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薄层扫描法检测生物转化液中麻黄碱的含量

张 梁， 石贵阳， 董世建
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!"2#$3）

摘 要：在生物转化法生产麻黄碱研究过程中，建立了一种检测转化液中麻黄碱含量的方法———

薄板层析双波长扫描法(该方法以硅胶45!62为吸附剂，以甲醇7浓氨水混合液（!（甲醇）8!（浓氨
水）9-/8!）为展开剂，#(!:茚三酮丙酮溶液为显色剂，扫描波长!;96"#<=，!>91##<=(并运用
该法考察了2株初筛菌株的转化能力(
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麻黄碱属于芳香族氨基醇衍生物，为肾上腺素

受体激动药，具有松弛平滑肌、收缩血管及中枢兴

奋等作用(主要用于支气管哮喘、过敏性反应、鼻粘
膜肿胀以及低血压等病的治疗［"］(从麻黄中提取麻
黄碱是我国生产麻黄碱的主要途径(此外，也有报
道用顶酵母发酵法生产［!］(国外常先用生物方法将
苯甲醛转化为麻黄碱的前体苯基乙酰基甲醇

（a@̂ ），然后再用化学合成的方法生产麻黄
碱［$，2，6］(在麻黄碱生产中，提取法需消耗大量的麻
黄而对生态环境不利，化学合成法往往不能得到单

一旋光体(生物转化法因转化率高，产物单一的特

点近年来较多地用于手性合成方面，利用生物转化

法生产麻黄碱能较好地解决以上问题(在研究生物
转化法生产麻黄素过程中，产物含量的检测是一个

重要的环节(麻黄碱的测定方法很多，如非水法［3］、
银量法［3］、中和法［1］、比色法［/］、薄层扫描法［-，"#］、

高效液相色谱法等［""""2］(其中，非水法、银量法、容
量法等主要为药典方法，处理过程繁琐，使用较少；

比色法与滴定法由于转化液中成分复杂，对结果影

响较大；高效液相色谱法对样品的分离精制要求

高，且成本相对较高；薄层扫描法由于操作简单、样

品用量少，现广泛应用于中药特定组分的定性和定
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量分析!作者根据实际情况，在研究前期采用薄层
扫描法检测转化液中产物的含量，取得了较好的效

果!

! 实验材料

!"! 菌种

!"#$%&’((%)"#$%&**"#$，"#%，"#&，"#’，作者所
在实验室保存!
!"# 发酵培养基
葡萄糖%!() ，酵母膏(!*)，蛋白胨+!*) ，

,+-./0(!%)，123/0·4-+/(!(+)，5678(!+)
，酵母营养盐(!((+)!去离子水配制，56/-溶液
调9-值为4!(，(!$1.6灭菌+(:;<!
!"$ 转化前体

$#苯基#+#甲氨基丙酮（$#9=><?8#+#:>@=?86:;<A#
9BA96<A<>，简称1C,），作者所在实验室合成!
!"% 转化基质

(!*)1C,，(!D:2／:E5CFG，(!+:2／:E
葡萄糖脱氢酶，*)葡萄糖，(!$:A8／E磷酸缓冲液
（9-4!(）!
!"& 仪器与试剂
岛津73#’%($型薄板扫描仪，+(!E移液枪，北

京金花仪器厂产品；D(型薄层层析硅胶HI+*0，青
岛海洋化工集团产品；盐酸麻黄碱化学对照品，中

国药品生物制品检定所提供；其它试剂均为分析

纯!

