石

英毛细管尺寸为70 cmx25 lain)<360肚m(Polymicro Technologies，Phoenix，AZ，

USA)，该毛细管外面包有聚亚酰胺涂层，以增加毛细管的柔韧性，防止断裂。

整个毛细管及所有电极均被置于有机玻璃箱内，箱门处设置一保护开关，每当箱

门打开，高压即被切断。

电解池是由铂丝辅助电极、SCE参比电极及直径为300um铅笔芯制作的碳圆

盘工作电极组成。

碳电极的制作：用直径为300“m的铅笔芯作电极材料，将此铅笔芯的一端

固定在一根裸露的铜丝上，并保持接触良好，再将此铜丝焊在一根铜棒(长为5～

7cm，直径为10～2mm)上。拉制一根玻璃吸管，长度约10cm，细端内径约为lmm，

然后将铅笔芯～端引入玻璃吸管，并使其伸出吸嘴约0．3 cm长。最后用绝缘胶将
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玻璃管两端封住，待胶风干后使用[16】。

2．2试剂和样品处理

色胺、酪胺购自Sigma公司，色氨酸和酪氨酸由上海第二药厂提供。被测

样品绍兴米酒产于浙江湖州环中酒厂(2002年6月1日。其它试剂均为分析纯，实

验水为二次蒸馏水。

标准样品溶解在二次蒸馏水中，储放在暗处，此标准样品能保存一天，实验

时用缓冲溶液稀释至所需浓度。缓冲溶液为pH 1 O．35的0．02mol／1Na28407-NaOH混

合液，在缓冲溶液中加入表面活性齐IJSDS，浓度为0．03 mol／1。

米酒样品以运行缓冲液按1／5体积比稀释后直接进样。所有溶液均用聚丙烯

过滤膜(O．22p．m)过滤，超声脱气后使用。

2．3实验方法

毛细管在使用前先用O．5mol／1NaOH洗涤10min，然后用0．05mol／1NaOH洗涤

10min，最后用运行缓冲液洗涤10min。每隔5次进样后，要用0．05mol／1NaOH和运

行缓冲液各运行4min，以保证获得稳定的电渗流。分离的最佳条件为：分离电压

20kV，含0．03mol／ISDS的0．02mol／INa28407～NaOH缓冲液LoH 10．35)，检测电位

0．80V(vs．SCE)。实验温度为22。C左右。

3结果与讨论

3．1工作电极和工作电位的选择

在MECC--AD分析方法中，工作电极的选择是非常重要的。在本实验中，

我们分别试用了碳圆盘电极和碳糊电极为工作电极，结果显示在相同的条件下，

碳圆盘电极对四种被分析成分的响应比碳糊电极更好。因此，我们选择碳圆盘电

极为工作电极。

图1给出了四种被分析物的循环伏安图。从图1中可以看出，在空白液(pH

10．35 Na28407 NaOH缓冲液)中，0．00～1．00V电位范围内没有阳极峰。若分别添

加四种被分析物于缓冲溶液中，则发现在0．59，0．41，O．45，和0．58 V附近分别有

色胺、酪胺、色氨酸和酪氨酸的阳极峰，故当工作电位高于0．59V时，四种被分
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析物都可以被氧化。

Fig．1．The cyclic voltammograms ofthe four analytes at carbon disk electrode in 0．02

mol／1 borate—NaOH buffer 0H 10．35)．Reference electrode：SCE；auxiliary electrode：

platinum wire．(a)：blank solution；(b．e)：5．0×10‘4 mol／1 tryptophan，tyrosine，

tyramine and tryptamine，respectively．Scan rate：0．1 v／s．

我们还做了四种被分析物的流体动力学伏安图(图2)。实验结果表明，当电

位小于600mV时，色胺和色氨酸不能被检测出，当电位高于600mV时，他们的峰

电流特别是色胺的峰电流随着电位的增大而增大。但是当电位大于900mV时，基

电流和噪音都会迅速增加。因此，选择800mV为工作电位，此时的本底电流不是
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特别高，而且电极的重现性比较好。

Fig．2．The hydrodr7namic voltammograms obtained from the experiment for tryptophan

tyrosine，tyramine，and tryptamine．The CE conditions were the optimum．

3．2缓冲溶液的pI'I值和浓度的影响

分别用三种缓冲溶液(Na2840删aOH缓冲液、H3803～NaOH缓冲液、
Tris～HCl04缓冲液)进行了实验。结果表明，在相同pH(pH 1 0．O一1 1．O)条件下，

Na2840T-NaOH缓冲液分离效果最好。以Na28207～NaOH缓冲液作为运行液，在

15 min内这四种被测物可以达到基线分离。在H3803-NaOH缓冲液、Tfis一~}Icl04

缓冲液中分离不完全。因此我们在实验中选择Na28207～NaOH缓冲体系。

从图3和图4中可以发现，四种被分析物的停留时间和分离度与口H值和缓冲

液的浓度有很大关系，这是因为被测分析物的停留取决于包括疏水性和在溶液中

的离解程度在内的很多因素。实验证明，pH大于9．0时四个被分析物能够很好地

分离。但是事实d=pH值的增加会导致峰形变宽和停留时间的延长。为了得到好

的分离度和峰形，实验中选择10．35为最佳pH值。
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pH value of running buffer

