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摘 � 要:建立了 HPLC法测定截短侧耳素的含量,采用 A gilent Extend C8 色谱柱, 流动相为乙腈�
甲醇�0. 02 mol � L- 1的磷酸二氢钾缓冲液( 35 � 10� 55, 体积比) ,流速为 1. 00 mL � min- 1 ,检测

波长为 205 nm。截短侧耳素质量浓度在 40 ~ 2 400 �g � mL - 1 范围内线性关系良好

( r2 = 0. 999 9) ,定量限为 0. 08 �g ,检测限为 0. 04 �g。
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Abstract: A H PLC method for the determination of p leuromutilin w as developed. The sample w as sepa rated on a Agilent Ex�

tend C8 elut ed at a flow rate of 1. 00 mL� m in- 1 w ith mobile phase o f acetonitrile�methano l�phosphate buffer ( 35� 10� 55, V/

V) , pleur omutilin was det ected and quantified by the abso rbance at 205 nm. The linear ity w as obta ined over the r ange of 40~

2 400 �g � mL - 1 for p leur omutilin( r 2= 0. 999 9) . T he quantit ative limit is 0. 08 �g , and the detection limit is 0. 04 �g .
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� � 截短侧耳素是一种二萜烯类抗生素,从截短侧耳素经半合成可得到延胡索酸泰妙菌素。截短侧耳素和

延胡索酸泰妙菌素作为抗生素类药物, 被广泛用作兽药,以饲料添加剂形式使用 [ 1~ 6]。邹祥的报道采用高效

液相色谱法测定发酵液中截短侧耳素的含量, 其流动相为甲醇 0. 1 mo l � L - 1和磷酸二氢钾( 50 � 50,体积

比,下同) , 色谱柱 Shim�pack V P�ODS C18 ( 5 �m, 4. 6 mm � 200 mm) , 该方法适合发酵液中截短侧耳素的

含量测定[ 1] ,不适合截短侧耳素成品的测定,因为成品含有的杂质 A 及其他杂质等未能检出。在截短侧耳

素生产过程与合成延胡索酸泰妙菌素生产过程中,截短侧耳素的含量与杂质对合成的延胡索酸泰妙菌素质

量标准[ 7, 8]有重大影响,所以在此建立截短侧耳素含量与杂质的检测方法具有重要意义。

1 � 仪器与试剂

液相色谱仪(日本岛津 LC�20AT 型) ,包括紫外检测器( SPD�20ATVP型)和 LC�solution 色谱工作站。



图 1 � 截短侧耳素系统适用性溶液图谱
F ig . 1 � Chromatog r am of p leur omutilin sy stem suitabilit y solution

