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高效液相色谱法测定酶转化液中胞苷三磷酸及其相关物质
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E E 微生物多酶系统转化法［8］是在胞苷三磷酸（;<=）的制
备方法中比较有产业化前景的技术，即由胞嘧啶核苷酸（即

胞苷一磷酸，;>=）经微生物（如啤酒酵母）转化而得到
;<=，但在其产物中可能还存在中间产物胞苷二磷酸
（;?=）。有关核苷酸物质的高效液相色谱检测方法国外已
有报道［!，,］，我们在此基础上简化了色谱条件，开发出一套

适用于对酶转化液中 ;>=，;?= 和 ;<= 精确定量的方法。

!" 实验部分
! ! !" 仪器与试剂
E E 8!# @ 8-- @ 0.# 高效液相色谱仪及色谱工作站（9*0A-./
公司）。;>=，;?=，;<= 标准品购自 B’(-. 公司（纯度大于
$0C ）；甲醇为国产色谱纯；磷酸和三乙胺为国产分析纯。
! ! #" 色谱条件
E E 色谱柱：汉邦 D’0&+"6)&*+ ;80 柱（ !#" -- F .G - --
’G 3G ，# !-）；流动相：甲醇 :-E（体积分数）磷酸水溶液（用
三乙胺调节 )F 值至 -G -）（体积比为 88 H 0$）；流速 8G "
-D @ -’/；检测波长 !?8 /-；柱温为室温；进样体积 !" !D。
! ! $" 样品的处理
E E 经过 8" & 的酵母酶系催化反应后，取酵母转化液，用盐
酸调节其 )F 值至 !G "，离心（8# G，. """ + @ -’/，8" -’/）后
取上清液，用 >’##’)"+* D.H60.#* <II B564*- 超滤器（超滤
膜的截留相对分子质量为# """）超滤除去大分子物质，得透
明澄清浅黄色液体。再用流动相稀释定容，过膜后待测。

#" 结果与讨论
# ! !" 色谱条件的确立
E E , 种物质在 !"? 和 !?8 /- 处各有一个吸收峰，由于流
动相在 !"# /- 处有吸收，因此确定 !?8 /- 为检测波长。
E E 在偏酸性的磷酸水溶液中，核苷酸以负离子形式存在。
加入适量三乙胺，质子化的胺离子与核苷酸负离子结合形成

离子对的复合物，它容易被反相色谱柱的非极性表面所吸

附。考察了流动相 )F 值及离子对试剂浓度变化对 ;>=，
;?= 和 ;<= 色谱分离的影响。结果表明，降低 )F 值、减小
离子对试剂浓度都会使三者的保留时间明显减小，而且

;>= 和 ;?= 不能完全分离，;<= 的峰响应值也会减小。经
过试验，最终确立了“8G !”节中的色谱条件，色谱图见图 8。
# ! #" 方法学考察
# ! # ! !" 线性关系试验 E ;>=，;?=，;<= 的标准品经流动相
稀释定容，配制成 - 个水平的混合标准品溶液，按选定的色
谱条件进行分析，以色谱峰面积 ! 对标准品质量浓度 "
（-( @ D）进行线性回归。;>= 在 $G .! I $.G 8- -( @ D 内的回

图 !" 标准品混合物（"）和样品（#）的色谱图
8 $ ;>=；! $ ;?=；, $ ;<=$

归方程为 ! J !, 8"0" K ,? 0"0（ # J " $ $$$ $）；;?= 在 88G !"
I 88!G "" -( @ D 内的回归方程为 ! J 8? --0" K ,, !-?（ # J
" $ $$$ $）；;<= 在 8"G ,, I 8",G ," -( @ D 内的回归方程为 !
J 8, !-?" K 8, 8??（ # J " $ $$$ .）。其检出限（ $ % & J ,）依次
为 ,#G ,，!$!G "，,#"G . !( @ D。
# ! # ! #" 精密度试验 E 取混合标准品溶液（;>=，;?=，;<=
的质量浓度分别为 $.G 8-，88!G ""，8",G ," -( @ D），连续进样
# 次，;>=，;?=，;<= 峰面积的相对标准偏差（JB?）依次为
"G -"C，"G ?.C，"G ?#C，表明仪器的精密度良好。
# ! # ! $" 重现性试验 E 精密吸取 8 -D 处理后的转化液 - 份，
分别用流动相稀释定容到 #" -D，过膜进样，按外标法以峰
面积计算含量，;>=，;?=，;<= 含量的 JB? 依次为 "G $0C，
"G 0,C，8G -.C ，表明该法的重现性可以满足 ;>=，;?= 和
;<= 定量分析的要求。
# ! # ! %" 回收率试验 E 取处理后的转化液 $ 份，分别加入适
量混合标准品溶液，考察 , 个水平的回收率，结果 ;>=，;?=，
;<= 的回收率分别为 $$G 8C I 8"!G !C，$0G 0C I 8"!G !C，
$$G !C I 8"!G !C；JB? 分别为 8G "$C，8G ,!C，8G "?C。
# ! # ! &" 稳定性试验 E 取样品溶液于室温下放置，在 - & 内
每间隔 8 & 进样测定 8 次。结果表明，样品溶液至少在 - &
内稳定，;>=，;?= 和 ;<= 峰面积的 JB? 分别为 "G $?C，
8G !0C和 "G 0#C。将混合标准品溶液（浓度同“!G !G !”节）每
日进样 8 次，连续测定 # 3，, 3 之后 ;<= 就发生了明显降
解。因此，标准品和样品溶液不能放置太久。
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