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胶束电动毛细管色谱法测定柚皮苷对照品的研究 
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摘  要：目的  建立胶束电动毛细管色谱（MECC）分离测定柚皮苷对照品的方法。方法  以 47 cm×50 μm（有效长度 40 cm）

的熔融石英毛细管柱为分离柱，以（10 mmol/L Tris＋100 mmol/L SDS＋90 mmol/L H3BO3＋60 mmol/L HP-β-CD）-[甲醇-异
丙醇（1∶1）]（2∶1）为分离缓冲液，于 220 nm 处检测。结果  MECC 法测定 10 mg/mL 柚皮苷的迁移时间和校正峰面积

的 RSD 分别为 0.58%、1.3%（n＝7），检出限为 5 mg/L（S/N＝3），定量限为 15 mg/L（S/N＝10）。结论  测定柚皮苷对照

品的质量分数，并与 HPLC 法进行比较，两种方法的结果存在显著差异（P＜0.01）。 
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柚皮苷是一种黄酮类化合物，微溶于水，易溶

于甲醇、乙醇等有机溶剂，相对分子质量为 580.53，
主要存在于橘、橙的果皮和果肉中，具有抗炎、抗

癌、抗突变等多种功效。目前，柚皮苷的检测方法

大多为 HPLC 法[1-3]，而采用胶束电动毛细管色谱

（micellar electrokinetic capillary chromatography，
MECC）的报道较少[4-5]。由于 MECC 法能够同时

分析带电与不带电组分，也非常适于分析不溶于水

的组分，而且对照品质量分数的分析一般需要原理

完全不同的方法如 HPLC 法及高效毛细管电泳

（HPCE）法来进行确证[6]，因此，本实验建立了

MECC 法分离、测定柚皮苷对照品的方法，并对已

经纯化了的柚皮苷对照品进行测定，将结果与

HPLC 法的结果进行了比较。 

1  仪器与材料 
Beckman P/ACE 5000 型毛细管电泳仪（配有紫

外检测器，美国 Beckman 公司），Agilent 1100 型高

效液相色谱仪（配二极管阵列检测器，美国安捷伦

公司），Millipore Milli-Elix/RiOs 型超纯水器（美国

Millipore 公司），旋涡混合器（法国 Gilson 公司），

Mettler Toledo 电子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）。 
三羟甲基氨基甲烷（Tris，色谱纯，上海生工

生物工程有限公司）；十二烷基硫酸钠（SDS，Sigma- 
Aldrich）；硼酸（H3BO3，优级纯，铁岭市开原化工

厂）；羟丙基-β-环糊精（HP-β-CD，Across Organics）；
甲醇、异丙醇（色谱纯，Fisher 试剂）；纯化的柚皮

苷对照品（批号 20080805）由中国计量科学院化学

计量与分析科学研究所提供，采用 HPLC 分离、峰 
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面积归一化测得其质量分数大于 99%。 
2  方法与结果 
2.1  供试品溶液的制备 

准确称取 100 mg 柚皮苷对照品于 1.5 mL 塑料

离心管中，加入 1 mL 甲醇，涡旋使其充分溶解，配

制成质量浓度为 100 mg/mL 的储备液。使用前，吸

取 20 μL 储备液于 200 μL PCR 管中，再加入 180 μL
样品缓冲溶液，涡旋混匀后即可进样。 
2.2  毛细管的预处理 

新的毛细管在使用前分别用 1 mol/L NaOH 洗

20 min、水洗 5 min、分离缓冲液洗 5 min。每次进

样前，分别用 1 mol/L NaOH、水及分离缓冲液各洗

1 min，以保证迁移时间和校正峰面积具有重现性。 
2.3  色谱条件 
2.3.1  MECC 色谱条件  毛细管柱为 47 cm×50 
μm 的石英毛细管柱（有效长度 40 cm，河北永年锐

沣色谱器件有限公司）；分离电压 30 kV；工作电流

23 μA；检测波长 220 nm；高纯氮气压力 3 447.5 Pa；
进样时间 5 s；操作温度 25 ℃；分离缓冲溶液：（10 
mmol/L Tris＋100 mmol/L SDS＋90 mmol/L H3BO3＋

60 mmol/L HP-β-CD）-[甲醇-异丙醇（1∶1）]（2∶
1）；样品缓冲液：同分离缓冲液。 
2.3.2  HPLC 色谱条件  色谱柱为 Inertsil ODS-SP 
C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈- 
0.1%磷酸溶液（18∶82），体积流量 0.95 mL/min，
进样量 1 μL，柱温 25 ℃，检测波长 220 nm。 
2.4  电泳条件的选择 
2.4.1  检测波长的选择  通过二极管阵列检测器对

