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摘要：建立了一种同时分离检测包括利尿剂、蛋 白 同 化 剂、!)阻 断 剂、麻 醉 剂、!! )激 动 剂、刺 激 剂 等 % 类 # 种 兴 奋 剂

的毛细管区带电泳 )紫外检测法。优化 的 色 谱 条 件 为：以 )" ++&# < = 甲 酸 铵 )氨 水（ >8 $. #）缓 冲 液 为 运 行 液，于 -
?@, 下进样 (" 1，分离电压为 !" ?%，检测波长为 !(& .+。在 此 条 件 下，# 种 兴 奋 剂 在 $ +-. 内 实 现 了 快 速 的 基 线

分离。在相应的浓度范围内，# 种组分的浓度与峰高呈良好的线性关系，检出限达为 " ’ ! ’ " ’ $ !0 < +=。该 方 法 快

速，分析成本低，无污染，非常适用于多种类兴奋剂的同时快速检测。
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* * 国际奥委会所公布的禁用药物的种类繁多，利

尿剂、!)阻断剂、蛋白同化剂、麻醉剂、!! )激动剂、刺

激剂均在 其 列［(］。按 照 官 方 规 定 的 兴 奋 剂 检 测 方

法，尿样送至实验室后要先按上述分类分成数份并

分交各组，分别用酸、碱化有机溶剂提取后进行化学

衍生 化（ 例 如 甲 基 化、硅 烷 化、乙 酰 化 或 者 混 合 使

用），然后 采 用 气 相 色 谱)氮 磷 检 测 器（CK)(@P）筛

选及 气 相 色 谱)质 谱（ CK)QR）确 证。 整 个 过 程 繁

琐、耗时长、分析成本高。专家 预 计 !""# 年 北 京 奥

运会将会有不 少 于 & )"" 例 的 样 品 需 要 检 测，因 此

建立一种高通量、低成本且能同时分离多种类兴奋

剂的分析方法具有非常重要的现实意义。

* * 单一种类的兴奋剂检测方法已有报道，如采用气

相色谱 法［!，-］、高 效 液 相 色 谱 法［&，)］、毛 细 管 电 泳 法

（K*）［% / #］、薄层色谱法［,］、免疫测定法［("］等进行检

测。K* 法因柱效高、分离速度快、试剂 和 样 品 消 耗

少、分析成本低的特点，近几年在药物分析领域中得

到了广泛的应用。K* 用于兴奋剂的检测已有一些报

道［(( / (-］，而同时分离测定多种类兴奋剂的方法还未

见报道。本文以阿米洛利（BQ）（ 利尿剂）、克伦特罗

（K=3）（蛋白同化剂）、卡替洛尔（K3=）和索他 洛 尔

（R3=）（!)阻断剂）、芬太尼（D3(）和海洛因（8S）（ 麻
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醉剂）、福莫特罗（!"#）（!# $激动剂）、匹莫林（%"&）

（刺激剂）（化学结构式见图 $）等 % 类 & 种兴奋剂为

研究对象，建立了一种快速、低分析成本、同时检测多

种类兴奋剂的毛细管区带电泳（’()）方法。

图 !" # 种兴奋剂的化学结构式

!"#$ !" %&’(")*+ ,-./)-/.’, 01 ’"#&- 203"4# *#’4-,

!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂

! ! &*+,- ’./,0 $’( 型 毛 细 管 电 泳 仪（ 俄 罗 斯

&*+,- 公司），连 续 可 变 波 长（$)’ * "’’ 1+）紫 外

检测器。

! ! 盐酸阿米洛利、克伦特罗、卡替洛尔、索他洛尔、

芬太尼、海 洛 因、福 莫 特 罗、匹 莫 林（ 中 国 生 物 药 品

检验 所 ），水 为 "2002$3 超 纯 水，其 他 试 剂 均 为 分

析纯。

! $ $" 实验方法

! $ $ $ !" 毛细管的使用方法

! ! 初次使用的毛细管需先活化。活化方法：首先，

依次用甲醇、超纯水、$ +40 5 & 6.78、超纯水冲洗 (
* $’ +21，然后用运行缓冲液冲洗 #’ +21；接着用 $
+40 5 & 6.78 清洗 ( +21，放置 ( +21 后再用超纯水

