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摘要 , 用胶束电动毛细管色谱法分离和测定雌三醇 ~ 炔诺酮 ~ 睾酮 ~ 雌酮 ~ 雌二醇 ~ 炔雌醇 ~ 黄体酮性激素 ,考察

各种操作参数及有机添加剂对分离的影响0 各组分在  min 内得到很好的分离 ,检出限 1. 0~ 4. 5 mg/L,样品

的加标回收率 91. 5~ 106. 3 mg/L,相对标准偏差 4.   ~ 5. 3 0 该方法简便 ~ 快速 ,已成功用于炔诺酮片和

鹿鞭提取液中性激素的同时分析0
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 bstract, A micellar electrokinetic capillary chromatography ( MEKC) separation of seven sex
hormones, estriol, norethisterone, testosterone, estrone, B-estradiol, ethynylestradiol and
progesterone, Was developed With a micellar solution consisting of 30 mmol/L sodium dodecyl
sulphate ( SDS) , Z0 mmol/L ~3bO3, 15 mmol/L NaZ~PO4 and 15 ( v/v) isopropyl alcohol ( p~
Was adjusted to 9. 0 With NaO~) .Results shoWed that satisfactory separation Was achieved
Within  minutes.The detection limits, average recoveries and relative standard deviations are 1. 0
~ 4. 5 mg/L, 91. 5~ 106. 3 mg/L and 4.   ~5. 3 , respectively.The method is simple, rapid
and suitable for the simultaneous determination of the seven sex hormones in norethisterone
tablets and Penis et Testis Cervi.
Key WorGs, micellar electrokinetic chromatography, sex hormones, norethisterone tablets, penis et
testis cervi

胶束电动毛细管色谱法(MEKC)是毛细管电泳
的一种,它基于不同的中性溶质在胶束和分离缓冲
液之间分配系数的差异而进行分离0 MEKC在分离
脂溶性药物方面,既能使中性化合物由于分配系数
的差异而得到分离,又能增加溶质的溶解性,使毛细
管区带电泳无法分离的样品实现分离0 与传统的高
效液相色谱法 ~ 气相色谱法相比较, MEKC 具有分
离效率高 ~前处理简单和分析成本低等特点,已被广

泛应用于药品 ~食品及环境等领域I1I0
性激素具有环戊烷多氢菲母核结构,由于其结

构极为相似,给它们之间的分离带来了一定的难度0
目前已有文献报道 MEKC分离性激素的方法,这些
方法多在分离介质中加入胆酸盐表面活性剂或环糊

精 ( CD)有机改性剂IZ~ 4I,这是因为性激素均有一个
相同的甾体母核,和胆酸的结构中的主要部分有着
惊人的相似I5I,或者因为 CD 具有不同的环状分子
空间直径和疏水性有利于大部分药物分子的分

离I6I0 本文作者在实验中发现,在十二烷基硫酸钠

( SDS)表面活性剂中简单地加入异丙醇做为有机改



性剂就可以使雌二醇 ~雌三醇 ~炔雌醇 ~炔诺酮 ~黄体
酮 ~ 睾酮 ~ 雌酮 7 种性激素得到很好的分离,据此建
立一种同时分析这 7 种性激素的新方法 

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂
仪器: Agilent~P3DCE 毛细管电泳仪 (德国 ) ;

未涂层弹性石英毛细管 (河北永年锐沣 ) 50 pm>
33. 5 cm (有效分离长度 25 cm) ; Orion868 型 p~/
ISE 测试仪 (美国 ) ; SartrouiSu215S 电子天平 (德
国) ; Labconco WaterS Pro PluS 超纯水仪 (美国 ) ;
Organomation ASSociateS N-EvapTM 112 氮吹仪(美
国 ) ; Kendro D-37520 OSterode 离 心 机 ( 德 国 ) ;
FW100 型高速万能粉碎机(天津市泰斯特仪器有限
公司出品 ) ; BRANSON B3500S-MT 超声仪 (必能
信超声有限公司出品) ; VX~-3 微型漩涡混合器(上
海跃进医疗器械厂生产)  
试剂: SDS (Sigma 公司出品,分析纯) ,甲醇 ~ 乙

