
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

1993 , 9 (1) : 11
[ 16 ] 　王竹梅 , 陈明晖 , 李成韶 , 等1 马钱子散对家兔肌电潜伏期

的影响及其药效动力学研究 [J ]1 中成药 , 2002 , 22 ( 4) :
2801

[ 17 ] 　肇丽梅 , 何晓静 , 邱　枫1 药理效应法测定黄芩苷及清热合
剂的药动学参数 [J ]1 广东药学院学报 , 2006 , 22 (1) : 222
241

[ 18 ] 　田海军 , 郑曙明 , 杨治国1 中药复方提取液在鲫鱼体内的药
物代谢动力学 [J ]1 四川农业大学学报 , 2007 , 25 (1) : 1032
1051

[ 19 ] 　李艳华 , 佟恒敏 , 闫清波 , 等1 应用药物累积法研究复方中
药Ⅱ的药代动力学研究 [J ]1 中国兽医杂志 , 2007 , 43 (7) :
862871

[ 20 ] 　肖凤霞 , 周莉玲 , 李　锐1 药物累积法测定四逆汤制剂的药
动学参数 [J ]1 时珍国医国药 , 2006 , 17 (2) : 22822291

[ 21 ] 　李　颖 , 中药药代动力学研究方法概况 [J ]1 安徽中医学院
学报 , 2005 , 24 (3) : 622641

[ 22 ] 　厉将斌 , 李海松 , 张　壮1 中药药代动力学方法评述 [J ]1 北
京中医药大学学报 , 2005 , 25 (6) : 512541

[ 23 ] 　黄　熙 , 臧益民 , 夏 　天 , 等 1 试论“证治药动学”新假说
[J ]1 中药药理与临床 , 1994 , 10 (6) : 432441

[ 24 ] 　薛　燕1 中药复方霰弹理论 [ A ]1 第五届全国中药和天然药
物学术交流会论文汇编 [ C]1 中国药学会 , 19971

[ 25 ] 　黄　熙 , 陈可冀 , 任　平1“复方效应成分动力学”新假说的
科学证据、要素、意义及前景 [J ]1 中国中药杂志 , 1997 , 22
(4) : 2501

[ 26 ] 　杨　奎 , 蒲旭峰 1 论“中药维持药动学研究”的意义及对策
[J ]1 中国实验方剂学杂志 , 1998 , 4 (1) : 362391

[ 27 ] 　王喜军1 中药血清药物化学的研究动态及发展趋势 [J ]1 中
国中药杂志 , 2006 , 31 (10) : 78927921

超高效液相色谱在中药领域的应用

吴剑威1 ,2 ,赵润怀2 ,陈 　波2 ,杨美华1 3

(11 中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所 ,北京 　100193 ; 21 中国药材集团公司科技研发部 ,北京 　102600)

摘 　要 :超高效液相色谱是近年来发展起来的一种相对快速、便捷的分析手段。由于其在高效液相色谱的基础上
进行了突破性地改造 ,使得其具有较高分离效能和灵敏度 ,较短的分析时间以及较少的分析溶剂消耗等优点。超
高效液相色谱在天然药物的有效成分检测、质量控制、指纹图谱及代谢等多研究方面得到了愈发广泛的应用。
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　　目前 ,高效液相色谱 ( HPLC) 在药物分析、化合物制备

及指标成分定量等方面有着广泛的应用 ,是一种较为常见的

分析技术。随着社会及科学技术的不断进步与发展 ,人们对

液相色谱技术的要求也不断提高 ,需要在保证数据可靠性及

精密度的前提下 ,尽可能的缩短样品分析时间。在不懈的探

索及努力下 ,超高效液相色谱 (ult ra performance liquid chro2
matography , U PLC)应运而生 ,并在近年来发展较快 ,在中

