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摘要:
 

利用高效液相色谱(high
 

performance
 

liquid
 

chromatography,HPLC)建立了一种柱前衍生化试剂丙烯

酸2' 甲氧基苯酯定量分析硫醇化合物的方法.丙烯酸2' 甲氧基苯酯与半胱氨酸、高半胱氨酸、谷胱甘肽进

行衍生化反应所得产物的色谱分离条件为:Cicaeagent
 

Mightysil
 

RP-18
 

GP(150mm×4.6mm,3μm)色谱

柱,水 乙腈为流动相(含体积分数为0.1%的甲酸),流速为0.3mL/min,进样量为3μL.测定结果显示,硫醇

化合物的线性范围为0.05~1.0mmol/L,最低检测限为0.01mmol/L(S/N=3).该结果表明使用丙烯酸2'
甲氧基苯酯柱前衍生化法可有效检测出L 半胱氨酸胶囊中硫醇化合物的含量,因此该方法对检测硫醇化合

物含量具有良好的参考价值.
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Abstract:
 

A
 

pre-column
 

derivatization
 

reagent
 

(2'-methoxyphenyl
 

acrylate)
 

was
 

developed
 

for
 

the
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

thiol
 

compounds
 

by
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography.The
 

chromatographic
 

separation
 

con-
ditions

 

of
 

2'-methoxyphenyl
 

acrylate
 

with
 

cysteine,
 

homocysteine
 

and
 

glutathione
 

derivatives
 

are
 

as
 

follows:
 

Cicaeagent
 

Mightysil
 

RP-18GP
 

(150mm×4.6mm,
 

3μm)
 

column,
 

water-acetonitrile
 

is
 

the
 

mobile
 

phase
 

(containing
 

0.1%
 

formic
 

acid
 

by
 

volume),
 

with
 

a
 

flow
 

rate
 

of
 

0.3mL/min
 

and
 

an
 

injection
 

volume
 

of
 

3μL.
The

 

results
 

showed
 

that
 

the
 

linear
 

range
 

of
 

thiol
 

compounds
 

was
 

0.05-1.0mmol/L
 

and
 

the
 

lowest
 

detection
 

limit
 

was
 

0.01mmol/L
 

(S/N=3),
 

and
 

the
 

content
 

of
 

thiol
 

compounds
 

in
 

L-cysteine
 

capsules
 

could
 

be
 

effectively
 

detected.Therefore,
 

the
 

proposed
 

method
  

exhibit
 

good
 

reference
 

value
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

thiol
 

compound
 

content.
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  小分子硫醇是生物体内多种蛋白质的重要组

成部分,它主要包括半胱氨酸(Cys)、高半胱氨酸

(Hcy)以及谷胱甘肽(GSH).研究显示这3种硫

醇化合物均具有较强的抗氧化性,在生物体内不
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仅参与许多重要的生理反应,而且还能够有效清

除体内所产生的过剩自由基,以及维持细胞压的

动态平衡[1].另外研究还显示,Cys、Hcy和GSH
在细胞内的含量变化与体内的多种疾病密切相

关.例如:当人体内的Cys含量过多或过少时都会

引起儿童生长缓慢、肝脏损害、肌肉松弛和身体肥

胖等疾病[2-4].健康成年人体内血清中的Hcy超过

15μmol/L(正常水平在9~13μmol/L)时,不仅

会造成先天性缺陷和认知功能障碍,还会引起心

血管疾病、阿尔茨海默病等[5-7].GSH的含量对细

胞的生长、代谢以及对癌症患者放化疗的耐药性

等均有显著影响[8].因此,对Cys、Hcy和GSH等

小分子硫醇进行快速、灵敏、精准的检测可有助于

阐明疾病的发生和发展机制,并为预防和治疗疾

病提供新的思路.目前检测硫醇化合物的常见方

法有HPLC法[9]、毛细管电泳法[10]、电化学分析

法[11]、红外光谱法[12]、紫外 可见光谱法[13]和荧光

光谱法[14]等方法.由于HPLC法具有分析速度快、

检测灵敏度高和样品用量少等优点,以及丙烯基可

与硫醇化合物的巯基发生 Michael加成反应[15],

因此本文利用 HPLC法建立了一种柱前衍生化

定量分析硫醇化合物的方法.实验表明,该方法可

有效测定L 半胱氨酸胶囊中半胱氨酸的含量.

1 实验部分

1.1 实验仪器

先行者CP114电子分析天平,奥豪斯仪器上

海有限公司;TGL-15B离心机,上海安亭科学仪

器厂;6794-420D磁力加热搅拌器,CORNING
公司;XW-80A旋涡混合器,上海驰唐电子有限

公司;HB-100恒温金属浴,杭州大和热磁电子有

限公司;SPD-16高效液相色谱仪,日本岛津公

司;AV
 

Ⅲ-Ascend
 

500
 

HD超导傅里叶核磁共振

谱仪,BRUKER公司;N-100旋转蒸发仪,上海

爱朗仪器有限公司.

