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液相色谱2质谱联用技术在药物分析中的应用
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　　液相色谱2质谱 (LC2MS) 联用技术自 Horning于 20世

纪 70年代进行开创性研究工作以来 , 经过 20多年的发展已

趋向成熟 , 各种商品化仪器相继问世 , 而且应用日益广泛 ,

它集液相色谱的高分离效能与质谱的强鉴定能力于一体 , 对

研究对象不仅有足够的灵敏度、选择性 , 同时还能够给出一

定的结构信息 , 分析快速而且方便 , 具有其他分析方法所不

能比拟的优点 [1 ]。现在 , LC2MS正从一个研究工具过渡到

成为普通的分析技术 ; 正从一套复杂的研究仪器变为一种检

测器 , 从而更易得到更多的信息 , 它融合了两种分析技术的

优点 , 可针对性地解决带普遍性的分析问题。随着接口技术

的不断发展 , 液相色谱2质谱 (LC2MS) 联用技术在药物分

析等领域的地位越来越重要 , 分析范围更广 , 并且在许多研

究领域正逐渐取代经典的 GC2MS[2 ]。本文简单介绍了 LC2
MS的接口技术 , 着重列举了其在定性定量两大方面的应用

情况。

1　LC2MS的接口技术简介

由于液相洗脱剂的流量较气相色谱的载气要大得多 , 因

而液相色谱和质谱联用必须通过接口 (interface) , 接口同

时兼作了质谱仪的电离部分 [3 ] , 接口和色谱仪共同组成了质

谱的进样系统。因此 , 接口是液质联用的关键部分。

在接口研制方面前后发展了 20多种接口 , LC2MS采用

过的接口有直接液体导入接口 ( DL I) [4 ]、传送带接口

(MBI) [5 ]、粒子束接口 ( PBI) [6 ]、热喷雾接口 ( TSI) [7 ]、大

气压离子化接口 ( A PI) [8 ]、电喷雾接口 ( ESI) [9 ]、音喷离

子化接口 (SSI) [10211 ]、动态快原子轰击接口 ( FAB)、等离

子体喷雾接口 ( PSP)、激光解吸离子化接口 (LD) 和基质

辅助激光解吸离子化接口 ( MALDI) 等 , 由于有些技术都

有不同方面的限制和缺陷 , 其中有一些接口现在已经很少采

用了 , 但是它们在记载 LC2MS的发展方面起到了里程碑的

作用。表 1中对 LC2MS曾经采用过的几种联用技术做了简

单的比较 [12 ]。
表 1　LC2MS中几种接口的比较

技术 流速 (mL ·min - 1) 样品类型

热喷雾 ( TSP) 　　1～2 极性水溶物如药物、代谢物

等离子体喷雾 (PSP) 　01 5～2 极性小于 TSP分析的样品

粒子束 (L INC) 　01 2～1 非极性物质如农药、脂肪酸

大气压化学电离(APCI) 　01 2～2 极性物质如偶氮染料、药物

动态快原子轰击(FAB) 01001～01 01 极性物质如肽类

电喷雾 ( ESI) 01001～1 肽类、蛋白质、糖类、药物等

111　API接口

目前的 LC2MS仪器主要采用的是大气压离子化 (at2
mospheric pressure ionization , A PI) 接口。大气压电离的出

现 , 成功地解决了液相色谱和质谱联用的接口问题 , 使液相

色谱2质谱联用逐渐发展成为成熟的技术 [13 ]。

大气压电离包括电喷雾电离 ( ESI) 和大气压化学电离

(A PCI) 两种。ESI是一种很温和的离子化技术 , 多用于极

性、不挥发性、质量数较大、热不稳定的化合物 , 尤其适用

于生物分子聚合物的分析 [14 ]。ESI2MS测定的分子质量上限

为 150 ku , 具有较高的分辨率 , 测量精密度可达 01005 % ,

且可与液相色谱联用 , 从而可对经液相色谱纯化的生物分子

等直接进行质谱分析 [15 ]。如 Lee等 [16 ]最近建立了测定盐酸

地尔硫 中合成试剂 N , N2氯化二甲胺乙酯 (DMC) 的LC2
MS法 , 用阳离子 ESI所测得的检测限低 , 方法直接、简

单 , 适用于常规应用 ; 另外 , Bevalot 等 [17 ]研究了一种 LC2
ESI2MS方法 , 可定量测定运动员服用禁药后头发中的皮质

激素。A PCI目前主要应用于环境分析和医药研究领域 , 在

分析中、低极性的小分子化合物时非常有效。如 Dost [18 ]等

建立了一种填充柱超临界流体色谱2大气压化学离子化质谱
(p SFC2A PCI/ MS) 法用来测定颠茄碱 L 提取物中的阿托品 ;

