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摘要  目的:建立同时测定多烯磷脂酰胆碱混合原料中各磷脂的方法, 并用 3种计算方法测定溶血磷脂酰胆碱 ( LPC)含量。

方法: 采用 L iChrospher 100 D io l- 5色谱柱 ( 125 mm @ 410 mm, 5 Lm ), 流动相 A为正己烷 -异丙醇 -冰醋酸 -三乙胺 ( 81142

B171 00B11 50B01 08), 流动相 B为异丙醇 -纯水 -冰醋酸 -三乙胺 ( 84142B14100B11 50B0108), 梯度洗脱, 流速 11 0 mL#

m in- 1, 柱温 55 e ,用蒸发光散射检测器检测, 漂移管温度 80 e ,雾化气压力 525 Pa, 气体流速 210 L# m in- 1。结果:样品中的

各磷脂均得到较好分离, 3种数据处理方法测定的溶血磷脂酰胆碱含量结果相近。结论:该方法简便准确, 重复性好, 可作为

本品的质量控制方法。
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Abstract Objec tive: To establish amethod to determ ine the four lecith in from m ixture of polyenephosphatidy lcho-

line and determ ine the content of 3- sn- lysophosphat idy lcho line( LPC ) w ith three ca lculat ion methods.M ethods:

L iChrospher 100D iol- 5 column( 125mm @ 410mm, 5 Lm ) w as used. The g radien t e lutionmobile phase consisted

of tw o eluents: solventA w as n - hexane- 2- propanol- g lac ia l acetic ac id- triethy lam ine( 81142B17100B1150B
0108) and so lven tB w as 2- propano l- w ater- glacia l acetic acid- triethy lam ine( 84142B14100B1150B0108) 1The
flow ratew as 110mL# m in

- 1
and the column temperaturew as 55 e . The detectorw as evaporat ive ligh t- scattering

detector( ELSD) w ith temperature of drift tube form easurement 80 e , the f low rate of air 210 L# m in
- 1

and a ir

carrier pressure 525 Pa. Results: A ll of the lec ith in w ere reso luted w e l.l The resu lts o f the three calcu lationm ethods

of LPC had notmuch d ifference. Conclusion: This method is simple, accurate and reproducib le, can be used for the

qua lity contro l of this k ind of samp le.

Key words: ELSD; 3- sn- phosphat idy lcholine( PC) ; 3- sn- lysophosphatidy lcho line( LPC )

磷脂在临床上有多种用途, 主要作为脂肪乳的

乳化剂、脂质体原料及食品添加剂,可用于防治高胆

固醇血症、动脉硬化, 治疗慢性肝炎、肝硬化,能修复

细胞、增强记忆力, 用于神经衰弱、消瘦、贫血等治

疗
[ 1]
。磷脂中磷脂酰胆碱含量的高低是判断磷脂

质量好坏的主要指标, 而磷脂中的溶血磷脂酰胆碱

( LPC )是表面活性较强的物质, LPC含量增多, 致使

红细胞发生进行性的变形和阳离子的通透增多,最

后发生溶血。LPC含量测定被列为磷脂有关物质检

查的重要项目,本文建立了同时测定多烯磷脂酰胆

碱混合原料中各磷脂的方法, 并首次用 3种数据处

理方法测定了 LPC含量。方法简便准确, 重复性

好, 可作为本品的质量控制方法。

1 仪器与试药
W aters高效液相色谱仪 (含 1525型泵及脱气装

置、柱温箱、717型进样器 ) , A lltech ELSD 2000蒸发
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光散射检测器, AE240梅特勒电子天平, M illipore超

纯水机。

对照品磷脂酰胆碱 ( 3 - sn - phosphatidylcho-

line, PC )、LPC、磷脂酰乙醇胺 ( phosphatidy lethano-

lam ine, PE )、磷脂酸 ( phosphatidic acid, PA)均为 S ig-

ma公司产品;正己烷、异丙醇均为色谱纯, 冰醋酸、

三乙胺纯度均为 9919%,均为 J1T1Baker公司产品。
3批多烯磷脂酰胆碱样品由某企业提供。

2 色谱条件

采用 L iChrospher 100 D io l- 5色谱柱 ( 125 mm

@ 410 mm, 5 Lm ); 蒸发光散射检测器检测: 漂移管

温度 80 e ,雾化气压力 525 Pa, 气体流速: 210 L#
m in

- 1
;分析时间: 50 m in; 进样量: 10 LL; 柱温: 55

e ;流速: 110 mL# m in
- 1
, 流动相 A为正己烷 -异

丙醇 -冰醋酸 -三乙胺 ( 81142B17100B1150B0108) ,
流动相 B为异丙醇 - 纯水 - 冰醋酸 - 三乙胺

( 84142B14100B 1150B0108),梯度洗脱, 详见表 1。

表 1 多烯磷脂酰胆碱混合原料的梯度洗脱条件

Tab 1 Grad ient e lu tion cond itions ofm ixture

of polyenephosphatidy lcholine

时间

( time) /m in

流速

( flow ra te) /

mL# m in- 1

流动相 A - B比例

( rate o fmob ile phaseA - B)