Fig．3．Effect of running buffer pH on migration time．The concentration ofanalytes is I．OX

104 mol‘L～．Other conditions were the same as the optimum．
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Fig．4．Effect of running buffer concentration on migration time．The concentration of

analytes is 1．OX 104 tool‘L～．Other conditions were the 8alne as the optimum．

另外，通过对一系列浓度为0．01、0．02、0．03、0．04mol·L～Na2840r州aOH缓

冲液(pH i0．35)进行检测，考察运行液浓度对峰电流响应的影响。结果显示，随
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着缓冲液浓度增加，电流响应增大，同时迁移时间也变长。这是因为随着缓冲液

浓度增大，缓冲液的离子强度也增大，这使得毛细管里溶质的流动速度减小，停

留时间变长。同时毛细管中的电流也增加，它将产生焦耳热并使峰形变宽。考虑

到灵敏度、分析时间、分离度等因素，实验中选用0．02 mol·L～Na28407～NaOH缓

冲液(pH 10．35)为运行液。

3．3 SDS浓度的影响

为了得到满意的分离度，SDS作为一种最常用的表面活性剂被加入到运行液

中。结果如图5所示，随着SDS浓度的增大，分离组分的保留时间变长。色胺、

酪胺比色氨酸、酪氨酸停留时间要长，这是因为与色氨酸、酪氨酸相比，色胺、

酪胺所带负电荷更多，不能强烈地被胶束吸引。由于SDS的浓度降低会导致分离

不完全，浓度增加(高于0．03tool·L‘1)则会增加分析时间。为了尽可能在最短时间

内分离所有分析成分，实验中选择SDS的浓度为0．03 tool·L1。

，暑
{
害
g
c

．呈
葛
矗
董

SDS concentration／mmol／1

Fig．5．Effect of SDS concentration on migration time．The concentration of analyres is 1．O×

10。mol·L一．Other conditions were the same as the optimum．

3．4分离电压的影响 ．

在电场力作用下，溶质的迁移速度与电压有关。实验结果表明，分离电压增

大，迁移时间随之变短，峰形变窄，如上所述，当电流太大，峰形将变宽。分离
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电压若太低，毛细管中样品将发生扩散，亦导致电泳图的峰形变宽。为了提高效

率，节省分析时间，分离电压采用20kV。

3．5进样时间的影响

进样时间也是最佳电泳条件的一方面。我们在20kV分离电压下改变进样时间

4，6，8，10，12和14s进行检测，结果表明，进样时间变长，峰电流相应地增加，

当进样时间超过12 s时，峰电流减小，而且峰形出现拖尾。故本实验选择迸样时

间为lOs。

综上所述，最佳分析条件为；工作电位800mV(vs．SCE)、分离电／玉,20kV、

进样时间10s(在20kV下)、含0，03tool·L。SDS的0．02mot·L～Na28407～NaOH(pH

lO．35)缓冲溶液。

s ’ 9 11 13 15

Migration tm，zetin

Fig．6．Eleetropherograms of a mixture ofthe four standard analytes。(a)tryptophan；(b)tyrosine；

(c)tyramine；(d)tryptamine with same concentration of 1．0×104 mol·L～．The conditions were

the same as the optimum．

在选择的最佳条件下，四种被分析物混合液的电泳图如图6所示，gN,昴-看出

它们在1 5rain内可得到基本分离。

3．6重复性实验，线性范围和检出限
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对1．O×10一m01．L-1色胺、酪胺、色氨酸及酪氨酸平行进样5次，测定其重现性

迁移时间的相对标准偏差(RsD)小于2％、电流响应的相对标准偏差(RSD)t3、于

3％。在所选最佳实验条件下，我们用MECC．AD方法在碳圆盘电极上一系列浓度

的四种被分析物进行了测定，其线性范围、回归方程、回归系数、检出限在表l

中列出。在10。6~10一mol·L。浓度范围内，这四种分析物有很好的线形关系。根据

三倍的标准偏差计算，得到四种分析物的检出限为10～mol-L-1数量级。

Table 1 The regression equation and dection limits。

IMECC-AD conditions∞the optimum．

3．7样品测试

为了证明所建立的MECC方法的可行性，我们把它应用于实际样品中。酒中

因为含有生物活性胺而被常常认为对身体有害。因此，本实验选择米酒作为样品。

图7为米酒样品的电泳图。我们分别加入不同量的四种被分析物的标准液，

确认a峰为色氨酸、b峰为酪氨酸、c峰为酪胺。

测定结果在表2中列出。从测定结果可以看出，色氨酸、酪氨酸及酪胺在米

酒样品中被检出。由于样品中色氨酸的含量大大低于酪氨酸，因此，色氨酸的降

解产物一色胺未被检出。另外，毒性最强的酪胺的检出量未超出规定范围(在食品

中的最大允许量为500．800I_tedg)，所以所测米酒样品为合格产品。

为验证该方法的可行性，进行了回收率实验。结果也在表2中列出。
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3 5 7 9 ¨ 13 15

