
表 1 重现性实验 ν
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表 2 回收率试验 ν
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外标法计算含量 结果见表 ∀

表 3 样品测定结果

批号 淫羊藿苷含量
淫羊藿苷平均

含量
≤ ∂

3  讨论

曾有文献报道液相色谱法测定安神补脑液中大黄素的

含量 经试验 发现样品中大黄素的含量较低 而样品中淫羊

藿苷含量较高 故以淫羊藿苷为定量指标∀实验证明 该法简

便 易操作∀

收稿日期 2 2

脂肪醇聚氧乙烯醚分子量分布的高效液相色谱法分析

倪燕君 薛 虹 刘风琴 汤玉娟 赤峰 赤峰市药品检验所

摘要 目的 建立脂肪醇聚氧乙烯醚分子量分布 ° ≤ 的分析方法∀ 方法 将自制的十二醇聚氧乙烯醚合成 ! 2二硝基苯甲

酸酯 用 ° ≤ 法以 乙醇的石油醚溶液为流动相 在氨基柱上 于 波

长处作梯度洗脱∀结果 脂肪醇聚氧乙烯醚的分子量 ∞ 符合泊松分布∀结论 该方法简单 快捷 灵敏度高 可用于该品的质

量控制∀

关键词 高效液相色谱法 十二醇聚氧乙烯醚 梯度洗脱

Μολεχυλαρ ωειγητ διστριβυτιον οφ τηε πολψετηενοξψ ετηερ οφ αλιπηατιχ αλχοηολβψ ΗΠΛΧ

≠ ∏ ÷ ∏ ∏ƒ × ≠ ∏∏ Χηι Φενγ Ινστιτυτε φορ ∆ ρυγ Χοντρολ Χηι Φενγ

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ  ΟΒϑΕΧΤΙς Ε × ° ≤ ∏ ∏ ¬

ΜΕΤΗΟ∆ × 2 √ √ ∏ ¬ ∏

2 ∏ √ ∗ ∏ 2 ∏ √

° ≤ Ρ ΕΣΥΛΤΣ × ∏ ∏ ¬

∏ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ × √ ∏ ∏ ∏

∏

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ ° ≤ ¬ ∏ ∏

  非离子表面活性剂以其良好的润湿!乳化 !分散 ! 增溶

性能多年来在医药领域得到广泛应用 而这些性能和用途直

接取决于其内在结构∀运用 ° ≤ 方法检测脂肪醇聚氧乙烯

醚亲水基 ∞ 的分布 研究其结构与性能的关系 从而控制

其质量以利于正确使用∀

由于脂肪醇聚氧乙烯醚的紫外吸收很弱 直接采用

° ≤ 分析不仅受杂质的干扰大 而且流动相很难选择∀ 而

含有苯环的烷基酚聚氧乙烯醚可直接用梯度洗脱法检测亲

水基 ∞ 的分布∀将脂肪醇聚氧乙烯醚先衍生化合成含有苯

环的脂肪醇聚氧乙烯 2二硝基苯甲酸酯 利用紫外标记

物在紫外 处有强吸收的特点 以无水乙醇 !石油醚的

混合溶液作流动相 在 柱上用 ° ≤ 梯度洗脱法测定
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亲水基 ∞ 的分子量分布∀

