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摘要 本文系统地介绍了柱切换高效液相技术的出现 及发展
、

原理和方法
�

从生物样本
、

非生物样本两

大方面综述了该技术在分析复杂混合样品中的应用进展
,

并就其与其它技术联合应用探讨了该技术的发展

趋势
。
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柱切换高效液相 �
。� �� � � 一 �� �� �� �� �

� �� �
,

�� � � �� �技术 主要是 指
,

利用 一个

或多个切换阀 �
�� �� ���� � � �

 
� !

∀ 将两个 或两

个以上的色谱柱联结
,

构成一定的色谱网络

系统
,

从而在特定时间内使两种或两种以上

流动相以不同流路或走向洗脱不同柱 子
,

以

达到 多种不同分离 目的技术
。

早在 1973 年
,

柱切换技术便随着小死体

积(l
ow 一 d

e a
d 一

vo l
u
m
e
) 切换阀的开发被应

用 [’〕
,

但直到 80 年代初期
,

这种技术的应用

发表率依然很低
。

可是 在其后的十年里
,

人

,
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们对复杂混合物分析的逐渐重视使该技术的

应用急剧增长
。

如今
,

许多新 型柱 子不断问

世
,

给利用同一流动相完成多种模式的分离

带来了很大的方便
。

另外
,

计算机化的仪器

使对该复杂网络的控钊更为简便和准确
。

因

此这种技术 的应用数量一直呈上升趋势
,

其

增长不亚 于超临界流体色谱及其后的毛细管

电泳
。

值得注意的是
,

柱切换这一术语在 不同

文献中有许多 同义语
,

常见 的有
:
顺序色谱

(sequential。h r o m a t o g r a p h y )

,

多柱色谱 (m
ul
-

tiple 。o
l
u
m
n c h ro m

a t o g r a p h y )

,

偶 和 柱 色 谱

(coup一ed co一um n 。
h
r o

m
a t o g

r a p h y )

,

分流 色谱



。h
r o

m
a t o g r a p h y )〔

2 ]
,

多维色谱(tn
u一tip le

d im e n s io n a一。h ro m
a t o g r a p h y )

,

自动高效液相

色谱(
autom ated H P L C )等

。

M
od

e
A

- . . . - . . -

一 预处理

M ode B 分 析

图 1 C S H P L C 的基本流路组成

柱切换高效液相技术应用于浓度低
、

干 物的那部分样品组分而不是全部样品进行分

扰大
、

检测难度大的体内药物分析时
,

集样品 离
,

而其它干扰组分则可被清洗排除
。

恰当

净化与浓缩 及分离测定为一体
,

样本不需预 的柱 网络构型可以实现样品的预浓缩及多级

处理或预处理大大简化
,

可直接进样分析
,

克 分离而无须改变柱网络构型
,

只通过切换阀

服了以往样品预处理复杂繁琐
、

费时费力的 利用旁路
,

使 用或绕开不同的柱 以达到一定

缺点
,

显示出巨大的优越性
。

另外
,

它还可实 的目的
。

在多级分离 当中
,

由于使用 的柱及

现柱前
、

柱后化学 〔3〕
、

痕量 富集 (t ra
ce enri ch

一

流动相的不同
,

其分离模式也达到多样化
。

m
e n t

)
[
4 〕及 制 备色谱 (p

reparativ。 。
h
r o

m
a t o

一

柱切换 网络 构型可根 据具体情 况来设

gr aP hy )[
”〕等 目的

。

目前
,

柱切换 H PLc 技术 计
,

可谓灵活多变
、

各具特色
。

但其基本组成

已广泛应用于 环保
、

农药 残 留监测
、

石油化 不外乎单泵双柱
、

双泵双柱及多泵多柱三种

工
、

食品
、

生化
、

体内药物及制剂分析等各个 类型
。

图 1 显示了生物样品分析常用的单阀

领域
。

双泵双柱切换图
。

一
、

C S H PI 刀 的原理及方法 二
、

C S H P L C 分析复杂混合物的应用

C S H P L C 法主 要是根据 固相萃取 的原 ‘一 )生物样本

理
,

将固相萃取与现代高效液相技术相结合
,

1

.

