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高效液相色谱 /化学发光法测定盐酸青藤碱
孙永华, 张琰图, 章竹君

(陕西师范大学 � 化学与材料科学学院, 陕西 � 西安 � 710062)

摘 � 要: 基于盐酸青藤碱对高锰酸钾 -硫代硫酸钠的化学发光的增敏作用, 建立了反相高效液相色谱 ( RP-

HPLC)分离柱后化学发光检测盐酸青藤碱的新方法, 并成功用于血样和尿样中盐酸青藤碱的测定。该方法的

线性范围为 5� 0 � 10- 7 ~ 5� 0 � 10- 5 g /mL, 检出限为 8 � 10- 8 g /mL, 对盐酸青藤碱溶液连续 11次测定的相对标

准偏差为 2�8% 。
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Determ ination of Sinom en ineH ydroch loride by Reversed PhaseH igh Perfor�
m ance L iquid Chrom atography w ith Chem ilum inescence Detection

SUN Yong�hua, ZHANG Yan�tu, ZHANG Zhu�jun

( Co lleg e of Chem istry and M ate rials Sc ience, Shaanx i Norm a lUn iversity, X i an� 710062, Ch ina)

Abstrac:t A m ethod based on the chem ilum inescence reaction o fKM nO4 - N a2 S2O3 - S IN w as deve l�
oped for the determ ination of sinom en ine hydroch loride( S IN ) using reversed phase high perform ance

liqu id perfo rm ance w ith chem ilum inescence detection. The chem ilum inescence intensity is correlated

linearly w ith SIN concen trat ion in the range of 5�0 � 10
- 7

- 5�0 � 10
- 5

g /mL w ith a detection lim it of

8�0 � 10
- 8

g /mL. Its relat ive standard dev iation is 2�8% for 11 m easurem en ts. This m ethod has been

app lied to the determ inat ion of SIN in hum an serum and urine sam p les.

Key words: H igh perfo rm ance liqu id chrom atography; Chem ilum inescence; S inom enine hydrochlo�
ride; Po tassium perm anganate

盐酸青藤碱 ( sinom en ine hydroch lo ride, SIN, 青藤碱的结构式见图 1。)是从植物青风藤 ( S inomenium

sctum Rehd. etW ils)中提取生物碱单体盐酸盐。具有抗炎、免疫抑制、镇痛、降压、抗心率失常等药

理作用, 临床用于治疗类风湿性关节炎等各种风湿病以及心率失常, 取得较好疗效
[ 1]
。已报道的测定

方法有薄层扫描法
[ 2]
、等速电泳法

[ 3]
、毛细管电泳高频电导法

[ 4]
、高效液相色谱法

[ 5]
等。这些方法或

者线性范围不宽, 灵敏度较低, 或者操作繁冗, 检测设备昂贵。化学发光 ( chem ilum inescence, CL)具

有灵敏度高, 线性范围宽、仪器设备简单等特点, 加上高效液相色谱 ( HPLC )的分离特性, 使得

H PLC /CL越来越受到人们的青睐
[ 6]
。化学发光测定盐酸青藤碱也已有报道

[ 7]
, 方法基于生物碱能沉淀

雷氏盐, 导致鲁米诺 -过氧化氢 -雷氏盐体系化学发光强度的降低, 从而实现了青藤碱等的流动注射

化学发光分析方法。方法操作复杂, 也未应用于实际样品的分析。本研究发现在硫酸介质中, 盐酸青

藤碱可极大地增强 KM nO4和 N a2 S2O3的发光; 据此, 建立了 H PLC /CL测定盐酸青藤碱的新方法。

图 1� 青藤碱的结构式
F ig�1� Structure of s inom en ine

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
LC�6A高效液相色谱仪 ( Sh im adzu Japan) , 7125手动进样阀 ( 25 �L),

HL�2恒流泵 (上海青浦沪西仪器厂 ), 过滤器 (大连江申分离科学技术公司 ),

IFFS�A型多功能化学发光检测器、 IFFM �A型化学数据采集系统 (西安瑞迈电

子有限公司 )。甲醇 (色谱纯 ) ( F isher ); 盐酸青藤碱 (陕西省药检
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所 ) ; KM nO4、Na2 S2O3、H 2SO 4均为国产分析纯试剂; 水为去离子石英亚沸蒸馏水; 6�0 � 10
- 2

m ol/L

KM nO 4, 备用; 2�0 � 10
- 2

m o l/L Na2S2O3, 备用; 盐酸青藤碱标准储备液 1�25 m g /mL。

1�2� 色谱条件
NUCLEOSIL 100�5 C18柱 ( 250 � 4�6 mm, 德国 ) ; 流动相: 甲醇 - 水 -三乙胺的体积比为 75 !

25 ! 0�1, 经 0�45 �m滤膜过滤, 超声脱气后使用。流速: 1�0 mL /m in, 进样量: 25 �L。柱温: 室

温。

1�3� 操作步骤
按图 2所示连接各部件。分别将各反应试液、流动相通过相应的管道输入混合池, 待基线平稳后,

进样 25 �L。经色谱分离后待测组分和反应试剂在混合池中混合而发光。记录色谱图, 在线性范围内,

根据峰高定量。

图 2� 高效液相色谱 /化学发光检测系统示意图

F ig� 2� Schem a tic diagram of HPLC /CL de tection system

1. 色谱泵 ( reciprocat ing pum p) ; 2. 六通阀 ( s ixw ay valve);

3. 色谱柱 (H PLC column ) ; 4. 恒流泵 ( peristalt ic pump );

5. 混合池 ( CL flow cell) ; 6. 光电倍增管 ( photomu lt ip lier tube,

PMT) ; 7. 负高压 ( h igh voltage supp ly) ; 8. 计算机 ( com pu ter)