Bakhtiar [19 ]等用 LC2A PCI2MS法测定了利他林酸、吲哚洛

尔、氟西丁、奥沙西泮、普萘洛尔及尼卡地平等药物的

浓度。

112　SSI

音喷离子化 ( sonic spray ionization , SSI) 接口技术是

于 1994年发展起来的新型接口技术 , 它可适用于毛细管电

泳2质谱联用及液相色谱2质谱联用的分析 , 目前主要用于分

析杀虫药和蛋白质。在这种新方法中不需要在离子源的毛细

管两端施加电场 , 也不需要对毛细管加热 , 而且在室温下进

行操作 , 因此非常适用于热不稳定的化合物 [10 ]。

有文献对 SSI和 ESI 2种离子化方式进行了比较 [20 ] , 采

用 ESI和 SSI 2种离子化方法分别测定了一组甾类化合物。

实验证明 , SSI是一种比 ESI还要温和的“软离子化”技

术 , SSI接口的离子选择性要高于 ESI , 而且采用 SSI接口

产生的信号要强许多 , 虽然采用 SSI可观察到比 ESI要明显

宽的峰 , 但不影响峰的对称性。

2　LC2MS在药物分析中的应用

药物在体内要经过一个复杂的生物转化过程 , 它包括药

物在体内的吸收、分布、代谢转化以及母体药物及其代谢物
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在体内的消除。对药物的代谢物而言 , 经过氧化、还原、水

解、异构化反应的 Ⅰ相代谢物在结构上改变较小 , 经过葡

萄糖醛酸化、乙酰化、糖基化、硫酸化的 Ⅱ相代谢物的结

构和极性都会有较大的改变 , 其热稳定性也较差。一般而

言 , 药物的 Ⅱ相代谢物及热不稳定药物都会使分析变得困难 ,

此时可以考虑使用 LC2MS分析。LC2MS在药物分析中的应用

主要在药物体内代谢过程研究、药物残留量研究、蛋白质与多

肽分析、抗生素分析及中药分析等。下面主要从药物定量分析

和定性分析 2个方面来介绍 LC2MS技术在药物分析中的应用。

211　药物定量分析 (见表 2)

表 2　LC2MS法在药物定量分析中的应用

被测药物 分析方法 样品预处理 色谱条件 检测限

非洛地平 [21 ] L C2MS/ MS L2L 萃取 柱 : C8 柱 (210 mm×150 mm , 5μm) ; MP : 醋酸铵2乙腈 (20∶80 , p H 61 0) ;

流速 : 200μL ·min - 1 ; 内标 : 硝苯地平

0105 ng·mL - 1

孕三烯酮 [22 ] L C2MS/ MS L2L 萃取 柱 : Kromasil C18柱 (41 6 mm×250 mm , 5μm) ; MP : 甲醇2012 %甲酸 ; 流速 :

1 mL ·min - 1 ; 内标 : RU468

018 ng·mL - 1

班布特罗 [23 ] L C2MS/ MS L2L 萃取 柱 : Zorbax SB C18 (211 mm×150 mm , 315μm) ; MP : 乙腈2甲醇25 mmol·L - 1醋

酸铵缓冲盐 (p H 2 , 50∶70∶140) ; 流速 : 012 mL·min - 1 ; 内标 : 瑞米芬太尼

0105 ng·mL - 1

多潘立酮 [24 ] LC2MS

LC2DAD2MS

L2L 萃取 柱 : Shimadzu VP2ODS (416 mm×150 mm , 5μm) ; MP : 015 %醋酸2甲醇 (60 ∶

40) ; 流速 : 11 0 mL ·min - 1 ; 内标 : 西沙必利

015μg·L - 1

辛伐他汀 [25 ] LC2MS L2L 萃取 柱 : Kromasil C18 (416 mm×150 mm , 5μm) ; MP : 甲醇2水 (88∶12) ; 流速 :

11 0 mL ·min - 1 ; 内标 : 洛伐他汀

0105 ng·mL - 1

氯雷他定 [26 ] LC2MS

LC2DAD2MS

L2L 萃取 柱 : Inert silODS23RP柱 (21 1 mm×150 mm , 5μm) ; MP : 乙腈2醋酸铵缓冲液
(p H 410 , 80∶20) ; 流速 : 012 mL ·min - 1 ; 内标 : SCH37370

