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离子色谱法同时测定那屈肝素钙中

氯离子和硫酸根离子的含量

范卫平
（北京虹木生物技术有限公司，北京１０１１０５）

摘　要　建立了一种抑制电导检测器离子色谱法同时测定那屈肝素钙中氯离子和硫酸根离子含量的方

法。采用强阴离子交换柱，３ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液为流动相，流速２．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，进样量２５μＬ，

检测器为配有化学抑制器的电导检测器。结果表明，氯离子和硫酸根离子在１～２０μｇ／ｍＬ浓度范围内

线性关系良好，氯离子线性方程为狔＝０．１３１４狓－０．００８１，线性相关系数犚
２＝０．９９９９；硫酸根线性方程

为狔＝０．１２３狓－０．００９８，线性相关系数犚
２＝０．９９９８。那屈肝素钙中氯离子和硫酸根离子的平均回收率

均为１０１％，检出限为０．０１μｇ／ｍＬ。方法具有操作简单、线性范围良好、检出限低等优点，可作为那屈肝

素钙中氯离子和硫酸根离子的质量控制方法。
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前言

那屈肝素钙系从猪小肠黏膜中提取的肝素经亚

硝酸裂解后，精制而得的硫酸氨基葡聚糖的钙盐，是

低分子量肝素的一种［１］。那屈肝素钙临床用于预防

术后血栓栓塞、肺栓塞、深静脉血栓形成、末梢血管

病变等，是目前抗凝血、抗血栓形成的主要治疗药物

之一［２］。那屈肝素钙在生产和长期储存过程中，其

糖链上的磺酸基团易解离为游离硫酸根，且在获取

肝素原料及生产过程中（如加入氯化钙进行钠钙置

换）还会引入其他阴离子如氯离子等，为了确保那屈

肝素钙药物的纯度和稳定性，对这些离子的监测是

非常必要的［３］。

离子色谱法始于１９７５年，系用具离子交换功能

的有机聚合物载体或无机载体为填充剂，以稀碱溶

液、碳酸盐缓冲液为洗脱液，以电导检测器、安培检

测器等来分析样品中的阴离子或阳离子的色谱方

法，具有操作简单、选择性好、灵敏度高、分析时间

短、可同时测定多组分等特点［４］。离子色谱仪自问

世以来发展迅速，在医药、食品、生物、环境、农业、电

子等领域均得到广泛应用，是高效液相色谱法的重

要分支［５］。虽然离子色谱法在分析化学中发展很

快，但相对于高效液相色谱法、紫外可见分光光度

法等常用仪器分析方法，《中华人民共和国药典》自

２０１０年才将其首次收载，２０１５年修订后收录至四部

通则。在其他各国药典中，《英国药典》最先将离子

色谱法作为各类品种测定方法收载，随后《美国药

典》、《欧洲药典》等也先后收载［６］。

在中国药典委员会２０１７年６月发布的《关于那

屈肝素钙国家标准的公示》里，游离硫酸盐的含量测

定采用离子色谱法，但《中国药典》２０１５版里对于氯

化物的检查采用比色法［７］，存在操作步骤繁琐、灵敏

度较低以及抗干扰能力较差等缺点。离子色谱法作

为一种新兴的分析技术［８］，在各个行业都已得到广泛

应用的同时，具备同时进行多种离子分析的特点［９１４］，

而且灵敏度高、分析速度快。本文采用标准曲线法，建

立了一种离子色谱法同时测定那屈肝素钙中氯离子和

硫酸根离子含量的方法，该法简便、可靠，灵敏度高。

１　实验部分

１１　仪器与试剂

ＩＣＳ６０００离子色谱仪（赛默飞世尔科技有限公

司，配有淋洗液发生器），色谱柱（赛默飞世尔科技有

限公司，强阴离子交换柱 ＡＳ２２）；硫酸根溶液标准

物质（ＧＢＷ（Ｅ）０８０２６６，标准值：１０００μｇ／ｍＬ），氯

单元素溶液标准物质（ＧＢＷ（Ｅ）０８２５１５，标准值：

１０００μｇ／ｍＬ），那屈肝素钙（批号１９１１１９）。

１２　色谱条件

色谱柱：强阴离子交换柱（赛默飞世尔科技有限

公司，ＡＳ２２，４．０ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相：３ｍｍｏｌ／Ｌ

碳酸钠溶液；流速：２．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样

量：２５μＬ；检测器：配有化学抑制器的电导检测器。

１３　溶液配制

１．３．１　对照品溶液的制备

准确移取氯标准溶液１．００ｍＬ和硫酸根标准

溶液１．００ｍＬ，置于同一５０ｍＬ容量瓶中，用水稀

释成含氯离子和硫酸根离子２０．００μｇ／ｍＬ的混合

溶液，并依次稀释制成含氯离子和硫酸根离子为

１０．００、５．００、２．００、１．００μｇ／ｍＬ的系列浓度对照品溶

液，每次测试以流动相为空白溶液。

１．３．２　供试品溶液的制备

取那屈肝素钙约２５ｍｇ（精确至０．１ｍｇ），置于

１０ｍＬ量瓶中，用水溶解并稀释制成２．５ｍｇ／ｍＬ的溶

液，过滤，取续滤液作为供试品溶液。平行制备两份。

１４　系统适用性实验

精密量取“对照品溶液的制备”项下含氯离子和

