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摘要：基于盐酸林可霉素对联吡啶钌(Ru(bpy)；+)在铂电极上电化学信号的增敏作用，结合毛细管

电泳(CE)，建立了毛细管电泳一联吡啶钌电致化学发光(cE—Ru(bpy)“一ECL)测定盐酸林可霉素的

新方法．考察检测电位、检测缓冲液浓度和pH值、分离电压、进样电压和进样时间、分离缓冲液的浓度和

pH值等实验务件对盐酸林可霉素分离检测条件的影响。确定了检测盐酸林可霉素的实验条件．在优化

的实验条件下，盐酸林可霉素在5 x 10一一9×10一s／mL范围内呈良好线性，检出限为1．55×10。。s／

mL．该方法可用于盐酸林可霉素注射液中林可霉素的舍量测定。测定的回收率为99．62％一100．31％．

关键词：毛细管电泳(CE)；电致化学发光(ECL)；联吡啶钌(au(bpy)；+)；盐酸林可霉素
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0 引言

盐酸林可霉紊(Lincomyein Hydrochloride)又

名盐酸洁霉素，结构如图1．对革兰阳性球菌有较

高的抗菌活性，主要适应于敏感葡萄球菌属、链球

菌属、肺炎链球菌及厌氧菌所致的呼吸道感染、皮

肤软组织感染等疾病，在临床上得到了广泛的应

用．

H3气
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圈1盐酸林可霉秉的结构

Fig．1 Molecular structure of Hncomycin hydrochloride

林可霉素药物制剂的质量控制方法主要有微

生物测定法¨J、高效液相色谱法雎“1及分光光度

法”’6o．微生物测定法虽然测定准确，但测定周期

长，操作复杂且难以区分林可霉素及其它抗生素

药物；高效液相色谱法虽然准确，但成本昂贵，

常使用大量的有毒试剂甲醇、已腈等，给环境带来

较大的污染；紫外分光光度法虽操作简便、快速，

但灵敏度较低，一般只用做林可霉素兽药生产过

程质量控制．

毛细管电泳一联吡啶钌一电致化学发光方法

(cE—Ru(bpy)；+一ECL)是20世纪90年代才发

展起来一种现代分析技术，具有仪器简单低廉、样

品用量小、基本不使用有毒试剂等特点¨J’。非常

符合当代提出的节能环保的分析理念．近年来，该

技术成为药物分析领域的一个研究热点"叫1。．实

验发现，盐酸林可霉素对Ru(bpy)；+在铂电极上

的电化学反应具有明显的增敏效应．据此建立了

测定盐酸林可霉素cE—Ru(bpy)；+一ECL新方

法．结果表明，所建立的方法简便快速，准确度高，

分析成本低且绿色环保，可用于各种林可霉素制

剂的质量控制．

1 实验部分

1．1仪器与试剂

MPI—A型毛细管电泳电化学发光分析检测

系统(西安瑞迈电子科技有限公司)，柱端检测池

采用传统三电极系统，铂盘工作电极(直径500

wm)，辅助电极(铂电极)和参比电极(Ag／

AgCI)；雷磁PH计(上海精科)；石英毛细管(25

tim i．d，40 em)(河北永年光导纤维厂)．
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盐酸林可霉素标准品(河南天方药业股份有

