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毛细管电泳!电致化学发光检测法分离测定中药
马尿泡中的托烷类生物碱成分
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摘要：以铕离子掺杂类普鲁士蓝（.@+AB）化学修饰铂电极为工作电极，采用毛细管电泳 +电致化学发光检测法对 -
种托烷类生物碱成分（如山莨菪碱、东莨菪碱、阿托品和樟柳碱）进行了分离检测。考察了氧化电位值、运行缓冲液

酸度、盐浓度和甲醇含量等实验条件对电泳分离效果及检测灵敏度的影响。在优化的实验条件下，以 !" //’( < 1
的磷酸盐（;C #. "）+’D（体积分数）甲醇为运行液，各组分在 % /08 内可达到基线分离，其峰面积的相对标准偏差
小于 *. "D，迁移时间的相对标准偏差小于 (. (D（! / (!）。并将该法成功地应用于测定中药马尿泡根茎中的山莨
菪碱和东莨菪碱的含量，其含量平均值分别为 !’. # E < FE 和 -. -$ E < FE。样品的加标回收率为 )’. #D & ("!D。
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, , 马尿泡（ :->%4/$+?*/ ,/!&=,*1/ !"R0/)），又
名唐古特马尿泡、矮莨菪等，系茄科马尿泡属植物，

为我国特有属植物；分布于青海、西藏、四川等地。

它是藏医常用药，其根和种子及全草均可做药用，具

有镇痛、解痉、杀虫、消炎等药效，用于治疗胃肠痉挛

疼痛、白喉、炭疽等病症。对其化学成分进行的大量
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研究发现，山莨菪等托烷类生物碱是其主要的生化

有效成分。因此准确测定马尿泡中的生物碱类化合

物对于其药用制剂的质量控制和临床疗效均具有重

要的意义。

# # 目前，山莨菪等托烷类生物碱的检测主要有分
光光度法［$］、间接原子吸收和原子发射光谱法［!，%］

及高效液相色谱法（!"#$）［&］等。分光光度法和间

接原子吸收、间接原子发射光谱法的选择性较差；

!"#$ 存在着仪器价格高、分离时间相对较长、色谱
柱易被污染及污染后难于清洗等缺点。毛细管电泳

法（$%）具有分析速度快、分离效率高、重现性好、样
品和溶剂消耗量小、毛细管柱寿命长和容易清洗等

优点，已经被广泛应用于中草药成分分析领域［’］，

将电致化学发光（%$#）检测技术与 !"#$ 及 $% 结
合起来可形成一种兼顾高效分离与高灵敏检测的全

新分析方法［"，(］。尽管毛细管电泳法应用于山莨菪

碱（&’()*+&,(’-）、东莨菪碱（ ).*/*0&,(’-）、阿托
品（&12*/(’-）和樟柳碱（ &’()*+(’-）这 & 种托烷类
生物碱的分离已有一些报道［)］，但采用四氢呋喃作

为渗流添加剂后，运行液对仪器部件和工作环境均

有不良作用。本文建立了一种基于联吡啶钌（34
（5/6）! *

% ）电致化学发光体系的电泳分离方法（$%7
%$#），此法用于同时分离这 & 种托烷类生物碱并测
定了马尿泡根茎中山莨菪碱和东莨菪碱的含量。文

献已报道掺铕的类普鲁士蓝膜对三7（!，!87联吡啶）
钌（!）有良好的催化氧化作用［+，$,］，所以本法中采

用稀土铕掺杂的类普鲁士蓝膜修饰的铂电极作为工

作电极，从而有效避免了样品中干扰杂质对电极的

吸附毒化现象，大大提高了该法测定实际样品的可

靠性和灵敏度。阿托品、山莨菪碱、东莨菪碱和樟柳

碱的分子结构式见图 $。

图 !" 阿托品、山莨菪碱、东莨菪碱和樟柳碱的分子结构
!"#$ !" %&’()*’+, -.,*).*,(- &/ +.,&0"1(，+1"-&2+3"1(，-)&0&’+3"1( +12 +1"-&2"1(

