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摘 　要 　研究用芯片毛细管电泳激光诱导荧光检测系统分离测定经 72chloro242nitrobenzo222oax21, 32diazole

(NBD2Cl) 衍生的麻黄碱和伪麻黄碱的实验条件。采用胶束毛细管电动色谱分离体系 ( 12 mmol/L SDS + 10

mmol /L硼砂缓冲液 , pH 9. 0) ,在 45 mm长的通道上实现了麻黄碱和伪麻黄碱的快速分离 ,一次分离小于 1. 5

m in。10～100 mg/L范围内 ,峰高与浓度呈良好的线性关系 ,麻黄碱、伪麻黄碱的检出限分别是 0183 mg/L和

1. 10 mg/L。所建立的方法应用于尿中麻黄碱和伪麻黄碱的分离测定 ,取得满意的结果。
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1　引　　言

麻黄碱 ( ephedrine, EP)和伪麻黄碱 (p seudoephedrine, PEP)是一类拟肾上腺素药 ,具有松弛平滑

肌、收缩血管、兴奋中枢神经等作用。在临床上常与消热解痛药一起用于治疗感冒。它们也常被滥用为

竞技体育的兴奋剂 ,已被国际奥委会列为违禁药物 [ 1 ]。

尿样中 EP类药物常用 GC、HPLC等方法测定 ,但是分离时间较长。毛细管电泳分离检测 EP类药

物所需时间较短 ,但用 UV检测 [ 2, 3 ]灵敏度较低。Chen等 [ 4 ]将流动注射在线试样预富集与毛细管电泳

联用 ,使联用系统对 EP的检测限达到 12 mg/L ,成功应用于药代动力学研究。最近 , Zhang等 [ 5 ]用荧光

试剂 72chloro242nitrobenzo222oxa21, 32diazole (NBD2Cl)柱前衍生 ,毛细管电泳激光诱导荧光法测定了中药

中的 EP和 PEP,提高了检测灵敏度。芯片毛细管电泳与常规毛细管电泳相比 ,具有分析速度快、仪器

易于微型化等优点 ,适合现场的快速检测。本研究建立了 NBD2Cl衍生、芯片毛细管电泳分离、激光诱

导荧光检测尿液中 EP和 PEP的快速分析方法。

2　实验部分

2. 1　仪器和试剂

GY26型四路高压电源 (东北大学 ) ;共聚焦式激光诱导荧光检测系统由半导体激光器 ( 473 nm

500 mW ,长春新产业光电有限公司 )、倒置显微镜、CR ll4型光电倍增管等按文献 [ 6 ]的方法组成 ,激发

和检测波长分别为 480和 520 nm。盐酸麻黄碱和盐酸伪麻黄碱标准品 (中国药品生物制品检定所 ) ,

NBD2Cl和十二烷基磺酸钠 ( SDS) ( Sigma2A ldrich)。用水配制 EP和 PEP标准溶液 (300 mg/L ) ,用乙腈

配制 NBD2Cl溶液。所用试剂均为分析纯。实验用水为 M ilipure系统制备的超纯去离子水。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　芯片的制作 　十字通道玻璃芯片参照文献 [ 7 ]的方法制备。分离通道总长 45 mm (有效长度

38 mm) ,进样通道总长 10 mm,通道顶宽 50μm,深 15μm。

2. 2. 2　尿样预处理 　取 5 mL尿样于 20 mL离心管 ,加入 2 mL乙醚和 1 g无水 NaSO4 ,振荡 5 m in后离心

分离。移取上层有机相于 2 mL离心管 ,用 N2吹干 ,加 100μL水溶解残留物。所得溶液按 2. 2. 3节衍生。

2. 2. 3　待测物的衍生 　移取 EP和 PEP混合标准溶液 (或上述溶液 ) 100μL于 2 mL的离心管 ,加入

100μL 100 mmol/L硼砂缓冲液 (pH 8. 4) , 25 mmol/L NBD2Cl溶液 200μL,用水稀释至 1 mL后 , 50℃水

浴中温浴 30 m in。

2. 2. 4　分离测定 　十字通道依次用 0. 1 mol/L NaOH、水、运行缓冲溶液各冲洗 20、10、20 m in。在芯片
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的试样废液池、缓冲液池、缓冲液废液池中加入运行缓冲液 ,并使通道内充满运行缓冲液 ;在试样液池中