柚皮苷对照品溶液进行光谱扫描，其最大吸收波长

为 283 nm，考虑到杂质在柚皮苷的特征吸收波长处

可能无吸收，而对照品质量分数定量分析的目的就

是让更多的杂质峰能够被检测到，为了便于与

HPLC 法的测定结果进行比较，最终选择检测波长

为 220 nm。 
2.4.2  硼酸浓度对分离的影响  由于柚皮苷不带电

荷，但含有邻位的羟基，这样的结构使之易于与硼

酸根形成带负电的络合物，再加之硼酸根在低紫外

波长处无吸收，因此本研究选用 Tris-H3BO3缓冲体

系来进行分离。在缓冲液其他组分保持不变的条件

下，研究了硼酸浓度对分离的影响，结果见图 1。
当硼酸浓度为 25 mmol/L 时，柚皮苷的峰较宽；当

浓度增至 50 mmol/L 时，峰形变锐；浓度再增至 90 
mmol/L，峰形最佳且与杂质峰得到很好分离；继续 

 
 
 

最高峰为柚皮苷，下同 
The highest peak is naringin, same as below 

 
图 1  硼酸浓度对柚皮苷分离的影响 

Fig. 1  Influence of H3BO3 concentrations 
on separation of naringin 

 
增加硼酸浓度至 120 mmol/L 时，峰展宽。因此，确

定硼酸的最佳浓度为 90 mmol/L。 
2.4.3  SDS 浓度的影响  在 MECC 中 SDS 的主要

作用是形成胶束，胶束起到伪固定相的作用，以分

离毛细管区带电泳无法分离的中性物质，从而改善

分离，此外还有一定的增溶作用。在保持其余条件

不变的情况下，本实验又研究了 50、100、120 
mmol/L SDS 对分离的影响，结果见图 2。随着 SDS
浓度的增加，柚皮苷与杂质峰之间的分离度逐渐变

大，但是柚皮苷的峰形越来越宽，而且迁移时间越

来越长，因此，确定 SDS 的最佳浓度为 100 mmol/L。 
 

 
 
 

图 2  SDS 浓度对柚皮苷分离的影响 
Fig. 2  Influence of SDS concentrations 

on separation of naringin 
 
2.4.4  HP-β-CD 浓度的影响  研究发现 HP-β-CD
可对微溶于水的柚皮苷起到增溶作用，从而改善柚

皮苷的峰形。图 3 揭示了 30、60、80 mmol/L HP-β- 
CD 对柚皮苷峰形的影响。当 HP-β-CD 浓度由 30 
mmol/L 增加到 60 mmol/L 时，柚皮苷迁移时间增加

的同时峰形变锐；继续增至 80 mmol/L 时，峰形变

化不明显，HP-β-CD 最佳浓度为 60 mmol/L。 
2.4.5  有机溶剂加入量的影响  由于柚皮苷微溶于 

25 mmol·L−1 
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0           5          10          15         20
t / min 

0           5          10          15         20
t / min 

120 mmol·L−1

100 mmol·L−1

50 mmol·L−1



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 42 卷 第 11 期 2011 年 11 月 

   

·2253·

 
 
 

图 3  HP-β-CD 浓度对柚皮苷峰形的影响 
Fig. 3  Influence of HP-β-CD concentrations  

on peak shape of naringin 
 
水，分离缓冲液中必须加入有机溶剂使其形成均一

的溶液。因柚皮苷易溶于甲醇，而异丙醇也曾用于

微溶于水的药物的分离[7]，本研究发现分离缓冲液

的有机相中甲醇和异丙醇的协同作用，不仅可以增

加柚皮苷与干扰峰之间的分离度，且可改善峰形。

随着有机溶剂加入量的增加，柚皮苷的迁移时间增

加，与干扰峰间分离度增大。图 4 揭示了缓冲溶液

中无机盐缓冲液与有机溶剂的比例分别为 1∶1、
2∶1、3∶1 时对分离的影响。当比例为 1∶1 时，

柚皮苷与干扰峰的分离度较大，但是迁移时间较长，

并且峰展宽；当比例为 2∶1 时，柚皮苷与干扰峰即

能完全达基线分离，而且峰形较好；当比例为 3∶1
时，有机溶剂加入量较少，虽然迁移时间较短，但

是柚皮苷与干扰峰之间的分离未达基线分离，影响

定量结果。因此，确定无机盐缓冲液与有机溶剂的

最终比例为 2∶1。 
2.5  精密度试验 

将 10 mg/mL 柚皮苷对照品溶液连续进样 7 次，

所得迁移时间和校正峰面积的 RSD 分别为 0.58%
和 1.3%。 
2.6  检出限及定量限 

在最终优化好的分离条件下，将柚皮苷对照品 
 

 
 
