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反相 ＨＰＬＣ 法同时测定长春西汀
４ 种异构体

王荣耕∗

(河北科技大学理学院ꎬ河北 石家庄 ０５００１８)

摘要:建立了长春西汀原料和制剂中 ４ 种异构体的液相色谱分析方法ꎮ 采用 ＣＨＩＲＡＬＰＡＫ ＩＧ－３ 手性色谱柱ꎬ用主成分自

身对照法计算异构体质量ꎮ 结果表明ꎬ４ 种长春西汀异构体色谱峰分离良好ꎬ分离度>１􀆰 ５ꎬ专属性和耐用性强ꎬ４ 种长春西汀异

构体色谱峰面积与溶液质量浓度线性关系良好ꎬ检出限分别为 ０􀆰 ３１、０􀆰 ３１、０􀆰 ４５、０􀆰 ４５ ｎｇꎻ定量限分别为 １􀆰 ０４、０􀆰 ７８、１􀆰 ４９、
１􀆰 ５０ ｎｇꎬ相对标准偏差分别为 ２􀆰 ５３％、１􀆰 ８１％、１􀆰 ８２％、２􀆰 ０３％(ｎ ＝ ６)ꎬ异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 样品加标回收率分别为 ９９􀆰 ９％、１０１􀆰 ６％、
１０２􀆰 ０％ꎮ 该方法操作简单、通用性强、测定结果准确ꎬ可用于长春西汀原料及制剂的异构体控制ꎮ
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　 　 长春西汀 ( Ｖｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅ) 的化学名称为乙基

(１３ａＳꎬ１３ｂＳ)－１３ａ－乙基－２ꎬ３ꎬ５ꎬ６－１３ａꎬ１３ｂ 六氢－
１Ｈ－吲哚[３ꎬ２ꎬ１－ｄｅ]吡啶[３ꎬ２ꎬ１－ｉｊ] [１ꎬ５] －二氮

杂萘－１２－羧酸[１]ꎬ是一种吲哚类生物碱ꎬ临床上用

于脑梗死后遗症、脑出血后遗症、脑动脉硬化症等脑

血管疾病引起的记忆障碍、眩晕、头痛、失语、抑郁

症、四肢麻木等[２－５]ꎬ可加速神经功能恢复ꎮ
长春西汀的化学结构中含有 ２ 个手性中心ꎬ由

于刚性环的存在ꎬ存在对映异构和顺反异构现象ꎬ光
学异构体包括长春西汀、对映构体 Ｅ、２ 个非对映异

构体 Ｇ 和 ＦꎬＧ 和 Ｆ 又互为对映异构体ꎬ结构如表 １
所示ꎮ 长春西汀首先是 ２０ 世纪 ７０ 年代由匈牙利吉

瑞(Ｇｅｄｅｏｎ Ｒｉｃｈｔｅｒ)公司研制开发成功ꎬ后授权世界

多家制药公司生产ꎬ在欧美许多国家上市[６]ꎮ 目前

市面上销售的长春西汀原料主要为半合成制备获

得ꎬ其原料和成品制剂标准广泛收录于美国药典、英
国药典、欧洲药典等[７－９]ꎮ 各药典标准均未将异构

体作为杂质定入标准进行控制ꎮ Ｔａｍａｓ 等[１０] 利用

毛细管电泳结合核磁共振的方法对长春西汀

( ｖｉｐｏｃｅｔｉｎｅ )、 长 春 胺 ( Ｖｉｎｃａｍｉｎｅ )、 长 春 蔓 佛 明

(ｖｉｎｃａｄｉｆｆｏｒｍｉｎｅ)进行鉴定ꎻＢｕｌｃｓｕ 等[１１] 利用手性－
ＡＧＰ(α－酸性糖蛋白柱)梯度洗脱技术对长春西汀

异构体进行分离探索ꎬ提出该方法不适合用于测定

长春西汀的光学纯度ꎮ 笔者建立一种反相液相色谱

测定长春西汀异构体的方法ꎬ该方法的通用性良好ꎬ
既可以用于长春西汀原料异构体检测ꎬ也可以用于

长春西汀常见制剂的异构体检测ꎬ为国内外原料和

制剂厂家进行产品质量控制提供参考ꎮ
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表 １　 长春西汀及其异构体

