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高效液相色谱法测定Ｄ型丝氨酸的含量

于荣华，谭娇颖，乔　浩，刘存礼，于文涛，韦　萍
（南京工业大学 生物与制药工程学院，南京２１０００９）

摘　要：提出了毋需柱前衍生化处理的高效液相色谱直接测定Ｄ型丝氨酸含量的方法。以ｐＨ
１．０的高氯酸溶液为流动相，流量为０．３ｍＬ·ｍｉｎ－１，Ｄａｉｃｅｌ　ＣＲＯＷＮＰＡＫ　ＣＲ（＋）色谱柱
（４ｍｍ×１５０ｍｍ）进行分离，柱温０℃。采用１７０Ｕ紫外检测器，检测波长为２００ｎｍ，Ｄ－丝氨酸及
其主要杂质Ｌ－丝氨酸在１０ｍｉｎ内完全分离，分离度为２．０９，其中Ｄ－丝氨酸的质量浓度在１．００～
１０．００ｇ·Ｌ－１范围内呈线性。方法的检出限（３Ｓ／Ｎ）为０．２０ｇ·Ｌ－１，回收率在９３．４％～９５．７％之
间，相对标准偏差（ｎ＝６）在３．２％～３．６％之间。
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　　Ｄ－丝氨酸（Ｄ－ｓｅｒ）作为一种重要的手性氨基酸，

是治疗耐药性肺结核及癫病新药的重要中间体。近
年来研究发现Ｄ－丝氨酸不仅是一种重要的胶质细
胞递质［１－２］，而且还可能参与了老年痴呆和精神分裂

症的发病机制［４－５］。

目前检测丝氨酸的主要方法有铬变酸比色
法［６］、Ｂｅｃｋｍａｎ毛细管电泳法［７］、离子交换柱层析

法［８］、薄层层析法［９］及高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［１０］
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作者简介：于荣华（１９６１－），男，江苏南京人，高级工程师，主要

　从事海因类化合物等项目的开发及产业化工作。

等。文献报道中关于 ＨＰＬＣ检测丝氨酸的方法，多
采用柱前衍生化方法，该法衍生后会产生多种衍生
化合物，给色谱分离带来困难。本工作用 ＨＰＬＣ测
定Ｄ－ｓｅｒ，样品不需要进行前处理，直接进样，不仅操
作简便，可以快速分离Ｄ－ｓｅｒ及其主要杂质Ｌ－丝氨
酸（Ｌ－ｓｅｒ），并测定其含量。

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

Ｄｉｏｎｅｘ高效液相色谱仪，包括 Ｐ６８０四元泵，

１７０Ｕ紫外检测器。

Ｄ－ｓｅｒ标 准 储 备 溶 液：称 取 Ｄ－ｓｅｒ 标 准 品
·４８１１·



于荣华等：高效液相色谱法测定Ｄ型丝氨酸的含量

１．０００　０ｇ置于１００ｍＬ容量瓶中，用ｐＨ　１．０的高氯
酸溶液超声溶解后并定容，此溶液质量浓度为

１０．０００ｇ·Ｌ－１，４℃保存。

Ｌ－ｓｅｒ标 准 储 备 溶 液：称 取 Ｌ－ｓｅｒ 标 准 品

０．４０００ｇ置于１００ｍＬ容量瓶中，用ｐＨ　１．０的高氯
酸溶液超声溶解后并定容，此溶液质量浓度为

４．０００ｇ·Ｌ－１。４℃保存，用时稀释成所需浓度。

Ｄ－ｓｅｒ、Ｌ－ｓｅｒ、高氯酸均为分析纯；试验用水为
重蒸水，所配制溶液均需经０．２２μｍ 微孔滤膜
过滤。

１．２　色谱工作条件

Ｄａｉｃｅｌ　ＣＲＯＷＮＰＡＫ　ＣＲ（＋）色谱柱（４ｍｍ×
１５０ｍｍ），柱温为０℃，流动相为ｐＨ　１．０的高氯酸
溶液，流量为０．３ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样体积２０μＬ，检
测波长为２００ｎｍ。

１．３　试验方法
称取Ｄ－ｓｅｒ试样０．４００　０ｇ，置于１００ｍＬ容量

瓶中，加ｐＨ　１．０的高氯酸溶液超声溶解后并定容，

此溶液的质量浓度为４．０００ｇ·Ｌ－１。在色谱工作
条件下进样测定。

２　结果与讨论

２．１　检测波长的选择
按试验方法对Ｄ－ｓｅｒ、Ｌ－ｓｅｒ分别进行全波长扫

描，紫外扫描图谱见图１，结果表明：Ｄ－ｓｅｒ、Ｌ－ｓｅｒ均
在波长２００ｎｍ处有较大吸收，试验选择检测波长
为２００ｎｍ。

图１　Ｄ－ｓｅｒ、Ｌ－ｓｅｒ紫外扫描光谱图

Ｆｉｇ．１　ＵＶ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ｄ－ｓｅｒｉｎｅ　ａｎｄ　Ｌ－ｓｅｒｉｎｅ

２．２　流动相流量、柱温的选择
考察了流动相对柱效的影响。结果表明：当流

动相流量为０．３ｍＬ·ｍｉｎ－１时，可达到快速分离而
不影响柱效的效果。柱温升高，分离度降低，试验选
择柱温为０℃。

２．３　色谱图
在色谱条件下Ｄ－ｓｅｒ和Ｌ－ｓｅｒ在１０ｍｉｎ内达到

基线分离，其分离度为２．０９，标准品的色谱图见
图２。

图２　Ｄ－ｓｅｒ和Ｌ－ｓｅｒ标准品的色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ｏｆ　Ｄ－ｓｅｒ　ａｎｄ　Ｌ－ｓｅｒ

