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高效液相色谱在血浓监测中应用基础

徐传福

(第二附属医院 药局 )

高效液相色谱 ( H i g h P e r f o r m a n e e L iq u id C h r o m a t o g r a p h y简称 H P L C ) 又称高压或高

速液相色谱
,

是六十年代末发展起来的一种 以高压液体为流动相的分离分析技术
。

由于它具

有高效能
、

高速度
、

高灵敏度等特点
,

故在许多领域内都得到广泛的应用
。

在已知大约 30 0 万

种 以上的化合物中
,

适宜作为气相色谱分析对象的仅占20 %左右
,

而其余的 2 40 万种 以上的

化合物
,

均属挥发性低
、

热稳定性差
、

分子量大的聚合物或高分子化合物及离子型化合物
,

均可用高效液相色谱法进行分离分析
。

在临床药物分析中
,

许多药物在体液中的有效浓度 已

降低到 gn / m l水平
,

采用高效液相色谱法监测体液中药物浓度 已日趋广泛
。

药物进 入体内
,

借助于血循环到达作用部位
,

当药物浓度聚集到一定量后
,

即表现出应

有的药理效应
。

药物剂量
、

血药浓度及药理效应之间存在着紧密的关系
,

临床上监测许多药

物的血浓度
,

对选择最佳治疗剂量及指导临床用药是有益的
。

一
、

血药浓度与药理效应间的关系

血药浓度是指用各种方式给药后
,

未经分解或代谢的原药在血浆或血清中的浓度
。

药物

在体 内的分布是有明显的选择性
,

在组织中分布或在作用部位与受体的结合
,

是一种可逆的

生理生化过程
,

它符合质量作用定律的
,

并处于动态平衡之中
。 一

也就是说
,

每种药物按其特

定的型式分布于血液及组织中
,

它包括游离原药和血清蛋白相结合的原药
。

这种型式又随时

间和剂量在发生变化
。

如苯妥英钠
、

奎尼丁等等药物
,

在血浆中发生蛋 白结合
,

则必须考虑

结合型和游离型药物之间的平衡
,

以及游离型药物扩散进入组织分布 时所发生的影响
。

药物与受体结合的方式是属于化学性的
。

大多数药物的这种结合
,

是通过范德华键
、

氢

键
、

离子键等结合方式来实现的
。

因此
,

其作用是可逆的
。

K
:

R + D 二 == 忿 R D
一

) E

受体 药物 受体
一
药 物 药理效应

K
:

及 K : 分别表示吸附和解吸附速率常数
。

受体周围的药物浓度及单位容积内受体总数
,

决定了被占领的受体总数
。

被占领受体越

多
,

则药理作用越强
。

当全部受体被占领时
,

药理作用达到最大程度
。

由此可见
,

药理效应

E应与〔RD〕的浓度成正比
。

又因〔 RD〕的浓度又与 R 和 D 的数量密切相关
,

则药物所占领受体
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部位与游离型的药物牙农度成 汇比
。

药物与组织成分的结合
,

大多数为 可逆 的
。

组织与血液间

仍保持动态平衡关系
。

如地高辛在多数人的血清和心肌中浓度比为 1 / 4 0一 1 / 5 0
,

而在不 同时

间和不 同血药浓度时
,

这个 L匕值变化不大
。

因此测定血药浓度也可以反映组织中 药 物 的 浓

度
。

而 巨不论组织结合程度如何
,

大多 玫药物的血药浓度可 以作为药物与受体结合程度的指

标
。

因而根据监测药物的 血药浓 度
,

便可扣: 测组织中分布或与受体相结合的药物浓 度
。

二
、

血药浓度监测的临床意义

药物剂量和药理作用强度之间的关系
,

存在着很大的个体差异 (如年龄
、

性别
、

休表面

积等等 )
,

并为很多因素所影响
。

大多数药物的常用剂量
,

对某些病人可能疗效较差
,

而对

另一些病人又可能导致药物中毒
,

治疗上真正满意者为数不多
。

例如
,

通常认为每天 服 3 00

m g 苯妥英钠可以控制癫痛
。

但某医院 20 。例门诊患者
,

测定 (qJ 药浓 度结果表明
,

服上述剂量

苯妥英钠后只有 2 8
·

5% 的病人
, _

血
`

药浓度为 1 0一 2 0 In g l/
J ,

是该药治疗血浓度
,

病人能控制

发作
;
有 60 %的病人

,

达不到治疗血浓度而无治疗效果
; 有 1卜 5 % 的病人

,

血药浓度超过 20

m g / L
,

临床出现中毒现象
。

事实说明要维持苯妥英钠的血药浓度在治疗范围以内
,

对有的

病人应增大服药剂量
,

有的则应减小服药剂见
,

以达治疗 目的
。

又如美国麻省总医院 66 一 6 8

年中
,

服用地高辛中毒病人 占 13
·

。%
,

7理年对 作了血药浓 度 监 护 者统计
,

中毒病人下降到

5
·

9 %
。

通过血药浓度的监护
,

调整临床用药剂量
,

避免中毒现象发生
。

特别对 于治疗血药

浓度范围狭小
; 剂量小

、

毒性大的药物进行血药浓度监护更有必要
。

最近美国肯塔基大学附

院
,

住 院病人作常规监护的药物就有十七种之多
。

主要是庆大霉索
、

苯妥英钠
、

地高辛
、

茶

碱等五种 ( 占全数 80 一 8 5% )
,

其它尚有普鲁卡因胺
、

苯巴比妥
、

锉
、

水扬酸
、

洋地黄毒贰

等
。

此外
,

有肾脏病影响排泄
; 月刊胜病影响代谢

; 胃病影响吸收
;
病人接受多种药物治疗而

有中毒危险的
,

任何药物均应进行 lllT
.