# 实验方法

#"! 溶液配制

#!!!! 转化液制备! 斜面菌种接入发酵培养基，%(
J，$*(B／:;<培养活化+0=，再按$()接种量转
接，同样条件下培养0&=!培养结束后培养液%(((
B／:;<离心%(:;<，收集湿菌泥冷冻干燥制得冻干
粉!取菌体冻干粉+(:2，加$:E转化基质，$*(
B／:;<，%(J 反应0&=，反应后4(((B／:;<离心$*
:;<，取上清液!
#!!!# 标准溶液配制 按计算量准确称取盐酸麻
黄碱对照品，溶于去离子水，准确定容后备用!
#"# 测定条件

#!#!! 薄层条件 薄层板为薄层层析硅胶HI+*0
（D(型）与(!*)的717#56溶液按质量比为$K%，
湿法铺板，自然晾干，$((J活化%(:;<，置干燥器
备用!展开剂为甲醇#浓氨水，显色剂为(!+)的茚
三酮丙酮溶液，$((J显色!
#!#!# 扫描条件 采用双波长锯齿形扫描，扫描

波长"3L*$(<:，"ML4((<:，狭缝尺寸为(!0::
N(!0::，灵敏度中等，线性3OL%!
#!#!$ 展开剂配比确定! 将盐酸麻黄碱对照品标
准溶液（(!*:2／:E）点D个点于薄板上，每点

$(!E!晾干后用毛细管吸不同配比的展开液点于
样点的中心，展开剂（甲醇K浓氨水）的体积比依次
为$((K(，’’K$，’&K+，’4K%，’DK0，’*K*!借助毛
细管的作用，展开剂从圆心向外扩散，样品也随着

向外扩散，直到展开剂展开的圆直径约+*::!晾
干后用显色剂显色，结果见图$!

图! 展开剂配比对展开结果的影响

’()"! *+,,--,./01-2(--,3,4/2,5,617(4)0165,4/0142,8
5,617(4)3,096/0
由图可见纯甲醇作展开剂展开后的色圈轮廓

较小，分离效果不理想!甲醇与浓氨水体积比为

’’K$，’&K+，’4K%的展开剂展开后的轮廓基本相
同；甲醇与浓氨水体积比为’DK0和’*K*的展开剂
展开后的轮廓较模糊!说明氨水可以加大样品的扩
散距离，增加样品的分离效果，但过大会使显色后

的斑点不集中!但借助点滴实验法无法准确得出展
开剂的最佳配比!将盐酸麻黄碱对照品标准溶液
（(!*:2／:E）点于薄板上，分别用甲醇与浓氨水体
积比为’’K$，’&K+，’4K%的展开剂展开后，晾干显
色，结果表明甲醇与浓氨水体积比为’&K+的效果
更好!因此，选择该展开剂作后续研究!
#!#!% 显色时间的确定! 将$:2／:E的盐酸麻黄
碱对照品标准溶液各点%个点（分别记为$、+、%）于

%块层析板上，每点+!E，展开，分别在$((J下显
色$(，$*，+(:;<!显色后放置$(:;<后扫描，记录
峰面积（结果见表$）!可见显色时间过短，显色不完
全，峰面积较小，不利于定量!$*:;<和+(:;<的峰
面积相近，但观察到+(:;<的显色时间会使背景颜
色较深，因此确定显色时间为$*:;<!
#"$ 定性鉴别
取(!*:2／:E的对照品标准溶液$!E和%!E

(!$)的1C,溶液*!E及0株菌株的转化液各$(
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!!，点于同一薄层板上，置于已加入展开剂的层析
缸中预饱和"#$%&后再展开’展开后晾干，喷洒(’
)*的茚三酮丙酮溶液，"((+显色，可观察到,-.，

,-/和,-0 .株菌株的转化液与对照品在相应位置
上显相同斑点（图)）’

表! 显色时间对相对峰面积的影响

"#$%! "&’’((’)*+()+,+-.’/’,+0123*14’+2-’,#*1/’0’#5
#-’#6

!／$%& " ) . 平均

"( .".1’(1/ .).)’"2. ."2/’)/( ."3)’"12

"# 1/#)’03# 13)2’.(" 13/0’#3# 13//’0#(

)( 3)00’23# 3)0.’#13 3."(’#(# 3.("’"/)

4’567；8’"!!对照品溶液；9’.!!对照品溶液；:’,-
"；;’,-0；<’,-/；=’,-.

