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加压毛细管电色谱法测定复方芦丁片中芦丁和维生素 C的含量 *
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摘要 目的：采用加压毛细管电色谱法测定复方芦丁片中芦丁与维生素 C的含量。方法：采用 TrisepTM-2100加压毛细管电色谱仪，

以 C18毛细管色谱柱（300 mm× 100 滋m i.d.，1.8 滋m）为固定相，流动相为甲醇 -乙腈 -0.4%磷酸（18:70:12），用三乙胺调节 pH值

至 3.0，总流速为 0.05 mL·min-1，检测波长为 254 nm。结果：芦丁的线性范围为 2.0～20 滋g·mL-1（r2=0.999）；平均回收率为 99.4%，

RSD为 1.2%（n=9）；维生素 C的线性范围为 2.0～50 滋g·mL-1（r2=0.999）；平均回收率为 99.3%，RSD为 1.4%（n=9）。另外，本方法

与原国标方法进行了比较，结果基本一致。结论：加压毛细管电色谱法可用于复方芦丁片有效成分含量的测定，该方法简单、快

速、准确，为复方芦丁片质量控制提供了新检测技术。
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Determination of Rutin and Vitamin C in Compound Rutin Tablets by pCEC*

A pressurized capillary electrochromatography (pCEC) method has been developed for determination of the

active components in compound rutin tablets. The separation was carried out on a 300 mm× 100 滋m i.d. capillary packed with

1.8 滋m ODS by using methanol-acetonitrile-0.4% phosphoric acid (18:70:12) as the mobile phase, and the pH was adjusted to 3.0 with

triethylamine. The total flow rate was 0.05 mL·min-1. The UV absorption detection was carried out at 254 nm. The linear ranges

for rutin and vitamin C were 2.0~20 滋g·mL-1 (r2=0.999) and 2.0~50 滋g·mL-1 (r2=0.999), respectively. Mean recoveries of rutin and vi-

tamin C were 99.4% with relative standard deviation 1.2% (n=9), and 99.3% with relative standard deviation 1.4% (n=9), respectively.

Besides, the method was compared with the original GB method, the results were basically identical. The method can be

used for the determination of compound rutin tablets, which is simple, rapid and accurate. It provides a new detection technology for the

quality control of compound rutin tablets.
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前言

复方芦丁片是由芦丁和维生素 C两种主成分制成的复方

制剂，临床主要用于高血压病辅助治疗，也用于脑出血、高血压

脑病、出血性紫癜、视网膜出血、急性出血性肾炎、创伤性肺出

血、再发性鼻出血、产后出血等的辅助治疗[1,2]。芦丁又名维生素

P，用于维持血管阻力，降低脆性和通透性，并具有抗炎、抗菌和

抗氧化作用[3-7]，对通风、心血管等现代文明病具有疗效作用[8]。

随着芦丁的研究进展，芦丁制剂的研究也随之快速发展[9]。复方

芦丁片是芦丁的一种制剂，其质量标准见卫生部颁药品标准化

学药品及制剂(第一册)[10]，其中芦丁含量测定采用紫外 -可见

分光光度(UV)法，维生素 C含量测定采用碘液容量滴定法。大

量实验数据表明，紫外 -可见分光光度法测定含量干扰因素比

较多，专属性不强，碘液容量滴定法，需目测判定终点，人为影

响因素较多，波动大，专属性不强。

文献报道，测定芦丁制剂最常用方法是高效液相色谱法

(HPLC)[11-13]，还有紫外 -可见分光光度法[14,15]、电泳法[16,17]、电化

学法[18]、荧光分光光度法[19]、流动注射化学发光法[20]等；原药材
[21-23]与食品[24,25]中芦丁的测定方法较常用的也是高效液相色谱

法。Tsuda[26]在 1987年对毛细电泳(CEC)应用了 HPLC泵，因此

加压毛细管电色谱（pCEC）已经成为色谱研究的热点，并有诸

多优势[27-29]。本试验在 HPLC方法的基础上建立复方芦丁片的
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pCEC分析方法，创新了复方芦丁片含量测定方法，并且与

