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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 (二)
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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。有关高效液相色谱仪

的一些新型检测器及其应用已有报道 ,本文着重对高效液相色谱及其联用技术在中药制剂分析、中药指纹图谱分析、临床生

物样品分析及药代动力学研究、毒物分析和军用化学毒剂分析等方面的应用进行介绍。
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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。

1 　药物及其制剂分析

鉴于药物及其分解产物在 HPLC分离检测中的保留时间

不同 ,用 HPLC对药物鉴别和杂质检查 ,具有较强的专属性 ,

而色谱图面积与浓度呈线性关系又可定量测定。因此 ,在药

品质量控制及新药市场中被作为重要分析手段。王维剑

等[4 ]以 ODS柱 ,甲醇 - 0. 5 %乙酸 (1∶9) 为流动相 ,DVD 检测

器 ,波长 329nm测定了一种新型抗肿瘤药替莫唑胺 (temzolo2
mide) ,为申报新药提供了数据。李小青等 [5 ]用 RP - HPLC 测

定了新剂型多维软咀嚼片维生素 C的含量 ,并研究了其稳定

性。样品经冷冻干燥技术处理后 ,采用 C18柱 ,0. 005mol·L - 1

KH2PO4 (pH3. 6)为流动相 ,波长 246nm ,流速 1ml/ min。结果本

法灵敏、准确 ,回收率 100. 3 % ,最低检测限为 20ng ,维生素 C

主峰与杂质完全分离 ,可用于其稳定性的监控 ,进而控制其

质量。赵雪梅等[6 ]用 RP - HPLC 法测定了复方利血平中维

生素 B1 、维生素 B6 、氯氮草、利血平、氢氯噻嗪和硫酸双氯曲

嗪 6 种组分的含量。为今后修订质量标准提供了参改。卞

俊等[7 ]用 HPLC法测定了安脑胶囊中褐黑素含量 ,由于该制

剂具有抗氧化、增强免疫功能 ,适于抗衰老 ,已列为海军基金

项目。实验采用 ODSC18柱 ,乙腈 - 0. 05mol·L - 1醋酸盐缓冲

液 (1∶3 ,pH4. 6) ,检测波长 278nm ,结果线性范围在 0. 028～0.

141μg·μl - 1 ,回收率 98. 5 % ,方法准确、简便。许波等[8 ] 用

HPLC法同时测定了增效黄连素胶囊中盐酸小檗碱和甲氧苄

啶的含量 ,一次分析只需 15min。翁水旺 [9 ]用反相离子对高

效液相色谱法测定了复方降压胶囊中磷酸氯喹的含量。该

制剂中含有 12 种成分 ,用化学分析比较困难 ,而用本法较为

理想。晏秋鸿等[10 ]应用 HPLC 测定了发酵液中梅岭霉素的

含量。因为该药是我国自主研制开发的新型十六元大环内

酯抗生素 ,主要用于兽用驱药 ,现已申报专利 [11 ] 。本法不仅

可控制该药的产品质量 ,亦为后续发酵工艺优化、产业化、新

药申报奠定了基础。刘刚等[12 ]用 HPLC 一梯度洗脱法同时

测定了鼻腔洗剂中甲硝唑、氯霉素和氢化可的松三种有效成

分的含量。赵维娟等[13 ]用 HPLC 法测定了乳膏中抗甲状腺

机能亢进药甲氰咪唑含量。乳膏基质不干扰 ,可用于该制剂

的质量控制。

2 　中药及其制剂分析

2. 1 　中药指纹图谱分析 　中医药在防治疾病方面 ,发挥极

其重要的作用至今已有几千年的历史 ,而且 ,在国外享有很

高的声誉。但是 ,如何控制中药材的内在质量 ,使之现代化 ,

更好的走向世界 ,是需要研究的重要课题。目前 ,指纹图谱

分析是综合宏观分析的重要手段之一。国家颁布了《中药注

射剂指纹研究的技术要求 (暂行)》[14 ]和《中药注射剂色谱实

验研究技术指南 (试行)》[15 ]后 ,各有关单位正在加紧研究。

刘艳娥等[16 ]建立了金银花药材高效液相色谱指纹图谱分析

方法 ,可用于控制该药材的内在质量 ,实验以水煎法对金银

花处理后 ,选 C18柱 ,流动相为 (A) 甲醇 - 0. 05 %磷酸溶液 (10

∶90) , (B)甲醇 - 0. 05 %磷酸溶液 (60∶40)梯度洗脱 ,流速 1ml/

min ,运行时间 60min ,检测波长 238nm ,以此对方法学进行了

考察 ,结果符合图谱技术要求。检测了 10 批不同厂家金银

花药材的指纹图谱 ,出现有 11 个色谱峰为共有的指纹峰 ,并

以黄芪苷为参照物计算了 11 个峰的相对保留时间 ,方法可

靠 ,为提高金银花药材质量控制提供了参改。张雯洁等[17 ]

