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　　摘要：根据大麦芽碱具有增强［Ｒｕ（ｂｐｙ）３
２＋］电化学发光信号的作用，建立了毛细管电泳 －电化学发光快速分离

检测麦芽中大麦芽碱的方法。考察了检测电位、［Ｒｕ（ｂｐｙ）３
２＋］浓度、ＰＢＳ缓冲液的 ｐＨ值、毛细管电泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＥ）运行缓冲液的浓度和ｐＨ值、进样时间和电压及ＣＥ分离电压等试验条件对大麦芽碱检测的影响。
得到最佳分离检测条件：分离电压１３ｋＶ，分离缓冲液浓度１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值６．５，进样时间１０ｓ，检测电位１．１６Ｖ，检
测池缓冲液浓度 ６０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ８．０，Ｒｕ（ｂｐｙ）３

２＋浓度 ５ｍｍｏｌ／Ｌ。在此条件下，大麦芽碱含量的线性范围为

５０００．００～１０００００．００μｇ／Ｌ，检出限［性噪比（Ｓ／Ｎ＝３）］为６０．００μｇ／Ｌ。对样品进行检测，麦芽中大麦芽碱的含量为
（０．２３９±０．０２１）ｍｇ／ｇ，电化学发光强度和迁移时间的ＲＳＤ分别为１．４８％和２．６９％，样品的加标回收率为９３．７１％ ～
１０４．３１％。
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　　麦芽是 １年生禾本科（Ｇｒａｍｉｎｅａｅ）植物大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ
ｖｕｌｇａｒｅ）的成熟果实经过干燥的炮制加工成品。将麦芽用于
医药最早记载于南朝梁陶弘景的《别医名录》：“以作?，温，

消食和中”，至今已有１０００多年的历史［１］。唐朝苏敬的《新

修本草》和明朝李时珍的《本草纲目》等古医书籍以及现代的

《中国药典》中也记载了麦芽的相关药用功效，认为麦芽具有

治疗脾虚、消胀、退乳等作用［２－５］。麦芽中所含的大麦芽碱

（ｈｏｒｄｅｎｉｎｅ）化学名为４－（２－二甲胺基乙基）苯酚，具有收缩
血管、兴奋中枢神经、松弛支气管平滑肌等作用［６－７］。随着对

大麦芽碱研究的深入，其分析检测的方法主要有高效液相色

谱法、薄层层析法、双电极液相色谱库仑检测、高效液相色

谱－电喷雾质谱联用等［８－１１］。目前还未见到有关毛细管电

泳－电化学发光（ＣＥ－ＥＣＬ）法分离检测大麦芽碱的报道。
毛细管电泳－电化学发光法是２０世纪８０年代开始发展

起来的分离技术［１２－１６］，具有选择性高、效率高、分析速度快和

易操作等优点［１７－２０］，因此在生物碱等化学物质的检测方面越

来越受到重视［２１－２５］。本研究基于大麦芽碱能够增强

Ｒｕ（ｂｐｙ）３
２＋电化学发光性号的特性，建立一种测定大麦芽碱

的毛细管电泳－电化学发光新方法，并应用于麦芽中大麦芽
碱的分离检测。

１　材料与方法

１．１　试验材料
麦芽由广西南宁市中药材市场提供，大麦芽碱标准品

（含量≥９８％）由北京索莱宝生物科技有限公司提供，并于笔
者所在实验室－２０℃冰箱保存。

磷酸二氢钠、氯化钠、磷酸氢二钠均为分析纯，由北京索

莱宝生物科技有限公司提供。三联吡啶钌［Ｒｕ（ｂｐｙ）３Ｃｌ２·
Ｈ２Ｏ≥９８％］，由梯希爱（上海）化成工业发展有限公司提供。
１．２　仪器与设备

ＭＰＩ－Ａ型毛细管电泳电化学发光检测仪（陕西西安瑞
迈分析仪器有限责任公司）；三电极体系由自制的碳纤维簇

微盘电极（工作电极）、饱和甘汞电极（参比电极）、铂丝电极

（辅助电极）组成；未涂层石英毛细管（５０μｍ×５０ｃｍ，河北永
年光导纤维厂）；ＪＹ９２－Ⅱ超声波细胞粉碎机（浙江宁波新芝
生物科技股份有限公司）；ＢＳＡ１２４Ｓ－ＣＷ电子天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
科学仪器北京有限公司）；１８１０－Ｂ型自动双重水蒸馏器（江
苏省金坛市医疗仪器厂）。

１．３　试验方法
１．３．１　标准品和样品的制备　精确称量大麦芽碱０．１０ｇ，用
无水乙醇溶解并定容１００ｍＬ，在４℃条件下避光存放于棕色
试剂瓶中，用时适当稀释。