2  仪器!试剂

≤ 2 型 ° ≤ 仪 日本岛津 ≥°⁄ ≥ 型紫外检

测器 日本岛津 ⁄2 ≥ 示差检测器 柱 Λ

≅ ° ≤ 柱 Λ ≅ ≥ 进样器

≤ 记录仪 恒温箱 ≤ × 2 ≥ 制备液相色谱仪

≅ ≠ • ⁄≥ Λ ≥ 示差检测器∀

2二硝基苯甲酰氯 进口分装 吡啶 北京化

工厂 石油醚 ∗ ε 北京 化工厂 氯仿

北京化工厂 无水乙醇 沈阳试剂一厂 乙醇

北京化工厂 丁酮 北京化工助剂研究所 碘

北京化工厂 氢氧化钠 北京化工厂 羟甲基纤

维素钠盐 十二醇聚氧乙烯醚 自制

2  操作

2 1 十二醇聚氧乙烯 2二硝基苯甲酸酯的制备和纯

化

分别取十二醇聚氧乙烯醚 ! 2二硝基苯甲酰氯

!吡啶 置于具塞的离心管中 在 ∗ ε 温度

下反应 蒸除吡啶 加 蒸馏水 振摇 然后加

氢氧化钠溶液 萃取 氯仿层用蒸馏水洗 次至

中性 浓缩蒸干 用石油醚保护∀

2 2  ° ≤ 分离 ) ) 梯度洗脱

用 的乙醇石油醚溶液 和石油醚 的混合溶液

作流动相 流速 检测波长 在 2柱上依

次对聚合度不同的十二醇聚氧乙烯 2二硝基苯甲酸酯作

梯度洗脱 然后加入标准品十二醇五聚氧乙烯 2二硝基苯

甲酸酯 再梯度洗脱 最后确定聚合度 ν∀

3  结果与讨论

3 1  十二醇聚氧乙烯醚纯化

根据文献≈ 的方法合成产物用温热 ∗ ε 的石油

醚提取 次 合并提取液并蒸除石油醚∀以 的乙醇水溶

液为流动相和溶剂 流速 用 ≥∞2 示差检测器

检测做上述提取物的液相制备色谱分离 收集主峰并蒸除流

动相∀再用 的乙醇水溶液为流动相和溶剂 流速

用 ⁄2 ≥ 示差检测器检测 在 °2≤ 柱 柱温

ε 上进行纯度检查并收集主峰∀ 结果液相制备色谱能有

效地分离杂质 收集得到分析纯的化合物∀

3 2  标准品 ) ) 十二醇五聚氧乙烯醚的制备与纯化

由于无法从梯度洗脱色谱图上确定各个峰的 值 故用

一个已知单一 值的标准品作对照 采用添加法确定峰位∀

用薄层色谱法制备标准品∀

3 2 1 展开剂的选择

分别用 饱和丁酮 Β Β Β 的饱和丁酮与

丁酮的混合溶液 丁酮作展开剂 碘作显色剂 做十二

醇聚氧乙烯醚的薄层色谱分离∀

实验证明 降低展开剂的极性 谱带分离度提高∀ 用 Β

的饱和丁酮与丁酮的混合溶液作展开剂时 分离效果好∀

3 2 2 制备标准品

在 ≅ 玻璃板上 用 硅胶 ≤ ≤

溶液和 蒸馏水铺制薄层板 于 ε 活化 ∀ 用

的乙醇水溶液溶解样品 十二醇聚氧乙烯醚 并点样 以

Β 的饱和丁酮!丁酮混合溶液作展开剂 碘作显色剂 收集

板上某一谱带的硅胶 用氯仿溶解!过滤并挥发掉氯仿 用

的乙醇石油醚溶液作流动相 流速 用 ⁄2

≥ 示差检测器检测 在 2柱 柱温 ε 上作纯度检查

并收集主峰并蒸发掉溶剂得到色谱纯的标准品∀

将上述标准品经/场解析质谱 ≥0分析确定为十二醇五

聚氧乙烯醚∀

薄层色谱法简单 操作方便 更重要的是能制备纯度很

高的样品∀

3 3 十二醇聚氧乙烯 2二硝基苯甲酸酯的制备及纯化

十二醇聚氧乙烯 2二硝基苯甲酸酯在碱性溶液中易

水解 所以萃取时先加蒸馏水振摇 使 2二硝基苯甲

酰氯水解成酸 再加氯仿萃取 使大量 2二硝基苯甲酸留

在水相 然后用少量氢氧化钠溶液中和 最后用蒸馏水洗有

机相至中性并蒸除氯仿∀用 的乙醇水溶液作流动相和溶

剂 流速 °2≤ 柱 柱温 ε ≥°⁄2 ≥ 紫外

检测器进行纯度检查∀ 说明萃取产物中杂质量很少 其对

∞ 分布几乎无影响∀

用蒸除法不能完全除尽杂质 还需做进一步萃取处理∀

3 4 梯度洗脱的定性分析

3 4 1  梯度洗脱条件选择  流动相极性大 会使所有组分

冲洗出来 极性小时 所有组分峰保留时间延长 很难掌握最

后一个峰的保留时间 极性强度相等的流动相又很难将所有

组分有效地分离 因此先从极性大的流动相开始 将所有峰

保留时间缩短 再降低极性 使所有组分峰在较短时间内都

出现∀

本实验从极性最大的流动相 的乙醇石油醚溶液

开始逐渐降低极性

时间间隔为 ∀

3 4 2 ν 值的确定

取纯化的标准品 少量加入到十二醇聚氧乙烯 2二硝

基苯甲酸酯样品 θ 中 做 ° ≤ 梯度洗脱

从而确定 ν∀

加入标准品 十二醇五聚氧乙烯 2二硝基苯甲酸酯峰

面积增加 据此可以判断其它色谱峰 ν 值∀

添加法确定 ν 值简单明了 而且由此可以研究亲水基

∞ 的分布∀

样品 θ θ 的 ∞ 分布同法研究表明十二醇

聚氧乙烯醚的 ∞ 分布符合泊松分布∀

3 5 分子量分布规律的研究

平均聚合度的计算方法 总峰面积! 摩尔百分

数! 摩尔分数≅ ∞ 数 ν 并求总和! 重量百分数∀ θ

的 ∞ 分布表详见表 对应的分布图详见图 ∀
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图 1 ≤ ≤ ≤ 的 ∞ 分布