代号 异构体英文名 结构式 ＣＡＳ 号

长春西汀

ＣＩＳ－(４Ｓꎬ１３Ｓ)
　 (４１Ｓꎬ１３ａＳ)￣ｅｔｈｙｌ １３ａ￣ｅｔｈｙｌ￣２ꎬ３ꎬ４１ꎬ５ꎬ６ꎬ１３ａ￣ｈｅｘａｈｙｄｒｏ￣１Ｈ￣ｉｎｄｏｌｏ [３ꎬ２ꎬ１￣ｄｅ]
ｐｙｒｉｄｏ [３ꎬ２ꎬ１￣ｉｊ][１ꎬ５]ｎａｐｈｔｈｙｒｉｄｉｎｅ￣１２￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ

４２９７１－０９－５

对映异构体 Ｅ
ＣＩＳ－(４Ｒꎬ１３Ｒ)

　 (４１Ｒꎬ１３ａＲ)￣ｅｔｈｙｌ １３ａ￣ｅｔｈｙｌ￣２ꎬ３ꎬ４１ꎬ５ꎬ６ꎬ１３ａ￣ｈｅｘａｈｙｄｒｏ￣１Ｈ￣ｉｎｄｏｌｏ [３ꎬ２ꎬ１￣ｄｅ]
ｐｙｒｉｄｏ [３ꎬ２ꎬ１￣ｉｊ][１ꎬ５]ｎａｐｈｔｈｙｒｉｄｉｎｅ￣１２￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ

４２９７１－１２－０

非对应异构体 Ｇ
ＴＲＡＮＳ－(４Ｒꎬ１３Ｓ)

　 (４１Ｒꎬ１３ａＳ)￣ｅｔｈｙｌ １３ａ￣ｅｔｈｙｌ￣２ꎬ３ꎬ４１ꎬ５ꎬ６ꎬ１３ａ￣ｈｅｘａｈｙｄｒｏ￣１Ｈ￣ｉｎｄｏｌｏ [３ꎬ２ꎬ１￣ｄｅ]
ｐｙｒｉｄｏ [３ꎬ２ꎬ１￣ｉｊ][１ꎬ５]ｎａｐｈｔｈｙｒｉｄｉｎｅ￣１２￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ

７７５４９－９４－１

非对映异构体 Ｆ
ＴＲＡＮＳ－４Ｓꎬ１３Ｒ

　 (４１Ｓꎬ１３ａＲ)￣ｅｔｈｙｌ １３ａ￣ｅｔｈｙｌ￣２ꎬ３ꎬ４１ꎬ５ꎬ６ꎬ１３ａ￣ｈｅｘａｈｙｄｒｏ￣１Ｈ￣ｉｎｄｏｌｏ [３ꎬ２ꎬ１￣ｄｅ]
ｐｙｒｉｄｏ [３ꎬ２ꎬ１￣ｉｊ][１ꎬ５]ｎａｐｈｔｈｙｒｉｄｉｎｅ￣１２￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ

８５６４７－４３－４

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 材料

长春 西 汀 对 照 品ꎬ 纯 度 为 ９９􀆰 ４％ꎬ 批 号 为

１００９４７－２０１２０３ꎬ中国食品药品检定研究院生产ꎻ长
春西汀异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇꎬ纯度分别为 ９８􀆰 ２％(批号:
３１６２８)、 ９８􀆰 ９％ ( 批 号: ３１６２６ )、 ９８􀆰 ８％ ( 批 号:
３０４７１)ꎬ北京康派森医药科技有限公司生产ꎻ长春

西汀原料样品ꎬ自制[１２－１３]ꎬ批号分别为 １４０４２３０６、
１４０４２５０６、１４０４２８０６ꎻ长春西汀原料进口样品ꎬ纯度

为 ９９􀆰 ９％ꎬ批号为 ＣＶ / ＣＰ１６０３１５ꎬ西班牙考维克斯

公司生产ꎮ
长春西汀注射液进口样品ꎬ规格为 ２ ｍＬꎬ１０ ｍｇ×

１０ 支ꎬ批号为 Ａ６９０１２Ａꎬ匈牙利吉瑞大药厂生产ꎮ
１􀆰 ２　 仪器与试剂

液相色谱仪ꎬＴｈｅｒｍｏ Ｕ－３０００ 型ꎬ配 Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ
(ｃ) Ｄｉｏｎｅｘ(版本号 ７􀆰 ２􀆰 １􀆰 ５５３７)色谱工作站ꎬ美国