0 11 0 95B5

1010 11 0 80B20

2315 11 0 70B30

3010 11 0 0B100

3215 11 0 0B100

3216 11 0 95B5

5010 11 0 95B5

3 试液的配制

溶剂: 正己烷 - 异丙醇 ( 80B20); 磷脂储备液:

取对照品 LPC 75 mg、PA 90 mg、PE 50 mg, 精密称

定,置 100mL量瓶中,加溶剂溶解并稀释至刻度,即

得;对照溶液 ¹ : 精密称取对照品 PC 225 mg, 加入

磷脂储备液 5 mL,置 100mL量瓶中,加溶剂溶解并

稀释至刻度,即得;对照溶液 º : 精密称取对照品 PC

238mg, 加入磷脂储备液 15mL,置 100 mL量瓶中,

加溶剂溶解并稀释至刻度, 即得; 对照溶液 » : 精密

称取对照品 PC 251 mg,加入磷脂储备液 25 mL,置

100mL量瓶中,加溶剂溶解并稀释至刻度, 即得;对

照溶液¼: 精密量取对照溶液 º 和对照溶液 » 各 1

mL,混匀,即得; 对照溶液 ½ : 精密量取对照溶液 ¹
和对照溶液 º各 1 mL,混匀, 即得。对照溶液¾:取

对照溶液¹ 2 mL与溶剂 1 mL,混匀, 即得; 对照溶

液¿ :取对照溶液¹ 1 mL与溶剂 2 mL, 混匀, 即得;

对照品 PC溶液:取对照品 PC适量, 加溶剂 1 mL溶

解, 即得;对照品 LPC溶液: 取对照品 LPC适量, 加

溶剂 1mL溶解,即得;供试品溶液:取多烯磷脂酰胆

碱混合原料约 75 mg,置 25 mL量瓶中,加溶剂溶解

并稀释至刻度,即得。

4 多烯磷脂酰胆碱混合原料中各磷脂的分离

411 分离度试验 取对照溶液 º及供试品溶液, 分
别按色谱条件测定,结果各磷脂峰间最小分离度为

215。见图 1。

图 1 对照溶液 º ( A)及供试品溶液 ( B )的色谱图

F ig 1 Ch romatogram s of standard solution º (A) and sam ple solu tion( B)

1. PA 2. PE 3. PC 4. LPC

412 拖尾因子试验 取对照溶液º ,按色谱条件测

定。结果 PA峰、PE峰、PC峰、LPC峰的拖尾因子分

别为 1107, 0196, 0197, 0180。
413 精密度试验 取对照溶液 º ,重复进样 7次,

按色谱条件测定峰面积。结果 PC及 LPC峰面积的

标准偏差均为 3%。

5 溶血磷脂酰胆碱含量测定

511 标准曲线的绘制 取对照溶液 ¹ ~ ½ , 分别按

色谱条件测定,并制作回归方程。采用 lgY = a lgX +

b( Y为响应值, X 为进样量或样品浓度, a、b为回归

常数 )数学模型得:

lgY= 11392 lgX + 81446 r= 019970
采用二次曲线模型 ( Y= aX

2
+ bX + c)得:

Y= - 1 @ 10- 13
X

2
+ 5 @ 10- 8

X + 010001 r= 019979
进行线性回归得方程:

Y= 210 @ 107X - 416 @103 r= 019976
512 检测限试验 取对照溶液 ¿ , 按色谱条件测

定, 测得 LPC峰高约为基线噪音的 3倍, 对应 LPC

的检测限为 01125 Lg。
513 定量限 取对照溶液 ¹ , 按色谱条件测定, 测
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得 LPC峰高约为基线噪音的 10倍, 对应 LPC的定

量限为 01375 Lg。
514 LPC含量测定结果 取供试品溶液,按色谱条

件测定, 3批样品用 3种数据处理方法计算测定的

结果见表 2。

表 2 3批样品的 LPC含量测定结果 (% )

Tab 2 The con tent resu lts of LPC of three sam p le

批号

( Lot N o1 )
lgY= algX + b Y= aX 2+ bX + c Y= aX + b

1 2 118 115

2 211 118 116

3 119 118 115

6 讨论

ELSD检测最常采用的数学模型是 lgY= a lgX +

b( Y为响应值, X为进样量或样品浓度, a、b为回归

常数 )
[ 2 ]
, 2005年版中国药典中所有品种均采用该

模型,也有的 ELSD检测采用二次曲线模型 ( Y= aX
2

+ bX + c)
[ 3]
,还有的甚至采用线性方程

[ 4 ]
。模型的

选择要根据样品的特性通过绘制物质的随行标准曲

线来加以校正, 并且要经过方法学考察。本文用上

述 3种数据处理模型对 LPC含量进行测定,结果 3

种数学模型 r值均大于 0199,测定结果相近。

本文比较了不同数据处理模型对 LPC含量测

定的影响,建立了使样品中的各磷脂均得到较好分

离的方法,该方法简便、准确, 可用于该产品的质量

控制。
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