HPLC法、UV法、容量法测定复方芦丁片中的芦丁与维生素 C

的含量做了比较。pCEC方法具有高柱效、高分离度及快速分

析的优点，体现了其在分析检测领域的优势，对药物分析检测

提供了一个新的平台。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

TrisepTM-2100加压毛细管电色谱仪 (上海通微分析技术有

限公司)；天平 AG 135（0.01 mg，METTLER TOLEDO）。

芦丁对照品 （中国食品药品检定研究院，批号：

100080-200707，含量：90.5%），维生素 C对照品（中国食品药品

检定研究院，批号：100425-201103，含量：100.0%）。复方芦丁片

（A公司生产，批号 20130109；B 公司生产，批号 20140318；C

公司生产，批号 20140717；D公司生产，批号 20131012；规格均

为每片含芦丁 20 mg，维生素 C 50 mg）。

甲醇（Merck，色谱纯），乙腈（Merck，色谱纯），磷酸（国药

集团化学试剂有限公司，分析纯），三乙胺（国药集团化学试剂

有限公司，分析纯），水为一级水（实验室制备）。

1.2 方法

1.2.1 对照品溶液制备 精密称取芦丁对照品约 10.0 mg，置

50 mL量瓶中，加 50%甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为芦丁

对照品贮备液（0.2 mg·mL-1）。精密称取维生素 C对照品约

12.5 mg，置 25 mL量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，作为

维生素 C对照品贮备液（0.5 mg·mL-1）。临用时分别精密量取

两种贮备液 5 mL，置 100 mL量瓶中，加 50%甲醇稀释至刻度，

摇匀，即得混合对照品混合溶液（含芦丁浓度 0.01 mg·mL-1，维

生素 C浓度 0.025 mg·mL-1）。

1.2.2 供试品溶液的制备 取供试品适量，研细，混合均匀，称

取细粉适量（约 1片的重量），精密称定，置 100 mL量瓶中，加

50%甲醇适量，超声 10 min（250 W，80 Hz）使溶解，放冷，用

50%甲醇稀释至刻度，摇匀，用 0.22 滋m滤膜过滤，精密量取续
滤液 5 mL置 100 mL量瓶中，用 50%甲醇稀释至刻度作为供

试品溶液。

1.2.3 流动相的选择 在加电的状态下，以不同比例的甲醇 -

乙腈 -磷酸溶液作为流动相，考察对色谱峰的影响。随着乙腈

的增加，维生素 C和芦丁的保留时间逐渐减小，并且出峰顺序

发生了改变，芦丁先于维生素 C出峰。以甲醇 -乙腈 -磷酸溶

液（18:70:12）作为流动相时，维生素 C 与芦丁的出峰时间为

4.0 min与 3.6 min，分离度达到 1.99，见图 1。

1.2.4 电压的选择 施加不同的电压 0、-5、-8、-11、-15 kV，由

图 2可知，主峰的保留时间逐渐减小，分析速度不断提高。电压

加到 -5 kV时，芦丁与维生素 C的分离度已经达到 1.99，达到

基线分离。当电压由 -11 kV增加 -15 kV时，分离度达到 2.6和

2.8，但维生素 C前出现了一个小倒峰，影响测定。综合上述现

象，本试验最终选择加电压 -8 kV，见图 2。

1.2.5 色谱条件 色谱柱：C18 毛细管电色谱柱（300 mm×

100 滋m i.d.，1.8 滋m，苏州环球色谱有限公司）；流动相：甲醇 -

乙腈 -0.1%磷酸溶液（用三乙胺调节 pH值 3.0）（18:70:12）检测

波长：254 nm；总流速：0.05 mL·min-1；加电压 -8 kV；进样量：3.5

nL（分流比 1:290）。

2 结果

2.1 线性范围、检出限与定量限的考察

分别精密吸取维生素 C对照品贮备液（0.5 mg·mL-1）与芦

丁对照品贮备液（0.2 mg·mL-1）各 0.2、0.5、1.0、1.5、2.0 mL分别

置于 20 mL量瓶中，用 50%甲醇稀释至刻度，摇匀，即得维生素

C对照品系列标准溶液（浓度为 5.0、12.5、25.0、37.5、50.0 滋g·
mL-1）及芦丁对照品系列标准溶液（浓度为 2.0、5.0、10.0、15.0、

20.0 滋g·mL-1）。按 "1.2.5"项下的色谱条件测定，记录峰面积 Y

与其对应的溶液浓度 X（滋g·mL-1）进行线性回归，以信噪比

S/N=10计算定量限，信噪比 S/N=3计算检出限，结果见表 1。芦

丁与维生素 C的线性关系良好，线性相关系数均大于 0.999。

2.2 精密度试验

取上述混合对照品溶液（含维生素 C 25 滋g·mL-1、芦丁 10

滋g·mL-1）连续进样 6 次，保留时间、峰面积 RSD 值分别小于

0.5%和 2%，方法的精密度良好。

图 1 不同比例的甲醇 -磷酸溶液 -乙腈的电色谱分离图(1.维生素 C，

2.芦丁)

Fig. 1 pCEC electrochromatogram of different proportions of methanol,

acetonitrile and phosphoric acid solution (1. vitamin C, 2. rutin)

