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β －环糊精修饰毛细管区带电泳测定三黄片中
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摘要：目的建议同时测定三黄片中大黄素和大黄酚含量的β －环糊精修饰毛细管区带电泳法。方法采用超声辅助方法提取大黄有效
成分，分离柱为熔融石英毛细管柱（７５ μｍ × ６７． ４ ｃｍ，有效长度５１ ｃｍ），缓冲溶液为６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２Ｂ４Ｏ７ ＋ ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＣＯ３，缓冲溶液
添加剂为４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β －环糊精（ｐＨ ＝ ８． ９），检测波长为２５４ ｎｍ。结果三黄片中大黄素和大黄酚重复性试验的ＲＳＤ分别为１． ７６％和
１． ５３％（ｎ ＝ ６），质量浓度线性范围分别为２． ０ ～ １８． ５ μｇ ／ ｍＬ和２． ５０ ～ １． ５６ × １０３ μｇ ／ ｍＬ，平均加样回收率分别为９３． ５３％和９７． ２６％，
ＲＳＤ分别为０． ８３％和２． ５２％（ｎ ＝ ３）。结论该方法简单，结果准确，重复性好，可用于三黄片中大黄有效成分的含量测定。
关键词：三黄片；高效毛细管电泳法；大黄素；大黄酚
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三黄片是２０１５年版《中国药典（一部）》收载的中成
药，主要由大黄、盐酸小檗碱和黄芩浸膏组方，具有清热
解毒、泻火通便功效犤 １ － ３ 犦，主治三焦热盛、目赤肿痛、口
鼻生疮、咽喉肿痛、心烦口渴、尿黄便秘。２０１５年版《中
国药典牗一部牘》采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定三黄
片中大黄有效成分的含量犤 ４ 犦，但液相色谱存在操作过程
复杂，流动相处理要求高，试剂消耗量大等问题犤 ５ － ９ 犦。高
效毛细管电泳（ＨＰＣＥ）法是一种由经典电泳技术发展
起来的分离分析技术，具有高灵敏度、高分辨率和低
成本等优点，缓冲溶液处理简单，操作简便。该方法是
液相色谱法的有力补充，但国内相关研究非常少犤 １０ － １１ 犦。
本研究中采用β －环糊精修饰毛细管区带电泳同时检
测三黄片中大黄活性成分大黄素和大黄酚的含量，现报

道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ ＣＥ７１００型高效毛细管电泳仪（美国安捷伦
公司）；ＳＰＤ － １５Ｃ型紫外检测器（日本岛津公司）；
ＧＷＡ － ＵＮ１型超纯水器（北京普析通用仪器有限公
司）；ＳＫ － １型涡旋混合器牗常州市国旺仪器制造有限公
司牘；ＡＵＸ２２０电子天平牗日本岛津公司牘。
１． ２ 试药

三黄片牗广西金诺制药有限公司，批号为
１２０６１２２０１６０３ 牘；Ｎａ２Ｂ４Ｏ７·１０Ｈ２Ｏ（分析纯，重庆北碚精
细化工工厂，批号为ＳＪＹ１６０７２４）；无水碳酸钠（分析
纯，重庆北碚精细化工工厂，批号为ＳＪＧ１６０７２４）；羟

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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１． 大黄素 ２． 大黄酚

Ａ． 三黄片辅料 Ｂ． 三黄片
图２ 三黄片辅料和三黄片高效毛细管电泳图

丙基－ β －环糊精（ＨＰ － β － ＣＤ，相对分子质量１ ４５９． ８，
ＡＣＲＯＳ ＯＲＧＡＮＩＣＳ，Ｎｅｗ Ｊｅｒｓｅｙ，ＵＳＡ，批号为ＱＧ１１０３１）；
大黄素牗 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５，批号为２０１６０７１１ 牘，大黄酚牗 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ４，
纯度≥９８． ０％，批号为２０１６０８４８ 牘，均购于美仑生物科
技有限公司；其他试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 电泳参数设置

分离柱：熔融石英毛细管柱（７５ μｍ × ６７． ４ ｃｍ，有效
长度５１ ｃｍ，河北永年瑞丰色谱配件有限公司）；缓冲溶
液：６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２Ｂ４Ｏ７ ＋ ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＣＯ３ ＋ ４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＨＰ － β － ＣＤ牗ｐＨ ＝ ８． ９ 牘，供试品缓冲溶液与此相同；分
离电压：１５ ～ ３０ ｋＶ；进样方式：压差进样；进样时间：５ ｓ；
操作温度：２５ ℃；检测波长：２５４ ｎｍ。
２． ２ 溶液制备