确g蕊on fime／n血

Fig．7．Electropherograms of the rice spirit sample．(a)tryptophan(b)tyrosine(c)tyramine．The

conditions were the same as the optimum．

Table 2 Assay results for the four analytes in rice spirit sample

4结论

本文尝试利用胶束电动毛细管电泳一安培检测法同时分离和测定食品中生物

活性胺及其前体氨基酸，结果表明所建立的方法具有分离效率高、选择性好、分

析时间短、样品处理方便等优点。在最佳条件下，色胺，色氨酸，酪胺，酪胺酸

在15 min内完全分离，并且线性、重复性及回收率都很好。根据三倍的标准偏差

计算，得到四种分析物的检出限为10一mol-L～。该方法已经应用于米酒的分析并

得到了令人满意的结果。因此，该方法有望用于食品质量监控以及生物降解过程
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中生物活性胺及其前体氨基酸定量关系的研究。

参考文献：

1·Baker,G．B．，Wong，J．T．F．，Courts，R T．，&Pasutto，F．M(1 987)．Simultaneous extraction

and quantitation of several of biogenie amines in cheese and cholate．Journal of

Chromatograpby,392，3 1 7-33 1，

2-Buteau，C·，Duitschaever,C．L．，&Ashton，GC．(1984)．High performance liquid

。h’o“atographic detecion and quantitation of amines in must and wine Journal of

Chromatography，284，201-210．

3-Hayman，A-R．，Gray,D，0．，＆Evans，S．V(1985)，New high performance liquid

chromatography system for the seperation of biogenie amines as their Dns derivatives．

Journal ofChromatography，325，462-466．

4-Van Boekel，M．A，J．S．，&Arensten-Stasse，A．E(1987)．Determination of aromatic

biogenic amines and their precursors in cheese by high performance liquid chromatography．

Journal ofChromatography，389，267，272．

5·Yamamoto，S·，Itano，H．，Kataoka,H．，＆Makita，M．(1982)．Gas．1iquid chromatographic

method for analysis of di—and polyamines in foods．Journal of Agricultural and Food

Chemistry,30，435-439．

6·Sayem·El_Daher,N．，Simard，R．E．，L、Heurex，L．，＆Roberge，A．G(1983)．Determination

of mono‘，di’and polyamines in foods using a single-column amino acids anto．analyaeL

JournalofChromatographyA，256，313-321．

7-Auger,J·，Boulag，R．，Jaillais，B．，&Delion—Vancassel，S．(2000)．Analysis of biogenic

amines by solid。phase microextraction and high performance liquid chromatography with

electrochemical detection．Journal ofChromatographyA，870，395．403．

8·Remero，R-，Gazquez，D．，Bagur,M．G，Sanehez-Vinas．M．(2000)．Optimization of

chromatographic parameters for the determination of biogenic amines in wines by

revers。。phase high performance liquid chromatography Journal ofChromatographyA，871。

75．83．

9·Standara,S-，Vesela，M．，&Dradak，M．(2000)．Determination of biogenic amines in

华东师范大学2004年申请博士学位论文 93



箍四童眨塞皇动垂绁萱电逮：童蛰捡型选回盟捌定盒晶主笪适蛙照盈墓蓝牲氢基酸．竣班童

cheese by ion exchange chromatograpby．Nahrung,44，28-3 1．

10，Agnes K，Simon—Sarkadi，L，&Ganzler,K(1999)．Determination ofbiogenic amines by

capillary electrophoresis．JournalofChromatographyA，836，305—313．

1 1·Nouadje，G，Simeon，N，Dedieu，F．，Nertz，M．，Puig,Ph，，＆Couderc，F．(1997)．

Determination of twenty eight biogenic amines and amino acids during wine aging by

micellar electrokinetic chromatography and iaser-induced fluorescence detection．Journal of

ChromatographyA，765，337—343．

12．Oguri，S，Watanabe，S．，＆Abe，S．(1997)．Determination of histamine and soree other

amines by high performance capillary electrophoresis with on—line mode in．capillary

derivatization．Journal ofChromatographyA，790，177—123．

1 3·Wang，L．S-，Yang，x．V，＆Mo，J Y(2000)．Determination of amines by capillary

electrophoresis with pulse voltammetric detector．Gaodeng Xuexiao Huaxue Xiaobao，21，

56—58(Chinese)．

14．Zhou，G，Yu，Q．，Ma,Y．，Xue，J．，Zhang,Y．，＆Lin，B．(1995)．Determination of

polyamines in sefum by high-performance capillary zone electrophoresis with indirect

ultraviolet detection．Journal ofChromatographyA，71 7，345—349．

15·Fang，Y．Z，Fang，X．M．，&Ye，J．N，(1995)．Determination of polydroxy antibiotics by

capillary electrophoresis with amperometrie detection at a copper electrode．Chemical

JournalofChinese Universities，16，1514—1518．

16·Fang，X．M．，Ye，J．N．，Fang，Y．Z．(1996)．Determination of polyhydroxy antibiotics by

capillary zone electrophoresis with amperometric detection at a nickel electrode．Analytica