冲洗 ( +21；最后用运行缓冲液冲洗 #’ * +’ +21。

! ! 对于使用过程中的毛细管，每次更换缓冲液后

依次用超纯水、’, $ +40 5 & 6.78 溶液、超纯水和运

行缓冲液分别 冲 洗 + +21；两 个 样 品 分 析 之 间 分 别

用超纯水、运 行 缓 冲 液 冲 洗 + +21。实 验 过 程 中 所

需溶液均用超纯水配制，所有溶液运行前均用 ’, ##
!+ 聚丙烯微孔滤膜过滤，避免堵塞毛细管。

! $ $ $ $" 溶液的配制

! ! 标准溶液的配制：分别准确称取一定量的标准

品，均用甲醇并经超声波振荡溶解，配制成浓度均为

$ ’’’ !9 5 +& 的储备液。& 种标准品均放置于 ( :
冰箱中保存。实验时用运行缓冲液将储备液稀释至

一定的浓度。

! ! 缓冲溶液的配制：分别准确称取或量取一定量

的甲酸铵、乙酸铵、甲酸、乙酸和氨水，各自用超纯水

配制浓度为 $’’ ++40 5 & 的母液。再用这些溶液配

制不 同 /8 值 的 甲 酸$氨 水、甲 酸 铵$氨 水、乙 酸$氨
水、乙酸铵$氨水溶液，然后用超纯水稀释成需要的

缓冲体系。

! ! 在 ’) 实验中，所有的溶液在使用前均用 ’, ##
!+ 聚丙烯微孔滤膜过滤，过滤后超声振荡处理（ 或

静置）以去除溶液内的微小气泡。

! $ $ $ %" 电泳条件

! ! 未 涂 层 熔 融 石 英 毛 细 管（%# ;+（ 有 效 长 度 ("
;+）- (’ !+，河北 永 年 锐 沣 色 谱 器 件 有 限 公 司），

压力方式进样（+ <%.（+’ +=.>）- $’ ?），紫外检测

波长为 #$" 1+，分 离 温 度 为 #( :，分 离 电 压 为 #’
<@；运行缓冲 液 为 (’ ++40 5 & 甲 酸 铵$氨 水 缓 冲 液

（/8 ., &）。

$" 结果与讨论

$ $ !" 电泳条件的优化

$ $ ! $ !" 检测波长的选择

! ! 通过对 & 种分析物进行紫外扫描，得到各分析

物的最大吸收波长（ 波长范围为 #’& * #"’ 1+），结

合各物质的 响 应 情 况，最 终 选 定 #$" 1+ 作 为 检 测

波长。

$ $ ! $ $" 缓冲体系的选择

! ! 为了得到最佳的电泳条件，分别试验了甲酸$氨
水、乙酸$氨水、甲酸铵$氨水、乙酸铵$氨水缓冲液，发

现含有铵盐的缓冲液的分离效果较佳，且相对而言，

分析物在甲酸 铵$氨 水 缓 冲 液 中 的 紫 外 响 应 比 乙 酸

铵$氨水高，故 选 择 甲 酸 铵$氨 水 缓 冲 液 作 为 背 景 电

解质。

$ $ ! $ %" 缓冲溶液 /8 值的选择

! ! 考察了甲酸铵$氨水溶液的酸度对分离的影响。

对于可解离的分析物来说，缓冲液的 /8 不 仅 会 影

响电渗流的大小，而且还影响到分析物的有效电荷

数，因此通过调节缓冲液的 /8 值可以改变 分 析 物

·(""·
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的迁移行 为 和 分 离 效 率。#$ !!"# $ % 甲 酸 铵&氨 水