２．４　工作曲线和检出限
移取１０．０００ｇ·Ｌ－１　Ｄ－ｓｅｒ标准储备溶液１．００，

２．００，３．００，４．００，５．００，６．００，７．００，８．００，９．００，

１０．００ｍＬ分别置于１０ｍＬ容量瓶中，用流动相定
容，摇匀，得到１．００，２．００，３．００，４．００，５．００，６．００，

７．００，８．００，９．００，１０．００ｇ·Ｌ－１　Ｄ－ｓｅｒ标准溶液系
列，过滤，在色谱工作条件下进行测定，Ｄ－ｓｅｒ的质
量浓度在１．００～１０．００ｇ·Ｌ－１范围内与峰面积呈
线性关系，其线性回归方程为ｙ＝２２．８８７ρ＋１．４０８，
相关系数为０．９９９　５。方法的检出限（３Ｓ／Ｎ）为

０．２ｇ·Ｌ－１。

２．５　稳定性试验
将４．００ｇ·Ｌ－１　Ｄ－ｓｅｒ标准溶液，在色谱工作条

件下，同一日内，分别于制备后０，１，２，３，４，５ｈ依次
进样测定，６次测定结果的相对标准偏差为２．２％，
试验结果表明：样品溶液在５ｈ内基本稳定。

２．６　样品的定性分析
将样品Ｄ－ｓｅｒ用流动相溶解并稀释，在色谱条

件下进样分析后，往上述样品溶液中加入适量的

Ｄ－ｓｅｒ标准溶液，按同样的方法进行色谱分离，比较
加标前和加标后的色谱图，可以看出：Ｄ－ｓｅｒ峰高和
峰面积发生了变化，而其他均未发生变化，因此，可
定性确定样品中主要物质为Ｄ－ｓｅｒ。

２．７　回收试验
移取 Ｄ－ｓｅｒ样品３份，加入３个浓度水平的

Ｄ－ｓｅｒ标准，按试验方法进行加标回收试验，回收率
结果见表１。

建立了高效液相色谱法测定 Ｄ－ｓｅｒ含量的方
法，通过试验优化了色谱条件，达到了比较理想的结

（下转第１１８８页）
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谢明明等：氢化物发生－原子荧光光谱法测定钼粉及钼制品中铋和锑

表１　线性回归方程、相关系数和检出限

Ｔａｂ．１　Ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ，

ａｎｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｓ

元素 线性回归方程 相关系数
检出限

ρ／（μｇ·Ｌ－１）

Ｂｉ　 ｙ＝３８．４０８ρ＋４１．２９６　 ０．９９９　９　 ０．１３

Ｓｂ　 ｙ＝３６．４９２ρ－１１．１０８　 ０．９９９　８　 ０．０３

２．７　回收试验
按试验方法对样品处理后进行测定，并做加标

回收试验，结果见表２。

表２　样品分析及回收试验结果

Ｔａｂ．２　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅｓ　ａｎｄ

ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ

样品

测定值

ρ／（μｇ·Ｌ－１）
加标量

ρ／（μｇ·Ｌ－１）
测得总量

ρ／μｇ·Ｌ－１）
回收率
／％

Ｂｉ　 Ｓｂ　 Ｂｉ　 Ｓｂ　 Ｂｉ　 Ｓｂ　 Ｂｉ　 Ｓｂ

钼制品１　０．２８　５．０６　１０．００　１０．００　９．４１　１４．４６　９１．３　９４．０

钼粉１　 ０．２１　４．０３　２０．００　２０．００　１８．８７　２４．２２　９３．３　１０１．０

钼制品２　０．２３　３．６４　３０．００　３０．００　２８．９５　３５．３０　９５．７　１０５．５

钼粉２　 ０．１８　２．９７　５０．００　５０．００　４６．５４　５３．２７　９２．７　１００．６

２．８　样品分析
称取一定量ＹＳＳ　００３－９６系列氧化钼光谱标准

样品，按试验方法进行测定，结果见表３。

表３　标准样品中铋和锑的测定结果

Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｄｅｔ′ｎ．ｏｆ　Ｂｉ　ａｎｄ　Ｓｂ　ｉｎ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓａｍｐｌｅｓ

样品
认定值ｗ／％ 测定值ｗ／％

Ｂｉ　 Ｓｂ　 Ｂｉ　 Ｓｂ

１＃ ０．０００　０９２　 ０．０００　１８　 ０．０００　０９５　 ０．０００　１９

２＃ ０．０００　２５　 ０．０００　４５　 ０．０００　２４　 ０．０００　４６

３＃ ０．０００　６４　 ０．００１　２　 ０．０００　６４　 ０．００１　２

采用氢化物发生－原子荧光光谱法测定钼粉及
其钼制品中铋和锑，具有检出限低，灵敏度高，重现
性好和干扰少等特点。试验表明：方法简单，无需分
离基体，精密度、回收率及检出限均能够满足钼粉及
其钼制品的分析要求。
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表１　回收试验结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｅｓｔ　ｆｏｒ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ

测定值

ρ／（ｇ·Ｌ－１）
标准加入量

ρ／（ｇ·Ｌ－１）
测定总量

ρ／（ｇ·Ｌ－１）
回收率
／％

ＲＳＤ
／％

１．９８５　９　 ０．０５　 ２．０３２　６　 ９３．４　 ３．６

０．１０　 ２．０８１　６　 ９５．７　 ３．２

０．２５　 ２．２２４　１　 ９５．３　 ３．４

果，可用于Ｄ－ｓｅｒ的质量监控。
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