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阳性物质的冰醋酸
,

在实际采购工作中是很

困难的
。

改进法 �� 既能避免试验的假阳性
,

灵敏度又不低于药典法 �而且所配试剂稳定
,

不需要对阳性物质进行预测
,

因而为防止醋

酸所致假阳性提供了有效可行的方法
,

作为

蒸馏水 ��� 与 ���  的检查方法具有一定

的实用价值
。
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高效液相色谱法在体内药物分析中的应用

王晓丹

�佳木斯医学院药学系 佳木斯 � �� � ���

用高效液相色谱法测定体液内药物及其

代谢产物
,

可为药物代谢动力学
,

临床药理学

和毒理学等研究提供科学依据
。

体内药物分

析最常用的体液是比较容易得到 的血样 �血

浆
、

血清
、

全血 �
、

尿样
、

唾液及组织液
,

特殊情

况下也采用乳汁
、

泪液
、

胆汁
、

羊水
、

粪便等接

近有关药物作用点的检体 �� 
。

一
、

血样中的药物浓度测定
‘

血浆和血清是体内药物分析最常采用的

样本
,

选用最多的是血浆
,

因为当药物在体内

达到稳定状态时
,

血浆中药物浓度被认为是

与药物在作用点的浓度密切相关
,

即血浆中

的药浓可以反映药物在体内的状况 �� 
。

��� �� � 等 � � �主张用 �� � � 柱进行药物的

代谢研究
,

因为药物经代谢后
,

一般代谢产物

的极性比药物本身的极性大
,

在反相柱上 比

药物先流出
。

选择内标时
,

应使内标物 的保

留时间比药物的长些
,

不会干扰代谢产物的

分离和测定
。

某些含氮化 合物
,

还可采用 反

相离子对色谱法
。

� � � � � 等汇
�〕用柱头浓缩法在 � � 一 � 反相

柱上测定了血样中的抗惊厥药
。

血样经用高

氯酸脱蛋白离心后取上清液注样
,

用 �� �的

进样 圈
,

依次
·

注 入水 ���
,

供试液 �� �和 水

� � �
,

药物保留在柱头
,

保留能力小的其它成

份被 � � �水洗脱走
,

流动相继而洗脱药物
,

这

样可以降低检出限量
,

注样 �� 次
,

未见柱效

下降
。

�� �� �� 等�
’〕测定生物体液�血浆和脑脊

液 �中的氯霉素
,

试样置水浴中用高氯酸沉淀

蛋白质
,

离 心 后取 上清 液注 样
,

用 � �� ��� ��

�� �
柱

,

甲醇 一 水为流动相
,

� � � � � 检测波 长
,

检测限量为 �
�

�� � �� 体液
。

注样 � � � 次
,

未

见柱效下降
。

� � � � � 等 � �〕用 拜� � � � � � � �� , �
柱

,

甲醇 �

水为流动相
,

� � � � � 检测波 长
,

茶碱作为内

标测定了血浆和尿中钓开林
,

求得 口服 �� � �

的片剂
,

�� 后血浓为 �
�

�� 一 �
�

� 拼岁 � �
,

半衰

期约 为 �
�

� 一 �
�

� �
,

在体内的清除主要 靠代

谢
。

祁广建�
�〕等测定血清中头抱哇琳浓度

,

试样加入高氯酸摇匀后
,

置超声波发生器中

超声震荡 �� ��
,

取出后离心 �� � ��
,

取上清液

直接 进 样
,

用 � � � ���� � �� ��� 色 谱 柱
,

以

� �� �刀�
�

��� �氏���� �� �
� � ��� �

�为流动

相
。

回归方程的相关系数
�
为 �

�

� � � � �� 二

� �
,

回收率为 ��
�

��  
,

�� � �
�

� � � �� � � �
,

检测波 长为 � � � � �
。

屈建等 �“〕用反相 高效液相色谱法 测定

了血 清 中 的茶 碱
,

用 �� 尤 一 � � � 柱
,

含
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‘
的甲醉 一 水���

� � ���
� �为

流动相
,

于 � �� � � 处检测
,

线
�

性范 围为 � 一

� �拌以� �
,

检出限为 心
‘

���
,

日内和 日间的变

异系 数 不 大 于 �� � �
,

加 样 回 收 率 为

��
,

�‘�
,

� � ” �
�

� � � �� � � �
。

罗湘〔
�〕等测定了人血清中盐酸劳卡尼

浓度
,

