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要!以配位作用毛细管电泳为手段!采用非衍生直接紫外吸收检测!对板蓝根注射液中各

组分进行分析$考察运行缓冲液的浓度和酸度(运行电压(进样时间以及毛细管内径等因素对分离

和检测的影响$在优化条件下!即运行缓冲液为
!)GG%&

&

N1,Ĉ

@

水溶液!

U

KY!'"A

!分离电压

""J$

!位差进样
@)9

!毛细管内径
=)')

$

G

!检测波长
"=@.G

!对其中含量最多的
"

种氨基

酸)))精氨酸和脯氨酸进行定量分析$分别考察其线性范围(检测限以及重现性$结果测得板蓝

根注射液中精氨酸的含量为
)'A!GG%&

&

N

!脯氨酸的含量为
"='BGG%&

&

N

$并在相同的优化条件

下!对天然产物板蓝根提取物进行分析$结果测得其中精氨酸的质量分数为
)')"B

!脯氨酸的质量

分数为
)')=@

$
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!!

氨基酸是蛋白质的基本组成单位$也是维系生

物有机体新陈代谢等过程的基本物质%氨基酸的分

析检测是生命科学研究中最重要的技术之一%建立

简便)快捷)准确)灵敏的氨基酸分析方法$对蛋白质

化学)临床医学以及食品分析等有着十分重要的

意义%

氨基酸分析技术中最常用的是色谱技术'

#

(和电

迁移技术%其中毛细管电泳!

1/

U

5&&/-

;

F&8I:-%

U

2%-8959

$

1F

"技术因其样品用量少)高效以及生物兼容性好等

特点而得到了广泛应用'

"<@

(

%因为大多数氨基酸不

含芳香环等生色团$无紫外吸收及荧光发射特性$若

要采用
1F

的经典检测方式!直接的紫外吸收检测

或荧光发射检测"$通常需要将氨基酸衍生为具有紫

外吸收'

=

(或较强荧光的化合物'

A

(

%然而$衍生过程

复杂费时$也不利于可靠数据的获得%目前$对非衍

生化氨基酸的检测可分为直接检测和间接检测%直

接检测方式$如电化学检测'

B

(

$灵敏度较高$但其电

极易被污染)背景干扰大$影响数据的可靠性#示差

折光检测'

>

(

$由于其光程较短而检测灵敏度不高%

氨基酸的间接吸收检测'

*

(以及间接化学发光检

测'

#)

(通常需要使用背景试剂$这可能给运行介质带

来不利影响$削弱分离能力%质谱检测'

##

(的定性和

定量能力很强$但由于价格昂贵而不能普及%

无芳香环的氨基酸本身不具备紫外吸收$但其

分子中含有的
(

)

^

杂原子能与过渡金属离子发生

较强的配位作用$从而产生吸收紫外波的电子跃迁$

使非衍生化氨基酸的直接紫外吸收检测成为可能%

如
1,

"Z的最大紫外吸收峰在
"!).G

处$与不同的

氨基酸发生配位作用后$将发生
#>

#

"@.G

的红移$

使得氨基酸与
1,

"Z形成的配位化合物在
"=@.G

左

右产生电荷迁移吸收带'

#"

(

%这种电荷迁移的摩尔

吸光系数
*

通常大于
#)

@

N

*!

G%&

+

IG

"$灵敏度足够

大且适合于进行定量分析%因此$在缓冲液中加入一

定浓度的
1,

"Z

$利用配位毛细管电泳!
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1̀1F

"方法'

#!

(

$

不仅能够实现复杂体系中各组分的分离$且能够不

进行衍生直接检出氨基酸!尤其是不含芳香团的氨

基酸"$实现氨基酸高灵敏度的直接紫外检测%

笔者以成分复杂的板蓝根中的氨基酸分析为

例$用直接紫外吸收检测方式对板蓝根注射液及板

蓝根提取物中含量最多的
"

种氨基酸333精氨酸和

脯氨酸进行定量检测$并对此方法在无需衍生处理

下$背景的干扰情况)检测灵敏度及其机理进行

讨论%

9

!