将麦芽研磨成粉，并过 ６０目筛后准确称取 ２．００ｇ于
５０ｍＬ的具塞锥形瓶中，加入２０ｍＬ无水乙醇，１００Ｗ超声破
碎处理３０ｍｉｎ后浸提２４ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２５ｍｉｎ，取上清
液。

１．３．２　毛细管电泳－电化学发光检测条件　在每次使用前，
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毛细管先分别用 ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液和二次蒸馏水冲洗
１０ｍｉｎ，再用运行缓冲液冲洗２０ｍｉｎ。铂电极用０．０５μｍ的
Ａｌ２Ｏ３粉末抛光平整并超声清洗干净，在显微镜下与毛细管
对接。在ＥＣＬ池中加入５ｍｍｏｌ／ＬＲｕ（ｂｐｙ）３

２＋和６０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值 ８．０）３５０μＬ，电泳分离缓冲液为
１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值６．１５）。毛细管分离电压为１３ｋＶ，进
样电压１０ｋＶ，光电倍增管高压８００Ｖ，进样时间１０ｓ，以电化
学发光信号的峰高定量。为了获得良好的重现性，减小由于

溶剂蒸发等因素的影响，每３ｈ更换１次 Ｒｕ（ｂｐｙ）３
２＋。所有

进样溶液在进入毛细管前须用０．２２μｍ微孔滤膜过滤。

２　结果与分析

２．１　检测条件的优化
２．１．１　检测电位的影响　工作电极上的检测电位是影响电
化学发光强度的一个重要因素。控制其他条件不变，大麦芽

碱的电化学发光强度随着电极电位从１．００～１．２０Ｖ的变化
而变化（图 １）。在 １．００～１．１６Ｖ范围内，电化学发光
（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）强度随着电极电位的增加而
不断增加，当电极电位达到１．１６Ｖ时，发光强度达到最大。
当电极电位超过１．１６Ｖ时，ＥＣＬ强度随着电极电位的增加而
下降，所以选择１．１６Ｖ为大麦芽碱的电化学发光最佳检测
电位。

２．１．２　检测池中ＰＢＳ浓度和 ｐＨ值的影响　检测池 ＰＢＳ的
浓度和ｐＨ值也是影响电化学发光强度的重要因素。控制
ＰＢＳ的ｐＨ值固定不变，检测其浓度３０～７０ｍｍｏｌ／Ｌ时，大麦
芽碱电化学发光强度的变化。结果（图２）表明，ＰＢＳ浓度在
３０～６０ｍｍｏｌ／Ｌ时，电化学发光强度随着 ＰＢＳ浓度的增大而
增大，当ＰＢＳ浓度超过 ６０ｍｍｏｌ／Ｌ时，电化学发光强度随着
ＰＢＳ浓度的增大反而减小，所以选６０ｍｍｏｌ／Ｌ为ＰＢＳ的最佳浓
度。控制ＰＢＳ的浓度为６０ｍｍｏｌ／Ｌ不变，检测 ｐＨ值在６．５～
９０范围内变化时，大麦芽碱电化学发光强度的变化。结果
（图３）表明，在ｐＨ值６．５～８．０范围内，电化学发光强度随着
ｐＨ值的增大而增大，当 ｐＨ值超过８．０时，电化学发光强度
随着ｐＨ值的增大而而减小，所以选择８．０为最佳ｐＨ值。
２．１．３　Ｒｕ（ｂｐｙ）３

２＋溶液浓度的影响　作为电化学发光试
剂，Ｒｕ（ｂｐｙ）３

２＋浓度影响着电化学发光的底值和大麦芽碱共

发光的强度。试验结果（图４）表明，在２～５ｍｍｏｌ／Ｌ范围内，
大麦芽碱的电化学发光强度随着 Ｒｕ（ｂｐｙ）３

２＋浓度的升高而

升高，且基线稳定，峰型良好。当 Ｒｕ（ｂｐｙ）３
２＋浓度超过

５ｍｍｏｌ／Ｌ时，虽然大麦芽碱的电化学发光强度有所增加，但

是背景信号和基线噪音也随之增加。所以，综合考虑各因素，

选择Ｒｕ（ｂｐｙ）３
２＋浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ为最佳。

２．２　分离条件的优化
２．２．１　分离缓冲液的 ｐＨ值和浓度的影响　分离缓冲液中
的ｐＨ值会通过影响点渗流和样品的分离效率，从而影响样
品的电化学发光强度。控制分离缓冲液的浓度不变，检测ｐＨ
值从５．５变化到８．５过程中电化学发光强度的变化。结果
（图５）表明，ｐＨ值在５．５～６．５之间时，电化学发光强度随着
ｐＨ值的升高而升高，并在ｐＨ值为６．５时达到最大值，当 ｐＨ
值超过６．５时，电化学发光强度逐渐减弱，因此选择 ｐＨ值
６５的缓冲液进行后续试验。同时，分离缓冲液的浓度也是
影响电化学发光的一个因素。控制缓冲液的 ｐＨ值为６．５不
变，检测缓冲液浓度为５～３０ｍｍｏｌ／Ｌ时的样品电化学发光强
度。结果（图６）表明，当浓度为５～１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＥＣＬ发光
强度随缓冲液浓度的增加而增加，当缓冲液浓度超过