图7 薄板层析结果

813%7 9’6:,*+(";<

7%= 定量测定

7’=’! 标准曲线绘制" 在同一块硅胶薄层板上分
别点(’#$=／$!的盐酸麻黄碱标准溶液"、)、.、2、

#!!，展开，显色，扫描测定峰面积积分值’以峰面
积积分值"对点样量#（!=）作图，得标准曲线（图

.）’求得回归方程为：

" >031’/#?@"./)，$)>(’0022

图> 标准曲线

813%> ?*#2.#-.):-/’

7’=’7 精密度试验! 将盐酸麻黄碱对照品标准溶
液（"$=／$!）在同一薄板上点#个点，点样量均为

.!!，展开，显色，扫描，测定各点积分面积，求得板
内的变异系数ABC>"’(*，精密度较好’
7’=’> 稳定性试验! 将盐酸麻黄碱对照品标准溶
液（(’#$=／$!）)!!点于板上，展开，显色后立即
扫描；然后每隔一定时间扫描一次，以峰面积为纵

坐标，以时间为横坐标，得到褪色曲线（图2），由图2
可以看出，显色后的斑点在"($%&内会很快褪色，
以后至少在.D内稳定’

图= 褪色曲线

813%= 8#.123):-/’

7’=’= 回收率试验 将E6C@、葡萄糖脱氢酶灭
活，再将菌株,-/按)’"’"所示步骤制备转化液，所
得反应液成分与酶未灭活时的转化液相似，但不产

生麻黄碱’加入盐酸麻黄碱对照品，制成模拟转化
液（(’#$=／$!）’将(’#$=／$!的盐酸麻黄碱对照
品标准溶液"!!、.!!，模拟转化液)!!（%>#）点
于同一块层析板上，展开，显色，扫描，按外标两点

法求得回收量，结果见表)’
表7 回收率测定结果

"#$%7 @2#,A616+(-’)+/’-A

试品
加入
量／!=
相对峰
面积

回收
量／!=
回收
率／*
平均回
收率／*

ABC／
*

标样" (’# "332’3(

标样) "’# #."0’("

样品" "’( .21#’3) (’033 03’3 0/’0 )’)

样品) "’( .231’/. (’0/( 0/’(

样品. "’( .2/#’(( (’0/. 0/’.

样品2 "’( .12)’)" "’()3 "()’3

样品# "’( .211’31 (’033 03’3

7’=’B 转化液中麻黄碱定量检测! 在同一块板上
分别点上,-.、,-/、,-0 .株菌株的转化液"(!!，麻
黄碱对照品标准溶液（(’#$=／$!）"!!和.!!，
展开，显色，扫描测定峰面积’结果为：对照品标准
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液!!"、#!"和转化液$%#，$%&，$%’扫描后的相对峰
面积分别为!(’#)(!，*+,-)#-，++.’)#&，+*&()*!，

!*(.),&)
根据扫描结果对照标准曲线采用外标两点法

计算得到$%#，$%&，$%’转化液中麻黄碱的质量浓度
分别为.#)’*，(#)!(，-#).+!/／0")

! 结果与讨论

!）薄层的硅胶吸附剂不仅可以吸附环境中的
水分，也能吸附其中的一些杂质，在展开时会影响

样品分离，展开后的溶剂前沿常出现明显的污物

带，最终在扫描定量时影响测定的灵敏度及线性范

围，因此通常需将层析板进行预处理)方法是用甲
醇先进行一次空白展开，展距要较长于样品展开时

的展距)
+）点样点直径控制在*00以内，避免多次点
样，否则会降低分辨率和分离度)
#）层析缸中加入展开剂后，在展开前将层析板
置层析缸中并垫高，使层析缸和层析板被展开剂预

饱和数分钟后再展开，效果更好)
-）定量测定麻黄碱含量时，用茚三酮显色后应
过!,012再扫描，一般能得到较满意的结果)
*）该法操作简便，精密度较好，根据扫描结果
计算可得菌株$%&产量最高，与高效液相法结果一
致)但是由于层析板系自制，板与板间的差别较大，
因此该法适合于生物转化法生产麻黄碱的初期研

究中菌株筛选时产量和酶活的相对评估，后续研究

需要更精确的测定方法来提供保证)
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