实验部分

9D9

!

仪器与试剂

自组装毛细管电泳系统!包括高压可调电源

)

#

!)J$

)

#*)

#

*)).G 6$

*

$59

分光光度检测系

统合
QPD

探测器"#数据采集和处理&

Ka<"))!

色

谱工作站!南京千谱软件有限公司"#未涂层熔融石

英毛细管!河北永年锐沣色谱器件有限公司"$毛细

管内径分别为
=)')

)

B=')

$

G

$总长均为
A=')IG

$有

效长度
=B')IG

%

板蓝根注射液!武汉健民药业集团十堰康迪制

药有限公司"$板蓝根!重庆市桐君阁大药房"$

N<

精

氨酸!

N<L-

3

"$

N<

脯氨酸!

N<Q-%

"!纯度大于
**'=\

$

北京鼎国生物技术有限责任公司"$无水硫酸铜

!

LR

$重庆化学试剂总厂"$实验用水为二次蒸馏水$

其他试剂均为分析纯%

9D:

!

实验方法

板蓝根提取液的制备&板蓝根粉末
)'=

3

$加

@)\

乙醇水溶液
@)GN

超声提取
!)G5.

$过滤$滤

渣连同滤纸以
@)\

乙醇
!

次洗涤$合并于滤液中$

用
@)\

乙醇定容至
#))GN

容量瓶中$取
#)GN

挥

干$用蒸馏水溶解定容至
#)GN

$待用%

初次电泳前$先用
#))GG%&

*

N(/̂ K

溶液冲

洗毛细管
#)G5.

$再用蒸馏水冲洗
=G5.

$毛细管柱

用
=)GG%&

*

N1,Ĉ

@

水溶液预平衡
!)G5.

%采用

阳极端手动位差进样方式$进样高度
#B')IG

!进样

速度约为
)')"=IG

*

9

"$检测波长设置为
"=@.G

%

每次进样前用缓冲液冲洗
"

#

!G5.

$每运行
!

次换

一次贮液瓶中的缓冲液$以确保较好的重现性%毛

细管处于室温!

"=n

"%运行介质为
1,Ĉ

@

的水溶

液$并通过加入适量的醋酸!

KLI

"来调节
U

K

值%

:

!

结果与讨论

:D9

!

电泳条件的优化

"'#'#

!

1,

"Z浓度的考察

1,

"Z被加入到毛细管电泳的运行介质中$它的

浓度将影响到各组分间的分离以及检测的灵敏度%

图
#

为相同电泳条件下$

1,

"Z的浓度对分离及检测

的影响%由于试样成分复杂$笔者没有采用分离度

来表达分离效果$而采用出峰数目表达分离效果%

>=!#
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以精氨酸峰高来考察检测灵敏度%

图
9

!

A0

:[浓度对分离及检测的影响

从图
#

中可看出$随着
1,

"Z浓度的增大$分离

效果得到很大的改善$出峰数目增加$而增加到一定

数目后$再增大
1,

"Z浓度$出峰数目反而有所减少%

推测其原因是在低浓度范围内$随着
1,

"Z浓度的增

大$配位作用增强$组分间的淌度差异增大$出峰数

目增多#当配位作用达到饱和后$再增加
1,

"Z浓度$

不能继续增大组分间的淌度差异$且由于离子强度

增大$分离度有所下降$出峰数目也随之减少%

由于氨基酸与
1,

"Z生成的配合物在
"=@.G

处

的紫外吸收比
1,

"Z的吸收强$配位作用的程度也将

影响其检测灵敏度%从图
#

可以看出$

1,

"Z浓度达

到饱和前$配合物浓度随
1,

"Z浓度增大而增大$所

以检测到的精氨酸峰增高%当
1,

"Z浓度过高时$配

位作用达到饱和$配合物浓度不再增加$同时背景吸

收影响增大$检测峰相对降低%为了使各组分既能

得到有效分离$又具有较高检测灵敏度$选择
1,

"Z

浓度为
!)GG%&

*

N

%

"'#'"

!