012 ng·mL - 1

氨氯地平 [27 ] L C2MS/ MS L2L 萃取 柱 : Zorbax SB C18 (211 mm×150 mm , 5μm) ; MP : 乙腈2甲醇25 mmol·L - 1醋酸

铵缓冲盐 (p H 2 , 50∶70∶140) ; 流速 : 012 mL·min - 1 ; 内标 : 瑞米芬太尼

014 ng·mL - 1

喷他佐辛 [28 ] LC2MS 直接进样 柱 : Casis HLB cartidge 柱 (21 1 mm×20 mm , 25μm) ; MP : 水20109 %甲酸 +

20 mmol N H4 Ac2甲醇 =乙腈 ; 流速 : 4 mL ·min - 1 ; 内标 : 右旋 met horphan

191 5 ng·mL - 1

放线菌素 D [29 ] L C2MS/ MS L2L 萃取 柱 : Luna C8 (210 mm×50 mm , 3μm) ; MP : 醋酸延缓冲液2甲醇 (p H 410 , 20∶

35∶65) ; 流速 : 012 mL ·min - 1 ; 内标 : 72氨基放线菌素 D

110 ng·mL - 1

利巴韦林 [30 ] L C2MS/ MS SPE 柱 : Betasil silica柱 (3 mm×50 mm , 5μm) ; MP : 含 0105 %三氟乙酸的水2含
01 05 %三氟乙酸的乙腈 (5∶95) ; 流速 : 01 5 mL ·min - 1 ; 内标 : 巴美生

101 0 ng·mL - 1

苯酰胺桂胺 [31 ] L C2MS/ MS L2L 萃取 柱 : Luna C8 (2 mm×100 mm , 3μm) ; MP : 乙腈2氨基甲酸酯 (p H 41 5 , 50∶

50) ; 流速 : 012 mL ·min - 1 ; 内标 : 西沙必利

210 ng·mL - 1

尼索地平 [32 ] LC2MS L2L 萃取 柱 : Hypersil C18柱 (416 mm×250 mm , 5μm) ; MP : 甲醇2水2醋酸 (75 ∶25 ∶

011) ; 流速 : 110 mL ·min - 1 ; 内标 : 尼莫地平

0115 ng·mL - 1

依那普利 [33 ] LC2MS SPE 柱 : Waters Xterra TM C18 (31 9 mm ×150 mm , 5μm) ; MP : 甲醇2011 %甲酸

(45∶55) ; 流速 : 018 mL ·min - 1 ; 内标 : 阿普唑仑

011 ng·mL - 1

氟桂利嗪 [34 ] LC2MS L2L 萃取 柱 : Diamonsil C18 (41 6 mm×150 mm , 5μm) ; MP : 甲醇2水 (70∶30 , 含 1 %

甲酸) ; 流速 : 01 4 mL ·min - 1 ; 内标 : 桂利嗪

012 ng·mL - 1

奥昔布宁 [35 ] LC2MS L2L 萃取 柱 : Kromasil C18 (416 mm×250 mm , 5μm) ; MP : 01 01 mol ·L - 1乙酸铵水

溶液2甲醇 (15∶85) ; 流速 : 110 mL ·min - 1 ; 内标 : 盐酸非洛普

012 ng·mL - 1

注 : 3 SPE指的是固相萃取。

以上实验的结果表明 , LC2MS应用于药物定量分析时 ,

日内和日间精密度均符合要求 , 回收率良好 , 灵敏度高 , 专
属性强 , 准确度高 , 分析周期短且前处理过程简单易行 , 非
常适合于体内痕量药物的分析及药物动力学等方面的研究。

LC2MS在定量研究方面多采用选择反应监测 ( SIM) ,

因为它具有高灵敏度、高选择性、分析快速、适用于热不稳

定化合物的分析等特点。而当今的药物研制日趋低剂量 , 使

常规的分离检测技术难以满足复杂介质中痕量成分准确定量

的要求 , 并且由于近年来对药物研究的不断深入 , 仅仅对其

进行一般的定量研究已不能满足要求 , 因此对于大多数的药

物及其新剂型都需要进行药物动力学研究和体内代谢物分

析 , 对更高灵敏度的分析方法需求迫切。LC2MS通常被认

为是一种很灵敏的技术 , 在药物及代谢物的定量分析这一领

域的应用日益广泛并趋于常规化。

212　药物定性分析 (见表 3)