限公司提供，经HPLC检测，纯度大于等于

95％)；盐酸林可霉素样品(上海禾丰制药有限公

司)；联吡啶钌纯品(美国Alfa Aesar公司)；实验

所用缓冲溶液均由磷酸氢二钠、磷酸二氢钠(天

津市科密欧化学试剂公司，分析纯)配制而成；实

验其余试剂均为分析纯，水为水森活纯净水(可

口可乐公司)．实验所用缓冲溶液均为磷酸缓冲

液．

1．2实验方法

毛细管第一次使用前的活化：用0．1 mol／L

的氢氧化钠溶液冲洗过夜，然后用纯净水冲洗至

中性，再用15 mmol(pH=7．0)的磷酸盐缓冲液平

衡．工作电极使用前使用0．05 p．m粒径的氧化铝

粉末抛光。用纯净水冲洗干净并擦干后放置在正

对毛细管出口末端处，在显微镜下调节工作电极

和毛细管间的距离约为200±10 Izm，进行检测

前，对工作电极进行循环伏安扫描处理至化学发

光强度稳定．

光电倍增管的电压设置为+800 V．检测电位

为1．15 V，采用14 kV×10 s电驱动进样，分离电

压12．5 kV，电泳缓冲溶液为15 mmol／L(pH=

6．5)的磷酸盐缓冲液．实验前检测池中充满5

mmol／L三联吡啶钉溶液和60 mmoL／L磷酸盐缓

冲液(pH=7．0)350 Ia,L，3 h后更换新鲜的三联

吡啶钉和磷酸盐缓冲溶液，以保证实验的重现性．

在样品进入检测池检测后，记录其毛细管电泳谱

图，以峰高定量．

1．3溶液配制及样品处理

在暗室里准确称取盐酸林可霉素标准品

0．010 0 g于100．0 mL棕色容量瓶中溶解后用水

森活纯净水定容，溶液用0．22 p．m微孔滤膜过

滤，于4 oC储存备用．然后逐级稀释配制出一系列

浓度做工作曲线．

随机抽取标示量为0．3 g／mL的盐酸林可霉

素注射液5支。取内容物注射液混匀后精密吸取

适量，配制为1．5×10。g／mL的储备液．向1．5×

10’7 g／mL样品中分别加入盐酸林可霉素标准溶

液1．2×10。g／mL、1．5×10“g／mL、1．8 x 10“

g／mL来测定样品回收率．

2结果与讨论

2．1检测电位的优化

在CE—ECL体系中，检测电位是影响ECL

强度的重要因素．实验表明。检测电位在1．00—

1．35 V范围内，盐酸林可霉素的ECL强度随着检

测电位的增大先增加后减小，当检测电位为

1．15 V时，盐酸林可霉素的ECL强度达到最大。

而后随电压增大而减小．实验选择检测电位为

1．15 V．

2．2检测条件的优化

检测池中Ru(bpy)；+的浓度以及检测池中

缓冲溶液的浓度和pH是影响检测的主要因素．

电化学发光信号随检测池中Ru(bpy)：+的

浓度的增大而增大，但同时仪器的噪声也会随之

增大．实验中以最大的信噪比(S／N)为指标，考察

了Ru(bpy)：+浓度在1—10 mmol变化中对S／N

的影响．实验表明：当Ru(bpy)：+浓度为5 mmol

时，有最大的信噪比．

在保持pH=8．0不变的条件下，配制浓度

20—100 mmol的磷酸盐缓冲液，考察检测池中磷

酸盐缓冲液浓度对ECL强度的影响．如图2，在缓

冲液浓度为60 mmo|时，ECL强度达到了最大值，

因此实验选择ECL检测池中磷酸盐缓冲溶液的

最佳浓度为60 mm01．

图2检测池中磷酸缓冲溶液浓度对ECL强度的影响

Fig．2 The effect of buffer concentration in the

detection cell on the ECL Intensity

检测条件：lO斗g／mL盐酸林可霉素；检测池中，5 mmolRu

(bpy)；+，pH8．0的磷酸盐缓冲液；分离缓冲液。30 mmol、

pH7．5的磷酸盐缓冲液；电驱动进样，12 kV×10 s；分离

高压，12．5 kV．

固定检测池中磷酸盐缓冲液浓度为60

mmoL／L，使pH在5．0—9．0范围内变化．实验发

现：pH为7．0时ECL强度达到最强值，之后随着

pH升高，ECL强度反而减小．因此，实验中电化学

发光的检测最佳条件是Ru(bpy)；+的浓度为5
mmoL／L，检测池中磷酸盐缓冲液的浓度为60

retool／L，pH值为7．O．

2．3 电泳缓冲溶液的优化

在CE—ECL体系中，毛细管中运行缓冲液的

pH和浓度是影响检测的主要因素．在pH为5．0

—8．0范围考察磷酸缓冲液pH对ECL强度的影
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响．如图3所示，在pH在5．0—6．5范围内，盐酸