硫酸根离子浓度为５μｇ／ｍＬ的对照品溶液２５μＬ，注

入离子色谱仪，记录色谱图，结果表明，氯离子峰与硫

酸根离子峰能彻底分开，其中氯离子峰塔板数为

７２３４，硫酸根离子峰塔板数为８４０５，分离度为１４．１８。

１５　供试品含量测定

精密量取“对照品溶液的制备”项下系列浓度对

照品溶液各２５μＬ，注入离子色谱仪，记录色谱图，

以峰面积为纵坐标，浓度为横坐标，绘制标准曲线并

计算线性回归方程。取那屈肝素钙２份，精密称定，

照“供试品溶液的制备”项下方法制备，各精密量取

２５μＬ注入离子色谱仪，记录色谱图，用线性回归方

程计算供试品中氯离子和硫酸根离子的含量。结果

表明，１９１１１９批含氯离子０．０６９％，含硫酸根离子

０．０２８％。实验结果见表１。

表１　供试品中氯离子和硫酸根离子的含量

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犮狅狀狋犲狀狋狅犳犮犺犾狅狉犻犱犻狅狀犪狀犱

狊狌犾犳犪狋犲犻狅狀犻狀狋犺犲狋犲狊狋犲犱狊犪犿狆犾犲

Ｎｏ．
称样量／

ｍｇ

氯离子 硫酸根离子

峰面积／

（μＳ·ｍｉｎ）

含量／

％

含量均值／

％

峰面积／

（μＳ·ｍｉｎ）

含量／

％

含量均值／

％

１ ２５．２８ ０．２２１ ０．０６９

２ ２６．１２ ０．２３０ ０．０６９
０．０６９

０．０８１ ０．０２７

０．０８９ ０．０２８
０．０２８
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２　结果讨论

２１　色谱柱的选择

本实验分别考察了 ＡＳ１１、ＡＳ１４、ＡＳ１９、ＡＳ２２

等四种强阴离子交换色谱柱，其中 ＡＳ１１与 ＡＳ１９

色谱柱为氢氧化物淋洗液选择性阴离子交换色谱

柱，实验发现，当使用３ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液为流动

相时，浓度为２０μｇ／ｍＬ的对照品溶液色谱图中氯

离子峰不对称度较大，峰形略有拖尾。ＡＳ１４色谱

柱具有出色的卤化物保留能力，但实验发现，硫酸根

离子峰保留时间约为１２．８ｍｉｎ，当样品运行时间为

１５ｍｉｎ时，不能保证主峰后有足够的时间来冲洗及

平衡色谱柱，若加长运行时间则影响实验效率。因

此选择ＡＳ２２色谱柱，其氯离子和硫酸根离子分离度

良好，主峰峰形不拖尾，且硫酸根保留时间为９．５ｍｉｎ

左右，１５ｍｉｎ便可完成样品分析。

２２　流速的选择

分别考察了１．０、１．５、２．０ｍＬ／ｍｉｎ等不同流速对

实验结果的影响。结果表明，当流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ

和１．５ｍＬ／ｍｉｎ时，浓度为２０μｇ／ｍＬ的对照品溶

液色谱图中氯离子峰不对称度分别为１．６１和

１．９２；而流速为２．０ｍＬ／ｍｉｎ，不对称度为１．１９，峰形较

好，不影响结果计算。因此，选择流速为２．０ｍＬ／ｍｉｎ。

２３　流动相及浓度的选择

离子色谱法测定氯离子、硫酸根离子等无机强

酸阴离子常用碳酸钠溶液为流动相，分别考察了１、

３、５ｍｍｏｌ／Ｌ等不同浓度碳酸钠溶液流动相对实验结

果的影响。结果表明，当碳酸钠溶液浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ

时，氯离子检出限为０．１μｇ／ｍＬ，而３ｍｍｏｌ／Ｌ时，

氯离子检出限为０．０１μｇ／ｍＬ；当碳酸钠溶液浓度为

５ｍｍｏｌ／Ｌ时，浓度为２０μｇ／ｍＬ的对照品溶液色谱

图中氯离子峰不对称度为１．４９，大于３ｍｍｏｌ／Ｌ时的

１．１９。因此，选择３ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液为流动相。

２４　柱温的选择

实验分别考察了２５、３０、３５℃等不同柱温对实

验结果的影响。结果表明，不同温度对实验结果影

响较小，但若柱温不稳定则会造成基线波动影响峰

面积。考虑到柱温箱控温能力，将柱温定为３０℃。

２５　方法学验证

２．５．１　系统适用性

精密量取“对照品溶液的制备”项下含氯离子和

硫酸根离子浓度为５μｇ／ｍＬ的对照品溶液２５μＬ，

注入离子色谱仪，记录色谱图，连续进样６次。结果

表明，氯离子峰面积分别为０．６５４、０．６５５、０．６４５、

０．６４３、０．６４０、０．６５２μＳ·ｍｉｎ，相对标准偏差为

０．９９％；硫酸根离子峰面积分别为０．５９９、０．５７９、

０．５８６、０．５８２、０．５９１、０．５９９μＳ·ｍｉｎ，相对标准偏差

为１．２０％。ＲＳＤ均小于２．０％，该方法系统适用性良

好。实验结果见表２。

表２　系统适用性实验结果

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳狊狔狊狋犲犿狊狌犻狋犪犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋

Ｎｏ．
氯离子 硫酸根离子

峰面积／（μＳ·ｍｉｎ）犚犛犇／％ 峰面积／（μＳ·ｍｉｎ）犚犛犇／％

１ ０．６５４

２ ０．６５５

３ ０．６４５

４ ０．６４３

５ ０．６４０

６ ０．６５２

０．９９

０．５９９

０．５７９

０．５８６

０．５８２

０．５９１

０．５８８

１．２

２．５．２　专属性

精密量取空白溶剂２５μＬ，注入离子色谱仪，记

录色谱图；精密量取“对照品溶液的制备”项下含氯

离子和硫酸根离子浓度为５．００μｇ／ｍＬ的对照品溶

液２５μＬ，注入离子色谱仪，记录色谱图。结果表

明，空白溶剂色谱图中，除基线噪音外，未见明显色

谱峰；５μｇ／ｍＬ的对照品溶液色谱图中，氯离子峰

保留时间为３．６９２ｍｉｎ，硫酸根离子峰保留时间为

９．５２２ｍｉｎ。氯离子峰与硫酸根离子峰能彻底分离，

且空白溶剂对氯离子峰和硫酸根离子峰均不干扰，

该方法专属性良好。实验结果见表３。

表３　专属性实验结果

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋

项目 保留时间／ｍｉｎ

空白溶剂 

氯离子 ３．６９２

硫酸根离子 ９．５２２

２．５．３　准确度实验

精密量取氯标准溶液和硫酸根标准溶液各

１．００ｍＬ，置于同一２０ｍＬ量瓶中，用水稀释至刻度，

制成含氯离子和硫酸根离子浓度分别为５０．００μｇ／ｍＬ

的溶液，作为准确度实验储备溶液。取那屈肝素钙

样品约２５ｍｇ，精密称定，置于１０ｍＬ量瓶中，平行

９份，其中３份加入储备溶液０．８ｍＬ，３份加入储备

溶液１ｍＬ，３份加入储备溶液１．２ｍＬ，用水稀释至

刻度，过滤，取续滤液作为准确度实验供试品溶液。

精密量取各准确度实验供试品溶液２５μＬ，注入离

子色谱仪，记录色谱图。结果表明，９份供试品氯离

子平均回收率为１０１％，ＲＳＤ为２．０％；硫酸根离子

平均回收率为１０１％，ＲＳＤ为２．１％；该方法准确度

良好。实验结果见表４和表５。
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表４　氯离子准确度实验

犜犪犫犾犲４　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犪犮犮狌狉犪犮狔狋犲狊狋狅犳犆犾
－

Ｎｏ． 称样量／ｍｇ 本底量／μｇ 加入量／μｇ 测得量／μｇ 回收率／％ 回收率均值／％ 犚犛犇／％

１ ２５．５９ １７．６６ ４０ ５８．１０ １０１

２ ２６．７７ １８．４７ ４０ ５７．８０ ９８．３

３ ２６．０５ １７．９７ ４０ ５８．９０ １０２

４ ２４．４８ １６．８９ ５０ ６８．８３ １０４

５ ２３．９８ １６．５５ ５０ ６６．４０ ９９．７

６ ２５．６１ １７．６７ ５０ ６９．２２ １０３

７ ２６．０２ １７．９５ ６０ ７９．８０ １０３

８ ２５．７９ １７．８０ ６０ ７７．０４ ９８．４

９ ２４．８６ １７．１５ ６０ ７８．５４ １０２

１０１ ２．０

表５　硫酸根离子准确度实验

犜犪犫犾犲５　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犪犮犮狌狉犪犮狔狋犲狊狋狅犳犛犗４
２－

Ｎｏ． 称样量／ｍｇ 本底量／μｇ 加入量／μｇ 测得量／μｇ 回收率／％ 回收率均值／％ 犚犛犇／％

１ ２５．５９ ７．１６ ４０ ４６．７３ ９８．９

