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1 前言

硫酸链霉素属抗生素类农用杀菌剂, 其作

用特点是干扰细菌蛋白质的合成及信息核糖核

酸于 30S 核 糖体亚 单位结 合而抑 制肽 链的延

长, 对革兰氏阴性菌和阳性菌均有较好的抑制

作用, 对防治黄瓜细菌性角斑病具有较好的防

治效果。对于硫酸链霉素含量的定量分析 , 国

内农药生产厂家大多采用中国药典中记载的生

物效价法, 有的采用了分光光度法、硫酸钡沉

淀法。生物效价法测定繁琐, 分光光度法不但

测定时间长、杂质也易干扰; 硫酸钡沉淀法选

择性不强。通过对国外文献的检索, 国外药典

( 包括美国药典 29 版、英国药典 2005 版 ) 记

载了采用电导色谱法测定硫酸链霉素含量的方

法。目前我国的农药生产企业在质量控制分析

中电导色谱应用少 , 操作起来不很经济实用。

在此基础上, 通过反复试验摸索和方法验证试

验, 笔者建立了简便易行、容易工业化控制且

常用的液相色谱分析技术, 为该产品的质量检

测提供了可靠的依据。

2 实验部分

2. 1 仪器 Waters 600 液相色谱仪 , 配紫外

可变波长检测器, 工作站。

2. 2 试剂与材料 乙腈 , 优级纯 ; 磷酸钠 ,

分析纯 ; Milli- Q 去离子水 ; 离子对试剂 : 己

烷磺酸钠 ( IPR- B6) , 浓度为 0.25mol/L; 硫酸

链霉素标准品: 每毫克相当于 731 单位 ( 以链

霉素计 ) , 折链霉素含量为 73.1% ( 从中国药

品生物制品检验所购买 ) ; 72%硫酸链霉素可

溶粉剂样品 ( 由石家庄曙光制药厂提供) 。

标准溶液的配制 : 准确称取 0.05g 标准品

于 10mL 容 量 瓶 中 , 再 用 水 溶 解 , 摇 匀 , 备

用; 样品溶液的配制: 准确称取相当于含硫酸

链霉素标样为 0.05g 的样品于 10mL 容量瓶中 ,

再用水溶解, 摇匀, 备用。最后测得的硫酸链

霉素含量以链霉素计。
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图 1 72% 硫酸链霉素可溶粉剂中硫酸

链霉素液相色谱图

图 2 不加离子对试剂硫酸链霉素样品色谱图

2. 3 操 作 条 件 色 谱 柱 : Luna C18 ( 5μm)