ChimicaAc溉329。49．55．

华东师范大学2004年申请博士学位论文



．第五章毛细管电泳．安培检测法测定中药杂多糖的组成研究

第五章毛细管电泳一安培检测法测定

中药杂多糖的组成研究

摘要

本文利用毛细管区带电泳一安培检测法测定了当归多糖和亚麻多糖水解后的

单糖组成。在选定的最佳条件下，这两种多糖的水解产物一岩藻糖、半乳糖、葡

萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖在25min内实现完全分离而且在铜电极上有很好

的电流响应。这六种单糖的线形范围在5．OxlO。6—2．OxlO。mol·L1之间，检测

限低于或接近101 mol·L。1(S／N=3)。实验表明当归多糖中岩藻糖、半乳糖、葡

萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖的摩尔比为1．0：13．6：15．0：8．7：21．3：

3．7，亚麻多糖中半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖的摩尔比为1．0：4．98：1．1。所

提取的两种多糖的纯度分别为98．3％和97．6％。该方法具有分析速度快、操作仪

器简单、灵敏高和重现性好等优点。

关键词：多糖；毛细管区带电泳：安培检测：当归多糖；亚麻多糖

1前言

近几十年来，多种传统中草药中的多糖成分被证明在免疫学、抗癌治疗及

其他疾病治疗中有很高的药效[1]。如当归多糖能够有效的预防由老鼠嗜血性白

血球引起的胃肠疾病[2]，也能有效的避免肝脏受到与肝脏中谷氨酸消耗及氮氧

化合物活化有关的一种病毒的损害[3]。也有报道说亚麻多糖可以有效地清除自

由基并能减缓自由基对生物大分子的损伤[4]。

由于植物多糖是化学性质不活泼的大分子物质，而且常常与蛋白质、色素

及其他一些干扰物质结合在～起，因此其分析测定相对来说比较困难。目前，有

很多方法都可用于进行多糖定性定量分析，如核磁共振[5]、薄层色谱[6]、凝胶

柱层析色谱[7]、紫外分光光度[8]、质谱[9]、气相色谱[10]和高效液相色谱[11]

等。但是，上述方法中有些往往需要用到较复杂的仪器和昂贵的试剂，有些仪器

操作简单的只能用于定性或半定量分析。
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毛细管电泳由于其分离效率高、样品消耗少、分析时间短和操作相对简单等

优点被认为是很有吸引力的分析方法，并在近二十年来得到了迅速的发展。近年

来，毛细管电泳也用于单糖和简单多糖的测定。因为多糖在动物体内的第一次新

陈代谢中可以按组成比例进行水解，所以可以通过毛细管电泳[12，13]分离分析

经过水解的多糖中单糖的种类和含量来测定其组成。

目前，紫外、激光诱导荧光等检测器多与毛细管电泳联用。因为糖类分子中

没有发色基团，所以用紫外可见吸收光谱或激光诱导荧光作为毛细管电泳分离检

测手段时，必须进行复杂的柱前或柱后衍生[14]。但是，用电化学方法检测单糖

时，由于糖类化合物中的电活性羟基可以在铜电极或其它金属电极表面被催化氧

化，可以克服以上缺点。而且，电化学检测法的灵敏度比紫外高。所以，毛细管

电泳一电化学检测法已成功地应用于糖类特别是单糖的分析[15一17]。

本文利用毛细管电泳一安培检测法对当归多糖和亚麻多糖水解后的单糖成分

进行了分离检测。实验结果表明，当归多糖由岩藻糖、半乳糖、葡萄糖、阿拉伯

糖、鼠李糖、木糖组成，其摩尔比为1．0：13．6：15．0：8．7：21．3：3．7，

亚麻多糖由半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖组成，其摩尔比为1．0：4．98：1．i。

实验中提取两种多糖的纯度分别为98．3％和97．6％。该方法具有快速、仪器及操

作简单、灵敏度高、重现性好的优点。

2．实验部分

2．I仪器部分

实验室自组装毛细管电泳一安培检测系统[18，19]。高压电源(-----30 kV，上

海原子核所)：熔融石英毛细管(25|lm I．D．，360um 0．D．，50 cm long，河北

永年光纤厂)；BAS LC一3D安培检测器(Bioanalytical System，West Lafayette，

IN，USA)。记录仪(Model XWT一204，上海大华仪器厂)。CHI 630电化学工作站

(CHI Instruments，USA)。三电极体系： 内径i00u m的铜圆盘工作电极，饱

和甘汞参比电极(SCE)，铂丝对电极。

2．2工作电极的制各
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按照文献方法[20]制备铜电极。使用前，铜电极表面先用金相砂纸抛光再用

