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PyNPase的表达稳定。在基因表达方面, 说明质粒

稳定存在, PyNPase编码基因未丢失。

1 2 6 重组 PyNPase活性的鉴定 将工程菌诱导

培养后,离心收集菌体,加入缓冲液重悬, 冰上超声

破碎细胞, 离心收集上清液, 得到粗酶液。按文

献
[ 4]
方法, 1 m l反应混合液中含有 30 mm ol L

- 1
磷

酸钾盐 ( pH 7. 8)、5 mm o l L
- 1

-巯基乙醇、1 mm o l

L
- 1

EDTA、30 mm o l L
- 1

5- Fu、10 mm ol L
- 1
尿苷及

50 l酶液, 在 50 下保温 30 m in后, 加入 0 1 m l

1 m ol L
- 1

HC l终止反应。转移酶活性通过分析尿

苷转变成 5 - Furd的量来测定。将反应液点于

GF254硅胶板上,用二氯甲烷 -四氢呋喃 ( 4!1)溶剂

系统展开, 在 254 nm 的紫外光下检测尿嘧啶、5 -

Fu、5- Furd及尿苷的斑点。在磷酸盐存在下, 工程

菌粗酶液在第 50代仍具有转化活性,能使 5- Fu转

化为5- Furd。图 4表明,工程菌转化活性稳定。

图 4 P yNPase的转化反应分析

F ig 4 PyNPase transferred reaction

2 讨论

基因工程菌产业化应用的最大障碍在于保存及

培养过程中表现出的传代不稳定性, 体现在重组

DNA分子某一区域发生缺失、重排或修饰, 导致其

表现功能的丧失和整个重组分子从受体细胞中丢

失。解决其遗传不稳定性的有效方法之一是利用载

体质粒上的遗传标记,如氨苄青霉素抗性基因,培养

过程中选择性地抑制丢失重组质粒的细胞生长, 提

高稳定性。重组质粒的稳定性高, 目的基因得到扩

增, 目的基因表达产物含量也高,反之,则失去了意

义。质粒不稳定性大致分为分离和结构的不稳定

性。前者是细胞在分裂时引起的不稳定性, 是质粒

丢失的主要原因;后者是质粒本身结构发生缺失、插

入、重排等引起的不稳定性, 对质粒主要遗传标记丢

失影响较小。文中实验结果表明, PyNPase工程菌

在传代过程中的质粒未发生明显丢失,也未发现质

粒结构不稳定。而且传至 50代次后仍保留重组质

粒, 并保持原代菌种的 Am p抗性、生物学活性及其

他生理特征,表明此工程菌适合于工业化生产。
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D- 10-樟脑磺酸铵 -薄层色谱法拆分普萘洛尔对映体
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摘要: 目的 研究薄层色谱拆分普萘洛尔对映体的新方法。方法 采用 D - 10-樟脑磺酸铵手性离子对试剂 -薄层色谱法,

在硅胶 G F254板上拆分普萘洛尔对映体; 考察展开体系、温度、预饱和时间、pH、手性离子对试剂浓度以及湿度对拆分效果的影

响。结果 最佳分离条件为 D - 10-樟脑磺酸铵溶液 ( 0. 85 mmo l L- 1, pH 8. 0) -二氯甲烷 -甲醇 ( 0 3 1 95 0 75)在 8 

下预饱和 30 m in,样品溶液的 pH 7. 0, 以 1%香草醛浓硫酸溶液显色。结论 所用方法可拆分普萘洛尔。
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Enantioseparation of racem ic Propranolol usingD- 10- camphor ammonium sulphonate by TLC

DONG H a i- y ing, LIANG B ing
﹡

, CHENG De- jun

(D epartmen t of Pharmaceu tical Eng ineering, S ichuan University, Chengdu 610065, China)

Abstrac t: OBJECTIVE T o establish a new m e thod fo r enantioseparation o f racem ic P roprano lo l hydroch lo ride by TLC. METH

OD S The separa tion w as carr ied out on silica ge lG F254 plate, us ing D - 10- cam phor ammon ium sulfonate as ch ira l ion- pair agent

in the m ob ile phase. T he effec ts o f the m ob ile phase, tem pera ture, presa turation time, pH, the concentra tion of ion- pa ir ag ent and

hum idity on sepa ration w ere investiga ted. RESULTS T he optim al sepa ra tion condition w as D - 10 - camphor amm onium su lfonate