!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂
# # 9":7; 型多参数化学发光毛细管电泳分析测试
系统（西安瑞迈电子科技有限公司）；<=!!,,!" 型
超声清洗器（上海科导超声仪器有限公司）；未涂层

石英毛细管（&, ., - !’ ",）（河北永年光导纤维
厂）。化学发光检测采用三电极系统：工作电极为

铕离子掺杂类普鲁士蓝修饰铂电极（! . ,/ ’ ,,），
辅助电极为铂丝，内充饱和 =$0 溶液的 ;> ? ;>$0 电
极为参比电极。

# # 二氯三联吡啶钌 34（ 5/6）%$0!·"!!@（+)A，
美国 ;0+2(.B 公司）；山莨菪碱标准品（中国国家药
品生物制品检定所，批号 $,,!&+ 7$++’,$）；东莨菪
碱、樟柳碱和阿托品标准品（ <(>,& 公司）；马尿泡
根茎购自青海晶珠藏药有限公司；其他试剂均为分

析纯。实验用水为亚沸蒸馏水。

! $ #" 电极处理
# # 参照文献［+］，将裸铂电极在金相砂纸（$ !,,
目）上打磨，用氧化铝（粒径 ,/ ,’ ",）乳液抛光成
镜面，用水冲洗。再依次放入稀硝酸（$ 0 $）、’,A
（体积分数）丙酮水溶液和水中超声清洗各 $ ,(’。
将电 极 置 于 新 配 制 的 组 成 为 ,/ ! ,,*0 ? #

=%C-（$D）"，,/ ! ,,*0 ? # C-$0%，,/ ! ,,*0 ? # 甘氨

酸，,/ ! ,,*0 ? # %4% *的 !’ ,# 混合溶液（/! %/ ,）

中，以 !, ,E ? ) 的扫描速度于 , 1 * $/ % E 区间内循
环扫描 $, 圈后取出，用蒸馏水清洗后备用。
! $ $" 电泳条件及溶液配制

# # %$# 池结构与文献［$,］中的设计相同。%$#

池中溶液为含 ’ ,,*0 ? # 34（5/6）! *
% 的 ), ,,*0 ? #

磷酸缓冲液（/! )/ ,）；电泳运行缓冲液为含 (A（体

积分数）甲醇的 !, ,,*0 ? # 磷酸二氢钠7磷酸氢二

钠溶液（/! )/ ,）；电动进样 $, FE - $, )；分离电压

为 $! FE，光电倍增管的负高压为 ),, E。每次实验

前依次用 ,/ ,$ ,*0 ? # D&@! 水溶液、水和运行缓冲

液分别冲洗 % ,(’，% ,(’ 和 ’ ,(’，实验 % B 后更换

新鲜 34（5/6）! *
% 溶液，以保持实验数据的重现性。

每两次进样之间设定缓冲液冲洗毛细管 ! ,(’。所

有溶液在进入毛细管前均用 ,/ !! ", 醋酸纤维素

膜过滤。

# # 准确称取山莨菪碱 "/ +$ ,>、东莨菪碱 $,/ $%

,>、阿托品 (/ !! ,>、樟柳碱 $&/ )% ,>，用水溶解，

分别定容至 $,，!’，$,，’, ,# 的容量瓶中，配制成

浓度为 $/ ,, ,,*0 ? # 的对照品贮备液。配制好的

对照品贮备液置于冰箱 & G保存备用。

·&!!·
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! ! "# 样品溶液的制备
! ! 取马尿泡根茎 #$ " 干燥至恒重，研磨成粉，过
%"$ 目筛后准确称取 & 份质量各为 %’ $$$ " 的试样，
每份试样均按以下步骤进行处理：加入 #’ $ #$ 甲
醇溶液，超声提取 &$ #%& 后冷浸 %" ’ 过滤；再用
#’ $ #$ 甲醇重复提取一次，合并两次滤液，用甲醇
定容至 %$’ $ #$ 容量瓶中备用。