氧化铝粉打磨，然后放在二次水中超声3min清洁表面。

2．3试剂部分

所有试剂都是分析纯。岩藻糖、半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖

购白上海源聚试剂公司。储备液浓度为1．0×i01 mol·L～，实验时用二次水溶

解配成实验所需浓度。中药当归和亚麻购自上海医药公司中药部。毛细管电泳进

样前，所有溶液用0．45 um聚丙烯膜过滤，超声5 min除去气泡。

2．4样品处理

精确称取一定量的中药当归和亚麻粉末，分别用丙酮和l：l的乙醇一乙醚在

沸水浴中回流2 h除去色素。残渣在微沸水中浸取3次，每次6h。所得的滤液

合并后用无水乙醇浓缩沉淀，离心分离沉淀物，用4：l的异戊醇透析提纯以除去

异体蛋白质，冰冻干燥后就得到粗糙的多糖。再迸一步用纤维素柱层析法净化就

得到了高纯度的多糖。

称取O．59上述多糖，在沸水浴中、氮气保护下用2．0 mol·L‘1的硫酸和5．O

mol·L’1的盐酸混合溶液回流2．5 h。过滤，滤液即为多糖水解所得的单糖混合

液。把该混合液稀释成250 mL作为储备液，用毛细管电泳分析时再稀释50倍。

2．5毛细管电泳实验

实验前，将三电极体系依次放进电解池对应孔内，小心用三维调节系统调节

铜电极使其与毛细管的出口实现有效对接。

毛细管依次用1．0 mol·一的盐酸溶液、二次水、1．0 mol·L。的氢氧化钠

溶液润洗3 min，然后用运行液润洗直至电流稳定以得到可重现的电渗流。

3．结果和讨论

3．1工作电极和检测电位的选择

由于糖类在碳电极上的有较大的过电位，所以毛细管电泳一安培检测常用的
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碳电极不能用来测糖类化合物。但是，在碱性条件下糖类化合物在铜电极上表现

出较大的电流响应。因此，本实验中选用铜电极做工作电极。

0 1 0．2 0 3 0．4 0 5 0 6 0．7 0 8 0．9

Potential／V

Fig．1 Hydrodynamic voltammograms of six standard monosaccharides r4．0X 10‘5

mol Iq)in CE under different detection voltages from+O．2 to+O．8V．Other conditions

as the optimum．

Fig．1是浓度为4．0X 10巧mol l“岩藻糖、半乳糖、葡萄糖、鼠李糖、阿拉伯

糖、木糖在不同电压下电流响应的流体伏安图(HDVs)。由图可以看出，随着检

测电位的增加，单糖的电流响应随之增加。为了得到高的灵敏度度和信噪比，本

实验中选用0．60 V作为检测电位。

3．2分离条件的选择

在强碱条件下，糖类物质电离带负电荷，由于不同的糖分子有不同的荷质比，

在高电场中它们的电泳迁移率也不一样，因此能够在毛细管电泳中实现分离。在

本实验中，选用氢氧化钠溶液作为运行液。Fig．2是在其它条件都是最佳条件

时，岩藻糖、半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖在不同浓度Na0H运行

液中的迁移时间图。实验结果表明，由于六种单糖在Na0H溶液中具有相似的离

解度和分子量，所以它们的分离度与NaOH浓度关系很大。当NaOH浓度低于0．040

年华东师范大学2004申请博士学位论文



墨至兰墨塑皇鲨：窒苎篁型堡型塞!垫墨兰塑盟望盛婴 一．

28

26

c
24

逞
§22
_

g

毫20
暨
=18

16

14

0 20 40 60 80 100 120

NaOH concelltration／mm01／1

Fig．2 Effects ofNaOH concentrations on migration time．All conditions were the optimum

except CNoj changed from 20 mmo|r1 to 100 mmo|1‘

mol·L-'时，半乳糖、阿拉伯糖的响应峰部分重叠；当NaOH浓度在0．040 mol·L1

—0．050 mol·L-I之间时，半乳糖和葡萄糖的电流响应蜂部分重叠：当NaOH浓度

在0．060mol·一一0．070mol·L1之间时，阿拉伯糖和鼠李糖的响应峰部分重叠；

当NaOH浓度高于0．080 mol·∥时，虽然能实现完全分离但是迁移时间随着NaOH

浓度的增加而延长。综合考虑分离度和峰电流的影响，选择0．080 mol·L’1 NaOH

为最佳分离浓度。

Fig．3说明了改变分离电压范围6—18 kV时，六种单糖的分离情况。当分离

电压低于lOkV时，六种单糖可实现完全分离，但是峰形稍微有些展宽而且迁移时

间太长。当分离电压提高时，单糖的迁移时间显著缩短，响应电流峰形也响应变

尖锐。当分离电压高于16 kV时，尽管迁移时间不到20min，但是由于毛细管中

强电流产生了大量的焦耳热，葡萄糖，鼠李糖，阿拉伯糖的电流峰部分重叠。综

合考虑迁移时间和分离度因素，选择12 kV作为分离电压，在该条件下六种单糖

在25 min内实现完全分离。
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4 6 8 10 12 14 16 18 20