缓冲液在 ’( 为 %& # ’ (& ! 时 对 ( 种 组 分 分 离 的 影

响如图 ! 所示。从图 ! 中可以看出，当 ’( 小于 %& (
时，第 )，" 号 峰 不 能 基 线 分 离；当 ’( 大 于 %& ( 时，

第 *，!，+ 号峰相互间的分离度开始变差；在 ’( %& (
时，( 种 组 分 能 得 到 最 佳 分 离 效 果；因 而 最 终 选 择

’( 为 %& ( 的甲酸铵&氨水溶液作为运行缓冲液。

图 !" 酸度对分离情况的影响

!"#$ !" %&&’() *& +, *- ).’ /’+010)"*-
, , )*’+##*,-："! .!（)# .! "/ *.0+12 #23405）- )$ !!；+362.&
0+"3：+ 78*（+$ !9*,）- *$ :；:2’*,*0+"3 1"#0*42：!$ 7;；02!&
’2,*0<,2： !) = ； 9<//2, :"#<0+"3： #$ !!"# $ % >(#)??(&

>(#?(；@202.0+"3 A*12#23405：!*# 3!B

, , * B CD；! B )%E；+ B )E%；# B FE%；) B GE>；" B (H；% B
GDE；( B 8D%B

! $ # $ $" 缓冲液浓度的选择

, , 分 别 考 察 了 甲 酸 铵 浓 度 为 !$，+$，#$，)$，"$
!!"# $ % 时甲酸铵&氨 水 缓 冲 液（ ’( % B (）对 迁 移 时

间的影响，结果表明 ( 种组分的迁移时间都随着缓

冲液浓度的增大而延长，分离度也逐步增大。其中

缓冲液的浓度对 )E% 和 )%E、GE> 和 (H 的分离度

影响较大，从这两对物质的分离度和缓冲液浓度的

关系 图（ 见 图 +）可 以 看 出，当 缓 冲 液 浓 度 为 )$
!!"# $ % 时，它们 的 ! : 均 大 于 *& )，达 到 了 基 线 分

离。在此浓度下，其他组分的分离情况良好，因此最

后选择 )$ !!"# $ % 作为缓冲液浓度。

图 %" 缓冲液浓度对 ! /（2345243）和 ! /（!365,7）的影响

!"#$ %" %&&’()/ *& ).’ (*-(’-)10)"*- *& 89&&’1 *-
! /（2345243）0-: ! /（!365,7）

, , )"3@+0+"3:：9<//2, ’(，% B (；"052, ."3@+0+"3: *,2 052 :*!2
*: +3 G+4B ! B

! $ # $ &" 分离电压的选择

, , 在长度一定的毛细管中，溶质的迁移速度与分

离电压有直 接 的 关 系。在 分 离 电 压 分 别 为 *(，!$，

!!，!) 7; 的条件下，考察了分离电压对分离度的影

响（ 见图 #）。由图 # 可见，随着分离电压 的 升 高，(
种组分的迁移时间均缩短；但是当分离电压大于 !$
7; 时 ，(种 组 分 无 法 达 到 基 线 分 离 ；而 当 电 压 低 于

图 $" 分离电压对分离的影响

!"#$ $" %&&’() *& /’+010)"*- ;*<)0#’ *- ).’ /’+010)"*-
, , E52 ."3@+0+"3: *,2 052 :*!2 *: +3 G+4B + B G", ’2*7 +@230+/+&
.*0+"3:，:22 G+4B ! B

·"##·
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#$ !" 时，% 种组分虽然可以达到分离要求，但是分