药的有效成分检测、质量控制、指纹图谱及代谢等诸多领域

逐步得到了应用。

UPLC是在 HPLC的基础上发展起来的 ,它通过在色谱

柱上使用小颗粒填料以及其他部件的改进最终实现了与传统

的 HPLC 相比具有更高的分离效率和更快的分离速度等优

点。在分析中 ,可以在短短的数分钟内对几十、甚至上百种化

合物进行分析测定[1 ] 。另外 ,通过采用合适的接口技术 ,同样

可以将超高效液相色谱仪与质谱仪联用 ,大大提高了分离效

能及灵敏度 ,缩短保留时间 ,减少了分析溶剂的消耗。

U PLCTM是美国 Waters 公司研制开发的一种超高效液

相色谱仪 ,采用 1. 7μm 颗粒度的色谱柱填料。同时 ,日本岛

津公司也研发了一款超快速液相色谱仪 ( ult ra fast liquid

chromatography , U FLC) ,其同样是在高效液相色谱的基础

上通过改进 ,使用小颗粒填料 (2. 2μm) 色谱柱而发展起来

的 ,也具备更高的分离效率和更快的分离速度等优点 ,得到

较为广泛的应用 [2 ,3 ] 。

由于 U PLC 及其与质谱联用具有较为突出的优越性 ,

近几年来在中药领域的应用取得了快速的发展。

1 　质量控制研究

中药成分十分复杂 ,U PLC 在中药这个复杂体系的分离

分析中发挥了重要作用。Chen 等 [4 ] 使用 1. 7μm 的小颗粒

填料BEH C18色谱柱 ,采用 U PLC 法对淫羊藿中包括淫羊藿

苷、淫羊藿糖苷 C、宝藿苷 Ⅶ等在内的 15 种黄酮类成分进行

了分析研究。实验采用乙睛2乙酸水溶液进行梯度洗脱 ,15

种黄酮类成分在 15 min 内全部得到了分离 ,且分离效果良

好。最低检测限及最低定量限分别为 0. 13、0. 52 ng。

Wang 等[5 ]采用 UPLC法对大黄中 5 种蒽醌衍生物进行

分析测定 ,结果常规 HPLC法测定需要 30 min 的待检化合物

仅 3 min 内即完成了分离。实验采用 1. 7μm 的小粒径填料

填充的 Acquity UPLC BEH C18色谱柱以 0. 1 %磷酸水溶液2甲
醇 (31 ∶69)为流动相。通过对比实验发现 ,分析同样浓度的

化合物采用 HPLC及 UPLC法的最低检测限、RSD 值分别为

1μg/ mL、5. 4 %和 0. 40μg/ mL、2. 8 % ,而此时 UPLC 法的进

样量是 1μL ,仅为 HPLC法进样量的 1/ 10。

芮雯等 [6 ]采用超高效液相色谱与串联四级杆飞行时间

质谱仪联用技术 ( U PLC/ Q2TOFMS) 对于姜油中姜酚类成

分进行分析 ,并对主要成分进行鉴别。结果共鉴定出干姜油
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中 8 个姜酚类化合物 ,为干姜油姜酚类成分的鉴定提供了一