$# 结果与讨论

$ ! !# 检测电位的影响
! ! 施加在铕掺杂的类普鲁士蓝膜修饰的铂工作电
极上的电位是影响 ()$ 强度的一个重要因素。实
验发现，当按恒电位方式控制工作电极电位在 %’ $#
( %’ "$ *（+, -" . -")/）范围内变化时，) 种生物碱
的 ()$ 强度开始随着工作电极电位的增加而增加，
且当工作电极电位达到 %’ %# * 时，()$ 强度达到最
大值；而当超过 %’ %# * 后，()$ 强度又随电极电位
的增加而下降（见图 "）。

图 $# 检测电位对 " 种托烷类生物碱 "#$ 强度的影响
%&’! $# "(()*+ ,( -)+)*+&,. /,+).+&01 ,. "#$ &.+).2&+3

,( (,45 +5,/0.) 01601,&-2
! )0&12&3453%0&, 06 6074 5&5/832,：#’ $ !#0/ . $ 251’；,29545!
3%0& 159%//548，)$ 1# * "# !#；,5#9/2 %&:213%0&，%$ , 53 %$ ;*；
,295453%0& +0/35"2，%" ;*；47&&%&" <76624，"$ ##0/ . $ 9= +’ $
>5=" ?@) !>5"=?@) , -A #23’5&0/；# ##0/ . $ B7（<98）& ,

" 5&C

+$ ##0/ . $ 9= +’ $ 9’0,9’532 <76624 %& ()$ 12//D
! % D 53409%&2；" D 5&%,0C5#%&2；& D ,1090/5#%&2；) D 5&%,0C%&2D

! ! 以上这种现象与 B7（<98）& ,
& 的电解生成效率

（2/21340"2&%1 266%1%2&18）和生物碱特定化学基团的
氧化活性有关。>066,%&"24 等［%%］曾报道过，()$ 强
度与胺本身的结构有关。对脂肪族胺而言，由于它

们氨基的第一级电离化所需能量为伯胺 .仲胺 .叔
胺，因此其 ()$ 强度为伯胺 /仲胺 /叔胺。他们在
研究不同取代基的影响时发现，氨基 !!) 或 "!) 上
存在吸电子的取代基时，其发光强度减少；相反，当