Separation v01tage／kV

Fig．3 Effects ofseparation voltage changed from 6 to 18 kV on migration time．Other

conditions as the optimum．

在其它为最佳条件时，在4s至U16s内改变电动进样时间，发现当进样时间在

5s至U12s内改变时，峰电流相应增加。但是，如果进样时间超过12s时，分析物的

电流峰明显变宽。在本实验中选择8s作为进样时间，可以得到满意结果。

实验最佳条件为：分离电压12 kV、NaOH运行液浓度为0．080 mol·L～、进

样时间为8 S、检测电压为O．60 V。Fig．4(a)为在最佳条件下六种单糖的毛

细管电泳一电化学检测的电泳图谱。

3．3线性、重现性和检测限

在最佳条件下分析了一系列浓度从1．OxlO。6 mol·L-'到5．0×10一mol·L-'的

六种单糖的标准溶液，结果如Table 1所示。六种单糖的线性范围为5．OxlO’6-

2．OxlO—mol·L一，检测限达10。6 mol·L-l(S／N=3)，这表明该方法具有较高的灵

敏度。Table 2为在同一条件下，4．OxlO‘mol·L-'的样品重复进样6次所得的迁

移时间和峰电流的相对标准偏差(RSD)。所有的相对标准偏差都小于4％，这表明

该方法具有很好的重现性。

年华东师范大学2004申请博士学位论文 100



塑至兰墨塑篁皇鲨：壅堡堡塑些型星!塑墨兰堕竺望壁竺至

Tablel

Regression equation and detection limit3

Analvte
Regr。83i。“Equ“”

R2

l(nA)；C(molL“)

Linear Range

(molL“)

Detection Limit

(molL“)

Fucose I=5 78×104C+0 11 O．9995 5×104~2×10“ 6．2 x 10‘7

Galaetose I=4 15x104C+007 0．9983 5 x 104，2×10。 9．2x 10。7

Glucose I=4 85×104C+0 06 O．9979 5 x 104~2×104 7．4 x 10-7

Rhamnose I=2 63×10’C+0．09 09991 5×104—2×104 1 4×104

Arabinose I=2 80×10’c+O．08 0．9985 5 x 1旷txl04 1．2×104

Xylose l=2 88x10’C-002 0．9992 5×10-5～2×10— 1 2×104

‘Detection limit was estimated according tO thrce times ofsignal—noise ratio

a

．．．．．．．j．．．．．．．．．．J．．．．．．．．．．．1．．．．．．．．．．．1．．．．．．．．．．J—
18 20 22 24 26

．．．．JL．．．．．．．．．．．．．I．．．．．．．．．．．．．L．．．．．．．．．．．．j．．．．．．．．．．．．L
18 20 22 24 26

Migration time，ram

C

．．．．．．．．L．．．．．．．．．．．1．．．．．．．．．．J．．．．．．．．．．L_

2D 22 24 26

Fig·4 Electropherograms of the six standard monosaeeharides(a)，hydrolyzed

monosaccharides from angelica sinensis polysaccharides(b)and hydrolyzed monosaccharides

from flax polysaccharides(c)under the optimum conditions ofCE-ED．1 Fucose，2 Galactose，

3 Glucose，4 Rhamnose，5 Arabinose，6 Xylose，
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Table 2

Precision of the present method(n=O。

‘The concentrations ofall the four monosaccharides wcrc 4．0×10-5 molL

3．4样品分析

该方法被用来分析当归多糖和亚麻多糖的单糖组成。在最佳条件下，用该方

法分析当归多糖和亚麻多糖的水解产物，所得电泳图谱如Fig．4(b，c)。计算

得到当归多糖中岩藻糖、半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖的摩尔比为

l_0：13．6：15．0：8．7：21．3：3．7，亚麻多糖中半乳糖、葡萄糖、阿拉伯

糖的摩尔比为1．0：4．98：1．1。样品按照2．4的步骤进行提纯，得到当归多

糖和亚麻多糖的纯度分别98．3％和97．6％。计算结果如Table 3。

Table3

Contents and mole ratio of LLPS hydrolyzates(n=4)

水解之前在两种多糖中加入六种标准单糖，使其分析浓度为5．Oxl01

mol·L～，进行4次回收实验。结果如Table 4，六种单糖样品回收率为94％一102％，

由此证明用该方法分析植物多糖是准确可行的。
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Table 4

墨!!!：!璺竺!!!!!!竺!!!!!!!皇!型!!!!!!竺￡!!!!!!羔!!!!!三尘
Component Added￡inlount(molL“) Found amount(molL"1) Recovery(％) RSD(％)

4结论

实验结果表明用毛细管电泳一安培检测法测定中药杂多糖的单糖成分具有

快速、灵敏度高、重现性好的优点。与激光诱导荧光的柱前或柱后衍生相比该方

法还有进样量少，仪器简单，操作相对简单的优点。实验证明当归多糖中岩藻糖、

半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖、鼠李糖、木糖的摩尔比为1．0：13．6：15．0：8．7：

21．3：3．7，亚麻多糖中半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖的摩尔比为1．0：4．98：1．1。

该方法也可用于其它植物多糖成分研究，另外，在监测人体新陈代谢过程中多糖

类药物的药理分析方面有很大的发展前景。
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第六章血浆中水溶性小分子抗氧化剂的

毛细管电泳一电化学检测研究

摘要

本文应用毛细管电泳一电化学检测方法，以金属铜电极为检测电极，探索了

测定人血浆中水溶性小分子抗氧化剂谷胱甘肽(GSH)、尿酸(uA)、色氨酸(Try)