研究了三七中皂苷类成分的液相指纹图谱 ,结果在 35 个不

同地区的样品中 ,确定了 15 个共有峰 ,并以人参皂苷 Rg1 峰

为参照 ,计算了其相对保留时间和相对峰面积。发现三七的

根种主要皂苷为人参 Rg1 和 Rb1 ,而三七皂苷 R1 则是三七中

特有成分。因此 ,为三七质量控制新模式的建立提供了依

据。马欣等[18 ]应用 HPLC2DVD2MS2 法建立了银杏叶提取物

的多维指纹图谱 ,同时建立了质谱总离子流 (TIC) 指纹图谱 ,

检测了银杏叶中四种有效成分 (黄酮和内酯类化合物) 。样

品经前处理后 ,应用 Agilent HPLC 色谱条件和 API2ES2MS 条

件分析了法国、香港、山东等 10 个厂家样品。结果提取物的

HPLC有 33 个峰 ,MS总离子流有 51 个峰。并以芦丁为参照
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物 ,计算了样品的相似度。多维指纹图谱专属性强 ,因为对

中药中某成分有保留时间、UV 图谱、相对分子量和特征碎片

4 种信息 ,为中药研究中缺乏对照品提高了可能性。

2. 2 　中药制剂分析 　(1) 李仙义等[19 ]用 Agilent1100 HPLC2
DVD 法测定了复方茵陈薄膜衣片中二甲氧基香豆素的含量

(国家基金项目) 。该制剂主要用于治疗湿热黄疸性肝炎 ,它

是由茵陈蒿汤经工艺改进并运用现代技术提取有效部位制

成。实验将样品过中性氧化铝柱纯化后 ,采用 C18柱 ,甲醇 -

水 (45∶55)为流动相 ,检测波长 280nm ,结果线性范围在 0. 108

～1. 080μg ,回收率为 92. 3 %。方法简便准确 ,可做为药品的

质量控制方法。吕东[20 ]Agilent HPLC测定了国家中药三类新

药复方锁阳补肾胶囊中淫羊藿苷的含量 (已收入青海省藏药

标准) 。实验选用乙醇超声处理 ,以 C18柱 ,用乙腈 - 水 (27∶

75)流动相 ,270nm检测 ,结果以测得的峰面积对浓度作用 ,得

回归方程

Y= 956. 0X - 10. 57 , r = 0. 999 8。

线性范围在 0. 280～1. 438μg ,本法可用于控制原料药及

成药的产品质量。(3)姜舜尧等 [21 ]采用反相高效液相色谱和

离子交换液相色谱 ,分析了中成药半夏露糖浆中麻黄碱和伪

麻黄碱成分。采用 SCX 柱 ,以离子交换色谱法分离 ,供试品

种酸性和中性成分不被保留 ,生物碱等碱性成分可获得较好

的分离 ,故可直观地得到麻黄中含生物碱在内的碱性成分的

指纹信息。王晓先等[22 ]用 HPLC - DVD 检测了赤丹退黄颗

粒中丹参酮 ⅡA 的含量。因为该制剂等由赤芍、丹参、葛根等

组成的中药复方 ,用于治疗急慢性病毒性瘀胆性肝炎 ,用本

法控制该制剂的质量有重要意义。

3 　临床生物样品分析及药代动力学研究

Liu Zhi Min 等[23 ]以 HPLC 法 ,采用 TSKG3000SW 分子筛

色谱柱 (分子量范围 1 000～300 000) ,流动相为 2mol·L - 1尿

素 ,流速 1ml/ min ,检测波长 216nm ,对男性精液生殖细胞精蛋

白进行了分离研究 ,结果首次证实了精蛋白 (相对分子量 4

800～25 000)异常或含量不足是男性不育的重要原因。刘建

芳等[24 ]采用 Agilent1100LC/ ESI2MSD 联用系统 ,内标桂利嗪 ,

流动相 :甲醇 - 水 (70∶30) 含 1 %甲酸 ,流速 0. 4ml/ min ,检测

离子为 405. 2M/ Z和 369. 2SIM 等条件 ,建立了测定人血浆中

的氟桂利嗪。样品用乙醚 - 环己烷 (2∶1) 提取 ,可去除血浆

中内源性物质的干扰。方法灵敏专一 ,最低检测限为 0. 2ng·

ml - 1 ,适于生物样品分析。经 20 名健康受试者交叉口服单

剂量二种盐酸氟桂利嗪胶囊 20mg ,测得血药浓度 - 时间曲线

及动力学参数 ,结果满意 ,为临床治疗脑血管外周血管疾病

患者用药提供了检测手段。郭瑞臣等 [25 ]应用 HPLC2ESI2MSD

测定了尼素地平人体中的血浆浓度及药代动力学。由于该

药治疗高血压心脏病的作用 H2硝苯地平强 4～10 倍。但给

药剂量小 ,遇光不稳定 ,因此 ,用常规 UV 检测达不到要求。

而本法灵敏度高 ,最低检出限为 0. 15ng·ml - 1 ,不仅满足了低

浓度检测 ,亦可用于生物利用度的研究。温预关等[26 ] 用岛

津LC23AHPLC2FLD 法 ,λex :345nm ,λem :460nm ,测定了抗焦