赛默飞世尔科技有限公司(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ)生产ꎻ电
子分析天平ꎬＭＳ１０５ＤＵ 型ꎬ瑞士梅特勒－托利多国际

有限公司(ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ)生产ꎮ
乙腈ꎬ色谱纯ꎬ美国天地有限公司生产ꎻ实验所

用其他试剂均为分析纯ꎻ实验用水为超纯水ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 色谱条件

色谱柱:Ｃｈｉｒａｌｐａｋ ＩＧ－３ 柱[２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ
３ μｍꎬ大赛璐药物手性技术(上海)有限公司生产]ꎻ
流动相:以磷酸盐缓冲液 ∶乙腈(体积比为 ３０ ∶７０)为
流动相ꎬ磷酸盐缓冲溶液由 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的磷酸二氢

铵与 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的磷酸氢二铵等体积混合ꎬ用磷酸

或氢氧化钠溶液调节 ｐＨ 至 ７􀆰 ０ꎻ检测波长:２２０ ｎｍꎻ
流动相流量:０􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温:２５℃ꎻ进样体积:
１０ μＬꎮ
２􀆰 ２　 溶液配制

取长春西汀对照品适量ꎬ加甲醇溶解并稀释制

成质量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ 的溶液ꎬ作为供试品溶

液ꎻ准确量取 １ ｍＬ 长春西汀于 １００ ｍＬ 量瓶中ꎬ用甲

醇稀释至标线ꎬ摇匀ꎬ作为对照溶液ꎻ分别精密称取

长春西汀对照品、异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 对照品各适量ꎬ置
于同一个量瓶中ꎬ加甲醇溶解并稀释制成长春西汀、
异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 质量浓度均为 ０􀆰 ０１ ｍｇ / ｍＬ 的溶液ꎬ
作为系统适用性溶液ꎻ取异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 对照品适

量ꎬ加甲醇溶解并稀释制成含异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 均为

２ μｇ / ｍＬ 的混合溶液ꎬ摇匀ꎬ作为混合对照品溶液ꎮ
２􀆰 ３　 含量测定

准确量取系统适用性溶液 １０ μＬꎬ注入液相色

谱仪ꎬ记录色谱图ꎮ 结果表明ꎬ长春西汀、异构体 Ｅ、
Ｆ、Ｇ 依次流出ꎬ相邻的 ２ 个色谱峰分离度应符合要

求ꎻ再准确量取对照溶液 １０ μＬꎬ注入液相色谱仪ꎬ
调节检测灵敏度ꎬ使主成分色谱峰的峰高约为满量

程的 １０％~２５％ꎻ最后准确量取供试品溶液和对照

溶液各 １０ μＬꎬ分别注入液相色谱仪ꎬ记录色谱图ꎬ
以自身对照法计算异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 的含量ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 手性色谱柱及其分离原理[１４－１５]