取大黄素对照品和大黄酚对照品适量，精密称定，加
无水乙醇－乙酸乙酯（２ ∶ １）的混合溶液，制成每１ ｍＬ含
大黄素１０ μｇ、大黄酚２５ μｇ的混合对照品溶液。取样品
牗批号为１２０６１２２０１６０３牘２０片，除去包衣，精密称定，研细
（过３号筛），取约０． ２６ ｇ，精密称定，置锥形瓶中，精密加
入乙醇２５ ｍＬ，称定质量，加热回流１ ｈ，放冷，用乙醇补足
减失的质量，摇匀，滤过，精密量取续滤液１０ ｍＬ，置烧杯
中，蒸干，加３０％乙醇－盐酸（１０ ∶ １）的混合溶液１５ ｍＬ，
置水浴中加热回流１ ｈ，立即冷却，用三氯甲烷强力振摇
提取４次，每次１５ ｍＬ，合并三氯甲烷，蒸干，残渣用无水
乙醇－乙酸乙酯（２ ∶ １）的混合溶液溶解，转移至２５ ｍＬ容
量瓶中，并稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试
品溶液。
２． ３ 电泳条件优化

毛细管预处理：毛细管柱分别用０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ
冲洗活化１０ ｍｉｎ，水洗５ ｍｉｎ，再用缓冲溶液冲洗５ ｍｉｎ。
每次进样前都分别用０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ冲洗３ ｍｉｎ，水
洗１ ｍｉｎ，再用缓冲溶液冲洗２ ｍｉｎ。

进样方式选择：毛细管电泳的进样方式对分离效率
和重复性有重要影响。压力进样和电动进样为最常见的
２种进样方式，电动进样对黏度较大的生化样品比较适
合，但测量重复性较差，且可能因各组分扩散系数的差异
而导致迁移速率的改变，三黄片中大黄有效成分的提取物
相对生化样品黏度较低，且需注重重复性，因此选择压力
进样作为进样方式。进样压力０． ５ ｐｓｉ，进样时间０． ５ ｓ。

缓冲溶液优化：大黄素和大黄酚的化学结构相似，
电荷差异小，且大黄提取中成分较多，采用区带电泳分
离模式（ＣＺＥ）较难实现３种目标组分的完全分离。因
此，本试验中通过加入在缓冲体系中加入低浓度ＨＰ －
β － ＣＤ，在传统的ＣＺＥ电泳模式下引入胶束电色谱模
式，增加不同组分在分配系数上的差异。当ＨＰ － β － ＣＤ
浓度达到４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时，实现完全分离，高效毛细管电
泳图见图１。

２． ４ 方法学考察
专属性试验：依照２０１５年版《中国药典牗一部牘》中

三黄片的制法犤 ４ 犦，除不加入大黄药材，其余制法步骤与
三黄片制法一致，并将制作的样品按２． ２项下方法配制
供试品溶液，与三黄片实际样品在相同条件下进行毛细
管电泳分析。结果三黄片中辅料与其他成分对大黄有效
成分无干扰牗见图２ 牘，方法专属性良好。

检出限与定量限试验：分别取２． ２项下对照品溶液，
按拟订电泳条件测定检出限和定量限。结果大黄素和大
黄酚的检出限分别为０． ７８ μｇ ／ ｍＬ和０． ５１ μｇ ／ ｍＬ，定量
限分别为２． ０ μｇ ／ ｍＬ和２． ５ μｇ ／ ｍＬ。

重复性试验牶精密量取２． ２项下对照品溶液适量，
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Ｕ ／ ｍＶ

２０ ０００

１０ ０００

０

２

１

ｔ ／ ｍｉｎ

Ｂ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

１． 大黄素 ２． 大黄酚
Ａ． ＣＺＥ模式下 Ｂ． ＨＰ － β － ＣＤ修饰后ＣＺＥ模式
图１ 大黄混合对照品的高效毛细管电泳图
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按拟订电泳条件连续进样测定６次，记录峰面积。结果大
黄素和大黄酚的ＲＳＤ分别为１． ７６％和１． ５３％ 牗 ｎ ＝ ６牘，
表明仪器精密度良好。

