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高效液相色谱及其联用技术在药物分析中的应用新进展 (一)
王绪明①

(中国人民解放军总后勤部卫生部药品仪器检验所　北京　100071)

摘　要 :本文对近年来新型高效液相色谱仪及其联用技术在药物毒物分析中的应用新进展进行综述。阐述高效液相色谱仪

的一些新型检测器 ,如二极管阵列紫外检测器、红外检测器、核磁共振检测器、质谱检测器、蒸发光散射检测器、激光小角度散

射检测器等的研究 ,及其在药物毒物分析、中草药制剂分析、临床生物样品分析等生命科学方面的应用。
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　　高效液相色谱 ( High Performance Liquid Chromatography ,

HPLC)是现代分离测定的重要手段。鉴于其简便快速、灵敏

准确 ,目前 ,在医药卫生、食品、环保等各个领域已得到了广

泛的应用。世界各国已将该法收载于药典 [1～3 ]。随着色谱

技术的发展 ,结合计算机各种软件的开发 ,使之 HPLC与各种

检测仪器联用 ,更加拓宽了 HPLC的应用范围。

高效液相色谱仪主要由泵、色谱柱、检测器、记录器等组

成。它将具有不同极性的单一溶剂或不同比例的混合溶剂、

缓冲液等作为流动相。用泵将流动相压入装有填充剂的色

谱柱 ,注入样品溶液 ,经流动相带入柱内 ,在填充剂上分离

后 ,各成分先后进入检测器 ,记录色谱图 ,进行定性定量分

析。近年来 ,高效液相色谱仪的组成部件都有新的发展 ,使

HPLC分析更加灵敏准确、简便快速。特别是联用技术的发

展 ,使之在药物分析生命科学领域的应用更具重要意义 ,现

报道如下 :

1　输液泵

输液泵是高效液相色谱仪的主要部件之一 ,它将贮液器

中的流动相按一定流速送入液路系统。早年多用恒压泵 ,由

于其变化较大流量不稳 ,而今多用恒流泵 ,如机械往复泵、高

压恒流泵等。美国 Perkin Elmer公司采用往复注射泵 ,美国

Hewllett Packard公司采用串联式双柱塞往复泵 ,设计了可变

冲程和多元梯度泵 ,可完成自动稀释、自动衍生化等 [4 ]。而

1090型则采用低压泵和高压泵分开 ,前者为在柱塞泵 7nl ;后

者隔膜泵 ,压力 0～10kg/ cm2。Agilent新型 1100泵 ,装有二元

高压梯度泵和低压四元梯度泵 ,在低流速下也能达到最高精

密度[5 ]。

2　色谱柱

色谱柱通常为不锈钢柱 ,内装各种填充剂。常用的填料

为硅胶 ,可用于正相色谱。其中 ,最常用的是十八烷基键合

硅胶 ,即 ODS柱 ,可用于反相色谱或离子对色谱。目前 ,商品

色谱柱有普通型、快速性、氨基酸型、凝胶色谱柱和凝胶滤过

专用柱。为符合 GLP ,美国惠普公司开发了色谱柱识别

器[6 ]。更加保证了色谱柱的可靠性及测定方法的准确性。

近年来 ,由于柱切换技术的发展 ,使难以分析的痕量毒

物和体内药物 ,均可直接进行测定。Wang zhuo[7 ]用柱切换

HPLC技术测定了人血浆中阿霉素浓度 ,以μ- Bondapark C18

为予处理柱 ,流动相为 25mmol·L - 1磷酸二氢胺 - 0. 03mmol·

L - 1磷酸缓冲液 ,流速 3ml/ min。对样品自动净化处理 :分析

柱固定相为 YWGC18 ,流动相为甲醇 - 乙腈 - 磷酸缓冲液 (50

∶10∶40) ,流速为 1. 5ml/ min ,荧光检测波长λex : 495nm ,λem :