2� 结果与讨论

2�1� 化学发光反应与色谱分离条件的选择
2�1�1� 硫酸浓度对化学发光强度的影响 � 实验比较

了硫酸、磷酸、硝酸对发光反应的影响, 发现在硫酸

介质中, 有最大发光强度。随着硫酸浓度的增大, 化

学发光强度增强。在硫酸浓度超过 2 m o l/L后, 信噪

比降低。本文固定了流动相比例、 KM nO4 浓度、

N a2 S2O3浓度、流速, 以 25�0 m g /L盐酸青藤碱为例,

考察了不同浓度的硫酸 ( 0~ 3 m o l/L )对化学发光反应

的影响。结果表明, 当硫酸浓度为 2 m o l/L时, 有最

大的信噪比。

2�1�2� 硫代硫酸钠浓度对化学发光强度的影响 � 分

别考察了盐酸青藤碱对亚硫酸钠、硫代硫酸钠、过氧

化氢、甲醛与 KM nO4化学发光反应的增敏作用。发

现对 KM nO4 - N a2 S2O3增敏作用最强。在一定浓度范围内, 随着 N a2 S2O 3浓度的升高, 化学发光强度

增强。但 Na2 S2O3浓度增大到一定程度后, 再增大其浓度, 发光强度随之降低。本文固定了流动相比

例、KM nO 4浓度、H2 SO 4浓度、流速, 以 25�0 mg /L盐酸青藤碱为例, 考察了不同浓度 N a2S2O3 ( 1�0

� 10
- 4

~ 1�6 �10
- 3

m o l/L )对该化学发光反应的影响。结果表明, Na2 S2O3浓度为 2�0 � 10
- 4

m o l/L时,

发光强度最大。

2�1�3� 高锰酸钾浓度对化学发光强度的影响 � 实验表明, 在酸性介质中, 随 KM nO 4浓度的增大, 化

学发光强度增强。但 KM nO4浓度增大到一定程度后, 再增大其浓度, 发光强度反而降低。在固定了其

他条件的情况下, 以 25�0 m g /L盐酸青藤碱为例, 考察了不同浓度的 KM nO 4 ( 2�0 � 10
- 4

~ 1�8 � 10
- 3

m o l/L )对发光反应的影响。结果表明, KM nO 4浓度为 6�0 � 10
- 4

m ol/L时, 有最大发光强度。

2�1�4� 化学发光反应试剂的流速的影响 � 在流动注射化学发光分析中, 反应试剂的流速是影响发光

强度的 1个重要因素。在固定 HPLC流动相流速为 1�0 mL /m in及其他条件的情况下, 考察了反应试液

的流速对发光反应的影响。结果表明, 随着 KM nO4 - H 2 SO4溶液和 Na2 S2O3溶液流速的增大, 发光信

号增强, 增大到一定程度后, 噪音也随之变大。综合考虑试剂节省和信噪比两方面的因素, 选择流速

为 4�0 mL /m in。

2�1�5� 反应混合管的设计 � 在其他条件一定的情况下, 柱后洗脱液和发光试剂混合, 发光强度与混

合管的设计有关。实验中将柱后洗脱液与化学发光试剂在 120∀三通处汇合, 并连接一透明螺旋玻璃管

直接置于检测窗口内, 取得了满意的效果
[ 8]
。

2�1�6� 流动相对发光强度的影响 � 实验中发现, 随着甲醇比例的增加, 发光信号增强。兼顾分离度

和灵敏度的要求, 选用甲醇 -水的体积比为 75 !25。加入三乙胺可以有效地抑制峰脱尾, 而且 0�1%
( �)三乙胺对发光几乎没有影响。
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2�2� 线性范围和检出限

在选定的条件下, 盐酸青藤碱在 5�0 � 10
- 7

~ 5�0 � 10
- 5

g /mL范围内与发光强度成良好线性关系。

其回归方程为# I= 6�193  + 1�469 5(  : 样品质量浓度, 10
- 6

g /m L, # I: 相对发光强度, r= 0�999

6)。根据 IUPAC建议, 计算得其检出限 ( 3!)为 8 � 10
- 8

g /m L。对 2�5 m g /L的盐酸青藤碱平行测定 11

次, 得到相对标准偏差 ( RSD)为 2�8% 。
2�3� 样品分析
从陕西师范大学附属医院取 3支人体血清样, 离心分离除去血球后, 储存于冰箱中 ( 4 ∃ )。尿样

适量, 储存于冰箱中 ( 4 ∃ )。

精密量取血样澄清液于塑料试管中, 用移液管分别准确加入盐酸青藤碱, 经除去蛋白后, 定容于

25 mL容量瓶中; 尿样适量于 25 mL容量瓶中, 分别准确加入盐酸青藤碱, 稀释至刻度。测定前用

0�45 �m滤膜过滤。测定结果见表 1和图 3。

表 1� 试样分析结果
Table 1� Analytical results of sam ples

Sam p les
Original

 O / ( �g% mL- 1 )

Added

 A / (�g% mL- 1 )

Found

 F / ( �g% mL- 1 )

Recovery

R /%

Serum 1. 05 2. 50 3. 66 103

1. 05 5. 00 6. 11 101

1. 05 7. 50 8. 38 98

U rine 4. 81 2. 50 7. 02 96

4. 81 5. 00 9. 61 98

4. 81 7. 50 11. 69 95

图 3� 盐酸青藤碱的色谱图
F ig�3� Chrom atogram s of SIN

a. 对照 ( standard sam p le) ; b. 阴性尿样 ( b lank u rine) ; c. 尿样 ( u rine sam p le) ;

d. 阴性血样 ( b lank serum ) ; e. 血样 ( serum sam p le) ; 1. 盐酸青藤碱 ( SIN )
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