
第 14卷第 4期 

2016年 7月 

生 物 加 工 过 程 

Chinese Journal of Bioprocess Engineering 

Vo1．14 No．4 

Ju1．2016 

doi：10．3969／j．issn．1672—3678．2016．04．013 

．___I—  

Ej  

同 聚物高效液相色谱柱分离分析嘧啶和核苷 

夏 明 ，黄 艳 ，刘晓宁 ，魏荣卿 ，郑 涛 

(1．南京工业大学 生物与制药工程学院，江苏 南京 211800； 

2．中国科学院 广j,j、I能源研究所，广东 广州 510640) 

摘 要：建立 了使用高聚物型色谱柱，反相高效液相色谱法(RP—HPLC)测定 5种嘧啶和核苷的方法，样品经甲醇 

溶解，以 pH为4．4的0．O1 moUL KH2PO 缓冲盐溶液和甲醇为流动相进行梯度洗脱，流速 1．0 mL／min，温度2O cC， 

紫外检测波长 251 nm。考察了流动相中不同因素对分离分析的影响，实现 了5种嘧啶和核苷混合物的有效分离。 

柱效可达 37 400 N／m，优于常规的 c18一硅胶 色谱柱(柱效为 21 400 N／m)，为该高聚物填料在嘧啶和核苷化合物 

检测方面的广泛应用提供了有关依据。 
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Determination of pyrimidine and nucleosides using polymer column by HPLC 

XIA Ming ，HUANG Yan ，LIU Xiaoning ，W EI Rongqing ，ZHENG Tao 

(1．College of Bioteehnology and Pharmaceutical Engineering，Nanjing Tech University，Nanjing 211800，China； 

2．Guangzhou Institute of Energy Conversion，Chinese Academy of Sciences，Guangzhou 510640，China) 

Abstract：Using polymer column we established reversed phase high—performance liquid chromatography 

(RP—HPLC)method to determine five pyrimidine and nucleosides．The influences of different factors in 

mobile phase on separation and analysis were studied，and the pyrimidine and nucleoside compounds 

were effectively separated with potassium dihydrogen phosphate(KH2PO4)buffer(pH 4．4)and methanol 

as mobile phase，flow rate at 1．0 mL／min，detection wavelength at 25 1 nm and column temperature at 20 

℃．With column efficiency over 37 400 N／m，which is higher than common C18-silica column(plates： 

2 1 400 N／m)，our results provides basis for wide range applications for the polymer filler in nucleoside 

compounds detection． 

Keywords：RP—HPLC；pyrimidine；nucleosides；polymer column 

嘧啶和核苷主要存在于生物体的遗传物质核 

苷酸中，在生物代谢中有着重要的作用 。在生 

命科学、临床医学 、药物机理和食品科学 等领 

域的研究中，核苷酸是一重要的研究对象。目前， 

测定嘧啶和核苷的方法主要有毛细管电泳法 、 

荧光法 J、反相高效液相色谱法 等。高效液相 

色谱法是利用被分离物质在色谱柱中固定相与流 

动相之间的分配系数差异而实现有效分离的。目 

前，文献中报道较多的固定相是采用硅胶基质为 

填料分离、分析嘧啶和核苷 ，但该基质填料不 

耐酸碱 ，易对样品造成不可逆吸附 öl、易拖尾，且 

嘧啶化合物(尿嘧啶、胸腺嘧啶)和核苷化合物(胸 

收稿日期：2016—02—16 

基金项目：国家重点基础研究发展计划(973计划)(2013CB733504)；国家高技术研究发展计划(863计划)(2012AA021203) 