以不锈钢分析柱 ���� � � � �� � �� �,

固定相为 �� � �
。
氏

, ,

�拌� 颗粒
,

流动相为

甲醇 一 水 一 �
�

石�� �� �� � 醋酸铁�� �
� �� � �� �

��
,

取地尔硫荤��� ��解
� � �为内标物

,

紫外检

测波长 � � � � �
。

血清最低检测浓度为 �拌� �

�
。

在 �� � 一 �� � 拌岁� 浓度范围 内的线性良

好 , � �
�

�� ��
。

平均 回收率为 � �
�

� � � �� �

� �
。

二
、

尿液药物浓度测定

尿药测定主要用于药物剂量 回
、

收研究
,

药物肾清除率和生物利用度等研究以及测定
,

代谢类型等
。

郑嘉烈等〔‘�� 用 ��� 型高效 液相色谱仪

配 � � � 型荧光检测器���� 测定了人体尿液中

韵利凡诺含量
,

采用 拌�� � �叩�� � , �
�

� �

��� � � 柱
,

流动相 为 �� � 乙醇 ��� �
,

�� �

水
,
水 中含 仪 �� � 十 二 烷 基 磺 酸 钠 用

�
,

�� �� ��� 硫 酸 调 �� 至 �
。

激 发 波 长

�� ���
,

发射波长 � � � � �
。

样 品预处理
�
取尿

样 � � � �
,

加 入 乙 醚 �
�

��  
,

��� �� � � �� �

�� �
,

振荡放置后
,

准确量取乙醚层 �
�

� � �于

一具塞试管中
,

加 �
�

� � � �� � 姚 �� 闷 �� �
,

振

荡弃去乙醚层
,

取 �川于 ���  上分析
,

采用

外标法
,

线性 范 围 为 2
.
5 一 20

n岁ml
,

r =

0. 99 92

,

最 低 检 出量
,

10

’ ‘
ng

,

回 收 率为

99
.
5 % (n = 6)

,

C V
=

7

.

9 % (

_

n
;

= 6
)

。

、
、

王科大等甲]用反相高效液相色谱法快

速测定人尿中假尿嘀咤核昔
,

采用 Y W G 一

Cl
s l o 拜m

,

4
x

2 5 0 m m 柱
,

流动相为 0
.
02
mo
l/

L K氏Pq
,

P H 为 3
.
45

,

检测波长为 25 4nm
。

预处理过程为
:
尿样约 sml 置 二 2 0℃ 下冷冻

24h 以上后解冻于 17 00 9 下离心 7m in
,

分离

上清液
,

采用标准加入法测定
,

相关系数
r”

0
.
9 9 9 7

,

线性范围在 0
.
3一 3 n

mo
l/ 10 卜l 内 良

好
,

最低检测浓度为 3 x 10
“ 6

m ol / L

,

回收率

为 100
.
3 %

,

C V
=

0

.

9 % (

n =
6

)

。

三
、

其它样品中的应用

尤忠义等[
‘21 测定了烧伤病人痴下组 织

中头抱唾 甲梭肪
,

采用 Y W G q
s
柱

,

流动相为

N 氏Ac (0
,

0 6

mo

l
/

L
)

: 甲醇 == 85
“
1 5 (

v
八)

,

前

处理过程
:
精称后匀浆

,

离心 30 m in
,

取上清

液 0
.
5m l于试管中

,

加入 o
.
sm l 甲醇

。

再加

入 0
.
sm l氢氯唾嗦甲醇液(内标 24拌g / m l)

,

混匀后离心 30 m in
,

取上清液进样
。

结果峰

面积比(复达欣/氢氯唾嚓)与浓度呈 良好的

线性关 系
,

r

值 为 0
.
9993

,

最 低检测量 为

0
.
5拌岁m l

,

回收率为 90
.
15 %

,

C v
=

2

.

8 %
(

n

=
5

)

。

马小亚t
l3]用高效液相色谱法测 定了人

体唾液中的卡马西平
,

应用非那西汀为内标
,

甲醇 一 水 (59
:
4I v/ v) 为流动相

,

在 Y W G 一

C1
8
(化学键合相)柱上测定

。

样品用二氯 甲

烷一次提出
,

浓缩 后进样
,

最低检测浓度为

0
.
025拌g / m l

,

线性范 围为 0
.
25 一 1 5 “g / m l

,
r

浓度等等
。

四
、

H P L C 测定体内药物方法改进

体内药物分析主要考虑的是试样的预处

理和分析柱的选择
。

试样的预处理在分析过程中起着很重要

的作用
,

过去通常采用有机溶剂 提取法[
‘“〕

,

操作手续较麻烦
,

回收率偏低〔
‘5 ]