250mm×4.6mm 不锈钢柱; 流动相: 乙腈+水=7+

93 ( V/V) , 其中水为 0.005mol/L 磷酸钠水溶液,

并加入 0.005mol/L IPR- B6, 再用磷酸调节水溶

液为 pH=5; 波长 λ=205nm, 进样量 10μL。

3 测定

3. 1 在 2.3 色谱操作条件下测定 72%硫酸链

霉素可溶粉剂中硫酸链霉素含量 ( 以链霉 素

计) , 典型色谱图 ( 图 1) 。

3. 2 直接采用乙腈+水作流动相洗脱 , 不加

离子对试剂得到的硫酸链霉素样品色谱图 ( 图

2) 。

4 结果讨论

4. 1 离子对试剂种类及浓度的选择 硫酸链

霉素在水中完全电离, 为较强的电解质 , 单靠

离子抑制不能在色谱柱上产生足够的保留。通

过向以水为主要洗脱能力的流动相中加入带有

相反电荷的离子对试剂 , 使其 生成 中性络 合

物, 进而在非极性的反相固定相表面疏水缔合

而保留。因此 , 本文选择了弱酸性 IPR- B6 和

IPR- B8 作为 离子对 试剂 , 因 为 IPR- B6 疏 水

缔合、保留时间短 , 且 峰形 尖锐 , 最 后确定

IPR- B6 作为络合试剂。在离子对试剂的浓度

选择上 , 在 0.005～0.02mol/L 之间进行了试验 ,

浓度越大, 出峰时间越快, 峰形愈尖锐。为保

证样品的分离效率, 本文选择 0.005mol/L 作为

离子对试剂的浓度。

4. 2 流动相比例的选择 该方法采用乙腈、

水作为洗脱溶剂。乙腈与水的比例 , 我们采用

梯度洗脱法进行了筛选试验。乙腈比例高, 硫

酸链霉素的流出峰太快 , 与 杂质不 能很好 分

离 ; 乙腈比例低 , 硫酸链霉素的流出峰太慢 ,

峰形易拖尾。最后 , 我们确定乙腈+水=7+93

时为最佳, 主峰与杂质峰分离完全且美观, 分

析时间也适宜。该条件可根据仪器、色谱柱的

型号不同, 选择最佳的分析条件。

4. 3 磷酸钠溶液浓度的选择 本试验也对磷

酸 钠 溶 液 的 浓 度 进 行 了 筛 选 , 在 0.02 ～

0.005mol/L 之间进行了选择。试验表明 , 磷酸

钠溶液的浓度变化对样品的色谱分离影响不明

显, 但浓度过大, 缓冲液离子也有可能与反离

子配对 , 而且对色谱仪器 零部件 的损耗 也较

大, 因此, 该方法中采用了 0.005mol/L 的磷酸

钠浓度作为离子对试剂的匹配浓度。

4. 4 pH 的选择 调节流动相时对 水溶 液的

pH 在 3～7 之间进行了选择 , 对样品的分离影

响不大 , 但过酸对色谱柱的寿命有一定影响 ,

因此该实验中选择 pH 为 5。

4. 5 波长的选择 由于硫酸链霉素的紫外吸

收波长较短, 通过紫外波长扫描得知, 硫酸链

霉素的最大吸收波长为 205nm, 在此波长条件
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下, 溶剂干扰不严重, 因此, 该方法中选择了

λ=205nm 为最佳 吸收波 长。硫酸 链霉素 的紫

外扫描图 ( 图 3) 。

4. 6 峰形的改善 对于硫酸链霉素这种强解

离的电化学物质, 在反相液相色谱操作条件下

洗脱时 , 容易形成脱尾峰。因此 , 通过试验 ,

往流动相中加入少量的三乙胺 , 可减少拖尾 ,

改善峰形 ( 图 4、5) 。

4. 7 采用该方法对已经分解变质的硫酸链霉

素标准品进行了分析, 样品分解前后谱图 ( 图

6、图 7) 。

4. 8 该方法曾对可能带来影响的因素如试剂、

稀硫酸溶液进行了空白分析, 均没有带来分析

干扰 ( 图 8、9) 。

图 3 硫酸链霉素的紫外扫描图 λmax=205nm

图 4 加入拖尾剂后的液相色谱图

图 5 加入拖尾剂前的液相色谱图

图 6 硫酸链霉素标准品分解前
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5 方法验证试验部分

5. 1 待 测 组 分 的 响 应 值 与 浓 度 的 线 性 相 关

性 配制 4 个不同浓度的标样溶液, 每一个浓

度的溶液进 2 针, 以 2 针峰面积平均值为纵坐

标 , 浓度为横坐标 ( mg/mL) , 得硫酸链 霉素

的 标 准 曲 线 方 程 式 为 : y=2.084 9x+0.536 7

( 浓 度 范 围 为 0.7～3.5mg/mL) , 线 性 相 关 系 数

R2 为 0.999 7。 硫 酸 链 霉 素 的 标 准 工 作 曲 线

( 图 10) 。

5. 2 精密度试验结果 采用该标准中所述方

法对 72%硫酸链霉素可溶粉剂的同一个样品 ,

平行测定 5 次, 所得结果。

5. 3 方法准确度测定结果 分别称取 5 个已

知含量的样品, 分别往其中加入一定体积的标

样溶液, 测定回收率结果。

6 结论

6. 1 实验结果表明 , 该方法的准确度和精密

度较高, 线性关系良好, 具有简便、快速、准

确的优点, 符合质量控制分析要求, 是测定硫

酸链霉素含量的可行分析方法之一。

6. 2 该方法使用的流动相中含有无机盐 , 注

意过度洗脱时要用纯水充分冲洗干净。

图 10 硫酸链霉素的标准工作曲线

农 药 分 析

12- -


