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毛细管电泳 ( CE)是一种新型的高新分离分析方法 ,但目前多在水溶液中完成 ,要求被分析物具有

一定的亲水性 ,使其应用受到限制 . 非水毛细管电泳 ( N ACE)不但拓宽了毛细管电泳 ( CE)分析领域 ,增

加了可供优化的实验参数 ,而且可使用更高的电压和离子强度 ,因而有更高的分离度和灵敏度 . 电化学

检测以其结构简单 ,方法比较灵活 [ 1] ,对于非水毛细管电泳具有更大的检测优势和发展前景 [ 2] . 白藜芦

醇属多羟芪类化合物 ( polyhydro xy sti lbene, PHS) ,是均二苯乙烯的酚羟基取代衍生物 ,在虎杖中的含

量很丰富 ,具有抗菌、抗氧化、抗高脂血症、抗凝血及抗肿瘤等多种生物活性 . 本文采用甲醇为分离介

质 ,三 (羟甲基 )氨基甲烷 -硼酸 ( T HAM-H3BO3 )为支持电解质 ,采用负高压 ,使用电导检测对虎杖中白

藜芦醇进行了分析 .

仪器和试剂: CES98毛细管电泳仪 ,高压电源 ( CZE30PN10 /MCN22,美国 Spellman High Vol tage Elec-

tronics Co rpo ra tion) ;电导检测器 (中山大学电分析室研制 ,其检测装置及连接方式见文献 [3 ] ) ;毛细管

电泳数据站 (中山大学电分析室研制 ) ; p HS-3C精密酸度计 (上海电光器件厂 ) ;石英毛细管柱 45 cm×

75μm ( i. d. ) ; HP-6890气相色谱带质谱检测器 ( M SD-5973) ,配 G1701B. 02. 05工作站 ( Hew let t-

Racked,美国 ) ,所用色谱柱为 HP5-M S熔融毛细管柱 ( 30 cm× 0. 25 mm× 0. 25μm) , V (聚苯甲氧基硅

氧烷 )∶ V (聚二甲基硅氧烷 )= 5∶ 95.

甲醇 , N , N -二甲基甲酰胺 ,乙酸乙酯 ,三 (羟甲基 )氨基甲烷 ,硼酸 ,乙酸铵 ,乙酸钠均为市售产品 ,

所用试剂均为分析纯 . 白藜芦醇 (反式结构 )对照品 (美国 Sigma公司 ) ,衍生化试剂 (双三甲基硅烷基 )

三氟乙酰胺 ( BST FA, Sigma公司 ) .

标准溶液的制备: 取白藜芦醇 ( 3, 4’ , 5-Trihydroxy-trans-stilbene)对照品 14 mg ,用乙酸乙酯溶解 ,

定容至 25 m L.

样品溶液的制备: 称取粉碎后虎杖 500 g ,用 1 500 mL体积分数为 90%的医用酒精回流 3次 ,合并

提取液 ,浓缩成浸膏 . 用石油醚对浸膏回流 3次 ,每次 500 mL,合并提取液 . 用乙酸乙酯对浸膏中不溶

部分回流提取 3次 ,每次 500 mL,合并提取液并浓缩成浸膏 . 对浸膏进行柱层析 ,在 V (石油醚 )∶ V (乙

酸乙酯 )= 7∶ 3溶液中得到产物 . 取目标物的提取浓缩液 ( 150 mL的白藜芦醇乙酸乙酯溶液 ) 13 mL,

用乙酸乙酯定容至 50 mL.

缓冲溶液的制备: 分别制备 100 mmo l /L的硼酸 , T HAM ,乙酸钠 ,乙酸铵的无水甲醇储备液 . 各取

适量配成不同浓度比的 THAM-硼酸体系及不同浓度的乙酸钠和乙酸铵体系 .