１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＥＣＬ发光强度开始下降，所以选择运行缓冲液
浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ最佳。
２．２．２　分离电压和进样时间的影响　分离电压主要影响样
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品的迁移时间，分离电压越高，迁移时间越短。当分离电压在

８～１８ｋＶ范围内变化时，综合考虑灵敏度、峰宽、噪音、分析
时间及焦耳热等因素，选择１３ｋＶ作为分离电压较为合适。
大麦芽碱采用电动进样，选择进样电压为１２ｋＶ，检测不同的
进样时间对 ＥＣＬ发光强度、迁移时间和峰宽等的影响。在
５～１０ｓ的进样时间范围内，ＥＣＬ发光强度随进样时间的增加
而增加，但当进样时间超过１０ｓ时，ＥＣＬ发光强度基本不变，
且峰变宽，所以考虑到进样时间对峰型的影响，选择１０ｓ为
最佳进样时间（图７）。

２．３　检出限、精密度和线性范围
配制一系列浓度的大麦芽碱标准品溶液，在已优化的条

件下进行试验，每个浓度重复检测５次，以ＥＣＬ发光强度（Ｉ）
对大麦芽碱标准品含量（ｃ，μｇ／Ｌ）绘制工作曲线，得到线性方
程为 Ｉ＝０．２５７６ｃ－４２９．８１（ｒ２ ＝０．９９８９），线性范围为
５０００．００～１０００００．００μｇ／Ｌ，检 出 限 （Ｓ／Ｎ ＝３）为
６０．００μｇ／Ｌ。在此最优条件下对１００００．００μｇ／Ｌ麦芽碱进
行５次分离检测，得到大麦芽碱的迁移时间和ＥＣＬ发光强度
相对标准差（ＲＳＤ）分别为１．４８％、２．６９％，说明该方法的精

密度良好。大麦芽碱标准溶液的毛细管电泳图见图８。

２．４　样品检测及回收率
图９为麦芽样品的ＣＥ－ＥＣＬ发光图，测得麦芽中大麦芽

碱的含量为（０．２３９±０．０２１）ｍｇ／ｇ。样品加标回收试验结果
见表 １，电泳条件为：分离电压 １３ｋＶ，分离缓冲液浓度
１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值６．５，进样时间１０ｓ，检测电位１．１６Ｖ，检测
池 ＰＢＳ浓度 ６０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ８．０，Ｒｕ（ｂｐｙ）３

２＋浓度

５ｍｍｏｌ／Ｌ，加标的回收率在９３．７１％ ～１０４．３１％之间，相对标
准差≤３．２９％。

表１　麦芽中１８２３０μｇ／Ｌ麦芽碱加标回收率测定结果（ｎ＝５）

加入量

（μｇ／Ｌ）
检测值

（μｇ／Ｌ）
回收率

（％）
相对标准差

（％）

５０００ ２４２３１ １０４．３１ １．６２
１００００ ２６７８６ ９４．８８ ２．８１
２００００ ３５８２９ ９３．７１ １．５４
３００００ ４９０５７ １０１．７１ ２．９３
４００００ ５７９５８ ９９．５３ ３．２９

３　结论

采用毛细管电泳－电化学发光检测法分离并检测了麦芽
中的大麦芽碱，得到最佳分离检测条件：分离电压１３ｋＶ，分
离缓冲液浓度１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ６．５，进样时间１０ｓ，检测电
为 １．１６Ｖ，检测池 ＰＢＳ浓度 ６０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ８．０，Ｒｕ
（ｂｐｙ）３

２＋浓度５ｍｍｏｌ／Ｌ。在此最优条件下检测到大麦芽碱
的含量检测限（Ｓ／Ｎ＝３）为６０．００μｇ／Ｌ，麦芽中大麦芽碱的含
量为（０．２３９±０．０２１）ｍｇ／ｇ。加标回收率为 ９３．７１％ ～
１０４３１％。相比较于高效液相色谱法和分光光度法，此方法
具有操作简单、检测速度快、灵敏度高、重现性好、检出限低、

少干扰、专属性强等优点，可为麦芽中大麦芽碱的检测鉴定提
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供依据，有望应用于麦芽或其他植物中的大麦芽碱含量检测

和分析鉴定。
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