虑、抗惊厥新药扎来普隆 (zaleplon) [27 ]胶囊的含量 ,研究了人

体药代动力学。实验选用乙腈 - 水 (50∶50) 为流动相 ,分离

效果较好 ,结果线性范围在 1～100ng·ml - 1 ,方法简便灵敏。

经测定 20 名男性受试者 ,未见不良反应 ,所得之动力学参数

为临床用药提供了参改。

4 　毒物分析

4. 1 　冰毒的检测 　冰毒 (甲基苯丙胺 ,MA) 的主要活性代谢

物苯丙胺 (PA) 与 MA 具有相似的药理作用。成人一次服用

PA30mg即出现中毒反应 ,最小致死量为 200mg[28 ] 。二者均

为滥用药物“摇头丸”常见成分。杨小红等 [29 ]用 HPLC2DVD

法同时测定了临床中毒患者血浆中的 MA 和 PA 含量。实验

最佳条件为固相萃取时 ,血样必须经碱化后上柱 ,而后的洗

脱以 3 %盐酸溶液 0. 5ml 为宜。色谱柱为岛津 CLC C18柱 ,流

动相为乙腈 - 甲醇 - 25mmol·L - 1磷酸二氢钾缓冲液 ,检测波

长为 210nm ;单个样品可在 60min 内完成。为临床快速诊断

和抢救提供了依据。鉴于近年来在我国沿海地区 ,私制冰毒

事件时有发生 ,因此 ,该法也为打击走私冰毒提供了有力的

手段。

4. 2 　生物毒素分析 　Wilkes[30 ]用 HPLC2ELSD 法测定了串珠

毒素 FB1～FB4。因此 ,在许多谷物食品中 ,曾发现这种毒素

不仅能引起动物患病如马脑白质软化 ,猪肺水肿及兔肝癌 ,

而且 ,FB1 还可能与南非和中国人群食道癌发病率有关。因

此 ,引起人们的高度重视。实验采用 YMC C18柱 ,以乙腈 - 水

- 三氟醋酸 (pH2. 7)为二元系统流动相 ,其中溶液 A 为 5∶95∶

0. 25 ,溶液 B 为 90∶10∶0. 25 ,流速为 1ml/ min ,梯度洗脱 ,结果

成功地分离了 4 种串珠毒素 FB1 、FB2 、FB3 和 FB4 ,检出灵敏度

为 60ng。我国食道癌高发区及青海大骨节病区的粮食中 ,都

曾发现致突、致癌的毒物互隔交链孢霉醇 (AOH) 、互隔交链

孢霉醇单甲醚 (AME) 和玉米赤霉烯酮 ( ZWA) 。罗毅等[31 ]采

用 SPHPLC2DVD 和 VGMS 及 HPLC2MS LINC 离子束接口 ,对

143 个大骨节病区及非病区采集的玉米、小麦样品进行了毒

物检测。结果从病区粮食中分离得到的互隔交链孢霉菌培

养物中 ,不同程度地检出了 AOH 和 AME 二个毒素 ,并用

HPLC2MS进行了鉴定。

5 　军用化学毒剂分析

杨凤仙等[32 ]应用 HPLC2ESI2MS法 ,分析了水和土壤中有

机磷酸化合物异丙基磷酸和异丙基磷酸丙酯。采用了 SIM

技术 ,排出了基质干扰 ,回收率分别为 100 %和 90 % ,灵敏度

1ng·μl - 1。鉴于这些化合物属神经性毒剂如沙林等的水解产

物 ,因此 ,本法可用于测定化学毒剂。由于本法灵敏准确 ,故

满足了禁止化学武器公约组织 (OPCW) 组织的第七轮国际联

试配样测试工作的需要。王绪明[33 ] 报道了 Raghuveeran

等[34 ]用 RP2HPLC法测定了水中的硫芥 (HD) ,硫芥即芥子气 ,

是一种糜烂化学毒剂 ,为核查化学裁军协定的实际情况 ,需

要监测被认为是生产 HD 一些生产单位的流出物。实验采用

岛津 LC26A HPLC仪 ,色谱柱为 Polygosil C18不锈钢柱 ,流动相
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为甲醇 - 水 (63∶37) ; RCS2C18预柱 ;流动相为甲醇 - 水 (75∶

25) ,二者皆为 1. 5ml/ min ,UVD 检测 ,波长 200nm。且检出灵

敏度为 5ng ,在 10～40μg 范围内呈线性关系 ,而在 4. 0～20.

0μg·ml - 1范围内恒定。本法简便快速准确 ,HD 的水解产物

及杂质对测定不干扰 ,可用于监测合成装置流出物水样中的

芥子气 ,亦可用于测定生物样品的 HD。

6 　结语

本文对近年高效液相色谱及其联用技术在药物毒物分

析中应用的最新进展进行了综述。论述了高效液相色谱及

其联用技术在药物及其制剂、临床生物样品及药代动力学和

军用化学毒剂分析等方面的新进展。可对药物毒物分析工

作者有所参考。随着 HPLC 联用技术的应用更加广泛 ,无疑

将进一步促进我国仪器的发展 ,对我国生命科学研究的发展

和环境监测都有重要意义。
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