加入试样溶液 ,使激光束聚焦于芯片分离通道下游离十字交叉口 38 mm处。按下列程序分别向 4个储

液池施加电压 ,进行进样和分离操作 :进样 30 s,试样液池、试样废液池、缓冲液池、缓冲液分别施加

1000、0、830、1000 V;分离 120 s,试样液池、试样废液池、缓冲液池分别施加 2170、2170、2600和 0 V电压。

3　结果与讨论

3. 1　衍生反应及衍生物的荧光特性

参照文献 [ 5 ]的条件 ,用 NBD2Cl衍生 EP和 PEP,并研究了该荧光试剂及其 EP、PEP衍生物的荧光

特性。发现 NBD2Cl及其衍生物的最大激发波长均在 480 nm ,最大荧光波长均在 550 nm,但同浓度的衍

生物荧光强度比试剂本身的荧光大 5倍左右。

3. 2　夹流电压的选择

实验考察最佳夹流进样电压。由于荧光素钠有很高的荧光量子效率 ,在通道中充入荧光素钠溶液

后 ,用白光照亮芯片即可在显微镜下观察通道中荧光素钠溶液的流动状况。在试样池中加入荧光素钠

溶液 ,其它储液中加入运行缓冲液 ,各储液池加上适当电压后 ,十字交叉口处试样 (荧光素钠 )带的分布

情况如图 1所示。 a图为简单的悬浮进样 ,荧光素钠溶液流经十字口时 ,向分离通道两端显著扩散。固

定试样池和缓冲液废液池的电压为 1000 V、试样废液池的电压为 0 V ,缓冲液池的电压从 750 V升高到

900 V所观察到夹流进样情况如图 1b～d所示。当缓冲液池电压 750 V时 (图 1b) ,经十字交叉口的试

样带变细 ,但是靠近缓冲液池一端通道中试样有明显泄漏 ;当电压升高到 830 V时 (图 1c) ,经十字交叉

口后试样带变得更细 ,在十字通道口处呈近似的三角形试样带 ;继续升高电压到 900 V (图 1d) ,试样带

继续压缩 ,并偏向缓冲废液池。将荧光素钠换成 PEP的 NBD2Cl衍生物 ,在与图 1相同条件下进样分

离 ,考察缓冲液池电压变化对柱效和灵敏度的影响 ,得到图 2。可见 ,随着缓冲液池电压从 750 V升高

到 900 V,柱效不断升高 ,峰高不断降低 ;当电压为 900V时 ,柱效最高 ,但峰高较低 ,与图 3相符。综合

考虑峰高和柱效 ,选择 2. 2. 4节所述的进样电压。

　图 1　不同夹流电压下荧光素钠液流在十字交叉口附近的 CCD图像

Fig. 1　CCD images of the stream of a fluorescein solution taken at the vicinity of the channel2
cross under different p inched injection voltages

指示剂 ( indicator) : 10 - 3 mol/L 荧光素钠溶液 ( sodium fluorescein ) : 缓冲溶液 ( buffer) : 20 mmol/L

Na2B7O7。( a)简单进样 ( simp le injection) , 图中 1、2、3、4分别表示试样池 (1000 V)、缓冲液池 (悬浮 )、

试样废液池 (0 V)和缓冲废液池 (悬浮 )的相对方位 (1, 2, 3 and 4 rep resent the relative positions of samp le

reservoir, buffer reservoir, samp le waste reservoir and buffer waste reservoir) ; ( b～d) . 夹流进样 ( p inch

injection) , 试样池 ( samp le reservoir) 1000 V, 试样废液池 ( samp le waste) 0 V, 缓冲废液池 ( buffer reser2

voir) 1000 V; 缓冲液池 ( buffer reservoir) 750 V ( b) , 830 V ( c) and 900 V ( d)。

3. 3　SD S对分离的影响

文献 [ 5 ]采用毛细管区带电泳 ,用 pH 9. 9硼砂溶液做运行缓冲液 ,以 47 cm 的毛细管分离了 EP、

PEP和 NBD2Cl试剂峰 Ⅰ和 Ⅱ。本实验有效分离长度只有 38 mm ,在 pH 9. 0～10. 5范围内改变缓冲液

的酸度 ,都不能使 PEP和试剂峰 I完全分离。参考 W allenborg等 [ 8 ]采用含有 50 mmol/L SDS运行缓冲

液以芯片毛细管电动色谱分离了 7种 NBD2Cl衍生的安非它明类手性药物。本研究考察了 SDS对分离
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的影响 ,结果见图 3。当加入 7. 5 mmol/L SDS后 ( SDS的临界胶束浓度 (CMC)为 8. 75 mmol/L) ,试剂峰