种准确有效的方法。Zheng 等 [7 ] 应用 U PLC2MS/ MS 法对

中药成分温脾汤进行了组分分析研究 ,结果鉴定出多种酚

类、生物碱类、三萜皂苷类及黄酮苷类物质 ,达到定性分离与

定性鉴别同时在线完成的目的。

近年来 ,不法分子受利益驱使 ,利用中成药成分复杂而不

易检测 ,通过在补肾壮阳类中成药及中药保健品中非法添加

枸橼酸西地那非 ,使疗效缓和的中成药具有了暂时的速效或

特效 ,致使患者出现严重不良反应 ,甚至导致死亡。通过研究

发现 ,应用 BEH C18色谱柱 (50 mm ×2. 1 mm , 1. 7μm) ,以乙

睛2甲醇2乙酸铵缓冲溶液作为流动相 ,通过 UPLC2MS法可以

成功地建立快速、准确、高灵敏度的中成药中非法添加西地那

非的检测方法。此方法选择性强、灵敏度高 ,为药监部门有效

查处此类不法行为提供依据 ,切实保障人民用药安全[8 ] 。杨

筱丽等[9 ]采用 HPLC方法 ,建立了中成药解郁丸中芍药苷和

阿魏酸的测定方法。结果解郁丸中的芍药苷、阿魏酸和其他

组分在 4 min 内可完全分离 ,方法的回收率、精密度、重复性

均符合要求。相关的研究报道还可见 Jin[10 ]和叶茂等[11 ]对延

胡索、苦参素注射液的分析研究。

2 　药动学研究

药动学是揭示药物作用物质基础的有力手段 ,对阐示药

物作用机制及其科学内涵、设计及优选药物给药方案 ,促进新

药开发和剂型改进及质控均有着重要意义。2005 年 Johnson

等[12 ]就应用 UPLC2MS技术对扑热息痛片 (对乙酰氨基酚)在

人体内的代谢进行了研究 ,并通过与 HPLC2MS 分析对比发

现 ,UPLC是复杂混合物分析研究的一种较为新颖的技术手

段 ,灵敏度大约是常规 HPLC分析方法的 3 倍 ,并在单位时间

内可以检测到更多的代谢产物。由于使用小于 2μm 的小粒

径填料 ,UPLC色谱柱的柱压通常较高 ,可达 3. 58 ×107 Pa ,因

此需要配套其他适合的设备同时进行使用。

中药有效成分极为复杂而且又往往以组方应用 ,产生的

药理作用可能是各个组分协同作用的结果 ,大大增加了多组

分药动学研究的困难。UPLC具有的高灵敏度、高分离度、高

通量的特点使其在复杂体系的分离中发挥了巨大的优势 ,极

大地推动了天然药物药动学的研究和发展。居文政等[13 ] 采

用 UPLC2MS/ MS法研究了注射用银黄制剂在健康人体的药

动学。通过对人血浆中黄芩苷和绿原酸的测定 ,发现静脉滴

注后 ,黄芩苷和绿原酸的药时曲线分别符合二房室和三房室

模型 ,为临床合理用药和该制剂的内在质量评价提供依据。

高分析的时间飞行质谱 ( TOF2MS) 能够测定化合物准

确的相对分子质量 ,当将其与 U PLC 联用后适合于复杂体

系的分离分析和未知物的结构鉴定。汪江山等 [14 ]建立了一

种基于 U PLC/ TOF2MS 测定人参皂苷 Rg3 给药后大鼠尿液

中代谢物变化的方法 ,对其中两种发生显著变化的代谢物分

别通过准确的质量测定得到其元素组成 ,以及 MS/ MS 技术

得到其结构信息 ,并通过检索数据库最终分别鉴定代谢物为

4 ,82二羟喹啉甲酸和 42羟基222喹啉酸。

复方五仁醇胶囊是由五味子、三七、柴胡等 4 味药组成

的一种治疗急慢性肝炎的制剂。采用常规 HPLC 法进行药

代分析 ,已经标出 10 批含药血清色谱图共有峰 13 个 ,其中 8

个为制剂原形成分入血 ,5 个为代谢产物 ,鉴定出五味子醇

甲、五味子醇乙、五味子甲素、五味子乙素 4 个木脂素类成

分。但是 ,限于 HPLC 灵敏度 ,估计血清中还有一些质量分

数较低的成分没有检测出来。通过采用灵敏度更高的 U P2
LC2MS/ MS 方法 ,比较复方五仁醇胶囊含药血清、体外制

剂、空白血清及对照品离子流色谱图 ( EIC) ,并通过质谱图

相关离子峰分析 ,确认进入血液的木脂素类成分。结果表明

除以往发现的 4 种木脂素类成分外 ,制剂中存在的五味子酯

甲成分进入了血液。推断这 5 种木脂素类成分很可能是复

方五仁醇胶囊体内直接作用物质的重要组成部分 ,这一研究

有助于阐明该制剂药效物物质基础 [15 ] 。

不仅如此 ,国内外学者还使用 U PL C 方法对心迪软胶

囊 [16 ] 、黄芩苷 [17 ]等药物在生物体内的代谢进行了分析研究 ,

结果均能实现在数分钟内使目标化合物达到分离 ,较好地克

服了内源性基质杂质的干扰 ,结果准确可靠。

3 　指纹图谱研究

中药指纹图谱技术是随现代分析技术的发展而诞生的 ,