LC2MS在定性研究方面一般采用碰撞诱导解离 (CID)

得到多级质谱图 , 然后与标准物质的多级质谱图进行比较 ,

通过分析对照已知化合物的色谱及质谱 , 或与 LC2DAD2UV

和 LC2NMR等分析方法相结合 , 可对提取物中的已知、未
知结构的成分进行定性分析。多数药物的代谢物保留了原药
分子的骨架结构或一些亚结构 , 因此可能进行与原药相同的
裂解 , 丢失一些相同的中性碎片或形成一些相同的特征离子 ,
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表 3　LC2MS法在药物定性分析中的应用

　　实验 分析方法 结果与特点

测定黏蛋白中的寡糖的排序 [36 ] L C2ESI2MS/ MS 依据发生的一级、二级和三级碎裂离子信息 , 从黏蛋白分离和测定了 28种取代寡糖

的排序

分析血浆中足叶乙苷及其代谢物

儿茶酚 [37 ]

LC2ESI2MS 采用 YMC ODS2AQ柱 , 以鬼臼噻吩苷为内标 , 采血量很小 , 尤其适合儿科患者

对大豆胚芽中的异黄酮定性

分析 [38 ]

LC2ESI2MS 以少数的标样对所有结构的异黄酮进行了定性 , 表明该法能够灵敏准确地解决色谱

峰的定性难题

银杏内酯指纹图谱研究 [39 ] LC2DAD2MS 鉴定和发现了白果内酯及银杏内酯 A、B、C和一些新化合物 , 其中经结构确证的两

个新化合物分别被命名为银杏内酯 K和 L

在小分子代谢物研究中的应用[40 ] LC2APCI2MS 用于小分子药物代谢物和排泄研究既可分析经前处理的尿样 , 又可分析未经处理的

尿样 , 灵敏度高 , 有广阔应用前景

同时检测人尿液中艾司唑仑、阿

普唑仑和三唑仑 [41 ]

L C2ESI2MS/ MS 待测物的二级质谱图与标准品的质谱图完全相同 , 据此证明样本中含有这些药物

研究新型抗炎镇痛药 SFZ247 及

其代谢物 [42 ]

L C2ESI2MS/ MS 鉴定了 SFZ247在警犬尿中的 4种代谢物 , 并利用质谱解析软件 , 系统分析了母体药

物及其Ⅰ相和Ⅱ相代谢产物的多级质谱裂解规律

分析测定苦荞黄酮 [43 ] LC2DAD2MS 在苦荞籽粒中发现了山奈酚 , 并对苦荞中的总黄酮和其中的 4种主要黄酮醇进行了

定量

分析表阿霉素中的有关物质 [44 ] LC2ESI2MS 从表阿霉素中分离出多个有关物质 , 其中 4个有关物质经质谱解析推导分别为表阿

霉素二聚体、柔红霉素以及 2个表阿霉素的同系物

用 MS进行扫描 , 可以迅速得到可能的代谢物 , 并鉴定出结

构。目前 LC2MS在对靶药物作出定量分析的同时就可以给

出其质谱图对其定性。因此将 LC2MS应用到中药复方制剂

及体内代谢物研究等领域都将有广阔的前景。

3　展望

LC2MS是一种理想的快速分析手段 , 对混合物的分析

有很高的灵敏度和选择性以及广泛的适用性 , 可大大缩短分

析时间 , 减少原材料的浪费 , 并可对感兴趣的化合物进行

靶分析。

近年来 , 液质联用在技术及应用方面取得了很大进展。

由原先只有少数专家进行研究的手段发展成为了一种常规应

用的技术。目前世界各国的科学技术正以日新月异的速度飞

速发展 , 新技术的产生、仪器设备的更新非常快。未来分析

方法学的进步将依赖于色谱分离技术及质谱检测能力的发

展。定量测定、筛选和鉴定靶药物成分以及鉴别药物未知代

谢物等药物分析应用无疑会进一步推动 LC2MS联用技术的

发展。

LC2MS技术在药学研究方面的应用越来越广泛 , 尤其

是这几年关于应用方面的论文大量出现 , 本文仅对于其中的

一些应用进行了综述。可以预见在未来的一两年内 , 随着

LC2MS仪器的普及 , 其应用会有更飞速的发展 , 必将对我

国的药物研究起着很大的推动作用。
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