为证实 ° ≤ 法确定 ∞ 平均数 ν 的准确性 用核磁

法确定的 值分别为 ∀ 可见

° ≤ 与 两种方法测定的 ∞ 平均数基本吻合 而且

与气相色谱法测定的结果 θ 的数据亦吻合∀

由于时间条件的限制 本实验只研究了平均聚合度为

以内的十二醇聚氧乙烯的分布 估计聚合度为 以上的该

类化合物用本法亦能确定 ∞ 分布 但需要进一步深入研

究∀

通过实验 在合成产物的纯化处理方面做了改进 用简

便的薄层色谱法制备标准物 并建立了一个新的测定 ∞ 分

布的液相色谱体系∀这对于检测该类产品质量及应用提供一

种简便快捷的方法∀

收稿日期 2 2

介绍几种微生物检验的有关技术

陈我菊 杭州 浙江省药品检验所

  药品微生物检验是检查药品卫生质量的一种手段∀随着

微生物检验!科研工作的发展 检验设备及技术也发展很快∀

下面列举一些 供同行参考≈ ! ∀

1  分子生物学技术

传统微生物检查主要根据形态培养 生化!血清学检查

动物实验及组织培养等方法进行识别及判定 这些主要观察

整个微生物在不同实验中的表现 运用分子生物学的技术

后 可以洞察微生物微细结构的变化 从而鉴定细菌的型别∀

近年来发展的噬菌体诊断技术已得到广泛的应用 噬菌

体是一类具有严格寄生性和高度特异性的细菌和真菌的病

毒∀ 一种噬菌体只能裂解其相应的一种细菌 故可用于细菌

的鉴定∀比如沙门菌的鉴定∀分离和筛选可用于菌属诊断的

枸 酸杆菌噬菌体 埃希菌属噬菌体 ∞ 枸 酸杆菌2埃

希菌属噬菌体 ≤ ƒ 等噬菌体与沙门菌属 2 噬菌体联合检

测 显著地降低了误检率≈ ∀ 聚合酶链反应 °≤ 技术也是

近几年微生物分子生物学研究的热点≈ ∀它是一种模拟天然

⁄ 复制过程 以三磷酸脱氧核苷酸 ⁄ × ° 为底物 在体

外扩增特异性 ⁄ 片断 扩增产物 可用琼脂糖凝胶电泳或

其他核酸分子杂交技术加以检测∀ 达到了高灵敏度!快速的

效果∀目前国内外药品!饮水!环保!临床鉴定 预防医学正在

广泛应用∀

世纪 年代中期又发展起生物芯片的微生物微量分

析技术∀ 它是将大量的基因探针!基因片断或抗原 抗体 按

特定方式固定的排列在特制的载体 如玻片 上 在特定条件

下与待检样品进行作用 通过精密的扫描仪器进行记录!检

测!分析的一种技术≈ ∀具有取样量少!灵敏度高的特点∀可

以预料 世纪 许多生物化学反应将在芯片上进行∀ 许多

今天以塑料板!凝胶和滤膜为载体的反应将让位给生物芯

片∀

2  物理化学技术

色谱法是一种物理分离手段 它是利用细菌混合物在不

同的固定相与流动相两相中溶解!解析!吸附!脱附 反复多

次得到互相分离 然后采用各种检测手段进行 可将细菌鉴

定到属!种和株∀

高效液相色谱与常规色谱相比 具有分辨率高 分析速

度快 易于操作等优点∀在细菌检验中 如当代的细菌分类鉴

定中 细菌核酸组成的碱基比 ≤ 是一项稳定可靠

的指标 ° ≤ 为此提供了一种直接测定的灵敏快速的方

法∀因为每一种细菌 ⁄ 均有稳定的 ≤ 不同细

菌的 ≤ 含量有所差异 且每一种细菌 ≤

通常是恒定的 不受菌龄!生长条件等各种外界因素的影响∀

≤ 测定在细菌分类鉴定中有较大的应用价值∀例如

双岐杆菌分五个聚类群 十二个亚群 每个亚群均有一个恒

定的 ⁄ ≤ 从而可鉴定到菌株≈ ∀

物 理化学技术中有放射测定法 阻抗测定法

° 及微量生化反应系统∀后者采用多种生化反应系统来

鉴定细菌∀ 现己有商品化的成套产品∀ 常用的 2 ⁄ 系

统! ° 系统主要用于肠杆菌科细菌鉴定 方法简便 达到快

速鉴定的效果∀

3  显微镜技术

显微镜是观察细菌的基本工具 随着科学技术发展 电

子显微镜在物理学!化学!生物学 医药学 冶金!地矿!材料!

农业等学科领域得到广泛的应用∀ 电镜也被称之谓/科学之

眼0 发明者 ∏ 也因此而获得了 年诺贝尔物理奖∀

电子显微镜的电子流波长极短 仅为可见光波长的几万分之

一 约为 故放大倍数很高 可达数十万倍 能分辨

物体∀ 电子显微镜有透射电子显微镜和扫描电子显微

镜∀前者可观察细菌及病毒等的超微结构 也可以照相拍

摄 后者是用电子流对物体表面进行扫描 可更清楚暴露物

体三维空间的立体形象∀特别适用于对细菌表面结构及附件
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