酸度的考察

在毛细管电泳中$运行介质酸度的控制$影响到

电渗流的大小$从而影响分离效果%尤其是在
1,

"Z

存在下$

1,

"Z 浓度越高$水解生成
1,

!

^K

"

"

越明

显$在这种形式下的
1,

!

`̀

"配位能力很弱%而且$还

可能析出
1,

!

^K

"

"

沉淀$造成电泳体系的不稳定%

在这样的高
1,

"Z浓度下$更需要控制
1F

运行介质

的酸度%这里采用
KLI

来调节酸度$考察不同
U

K

值条件下对分离和检测的影响%

研究发现$随着
KLI

量的增加$

U

K

值下降$出

峰数目增加!图
"

"%这可能是由于
1,

"Z水解受抑

制的程度增加$配位能力增强$出峰数目也增加%

但
1,

"Z水解已经完全被抑制后$再增大
KLI

的

量$出峰数目基本保持不变$甚至由于
F̂ d

!电渗

流"减小$电泳时间延长$各组分峰展宽严重而使

分离度下降$出峰数目迅速减少%另外$

LI

] 与

1,

"Z也有一定配位作用$形成的配合物比
1,

"Z吸

收强$随着
KL1

浓度的增大$

1,

"Z

LI

]配合物浓

度增大$背景吸收增强$

C

*

(

!信噪比"降低%因此

在满足分离要求的情况下$应尽量降低
KLI

的含

量$以保证运行介质有足够大的电渗流$以及较小

的背景吸收%优化选择运行介质的
U

K

值为
!'"A

$

以 丙 酮 作 为 电 渗 流 标 记 物$其 迁 移 时

间为
!='@)G5.

%

图
:

!

运行介质
6

L

值对出峰数目的影响

"'#'!

!

运行电压的考察

运行电压对分离的柱效)分离度和迁移时间等

方面都有影响%笔者考察了
#=')

#

">')J$

电压范

围内样品的分离检测情况%实验结果表明$电压在

#=')

#

""')J$

$电流 电压满足线性关系$随着电压

的增加$柱效增加%当电压大于
""')J$

时$由于焦

耳热的影响$使流体温度径向分布明显$电流 电压

偏离线性范围$分离度下降%优化选择
""')J$

作

为分离电压%

"'#'@

!

进样时间的考察

采用位差进样%在恒定进样高度
#B')IG

下$

考察了进样时间为
=

#

=)9

的进样量对分离检测的

影响%结果发现$随着进样时间的延长$出峰时间缩

短$检测峰高度及面积也呈增大趋势$而且相对误差

较小%当进样时间超过
@)9

时$峰高和峰面积增加

的幅度下降$区带展宽趋于明显$峰拖尾较严重$分

离度较小%可能是由于样品柱过长而造成样品各组

分出现重叠所致%考虑到信噪比与分离效果$选择

进样时间为
@)9

%

*=!#
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"'#'=

!

毛细管内径的考察

研究内径分别为
B=')

$

G

和
=)')

$

G

的毛细

管对
1̀1F

的影响%结果表明$采用内径为
B=')

$

G

的毛细管时$吸收光程较大$灵敏度较高%但同时$

由于采用内径较大毛细管$样品组分纵向扩散程度

也较大$有效塔板数变小%另外$在高离子强度的运

行介质中$产生的热量不易散失$毛细管温度升高$

增加了组分的扩散%这
"

种情况都会使各组分的分

离度下降%而采用内径为
=)')

$

G

的毛细管时$虽

然响应信号较小$但由于纵向扩散较小$有效塔板数

较大$且散热面积增大$更易散热$所以能够得到更

好的分离效果%

:D:

!

定性分析及含量测定

"'"'#

!

"

种氨基酸的定量分析

分别配制一系列浓度为
)')=

#

!#'"=GG%&

*

N

的精氨酸和脯氨酸标准溶液!

!Y=

"%在优化电泳条

件下$以氨基酸峰面积和浓度建立工作曲线$得到线

性回归方程$考察线性范围)检测限以及重现性$峰

高的相对标准偏差!

!Y=

"均小于
!\

%各定量分析

结果见表
#

%

表
9

!