林可霉素的ECL强度随分离缓冲液pH值的增加

而增加，当分离缓冲液pH值大于6．5后，ECL强

度随分离缓冲液pH值的增加反而减小．因此本

实验选择pH为6．5的分离缓冲液．

1 400

l 300

l 200

魁1100
爱1 000

芸900

越800

700

600
5．0 5．5 O．0 6．5 7．0 7．5 8．O

分离缓冲溶液的pH

图3分离缓冲溶液pH对ECL强度的影响

Fig．3 The effect of pH of separation

buffer on the ECLintensity

检测条件：10肛s／mL盐酸林可霉素；检测池中，5 mmol Ru

(bpy)i+，60 pLm01 pH7．0的磷酸盐缓冲液；分离缓冲液，

30 mmoI的磷酸盐缓冲液；电驱动进样，12 kV×10 8；分离

高压，12．5 kV．

固定分离缓冲溶液的pH=6．5，考察分离缓

冲液浓度在5—40 mmol范围内，盐酸林可霉素

ECL强度的变化．随着分离缓冲液浓度的增大，盐

酸林可霉素的ECL强度先增加后减小，并在浓度

为15 mmol处取得最大值．所以本实验选择分离

缓冲溶液的最佳浓度为15 mm01．

2．4分离电压的优化

考察分离电压在5—20 V范围内分离电压对

ECL光强和迁移时间的影响．结果表明：随着分离

电压增大，盐酸林可霉素的迁移时间逐渐缩短，但

是ECL强度先增加后减小，当电压为12．5 kV时

电化学发光强度最大，实验选择分离电压为

12．5 kV．

2．5 进样时间和进样高压的优化

一般而言，采用电驱动进样时，随着进样时间

和进样高压的增加，系统的ECL强度随之增加，

但由于焦耳热效应，会使体系的理论塔板数下降．

根据进样高压、进样时间以及理论踏板数的关系

图(图4和图5)，以获得较高的理论踏板数及较

大的ECL强度为原则，实验选择14 kV的进样高

压和10 s的进样时间．

2．6线性范围、精密度和检出限

按照实验方法，在所选的最优的实验条件下，

盐酸林可霉素的迁移时间为220 s左右．盐酸林

可霉素在5×10一一9×IO。g／mL浓度范围内与

峰高成良好的线性关系．回归方程为Y=280．08x

+18．157，相关系数为0．999 6(Y为峰高，茹单位

为盐酸林可霉素的浓度，¨,g／mL)，得到盐酸盐酸

林可霉素的CE—ECL线性范围、相关系数和检出

限(S／N=3)分别为：5 X 10一～9×10’6 g／mL，

0．999 6，1．55×10一g／mL．对5×10～g／mL的盐

酸林可霉素标准溶液连续测定7次，峰高和迁移

时间的RSD分别为3．16％和1．98％．
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图4进样高压对发光强度及理论踏板数的影响

Fig．4 The effect of injection voltage on the ECL

intensity and number of theory plate

圈5 进样时问对发光强度及理论踏板数的影响

Fig．5 The effect of injection time Off the ECL

intensity and number of theory plate

2．7实际样品测定

盐酸林可霉素注射液的标示量为0．3 g／mL

(国家药典中规定其含量范围为90．0—

110．0％)．实测量是O．29 g／mL(n=5)，为标示量

的96．7％，在国家药典规定含量范围内．向盐酸

林可霉素注射液中添加一系列高、中、低浓度的盐

酸林可霉素标准液，进行回收率实验．测定回收率

在99．62％一100．31％之间，表明该方法准确可

靠．在240 s时间内即可完成一个样品的测试，相

对于盐酸林可霉素质量控制的HPLC方法来说，

分析时间缩短，且在实验过程中，没有使用任何有

机有毒试剂，大大减少了对环境的污染．
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裹1盐酸林可霉素注射液的回收率实验(n=4)

Tab．1 Recoveries of Lincomyciu hydrochloride in

Lincomycin hydrochloride injection l n=4)

⋯号黼茸黔蔓?测譬警R／％SD／I X10／I 10／I 10样品编号
1

×
1

×
。
一：n’ ，。

(g·mL“)(g·mL“)(g·mL“)

3 结论

本研究通过实验条件的优化，建立了毛细管

电泳一联吡啶钌电化学发光(CE—ECL)法测定

盐酸林可霉素的新方法．该方法相对于药典规定

的盐酸林可霉素检测的HPLC方法来说，该方法

不仅可以达到HPLC测定的准确度要求，而且实

验样品用量少，仪器简单便宜，运行成本低，实验

过程中没有使用对环境有污染的有机试剂，为盐

酸林可霉素制剂的质量控制提供了一种微量和环

保的分析测定方法．
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Determination of Lineomycin Hydrochloride with Capillary

Electrophoresis-Electrochemiluminescence

SHAO Bei．xinl，ZHANG Yin92，LI Jianojun2，QU Ling．b02·3

(1．Department of Pharmacy。The Fifth Affiliated Hospital of Zhengzhou University。Zhengzhou 450052，China；2．Department of

Chemistry。Zhengzhou University，Zhengzhou 450001，China；3．Chemistry and Chemical Engineering School，Hensn University of

Technology，Zhen舻hou 450001，China)

Abstract：A method of capillary eclctrophoresis(CE)with tris(2，2’-bipyridyl)ruthenium(H)electro-

chemiluminescence(ECL)detection has been developed for the determination of Lincomycin hydrochloride．

The effects of detection potential，concentration and acidity of phosphate buffer，separation voltage，injection

voltage of tris(2，2'-bipyridyl)and time，concentration and acidity of seperation buffer on the detection were

investigated．Under optimized conditions，the calibration curve for Lincomycin hydrochloride showed a good lin·

earity in the range of5×10～一9×10—6 g／mL，and the detection limits was 1．55×10“g／mL．The method

was applied for the determination of lincomycin hydrochloride in the lincomycin hydrochloride injections with a

recovery of 99．62％一100．31％．

Key words：capillary electrophoresis；electrochemiluminescence；tris(2，2’一bipyridyl)ruthenium(II)；
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