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　　摘要：以豫西南地区不同生长期杜仲叶为研究对象，建立了一种快速、简便、重现性好的毛细管区带电泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｚｏｎｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＺＥ）方法测定杜仲叶中绿原酸的含量。毛细管区带电泳条件如下：运行缓冲液为２０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂
体系（ｐＨ值８．５），压力进样６ｓ，分离电压为２０ｋＶ，紫外检测波长为３２８ｎｍ。该方法在０．０３～０．１５ｍｇ／ｍＬ范围内线
性良好，样品的回收率为９８．７４％～１００．１５％，ＲＳＤ为１．５％（ｎ＝６）。不同采摘时间杜仲叶中绿原酸含量差异显著，其
中６月份含量最高。
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　　杜仲（ＥｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖｅｒ）中含有苯丙素类等 ４０
多种化合物，杜仲叶不仅与杜仲皮有大致相同的有效成分和

药理作用［１－４］，而且来源更丰富，成本更低。绿原酸（ｃｈｌｏｒｏ
ｇｅｎｉｃａｃｉｄ）具有抗菌、消炎、解毒、利胆、降压等药理作用［５－６］，

是多种药材和中成药的主要有效成分和质量控制的重要指

标［７］。绿原酸的测定方法主要有紫外分光光度法［８－９］、薄层

色谱扫描法［１０－１１］、高效液相色谱法［１２－１６］、流动注射化学发光

分析法［１７－１８］等，这些方法存在干扰因素多、分析时间长、检测

结果不稳定等缺点。高效毛细管电泳法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＨＰＣＥ）［１９－２１］具有分离效率高、分离速
度快、重现性好等特点，已被广泛应用于中药材各类有效成分

分析和中药复方制剂分析［２２－２３］。本研究应用毛细管区带电

泳法（ｃａｐｉｌｌａｒｙｚｏｎｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＺＥ）研究了河南省镇平县
栽培的杜仲叶中绿原酸含量随生长期变化的规律。

１　材料与方法

１．１　仪器和试剂
ＨＰ３ＤＣＥ毛细管电泳仪；８８２３－Ｂ紫外检测器；未涂层弹

性石英毛细管（内径５０μｍ，柱长５８ｃｍ，有效长度５０ｃｍ），河
北省永年县光导纤维厂；绿原酸标准品由中国药品生物制品

检定所提供；内标物苯甲酸钠由北京化工厂生产；杜仲叶采摘

自河南省镇平县杜仲种植基地；其他试剂均为分析纯。

１．２　电泳条件
毛细管在每次使用前分别用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液冲洗

２ｍｉｎ，去离子水冲洗２ｍｉｎ，运行缓冲溶液冲洗３ｍｉｎ，以保证
重现性。每５次进样后更换缓冲溶液。所有溶液在进样分析
前用０．４５μｍ微孔滤膜过滤。

从电泳缓冲体系、缓冲体系 ｐＨ值、缓冲液浓度、分离电
压、进样时间等方面考察电泳条件。

１．３　内标液的配制
精确称取０．１０００ｇ苯甲酸钠，加７０％乙醇超声助溶后

定容至１００．０ｍＬ容量瓶中。
１．４　标准溶液的配制

精确称取绿原酸标准品（质量浓度＞９８％）适量，加７０％
乙醇溶解，配制标准样品贮备溶液。

１．５　样品制备
精确称取０．５０００ｇ干燥研磨的杜仲叶样品，加７０％乙

醇，超声提取１ｈ，过滤，定容至５０ｍＬ。经０．４５μｍ微孔滤膜
过滤，即得样品贮备液。

１．６　线性关系的考察
将一系列不同浓度的绿原酸标准品溶液（分取１．０、２．０、

３．０、４．０、５．０ｍＬ绿原酸标准样品贮备溶液于１０ｍＬ容量瓶
内，加１．０ｍＬ内标物，用７０％乙醇超声助溶后定容），在优化
的试验条件下进行ＣＺＥ分析，每一溶液进样２次。以标准品
浓度Ｘ（ｍｇ／ｍＬ）为横坐标，以标准品与内标物峰面积之比 Ｙ
为纵坐标，绘制标准曲线。

１．７　精密度考察
取标准品溶液 ３．０ｍＬ于 １０ｍＬ容量瓶中，加内标物

１．０ｍＬ，用７０％乙醇超声助溶后定容，进样测定，重复６次，
测定标准品与内标物峰面积比。

１．８　回收率试验
向杜仲叶样品提取液中准确加入绿原酸标准溶液

１．０ｍＬ、内标物１．０ｍＬ，在优化条件下测定。
１．９　样品中绿原酸含量测定

分别称取不同采集日期的杜仲叶，按“１．３”节的方法制
备样品溶液，加入内标液，按优化的电泳条件进样测定。

２　结果与分析

２．１　毛细管区带电泳条件的优化
毛细管电泳仪的运行条件：压力进样 ６ｓ；分离电压为

２０ｋＶ；毛细管温度为２０℃；紫外检测波长为３２８ｎｍ；运行缓
冲溶液为２０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂－磷酸二氢钠（ｐＨ值＝８．５）。
２．１．１　缓冲体系的确定　分别考察了硼砂、硼酸、磷酸氢二
钠、硼砂－磷酸二氢钠等体系，其中硼砂－磷酸二氢钠体系出
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峰时间、峰形、分离效果均较理想（图１）。