作者简介：夏 明(1991一)，女，安徽合肥人，研究方向：仪器分析；刘晓宁(联系人)，教授 ，E—mail：xiaoningliu@163．corn 



生 物 加 工 过 程 第 14卷 

苷、鸟苷和腺苷)均具有较强的极性，在常规反相 

色谱柱上保留较弱，因此嘧啶和核苷化合物在使 

用常规的C18一硅胶基质的分离柱分离与分析时， 

存在分辨率低、损伤柱效等负面因素 。而高聚 

物型色谱填料化学性质稳定，耐水、耐酸碱性好， 

无不可逆吸附 卜 J，且因其含有苯环结构，可对含 

有 电子的环状结构的嘧啶和核苷化合物有望获 

得较强的相互作用力，而提高其保留时间，改善其 

分离效果。 

为此，笔者欲以该高聚物型色谱填料为分离色 

谱柱介质对5种嘧啶和核苷(尿嘧啶、胸腺嘧啶、胸 

苷、鸟苷和腺苷)进行分离条件的优化，确定最佳色 

谱条件，以达到用较为简单的流动相洗脱条件实现 

较高的柱效和较好的分离效果。 

1 材料与方法 

1．1 仪器与试剂 

配备 P680 HPLC泵、UVD一170U型可变波长紫 

外检测器，AT一330型柱温箱、8125型进样装置的高 

效液相色谱仪，美国Dionex公司；以聚苯乙烯二乙烯 

基苯(PS—DVB)为基质的高聚物色谱柱MKF—RP— 

HH，南京麦科菲高效分离载体有限公司；5种嘧啶和 

核苷标准品：尿嘧啶(uracil)、胸腺嘧啶(thymine)、胸 

腺嘧啶核苷(thymidine)、鸟嘌呤核苷(guanosine)、腺 

嘌呤核苷 (adenosine)，Sigma-Aldrich公司；分析纯 

KH PO ，国药集团化学试剂有限公司；色谱纯甲醇， 

美国TEDIA公司；超纯水(自制)。 

1．2 液相色谱检测条件 

色谱柱：MKF～RP～HH(300 mm×7．8 mm，8 

txm)；流动相：A为 0．01 mol／L的 KH PO 水溶液 

(pH 4．4)，B为甲醇；检测波长：251 nm；流速：1．0 

mL／min；进样量：20 L；柱温：20 。样品用甲醇溶 

解后用 0．45 m的尼龙膜过滤。 

1．3 标准溶液的配制 

1．3．1 嘧啶和核苷高效液相色谱标准品溶液 

精密称取 5种嘧啶和核苷标准品各 5．0 mg分 

别置于5个 10 mL的容量瓶中，以甲醇溶解并定容， 

得到 5个浓度均为0．50 mg／mL的嘧啶和核苷的标 

准品溶液。 

1．3．2 核苷紫外全波长扫描标准品溶液 

精密量取嘧啶和核苷高效液相色谱标准品溶 

液 1 mL，用甲醇稀释为原浓度的 1／5，得到质量浓度 

为0．10 mg／mL的嘧啶和核苷的标准品溶液。 

1．3．3 流动相 A的配制 

精密称取 0．68 g的 KH：PO ，用水溶解并定容 

至 500 mL，配制成浓度为 0．O1 mol／L缓冲盐溶液， 

测得其 pH为4．4。 

2 结果与讨论 

2．1 5种嘧啶和核苷标准品紫外全波长扫描结果 

及波长的优化 

取质量浓度均为0．10 mg／mL的5种嘧啶和核 

苷标准品溶液进行紫外全波长扫描，结果见图 1。 

200 300 400 

波长／nm 

图1 5种嘧啶和核苷标准品的全波长扫描图谱 

Fig．1 Five standards of pyrimidine and nucleosides 

and the sample full spectrum wavelength 

由图 1可知：在相同检测浓度(0．10 mg／mL) 