电泳条件:毛细管柱在使用前用 0. 1 mo l /L NaOH、 H2O和运行电泳介质溶液分别洗约 5 min,每次

进样后用运行缓冲溶液洗柱 3 min. 进样采用重力进样方式 ,进样高度为 15 cm ,进样时间为 10 s,分离

电压为 - 18 kV. 实验在恒温 ( 25℃ )、恒湿 (相对湿度 70% )的实验条件下进行 .

样品分析与加标回收实验: 在最佳条件下 ,取样品溶液不经稀释直接进样测定 ,由回归方程计算出

样品溶液中白藜芦醇的含量为 71 mg /L. 取样品溶液稀释 2倍后 ,准确加入一定量的白藜芦醇标准溶

第 19卷 第 6期 应 用 化 学 Vol. 19 No. 6

2002年 6月 　　　　　 CHINESE JOURN AL O F APPLIED CHEM ISTRY　　　　　 Jun. 2002



液 ,连续 6次进样进行分析测定 .

结果与讨论

非水介质体系和支持电解质的选择: 非水介质毛细管电泳中有机溶剂的选择 ,需要考虑介质的粘

度、介电常数、挥发性、质子离解和偶极矩等多种因素的综合影响 [4 ] . 通过实验比较 ,发现无水甲醇可提

高选择性和增大分离度 ,另外由于其较低的电渗流 ,可允许使用更高的分离电压 ,所以选用无水甲醇作

为分离介质 .

图 1　标准溶液白藜芦醇顺反异构体和样品溶液的毛细管电泳图

Fig . 1　 Elect rophoe relog ram o f (A ) resv er atr ol isome rs( 1. cis-; 2. trans-) and (B～ D) samples

Conditions: A . backg round elect ro ly te: t ris( hydroxymethyl) aminomethane-bo ric acid( T HAM 15 mmol /L+

boric acid 5 mmo l /L ); pH= 8. 2; Voltag e - 18 kV ; Injection time 10 s; Injection height 15 cm;

Peak identification: 1. cis-resv er atr ol; 2. tr ans-resv era tro l; B . backg round electr olyte:

T HAM 15 mmol /L+ bo ric acid 2 mmol / L; p H= 8. 2; Peak 3 the

undintified; other s a s in A ; C. backg round elec tro ly te:

THAM 15 mmo l /L+ bo ric acid 5 mmol; p H= 8. 2, other as in B ; D . backg round elect ro ly te:

THAM 15 mmo l /L+ bo ric acid 7 mmol /L; pH= 8. 2, o th er as in B

在有机溶剂中加入支持电解质使其具有一定的导电性是 NACE的必要条件 ,在非水介质中通常是

选用有机盐电解质 . 经过对乙酸铵、乙酸钠和 T HAM-硼酸体系进行的实验比较 ,发现 T HAM-硼酸体

系不但具有较高的稳定性而且对分离体系有很好的分离检测效果 .

T HAM-硼酸体系不同浓度配比的影响: 取适量的 THAM 和硼酸储备液 ,配成 THAM 浓度为

15 mmol /L ,硼酸浓度分别为 2、 3、 4、 5、 6、 7和 8 mmo l /L的 THAM-硼酸缓冲体系 . 按实验方法进样品

溶液 ,发现随着硼酸浓度的增大 ,主要干扰物峰的峰形变小 ,同时对称性增加 ;白藜芦醇峰的峰形随着硼

酸浓度的增大而变大 ,这是因为羟基化合物与硼酸反应生成稳定的配合物 ,并使其显示强酸性 ,这样使

得其在碱性介质中更加灵敏 ,其反应机理如下式所示:
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但缓冲溶液浓度的增大 ,会产生大量的焦耳热 ,引起区带增宽 ,影响分离检测效果 . 所以综合考虑 ,选用

硼酸浓度为 5 mmol /L的 T HAM-硼酸体系作为分离检测的最佳浓度 . 图 1A为标准样品的毛细管电泳

图 ,由于反式白藜芦醇在光照下会转化为顺式 ,所以有顺式白藜芦醇的峰 . 图 1B～ 图 1D为样品溶液的

毛细管电泳图 ,峰 2为反式白藜芦醇 ,峰 3为未知物 . 气相色谱 -质谱联用法不能将干扰物和白藜芦醇

完全分开 ,而在图 1B～ 图 1D中二者不但能够完全分开 ,而且在时间上相差近 4 min,由此可以说明 ,非

水介质毛细管电泳电导检测白藜芦醇是一种好的方法 .

