
置上显相同的蓝紫色荧光斑点 旱芹果实在相同的条件下

仅在原点有一个浅黄色斑点∀

2 2  紫外光谱鉴别

取蛇床子及旱芹果实粉末各 分别置 容量瓶

中 加乙醇适量 超声处理 分钟 放置至室温 加乙醇至刻

度 滤过∀ 取上述两种提取液 以乙醇为空白对照 在波长

∗ 范围内分别测定其紫外光谱∀蛇床子在

! 波长处有最大吸收 旱芹果实在 !

波长处有最大吸收 ∀

3  讨论

薄层色谱表明 蛇床子在与对照品蛇床子素相应的位置

上显相同的蓝紫色荧光斑点 旱芹果实在相同的条件下 仅

在原点有一个浅黄色斑点∀

∏√ 光谱表明 二者峰形及最大吸收波长完全不同∀

由此可见 两者的理化性质差异显著 旱芹果实不能混

充蛇床子药用∀
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反相离子对2高效液相色谱法测定河豚毒素

张 虹 柳正良  黄蓓琳 王洪泉 上海 同济大学医学院附属甘泉医院 上海 第二军医大学药学院

摘要 目的 建立了反相离子对2高效液相色谱法测定河豚毒素含量的方法∀方法 选用 ≥ ⁄ ⁄≥ 色谱柱 ≅

Λ 以 √ √ 醋酸液为流动相 流速为 检测波长为 ∀结果 河豚毒素线性范围 ∗ Λ

回收率为 ≥⁄ 日内精密度为 日间精密度为 最低检测限

∀ 结论 方法准确!快速!简便 可作为迅速确定河豚毒素含量的测定方法∀

关键词 河豚毒素 反相2离子对2高效液相色谱法

∆ετερµ ινατιον οφ τετροδοτοξιν βψ Ρ Π−ΙΠ−ΗΠΛΧ

∏ 2 ∏ ∏ 2 ∏ • ± ∏

• ± Γανθυαν ηοσπιταλ Μεδ ιχαλΧολλεγ ε οφ Τονγϕι Υνιϖερσιτψ Σηανγ ηαι Χολλεγ ε οφ Πηαρµ αχψ Σεχονδ

Μιλιταρψ Μεδ ιχαλΥνιϖερσιτψ Σηανγ ηαι

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ  ΟΒϑΕΧΤΙς Ε °2 °2 ° ≤ ∏ ¬ ΜΕΤΗΟ∆ ×

° ≤ ≥ ⁄ ⁄≥ ≤ ∏ ≅ Λ √ √ ∏

√ Ρ ΕΣΥΛΤΣ × ¬

∗ Λ × √ ≥⁄ × √

× ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ ×

√ ∏ ¬

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ ¬ °2 °2 ° ≤

图 1  × × ÷ 的分子结构式

  河豚毒素 ¬ × × ÷ 是豚毒鱼类及其他生物

体内含有的一种生物碱 其分子式为 ≤ 分子量为

分子结构如图 ∀

× × ÷ 对兴奋膜的 离子通道具有高度专一性作用

己成为神经生理学!药理学!肌肉生理学等方面广泛被应用

的工具药∀ 国内学者潘心富等已有报道对 × × ÷ 药用开发的

报道∀但 × × ÷ 生理活性极强 毒性也极强 安全域值也极低

迄今尚无准确精密 × × ÷ 含量的测定方法≈ 从而限制了它

在临床方面的应用∀ 目前国内外对 × × ÷ 的检测有小鼠生物

检测法!核磁共振法!电泳法和液相色谱法等≈ 其中 ° ≤

应用较多 但其方法为柱后衍生化法 即在柱后加强碱 在沸

水或油浴中使 × × ÷ 衍生成能发荧光的物质 用荧光检测器
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测定荧光强度间接定量∀该法操作繁琐且在普通 ° ≤ 仪上