560nm ,血浆测定的线性范围 3～682ng·ml - 1 ,最低检出浓度

为 1ng·ml - 1。本法直接进样 ,在线自动净化和浓缩 ,适于阿

霉素的临床药物动力学研究及血液浓度检测。

3　检测器

检测器用于连续检测色谱柱流出的物质 ,进行定性定量

分析。要求其灵敏度高、噪音小、基线稳定、响应值的线性范

围宽等。近年来各国都在研究开发新的检测技术 ,进一步扩

大了 HPLC的应用。

3. 1　紫外检测器 (UVD) 　通常多采用固定波长 254nm。为

获得 UV - VIS光谱 ,早期需要有一种停流扫描装置 ,但缺点

是分离效果不佳、费时。美国光谱物理 (SP)公司改进了扫描

机构和数据采集方法 ,提高了扫描速度 ,推出了光栅自动快

速扫描 UVD。美国惠普 (HP)公司推出二极管阵列检测器 ,它

由 311～1 024个二极管组成。在 12. 5ms以内即可实时采集

全光谱。可进行色谱峰的纯度分析 ,消除漂移 ,分离杂质 ,准

确定量。1995 年后 ,美国 Agilent 公司推出 1100 系列 HPLC

仪 ,装有高精度二极管阵列检测器 (DVD) ,1 024个二极管的

宽度 < 1nm ,狭缝宽度 2、4、8、16nm可变程 ,波长范围 190～

950nm ,能自行校正波长 ,操作更加简便快速 [8 ]。Angelika[9 ]应

用 HPLC - DVD分离测定了土壤、水、泥浆和空气中致癌、致

突的多环芳羟 (PAH) ,灵敏度达到了 ng水平 ,为环保提供了

可靠的方法。张明启等[10 ]以此鉴定了含人参、鹿茸等 65批

补肾壮阳的中药及保健品胶囊中 ,有 13批掺有枸椽酸西地
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那非 (伟哥)。有效地打击了掺假的不法行为。

在 HPLC仪中 ,与 UVD同时配备的有荧光检测器 (FLD)。

FLD的灵敏度比 UVD高一个数量级 ,最适于检测体内微量药

物。鲁燕侠等[11 ]用 RP2HPLC2FLD ,以λex :290nm ,λem :330nm同

时测定了小鼠脑组织中 5种神经递质的含量 ,为临床检测提

供了参考。

3. 2　示差折光检测器 (RID) 　RID亦为通用检测器 ,主要用

于糖类分析及凝胶渗透色谱。有人曾用 HPLC2RID分析了麦

芽糖等 7种糖类及软饮料中果糖、葡萄糖、柠檬酸等成分 [12 ]。

RID灵敏度较低 ,受温度影响较大。

3. 3　电化学检测器 ( ECD) 　ECD为一种灵敏的检测器。根

据电化学原理 ,色谱柱流出物的响应值随电位的变化而不

同 ,在一定电位条件下 ,可得到不同保留时间的色谱图 ,灵敏

度可达 pg水平。HP1049A新型可变程 ECD可自动清洗电

极 ,更换低价玻璃碳电极等。在奥运会兴奋剂检测中 ,使用

HPLC2ECD灵敏度可达 10 - 12g·ml - 1 ,检出限为 1ng·ml - 1。亦

有人用 HPLC2ECD ,设定电压 + 0. 6V ,同时测定了吸毒者死体

组织中的海洛因、吗啡和羟基吗啡[13 ]。杨志凌等[14 ]应用

HPLC2ECD检测法测定了猪组织中动物生长促进剂克伦特

罗。实验选用 1. 7mmol·L - 1氯化锂 - 甲酸 - 甲醇 (65∶1∶34)