:

种氨基酸的定量分析结果

分析物 回归方程
;

Y#*Z>

#

" 相关系数
+

线性范围*

!

GG%&

+

N

]#

"

检测限"

"

*!

GG%&

+

N

]#

"

相对标准

偏差!

!Y=

"*

\

精氨酸
;

Y"BF!f#)

@

*]#!FB

)F***@ )FA)

#

#=F)

=F)f#)

]@

#FA

脯氨酸
;

Y#BFBf#)

=

*Z)FA"= )F***B )F@!

#

"BF) !F)f#)

]@

"F@

!!!!

#

"

;

和
*

分别代表峰高和氨基酸浓度#

"

"检测限定义为信噪比为
!

时的氨基酸浓度%

!!

虽然该方法对这
"

种氨基酸333精氨酸和脯氨

酸的检测限均在
#)

]B

G%&

*

N

的数量级$所达到的检

测灵敏度仍然不够理想%特别是与电化学检测

!

#)

]>

#

#)

]*

G%&

*

N

"和 激 光 诱 导 荧 光 检 测

!

#)

]#)

G%&

*

N

甚至更低"相比$差距仍很大%造成这

种差距的原因有
"

个方面$一是紫外检测方式的灵

敏度本来就欠缺#二是与开展研究的自组装仪器相

关%当然$

#)

]B

G%&

*

N

水平的检测限$还是能够与

紫外直接检测非衍生化氨基酸的灵敏度相比拟的%

"'"'"

!

板蓝根注射液中
"

种氨基酸的定性及定量

分析

!!

在优化条件下$即运行缓冲液为
!)GG%&

*

N

1,Ĉ

@

水溶液$

U

KY!'"A

$分离电压
""J$

$位差进

样
@)9

$毛细管内径
=)')

$

G

$检测波长
"=@.G

$板

蓝根注射液的电泳谱图见图
!

$精氨酸和脯氨酸的

分离度
3Y#@'>

%根据
1̀1F

的原理可知$电泳谱

图中的峰主要是本身有紫外吸收的组分以及含有

(

)

^

等杂原子的化合物$组分出峰顺序与组分同

1,

"Z的配位能力有关%采用内标法$在
#GN

板蓝

根注射液中分别加入
")GG%&

*

N

的精氨酸和脯氨

酸各
"))

$

N

$对比前后电泳谱图$确定图
!

中的峰
"

为精氨酸$峰
#)

为脯氨酸%计算得脯氨酸的含量为

"='BGG%&

*

N

$精氨酸的含量为
)'A!GG%&

*

N

%分

别在
=

个样品中加入
")GG%&

*

N

的氨基酸标准品$

进行加标回收率实验$平均回收率分别为精氨酸

#))'!\

$脯氨酸
*>'B\

%

图
!

中$峰
#)

较宽%为了考察该峰纯度$配制

脯氨酸标准溶液
")GG%&

*

N

$在相同的电泳条件下$

得到的峰型与图
!

中的峰
#)

一致$可能是由于脯氨

酸本身性质引起的电泳谱带展宽而并不是该峰包含

多个组分%

图
;

!

板蓝根注射液的毛细管电泳谱图

采用非过渡金属
P

3

"Z在相同的电泳条件下对

板蓝根注射液进行毛细管电泳分析$见图
@

%板蓝

根注射液中很多组分未被分离开$并且无法检测到

没有紫外吸收的组分%另采用非过渡金属
P

3

"Z在

)A!#
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相同的电泳条件下对
"

种氨基酸的标品混合溶液进

行检测$无法检测到峰$认为
P

3

"Z与板蓝根注射液

中的氨基酸没有发生作用%这一实验研究证明$当

使用
1,

"Z的溶液作为电泳介质时$

"

种氨基酸才能

相互分离$而分离的机理是由于这
"

种氨基酸与

1,

"Z的配位作用的能力不同%

图
<

!

H

+

A$

:

溶液作为缓冲液时的板蓝根

注射液毛细管电泳谱图

"'"'!

!

板蓝根提取物中
"

种氨基酸的定性及定量

分析

!!