,

美国 w
a-

te rs公 司〔
‘6] 生产了 一 种商 品名为 sE P

-

PA K 。
ar tr i鲍

e
的短塑料柱

,

为生物样品的预

处理提供了简便而有效的浓缩净化装置
,

SE

P
一 P A K 柱分为 SB P

一 P A K C
l:
柱和 SE

P

一 P A K 硅胶合成硅酸镁柱两种类型
,

可根据

试样和溶剂的性质来选择
。

当样品溶解于极

性溶剂时
,

选用 sE P
一 P A K q

。
柱

,

反之则选

用 sE P
一 P A K 硅胶柱

。

Fa

s

co 等[
’7 1用 sE

P 一 P
AK

cl
:柱从血浆

样品中提取抗血浆药物华法令 (W 耐ari n) 及

其代谢产物
,

测定了 100 个血浆样品
,

其回收



幻。a e e u t ie a l P
r
ac
tie e V o l

.

1 5 1 9 9 7 N
o
.

3

率在 95 % 以上
。

孙定一等[l8 〕用 sE P
一 P

AK

C1
8
柱预处理血样

,

以 助ndeP ak q
。
柱分离测

定血液中冬凌草甲素的含量
,

平均 回收率达

85%
。

还有一种在 H PL C 仪器的色谱柱前加

预柱的方法来净化
,

预柱常用大颗粒填料

(40拌m )
,

长 3一 s
em

。

R et
t a 等〔

‘9〕在色谱柱和进样器间插入一

根 Bo
ndapak C1

8
预柱用反相色谱直接测定尿

稀释液中的长春胺
,

其平均回收率为 99
.
8 士

1
.
5 %

,

精密度为 士 3
.
5 %

,

各种尿样未出现干

扰峰
。

s h
e
l l
e
y 等[

20]在色谱柱前 附加 一 个

q s保护柱
,

无需提取或冻干步骤即可进行 鼠

血清中的全反式或 13 一顺式维生素 A 酸定

量
。

徐铭甫等[2l 〕用反相色谱法以茶碱为内

标测定人血中头抱他陡 (CF
Z )浓度时

,

采用

O D S 一 H y p e r s il s 拌m 似
.
1 X 100m m 小孔 径

柱
,

预柱 为 o D s 一 H y p
e r s il 3 0 拌m 似

.
I X

20m m ;与二极管阵列检测器(D A D )
,

以 2 %

甲醇的 0
.
ol m ol / L 醋酸按溶液 (pH = 3

.
5) :

甲酸(9
:
l) 为流动相 ;测定波长为 254nm

,

参

比波长分别为 550nm 和 295
nm

,

此两个双彼

长组合分别用于 CF Z 和茶碱峰面积的定量
,

消除了干扰内标测定的血清中杂质的影响
。

同时对测定波长 254nm
,

参比波长 550nm 对

数据进行外标法
,

计算结果显示外标法与内

标法基本一致
。

张文板等〔22 〕在测 定头饱拉

定 血 药 浓 度 时
,

在 分 析 柱
; Zor bo

x

O D S似
.
6m m x 2 50 m m 与进样器 间加预 柱

劝
rha x O D S似

.
6m m 又 1 0 m m

,

采用流动相为

H A c 一 N 氏A c( 0
.
05mo l/ L )

一 甲醇 一水 (0
.
3:

4 :25:70
.
7

,

p H = 4 一 5 )
,

检测波长为 254
nm

,

其回归方程的线性关系 良好
,

r =
0

.