和半胱氨酸(Cys)的最佳条件。在最佳实验条件下，各组分的线性范围在

1．OxlO“5．Oxl01molll内，检测限在10“molL-。数量级。该法具有分析速度快、

灵敏度较高等优点，对血浆样品的测试取得了满意的结果。

关键词 抗氧化剂；毛细管电泳；电化学检测；铜电极

1引言

为了防止过量氧自由基及其代谢产物对机体的毒性作用，人体在不断进化

中形成了一个完整的抗氧化系统。组成人体抗氧化系统的基础是各种抗氧化剂，

包括抗氧化酶、脂溶性抗氧化剂、水溶性小分子抗氧化剂和蛋白性抗氧化剂等。

准确检测体内各种抗氧化剂的含量，对相关疾病的诊断和药物的开发都具有重要

的意义。[1]

人体内的水溶性小分子抗氧化剂包括抗坏血酸(Vc)、谷胱甘肽(GsH)、尿酸

(uA)、色氨酸(Try)和半胱氨酸(Cys)等。除抗坏血酸主要通过食物摄入外，其

它几种小分子抗氧化剂都是体内的代谢产物。这些小分子抗氧化剂的分析主要以

高效液相色谱一紫外／电化学检测联用为主，其中电化学检测比紫外检测有更高的

灵敏度。[2—4]

近十几年来，毛细管电泳由于具有分离效率高、试样用量小、仪器简单等优

势而在许多分析领域中得到广泛的应用。[5—7]电化学检测中的安培检测法因具

有灵敏度较高、仪器费用低廉等优点成为一种重要的毛细管电泳检测方法。[8-9]

本文应用毛细管电泳一安培检测法，以金属铜电极为检测电极，探索了测定人血

浆中GSH、UA、Try和Cys的最佳条件。该法具有分析速度快、灵敏度较高等优
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点，对血浆样品的测试取得了满意的结果。

2实验部分

2．1仪器与试剂

自行组装的毛细管电泳一安培检测系统[10，11]；45厘米长的熔融石英毛细

管(内径25 la m，外径360 u m，Polymicro Technologies，USA)；tit一2型毛细

管电泳电化学检测仪(华东师范大学，江苏电分析仪器厂)；CHl630电化学分析

仪(CH Instruments，USA)：高压电源(O一30KV，中国科学院上海原子核研究所)：

台式自动平衡记录仪(上海大华仪表厂)； 三电极系统：直径为120u m的铜圆

盘电极，饱和甘汞参比电极和铂丝辅助电极。

GSH、UA、Try和Cys为分析纯或生化试剂，均购自上海化学试剂进出口公

司。

1．0X 10。molL～GSH、Try和Cys标准储备液用二次蒸馏水直接配制，1．0×

10。molL。1UA标准溶液在碱性条件下配制。标准溶液于冰箱内保存备用，实验前

用运行缓冲液稀释至所需浓度。0．5 molLl硼砂和0．5 molL。1磷酸二氢钠储备液

用二次水配制。

其他试剂均为分析纯。实验用水为二次水。

毛细管洗涤溶液、缓冲溶液、标准样品溶液和样品溶液在实验前均用聚丙

烯过滤膜(0．22m)过滤，并在超声波下脱气后使用。

2．2铜圆盘电极的制作

铜圆盘电极按照文献方法制备[12]。铜圆盘电极在每次使用前分别用金刚砂

纸、氧化铝粉末抛光，然后用二次蒸馏水在超声波下洗净表面。

2．3实验方法

实验时将工作电极、参比电极和辅助电极分别固定在电解池中相应的位置

上， 然后通过三维微调节器将毛细管的检测端出口同工作电极有效偶联。

毛细管在使用前需要用0．2-I．0 molLlNaOH溶液洗涤，实验时用缓冲液洗涤
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至管内电流达到稳定状态后再进样。每次样品分析后，先用O．2 molLlNa0H溶液

洗涤10 min，然后用缓冲溶液洗涤至管内电流稳定后再进样，以保证得到稳定

的电渗流。

实验的最佳条件为：分离电压15 kV，25mmolL～Na，B。0t一50molL～NaH。PO。(pH

7．9)缓冲溶液为运行液，压力进样30 S，检测电位O．5 V。

2．4样品制备

先在2ml新鲜血样中加入0．019左右EDTA以防止其中的还原性物质被金属

离子氧化，然后加入0．19磺基水杨酸(SSA)，震荡摇匀5 min，以保证蛋白质完

全沉淀。高速离心5 min，小心移取上层清液，加入缓冲液稀释至10倍，过滤

后直接进样测试。

3结果与讨论

3．1安培法检测条件的选择

在合适的介质条件下，GSH和氨基酸(包括Cys和Try)在金属电极上有较

好的响应，而UA在碳电极上有很好的电流响应，在通常使用的Au、Pt金属电极

上响应不大。在本实验中，我们选择铜圆盘电极，尽管尿酸的响应较其他三种组

分小，但实现了四种水溶性小分子抗氧化剂的同时测定。图1是在最佳毛细管电

泳分离条件下，GSH、UA、Try和Cys的流体伏安图。从中可以看出，在0．3-0．7

v电位范围内，四种样品的峰电流大于本底电流。为了获得较好的检测灵敏度，

在实验中选择0．5 V为检测电位。

3．2毛细管电泳分离条件的选择

3．2．1缓冲液酸度的选择

通过比较，实验中选择硼酸盐．磷酸二氢盐体系为运行缓冲液，四种样品得

到了很好的分离。由于uA在酸性条件下难以溶解，因而本实验不能选择酸性缓

冲溶液。实验中以25mmolL～Na28407—50mmolL～NaH2P04为缓冲液，改变其pH
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Fig．1 Hydrodynamic voltammograms offour standard analytes(1．0×10‘5molL"1)inCE

under different detection potentials from+O．1 tO+0．8V．Other conditions韶the optimum．