为流动相 ,工作电压 1. 25V ,最低检出限为 0. 5ng·g - 1 ,可用于

测定猪的肌肉、肺、肝、肾及脂肪组织中的克伦特罗。对于控

制非法使用克伦特罗 ,保护人民健康有重要意义。

3. 4　红外检测器 ( IRD) 　IRD系从色谱柱分离出的组分 ,随

流动相入红外吸收地进行测定。早期棱镜式光栅红外分光

光度计由于扫描速度慢 ,难以与 HPLC联用。近代傅立叶红

外分光光度计 ( FTIR)扫描速度快 ,计算机数据处理 ,使之

HPLC2IRD得以应用。其中 ,溶剂的选择尤为重要。Cheh等

人[15 ]选用氘溶剂如 D2O、CD3OD等 ,用波长 5. 75μm (羰基)和

6. 15μm(酰氨基)吸收带测定了磷脂类化合物 ,结果满意。

3. 5　核磁共振检测器 (NMRD) 　自超导 NMR推出后 ,才使

HPLC与 NMR有可能联用 ,但灵敏度仍不理想 ,样品用量亦

较大。1995年 ,Varian公司推出了新的 NMR检测器[16 ] ,并已

用于肽的混合物分析。HPLC色谱柱的流出物一方面用 UV2
VIS控制 ,同时 ,由收集器收集样品 ,最后流入磁场的探头处

进行 NMR测定。HPLC2NMR联用的关键是 NMR流动探头。

新的 HPLC2NMR微量流动探头位于磁场中心处 ,为体积 6μl ,

«3mm的外绕 NMR线圈流动池 ,探头的下部为联接 HPLC流

动相入口和出口的标准探头 ;另有一个较前大二倍的流动

池 ,用于以样品收集器进行停流测量。500MHz HPLC2NMR ,

在1 HNMR流动池检测相对分子量 400 时 ,检出限为 200ng。

最近 ,Varian公司研究开发的低温探头 ( - 250℃) ,其灵敏度

比同类室温探头高 4倍以上 ,对于蛋白质研究和新药开发领

域提供一个全新的视野。而可更换式流动池 (FIC)对于天然

产品和代谢产物的研究更是有力的工具 , FIC的切换只需

10min ,操作简便快速 [17 ]。

3. 6　质谱检测器 (MSD) 　质谱是研究化学结构、鉴别药物毒

物的重要工具 ,特别是与气相色谱联用 ( GC2MS)更是简便快

速。王绪明[18 ]曾用气相色谱 - 质谱联用多次鉴定了中毒患

者服用的毒物巴比妥药物 ,为医院抢救提供了可靠依据。但

对于挥发性低 ,耐热稳定性差以及高分子、离子型化合物的

分析则受到限制。而用 HPLC2MS联用则可和 GC2MS相互补

充 ,使分离手段更加完善。HPLC和 GC2MS联用的关键是通

过接口 (interface)相联。由于 HPLC流动相的组成比 GC载气

复杂 ,因此 ,对 HPLC2MS的接口技术则要求更高。目前 ,较为

完善的接口有以下几种 :

(1)热喷雾接口 (Thermospary. TS) [19 ] 　由 HPLC流出的极

性溶液 ,以 1～ 2ml/ min 流速进入不锈钢毛细管 ( ID = 0.

13mm) ,经加热蒸发呈带正负电荷的雾滴/气溶胶 ,在一定的

能量下 ,溶剂则被油泵抽走 ,正离子进入离子源。Games

等[20 ]曾用 HPLC2TS2MS ,同时分离和测定了前列腺素 D2。Be2
clomethasone diproinate ,Ranitididine2N2oxide三个药物的分子量。