 

图 4  有机溶剂加入量对柚皮苷分离的影响 
Fig. 4  Influence of organic solution amount 

on separation of naringin 

溶液稀释至柚皮苷的峰高不低于 3 倍基线噪声

（S/N≥3），连续测定 3 次，测得的检出限为 5 mg/L；
以柚皮苷的峰高不低于 10 倍基线噪声（S/N≥10），
连续测定 3 次，测得的定量限为 15 mg/L。 
2.7  柚皮苷对照品质量分数的测定 

分别称取 4份来自同一批产品（批号 20080805）
不同样品瓶的柚皮苷对照品各 100 mg，配制成 100 
mg/mL 储备液，依照“2.1”项方法稀释 10 倍，每

个样品连续进样 3 次。用于 HPLC 法分析的柚皮苷

溶于甲醇，质量浓度为 4 mg/mL。按照《中国药典》

对采用峰面积归一法进行峰纯度检查的实验要求，

分析时间应该为主峰出峰时间的 2 倍时间以上，以

尽可能使杂质峰出峰完全。在本实验最优化电泳条

件下，发现主峰后面的谱图上无明显色谱峰出现，

故图中的分析时间只保留具有有效色谱峰的部分。

HPLC 法用峰面积归一化法定量，而 MECC 法用校

正峰面积归一化法定量。这是由于毛细管电泳分析

中，迁移时间较长的组分，其峰面积将相应展宽而

导致峰面积增加，为消除这一影响，一般将每个峰

的峰面积除以各自的迁移时间即校正峰面积进行归

一化处理[8]，如果不用校正峰面积，则在主成分之前

的组分的量将被低估，而之后组分的量将被高估[9]。

MECC 电泳图及 HPLC 色谱图分别见图 5、6。由图

可见，除柚皮苷的主成分峰之外，HPLC 色谱图中仅

有两个杂质峰（a、b），而 MECC 电泳图中则出现

4 个杂质峰（1、2、3、4）。结果如表 1 所示。可以

看出MECC法的结果低于HPLC法的结果，用 SPSS 
13.0 软件进行统计分析，计算得 t＝8.157，P＝
0.004＜0.01，表明两种方法的结果存在显著差异。 
3  讨论 

采用 MECC 法，以内径 50 μm、有效长度 40 cm
未涂覆石英毛细管、（10 mmol/L Tris＋100 mmol/L 
SDS＋90 mmol/L H3BO3＋60 mmol/L HP-β-CD）-[甲 
 

 
 
 

a、b-杂质 
a, b-impurities 

 
图 5  柚皮苷的 HPLC 色谱图 

Fig. 5  HPLC chromatogram of naringin 
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1～4-杂质 
1—4-impurities 

 
图 6  柚皮苷 MECC 电泳图（A）和空白对照（B） 

Fig. 6  MECC electrophoretogram of naringin (A) 
and blank control (B) 

 
表 1  纯化后的柚皮苷质量分数测定结果（n＝3） 

Table 1  Determination of naragin in purified samples (n＝3) 

MECC HPLC 
样  品 

平均值/% RSD/% 平均值/% RSD/%

1 98.16 0.11 99.53 0.05 

2 98.30 0.07 99.59 0.01 

3 97.41 0.17 99.56 0.03 

4 98.06 0.12 99.60 0.04 

平均值 97.98 0.41 99.57 0.04 
 
醇-异丙醇（1∶1）]（2∶1）为分离缓冲液，20 min
内即可完成柚皮苷对照品质量分数的测定。然而，

其测定结果较 HPLC 法低。这与文献报道的 HPCE
法与 HPLC 法的分析结果不一致相类似[10]，尽管已

有大量文献报道两种方法的结果相吻合[11-16]。可能

的原因一方面由于极性强的杂质小分子组分在

HPLC 的色谱柱上不保留，另外一些杂质组分可能

被吸附在色谱填料上不能被洗脱，或者杂质峰与主

峰共洗脱[8]导致 HPLC 的测定结果偏高；另一方面

由于 MECC 法较 HPLC 分离效率高，使得一些杂质

组分从主峰中分离出来，另外 MECC 法能够同时分

析带电与中性组分，导致 MECC 法的定量结果较

HPLC法低。由于MECC法的分析结果不支持HPLC
法的分析结果，该柚皮苷对照品需进一步纯化。 

MECC 法因试剂消耗少、检测成本低、较 HPLC
分离效率高及与 HPLC 相媲美的精密度及准确度，

使之在中药分析中发挥越来越重要的作用。 
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