离时间偏长。兼顾分离度和分离时间，最后选择分

离电压为 #$ !"。

! ! " ! #$ 进样时间的选择

! ! 分别考察了进样时间在 & ’ () # 范围内对分析

物响应的影响，结果表明峰高随着进样时间的延长

而增大，但当进 样 时 间 超 过 ($ # 时，峰 形 出 现 明 显

的展宽，因此最终选择进样时间为 ($ # 。

! ! 图 ) 为在“( $ # $ &”节优化条件下 % 种组分混合

标准溶液的电泳谱图。

图 %$ 优化条件下 & 种组分混合标准样品的电泳谱图

"#$! %$ %&’()*+,-’*+$*./ +0 ’#$-) 1+,#2$ .$’2)3
421’* )-’ +,)#/.& (+21#)#+23

! ! %&’())&*+：*# ,- + )$ !-；(./0,1(2.：& !3&（&$ -4&*）+ ($
#；10-’0*&15*0：#) 6 ；#0’&*&1(2. 72)1&80：#$ !"；45990* #2)5:
1(2.： )$ --2) ; < =>"%??>:=>"?> （ ’> ,- % ）； @010,1(2.

A&70)0.81B：#(" .-$
! ! C2* ’0&! (@0.1(9(,&1(2.#，#00 C(8$ # $

! ! !$ 线性范围与检测限

! ! 按照“(- #- #”方法配制一系列不同浓度的 % 种

组分的混合标准溶液，在优化的条件下进样分析，以

各分析物的质量浓度 ! 为横坐标，相应的峰高 " 为

纵坐标作图，得到各组分的线性方程、线性范围、相

关系数及检测限（ 见表 (）。以信噪比为 & 时所对应

的分析物的质量浓度为检出限，结果见表 (，检出限

范围为 $- # ’ $- , !8 ; -<。

表 "$ 各组分的线性方程、相关系数、线性范围及检出限

5.6&’ "$ 7’$*’33#+2 ’84.)#+23，(+**’&.)#+2 (+’00#(#’2)3，

&#2’.* *.2$’3 .21 1’)’()#+2 &#/#)3 +0 .2.&9)’3

%2-’25.@
D08*0##(2.
0E5&1(2.&） ##

<(.0&*
*&.80 ;

（!8 ; -<）

F010,1(2.
)(-(14）;

（!8 ; -<）

GH " . ( $ #&$*! / & $ 0*,) $ $ 00&) $ $ % 1 "$ $ $ &
%<I " . $ $ *%$"! / # $ ,"#( $ $ 00"* $ $ , 1 #) $ $ #
%I< " . $ $ 00*)! / & $ *%%% $ $ 00"% $ $ % 1 )$ $ $ &
JI< " . $ $ 0*")! / & $ %")( $ $ 00"& $ $ % 1 %$ $ $ "
CI= " . $ $ ""#&! 1 $ $ "$"0 $ $ 00*& ! # 1 )$ $ $ ,
>D " . $ $ "*,%! / ( $ 0(,& $ $ 00%" ( $ ) 1 (#) $ $ )
CHI " . ( $ ##"%! / ( $ %#"& $ $ 00)( ! ( 1 )$! $ $ &
3H< " . ( $ *%$)! / (* $ %*# $ $ 00&" ! ( 1 (*$ $ $ "

! ! & ） "： ’0&! B0(8B1 （ -GK ）； !： -&## ,2.,0.1*&1(2.
（!8 ; -<）$ 4）$ % & . & $

! ! ’$ 方法的精密度

! ! 用中低浓度的混合标准溶液在同一天内连续测

定 ) 次，计算迁移时间和峰高的平均相对标准偏差

（DJF），结果见表 #。从表 # 中可看出，% 种组分迁

移时间的 DJF 均小于（ 等于）( $ )L；峰高的 DJF 都

小于（ 或等于）%- (L，重现程度良好。

表 !$ & 种组分的迁移时间和峰高测定的精密度（! ( %）

5.6&’ !$ :*’(#3#+23 +0 /#$*.)#+2 )#/’3 .21 ,’.;
-’#$-)3 +0 ’#$-) 1+,#2$ .$’2)3（! ( %）