腈 ~ 异丙醇( FiSher 公司出品,色谱纯) ,雌二醇 ~ 雌三
醇 ~炔雌醇 ~炔诺酮(东京化成工业株式会社出品,优
级纯) ,黄体酮 ~睾酮 ~雌酮(百灵威,分析纯) ,磷酸氢
二钠(广东台山化工厂生产,分析纯) ,硼酸 ~ 氢氧化
钠(广东汕头市西陇化工厂生产,优级纯) ,炔诺酮片

(广州康和药业有限公司出品,批号: 060102) ,所用
的水均为超纯水 鹿鞭片购自广西南宁市国人大药
房 
1. 2 实验方法

1. 2. 1 标准溶液的配制
准确称取标准品各 10. 0mg,用甲醇溶解并分别

定容在 10 ml 容量瓶中,配制成 1 mg/ml 的标准贮
备液 标准贮备液置于 4c冰箱中保存,实验时用甲
醇 = 水( 1= 5)溶液稀至所需浓度 
1. 2. 2 样品溶液的制备
取炔诺酮片剂 20 片称量后,研细混匀,精密称

取细粉适量(约相当于 1 片炔诺酮片剂重量) ,置具
塞试管中,精密加甲醇 3. 5 ml,超声使其崩散,静置
分层后,吸取上层清液,精密量取 60 pl,精确加 0. 3
ml水稀释摇匀,经 0. 45 pm 滤膜过滤后待分析 
鹿鞭用万能粉碎机粉碎后,分别称取 4 份 0. 3 g

粉末样品,用甲醇溶液 1 ml震荡提取 5 min,再用超
声波处理 15 min 经 12000 rpm 离心 15 min,吸取上
清液 将沉淀部分再按上述步骤提取 3 次 合并 4 次
的提取液,以上溶液用氮气仪吹干 精确加入 0. 2
ml 1/5 甲醇水溶液溶解,经 0. 45 pm 滤膜过滤后待

分析 
1. 2. 3 电泳条件
以 30 mmol/L SDS, 20 mmol/L ~3BO3, 15

mmol/L Na2~PO4, 15% (V/V)异丙醇 (用氢氧化钠
调节 p~ 值至 9. 0)为电泳介质;未涂层弹性石英毛
细管为分离通道,压力进样( 50 mbar> 4 S) ,分离电
压为 20 kV,分离温度为 25c ,检测波长为 214 nm 
实验前缓冲溶液用 0. 45 pm 滤膜过滤 毛细管在使
用前,用 0. 1 mol/L 氢氧化钠冲洗 20 min,然后用水
和缓冲溶液各冲洗 10 min,每两次运行之间用缓冲
溶液冲洗 3 min 更换缓冲溶液时先用超纯水和新
的缓冲溶液各冲洗 5 min,同一缓冲溶液运行 3~ 4
次后更换 

2 结果与分析

2. 1 电泳条件的优化

2. 1. 1 SDS浓度对分离的影响
其他条件不变,调整 SDS浓度从 10 mmol/L 到

40 mmol/L,发现 SDS浓度对分离的选择性和峰型
有较大影响, SDS浓度太低时各物质难以达到有效
分离,浓度太高时,分离时间太长,且电流较高易产
生热效应 当 SDS浓度为 30 mmol/L 时,分离效果
最佳 
2. 1. 2 p~ 值对分离的影响
其他条件不变,改变 p~ 值大小的实验发现,随

着 p~ 值的增加分离时间缩短,这是因为缓冲溶液
的 p~ 值越大,毛细管壁的硅羟基电离出来的氢离
子越多,毛细管壁的 Zeta 电位越大, 从而加速了电
渗流,也使得溶质的保留值变小 在 p~ 值 9. 0 时,
分离度好,分离时间较短 
2. 1. 3 缓冲溶液浓度对迁移时间的影响
硼酸浓度在 10~ 30 mmol/L 范围内改变时,各