1.2 实验试剂

2 甲氧基苯酚(分析纯)、丙烯酰氯(分析

纯)、氘代氯仿,上海阿拉丁生化科技股份有限公

司;碳酸氢钠(分析纯),国药集团化学试剂有限公

司;乙腈(分析纯),天津市大茂化学试剂厂;二氯

甲烷(分析纯)、甲醇(分析纯),天津市富宇精细化

工有限公司;甲酸(色谱级)、三乙胺(分析纯)、无

水硫酸镁(分析纯),天津市科密欧化学试剂有限

公司;L 半胱氨酸,上海吉尔生化有限公司;乙腈

(LC-MS级)、高半胱氨酸、谷胱甘肽,北京伊诺凯

试剂有限公司;舒邦L 半胱氨酸胶囊,湖北舒邦

药业有限公司;超纯水,采用Kertone
 

LabMINI-D
仪自制.

1.3 衍生化试剂丙烯酸2' 甲氧基苯酯的合成

按照文献[16]中的方法合成衍生化试剂丙

烯酸2' 甲氧基苯酯.将邻甲氧基苯酚(0.62g,5

mmol)、二氯甲烷(12.5mL)、三乙胺(0.75mL)置

于冰水浴中的圆底烧瓶中,然后在搅拌下缓慢滴

加入含有0.5mL丙烯酰氯的2.5mL二氯甲烷,

室温下反应过夜;反应液用饱和碳酸氢钠溶液洗

涤3次,并水洗3次;用无水硫酸镁将反应液干燥

后再旋转蒸发掉溶剂,得0.5632g淡黄色油状液

体,收率为63.2%.1H
 

NMR(500MHz,CDCl3)

δ:7.25~7.18(m,1H),7.08(dd,J=7.9,1.6Hz,

1H),7.01~6.93(m,2H),6.62(dd,J=17.3,1.3

Hz,1H),6.36(dd,J=17.3,10.5Hz,1H),6.01
(dd,J=10.5,1.3Hz,1H),3.83(s,3H);13C

 

NMR
(125MHz,CDCl3)

 

δ:164.1,151.2,139.6,132.4,

127.6,126.9,122.8,120.8,112.5,55.9;MALDI-

TOF-MS,m/z[M+Na]+:201.

1.4 溶液的配制

衍生化试剂:首先,准确称取丙烯酸2' 甲氧

基苯酯89.1mg(0.5mmol),加入乙腈溶液后将

其配制成浓度为50mmol/L的储备液;然后,再

将配 制 的 储 备 液 依 次 稀 释 为 25、20、10、5、1

mmol/L的储备液.
标准 对 照 溶 液:分 别 配 置 10mmol/L 的

Cys、Hcy、GSH 混合标准品储备液.将3种硫醇

化合物用乙腈 水(体积比为22∶78)混合标准品

溶液稀释成为1mmol/L.
供试品溶液:取L 半胱氨酸胶囊1粒(0.40

g/粒),将内容物倾出后研磨成细粉;细粉装入离

心管后加入适量乙腈 水(体积比为22∶78),超

声并离心10min(7000r/min),并取其上清液将

其配制成浓度为0.5mmol/L的溶液.
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1.5 衍生化反应

分别将20mmol/L的丙烯酸2' 甲氧基苯酯

(20μL)和1mmol/L的Cys、Hcy、GSH 混合溶

液(20μL)加入到1.5mL聚丙烯离心管中,用漩

涡混合器振荡1min后将其放入到恒温金属浴

(55℃)中反应2h.反应结束后,取反应液3μL进

行HPLC检测.

1.6 色谱条件

色谱柱为 Mightsil
 

RP-18GP(150mm×4.6

mm,3μm);流动相 A为水溶液(含体积分数为

0.1%的甲酸),流动相B为乙腈(含体积分数为

0.1%的甲酸);有机相的体积分数为26%;流速

为0.3mL/min;柱温为25℃;UV检测器波长为

270nm;进样量为3μL.

2 结果与分析

2.1 丙烯酸2' 甲氧基苯酯的结构确认

邻甲氧基苯酚与丙烯酰氯发生反应生成的丙

烯酸2' 甲氧基苯酯的色谱图如图1所示.由图1
可以看出,丙烯酸2' 甲氧基苯酯的质量分数为

95%.进一步综合衍生化试剂的核磁共振氢谱、碳

谱和基质辅助飞行时间质谱可知,反应所得的目

标产物为丙烯酸2' 甲氧基苯酯.

图1 丙烯酸2' 甲氧基苯酯的液相色谱图

2.2 丙烯酸2' 甲氧基苯酯与含硫醇化合物发

生衍生化反应的条件

为探讨最佳的衍生化反应条件,分别从反应

温度、时间、摩尔比对其进行分析.