Ｃｈｉｒａｌｐａｋ ＩＧ－３ 手性色谱柱的填料为硅胶表面

共价键合直链淀粉－三(３－氯－５－甲基苯基氨基甲酸

􀅰０４２􀅰
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酯)ꎬ具有手性ꎬ如图 １ 所示ꎮ

图 １　 手性色谱柱组成示意图

ＣＨＩＲＡＬＰＡＫ ＩＧ－３ 手性柱的硅胶表面键合了

直链淀粉－３－氯－５－甲基苯基氨基甲酸酯ꎬ其主要的

手性作用点是羰基或氨基甲酸酯ꎬ具有极性基团的

外消旋化合物可以与氨基甲酸酯部位通过氢键相互

作用而达到手性识别ꎮ 长春西汀及各异构体分子中

羰基、杂环氮原子可与固定相上的 ＮＨ 之间形成氢

键ꎬ也可与固定相上的羰基发生偶极－偶极作用ꎬ同
时ꎬ长春西汀结构中的苯环与固定相的苯环之间存

在 π－π 作用ꎬ这些分子间作用力的特殊性是固定相

与长春西汀及其异构体的主要识别依据ꎮ 另外ꎬ固
定相上苯基部分包含吸电子的氯原子ꎬ长春西汀及

各异构体分子中有供电子的乙基ꎬ也会提高手性识

别能力ꎮ 同时ꎬ流动相成分乙腈分子中的氮含有孤

对电子ꎬ能与长春西汀及其异构体分子间形成氢键ꎬ
当降低流动相中的有机相比例时ꎬ长春西汀及其各

异构体与流动相间的氢键作用力减弱ꎬ与固定相之

间的氢键作用力增强ꎬ从而导致各物质在色谱柱上

的保留增强ꎬ分离效果得到改善ꎮ
３􀆰 ２　 专属性试验

取系统适用性溶液、混合对照品溶液、供试品溶

液及空白溶剂(甲醇)各适量ꎬ按 １􀆰 ２ 色谱条件分别

进样ꎬ记录色谱图ꎮ 结果空白无干扰ꎬ长春西汀及异

构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 分离良好ꎬ分离度>１􀆰 ５ꎬ长春西汀、异构

体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 的保留时间分别为 １４􀆰 ４２、１６􀆰 １０、２０􀆰 ２９、
２３􀆰 ４８ ｍｉｎꎬ理论塔板数(每米) 分别为 ２５ ３２７、２８
２６９、８ ５６２、１０ ９３０ꎬ色谱峰形均良好ꎬ系统适用性溶

液连续进样 ５ 次ꎬ各成分色谱峰面积相对标准偏差

　 　 　 　 　 　 　

１—长春西汀ꎻ２—异构体 Ｅꎻ３—异构体 Ｆꎻ４—异构体 Ｇ

图 ２　 系统适用性溶液色谱图

不大于 ２􀆰 ００％ꎬ符合规定ꎮ 系统适用性溶液的色谱

图如图 ２ 所示ꎮ
３􀆰 ３　 线性关系考察

精密称取长春西汀对照品、异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 对照

品适量ꎬ用甲醇溶解并定量稀释成含 ４ 种成分的质

量浓度分别为 ０􀆰 １、０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０、３􀆰 ０、４􀆰 ０ μｇ / ｍＬ 的

溶液ꎬ按 １􀆰 ２ 中所述的色谱条件进行分析ꎬ以待测物

质量质量浓度( ｘꎬμｇ / ｍＬ) 为横坐标ꎬ色谱峰面积

(ｙ)为纵坐标ꎬ进行线性回归ꎬ各成分线性方程如表

２ 所示ꎮ 由表 ２ 可以看出ꎬ４ 种长春西汀异构体在各

自进样浓度范围内与色谱峰面积线性关系良好ꎮ
表 ２　 长春西汀及其 ３ 种异构体的线性关系

组分 线性方程 相关系数 ｒ
线性范围 /

(μｇ􀅰ｍＬ－１)

长春西汀 ｙ＝ １􀆰 ５３０ｘ＋０􀆰 ０４１ ０􀆰 ９９９６ ０􀆰 ０９８~３􀆰 ９２８

异构体 Ｅ ｙ＝ １􀆰 ５４６ｘ－０􀆰 ００４ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 １０５~４􀆰 １８７

异构体 Ｆ ｙ＝ １􀆰 ５２７ｘ－０􀆰 ００９ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ０９９~３􀆰 ９４０

异构体 Ｇ ｙ＝ １􀆰 ５８９ｘ－０􀆰 ０１０ ０􀆰 ９９９９ ０􀆰 ０９９~３􀆰 ９６０

３􀆰 ４　 检出限和定量限

精密称取长春西汀对照品、异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 对照

品各适量ꎬ分别用甲醇逐步定量稀释至一定浓度ꎬ摇
匀ꎬ准确量取 １０ μＬꎬ注入液相色谱仪ꎬ记录色谱图ꎮ
各成分色谱峰高与基线噪音比约为 １０ ∶１的溶液浓

度即为定量限ꎻ将溶液不断稀释ꎬ连续进样 ６ 次ꎬ记
录色谱图ꎻ色谱峰高与基线噪音比约为 ３ ∶１的溶液

浓度即为检出限ꎮ 结果表明ꎬ４ 种长春西汀异构体

的定量限分别为 １􀆰 ０４、０􀆰 ７８、１􀆰 ４９、１􀆰 ５０ ｎｇꎬ检出限

分别为 ０􀆰 ３１、０􀆰 ３１、０􀆰 ４５、０􀆰 ４５ ｎｇꎮ
３􀆰 ５　 精密度试验

取长春西汀及其异构体对照品各适量ꎬ配制含

长春西汀质量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ、含异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ
质量浓度均为 ２ μｇ / ｍＬ 的混合溶液ꎬ按 １􀆰 ２ 中所述