II前移至试剂峰 I后 ,但与 EP重叠 ;随着 SDS浓度 > CMC、分离模式转变为胶束电动色谱后 ,分离效果

逐渐变好。当浓度为 12 mmol/L时得到很好的分离效果。继续增加 SDS浓度分离效果不再改善。故

实验选择 SDS浓度为 12 mmol/L。

　图 2　夹流电压对伪麻黄碱峰高和柱效的影响

Fig. 2　Effect of p inch2injection voltages on the signals and

the separation efficiency of p seudoephedrine

缓冲液 ( buffer) : 10 mmol/L Na2 B4 O7 + 12 mmol/L sodium

dodecyl sulfonate ( SDS) , pH 9. 4; 伪麻黄碱 (p seudoephedrine) :

14 mg/L;进产和分离电压 ( voltages for injection and separation) ;

试样池 ( samp le) , 1000 V ( injection) , 1500 V ( separation) ; 缓冲

液池 ( buffer) , 750～900 V, 1800; 试样废液池 ( samp le waste) ,

0 V; 1500 V, 缓冲废液池 ( buffer waste) , 1000 V, 0 V。 (●) 峰

高 (peak height) ; (■)柱效 ( separation efficiency)。

　图 3　SDS浓度对分离的影响

Fig. 3 　Effect of SDS concentration on the separation of

ephedrines

pH = 9. 0 以外 ,其它条件同图 2 ( excep t for pH 9. 0 sodium

tetraborate buffers containing various concentrations of SDS, other

conditions were the same as described in Fig 2 ) , 1. 试剂峰 Ⅰ

( component I of the 72chloro242nitrobenzo222oax21, 32diazole

(NBD2Cl) reagent) ; 2. 试剂峰 Ⅱ ( component II of the NBD2Cl

reagent) ; 3. 麻黄碱 ( ephedrine) ; 4. 伪麻黄碱 ( p seudoephed2

rine)。

3. 4　pH值的选择

在 SDS存在下 ,考察了缓冲液 pH值对分离的影响。由图 4可见 , pH从 8. 0～10. 0组分都能得到

良好分离 ;但在 pH 9. 0时 ,保留时间最短并且柱效最高 (以 PEP峰计 ) ,最后选择 pH 9. 0。

3. 5　分离电压的选择

在缓冲液池所加分离电压从 900 V逐步增大到 2600 V, NBD2Cl试剂峰 I和 II、EP、PEP 4个峰均能

完全分离。但随着分离电压的升高 ,保留时间缩短 ,柱效增加 ,最后选择分离电压为 2600 V,同时在样

品池和样品废液池施加 2170 V的“反拉 ”电压 ,防止在分离阶段试样溶液从试样通道泄漏入分离通道。

在此条件下的电泳图谱见图 5 ( a) ,一次分离时间小于 90 s,以 PEP峰为代表所得的柱效为 3. 2 ×105 /m。

3. 6　性能分析和应用

在上述优化条件下 ,分离测定水溶液中 EP和 PEP的分析性能分别为 :检出限 ( 3σ) 1. 10 和

0. 83 mg/L ,浓度为 15 mg/L时的精密度 RSD ( n = 7)分别为 6. 7%和 7. 9% ; 10～100 mg/L浓度范围内

线性回归方程的相关系数为 0. 9986和 0. 9988。

将所建立的方法应用于尿中 EP和 PEP的分离测定。取健康志愿者尿样做空白 ,加入一定量的 EP

和 PEP,按实验方法处理后 ,分离得到的电泳谱图见图 5b和图 5c。可见尿液经萃取后 ,共存物质不干扰

EP和 PEP的分离测定。加入低、高两种浓度待测物的回收率见表 1。以 3倍检出限作为定量下限 ,以

取 5 mL尿为基础 ,本法可以测得尿中 EP和 PEP的最低浓度为 0. 66 mg/L和 0. 52 mg/L ,远低于运动员

尿检阳性的标准 ( EP > 10 mg/L , PEP > 25 mg/L
[ 1 ] )。

表 1　尿样加标回收率测定结果
Table 1　Analytical results of the ephedrines sp iked into urine samp les