较难实现∀本文报道用醋酸与 × × ÷ 结合形成离子对在 ⁄≥

柱上采用紫外检测器直接测定 × × ÷ 的含量 操作简单!快

速!准确 为检测 × × ÷ 含量提供一个现实可行的方法∀

1  仪器与试药

1 1  仪器

≥ ⁄ 高效液相色谱仪 ≤ 2 日本岛津 配有

≥°⁄2 紫外可见检测器及 ≤ 2 数据处理仪 ≥ 超

声波清洗器 ≥ ∀

1 2  试药

河豚毒素标准品 河北省水产研究所 甲醇

为高效液相色谱试剂 醋酸为分析纯∀

2  方法与结果

2 1  标准贮备液的配制

精密称量 × × ÷ 置于一具塞离心管中 用移液管

吸取 的 使其溶解后即得 的 × × ÷

贮备溶液 置于冰箱中保存∀

2 2  色谱条件

分析柱为 ⁄≥ 柱 ≅ Λ 预柱为 ⁄≥

≅ Λ 流动相 √ √ 醋酸液 流速

检测波长 × × ÷ 的保留时间为 室温

ƒ≥ ∀

2 3  标准曲线的制备

由上述标准贮备液用 经适当的稀释使配制

Λ 系列标准 × × ÷ 溶液 按上述色谱条件

各进样 Λ 以峰高为纵坐标 浓度为横坐标 由 ≤ 2 计

算机回归计算得回归方程 ≠ ≤

式中 ≠ 标准溶液的峰高 单位

  ≤ 标准溶液的浓度 单位 Λ

结果显示 × × ÷ 在 ∗ Λ 范围内线性关系良好∀

2 4  回收率

于提取空白液中加入 Λ 的 × × ÷ 各

份 通过加样回收率试验计算其平均回收率为 ÷
ϖ ? ≥⁄

? ∀

2 5  精密度

配置浓度为 Λ × × ÷ 各 份 于同一天

不同时间和不同日间按 色谱条件进行测定 并求得平均

日内精密度为 平均日间精密度为 ∀

2 6  最低检测限

由于信号线与噪音线之比为 时的最低进样量是

所以该法的最低检测限是 ∀

2 7  样品的测定

运用上述测定方法检测酸水提取法≈ 所得样品中得

× × ÷ 含量 测定结果见图 ∀

3  讨论

3 1  × × ÷ 纯品无紫外吸收 因此在用 ° ≤ 分离测定

× × ÷ 时 通常采用柱后衍生化≈ 但该法繁琐!且在普通仪

器室中较难实现∀ 根据国外文献报道 可用醋酸作离子对试

剂 采用紫外检测器于 处对 × × ÷ 进行检测∀

另外 若流动相中无醋酸溶剂 × × ÷ 在反相柱上是不被

洗脱的 而流动相中加入醋酸 √ √ 后 × × ÷ 可迅速

从反相柱上洗脱下来∀

3 2 流动相的选择 曾试图调整甲醇与 √ √ 醋酸之

间不同的比例来实现控制 × × ÷ 的保留时间 发现纯的

√ √ 醋酸液作流动相基线稳定 甲醇的加入会使 × × ÷

峰形山现拖尾现象 因此选择纯的 √ √ 醋酸液作流动

相∀ 可通过调整流速来控制 × × ÷ 的保留时间∀ 当流速为

时 × × ÷ 的保留时间为 且无其它成分干

扰 故流速定为 ∀

3 3 目前检测 × × ÷ 的方法虽有一定报道 但评价不一∀ 小

鼠生物检测法简便 但费时费力 耗费较多小白鼠 且重复性

差 缺乏特异性 电泳法灵敏性低 且需与薄层层析联合运

用 核磁共振法! ≥2 ≥! ° ≤ 的柱后衍生化法由于受仪器

的限制 较难在普通试验室推广 本文建立的离子对反相高

效液相色谱法不仅可检测 × × ÷ 纯品 而且兼分离!测定于一

体 快速!灵敏!准确 可作为提取!生产 × × ÷ 过程的监测手

段∀

 空白提取液   × × ÷ 标准品 Λ   ≤  提纯品

图 2 × × ÷ 及其提取液的色谱图
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