( 0 85 mm o l L- 1, pH 8. 0) - dich lorom e thane - m ethano l( 0 3 1 95 0 75) , presatura ted fo r 30 m in at 8 in advance, the pH

o f samp le w as 7. 0, tak ing 1% van illin / sulfur ic ac id as chrom ogen ic ag ent. CONCLUSION Proprano lol enantiom er is successfully

separated in this w ay.
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普萘洛尔是临床上广泛应用的 - 受体阻滞

剂,一直以外消旋体的形式入药。动物实验表明, R

( + )普萘洛尔对受体的阻滞程度比 S ( - )普萘洛

尔约小 100倍,且有避孕作用
[ 1]
。将外消旋普萘洛

尔拆分为半性纯化合物,并作为两种不同药物入药,

可提高普萘洛尔的药品质量。目前, 拆分普萘洛尔

对映体的方法主要有 H PLC和 TLC法
[ 2~ 4]
。文

献
[ 5~ 7]
应用了 D - 10-樟脑磺酸铵拆分了多种对映

体。但未见将其应用于薄层色谱分离普萘洛尔对映

体的报道。为此, 我们在考察了展开剂体系、温度、

预饱和时间、离子对试剂 pH、样品 pH、离子对试剂

浓度以及湿度的基础上, 提出了 D - 10- 樟脑磺酸

铵 -薄层色谱法拆分普萘洛尔对映体的新方法。

1 实验部分

1 1 仪器、试剂和药品

DZF- 6050真空干燥箱 (上海精宏实验设备有

限公司 ) ;数码相机 (日本奥林巴斯 ); 平面色谱数字

图像处理软件 (自制 )。硅胶 GF254 (青岛海洋化工

有限公司 ); D- 10- 樟脑磺酸 (上海华东师范大学

化工厂 )为色谱纯; 羧甲基纤维素钠、浓氨水、甲醇、

二氯甲烷、95%乙醇、香草醛、浓硫酸等均为国产分

析纯。盐酸普萘洛尔片 (湖北华中药业有限公司,

每片 10 mg )。

1 2 方法

1 2 1 溶液的制备 参考文献
[ 8]
方法, 取 10片盐

酸普萘洛尔片 ( 0 711 g) , 置研钵中碾碎。用 20 m l

95%乙醇溶解, 配成 5 m g m l
- 1
的溶液, 超声溶解

1 h, 抽滤,取滤液作为样品溶液。准确称取 98 5 mg

D- 10-樟脑磺酸,溶于 25 m l甲醇中, 滴加浓氨水

调 pH,得到 17 mm o l L
- 1
的 D - 10- 樟脑磺酸铵溶

液,再用甲醇稀释为 0. 85 mm o l L
- 1
。吸取 0 3 m l

至展开缸中,加入 1. 95 m l的二氯甲烷及 0 75 m l的

甲醇,混合, 即得展开剂。取 1. 0 g香草醛溶于 100

m l浓硫酸中,即得显色剂。

1. 2. 2 薄层板的制备 按 12 m l羧甲基纤维素钠

水溶液 ( 5 g L
- 1

)加入 4 g硅胶 GF254的比例配制乳

状液后,在 2. 5 cm ∀ 10 cm的玻板上均匀涂布,厚度

500~ 600 m。室温下晾干, 置烘箱中, 105 ~

110 活化 30~ 60 m in, 取出,置干燥器中备用。

1. 2. 3 实验方法 用点样器吸取约 1. 5 l样品溶

液, 点于已活化的板子上,置干燥器中放置 10 m in。

移取展开剂 3 m l置 8 恒温 1 h的展开缸中, 并放

入点样板。在不接触展开剂的条件下预饱和 30

m in, 展开, 展距 8 cm, 取出, 晾干, 置紫外灯 ( 254

nm )下观察。将板子浸入香草醛硫酸溶液中显色,

照相,用 Pho toshop和平面色谱数字图像软件处理。

1. 3 结果

1. 3. 1 显色方法的选择 盐酸普萘洛尔对映体拆

分后,比较了紫外灯 ( 254 nm )、碘熏和硫酸香草

醛
[ 4]