2.2.1 反应温度对衍生化反应的影响

在25、45、55、65、75℃下将Cys、Hcy、GSH
混合溶液与衍生化试剂进行反应.反应完成后,分

别取少量反应液进行 HPLC分析.以反应温度为

横坐标、峰面积为纵坐标绘制的衍生化产物的峰

面积随反应温度变化的曲线如图2所示.由图2

可知,反应温度在25~55℃时,衍生化产物的峰

面积随反应温度的升高而增加;当反应温度高于

55℃时,其变化趋势逐渐保持平稳:因此,本文将

最佳反应温度确定为55℃.

图2 反应温度对衍生化反应的影响

2.2.2 反应时间对衍生化反应的影响

将Cys、Hcy、GSH混合溶液与衍生化试剂分

别反应10、30、60、120、180min.反应完成后,取

少量反应液进行HPLC分析.以反应时间为横坐

标、峰面积为纵坐标绘制的衍生化产物的峰面积

随反应时间变化的曲线如图3所示.由图3可知,

当反应时间在10~120min时,衍生化产物的峰

面积随反应时间的增加而增加,当反应时间大于

120min时,其变化趋势逐渐保持平稳:因此,本

文将最佳反应时间确定为120min.

图3 反应时间对衍生化反应的影响

2.2.3 反应摩尔比对衍生化反应的影响

将Cys、Hcy、GSH混合溶液与衍生化试剂分

别在摩尔比为1∶1、1∶5、1∶10、1∶20、1∶25下

进行反应.反应完成后,取少量反应液进行HPLC
分析.以反应摩尔比为横坐标、峰面积为纵坐标绘

制的衍生化产物的峰面积随反应摩尔比的变化曲

线如图4所示.由图4可以看出,当反应摩尔比在

小于20范围内时,衍生化产物的峰面积随反应摩
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尔比的增加而增加,当反应摩尔比大于20时,其

变化趋势逐渐保持平稳:因此,本文将最佳反应摩

尔比确定为1∶20.

图4 反应摩尔比对衍生化反应的影响

2.3 色谱条件的选择

为了完全分离3种物质(丙烯酸2'甲氧基苯

酯分别与Cys、Hcy、GSH进行反应所得的衍生化

产物),本文利用不同流动相比(流动相A与B的

体积比分别为48∶52、58∶42、68∶32、74∶26、

77∶23)进行分离,其中流动相A为水溶液(含体

积分数为0.1%的甲酸),流动相B为乙腈(含体

积分数为0.1%的甲酸).不同流动相比例下3种

物质的保留时间变化如图5所示.由图5可知,当

流动相B的体积分数为26%时,3种衍生化产物

的峰的保留时间分别为11、13、15min.当流动相

A与B的体积比为74∶26时,3种物质的HPLC
图如图6所示.由图6可以看出,该条件下可快速

洗脱和完全分离3种产物.

  图5 3种产物的峰的保留时间随流动相B

体积分数的变化趋势

图6 丙烯酸2' 甲氧基苯酯与Cys、GSH、Hcy分别反应所得衍生物的液相色谱图

2.4 线性关系及最低检测限

按1.5中衍生化方法将丙烯酸2' 甲氧基苯

酯分别与1.0、0.5、0.2、0.1、0.05mmol/L的Cys、

Hcy、GSH标准品混合液进行衍生化反应.反应

完成后,取少量反应液进行 HPLC分析.以Cys、

Hcy、GSH标准品溶液浓度为横坐标、衍生化产

物的峰面积为纵坐标建立的线性方程及相关系数

和最低检测限见表1.

2.5 胶囊样品含量的测定

由于实际样品中的其他掺杂物质可能会消

耗衍生化试剂,因此本文采用过量的衍生化试剂

进行反应:在55℃的恒温金属浴条件下,将0.5

mmol/L的供试品溶液与20.0mmol/L的衍生化

试剂反应2h,然后进行 HPLC检测.根据表1中

Cys的线性方程计算胶囊中的半胱氨酸含量,经
计算其含量为0.02g(药品标示成分含量为每100

g含L 半胱氨酸18.0g).

 表1 3种硫醇化合物的线性方程、相关系数和最低

检测限

线性方程 相关系数
最低检测限/
(mmol/L)

Cys y =465276x-8229.7 0.9991 0.01

Hcy y =177485x+23404 0.9700 0.01

GSH y =334524x+24926 0.9903 0.01
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3 结论

本文采用柱前衍生化 HPLC法对3种硫醇

衍生物(以衍生化试剂丙烯酸2' 甲氧基苯酯与

Cys、Hcy、GSH
 

3种硫醇进行衍生化反应所生成

的硫醇衍生物)进行分离检测显示,该方法不仅具

有良好的灵敏度(线性范围为0.05~1.0mmol/L,

最低检测限为0.01mmol/L),而且还具有反应条

件温和、操作简单等优点;因此,该方法可为实际

生物样品中的硫醇检测提供良好参考.
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