２ ２６．７７ ７．５０ ４０ ４７．９６ １０１

３ ２６．０５ ７．２９ ４０ ４９．０１ １０４

４ ２４．４８ ６．８５ ５０ ５７．３３ １０１

５ ２３．９８ ６．７１ ５０ ５７．６３ １０２

６ ２５．６１ ７．１７ ５０ ５８．８８ １０３

７ ２６．０２ ７．２９ ６０ ６７．０３ ９９．５

８ ２５．７９ ７．２２ ６０ ６６．１３ ９８．２

９ ２４．８６ ６．９６ ６０ ６８．７８ １０３

１０１ ２．１

２．５．４　精密度实验

照“供试品溶液的制备”项下方法，取那屈肝素

钙约２５ｍｇ，精密称定，置于１０ｍＬ量瓶中，用水溶

解并稀释制成２．５ｍｇ／ｍＬ的溶液，过滤，取续滤液

作为精密度实验供试品溶液，平行操作６份。精密

量取各精密度实验供试品溶液２５μＬ，注入离子色

谱仪，记录色谱图。结果表明，６份供试品氯离子含

量ＲＳＤ为２．８％，硫酸根离子含量ＲＳＤ为５．８％。

该方法精密度良好。实验结果见表６。

表６　精密度实验结果

犜犪犫犾犲６　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳狆狉犲犮犻狊犻狅狀狋犲狊狋

Ｎｏ．
称样量／

ｍｇ

氯离子 硫酸根离子

含量／％ 犚犛犇／％ 含量／％ 犚犛犇／％

１ ２６．１２ ０．０８３

２ ２５．９９ ０．０８０

３ ２５．４２ ０．０８０

４ ２４．６８ ０．０８２

５ ２７．０２ ０．０７８

６ ２５．０３ ０．０８４

２．８０

０．０２５

０．０２４

０．０２５

０．０２３

０．０２５

０．０２４

３．４０

２．５．５　检出限与定量限

精密量取“对照品溶液的制备”项下含氯离子和

硫酸根离子浓度为１．００μｇ／ｍＬ的对照品溶液适

量，依次稀释成含氯离子和硫酸根离子浓度分别为

０．１、０．０１μｇ／ｍＬ的溶液，作为检出限实验供试品

溶液。精密量取各检出限实验供试品溶液２５μＬ，

注入离子色谱仪，记录色谱图。结果表明，当浓度为

０．０１μｇ／ｍＬ时，氯离子信噪比为３．８，硫酸根离子

信噪比为１０．６。因此，该方法氯离子和硫酸根离子

的检出限为０．０１μｇ／ｍＬ。实验结果见表７。

表７　检出限实验结果

犜犪犫犾犲７　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犔犗犙狋犲狊狋

浓度／（μｇ·ｍＬ
－１）

信噪比犛／犖

氯离子 硫酸根离子

１ ８３１．９ ７７４．８

０．１ ４８ １５１．５

０．０１ ３．８ １０．６

因该方法结果计算为标准曲线法，故该方法氯

离子和硫酸根离子的定量限为标准曲线溶液的最小

浓度，即１．００μｇ／ｍＬ。

２．５．６　线性范围

精密量取“对照品溶液的制备”项下各浓度对照

品溶液２５μＬ，注入离子色谱仪，记录色谱图。结果

表明，在１～２０μｇ／ｍＬ的范围下，氯离子线性方程

为狔＝０．１３１４狓－０．００８１，线性相关系数 犚
２＝

０．９９９９；硫酸根线性方程为狔＝０．１２３狓－０．００９８，

线性相关系数犚２＝０．９９９８。该方法线性关系良

好。实验结果见图１。
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第２期 范卫平：离子色谱法同时测定那屈肝素钙中氯离子和硫酸根离子的含量

图１　氯离子（犪）与硫酸根离子（犫）的线性回归方程