图 2 不同电压下的电色谱分离图（1.维生素 C，2.芦丁）

Fig.2 pCEC electrochromatogram under different voltage (1. vitamin C, 2.

rutin)
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2.3 稳定性试验

按 "1.2.2"项下供试品溶液制备方法操作，将供试品溶液

于室温下放置 0、1、2、4、6 h，吸取 20 滋L进样测定，维生素 C峰

面积的 RSD值为 1.5% (n=5)，表明维生素 C在 6小时内稳定。

继续在室温下放置 12 h和 24 h，吸取 20 滋L进样测定，芦丁峰
面积的 RSD值为 0.2% (n=6)，芦丁在 24小时内稳定。综上所

述，6小时内同时测定芦丁与维生素 C的含量，供试品较稳定。

2.4 重复性试验

按 "1.2.2"项下供试品溶液的制备方法操作，按 "1.2.5"项

下的色谱条件件测定，进行 5次平行试验，测得芦丁的含量为

标示量的 95.1%，RSD值为 0.1% (n=5)，维生素 C的含量为标

示量的 96.5%，RSD值为 0.2% (n=5)，表明本法重复性良好。

2.5 加样回收率

精密称取供试品 9份（已测得维生素 C含量为标示量的

99.8%，芦丁含量为标示量的 92.5%），分别精密加入维生素 C

与芦丁对照品适量（在线性范围内按 80%，100%，120%比例加

入），3个浓度分别平行试验 3份，按 "1.2.2"项供试品溶液的制

备方法操作，分别测定其含量。测得维生素 C平均回收率为

99.3%，RSD值为 1.4%（n=9），芦丁平均回收率为 99.4%，RSD

值为 1.2%（n=9）。

表 1 芦丁与维生素 C的线性方程、线性相关系数、线性范围、检出限和定量限

Table 1 Regression equation, correlation coefficients(r), linear ranges, limits of detection (LOD, S/N = 3) and limits of quantitation (LOQ, S/N = 10) of

rutin and vitamin C

Compound Regression equation r2 Linear ranges/滋g·mL-1 LOD/滋g·mL-1 LOQ/滋g·mL-1

Rutin Y=132.94X-163.98 0.999 2.0～20 1.0 3.4

Vitamin C Y=218.93X+171.78 0.999 2.0～50 0.6 2.0

表 2 加样回收率试验

Table 2 Results of recovery

Compound Sample content/mg Added/mg Measured/mg Recover/%
Average

recovery/%
RSD/%

Vitamin C 25.04 20.05 44.87 98.90 98.3 0.9

25.05 20.11 44.62 97.31

25.14 20.10 44.99 98.76

25.10 25.34 50.54 100.39 99.7 1.6

25.08 25.14 49.69 97.89

25.07 25.07 50.33 100.76

25.12 30.12 54.90 98.87 99.9 1.4

25.18 30.17 55.81 101.52

25.14 30.09 55.01 99.27

Rutin 9.28 8.13 17.33 98.97 99.5 0.8

9.29 8.09 17.41 100.41

9.32 8.21 17.45 99.02

9.31 10.15 19.32 98.66 99.9 1.3

9.30 10.19 19.61 101.20

9.29 10.20 19.47 99.76

9.31 12.09 21.29 99.07 98.9 1.5

9.34 12.11 21.47 100.20

9.32 12.01 21.01 97.33

2.6 pCEC法与 HPLC法的比较

由图 3可知，HPLC的色谱图在施加电压后会发生相对保

留时间的改变，甚至会改变出峰的顺序，由于在柱的出口处施

加 -8 kV电压，芦丁与维生素 C在带电的流动相里发生了电

离，因电离常数的不同，使其在流动相里的保留时间发生了改

变。HPLC法测定维生素 C与芦丁的每米理论板数达到 36968

与 50424，pCEC法每米理论板数能达到 151004与 81047，并且

分离度均大于 1.5。

2.7 pCEC法与 HPLC法、容量测定法和 UV法测定供试品有

效成分含量的结果比较

从市场购得 4个生产企业的 4批不同批号的复方芦丁片，

按供试品溶液的制备方法处理，每批平行制备 3份，每份分别

测定 2次，取平均值，测得维生素 C和芦丁的含量，并与 HPLC

方法、原国家标准的检验数据[30]比较，见表 3。本研究方法与
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HPLC法、原标准方法测定数据基本一致，但是色谱方法结果