下，5种嘧啶和核苷标准品的最大紫外吸收波长在 

251—267 nm范围内，与文献[14]报道的各嘧啶和 

核苷的最大波长一致 ；但在该范围内，5种嘧啶和核 

苷的灵敏度相差较大，即由高到低依次为尿嘧啶、 

胸苷、胸腺嘧啶、腺苷和鸟苷。此说明，鸟苷相较于 

其他嘧啶和核苷其灵敏度较差，而不易被检测到。 

为了兼顾鸟苷的检测灵敏度，本实验采用鸟苷的最 

大紫外吸收 251 nm为混合样品的分析检测波长。 

虽然在文献[1-3，14-15]中采用较多的2个波长为 

254 am和260 nm，但在这两个波长条件下，鸟苷的 

灵敏度都偏低，都不利于含有鸟苷的混合物的分离 

检测。在文献[9]中，鸟苷的浓度为尿嘧啶浓度的 

10倍。虽然通过增大鸟苷浓度可弥补鸟苷吸光度 

弱的劣势，但在许多含嘧啶和核苷的天然化合物 

中，鸟苷的含量并不大，甚至于是微量的，且由图 1 

可知，鸟苷的最大检测波长为 251 rim，故本文采用 

251 nm作为检测波长取代文献的254 nm，使其不因 

检测波长不适而影响鸟苷的灵敏度。下文首先改 

变流动相为甲醇，并优化流动相中甲醇含量对 5种 

嘧啶和核苷分离的影响。 
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2．2 流动相中甲醇含量对嘧啶和核苷分离的影响 

考察甲醇含量(梯度洗脱系列 I)对 5种嘧啶和 

核苷分离的影响，结果见图2。由图2中条件 1和 2 

结果可知：这两个条件下的分离度都很差，如果降 

低甲醇浓度，出峰时间略有后移。降低起始甲醇浓 

o 时间 

(~HPLCC 

度(条件 3)，即在 5～6 rain前，降低甲醇浓度，与条 

件 1和2相比，出峰时间推迟了5～6 rain，且分离度 

有所改善，这说明降低洗脱液中有机相的浓度，则 

出峰时问推迟，且低于40％的有机相浓度能改善分 

离度，而有机相浓度高于 40％则影响不大。 

、̂  

诎 
B 

时间／min 

(b)梯度洗脱系列I一1 

图2 5种嘧啶和核苷混合样品的高效液相色谱图 

Fig．2 Five mixed sample of pyrimidine and nucleosides by HPLC and gradient elution conditions I-1 

进一步细化研究低浓度有机相的影响，结果见 

图3和表2。综合图3和表2分析可知：进一步降低 

甲醇浓度，分离度、柱效显著提高(条件 3与条件 

4)；再降低甲醇浓度(条件5)，峰 1、2、3出峰时间相 

差不大，但峰 4、5出峰时间有所延迟，峰 1柱效变化 

不大，但其他各峰柱效下降(特别是峰 2下降明 

条件7 

条件6 

条件5 

条件4 

条件3 

0 10 20 3O 

时间／min 

(~HPLC 

显)。由条件 6的分离结果可知：继续降低甲醇浓 

度，除峰 1柱效有所提高，但其他各峰柱效仍继续降 

低。如此，继续降低甲醇浓度无益，条件 4较好。接 

着，在条件 4的基础上提高甲醇起点浓度(条件 7) 

此时发现，出峰时间比条件4的情况有所提前，但分 

离度和柱效仍不及条件 4。 

堡 

时间／rain 

(b)梯度洗脱系列I一2 

图3 嘧啶和核苷混合样品的高效液相色谱图 

Fig．3 Chromatographic of HPLC and gradient elution conditions of pyrimidine and nucleosides 

表 2 嘧啶和核苷混合样品的色谱峰数据 

Table 2 Chromatographic peak data of pyrimidine and nucleosides 
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综上可得，条件 4的分离结果较好 ，分离度好、 

柱效高，各物质的分离度均大于 1．8，且平均柱效可 

达35 000 N／m，比文献[9]报道的效果更优。但从 

峰型上看，峰型均有一定程度的拖尾，且 1号峰的峰 

O 

、̂  

醚 

旁有个小包杂质 (记为“1”’)尚未达到有效分离 

(分离度达到 1．5及以上称为有效分离)。因此，需 

进一步对分离条件进行优化(梯度洗脱系列 II)，其 

优化条件及结果见图4和表 3。 

时间／min 时间／min 

(a)HPLC (b)梯度洗脱系列II 

图4 嘧啶和核苷混合样品的高效液相色谱图 

Fig．4 The Chromatographic of HPLC and gradient elution conditions of pyrimidine and nucleosides 