　 　 　 　 　 　 　 表 ３　 精密度试验结果

组分
色谱峰面积

测定值 平均值

ＲＳＤ /
％

长春西汀 ２８７􀆰 ６３３９ꎬ２９７􀆰 ０８２５ꎬ２９７􀆰 １９８３ꎬ
３１０􀆰 ４４０８ꎬ２９５􀆰 ７４２９ꎬ２９３􀆰 ４９８９

２９６􀆰 ９３２９ ２􀆰 ５３

异构体 Ｅ ３􀆰 １１８７ꎬ３􀆰 １９９１ꎬ３􀆰 １８３５ꎬ３􀆰 ２９４８ꎬ
３􀆰 １９４７ꎬ３􀆰 １７１６

３􀆰 １９３７ １􀆰 ８１

异构体 Ｆ ２􀆰 ９４４８ꎬ２􀆰 ９９３９ꎬ２􀆰 ９３７９ꎬ３􀆰 ０８０９ꎬ
２􀆰 ９５３２ꎬ２􀆰 ９７１７

２􀆰 ９８０４ １􀆰 ８２

异构体 Ｇ ２􀆰 ９５４０ꎬ３􀆰 ０５２６ꎬ３􀆰 ０９２９ꎬ３􀆰 １２５７ꎬ
３􀆰 ０７３５ꎬ３􀆰 ０４７２

３􀆰 ０５７７ ２􀆰 ０３
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的色谱条件重复进样 ６ 次ꎬ记录各组分对应色谱峰

的峰面积ꎬ测定数据如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ
４ 种长春西汀异构体色谱峰面积测定结果的相对标

准偏差分别为 ２􀆰 ５３％、１􀆰 ８１％、１􀆰 ８２％、２􀆰 ０３％ꎬ表明

该法精密度良好ꎮ
３􀆰 ６　 加标回收试验

精密称取适量长春西汀对照品 ９ 份ꎬ分别加入

一定量的异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 对照品储备液ꎬ用甲醇溶

解ꎬ定容ꎬ稀释制成含长春西汀 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍＬ、异构体

Ｅ、Ｆ、Ｇ 低中高浓度(１􀆰 ６、２、２􀆰 ４ ｇ / ｍＬ)的溶液各 ３
份ꎬ共 ９ 份ꎬ按 １􀆰 ２ 中所述的色谱条件进样分析ꎬ记
录色谱图ꎬ以色谱峰面积外标法计算回收量ꎬ并计算

回收率ꎬ相关数据如表 ４ 所示ꎮ 由表 ４ 可以看出ꎬ长
春西汀异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 的平均回收率分别为 ９９􀆰 ９％、
１０１􀆰 ６％、１０２􀆰 ０％ꎬ表明本方法测定结果准确度高、
方法可行ꎮ

表 ４　 加标回收试验结果

组分
加标量 /

ｇ
测得值 / ｇ

回收率 /
％

平均

回收率 / ％

异构体 Ｅ ４０􀆰 ３４ ４０􀆰 ００ꎬ４０􀆰 ４１ꎬ４０􀆰 ５３ ９９􀆰 ９３ ９９􀆰 ９

　 ５０􀆰 ４３ ５１􀆰 ３０ꎬ５０􀆰 ０７ꎬ５０􀆰 ５０ １００􀆰 ３９ 　

　 ６０􀆰 ５１ ６０􀆰 ４０ꎬ６０􀆰 ４１ꎬ６０􀆰 ３１ ９９􀆰 ７７ 　

异构体 Ｆ ３８􀆰 ９３ ３９􀆰 ６９ꎬ３９􀆰 ８２ꎬ３９􀆰 １０ １０１􀆰 ５６ １０１􀆰 ６

　 ４８􀆰 ６６ ４９􀆰 ０８ꎬ４９􀆰 ７７ꎬ４９􀆰 ３７ １０１􀆰 ５３ 　

　 ５８􀆰 ３９ ５６􀆰 １０ꎬ５９􀆰 １１ꎬ５７􀆰 ３８ ９８􀆰 ５３ 　

异构体 Ｇ ３９􀆰 ０９ ３９􀆰 ８１ꎬ３９􀆰 １６ꎬ４０􀆰 ６８ １０２􀆰 ０３ １０２􀆰 ０

　 ４８􀆰 ８６ ５０􀆰 ６４ꎬ４８􀆰 ０７ꎬ４９􀆰 ２１ １００􀆰 ９１ 　

　 ５８􀆰 ６３ ５９􀆰 ５０ꎬ５８􀆰 ６７ꎬ５９􀆰 ６３ １０１􀆰 ０９ 　

３􀆰 ７　 耐用性试验

配制 １ 份混合溶液ꎬ其中含长春西汀 ２００ μｇ / ｍＬ、
异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 均为 ２ μｇ / ｍＬꎬ摇匀ꎬ改变流动相流