总体较紫外法与容量滴定法低，排除了紫外法因辅料干扰引起

结果偏高，以及容量滴定法因人为目视判定终点引起的结果偏高。

3 讨论

芦丁广泛存在于自然界，几乎所有的芸香科和石楠科植物

均含有。含有芦丁的制剂在心血管病中的应用也是越来越普遍
[9]。不管是在药品或食品检测领域，HPLC法已成为当下最流

行、最普遍的一种检测方法。本试验在 HPLC法的基础上，建立

了 pCEC测定方法。

pCEC是 21世纪初发展起来的一种新型分离技术，以压力

流和电渗流作为双重驱动力，实现了液相色谱和毛细管电泳两

图 3 HPLC与 pCEC的色谱图（1.维生素 C，2.芦丁）

Fig. 3 Chromatograms of HPLC and pCEC (1. vitamin C, 2. rutin)

表 3 样品含量测定结果

Table 3 Results of content determination

No.
pCEC HPLC Capacity titration UV

Vitamin C Rutin Vitamin C Rutin Vitamin C Rutin

1 95.9% 95.7% 96.5% 95.1% 97.5% 97.2%

2 99.8% 92.5% 100.4% 91.8% 101.8% 93.6%

3 98.7% 93.8% 99.1% 94.2% 101.1% 96.0%

4 100.1% 95.7% 99.3% 94.9% 98.4% 96.7%

种技术的完美结合[31]，目前已成为色谱领域研究的一大热点。

近年来，pCEC的应用范围非常广，用于氨基酸、手性分离、药品

及食品、环境安全性的分析、代谢组学等的分析。pCEC 是在

CEC的基础上，将高压泵和进样阀引入到 CEC中，增加了压力

流与电渗流两股压力，从而进一步拓展了 CEC的优势。因分离

过程中电泳与色谱分离机理的双重作用，对于非极性和离子型

化合物可同时分离。通过施加电压可以克服 CEC中柱体易烧

干和产生气泡的问题，避免引起整个系统的不稳定。并可连接

不同的检测器，如紫外检测器、激光诱导荧光检测器、蒸发光散

射检测器、示差检测器等，也可与其他分析技术联用，如质谱仪

的联用，实现了在线样品的处理，拓宽了应用范围。pCEC是一

种微径色谱系统，使用的流动相及样品量极少，可节约成本及

对环境污染小，尤其适合微量分析。

本试验在优化 pCEC色谱条件时，重点通过测定波长的选

择、改变流动相的组成、调节缓冲液的 pH值、施加不同的电压

和改变分流比等方法来优化试验。在波长的确定上，选择 254

nm处测定。有文献报道[11]，用双波长高效液相色谱法测定复方

芦丁片中维生素 C和芦丁含量，即在 254 nm测定维生素 C，

355 nm测定芦丁。经 DAD紫外光谱扫描，芦丁与维生素 C在

254 nm处均有较高的紫外吸收，所以选择在 254 nm处同时测

定维生素 C和芦丁的含量以提高分析效率。在流动相的选择

上，根据 pCEC的特性选择具有离子对的流动相，比较了以下

三种流动相：甲醇 -乙腈 -0.1%磷酸溶液（用三乙胺调节 pH值

3.0）（18:70:12），乙腈 -0.01 mol/L磷酸二氢钾（磷酸调 pH值至

2.4）（70:30），甲醇 -0.05 mol/L磷酸二氢钾溶液（磷酸调 pH值

至 3.0）（55:45）。经测试，流动相为甲醇 -乙腈 -0.1%磷酸溶液

（用三乙胺调节 pH值 3.0）（18:70:12）能使芦丁与维生素 C达

到有效分离，分离度均大于 1.5，每米理论板数能达到 151004

与 81047，芦丁与维生素 C的出峰时间为 3.6 min与 4.0 min，

能最快的出峰。故选择此流动相为本试验的流动相。在施加电

压的条件下，改变流动相有机相的比例，可以使芦丁与维生素

C的出峰顺序发生改变，并且在加大电压的同时，大大缩短了

色谱分离时间，这是 pCEC法优于 HPLC法的主要因素。

pCEC方法至今未应用在药品国家标准中，但在科研单位

已经应用广泛。pCEC方法的双重分离机制，针对多成分、难分

离的复方制剂或者中药制剂尤为有用，吴孔弦等[32]采用反相加

压毛细管电色谱法控制银杏叶药材质量，建立了银杏叶的

pCEC指纹图谱。Jia等[33]首次将 pCEC用于水溶性维生素的分

析。本方法测定复方芦丁片有效成分，所需试剂和样品用量少，

对复杂样品分离能力强，并具有较好的精密度。本试验的最终

目的是建立快速、高效、准确的复方芦丁片有效成分含量测定

的方法。我们旨在拓展 pCEC的应用范围的同时，建立一种快

速准确、节约成本的药品检验分析方法，为提高药品标准提供

参考依据，为药品监管能力的提升提供技术支持。
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