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本文采用我所七室生产的硅胶薄层预制

板，在选定的层析条件下，对CEE3、EE3
E1、E2、E3等五种雌激素混合组分可获得清

晰、无拖尾、斑点圆而浓集的层析谱，并结

合双波长薄层扫描技术进行定量，方法灵敏

度达0.05微克。应用本法测定了大鼠腹腔注

射CEE3后血中原药及其代谢产物的含量。
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High-Performance Thin Layer Chromatographic
Determination of Ethynylestriol-3-Cyclopentyl
Ether and Its Metabolites In Rat Blood Tany Xiu-

lan,Shen Wen-mi,Tin Zeng-yue,Institute o

Radiation Medicine,Academy o Military Me-
dical Sciences

For the simultaneous determination of 17a-

ethynylestriol-3-cyclopentyl ether and its meta-
bolites a simple method based on high-performance
thin layer chromatography with subsequent double
beam scanning was propesed.The method is
reliable,accurate and the detection limit is as low

as 0.05 microgram.This method was successfully

applied to the study of the metabolites of the
synthetic steroid in rat blood after intraperitoneal
injection.

用蛋白质Ⅰ-60柱及挥发性缓冲液测定肽的分子量

唐易全 汪范生
（中国科学院上海药物研究所）

长期以来，肽和小分子的蛋白质的分子

量测定是个难题。当用高效体积排斥色谱

（HP-SEC）测定这类样品的分子量时，宜

用填料孔径较小的色谱柱。在天然肽的研究

中分离到的样品极少 （微克级），要求在分

子量测定后样品还能方便地回收，因而常用

挥发性缓冲液作流动相。为了克服排斥色谱

中的次级效应，即疏水效应和静电效应对分

子量测定的不利影响，流动相中可加有机溶

剂并保持适当离子强度。有关这几方面的叙

述可参考文献〔1-3〕。本文用挥发性缓冲液，

三氟酸三乙胺—乙腈为流动相，在Protein
I-60（孔径6×10-3微米）柱上建立了肽的

分子量校正直线，用于肽分子量的测定。

实 验 部 分

仪器：Waters公司系列产品，M6000A

泵，M481紫外—可见分光检测器，U6K进

样阀，M730数据处理机，Protein I-60柱

（7.8×300毫米）。

色谱条件：配制2.5％ィ （或2％）三氟醋

酸－水溶液1000毫升，加约45毫升重蒸的三

乙胺调节pH=3.0，然后配成此缓冲液：乙

腈=85:15（体积／体积）的流动相。流速为

1.0毫升／分。室温分离样品。样品溶于缓冲

液，每次进样的肽3～5微克，蛋白质5～10
微克。乙腈为 HPLC二级 （黄岩化学试剂

厂）。水为二次蒸馏水。

结 果 与 讨 论

将每个样品分别进样，所得10个样品的

名称、分子量 （文献值）和色谱保留时间列

于表1。各样品分子量的对数 logMW 与相

应的保留时间tr作图如 图1。样品1的分



表 1 肽和蛋白质的分子量及保留时间

子量较大，明显偏离直线。取2～9点作一元

线性回归处理得：

logMW=7.72-0.52tr

相关系数0.992 （1）

由式（1）知各样品的logMW与tr具有优级线

性关系。

本文条件下，蛋白质I-60柱的分子量校

正范围为200～17,500，与厂商给出的1,000

～�220,000有差别，显然是由于各自使用的流

动相不同之故。表1中样品的分子量会因不
同厂商产品右小的牟差异，但仍在本文校正范

围内，均可用作本文方法的校正样品。

表1中部分样品的色谱分离如图2。图

2表明各样品的分离是令人满意的。若流速

为0.5毫升／分，则各峰之间的区别更为明显。

当样品溶液放置几小时以后，木瓜酶变成双

峰。图2中缓冲液浓度为2％时，各峰保留

时间稍有增加。当降为1％时 （此时离子强

度下降，静电效应增强）得如图3的分离结

果。当流动相中不含乙腈 （此时疏水效应增

强），结果如图4。与图2比，图3和图4

中由于次级效应的不利影响，样品分离不

好，回收率降低，保留时间有所增加。若乙

腈的含量为30％ィ，则分子量较小的样品分离

度下降。以上说明乙腈含量15～30％ィ，缓冲

液浓度为2～�22.5％，流速0.5～1.0毫升／分，

是可行的。

我们还采用在Protein I-125柱上可行

的流动相如三

氟醋酸（0.1％）

-乙腈，（40％ァ、

50％ァ、60％）

〔3〕，分子量大

于1,000的样

品难于洗脱，

不表现通常的

排斥色谱行

为。

应用：从

秉志齿蟾皮中



分离到的二个有生物活性化合物 （见〔5〕中图

1的峰8和9），在本文色谱条件下，保留
时间分别为9.23和8.76分，代入式（1）后算

得相应的分子量为833和1461（道尔顿）。

这二个化合物的结构在进一步研究中。
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Determination of the Molecular Weights of Peptides
by HPSEC vd1h Protein 1-60 Column and Volatile

Eluents Tang Yi-quau,Wang Fan-sheng,Shanghai

Instute  f Pharmacoloyy,Academia Siuica
Triethylammonium trifluoroacetate buffer

（25ィ，pH=3）in the presence of 15％acetonitrile
have been shown to be compatible with the
Protein 1-60 column for size exclusion of Pepti-
des and proteins.A linear relationship between
the logarithm of molecular weights(200-17500)
and the retention times is obtained with the

correlation coefficient of 0.992.The advantages
of this system are low ionic strength,good Uv
transparency (at UV ,280m) and lyophyliza-
bility.

磷酸二氘钾晶体中氘含量常温气相色谱测定

郭友嘉 谢国英
（中国科学院福建物质结构研究所，福州）

磷酸二氘钾（KD2P04）是一种优良的电

光调制晶体。这种晶体是在重水中培养出来

的，晶体中含氘量与晶体性能密切相关。因

此，测定晶体中的含氘量对判断和提高晶体
的性能、摸索晶体培养的最佳工艺条件，以

及研究晶体的结构和性能的关系都有着重要

的意义。但是，目前利用气相色谱法测定晶

体材料中含氘量的有关报道甚少。我们利用

重水和磷酸二氘钾晶体的化学特性建立了本
测定方法，在最佳操作条件下误差可达

±1.0％D，基本上满足控制晶体生产质量

的要求。

原 理 和 装 置

（一）原理

实验方法的基本原理是利用磷酸二氘钾

晶体加热分解的化学特性，将晶体置于真空

系统（≤�1133.322Pa）中加热分解，释出的水

样在密闭系统中与四氢化锂铝反应，它们按

如下化学反应式进行：