速、柱温、检测波长、流动相比例、流动相水相的 ｐＨ
及更换检测仪器ꎬ评估测定条件有小的变动及仪器

变更对测定结果的影响ꎬ相应变动情况如表 ５ 所示ꎮ
表 ５　 耐用性试验条件变动范围

色谱参数 优化条件 变动条件

检测波长 / ｎｍ ２２０ ２１８ꎬ２２２

流动相 Ｖ(乙腈) ∶Ｖ(水) ７０ ∶３０ ７３ ∶２７ꎬ６７ ∶３３

流动相流量 / (ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１) ０􀆰 ５ ０􀆰 ４ꎬ０􀆰 ６

流动相 ｐＨ ７􀆰 ０ ６􀆰 ８ꎬ７􀆰 ２

柱温 / ℃ ２５ ２３ꎬ２７

色谱仪 赛默飞 Ｕ３０００ Ａ 型 赛默飞 Ｕ３０００ Ｂ 型

　 　 结果表明ꎬ改变柱温、流速、流动相比例、色谱柱

等检测条件ꎬ各组分测定结果均没有明显变化ꎬ各组

分色谱峰分离度均符合要求ꎬ说明色谱条件中流动

相的流速、柱温、流动相比例等发生较小的变化或更

换色谱仪等对长春西汀异构体的检测无影响ꎮ
３􀆰 ８　 稳定性试验

取耐用性试验中的混合溶液作为稳定性试验供

试品溶液ꎬ将该溶液室温放置进行稳定性考察ꎬ分别

在 ０、４、８、１２、２４、４８、７８ ｈ 取 １０ μＬ 注入液相色谱

仪ꎬ记录色谱图ꎮ 结果表明ꎬ混合溶液在 ７８ ｈ 内ꎬ主
成分长春西汀及异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 色谱峰面积的相对

标准偏差均小于 ２􀆰 ００％ꎬ且无新的杂质出现ꎬ符合

规定ꎬ表明溶液稳定性良好ꎮ
３􀆰 ９　 样品测定

取长春西汀自制原料 ３ 批、进口原料 １ 批、进口

长春西汀注射液 １ 批ꎬ按 １􀆰 ３ 中所述的方法制备供

试品溶液ꎬ按 １􀆰 ２ 中所述的色谱条件进行测定ꎬ记录

色谱图ꎬ按自身对照法计算异构体质量分数ꎬ结果如

表 ６ 所示ꎮ 由表 ６ 可以看出ꎬ进口长春西汀原料、进
口长春西汀注射液、自制长春西汀样品中均未检查

出异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇꎮ
表 ６　 样品测定结果

样品名称 批号
异构体质量分数 / ％

Ｅ Ｆ Ｇ

自制长春西汀　 　 　 １４０４２３０６ 未检出 未检出 未检出

自制长春西汀　 　 　 １４０４２５０６ 未检出 未检出 未检出

自制长春西汀　 　 　 １４０４２８０６ 未检出 未检出 未检出

进口长春西汀　 　 　 ＣＶ / ＣＰ１６０３１５ 未检出 未检出 未检出

进口长春西汀注射液 Ａ６９０１２Ａ 未检出 未检出 未检出

４　 结论

建立了长春西汀异构体的反相 ＨＰＬＣ 定量分析

方法ꎮ 长春西汀、异构体 Ｅ、Ｆ、Ｇ 峰分离良好ꎬ专属

性和耐用性强ꎬ该方法简单、准确、方便、通用性强ꎬ
可以同时测定 ４ 种长春西汀异构体ꎬ既适用于原料

检测ꎬ又适用于制剂检测ꎬ可用于长春西汀原料及制

剂的质量控制ꎬ为原料和制剂厂家提供技术依据ꎮ
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立公司生产ꎻＪＥＭ－２１００ 高分辨率透射电子显微镜ꎬ
日本电子公司生产ꎻＤＺＦ－３００ 数显真空干燥箱ꎬ郑
州长城科工贸有限公司生产ꎻ８５－１ 恒温磁力搅拌