物质的出峰时间和峰高变化不大, 但电流增加, 在

20 mmol/L 时峰形较好 在 5~ 25 mmol/L 范围内
改变磷酸氢二钠浓度,对电流和峰高影响不大,但在
浓度为 15 mmol/L 时分离度最好 
2. 1. 4 有机改性剂对分离的影响
甾体化合物具有强疏水性,与胶束作用很强,不

能用简单的 MECC 进行分离 加入有机试剂,可减
弱或阻止它们之间的强相互作用而实现分离 本实
验在胶束中分别加入 15%甲醇 ~ 异丙醇 ~ 乙腈,发现
异丙醇能够显著地改善分离效果 本方法采用异丙
醇做为有机改性剂相比文献[2~ 4]常用的环糊精更
加经济实用 
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2. l . 5 电压 ~温度和进样时间对分离的影响
分别在 l5~ 25 kV l5~ 35C  2~ 8 s范围内考

察分离电压 ~温度和进样时间对分离的影响 结果在

20 kV 25C条件下分离最好 进样时间为  s 
 . 线性关系和检出限
在优化的实验条件下进行测定 以峰面积外标

法定量 得到雌三醇 ~炔诺酮等 7 种激素回归方程及
相关系数和检出限 详见表 l 
表   种激素的线性关系和检出限  / = 3 

激素 线性回归方程
线性范围

 mg/L 
相关
系数
检出限

 mg/L 

雌三醇 Y = 0. 6279X + 2. l 6l 3. 0~ 70. 0 0. 9999 l . 0
炔诺酮 Y = 0. 2825X + 2. 8900 l2. 0~ ll7. 0 0. 9985  . 0
睾酮 Y = 0.  682X + 7. 8608  . 5~ l90. 0 0. 9999 l . 5
雌酮 Y = 0. 8283X + 5. 873  . 5~ 9 . 0 0. 9980 l . 5
雌二醇 Y = 0. 9l67X + 5. 655 3. 0~ l05. 0 0. 9959 l . 0
炔雌醇 Y = 2. 5323X -8. 7563  . 5~ 59. 0 0. 9996 l . 5
黄体酮 Y = 0. 2l55X + l0. 5  l5. 0~ l87. 0 0. 999l  . 5

 . 3 精密度实验
平行测定 6 个标准溶液 计算雌三醇 ~ 炔诺酮 ~

睾酮 ~雌酮 ~雌二醇 ~炔雌醇 ~黄体酮的峰面积的相对
标准偏差  RSD 分别为 2. 0  3. 6   . 2  
5. 0  3. 8   . 9   . 9  
 . 4 样品分析
按 样品溶液的制备 ' 的方法处理样品 用所建

立的方法分别对炔诺酮片剂中的炔诺酮含量和鹿鞭

提取液中的性激素进行测定 据保留时间定性 峰面
积定量 每片炔诺酮片剂中炔诺酮含量为 0. 676
mg 与药品瓶标示的浓度 0. 625 mg 基本相符 加标
回收率为 l06. 3  6 次平行测定相对标准偏差为

 . 7  在鹿鞭样品中测出睾酮 5. l mg/L 雌二醇

3. 0 mg/L 换算成实际样品的含量分别为 0. 85 lg/
g 0. 50 lg/g 加标回收率分别为 92. 0  9l . 5  6
次平行测定相对标准偏差分别为 5. 3   . 9  图 l
分别为混合标准品 ~ 炔诺酮片和鹿鞭提取液样品的
电泳图 

3 结论

采用异丙醇为有机改性剂 建立 SDS胶束电动
色谱同时分析 7 种性激素的方法 该方法简单 ~ 快
速 对炔诺酮片剂中的炔诺酮含量和鹿鞭提取液中
的性激素进行测定的结果令人满意 用 SDS表面活
性剂和异丙醇有机改性剂 比文献[2~ ]中常使用

图 l 标准品 A  样品炔诺酮   和鹿鞭 C 的毛细管

电泳结果

a 雌三醇 b 炔诺酮 c 睾酮   雌酮 e 雌二醇 f  炔雌

醇 g 黄体酮 
的胆酸和环糊精 更加经济实用 
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