取代基为推电子的取代基时，发光强度增加。这是

由于氨基氮原子被氧化后形成的氮阳离子自由基

（—> ,·—）的稳定性与其 !!) 或 "!) 上的取代基

性质有很大的关系。推电子基团的取代将减少—

> ,·—正电荷的量，导致其稳定性增加，寿命增长，

从而增加发光强度。相反，如果取代基为吸电子基

团时，则会减少—> ,·—的寿命，从而减少发光强

度［-，%%，%"］。除取代基的性质影响生物碱的发光强度

外，氨基氮周围基团的空间结构也会明显影响其发

光强度。如图 % 所示，与阿托品相比，山莨菪碱、东
莨菪碱和樟柳碱的 "!) 分别与具有一定吸电子能力
的羟基和环氧基相连接，由于山莨菪碱的 >!)=& 主

要取平展构型，樟柳碱和东莨菪碱的 >!)=& 主要取

直立构型，空间位阻将阻碍樟柳碱和东莨菪碱中氮

正离子自由基平面结构的形成，增加氮的电离势，影

响氮正离子自由基的稳定性［%&，%)］，从而导致这 ) 种
生物碱的化学发光强度发生变化。由于上述因素的

影响，对于相同浓度的这 ) 种生物碱，发光强度按照
阿托品、山莨菪碱、东莨菪碱顺序依次降低，而东莨

菪碱与樟柳碱的发光强度相近。

! ! 另一方面，B7（<98）& ,
& 的电解生成效率也是影

响生物碱发光强度的一个重要因素，而 B7（ <98）& ,
&

的电解生成效率与施加在工作电极上的氧化电位值

有关。如图 " 所示，当电极电位值未达到最佳电位
时，由于 B7（<98）& ,

& 的电解生成效率低，电解产生

的 B7（<98）& ,
& 量不足而致使 ()$ 较低；而当电极

电位值超过最佳电位时，发光池中存在的氯离子和

基底物质的氧化也会导致 B7（<98）& ,
& 的电解生成

效率变低，生物碱的 ()$ 强度会随之降低。所以，
实验可选择 %’ %# * 为最佳氧化电位。
$ ! $# 分离条件的优化
$ ! $ ! !# 缓冲溶液种类、酸度和浓度的选择
! ! 实 验 研 究 了 =&?@) !>5="?@)、>5="?@) !
>5"=?@)、柠 檬 酸!柠 檬 酸 钠、=-1!>5-1、E4%,!
=&F@&、E4%,!=)/ 等几种缓冲体系在不同浓度、不同
配比条件下对马尿泡根茎中生物碱分离检测的影

响。结果表明，在 >5="?@) !>5"=?@) 缓冲体系中

基线平稳、噪声低、分离时间较短、峰形较好，是较理

想的缓冲体系。缓冲液的浓度变化对分离度也有一

定影响，实验考察了磷酸盐浓度为 # ( #$ ##0/ . $
时对分离度的影响，结果表明，磷酸盐浓度小于 "$
##0/ . $ 时，樟柳碱和东莨菪碱的分离度略有降低；
磷酸盐浓度大于 "$ ##0/ . $ 时，噪声随之缓慢增
大、基线开始漂移、灵敏度下降。综合考虑后选择磷

酸盐浓度为 "$ ##0/ . $。固定缓冲液浓度后，对 9=
从 &’ # 至 %$ 每隔 $’ # 个单位进行考察，发现上述 )
种物质在 9= 0 +’ $ 时，其迁移时间差别较大，故选
择 9= 为 +’ $。

·#""·
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! ! ! ! !" 添加剂对电泳分离的影响
# # 在缓冲液体系中加入一定量的添加剂可显著地
影响样品的迁移时间和分离效果，从而提高分离选

择性；同时，添加剂的加入也对化学发光信号的强度

产生一定的作用。为了在不过多损失灵敏度的前提

下获得较好的相互分离效果，考察了表面活性剂十

二烷基硫酸钠（ !"!）、环糊精及有机溶剂对山莨菪
碱、东莨菪碱、阿托品和樟柳碱迁移时间的影响。结

果发现，!"!、环糊精对 $ 种物质的分离效果影响不
大，只有甲醇的加入可以明显地改善分离效果，且少

量甲醇的加入使组分峰形得到了改善，各组分的发

光强度略有增加（见图 %）。同时，实验数据显示若
甲醇的浓度太低，$ 种物质不能达到很好的相互分
离；但若浓度太高，则使得分析时间大大延长，且发

光信号不稳定。经过实验优化，当甲醇的体积分数

为 &# 时，分离效果最好，$ 种物质间的分离度可达
到 ’( ) 以上（见图 $），故实验过程中选择 &# 甲醇作
为运行缓冲液的添加剂。此外，由图 $ 可以看出，甲
醇加入量的变化对所有组分的出峰位置都略有影响。

图 #" 运行缓冲液中甲醇含量对电致化学发光强度的影响
"#$! #" %&&’() *& (*+)’+) *& ,’)-.+*/ #+ 01++#+$

21&&’0 *+ %34 #+)’+5#)6
# $%&’( )*+,-%-*+. /(’ %&’ ./0’ /. -+ 1-23 ! 3
# ’ 3 /%(*4-+’；! 3 /+-.*,/0-+’；% 3 .)*4*5/0-+’；$ 3 /+-.*,-+’3

! ! ! ! #" 分离电压的影响
# # 运行电压对迁移速度、分离度均产生影响，增加
操作电压可提高分离效果，缩短迁移时间。在保持

加入甲醇量一定的实验条件下，依次考察运行电压

为 *，’+，’! 和 ’$ 67 时对分离的影响。结果表明，
电压增高，组分的淌度增大，焦耳热增大，基线噪声

图 $" 阿托品、山莨菪碱、东莨菪碱和樟柳碱的典型电泳分离图
"#$! $" %/’()0*7-’0*$0.,5 *& .)0*7#+’，.+#5*8.,#+’，