线性关系考察：分别精密吸取２． ２项下大黄素和大黄
酚对照品溶液，以加无水乙醇－乙酸乙酯（２ ∶ １）的混合溶
液为稀释液，配置成质量浓度分别为１，５，１０，１５，２０μｇ ／ ｍＬ
的大黄素对照品溶液和质量浓度分别为２． ５ μｇ ／ ｍＬ，
１２． ５ μｇ ／ ｍＬ，３１２． ５ μｇ ／ ｍＬ，１． ５６ ｇ ／ Ｌ，７． ８ ｇ ／ Ｌ的大黄
酚对照品溶液。并分别以拟订电泳条件进行电泳分析检
测，以质量浓度为横坐标（Ｘ）、峰面积为纵坐标（Ｙ）进行
回归分析，得回归方程，大黄素Ｙ ＝ ０． ０７８ １１Ｘ － ０． ０３８
１ 牗 ｒ ＝ ０． ９９５ １牘，大黄酚Ｙ ＝ ０． ０８２ １１ Ｘ － ０． ０４２ １ 牗 ｒ ＝
０． ９９５ ７ 牘。结果表明，大黄素和大黄酚的质量浓度线性
范围分别为２． ０ ～ １８． ５μｇ ／ ｍＬ，２． ５０ ～１． ５６ ×１０３μｇ ／ ｍＬ。

加样回收试验：取样品牗批号为１２０６１２２０１６０３ 牘粉末
约０． ２６ ｇ，精密称定，共３份，分别置５个锥形瓶中，按
２． ２项下方法制备供试品溶液，按拟订电泳条件检测并
记录每份样品的电泳谱图，再在每份供试品中加入等量
的大黄素和大黄酚对照品各０． ３ ｍｇ，再次测定其含量，
分别计算大黄素和大黄酚的平均回收率。结果见表１。结
果显示该方法单组分回收率较好，多组分ＲＳＤ偏高，分
析可能是由于大黄提取物成分较多，且本方法是同时考
察两组分在电泳中的含量，目标组分间存在化学性质差
异，导致检测效率不一致。
２． ５ 样品含量测定

分别取不同批次三黄片样品粉末约０． ２６ ｇ，精密称
定，按２． ２项下方法制备供试品溶液，按拟订电泳法测
定含量。结果见表２。

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为大黄素，Ｂ为大黄酚。下表同。

表１ 加样回收试验结果牗 ｎ ＝ ３ 牘

含量（ｍｇ）
表２ ３批样品中大黄素和大黄酚含量测定结果（ｎ ＝ ３）

批号
１２０６１２２０１６０３
１２０６１２２０１６０５
１２０６１２２０１６０７

Ａ
０． ６９９ ２
０． ６９８ １
０． ６８４ ９

Ｂ
０． ７８７ ３
０． ７９１ １
０． ７９９ １

总含量
（ｍｇ）
１． ４８６ ５
１． ４８９ ２
１． ４８４ ０

ＲＳＤ
（％）

１． ７５

Ａ
０． ６４３ ２
０． ６４２ ７
０． ６４３ ３

Ｂ
０． ７８９ ３
０． ７９０ １
０． ７８９ ９

Ａ
０． ３
０． ３
０． ３

Ｂ
０． ３
０． ３
０． ３

Ａ
０． ９２３ １
０． ９２１ ４
０． ９２６ ５

Ｂ
１． ０７３ ２
１． ０８３ １
０． ０８８ ３

Ａ
９３． ３０
９２． ９０
９４． ４０

Ｂ
９４． ６３
９７． ６７
９９． ４７

Ａ

９３． ５３

Ｂ

９７． ２６

Ａ

０． ８３

Ｂ

２． ５２
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３ 讨论
三黄片中大黄有效成分主要为大黄素和大黄酚，两

种组分化学结构相似，带电差异小，传统区带电泳
（ＣＺＥ）模式分离效果较差。本试验中采用ＨＰ － β － ＣＤ
修饰毛细管区带电泳的方式分离检测，由于环糊精分子
具有略呈锥形的中空圆筒立体环状结构，具有一定的疏
水性，在传统缓冲体系中增加了一定的多相特性，待分
离组分在具有环糊精的缓冲体系中，由于不同的疏水性
而呈现出不同的分配系数，导致组分在毛细管电泳中表
明，不仅受电渗流的影响，同时也受到分配色谱的影响，
有利于组分的完全分离。

方法学考察发现，含量测定的ＲＳＤ偏高，分析原
因，该方法是建立在保证三黄片中大黄有效成分的分离
度之上的，在实现各指标组分的完全分离情况下，一定
程度上影响了含量测定的准确度，导致结果ＲＳＤ偏高，
后期可在方法优化上进一步改进。

本试验中并未对缓冲溶液ｐＨ进行系统优化，因为
大黄素和大黄酚均为弱酸性，且其带电荷特性相近，在
保证电渗流的情况下，ｐＨ对大黄素和大黄酚的分离并
非主要影响因素。
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