%2-’25.@
H(8*&1(2. 1(-0

’ ; -(. DJF ; L
30&! B0(8B1

( ; -GK DJF ; L
GH " $ "$ $ $ % (* $ )) # $ #
%<I " $ ,, ( $ # 0 $ ,# * $ )
%I< " $ %( $ $ , #( $ $" % $ (
JI< " $ %* ( $ & (0 $ 0" # $ $
CI= " $ 0" $ $ ( (( $ ,, # $ *
>D ) $ $$ $ $ ( ) $ ,( & $ ,
CHI ) $ (* $ $ ( % $ "$ & $ %
3H< * $ %* ( $ ) % $ *0 ) $ $

! ! )$ 方法的回收率

! ! 在空白尿样中分别添加两个不同浓度水平的 %
种混合标准溶液，在优化条件下进行测定，每个加标

样品平行测定 & 次，% 种 组 分 的 回 收 率 为 0) $ $L ’
($)L，DJF 为 # $ &L ’ % $ "L（ 见表 &）。

表 ’$ & 种组分的加标回收率（! ( ’）

5.6&’ ’$ <,#;’1 *’(+=’*#’3 +0 ’#$-) 1+,#2$ .$’2)3（! ( ’）

%2-’25.@
G@@0@ ;

（!8 ; -<）

C25.@ ;
（!8 ; -<）

D0,270*+ ;
L

DJF ;
L

GH " $ $$ & $ 0% 00 $ ) & $ *
#$ $ $ (0 $ & 0* $ ) # $ &

%<I & $ $$ & $ ($ ($& * $ #
() $ $ () $ & ($# ) $ $

%I< ) $ $$ ) $ (& ($& % $ "
#) $ $ #" $ ( 0* $ " , $ (

JI< * $ $$ ) $ , 0) $ $ , $ 0
&$ $ $ #% $ 0 0* $ & ) $ #

CI= * $ $$ * $ ( ($# & $ (
&$ $ $ &$ $ " ($( # $ )

>D ($ $ $ 0 $ %& 0% $ & & $ *
)$ $ $ "% $ , 0, $ " # $ 0

CHI " $ $$ " $ #( ($) ) $ (
#$ $ $ (0 $ & 0* $ ) & $ ,

3H< % $ $$ , $ ,0 0, $ " ) $ ,
"$ $ $ "( $ # ($& & $ %

’$ 结论

! ! 建立了同时分离测定利尿剂、蛋白同化剂、!:阻
断剂、麻醉剂、!# :激动剂、刺激剂等 * 类 % 种兴奋剂

的毛细管区 带 电 泳:紫 外 检 测 方 法。该 方 法 具 有 快

速、简单、样品用量少、重现性好等特点，用于兴奋剂

检测中初筛工作的研究可大大缩短分析时间，提高

分析速度。方法的建立为 #$$% 年奥运会 现 场 的 兴

奋剂检测提供了一个很有意义的快速、简便的方法。

·,""·



色 谱 第 !" 卷

参考文献：

［#］$ !"#$% &’()*+",)’- &-.’/01 23. !"#$% &’()*+",)’- 4"%.，

!%%& 5#"3)6)(.% $)7(1（!%%& *%#）1 3((,：8 8 9991 9:%:*:;:1 "#-

［!］$ <:’ 23=0’. !，<:’ >.’"" 5，+.$6.?. @ 21 A 43#";:("-#

B，!%%&，’(&（!）：!()

［*］$ != 5 C，43.’ D D，!:’- E，.( :$1 43)’.7. A"=#’:$ "F

43#";:("-#:,30（ 吴平谷，陈慧华，王强，等 1 色谱），!%%’，

!"（#）：*)

［+］$ 4"",;:’ G，4"#%"’’).# A，5).’ H，.( :$1 @"#.’7)/ I/).’/.