待测物
Analyte

加入 Sp iked
(mg/L)

测得 Found (mg/L)
mean ±S. D. ( n = 3)

回收率
Recovery( % )

待测物
Analyte

加入 Sp iked
(mg/L)

测得 Found (mg/L)
mean ±S. D. ( n = 3)

回收率
Recovery( % )

麻黄碱
Ephedrine

6. 00
30. 0

6. 06 ±0. 29
31. 5 ±1. 61

101 ±4. 8
105 ±5. 1

伪麻黄碱
Pseudoephedrine

6. 00
30. 0

5. 53 ±0. 11
27. 8 ±1. 78

92. 2 ±1. 9
92. 8 ±6. 4
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　图 4　缓冲液 pH对分离的影响

Fig. 4　Effect of buffer pH s on the separation of ephedrines

实验条件同图 2 ( excep t for the buffer pH s, other conditions were

the same as described in Fig 2)。1. 试剂峰Ⅰ ( component Iof the

NBD2Cl reagent) ; 2. 试剂峰Ⅱ ( component II of the NBD2Cl rea2

gent) ; 3. 麻黄碱 ( ephedrine) ; 4. 伪麻黄碱 ( p seudoephedrine)。

插图为理论塔板数与 pH的关系 ( the insert is a diagram p lotted

with the number of theoretical p late against the pH s)。

　图 5　麻黄碱和伪麻黄碱的电泳分离谱图

Fig. 5　The electropherogram s of ephedrines

1. 试剂峰Ⅰ ( component I of the NBD2Cl reagent) ; 2. 试剂峰 Ⅱ

( component IIof the NBD2Cl reagent) ; 3. 麻黄碱 ( ephedrine) ; 4.

伪麻黄碱 (p seudoephedrine)。 ( a) 10 mg/L标样水溶液对照样

品 ( a standard solution containing ephedrine and p seudoephed2

rine) ; ( b)尿空白溶液 ( blank urine) ; ( c)加入麻黄碱和伪麻黄

碱各 10 mg/L的尿样 ( a urine samp le sp iked with Ep and PEP,

10 mg/L for each)。
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Rap id Separa tion and D eterm ina tion of Ephedr ine D opes by Ch ip2ba sed
Cap illary Electrophoresis and La ser Induced Fluoresence D etection

Yuan Guangxin, He Q iaohong, Chen Hengwu3 , Fang Qun, Zhang Yanbing

( Institu te of M icroanaly tical System s, D epartm en t of Chem istry, Zhejiang U niversity, Hangzhou 310028)

Abstract　A method was developed for the determ ination of ephedrine ( EP) and p seudoephedrine ( PEP)

dopes in urine with a chip2based cap illary electrophoresis and laser induced fluorescence detector system (CE2
L IF). The dopes were derived with 72chloro24nitrobenzo222oax21, 32diazole (NBD2Cl) to form fluorescent

p roducts. By using a separation channel of 45 mm in length, various experimental conditions for CE separation

were op tim ized, and a separation mode of m icellar cap illary electrokinetic chromatography was adop ted. Under

the op tim ized conditions (12 mmol/L sodium dodecyl sulfonate ( SDS) + 10 mmol/L tetraborate buffer at pH

9. 0, 2600V separation voltage) , EP and PEP can be base2line separated from the reagent components as well

as the species existing in the urine within 1. 5 m in. A linear calibration curve was observed in the concentra2
tions ranging from 10 to 100 mg/L for both EP and PEP, the lim its of detection obtained were 0. 83 mg/L for

EP and 1. 10 mg/L for PEP. Satisfactory recoveries were achieved when the developed method was used for

determ ination of EP and PEP concentration sp iked into human urine.

Keywords　Ephedrine, p seudoephedrine, chip2based cap illary electrophoresis, laser induced fluorescence
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