5(*7*/.,#+’ .+8 .+#5*8#+’
# 89++-+2 :9;;’(，!+ 00*5 < = 4> *( + ?/>! @$$ A?/!>@$$ B-%&：

/3 +# 0’%&/+*5 ；:3 &# 0’%&/+*5 3 $%&’( )*+,-%-*+. /(’ %&’
./0’ /. -+ 1-23 ! 3
# ’ 3 /%(*4-+’；! 3 /+-.*,/0-+’；% 3 .)*4*5/0-+’；$ 3 /+-.*,-+’3

表 %" $ 种生物碱的线性回归方程、相关系数及检出限
9.2/’ %" :’51/)5 *& 0’$0’55#*+ .+./65#5 *+ ;*0<#+$ (10=’5 .+8 )-’ 8’)’()#*+ /#,#)5

C*04*9+, 8’2(’..-*+ ’D9/%-*+ C*((’5/%-*+ )*’;;-)-’+% =-+’/(-%E (/+2’ <（02 < =） "’%’)%-*+ 5-0-% <（02 < =）
F+-.*,/0-+’ ! , - ’) 3 %$ . * 3 &" / ’+&" + 3 000) + 3 %++ - %+)# + 3 !!
!)*4*5/0-+’ ! , 0& 3 "$ . $ 3 &* / ’+&" + 3 000" ’ 3 %+ - *& 3 &# + 3 $"
F%(*4-+’ ! , - ’ 3 )’ . ’ 3 ’* / ’+&" + 3 000$ + 3 +"0+ - $* 3 " + 3 +%+
F+-.*,-+’ ! , !! 3 )& . % 3 %+ / ’+&" + 3 000" + 3 $++ - $++# + 3 %!

!：4’/6 /(’/（!7·.）；"：)*+)’+%(/%-*+ *; .%/+,/(, %(*4/+’ /56/5*-,，02 < =3

也增大，分离度下降。但是在较低的电压下，虽然分

离度有所增加，但色谱峰有较严重的拖尾，并且出峰

时间大大延长。综合考虑分离度、峰形和分析时间

% 因素，选择 ’! 67 为最佳运行电压。
! ! #" 线性关系的考察
# # 配制山莨菪碱、东莨菪碱、阿托品和樟柳碱的系
列标准溶液，在最佳条件下，对 $ 种生物碱的峰面积
与质量浓度（02 < =）计算线性回归方程及相关系
数，结果见表 ’。实验结果表明，在一定的浓度范围
内标准曲线呈良好的线性关系，# 值均大于+( 000 $。
信噪比为 %（$ % & , %）确定检出限，各物质的检出限
均小于 +( $" 02 < =。
! ! $" 仪器的精密度
# # 将质量浓度分别为 %( ’+，$%( *，$( 0+，$+( +
02 < = 的山莨菪碱、东莨菪碱、阿托品和樟柳碱对照
品混合溶液平行测定 ’! 次，测得阿托品峰面积的相
对标准偏差（8!"）为 %( ’#，迁移时间的 8!" 为
’( +#；山莨菪碱峰面积的 8!" 为 !( !#，迁移时间的
8!" 为 +( 0#；东莨菪碱峰面积的 8!" 为 $( ’#，迁
移时间的 8!" 为 ’( ’#；樟柳碱峰面积的 8!" 为
%( ’#，迁移时间的 8!" 为 ’( ’#。
! ! &" 样品的测定及加样回收实验
# # 用本方法对实际样品进行测定时，将马尿泡根
茎提取液稀释适当倍数后在上述实验条件下以标准
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加入法平行测定 # 次计算出平均含量，然后以测得
固定干重马尿泡提取液中山莨菪碱、东莨菪碱的含