生物体液 中的一般 药物

实现样本的在线 自动净化和 浓缩
。

通常
,

这 血清
、

血浆及尿样是常见生物体样品
,

特

是利用置于色谱网络 中各柱之 间的高压
、

小 别是 血浆 样 品常 用 于 治 疗 药 物 浓度 监 测

死体积
,

具有中心旋转切 割功能的切换阀实 (T D M )
。

生物体液样品往往含药物量低
、

内

现的
。

曾经使 用过 的有三通[6]
、

四 通
、

六 通 源性杂质多
,

利用柱 切换技术可将净化和浓

及十通阀[v] 等
,

但六通阀更为常用
。

集合为一体
,

使分析时间大为缩短
,

预处理大

C SH P[
J
C 系统包括用切换阀将两根或两 大简化

。

这对于不够稳定的药物极为重要
,

根以上色谱柱联结起来
,

并选用适当的阀
、

在 可避免某些不稳定成分 因暴露时间长引起的

适当的时刻切换
,

使样 品中不同的组分经不 分解和共沉淀
,

并消除了液液萃取可能造成

同的流路穿过柱 网络
。

这样
,

只选择含待测 的样品损失
,

使回收率大大增加
。

另外
,

由于
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可以较大量样品直接进样
,

从而使某些微量

成分得以富集
,

达到很好的检测限
。

( 1) 样本直接进样

一些在生物样本 中浓度较高的药物
,

进

样量不大
,

对预柱污染较轻
,

可直接吸取试样

进样分析
。

姐茶碱
、

苯妥英等抗癫痈药及一

些抗生素
。

高 申等[8] 采用单泵双柱系统
,

建

立了同时测定苯妥英和卡马西平血浓度的方

法
。

取 血浆 20 川 直接进样
,

预处 理流 动相

(P M P )为纯水
,

分析流动相(A M P) 为 甲醇水

溶液
,

方法操作简单
,

结果准确精密
。

使一些

只有单泵 H P L C 仪的单位也可在 一定范 围

内应用 CS H
P L C 技术

。

‘‘‘‘‘‘‘‘‘
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液液液液液液 相 往往

图 2 在线透析与柱切 换联 用装呈基本构型

(右上角为透析部件局部详图)

( 2 )样品稀释后进样

有些样本中药物含量较低
,

需要相应增

加进样量
,

但多次进样后易引起预柱 (P C )的

污染堵塞
,

缩短其寿命
。

若先将 样品稀释再

进样分析
,

稀释后的样 品中蛋 白成分 易于被

洗脱
,

很少于柱上析出
,

特别当选用一些对蛋

白质有一定溶解能力的溶液(如 一定浓度的

乙酸作稀释剂时
,

则更能防止颗粒的污染
。

文献〔91报 告了利用双 柱双泵 系统研 究

抗癌药阿霉素的血浆药物浓度测定方法
。

将

300 川血样 以缓冲液稀释至 70 0川 直接进样

50 如l
,

样 本 随 预 处 理 流 动 相 进 入 预 柱

(拌Bo
n d a p ak

,

q

:
3 7 一 5 0 拜m )将蛋白等大量 内

源性杂质洗脱
,

Z m in 后以反冲方式将富集于

预柱柱头的待测组分洗入分析柱分 离测 定
,

方法精密灵敏
,

预柱进样数百次仍无需更换
。

( 3) 样本略加处理后进样

有的药物含量低
,

进样量大
,

且稀释后仍

会造成 PC 污染
,

则可先用沉淀剂去除蛋 白

等内源性杂质
,

再取上清液直接进样
,

也可取

得满意的结果
。

另外
,

若药物与蛋白结合牢固时
,

也不可

直接进样
,

必须进行 蛋白沉淀及必要的前处

理
。

应当注意
,

若在进样前的处理 中加 入了



甲醇
、

乙睛等有机溶剂来沉淀蛋 白
,

则进样的

上清液须以适当体积 的水 稀释
,

以降低一级

流动相中有机溶剂的浓度(即降低其对弱极

性待测组分的洗脱能力 )
,

从而防止被测组分

在净化过程中从一级柱上被洗脱
。

2

.

生物体液 中的对映体药物

手性药物中对映体的分析 日益重要
,

L

.

一 E
.
E d ho lm 等[

‘”一 ’“〕致力 于生物 体液 中对

映体药物通过柱切换技术的分析
。

他们的方

法包括 使 用手 性及 非手性 柱来优化分离
。

E
dh

ol
m[

‘“〕用双柱 双泵单阀的构型系统检测

了一种 民 一
受体激动 剂特普 他林 (ter b

u -

talin e)的 对映 体
。

其 中柱 l 为非手性苯 基

柱
,

流动相 l 为 o
.
ol M 醋酸铁

,

p H 4

.