对照品( 99. 1% (质量分数) ,经 IR, NMR,

MS 结构鉴定)、杂质 A、截短侧耳素样品,均由

浙江升华拜克生物股份有限公司科研中心提

供。

2 � 方法与结果

2. 1 � 色谱条件

色谱柱: Agilent Extend C8 ( 5 �m, 4. 6 mm �

250 mm) ; 流速为 1 mL � min- 1 ; 检测波长为

205 nm; 进样量为 20 �L;柱温为 30 � ;流动相
为乙腈�甲醇�浓度为 0. 02 mo l � L - 1的磷酸二

氢钾缓冲液( 35 �10 � 55) , 其中磷酸二氢钾缓

冲液的配制方法为称取 2. 72 g 磷酸二氢钾,加

1 000 mL 水溶解,用 10 mo l � L - 1的 KOH 调 pH 值至 7. 5 � 0. 1, 用 0. 45 �m 滤膜过滤。

在上述色谱条件下, 截短侧耳素峰的理论塔板数为 8 887, 截短侧耳素峰与杂质 A 峰的分离度为 26. 6,

色谱图见图 1。

2. 2 � 检测波长的选择

以流动相为参比,在 190~ 310 nm 波长范围内对截短侧耳素进行紫外扫描, 结果显示在 205 nm 处有吸

收峰。故选择 205 nm 为检测波长。

2. 3 � 溶液配制

1)系统适用性溶液( SST ) :精密称取25 mg截短侧耳素工作对照品和 25 mg 杂质工作对照品, 至 50 mL

容量瓶中,加入 10 mL 乙腈溶解,用水�乙腈(体积比为 1 �1, 下同)混合溶剂稀释至刻度。

2) 4 000 �g � mL - 1的截短侧耳素对照品贮备液的制备:称取 0. 4 g 截短侧耳素放入 100 mL 容量瓶中,

加入 20 mL 乙腈溶解,用水�乙腈混合溶剂稀释至刻度,摇匀,备用。

3)对照品溶液: 精密称取 100 mg 截短侧耳素对照品,放入 50 mL 容量瓶中, 加入 10 mL 乙腈溶解,用

水�乙腈混合溶剂稀释至刻度,摇匀,备用。

4)样品溶液:精密称取 100 mg 截短侧耳素样品,放入 50 mL 量瓶中, 加入 10 mL 乙腈溶解, 用水�乙腈
混合溶剂稀释至刻度,摇匀,备用。

2. 4 � 专属性试验

精密称取对照品各 100 mg ,共 3份, 分别放入50 mL 的量瓶中, 分别加入 6 mo l � L - 1
盐酸、6 mol � L- 1

氢氧化钠溶液和 30% (质量分数)的双氧水各 2 mL, 60 � 水浴加热 1 h,冷却后加 10 mL 乙腈,用水�乙腈混
合溶剂定容,作为酸性介质、碱性介质和氧化性介质降解试验溶液。依法进样测定, 结果显示,在上述色谱条

件下,截短侧耳素与生成的分解产物均能完全分离。

2. 5 � 线性试验

取对照品贮备液 0. 5, 2. 5, 10, 25, 30 mL,分别放入 5个 50 mL 量瓶中,用水�乙腈混合溶剂定容,制成 5

个不同浓度的系列对照品溶液。依次进样测定,记录峰面积,以截短侧耳素的浓度 �为纵坐标, 峰面积 A 为

横坐标,进行线性回归。得回归方程 �= 0. 001 4A - 7. 353, r 2 = 0. 999 9, S = 2. 32 � 10- 5。表明在 40~

2 000 �g �mL- 1质量浓度范围内, 线性关系良好。按信噪比( S / N )为 10� 1, 得截短侧耳素的定量限为 3. 3

ng ;按信噪比( S/ N )为 3. 3 �1, 得截短侧耳素的检测限为 1. 1 ng。按此质量浓度将溶液稀释得实际定量限

为 0. 08 �g, 检测限为 0. 04 �g。线性曲线见图 2。

2. 6 � 精密度、重现性和稳定性

取对照品贮备液 10, 12. 5, 15 mL, 各置 3个25 mL 量瓶中, 用水�乙腈混合溶剂定容,制成低、中、高3种

质量浓度的溶液( 1 600, 2 000, 2 400 �g � mL - 1 ) , 各测定 3 次, 得截短侧耳素含量 RSD 分别为 0. 49%,

0. 58%和 0. 53%。

取同一批样品共 6份,分别按� 2. 3�项下方法制备得含量测定用供试品溶液,依法测定,得截短侧耳素含
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图 2 � 截短侧耳素线性曲线
F ig. 2� L ine of p leur omutilin