器ꎬ常州国华电器有限公司生产ꎻＺＦ３ 紫外分析仪ꎬ
巩义市昙花仪器有限公司生产ꎻｐＨＳ－２３ 计ꎬ上海弘

仪器有限公司生产ꎮ
实验试剂:苦味酸(２ꎬ４ꎬ６－三硝基苯酚)、硝酸

银(ＡｇＮＯ３)、ＮꎬＮ－二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)、氢氧化

钠(ＮａＯＨ)、磷酸氢二钠(Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ)、磷酸

二氢钠(ＮａＨ２ＰＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ)、硫酸奎宁苯酚、２ꎬ４－二
硝基苯酚、对硝基苯酚、邻硝基苯酚、硝基苯、硝基

甲烷、苯甲醛、苯胺等有机试剂ꎬ成都科龙试剂公

司生产ꎮ
１􀆰 ２　 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓ 的合成

在文献[２６－２７] 和课题组之前的研究基础上ꎬ
用 ＤＭＦ 作还原剂和稳定剂ꎬ高温回流合成荧光

ＤＭＦ－ＡｇＮＣｓꎮ 具体合成方法如下:三颈烧瓶中加入

１５０ ｍＬ ＤＭＦ 溶液ꎬ 油浴预热到 １４０℃ꎬ 再加入

１５０ μＬ(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ)ＡｇＮＯ３ 溶液ꎬ于 １４０℃油浴搅拌

反应 ６ ｈꎬ搅拌冷却到室温ꎬ得到淡黄色 ＤＭＦ－ＡｇＮＣｓ
溶液ꎬ暗处放置以备用ꎮ
１􀆰 ３　 苦味酸 ＰＡ 的检测

将一定体积的 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓ 溶液稀释 １０ 倍ꎬ取
５ ｍＬ 离心管ꎬ分别加入稀释的 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓ 溶液、
ＰＡ 溶液 １ ｍＬ(不同浓度)ꎬ用 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 的 ＰＢ 缓冲

溶液稀释定容到 ５ ｍＬꎬ混合均匀ꎮ 室温下反应

１０ ｍｉｎꎬ测量荧光强度 Ｆꎬ同时做空白实验得荧光强

度 Ｆ０ꎮ
１􀆰 ４　 实际水样中苦味酸的检测

由于采用的是河水水样ꎬ需要用滤膜进行过滤

处理ꎬ以除去一些颗粒或微生物ꎮ 取 １ ｍＬ 稀释 １０
倍的 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓ 原溶液加入到 ５ ｍＬ 的离心管中ꎬ
加入 １ ｍＬ 水样ꎬ再分别加入不同浓度的 ＰＡ 溶液ꎬ
用 ｐＨ＝ ７􀆰 ０ 的 ＰＢ 缓冲溶液稀释定容到 ４ ｍＬꎬ混合

均匀ꎬ室温下反应 １０ ｍｉｎꎬ测其荧光强度 Ｆꎬ同时做

空白实验得荧光强度 Ｆ０ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 银纳米簇的表征

用 ＤＭＦ 作还原剂和稳定剂ꎬ高温回流合成了

ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓꎮ ＤＭＦ 中含有疏水性甲基(—ＣＨ３)以

及与 Ａｇ＋有着高亲和性的羧基(—ＣＯＯＨ)ꎬ可以稳

定银纳米簇ꎬ防止团聚形成大的银纳米颗粒ꎬ从而制

得荧光 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓ[２７]ꎮ 在加热过程中ꎬＤＭＦ 首先

将 ＡｇＮＯ３ 还原成 Ａｇ( Ｉ)ꎬ继而逐步还原成 Ａｇ(０)ꎬ
最后再慢慢形成 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓꎬ与此同时ꎬ溶液颜色

也由无色变为浅黄色继而变为黄色[２８]ꎮ
稀释 １０ 倍的 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓ 样品的荧光激发光

谱和发射光谱如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可以看出ꎬλＥＸ ＝
３１５ ｎｍꎬλＥＭ ＝ ４４３ ｎｍꎮ 制备的 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓ 溶液

　 　 　 　 　 　 　

１—激发光谱ꎻ２—发射光谱

图 １　 ＤＭＦ / ＡｇＮＣｓ 的荧光激发光谱和发射光谱
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