在相同的电泳条件下$即运行缓冲液为
!)GG%&

*

N

1,Ĉ

@

水溶液$

U

KY!'"A

$分离电压
""J$

$位差进样

@)9

$毛细管内径
=)')

$

G

$检测波长
"=@.G

$对板蓝

根提取物进行分析$并采用内标法$在
#GN

板蓝根

提取物中分别加入
")GG%&

*

N

的精氨酸和脯氨酸

各
"))

$

N

$对比前后电泳谱图$确定图
=

中的峰
"

为

精氨酸$峰
##

为脯氨酸$精氨酸和脯氨酸的分离度

3Y#)'"=

%计算得精氨酸的含量为
)'BAGG%&

*

N

$

脯氨酸的含量为
"'!*GG%&

*

N

%则在
)'=

3

板蓝根

粉末中含有精氨酸
)')#!

3

$精氨酸的质量分数为

)')"B

#含有脯氨酸
)')"B

3

$脯氨酸的质量分数为

)')=@

%分别在
=

个样品中加入
")GG%&

*

N

的氨基

酸标准品$进行加标回收率实验$平均回收率分别为

精氨酸
*>'#\

$脯氨酸
*>'@\

%精氨酸的含量与文

献值'

#@

(基本相符$脯氨酸的含量稍高%

"

种氨基酸

的平均加标回收率与文献值'

#@

(基本相符%引起差

异的原因是多方面的$既可能是实验方法)仪器及条

件造成的$也可能是板蓝根的产地不同引起的$或是

脯氨酸自身性质引起的电泳谱带展宽从而造成计算

含量偏高%

图
?

!

板蓝根提取物的毛细管电泳谱图

;

!

结
!

语

利用过渡金属离子
1,

"Z作为配位中心离子$可

以对成分复杂的板蓝根注射液和板蓝根提取物进行

1̀1F

分析%对板蓝根中所含的
"

种主要氨基酸进

行直接紫外检测$不需要进行繁琐的氨基酸衍生$可

有效避免衍生试剂的干扰%而且由于在
1̀1F

中$

活化后的毛细管壁带负电$与
1,

"Z发生静电作用$

且管壁上的硅羟基氧原子能与
1,

"Z发生较弱的配

位作用$使
1,

"Z吸附于管壁$管壁所带负电荷减少$

F̂ d

受到一定程度的抑制%所以采用
1̀1F

不需要

对毛细管进行改性以增大检测时间窗口)提高峰容

量%

1̀1F

操作较简单$是一种快速)简便$适合于中

药提取液与中药注射液等复杂体系中氨基酸的分离

分析方法%
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$

1KF( _K̀<DL̂

$

CK̀ ML̀<c6(

$

8:/&'(%78&I/

U

5&&/-

;

8&8I:-%

U

2%-8959:8I2.5

4

,8O/98H

%. I%%-H5./:5%.5.:8-/I:5%.

'

+

(

'125.898+%,-./&%0

L./&

;

:5I/&128G59:-

;

$

"))A

$

!@

!

*

"&

#"#*<#"""'

'

#@

(万绍晖$杨浩$耿秀梅
'

柱前衍生化反相高效液相色谱

法测定板蓝根中的氨基酸'

+

(

'

色谱$

"))=

$

"!

!

@

"&

@)><@#)'

aL(CKL̂ <K6̀

$

cL(V KL̂

$

VF(V ?̀6<PF̀'

b8:8-G5./:5%.%0/G5.%/I5H95.59/:595.H5

3

%:5I/0%-:O

;

-878-98H<

U

2/9825

3

2

U

8-0%-G/.I8&5

4

,5HI2-%G/:%

3

-/

U

2

;

S5:2

U

-8<I%&,G.H8-57/:5W/:5%.

'

+

(

'125.898+%,-./&%0

12-%G/:%

3

-/

U

2

;

$

"))=

$

"!

!

@

"&

@)><@#)'

"编辑
!

张
!

苹#

"A!#

重 庆 大 学 学 报
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
!"

卷

欢迎访问重庆大学期刊社 http://qks.cqu.edu.cn