２．１．２　缓冲体系 ｐＨ值的确定　采用硼砂 －磷酸二氢钠体
系，考察了ｐＨ值在７．０～１０．０范围内绿原酸分离情况。维
持其他电泳条件不变，对 ｐＨ值７．０、８．０、８．５、９．０、９．５、１０．０
进行了考察。试验发现，当 ｐＨ值在８．０～９．５之间时，内标
物与绿原酸分离效果较好；但当 ｐＨ值 ＞９．０时，峰面积逐渐
下降且迁移时间延长，不利于快速分离。综合考虑，选择缓冲

液ｐＨ值为８．５，样品峰形和分离度均较好（图２）。

２．１．３　缓冲液浓度的确定　采用 ｐＨ值为８．５的硼砂 －磷
酸二氢钠缓冲体系，在不同硼砂浓度下进行分离。试验表明，

随着缓冲溶液浓度的增大，样品的迁移时间延长，区带增宽，

浓度达大影响分离效果；浓度太低时，缓冲容量小，不利于体

系ｐＨ值的稳定（图３）。最终选择缓冲体系为２０ｍｍｏｌ／Ｌ硼
砂－磷酸二氢钠（ｐＨ值为８．５）。

２．１．４　分离电压的确定　采用ｐＨ值为８．５的２０ｍｍｏｌ／Ｌ硼
砂－磷酸二氢钠缓冲体系为运行缓冲液，分别考察了１５、２０、
２５、３０ｋＶ工作电压对分离的影响，结果表明，升高运行电压
可以加快分析速度；但随着电场强度的增大，基线噪音升高，

使分离度下降。有时由于电流过大，焦耳热大，还会引起缓冲

溶液温度的升高。本试验选用２０ｋＶ作为分离电压，可保证
良好峰形和较好分离度。

２．１．５　进样时间的确定　在进样时间分别为２、４、６、８、１０ｓ
时，测定峰高。结果表明，进样６ｓ后峰高增加幅度不大。进
样时间延长，使得进样量太多，超出扩散控制的区带宽度，导

致分离度下降，样品峰变宽；进样时间如果太短，会降低测定

的精密度，因此本试验选择进样时间为６ｓ（图４）。

２．２　线性关系的考察
试验结果表明，绿原酸浓度在０．０３～０．１５ｍｇ／ｍＬ范围

内线性关系良好。回归方程为：ｙ＝１５．４７６ｘ＋０．０２５７（ｒ＝
０．９９９４）。　
２．３　精密度的考察

精密度试验的ＲＳＤ为１．１％，表明精密度良好。
２．４　回收率试验

如表１所示，测定绿原酸平均回收率为９９．６６％，ＲＳＤ为
１．５％（ｎ＝６）。

表１　杜仲叶中绿原酸含量的回收率

编号
样品中绿原酸含量

（ｍｇ／ｇ）
加标量

（ｍｇ）
实测值

（ｍｇ／ｇ）
回收率

（％）

１ ３２．１４ ０．３ ３２．４９ １００．１５
２ ３２．１４ ０．３ ３２．３８ ９９．８２
３ ３２．１４ ０．３ ３２．３７ ９９．７８
４ ３２．１４ ０．３ ３２．０３ ９８．７４
５ ３２．１４ ０．３ ３２．３５ ９９．７２
６ ３２．１４ ０．３ ３２．３５ ９９．７２

平均值 ３２．１４ ０．３ ３２．３３ ９９．６６

２．５　样品中绿原酸含量测定
样品中绿原酸含量测定结果见表２。由表２可见，不同

生长发育时期杜仲叶中化学成分的变化与叶片结构有着密切

的关系。４月份叶片厚度最小，结构分化不明显，随着时间推
移，叶片厚度增加，栅栏组织与海绵组织的比值逐渐增大，７
月份达到最大。杜仲叶中绿原酸的含量与栅栏组织／海绵组
织的比值关系密切。在４—７月份，绿原酸含量随叶片的生长
发育而增加，最大值出现在生长最旺盛的６、７月份，最高可达
３２．１４ｍｇ／ｇ，比年平均含量高出３０．７％；随着叶片生长进入衰
老阶段，绿原酸含量逐渐下降，到叶落时降到最低的

１１．２５ｍｇ／ｇ，比年平均含量低５４．２％。

３　结论

本研究应用毛细管区带电泳，建立了简单、灵敏、快速的

ＣＺＥ方法测定杜仲叶中绿原酸的含量。杜仲叶用７０％乙醇
超声提取，以苯甲酸钠为内标物，在以 ２０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值为
８５的硼砂－磷酸二氢钠缓冲体系作为运行缓冲液、分离电
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表２　杜仲叶样品绿原酸测定结果

采摘时间（年－月） 绿原酸含量（ｍｇ／ｇ）
２０１２－０４ ２２．１７
２０１２－０５ ２８．４６
２０１２－０６ ３２．１４
２０１２－０７ ３１．０８
２０１２－０８ ２８．８７
２０１２－０９ ２４．５３
２０１２－１０ １８．１５
２０１２－１１ １１．２５

压为２０ｋＶ、压力进样为６ｓ、毛细管温度为２０℃、紫外检测波
长为３２８ｎｍ的电泳条件下，测定方法的线性范围宽，可信
度高。

测定结果表明，不同采摘时间杜仲叶中绿原酸含量差异

显著。４月份至６月份绿原酸含量呈上升趋势，７月份至１１
月份绿原酸含量逐渐下降，其中６月份含量最高。本研究对
杜仲叶的采收和有效利用提供了理论指导。
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