量值推算出马尿泡根茎中两种生物碱的平均含量值

分别为 "$% & " # $" 和 ’% ’# " # $"，阿托品和樟柳碱未
检出。图 ( 为马尿泡提取液稀释 )** 倍后的电泳图
及东莨菪碱的加标电泳图。由于山莨菪碱的信号响

应比较大，所以进行山莨菪碱的加标实验时必须将

马尿泡提取液稀释 ) *** 倍后进行测定（图略）。加
标测得值与回收率实验结果见表 "。

图 !" （!）马尿泡提取液稀释 #$$ 倍和（"）其 %& $ ’ #$ ( ! #$% & ’
东莨菪碱加标的电泳图

()*+ !" ,%-./0$12-0$*0!#3 $4（!）/2- 5)%6/-5 -7/0!./
$4 !"#$%&’()*& ++&,-.+*/& 8!7)#+ !95（ "）
/2- 5)%6/-5 -7/0!./ 31):-5 ;)/2 %& $ ’ #$ ( !

#$% & ’ 3.$1$%!#)9-
! )，#% &’$()’ *(+,(’-’./；"% 0’1/(20+1’-；’% /*(,(30+1’-%

表 %" 马尿泡根茎中托烷类生物碱成分的回收率（, ) !）
<!"%- %" =-.$>-0)-3 4$0 /0$1!9- !%:!%$)5 .$#1$9-9/3

)9 !"#$%&’()*& +&,-.+*/& 8!7)#+（, ) !）

4(+,(’-’.
561"1’03
0+(&’. #

+"

722-2 #
+"

8(&’2 #
+"

9-*(:-6; #
<

9=> #
<

7’1/(20+1’- "+ % $ #* % ( (& % + +$ % & ) % )
"+ % $ ,) % ) && % + +$ % + ) % $

=*(,(30+1’- ’ % ’* ! ( % ** + % ," )*" % * " % *
’ % ’* )* % * )’ % " +& % + " % )

7.6(,1’- * % ** ,+ % ( ,& % $ +$ % + ) % #
* % ** )#+ % * )#$ % + ++ % " ) % (

7’1/(21’- * % ** ’* % * #+ % " +& % * ) % ,
* % ** &* % * $& % & +& % ’ ) % (

! ! 对比图 ’ 和图 ( 还可以发现，在实际样品测定
时，山莨菪碱和东莨菪碱的迁移时间与其标准品的

迁移时间相比均同步后移约 "( /，一般这种现象大
多是由于样品中共存的基底物质引起的。在毛细管

电泳中，物质由于荷电能力、粒子大小不一，在电场

中迁移速度不同而获得分离。一般来说，离子所带

电荷越多，解离度越大，体积越小，电泳的速度就越

快。这 ’ 种生物碱的分子体积依次增大的次序为阿
托品 -山莨菪碱 -东莨菪碱 - 樟柳碱，因而样品出
峰的顺序依次为阿托品、山莨菪碱、东莨菪碱和樟柳

碱。在实际样品分析中，作者用加标定性方法确证

了样品中存在的山莨菪碱和东莨菪碱出峰位置而在

对应于阿托品和樟柳碱出峰位置上却无响应峰出

现，同时也发现 ’ 种生物碱加标峰的出峰顺序和其
峰间距均无改变。因此，这种实际样品测定中的峰

位置移动现象很可能是由于样品中存在但又无发光

响应的多糖及糖甙类等基底物质引起的，实验数据

表明这些基底物质的存在并未影响定量分析的

结果。

*" 结论

! ! 本文将 ?&!@A 化学修饰电极应用于毛细管电
泳!电致化学发光联用测定技术中，对阿托品、山莨
菪碱、东莨菪碱和樟柳碱等 ’ 种生物碱进行了电泳
分离条件的优化；分离和测定了中药马尿泡根茎中

的山莨菪碱、东莨菪碱含量，并对方法的精密度、准

确度和回收率进行了测定。本方法具有速度快、线

性范围宽、准确度好、样品及缓冲液用量少、自动化

程度高等优点，具有广泛的应用前景。
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