是中药鉴别技术的循序发展和延伸。该技术系指中药材或

中成药经适当处理后 ,采取一定分析手段 ,得到能够标示该

中药材或中成药特性的共有成分的图谱。中药指纹图谱是

一种综合的、可量化的化学 (不包括生物学) 鉴定手段 ,用以

对中药材和中成药进行鉴别真伪 ,评价原料药材、半成品和

成品质量的均一性和稳定性。我国自 2000 年 8 月颁发《中

药注射剂指纹图谱研究的技术要求 (暂行)》以来 ,中药指纹

图谱的研究已经成为中药研究的热点 ,各种现代化仪器已经

用于该方向研究中 [18 ] 。其中 HPLC 法在中药指纹图谱研究

中尤其得到了广泛的应用。传统的 HPLC 用于中药指纹图

谱研究时的分析时间通常为数十分钟 ,有时甚至达到 1. 5 h。

而采用 U PLC 法 ,对于一个复杂的待检体系一般可以在数

分钟内完成分析任务。目前中药正处于迈向现代化的瓶颈

阶段 ,U PLC 的出现为解决这个问题提供了现代技术手段 ,

成为国内外一种发展趋势。

刘少华等 [19 ]利用 U PLC 建立了丹参药材中水溶性成分

指纹图谱。实验时采用 1. 7μm 小粒径填料填充的 Acquity

U PLC BEH C18色谱柱 ,以 0. 5 %甲酸乙腈 - 0. 5 %甲酸水为

流动相梯度洗脱 ,对 12 批陕西商洛药材基地产丹参药材进

行测定 ,标定共有峰 ,并通过国家药典指纹图谱相似度计算

软件中“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 A 版”计算出其

相似度均在 0. 95 以上。该实验方法操作简单 ,大大缩短了

分析时间 ,重现性、精密度和稳定性良好 ,可作为丹参药材质

量控制方法。

此外 ,Liu 等 [20 ]同样应用该技术对丹参的指纹图谱进行

了相关研究 ,标定了丹参缩酚酸、丹参酮在内的 20 个目标化

合物 ,并对 11 批丹参样品进行了验证 ,效果良好。与常规

HPLC 相比 ,得到分离的色谱峰变得更窄、更高。将 U PLC

与 MS 相联 ,质谱为浓度型检测器 ,当色谱峰变窄时 ,信噪比
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会更高 ,灵敏度可以提高数倍。

4 　存在的局限性

U PLC 在具有诸多优点的同时也存在着一定的局限性。

首先 ,U PLC 仪器的费用较为昂贵 ,同比传统的 HPL C 仪来

说 ,价格上要高很多。其次 ,由于 U PLC 色谱柱本身具有较

高的技术含量 ,目前有能力生产高质量色谱柱的企业数量还

较少 ,这给 U PLC 的推广以及应用领域的拓展带来了一定

阻碍。同时 ,由于 U PLC 色谱柱的柱颗粒较小 ,为防止堵

塞 ,样品前处理通常要求更加严格。另外 ,峰面积的重复性

略有不足。Nováková等 [21 ] 发现 U PLC 分析样品时峰面积

的重复性略逊于 HPLC ,特别是低浓度样品时更加明显 ,其

峰面积重复性的 RSD 值约为 HPLC 的 2 倍。通过分析 ,可

能是由于 U PL C 的进样量过少 (只有 2μL) ,或者是由于采

用了半环 (partial loop)进样的方式 ,理论上这种进样方式的

精密度不如全环 (full loop)进样。

5 　结语

U PLC 是一种较为新颖的技术手段 ,与传统分析方法相

比具有多方面的优势。目前 ,无数学者正致力于推动其在天

然药物方面更为广泛的应用研究中。利用已经建立的分析

模型 ,可以利用待分析物在传统 HPLC 法中测定的保留参

数计算出在 U PLC 中的相关参数 ,进行分离预测 ,实现分离

结果的优化及两种方法的相互转换 [22 ] 。另外 ,一些较为新

颖、便捷的样品关处理方法 ,如 QuEChERS 法 [23 ] 、搅拌吸附

萃取法 ( stir bar sorptive extraction) [24 ] 、薄膜辅助溶媒萃取

法 (membrane2assisted solvent ext raction) [24 ] 、固相分散基质

萃取 ( matrix solid2phase dispersion extraction) 法 [25 ] 等已经

应用到 U PLC 检测样品的前处理中 ,不仅节约了分析时间 ,

还保证了小粒径填料色谱柱不被堵塞。可以相信 ,随着技术

的不断发展 ,U PLC 必然会在天然药物以及更多领域得到广

泛应用 ,日后也会有更多先进、快捷的分析方法不断涌现及

更新。
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