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高效液相色谱法测定炔丙基半胱氨酸及其有关物质的含量
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［摘要］ 目的 建立高效液相色谱法测定炔丙基半胱氨酸 （SPRC） 及有关物质的含量。 方法 采用
Welchrom-AQ C18色谱柱 （4．6 mm × 250 mm， 5 μm）， 流动相为乙腈－离子对缓冲液 （10 mmol·L－1庚烷磺

酸钠 ＋ 20 mmol·L－1 KH2PO4， H3PO4 调 pH 至 2．4） （10 ∶ 90， V ／ V）， 紫外检测波长 210 nm， 流速 1．0 mL·
min－1。 结果 SPRC 在 5．0 ～ 25．0 mg·L－1范围内具有良好的线性关系 （r ＝ 0．999 5）， 最低检测限 0．2 mg·L－1；
样品溶液在 24 h 内稳定， 精密度良好 （＜ 1．0％）， 回收率在 98．0％ ～ 100．0％之间， 3 批样品的标示百分含
量分别为 96．94％、 96．67％和 96．56％， 有关物质的含量分别为 3．20％、 3．43％和 3．65％。 结论 本方法简
便、 灵敏， 结果可靠准确， 可用于 SPRC 及其有关物质的含量测定。
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［ABSTRACT］ AIM To establish a HPLC method for the quality control of S-propargylcysteine （SPRC）
and its related substances． METHODS The separation was performed on a Welchrom-AQ C18 column （4．6 mm ×
250 mm， 5 μm） ． The mobile phase consisted of acetonitrile and ion buffer （10 mmol·L－1 heptane sulfonate ＋
20 mmol·L－1 KH2PO4， pH was adjusted to 2．4 by phosphoric acid） （10 ∶ 90， V ／ V） ． The flow rate was 1．0 mL·
min－1． The UV detection was set at 210 nm． RESULTS The assay showed good linear correlation over the range
of 5．0 － 25．0 mg·L－1 （r ＝ 0．999 5） ． The limit of detection of SPRC was 0．2 mg·L－1． The sample solution was
stable in 24 h． The RSD were less than 1．0％． The average recovery of the method was between 98．0％ － 100．0％．
The content of SPRC in three batches of samples was 96．94％， 96．67％， and 96．56％． And the content of related
substance was 3．20％， 3．43％， and 3．65％， respectively． CONCLUSION This method is rapid， simple， sensitive
and accurate with valuable application to the quality control of SPRC and its related substances．
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大蒜为百合科葱属植物蒜 （Allium sativum L．）
的鳞茎， 具有抗肿瘤、 抗病原微生物和调血脂等
多种药理作用 [1－4]。 炔丙基半胱氨酸 （S-propargyl-
cysteine， SPRC） 是大蒜中主要活性成分烯丙基半
胱氨酸 （S-allylcysteine， SAC） 的结构类似物 [5]。
近年来大量的研究表明内源性 H2S 在神经系统、
消化系统、 心血管系统、 内分泌系统及呼吸系统
等均有重要生理作用， 并参与了一些疾病的病理生
理过程， 被认为是继一氧化氮和一氧化碳之后的第
3 类气体信号分子 [ 6]。 初步药理学研究 [ 7 ]显示 ，
SPRC 在抗心肌缺血性疾病方面的效果强于 SAC，
且可介导内源性 H2S 生成， 具有更为显著的心血
管药理活性， 有潜在药用价值和良好的应用前景。

SPRC 是创新型的调血脂药物， 目前只有对其
在大鼠体内含量测定方法的少量文献报道， 尚未
有对 SPRC 原料药及其有关物质的体外含量测定的
研究报道。 已有报道的 SPRC 体内含量测定所采用
的 HPLC-MS ／MS 技术对仪器要求高， 普及率低 [8]，
而采用的 HPLC 梯度洗脱模式进行检测则耗时较
长， 步骤繁琐 [9]。 本实验首次同时对 SPRC 和其有
关物质进行含量测定， 利用特定配比的流动相，
使用色谱法成功分离了 SPRC 及其有关物质 [10， 11]，
且峰形良好， 该方法在其他文献中均未有报道。