6; 柱 2

为手性的 p 一 环糊精柱
,

流动本 2 为 10
:
90

(v / v )甲醇/O
.
0 5M 醋酸按

,

p H 6

.

0

。

此法经

改动后被成功地用于血浆和肠液中特普他林

的分析
。

更进一步工作涉及了其他一些药物和更

多柱子 〔1 ,
,

, 2 2

3

.

其它类型的生物样品

其它形式的生物样本常包括肝 组织
、

肾

脏组织
、

玻璃体
、

牛组织
、

细胞培养及骨盆组

织等
。

这些样本 应用于 C SH P L C 只需要 组

织匀浆和必要 的提 取
,

而无需其 它复杂的预

处理
。

Tj

a
d

e 。
等〔”〕在检查 肾组织 中氯霉素水

平时建立了一种使用两个反相柱和两个六通

阀的自动方法
。

由于预柱是高保留性的 PS

一 D v B( 聚苯 乙烯 一 二乙烯苯 )相
,

而分析柱

是弱 亲水性 的 C1 8柱
,

要求二者用不同的流

动相
,

所以采用了二级泵系统
。

M

e
l l
s t

r
o
m [

’4 ]在测定微粒体 孵化 中 4
-

轻基异哇肌 时使用 了四柱双阀切换系统
,

该

系统需要两个泵
,

浓缩预柱置于六通 阀环路

位置
。

将上清 液 100 川注入 PS 一 D
VB
浓缩

柱
,

反冲入 5拼m 硅 胶预分离柱使废料洗去
。

待测物在第二 根预 柱上再次浓缩
,

然后反冲

入第二根硅胶预分离柱
,

最后进入检测器
。

( 二)柞生物样品

C SH P L C 技术除大量应用于生物样本中

的药物分析之外
,

在其它领域的非生物性复

杂样本分析中也发挥着广泛的作用
。

在药物制剂分析中
,

K
en

l ey 等〔‘’〕用多柱

切换色谱法测定 了苯氧前列素(en p
ros til

,

抗

溃疡药)软质弹性明胶胶囊 的溶 出度
。

Co

n
-

l ey 等〔’6〕用在线净化分析霜剂
,

减少 了复杂

的前处理
。

在 环 境 监 测 方 面
,

H
og

e n
d

co m 和

Go
ew ie[

‘7〕利用 C1 8预柱和分离柱分别进行 了

地面 水 (
surfaee w ater) 及 糖 玉 米 (

sugar -

m aize )中除草剂氰基叮嗦 (
eyanaz in e)及 ben

-

taZO ne 的测定
。

在刑侦 方面
,

用偶合 的氧化铝柱和 C1 8

柱切换系统分离并鉴定 了非法 的海洛因样

品[’8 ]
。

H i
r u

k
a
w

a 和 H anai[’9 ]用柱切 换反相

离子对 H PI 一
,

以 2 价铜 离子络合和分离溶

液中的 自由氨基酸
,

一级柱和二级柱分别为

马 和 C l。柱
。

多 核 芳 烃 (p A H s
,

p
o

l
y n u e

l ea

: a

ro m
a t i

e

h
y

dr oc ar b
o n s

) 是一类被认为能够导致多种不

同癌症的环境污染物
,

因此这类化合物的测

定非常重 要
。

Ol

s
so

n

等〔z0] 已发现使用环糊

精键合相可以获得 PA H
s 显著不同的洗脱顺

序
。

如果用比建议的 比例高的有机改性剂抑

制包含形成
,

则尽管许多干扰物质被较牢 固

地保留了下来
,

但 P A H s却只表现了很弱 的

保留性[川
。

三
、

柱切换与其它技术的联合应用

近年来
,

随着柱切换技术应用 日益广泛
,

人们在实践中开发出很多柱切换与其它技术

的联用
,

使柱切换在分析复杂样品 中的应用

更加灵活广泛
。

这主要包括
:

(一 )在线透析

在线透析(
on 一 li

n e
d i
a
ly
s is )技术与柱切

换的联合应用较多
,

其 基本 构型见 图 2
。

样

品通过平面半透膜(如醋酸纤维膜)的在线透

析
,

蛋 白及类脂大分子被阻隔
,

而小分子被测
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组分则可穿过 膜而进 入色谱系统
。

这 对于

H P L C 前处理不失为一种新的净化途径
。

这种 透析 的基本模式可分为平衡透析

(equilib riu m d ialysis)和连续透析 (
eon tinuous

dialysis)
。

M

e r
b

e
l [

2 2
] 对 比 了不 同 方 式 的特

点
,

可根据实验的 目的和要求不同来选用不

同模式
。

T
ur ne

dl 等[23] 选用在 线停 流透析

(on 一 li
n e s to p p e d 一 fl

o w d i
a
ly
s is )来增加透析

物的量
。

A er
t s 等〔24 ][2

5〕用 此法 富集痕量透

析物
,

并测定了食用产品中的兽医药残 留
,

还

将这种技术作 了改进
,

将一个微量透析探针

(m iero 一 d i
a
ly
s is p r o b

e
)用外科方法植于动物

脑内
,

在无干扰的情况下监测 了其 中的儿茶

酚胺 (ca t
eeholam ines)

。

( 二)在线衍生化

体内药分中
,

为了提高某些化合物(如氨

基糖贰类
、

激素
、

氨基酸
、

脂肪酸等)的检测灵

敏度
,

往往需要进行衍 生化
。

离线的衍生化

测定 由于其时间同衍 生物稳定性不易控制
,

因而造成精密度不够好
。

采用柱切换在线衍

生化装置可 自动在线完成衍生化
,

并可得到

很好的精密度
。

J
u n

H 娘in aka[26]报道T 一种

在线氨基酸衍生化的柱切换装置
。

( 三 )其它

有人曾将区带 电泳 (zo
ne el ec tro p ho

res is

)样品预处理与 CS H PLC 联用
,

以分析生物

体液中的碱性药物
。

这是利用不同电泳迁移

率选择性地将小离子及可电离的分析物导入

切换阀
,

进入 L C 柱
。

褶合光谱法〔川是新 近发明的一项 不经

分离而利用电脑智能化分析混合物的有效的

方法
。

已成功地应用于单
、

双乃至多组分混

合物的定量定性测定
,

在解决
“

白色混 合体

系
”

问题上独树一帜
,

并正在努力向
“

灰色体

系
”

领域进军
。

若将 CSH PL C 与褶合光谱法

有机地结合联用
,

以分离与不分离相结合
,

互

相取长补短
,

必将为复杂混合物的分析创建

更加方便有效的新方法
,

并使两种方法本身

的应用领域拓展
、

使应用层次提高到一个新

的水平
。
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.1995 ,

1 7
( 2 )

:

2 1

吸收系数法测定尼美舒利片的含量

潘 旭 初

(湖北省药学会 武汉 430064)

尼美舒利是 一种新的非街体抗炎镇痛药

物临床上用于治疗类风湿关节炎
、

骨关节炎
、

外伤和手术后的消炎
、

镇痛等
,

尤其适用于治

疗急性炎症
。

该药疗效好
、

副作用小
、

安全性

大〔
’

、

2
]

。

于 19 85 年首先在意大利上市
,

随后

美国
、

西德等国家相继上市
。

我国也 已研制

成功
。

有关尼美舒利及其片剂的含量测定方

法
,

国内尚未见报道
,

本文研究紫外分光光度

法的吸收系数法测定 尼美舒利片的含量
,

结

果表明本法简便
、

快速
、

准确
,

兹将结果报道

如下
。

一
、

仪器与试药

岛津 U v 一 2
65 紫 外分光光 度计

,

岛津

U V 一
26 0 紫外分 光光度计

,

岛津 U V 一 2 20

紫外分光光度计
,

7
51

G 型紫外分光光度计
,

7 5 3
W 型紫外分光光度计

。

乙醇 (分析纯
,

上

海振兴化工厂)
。

尼美舒利对照品
:
同济医科

大学药学院提供
,

尼美舒利片
,

同济医科大学

制药厂提供
。

二
、

方法和结果

(一 )N.] 定波长的选择

精密称取干燥至恒重的尼美舒利对照品

SO 0m g
,

置于 10O m l量瓶 中
,

加 0
.
l
mo
l/L H C I

溶液 3m l
,

加 乙醇溶解至刻度
,

即得 500 科g / m l