犉犻犵狌狉犲１　犔犻狀犲犪狉狉犲犵狉犲狊狊犻狅狀犲狇狌犪狋犻狅狀狅犳犆犾
－（犪）犪狀犱犛犗４２－（犫）

２．５．７　溶液稳定性

按照“供试品溶液的制备”项下方法，取那屈肝

素钙约２５ｍｇ，精密称定，置于１０ｍＬ量瓶中，用水

溶解并稀释制成２．５ｍｇ／ｍＬ的溶液，过滤，取续滤

液作为溶液稳定性实验供试品溶液。分别于０、１、

２、４、８、１２、２４ｈ时精密量取溶液稳定性实验供试品

溶液２５μＬ，注入离子色谱仪，记录色谱图。结果表

明，氯离子峰面积分别为 ０．１９９、０．１９２、０．１９５、

０．１９８、０．２０１、０．１９５、０．１９６μＳ·ｍｉｎ，ＲＳＤ为１．５％；

硫酸根离子峰面积分别为０．０８０、０．０７５、０．０７７、

０．０８２、０．０８２、０．０７７、０．０７９μＳ·ｍｉｎ，ＲＳＤ为３．４％。

供试品溶液稳定性良好。实验结果见表８。

表８　溶液稳定性实验

犜犪犫犾犲８　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳狊狅犾狌狋犻狅狀狊狋犪犫犻犾犻狋狔狋犲狊狋

时间／

ｈ

氯离子 硫酸根离子

峰面积／（μＳ·ｍｉｎ）犚犛犇／％ 峰面积／（μＳ·ｍｉｎ）犚犛犇／％

０ ０．１９９

１ ０．１９２

２ ０．１９５

４ ０．１９８

８ ０．２０１

１２ ０．１９５

２４ ０．１９６

１．５

０．０８０

０．０７５

０．０７７

０．０８２

０．０８２

０．０７７

０．０７９

３．４

２．５．８　耐用性

同时也考察了流速、流动相浓度、柱温等色谱条

件有小的变动后，对５μｇ／ｍＬ的对照品溶液的色谱

峰结果的影响。结果表明，当流速为１．８ｍＬ／ｍｉｎ

时，氯离子峰和硫酸根离子峰略有拖尾，峰面积

ＲＳＤ较大；而流动相浓度和柱温小的变动能满足系

统适用性要求。实验结果见表９。

表９　耐用性实验结果

犜犪犫犾犲９　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狅犳犱狌狉犪犫犻犔犻狋狔狋犲狊狋

条件 设定值

氯离子离子 硫酸根离子

峰面积／

（μＳ·ｍｉｎ）

犚犛犇／

（％）

峰面积／

（μＳ·ｍｉｎ）

犚犛犇／

（％）

流速／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

１．８ ０．６６３

２．０ ０．６５０

２．２ ０．６４５

１．４２

０．６０５

０．５９０

０．５８７

１．６２

浓度／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

２．７ ０．６４８

３．０ ０．６５０

３．３ ０．６５６

０．６４

０．５８２

０．５９０

０．５９３

０．９７

柱温／

℃

２７ ０．６５２

３０ ０．６５０

３３ ０．６５８

０．６４

０．５８９

０．５９０

０．５９９

０．９３

３　结论

本文初次将离子色谱法应用于同时测定那屈肝

素钙中的氯离子和硫酸根离子的含量，一份溶液同

时测定，很好地解决了传统方法费时、不能同时测

定两种离子的问题。方法操作简便，稳定性好，结

果准确可靠，实验过程绿色无污染，该方法可作为

那屈肝素钙中氯离子和硫酸根离子测定的质量控

制方法。
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