值从7．0至10．0，从而探讨运行液pH值对毛细管电泳分离的影响。实验结果表

明，pH值近中性时，Try的响应峰同溶剂峰部分重合，其他组分的分离情况也

不理想。随着运行液pH值的升高，组分的保留时间相应延长，各组分保留时间

的差值也增大，从而达到完全分离，但电流响应也逐渐降低。综合考虑分离度和

灵敏度的要求，实验中选择25mmolL～Na28407．50mmolL～NaI-12P04缓冲液本身

的pH(7．9)，在此酸度条件下，电流响应较大，分析时间较短，而且也能达到完

全的分离。

3．2．2缓冲溶液浓度的选择

在Na28407和NaI-12POa浓度比(1：2)保持不变的前提下，从小到大改变运

行缓冲液的浓度。实验结果表明，当浓度较小时，分离时间短，但分离效果降低；

随着运行缓冲液浓度的增大，电渗流速度降低，分离时间增长，分离度增大，但

电流响应减小，检测灵敏度明显降低。综合考虑分离度、检测限和分离时间，我

们在实验中选择25mmolL～Na28407．50mmolL～NaI-12P04为运行缓冲液。

3．2．3分离电压的选择

升高分离电压可以缩短各组分的保留时间，加快分析速度，还可以使电流响

应峰增高、变窄。但如果分离电压太高，毛细管内电流变大，焦耳热也随之增大，
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导致分离效率下降。综合考虑上述因素，分离电压为15 kV时比较合适。

3．2．4进样时间的选择

实验中选择压力进样方式，进样高度为20 cirt。在其他最优化条件下，改变

进样时间从10 s到120 s，发现当进样时间为30 s时，电流响应较大。故实验

中选择进样时间为30 s。

综上所述，实验的最优化条件是：分离电压1 5 kV，25mmolL～Na28407．

50mmolL。NaH2P04(pH 7．9)缓冲溶液为运行液，压力进样30 s(高度20cm)，

检测电位O．5 V。图2为在此条件下得到的四种组分混合标准液的电泳图。

实验中应注意若混合样放置过久，则在电泳图中出现两个新的电流响应峰，

Cys和GSH的响应电流变小，这可能是由于在碱性条件下Cys发生二聚和GSH

发生分解造成的。

．．．．．．．．．．．．．．I．．．．．．．．．．．．．，．J。．．．．．．．．．．．．．．】．．．．．．．．．．．．．．．．1．．．．一g 玲 耵 盟

M靴IoHlilIIt#岫

Fig 2 Electropherograms ofthe four standard analyms under the optimum condRions ofCE·AD．1 Try

(1 x10。molL。‘)，2cy《H04molL。。)，3GSH(Ixl0。molL’1)，4UA(2x104molL-‘)

3．3线性范围、检测限和重现性

通过对一系列浓度的各组分标准溶液的混合液进行测定，得到四种组分的线

性方程、线性范围和检测限。结果见表1。
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Table 1 Regression equation and detection limit8

Analyte Regression Equation I(nAk C(molL’‘) R Linear Range(molL。。)Detection Limit(molL。。)

Try I=5．52x104C+0．02 0．9990 5．0×IO。6~5 0x1矿 2．0×10-6

Cys 1=4．60×104C+0．01 0．9995 5．0×10-6~5．0×104 2．0x10-6

GSH I=8．52×104C+0．04 0．9998 2．0×10"5～5 0×104 1．0×10{

UA I=1 81x104C+o 02 0．9988 1．0。10～～5 0×104 5．0x10·6

‘Detection limit was estimated according to three times ofsignal-noise ratio．

3．4样品测定及回收率

随机抽取十份血样，按实验方法预处理后，在最佳毛细管电泳．电化学检测

条件下进行测试，每份样品平行测定三次，测得血浆中各种小分子抗氧化剂的含

量范围为：Try(7．2-10．4)x10。5(molL‘1)、Cys(3．8～5．6)×10～、GSH(6．9～12．3)x10。4、

UA(1．札3．3)x104。同时进行回收率实验，各组分的回收率在91～97％。图3为其

中一份样品的毛细管电泳图。

奈螭孽啦ion髓me，l蛙h

Fig 3 Electropherograms ofone ofplasma samples under the optimum conditions ofCE-AD．1 Try,2 Cys，3

GSH．4UA

综上所述，以金属铜电极为检测电极，利用毛细管电泳．电化学检测法测定
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人血浆中GSH、UA、Try和Cys等小分子抗氧化荆，具有分析速度快、灵敏度

高等优点，在相关生化检测领域具有一定的实际应用价值。
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