表观 pH和进样时间对分离的影响: 用酸度计分别测 15∶ 2, 15∶ 3, 15∶ 4, 15∶ 5, 15∶ 6, 15∶ 7,

15∶ 8(浓度单位为 mmo l /L) T HAM-硼酸体系的 pH值 ,发现在甲醇介质里 ,其表观 pH值的变化不大
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( pH值均在 8. 2左右 ) . 所以 ,在选择最佳实验条件时 ,可以不考虑 pH的微小影响 .

分别在 3、 5、 8、 11和 15 s时间下进样分析 ,发现进样时间在 15 s时 ,分离度和柱效均降低 ,这是因

为进样时间过长 ,进样量增大 ,引起样品扩散 ,导致峰形扩宽 . 但进样时间少于 5 s时 ,进样量少 ,检测精

度低 ,所以 ,鉴于这二者的考虑 ,选择进样时间为 10 s.

操作电压对分离的影响:最佳实验条件下 ,分别在 - 12、 - 14、 - 16、 - 18和 - 20 kV的电压下进样

分析 . 提高电压可以缩短分析时间 ,但产生的焦耳热也增多 ,导致缓冲溶液电导增加 ,电流增大 ,区带增

宽 ,同时也不利于体系的恒温 . 在本体系中 ,产生的电泳电流很小 (小于 3μA) ,而且体系基线稳定 ,保

留时间的重现性很好 ,所以综合两种因素考虑 ,选择 - 18 kV作为分离电压 .线性范围和精密度: 在最佳

实验条件下进行分析 ,白藜芦醇的峰面积和含量呈线性关系 . 线性回归方程为: Y= 0. 91+ 11. 8X , r=

0. 993 4, (Y为峰面积 , X为质量浓度 ( mg /L) , r为线性相关系数 ) ;线性范围为: 27～ 540 mg /L. 在最佳

实验条件下连续 6次进样 ,白藜芦醇峰面积的 RSD为 2. 46% . 表 1结果表明 ,该方法灵敏 ,准确 ,是分

离检测白藜芦醇的一个好方法 .

表 1　样品溶液中反式-白藜芦醇回收率的测定

Table 1　 Recovery of the determinat ion for trans-resveratrol

Backg rou nd / ( mg· L- 1) Added / (mg· L- 1 ) Found / ( mg· L- 1) Average recovery /%

35. 5 20 56. 8

t rans-resveratrol 35. 5 20 66. 2 103. 4

35. 5 20 76. 1
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Determination of Resveratrol in Rhizoma Polygoni

Cuspidati by Non-aqueous Capillary Electrophoresis

ZHENG Yan-Peng , LI Xiao-Dong, MO Jin-Yuan
*
, X IE Tian-Yao, LI Feng-Ping , LI Na
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Abstract　 Capillary zone electrophoresis( CZE) has been perfo rmed for determination o f resv erat ro l in

Rhizoma Polygoni Cuspidat i in a non-aqueous so lution of t ris( hydroxymethy l) aminomethane( T HAM )

and bo ric acid wi th methanol as so lv ent. The ef fects of so lv ent , electro lyte, pH, concentration,

running time and vol tag e w ere examined. The to tal sepa ra tion and determination could be completed

w ithin 11 min. Under the optimum condi tions, the linear range of t rans-resv erat ro l w as 27～

540 mg /L. The RSD(n= 6) o f peak area fo r resv erat rol w as 2. 46% and the recovery was 103. 4% .

Keywords　 resverar tol , Rhizoma Polygoni Cuspidati , separation determination, non-aqueous capillary

electrophoresis
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