量RSD 为 0. 88%。取截短侧耳素对照品溶液, 分别

于 0, 12, 24, 48和 72 h 进样测定, 得截短侧耳素峰面

积 RSD为 0. 57%, 表明该溶液在 72 h内稳定。

2. 7 � 回收率试验
精密称取已知含量的截短侧耳素样品 100 mg( 3

批) , 分别放入 50 mL 量瓶中, 用水�乙腈混合溶剂稀
释至刻度, 摇匀。分别精密量取 3 个 1 mL, 各置 10

mL 量瓶中,共 9份, 每批样品中精密加入对照品溶液

( 1 600, 2 000和2 400 �g �mL- 1 ) ,各 4 mL,摇匀。进

样测定, 计算得截短侧耳素的平均加样回收率为

99. 1%, RSD为 0. 69% ( n= 9)。加样方法见表 1。

表 1 � 用于回收率试验的系列溶液
Tab. 1 � Solutions using for recover y r ate experiment

10 mL 量瓶中加样方法 溶液 K 溶液 L 溶液 M

加入对照品溶液体积( 1 600 �g/ m L) / mL 4 � �

加入对照品溶液体积( 2 000 �g/ m L) mL � 4 �

加入对照品溶液体积( 2 400 �g/ m L) / mL � � 4

加入截短侧耳素样品体积/ mL 1 1 1

对照品溶液质量浓度/ (�g � mL- 1) 1 600 2 000 2 400

对照品溶液质量浓度与 2 000 �g � mL- 1溶液的关系/ % 80 100 120

2. 8 � 样品测定

1)含量测定 � 分别取对照品溶液和含量测定用供试品溶液进样测定, 按外标法以峰面积计算, 2批成品

的含量分别为 98. 1% (质量分数)和 98. 5%(质量分数) , RSD分别为 0. 42%和 0. 59%( n= 3)。色谱图见图

3和图 4。

� � 2)有关物质测定 � 含量测试样品图谱中按面积归一含量检查杂质 A 和其他未知杂质(单个最大杂质

峰) ,总杂质、各杂质按样品图谱中的面积归一含量计算平均值(注:去除空白图谱中所显示的对应时间的峰)。

3 � 讨 � 论

1)柱温箱温度分别设定为 29 � , 30 � 和 31 � ,对截短侧耳素对照品进行检验,对照品 (下转第 56页)
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�=
R- R 0

R 0
� 100% =

p d j

2Et
� 100%。 ( 16)

同理可得活塞环在常温时的径向相对过盈量 �0 为 � � �0=
p 0 d j

2E0 t0
� 100%, ( 17)

式中: E0 为常温时非金属环材料的弹性模量, Pa; p 0 为常温时环间比压, Pa。

要保证活塞环无背压,必须存在一定的径向相对过盈量,由式( 16)、式( 17)分析可知,只要能保证环间比

压大于 0即可。然而,环间比压和工作介质压力有关,很难精确计算, 就现有资料看, 一般根据经验取0. 01

MPa, 可保证装配过盈所产生的拉应力在允许的范围内[ 7] 。式( 17)是确定常温下非金属环内径的加工尺寸,

以获取所需的装配过盈量的主要依据。

4 � 结 � 语

无背压活塞环的最大优点就是运行寿命高、节省功耗,压力越高,这种优越性越明显。无背压活塞环的

外侧为非金属环, 采用自润滑材料制造, 可实现无油润滑, 故无背压活塞环更适用于中高压无润滑压缩

机[ 8~ 10]。为了使活塞环在具有良好的密封性能下正常工作, 必须对压缩机的运转排气温度工况加以控制,

使其尽量在设计状态下工作。利用本文所导出的热膨胀工作间隙和径向相对过盈量的计算公式, 可实现针

对不同温升情况下的热膨胀工作间隙和径向相对过盈量的定量计算,避免选取法的盲目性,从而可依据相关

公式计算并确定无背压活塞环的外径、非金属环的径向厚度和内径等结构尺寸,对无背压活塞环进行正确设

计、加工和装配,确保活塞环的正常运行。
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溶液保留时间的 RSD为 0. 77%,对应的峰面积的 RSD为 0. 98%。结果显示, 柱温箱温度对检测结果无显

著影响。

2)在 204 nm 和 206 nm 下检测截短侧耳素对照溶液的含量,与 205 nm 检测结果对比,对照品溶液保留

时间的 RSD为 0. 50%, 对应的峰面积的 RSD为 4. 98%。结果表明,此方法对检测器的精度有一定要求。
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