材料与方法

试剂与仪器 乙腈 （HPLC 纯， TEDIA COMPANY
INC， 批号： 903901）， 庚烷磺酸钠 （分析纯， 国
药集团化学试剂公司， 批号： 20100224）， 磷酸二
氢钾 （分析纯， 国药集团化学试剂公司， 批号：
F20070705）， 三蒸水 （由 Millipore Direct-Q 纯水
发生器制得）， SPRC 对照品由复旦大学药学院药
理学教研室提供 ， SPRC 供试品批号分别为
091209、 100115、 100201。 Shimazu LC-10AD 型高
效液相色谱仪， 包括 LC-10AD 两元泵， SPD-A 紫
外检测器， STO-10A 柱温箱， 含有 20 μL 定量环
的手动进样器 （日本岛津公司）； N-2000 SP1 色谱
工作站 （浙江大学智达信息工程有限公司）。
色谱条件 色谱柱： Welchrom-AQ C18柱 （4．6 mm ×
250 mm， 5 μm）， 流动相： 乙腈－离子对缓冲液
（10 mmol·L－1 庚烷磺酸钠 ＋ 20 mmol·L－1 KH2PO4，
H3PO4 调 pH 至 2．4） ＝ 90 ∶ 10 （V ／ V） ， 流速 ：
1．0 mL·min－1， 紫外检测波长： 210 nm， 柱温： 30 ℃，
进样量： 20 μL。

对照品溶液的配制 取 SPRC 对照品约 0．02 g， 精
密称定， 置 10 mL 量瓶中， 加水溶解， 定容至刻
度， 摇匀， 得浓度为 2 g·L－1溶液。 精密量取此溶
液 0．5 mL 置 50 mL 量瓶中， 用水稀释至刻度， 摇
匀。 得 20．0 mg·L－1的 SPRC 对照品溶液。
样品溶液的配制 取 SPRC供试品约 0．02 g， 精密称
定， 置 10 mL量瓶中， 加水溶解， 定容至刻度， 摇
匀， 得浓度为 2 g·L－1溶液。 精密量取此溶液 0．5 mL
置 50 mL量瓶中， 用水稀释至刻度， 摇匀， 得SPRC
样品溶液。
样品含量计算方法 样品含量的测定结果计算方

法为： 样品百分含量 （％ ） ＝ （样品峰面积 × 对照
品浓度 × 对照品色谱法纯度） ／ （对照品峰面积 ×
样品理论浓度） × 100％。
系统适用性试验 取浓度为 20．0 mg·L－1 的 SPRC
对照品溶液 20 μL进样分析， 理论板数按 SPRC 峰
计算不低于 2 500， 分离度满足要求。

结 果

专属性试验

1 定位试验 取 SPRC 样品溶液 20 μL 进样分析，
记录色谱图。 结果表明在 SPRC 出峰处， 没有其他
杂质干扰， 主峰与各分解产物分离完全， 峰形较
好， 专属性较高。 见图 1。

2 强制降解试验 将 SPRC 样品用强酸 （1 mmol·
L －1 HCl 溶液破坏 10 min） 、 强碱 （ 1 mmol·L －1

NaOH溶液破坏 10 min）、 强氧化剂 （1％H2O2溶液

破坏 30 min） 、 高温 （ 100 ℃破坏 6 h） ， 强光
（4 500 lx， 5 d） 进行破坏后进样分析， 发现主峰
和各分解产物亦分离良好， 分离度大于 1．5， 说明

图 1 炔丙基半胱氨酸 （SPRC） 色谱图 A： 空白流动

相， B： SPRC 样品
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本法专属性强， 适用于 SPRC 及其有关物质的分离
测定， 见图 2。