(2)离子束接口 ( Partical Beam ,PB) 　BP接口为 90年代

发展的 HPLC2MS接口新技术。由正相或反相 HPLC所用的

流动相 ,以 0. 1～1. 0ml/ min流入喷雾器 ,经氦气喷入脱溶剂

腔使呈离子束 ,再在真空条件下 ,使瞬间分离至二级分液器 ,

经传送杆进入离子源。王绪明[21 ]曾报道了 Timonthy[22 ]采用

HPLC2PB2MS ,EI/ CI离子源 ,μ2Bondapark色谱柱 ,流动相为水

- 乙腈 (70∶30) ,流速 0. 27ml/ min ,成功地分离鉴定了乙烯丙

巴比妥等 12种巴比妥药物 ,并给出了其色谱图 ,为巴比妥类

药物中毒的鉴定提供了参考。

(3)电喷雾接口 ( Electrospary , ES) 　ES是近几年继 PB接

口之后推出的 HPLC2MS新技术。HPLC流出物由电喷雾的雾

化进入高压筒状电极 ,使形成一种微滴的细雾 ,通过热氮气

逆流脱溶剂 ,使离子化进入毛细管 ,在二级抽真空后出毛细

管进入碰撞感应解离区 (CID) ,经分离室聚集成离子束进入

离子源。HPLC2ES2MS特别适于蛋白质、多肽和酶的分析 ,灵

敏度可达 pmol·μl - 1水平 ,如测肌红蛋白 (MW = 16 951) ,灵敏

度为 20fmol·μl - 1 [23 ]。Oberacher 等[24 ]应用 HPLC2ES2MS对人

类基因组 TH01短串联重复序列系统进行了分析 ,结果与毛

细管电泳法完全相符。Sannes2Lowery等[25 ]应用 HPLC2ES2MS

研究了人体免疫缺陷病毒 ( HIV) Tat 肽与病毒转移复制 RNA

应答元件相作用 ,对艾滋病的机理与防治有意义。郭继芬

等[26 ]应用 HPLC2ES2MS分析了人参皂苷 8 种成分。对于深

入阐明人参功效 ,开发人参应用价值 ,寻找新的先导化合物

都有重要价值。

3. 7　蒸发光散射检测器 ( ELSD) 　ELSD对所有不挥发溶质

都有响应 ,使一种较理想的通用检测器。其特点是灵敏度

高 ,检出限为 10ng ,不受溶剂成分及温度波动的影响 ,亦可用

于梯度洗脱 ,目前已得到广泛的应用。Rongiovanni[27 ]应用

HPLC2ELSD定量分析了未衍生化的氨基酸 ,已被用于细胞培

养液氨基酸的测定。同时 ,为实现快速、不经柱前或柱后衍

生化的肽低浓度 ng水平检测提供了可能。曾令杰等 [28 ]应用

HPLC2ELSD分析了新疆伊犁贝母中主要活性生物碱苷以及

其苷元的含量。平均回收率为 95 %～105 %。Lisong lin等[29 ]

曾用 HPLC2ELSD ,C18柱 ,以乙腈 - 甲醇 - 水 (66. 5∶3. 5∶50)内
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含 0. 006的三乙胺为流动相 ,分析了 5种贝母中八种生物碱

的含量。结果表明 ,不同产地 ,不同季节的贝母 ,生物碱的含

量有所不同 ,为贝母质量的控制提供了可行的方法。

3. 8　小角度激光散射检测器 (LALLSPD) 　LALLSPD是近代

HPLC领域中出现的一种新型检测技术。HPLC2LALLSPD可

以快速检测多糖、蛋白质类高聚物的分子量及分子量分布参

数 ,可不需要标准品或外标要求 [30 ]。本法的基本原理 ,是从

HPLC流出的高分子溶液如右旋糖酐或胸前肽因子溶液等 ,

在一束光线通过时 ,除产生投射和反射外 ,还有因分子的热

运动使分子内部形成局部密度变化 ,而向各个角度发射散射

光 ,称瑞利 (Rayleigh)散射或分子散射。根据光散射公式和仪

器的测定参数而求蛋白质的相对分子量。目前 ,该技术在蛋

白质药物研究中 ,如核糖核酸酶 A、溶菌酶、垂体分泌及 DNA

重组的人生长激素、DNA重组的 HBsAg等分析均得到广泛的

应用[31 ]。

此外 ,自动恒温器、自动进样器与计算机技术联用 ,有效

保证分离检测温度的恒定 ,减少了人工进样系统误差。更能

用事先编好的程序 ,指挥仪器自动无人操作 ,大大提高了检

测准确度和自动化程度 ,节省人力和时间。故障仪器自动报

警 ,指示软件 ,可及时停机用图像指示仪器故障原因和部位 ,

给人工维修提供了极大方便。

综上所述 ,HPLC仪及其联用技术新的研究与发展 ,对药

物毒物快速分析以及促进生命科学的发展都有重要意义。
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