9 9 8 6

,

方

法平均回收率为 10 7
.
73 %

,

R

SD
为 1

.
0 % (

n

= 8)
。

柱前预柱只起净化而无浓缩作用
。

生物

体液中痕量组分的分析尚采用联机痕量浓缩

技术一柱切换技术
,

生物样本提取物可在分

析柱前加浓缩柱进行浓缩
,

以供在线处理一

些复杂样品
。

此法把浓缩柱安装在样品阀中

代替回路管
,

在浓缩柱上反复进样
,

然后用反

冲方法将样品注入分析柱分离测定
。

Kr

a

血 等比〕用柱切换技术测定 了血样

中的抗惊厥匹拉米酮等
,

检测恨量由 80
ng/

c
扩降到 16

n宫/ cm
3一 ,
实验中注样 50 次未见

柱效下降
。

B
a n

k el m
a

等山〕用此技术测血浆

中吩唾嗦
,

检测 限量为 gp户
。

郭联庆等〔2刻

利用柱切换高效液相色谱法快速测定奎尼丁

血药浓度
,

只需取微量血样作简单去蛋白处

理就 可 直 接 进 样 分 析
,

最 低 检 测 限 为

0
.
65 料mo l/ L

,

平均 回收率 90 %
。

此技术兼具

净化
、

浓缩两种功能
,

缩短了总的分析时间
。

方法简便可靠
,

回收率高
,

检测限量低
,

装置

全 自动
,

分析过程平稳
, ‘

对分离测定极性大的

代谢产物十分可取
,

有较大的发展前途
。

另外为了拆分对映异构体
,

采用柱前手

性衍生化法测定异构体
。 -

邱宗荫等[26 〕利 用柱前衍生化反相高效

液相色谱法拆分地佐西平对映异构体
,

用 乙

酞葡萄糖异硫氛酸醋<Q ITC )作柱前手性衍

生化试剂
。

样品为血样
,

衍生化过程为
:
取样

品 10 0川加入等体积 G IT c 溶液和 2讨三乙

胺
,

混匀
。

室温放置 lh
,

然后取 5川反应液进

样
。

柱子为 N O v A 一 P
a
k CI

。柱
,

流动相为甲

醇一 乙睛 一 水 一 三乙胺 (26
:
26

“
47

.

尔 0
.
5v/

v) ;对映异构体达到了基线分离
,

在 0
.
005 一

o
.
Z m g / m l浓度范围内左旋和右旋地佐西平

的浓度分别与其峰面积呈线性关系
,

回收率
:

左旋( 一 ) 1 0 0
.
5 %

,

右旋( + )97
.
6% 。

路红莉

等[2v 〕用高效液相色谱法拆分和测定大鼠血

清中的氢化阿托酸〔H T A I
,

以 S 一 (
一 )

一 蔡

乙胺为衍生化试剂
,

基子样品与化学纯的胺

类生成非对映异构体的酞胺
,

然后用 H P Lc
进行分离 测定

,

柱子为 Be 比m an 硅胶柱
,

V l

eras

p h er

e

An

a
l y t

i以 5拌m ,

2

.

o m 耐
X

15 Omm ,

流动相为
:
正 己烷一乙酸乙酷 (87

:

13 ), 检测波长为 25 如m
,

测得
:R 一

(
一
)
一

H T A 的回归方程为 y = 64
.
94 x 一 0

.
9 37 0

,
r

=
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0
.
9997

,

回收率为 92
.
84 %

,

R S D 5

.

1 2 % (
n =

5
)

。

S
一
(
+
)
一 H T A

:
y = 6 8

.
0 7

x 一 0
.
9 1 0 1

,
r

=
0

.

9 9 9 7

,

回收率 95
.
印%

,

R

SD

=
3

.

6 9 % (

n

= 5
)

。

四
、

前景展望

高效液相色谱法将进一步向自动化
,

智

能化及联用技术上发展
。

(一 )自动 提取装五
‘

分为液
一

液提取装

置和 液 固 提 取 装 置
。

T et h
n i

co
n 公 司 的

FA ST
一

L C 系列属于液
—

液提取
,

对药物提

取
,

干燥
,

再溶解及进样均 自动化〔28]
,

或用溶

剂洗净样品均 自动化
。

D
u

卯nt 公司 的 pre b

系列和 var ian 公司的 A A SP 均属液一固提取

装置
,

两者对样品吸附
、

洗净
,

除去杂质
,

溶出

药物和进样均 自动进行
。

常用于血中药物的

分析[
, 9

,

, 。]
。

( 二)用机器处理的 自动化 1982 年美

国开发了试验室机器 人 (L A 机器人 )
,

现有

10 家以上公司在生产
,

并有专著介绍 [川
,

用

L A 机器人进行预处理的同时
,

用微机控制

可进行柱和 流动相的交换调节[32 」
,

日本于

1984 年输入 了 1 号机
,

广 泛应用于含量试

验[33 l, 稳定性观察[
3礴〕,

体液成分和体液中药

物的分析毕
”一 3 7 ]

。

为了将取得的庞大的实验

数据整理和做成资料
,

开发 了数据处理系统
。

(三 )新 的 H P L C 检浏器 问世 检测器

一直是液相色谱仪的最薄弱环节
,

v
av er 公

司的改进型《蒸发光散射检测器》适用于表面

活性 剂
,

碳水化 合物等难挥发物 质 的测

定[
381, G y n 如t峨 彻

a一ytical 开发出一种新的

光 电二极管 阵列检测 器 (v v D3 205 U v
-

vis )
。

只是目前价格还较高
。

( 四 )联用仅 目前 H P LC 一 U V
,

H P L
一

FT
I R 联用仪已趋于成熟

。

近期高效液相色

谱仪的发展主要是高效液相色谱和质谱联用

仪即 H P L C 一 M S
。

总之
,

高效液相色谱的发展和完善必将

给体内药物分析及整个分析测试手段带来一

个更广阔的天地
。
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