线性与范围 配制浓度为 5．0、 10．0、 15．0、 20．0
和 25．0 mg·L－1 的对照品溶液。 各取 20 μL 进样。
SPRC 峰面积 （A） 与浓度 （ρ） 成良好线性关系。
在 5．0 ～ 25．0 mg·L－1 的范围内， 将 A 与 ρ 进行回
归处理， 结果为： A ＝ 855 565．44ρ － 428．38 （r ＝
0．999 5）。
检测限和定量限 经测定， 本法对该药的最低检
测限为 0．2 mg·L－1 [信噪比 （S ／ N） ＝ 3]， 定量限为
0．6 mg·L－1 （S ／ N ＝ 10）。
精密度试验 取浓度为 5．0、 15．0 和 25．0 mg·L－1的

对照品溶液， 按上述色谱条件进行分析， 1 d 内测

定 5次， 测得日内精密度， 见表 1。

稳定性试验 20．0 mg·L－1对照品溶液室温 （25 ℃）
放置每隔 2 h 进样 1次， 考察溶液的稳定性。 结果
药物峰面积 24 h 内未有明显变化， 峰面积 RSD ＝
0．98％ （n ＝ 8）。
回收率试验 称取对照品适量， 配成一定浓度的
溶液， 依法进行回收率测定， 测得对照品溶液的
方法回收率， 见表 2。

样品及其有关物质的含量测定 取 SPRC 样品溶液
20 μL 进样分析， 并取 SPRC 对照品溶液 20 μL 进
样分析， 作为对照。 按照 SPRC 主成分自身对照法
检测对照品和 3 批样品中有关物质含量， 见表 3。

讨 论

SPRC 因含有 S 杂原子使其稳定性较差， 其有
关物质含量相对偏高。 这类药物如要使其含量达
到一般化药要求 （＞ 98．5％） 较为困难。 建议控制
或优化合成工艺， 使得样品含量得到一定提高。
本研究选择不同厂家、 不同长度及填料的色谱

柱， 包括 Dikma C18 （150 mm × 4．6 mm， 5 μm）、
Dikma C18 （200 mm × 4．6 mm， 5 μm）、 Welchrom
C18 （250 mm × 4．6 mm， 5 μm） 和 Welchrom-AQ
C18 （250 mm × 4．6 mm， 5 μm） 进行考察， 以获得
对于主峰最佳的保留时间以及对有关物质的最佳检

出条件 ， 结果显示 Welchrom-AQ C18 （250 mm ×
4．6 mm， 5 μm） 为最优选择。 由于仅仅改变柱子
类型对该强极性化合物的保留仍然不够理想， 所

图 2 强制降解试验色谱图 A： 1 mmol·L－1 HCl 溶液破坏

10 min， B： 1 mmol·L－1 NaOH 溶液破坏 10 min， C： 1％H2O2溶液

破坏 30 min， D： 100 ℃破坏 6 h， E： 4 500 lx 光照 5 d 后
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以考虑在水相中加入一定比例的离子对试剂， 本
研究分别使用了几种不同的离子对试剂， 包括戊
烷磺酸钠、 己烷磺酸钠、 庚烷磺酸钠、 辛烷磺酸
钠和癸烷磺酸钠进行考察， 结果显示使用庚烷磺
酸钠作为离子对试剂时所获实验结果最优。 在此
基础上， 本研究调节了流动相 pH 使供试品能够最
大程度的离子化从而和离子对试剂结合， 增加其
在色谱柱上的保留， 分别对离子对试剂的浓度 （庚
烷磺酸钠 2．5、 5．0、 7．5、 10．0、 20．0 mmol·L－1） 和
流动相 pH （2．0、 2．4、 4．6） 进行了考察。 最后选
定的流动相为乙腈－离子对缓冲液 （10 mmol·L－1庚

烷磺酸钠 ＋ 20 mmol·L－1 KH2PO4， H3PO4 调 pH 为
2．4） ＝ 10 ∶ 90 （V ／ V）。
本实验通过一系列条件优化和选择， 成功建

立了候选药物 SPRC 及其有关物质的 HPLC 含量测
定方法， 能快速、 简便、 准确地分析 SPRC 及其有
关物质的含量， 且灵敏度较高， 为该创新药物的
质量控制和评价提供了技术支持。
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