J’(.#’:()"’:$，!%%&，#")：!!*

［(］$ E)’ K，L3= I 2，!:’- 4，.( :$1 A"=#’:$ "F J’7(#=;.’(:$

&’:$07)7（ 秦旸，朱绍棠，王 超，等 1 分 析 测 试 学 报 ），!%%*，

!!（#）：+#

［"］$ M")- N，B.#-O M，G.’(=#: M，.( :$1 A 43#";:("-# B，!%%!，

&"’（!）：*#(

［&］$ L3:’- P，2"’- 5，D. K，.( :$1 43)’.7. A"=#’:$ "F 43#";:*
("-#:,30（ 张兰，童萍，何聿，等 1 色谱），!%%(，!*（#）：!!

［’］$ L3"= Q !，P) Q A，L.’- L M，.( :$1 43)’.7. A"=#’:$ "F 43#"*
;:("-#:,30（ 周兴旺，李秀娟，曾昭睿，等 1 色谱），!%%"，!+

（#）：#
［)］$ C"%)’ 4，5")#).# +，B$";R=)7( 4 D，.( :$1 I(.#")%7，#)))，

"+（##）：&"&
［#%］$ 4"$$)’7 I，S’H..FF. N，I;0(3 N M1 &’:$07(，#))+，##)：

! "&#
［##］$ N:-=#.-=) N J，A);O’.T M N，&$"’7" M N，.( :$1 A 43#";*

:("-# &，!%%!，)+)（# 8 !）：)#
［#!］$ @)$$.( N，B./3.( J，43):, 5，.( :$1 A 43#";:("-# &，#))(，

&#&（# 8 !）：!%*
［#*］$ P= N D，2"’- 5，Q):" D，.( :$1 >$./(#",3"#.7)7，!%%&，

!’：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

# +"#

!!!!!

!!!!!

#

##

#

$ 书 $ 讯

液相色谱溶剂系统的选择与优化

$ $ 由沈阳药科大学孙毓庆教授与中国药科大学胡育筑教授主编、华夏英才基金（ 第十一批）资助

的《 液相色谱溶剂系统的选择与优化》已于 !%%’ 年 # 月由化学工业出版社出版。

$ $ 液相色谱法中溶剂系统（ 或背景电解质溶液）常是分离成败的关键。本书是国内第一本阐述

液相色谱溶剂系统的权威论著，其中详细论述了如何根据样品性质与分析要求，按照分子间作用力

的关系，正确地选择溶剂并组成溶剂系统并进行优化，选出最佳溶剂系统，以获得事半功倍的分析

效果。本书共三篇 #! 章。第一篇“ 各类液相色谱法的基础理论与溶剂系统”，主要介绍液相色谱

法分离基础，各类高效液相色谱法、薄层色谱法及液相色谱*质谱法（P4*NI）的溶剂系统，溶剂的基

本性质与应用，以及溶剂的性质对色谱法分析结果的影响等；第二篇“ 溶剂系统的优化方法”，介绍

溶剂系统的分类、选择、优化方法及色谱方法的标准化与验证；第三篇“ 电动微分析法的基本原理

与溶剂系统”，简介毛细管电泳法（4>）及毛细管电色谱法（4>4）的溶剂系统的选择与优化方法。

各章中还包括大量分析样品的色谱分析条件，如《 中华人民共和国药典》与《 美国药典》品种的法定

高效液相色谱分析方法以及某些应用实例。本书涵盖了各种色谱法常用溶剂的物理性质与色谱性

质、溶剂系统的组成原则及最常用的优化方法等。可供广大液相色谱及药物分析工作者学习参考。

$ $ 本书 B( 开本，+*! 页；书号 )&’ *& *#!! *%%%&( *%，定价 () 元，由化学工业出版社出版（#%%%##，北

京东城区青年 湖 南 街 #* 号）。详 情 可 登 陆 9991 /),1 /";1 /’ 查 询。 联 系 电 话：%#% *"+(#’’’’，

"+(#’’))。
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