3种方法显色的结果, 三者均可以显示两个斑

点, 大小、位置一致。但在紫外灯下显示的荧光猝灭

斑点较模糊,照相效果不清晰;碘熏显色的效果不如

硫酸香草醛。因此, 选用硫酸香草醛显色。所现的

两个紫红色斑点显示普萘洛尔对映体获得拆分。

1 3 2 展开体系的选择 以 D - 10 -樟脑磺酸铵

作为流动相中手性离子对添加剂, 分别以不同比例

的丙酮 -二氯甲烷、无水乙醇 -二氯甲烷、正戊醇 -

二氯甲烷、乙酸乙酯 -二氯甲烷、乙酸乙酯 -丙酮 -

二氯甲烷、正丁醇 -二氯甲烷、甲醇 -二氯甲烷、氯

仿 -二氯甲烷等为展开剂进行试验。结果表明, 当

二氯甲烷与甲醇体积比为 2. 6 ( 1 95 0 75)时, 分

离效果最好。

1 3 3 温度及其预饱和时间对拆分的影响 比较

了普萘洛尔在室温 ( 28 )、8 、- 17 拆分时温度

的影响。结果表明,在室温下对映体未得到分离;而
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8 时斑点比较清晰; - 17 时,拖尾较严重,且斑点

大小不一致, 故选择 8 作为展开的最佳温度。进
一步比较普萘洛尔在冰箱 ( 8 )下预饱和 15、30、

45、60、90、120 m in的影响。结果表明普萘洛尔的放

置时间越短,斑点分得越开, 但拖尾较严重; 放置时

间越长, 斑点靠得越近。故选择预饱和时间为 30

m in。

1 3 4 pH对拆分的影响 由于手性离子对添加剂

对分离效果的影响比较大,因此,考察了展开剂中手

性离子对试剂 pH分别为 6. 5、7. 0、7. 5、8. 0、8. 5、

9 0、9. 5、10. 0时, 对普萘洛尔拆分效果的影响。结

果表明展开剂中手性离子对试剂 pH 在 6 5~ 10 0

时,普萘洛尔均能得到拆分。当比较盐酸普萘洛尔

样品溶液 pH分别为 6. 5、7. 0、8. 0对拆分的影响

时, pH 7. 0,两斑点大小基本一致, 故选其作为样品

溶液的 pH值。

1 3 5 手性离子对添加剂浓度对拆分的影响 由

于手性离子对添加剂可与对映体生成非对映异构

体,其浓度变化将影响分离效果。当浓度为 0. 85

mmo l L
- 1
时,两斑点大小一致,均为紫红色, 而浓度

小于 0. 85 mm o l L
- 1
时,两斑点颜色均出现墨绿色;

浓度大于 0. 85 mm o l L
- 1

, 两斑点不匀。故选择

0 85 mm ol L
- 1
。

1 3 6 薄板吸潮对拆分的影响 薄板吸潮的程度

可影响薄板的活性。因此, 将点样并在干燥器中干

燥后的板子分别置空气中暴露 10 s, 5、10、30 m in

后,置展开缸中展开。结果在空气中暴露 10 s的拆

分效果最好,两斑点大小基本一致,均为紫红色。因

此,薄板在空气中暴露的时间越短越好。

1 3 7 色谱的重复性 由 # 1. 3. 1∃ ~ # 1. 3. 6∃项可

知,薄层色谱分离普萘洛尔的最佳条件为 D - 10-

樟脑磺酸铵溶液 ( 0. 85 mm o l L
- 1

, pH 8. 0) -二氯

甲烷 -甲醇 ( 0 3 1 95 0 75), 在冰箱 ( 8 )下预

饱和 30 m in, 样品 pH 7. 0。按此条件, 同时在一个

展开缸中背对背展开两块薄板 ( 5 cm ∀ 10 cm ), 每

块薄板点三个点。经平面色谱数字图象软件处理,

薄板 1峰面积积分值的 RSD 1 = 3 2% , 薄板 2的

RSD 2 = 9. 2%, 两块薄板综合的 RSD = 6. 7%。

1 3 8 盐酸普萘洛尔对映体的分离机理 D - 10-

樟脑磺酸铵和普萘洛尔的结构见图 1。手性识别的

产生是根据 D - 10-樟脑磺酸铵分子与普萘洛尔对

映体分子在空间上的结合, 生成稳定的非对映异构

离子对,而使其在有机流动相和固定相中的分配差

异变大。

D- 10 -樟脑磺酸铵 普萘洛尔

图 1 D- 10樟脑磺酸铵和普萘洛尔的结构式

F ig 1 The structures o f D - 10 - cam phor amm onium sulphona te

and P ropranolol

2 讨论

普萘洛尔对映体在较低温度 ( 8 )下, 以 D -

10-樟脑磺酸铵为手性离子对试剂,在二氯甲烷 /甲

醇的体系中可以得到分离。方法简便、易行,为建立

其对映体的分析方法打下了基础。
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