由图4和表 3可知：在条件 4的基础上，降低甲 

醇浓度且改进洗脱方式(条件 8)，分离度相当，但柱 

效进一步上升。与条件 8相比，降低 5 min以后的甲 

醇浓度(条件 9)，虽峰 1、2和 3的出峰时间相差不 

大，且峰 4和 5略有延迟，但分离度及柱效皆升高。 

提高0～5 rain时的甲醇浓度(条件 10)，峰 1出峰时 

间提前，且峰2、3、4和 5略有延迟，但柱效降低(4、5 

号峰分别降低 32％、24％)。综合图 3(表 2)和图 4 

(表3)结果可知，经条件 9分段洗脱后，5种核苷混合 

物分离度的平均值大于2．78，即均已超过基线分离所 

要求的1．5；平均柱效大于 37 400 N／m，比使用常规 

硅胶色谱柱的柱效(21 400 N／m)E9 3约高出58％。与 

文献[9]方法比较可知，本文流动相组成中不含盐类 

物质、洗脱梯度简单、且灵敏度高，可用于今后嘧啶和 

核苷等碱性化合物的分离与分析。此外，本实验采用 

的高聚物型色谱柱材料具有耐酸碱等结构及性能稳 

定的特点 卜”J，有益于检测结果的可重复性，分离嘧 

啶和核苷等碱性物质优于硅胶型色谱填料。 

表 3 嘧啶和核苷混合样品的色谱峰数据 

Table 3 Chromatographic peak data of pyrimidine and nucleosides 

IIl釜 出峰时间／min 分离度 柱效／m 对称性 

号 条件 4 条件 8 条件 9条件 10条件 4条件 8条件 9条件 10条件 4 条件 8 条件 9条件 10条件 4条件 8条件 9条件 l0 

2．3 5种嘧啶和核苷的定性分析 

采用条件 9对 5种嘧啶和核苷标准品的混合样 

和质量浓度均为 0．05 mg／mL的 5种嘧啶和核苷高 

效液相色谱标准品进行梯度洗脱 ，定性分析 5种嘧 

啶和核苷混合物，结果见图5。 

由图5可知，在相同的色谱条件下，可推断出 

混合样品中 1至 5号峰物质依次为尿嘧啶、鸟苷、胸 

腺嘧啶、胸苷和腺苷。此外，1号峰旁的小包 (1’) 

与腺苷标准品中第一个小峰的出峰时间一致，说明 

混合样中的 1’小峰实为腺苷标准品的杂质。 

3 结论 

采用化学结构稳定、耐酸碱的高聚物型色谱柱 

MKF—RP—HH(300 minX7．8 mm，8 txm)对 5种混合 

嘧啶和核苷进行了分离条件的探索。经优化后得到 

最佳的色谱条件：流动相为 KH PO 水溶液(A)和甲 
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． 几： 嘧啶 

嘧啶 

0 50 1O 15 2O 25 3O 35 40 

t／m in 

图5 5种嘧啶和核苷标准品与其混合样的高效液相色谱对比图 

Fig．5 Comparison of five pyrimidine and nucleoside samples and their mixed sample of HPLC 

醇(B)，梯度洗脱(0～5 min 0～5％B；5～25 rain 5％～ 

40％B)；流速为 1．0 mL／min；柱温为 20℃；检测波长 

为251 nm。经最佳梯度条件洗脱后，5种嘧啶和核苷 

实现了有效分离，峰型 良好且柱效均达到 37 400 

N／m，较文献中柱效高出约 58％，灵敏度高，且流动相 

洗脱条件也较为简单，说明高聚物型色谱填料分离效 

能高，更有利于嘧啶和核苷的分离与分析。 
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