药浓度监护
。

除此以外
,

对于许多药物治疗剂量多少
,

疗效好坏
,

治疗时间长短
,

毒性影响等
,

都与

药物在体内的吸收
、

分布
、

代谢
、

排泄
,

一

也就是所谓药物的动力学和药物的生物利用度有密

切关系
。

这些都必须借助于
“ 血药浓度 ” 这个重要 参数加以研究

,

从而指导药物评价及临床

合理用药
。

三
、

测定血药浓度的基本要求

1
.

药物在生 物体中一般 以原药存在
,

也有经去甲基 化
、

经基化或形成硫酸盐
、

葡萄糖

醛酸试缀合物而进行代谢
,

这些代谢产物多数不具药理活性
,

而少数却具有药理活性 (如心

得安
、

保泰松等 )
。

也有些原药无药理活性
,

其代谢产物才具有活性 (如醋氨酚
、

乙酞氨基

苯
、

丙咪嗓等 )
。

我们须要监测的血药浓度是有药理活性的原药及其代谢产物
。

所 以在测定血

药浓度的同时
,

必须进行原药及有活性的代谢产物的分离
。

非活性代谢产物于以除去
。

2
.

血药浓度一般包括游离原药
、

血清蛋 自结合的原药
、

有治疗活性的代谢产物
,

应分

别予以表示
。

许多药物可与血清蛋 白大 及结合
,

结合部分即无药理活性
。

目前所采 用的测定技术
,

多

数是测定血液中药物总的含量
。

由 丁药物与蛋 白的结合是可逆的
,

结合率相当恒定
,

所以测

定血中药物的总含量
、

也就可 以表示出有效的游离型药物的浓度
。

但对于低蛋 白血症
、

尿毒

症患者均属例外
,

必须测定血清中游离药物的浓度
。
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3
.

必须掌握服药时间及采血时间
。

其 目的在于充分 犷解 血药浓度变化 l均个过程
。

一般

血管外给药方式
,

在给药后 1一 2 小时内药物开始吸收及分布
,

随后血药浓度达到高峰
,

继

之逐渐排除
。

静脉注射后的瞬时血药 浓度和作用强度之间尚缺乏关系
。

4
.

必须估计到药物的血浓度对作用点强弱与周围组织功能的敏感程度
、

药物被转运的

机制
、

同时服用其它药物 以及病理状态等都有关系
。

例如当心脏病患者同时患有血钾过低
、

血钙过高
、

酸碱平衡紊乱
、

甲状腺功能减退
、

血氧过低
、

心肌缺血或心力衰竭中一种或一种

以上疾病时
,

则地高辛的有效血浓度往往过高
。

5
.

目前应用于临床实验室监测血药浓度 的方法很多
,

有生物法
、

电化学法
、

分光法
、

荧光法
、

薄层扫描法
、

气相色谱法
、

液相色谱法
、

放射免疫法
、

酶免疫法等等
,

根据待测血

中药物的理化性质如亲脂性
、

亲水性
、

酸碱性
、

挥发性
、

吸收光谱性
、

氧化还原性
、

稳定性

等
,

以及检出限量
,

选择具有专一性
、

准确性
、

重现性的血药浓度测定方法
。

四
、

高效液相色谱法 ( H P L C ) 的基本概念

H P L C是利用物质在固定相和流动相之间相互作用的差别
,

而引起物 质的差速迁移
,

将

复杂的混合物分离成单一组分 的一种方 法
。

依据被测组分与标准对照 品的相对保留时间进行

定性
,

用 色谱图中组分的色谱峰面积大小进行定量
。

H P L C常用的四 种分离类型是
:

液 固吸

附色谱
、

液液分配色谱
、

离子交换色谱
、

凝胶色谱
。

其分离方法原理见图 1
。

拓拓1减减 闷闷闷 域域名名

四种色谱分离方法原理模型

-l图

压的.......B

A一 M 流动相
, S 固定相

。
1 两相分界而

,
2 被分祈样 介

,
的分子

,
3 样 悦

、
分子

经过传质过程后的位置
。

B 一液液分配色谱
。

C 一液固吸附色谱
。

D 一离子交懊

色 i瞥
,

1 固定电荷
,

2 反离子
。

E 一凝胶色谱
。

液固吸附色谱 ( C ) 中被分离的样品分子在吸附剂表面的活性中心产生吸附与脱 附过程
,

被分离物质不进入吸附剂内
。

常用微粒型硅胶为 固定相分 离非极性或弱极性的有机物
,

以有

机溶剂为流动相 (如 已烷
、

二氯甲烷等 )
。

为了解决色谱峰的拖尾问题
,

流动相中可以加入

少量的水或极性溶剂 ( 如甲醉 ) 以去活性
。

通过改变流动相的溶剂强度
,

可以改变被测物质

的保留值而达到良好的分离
。

液液分配色谱 ( B )中
,

流动相与固定相之间应互不相溶
,

两者之间有一明显的分界面
。

样品溶于流动相后
,

在 色谱柱内经过分界面进入到固定相中
,

这种分配现象与溶液萃取的机
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理相似
。

液液分配色谱又分为正相色谱和反相色谱两类
。

正相色谱是 以极性填料为固定相
,

以非极性溶剂为流动相
。

反相色谱是 以非极性填料为固定相
,
以极性溶剂为流动相

。

正相色

谱常用符合 H P L C要求的 (如纯度
、

粒子细度 ) 硅胶
; 流动相为非极性溶剂

。

根据 药 物或代

谢产物吸附
、

解吸的不同性质而达到分离
。

由此方式出来的色谱峰
,

其极性 由小到大排列
。

反相色谱常用的是化学键合相 固定液
,

十八烷基三氯硅烷 固定相 ( O D s
,

件一
Bon d “ p ak C 1 8 ,

< 1卯粒度 ) 是经常使用的一种化学键合相 ; 流动相一般 以水为基础
,

再加上不同 浓度的可

互溶的有机溶剂 (如 甲醇
、

乙腊
、

四氢映喃等 )
,

根据药物在固定相和流 动 相 间 的分配过

程
,

有时也混有吸附
、

解吸过程
,

而达到分离
。

洗脱的色谱峰次序是按极性递减排列
。

对于

离子型或可解离的溶质
,

改变流动相的 p H值
,

能够改变分离的选择性
。

离子交换色谱 ( D )用来分离能在溶液中解离成正或负的带电离子的样品
。

固定相是惰性

网状结构
,

其上带固定电荷
,

溶剂中被溶解的样品如具有与反向缓冲离子相同的 电荷
,

便可

完成分离
。

填料颗粒表面具有离子交换基团
,

也可 以是键合相的季胺型的用于分离阴离子
,

磺酸基用 于分离 阳离子
。

弱交换剂上分别键合氨基或经恭
。

适当调节流动相的离子强度或缓

冲液的 p H值
, ,

可获得良好的分离效果
。

凝胶 色谱 ( E ) 又称排斥 色谱
,

固定相通常是化学惰性的空间栅格网状结构
,

颗粒内部的

空隙充满 了不动的流动相
,

被分离物质的分子经过孔穴渗进或扩散进去后再返回流动相中
。

如果控制孔穴的尺寸就可以按分子的大小进行选择性的分离
。

如果分子的截面积超过了孔穴

的最大尺寸则不能渗入
,

这时大分子在柱内停留的时间
,

就是它经过 固定 相 颗粒 外面的时

间
。

这样就按分子量从大到小的次序先后流出柱子
。

H P L C分离类型的选择

/\分子量 > 2 0 0 0
溶 于 水

不溶于水

一凝胶色谱

一

凝胶色谱

水为流动相

非水为流动相

\/样品
—

溶 于 水 的 离 子

分子量 < 2 0 0 0

一
~

五)戈一 阳离子交换

一丝一阴离子交换

.

反相液液色谱

·

凝胶 色谱 (小孔 ) 水为流动相
,

口
-

一一
-

一液液色谱
,

一不溶千 7日异构体多官能团
一”

r ”

“ !

——
一液固色谱

/

鱼业卜溉
盛

/

\

凝胶色谱

分子大小差别大
凝胶色谱 (小孔 )

一 台高效液相色谱仪
,

最纂本的结构应包括
:

用 于传送流动相的输液泵
、

注样装置
、

充

满了填料的色谱柱
、

检测器 ( 可见 一
紫外检测器

、

荧光检测器
、

示差折光检测器等 )
、

记录
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仪
。

有的还带有微处理机
。

见图 2
。

轴轴右及及

图 2H P C L了匕血药浓变筋
.

测甲 介
、

: 用

五
、

H P C L在血药浓度监测中的应用

“ D r
u gLe

v el m on i to ri犯
” 一书中

,

从近代大量资料中列选 了了5种典型药物监测的生化

样 品来看
,

应用 H P L C 来测定的就达70 %
。

可见它在血药浓度监测方而占有最主要的地位
。

特别对一些高沸点药物
、

热不稳定药物及取样量不能太大的情况下 (如小儿血药 浓 度 的 测

定 )
,

不需做 甲赞衍生物
,

就可直接分离测定
。

本法所显示的快速
、

咫敏是符合血药浓度监

测所要求的
。

血药浓度测定主要考 虑供试液的预处理及分析柱的选择
。

1
。

供试液的预 处理
:

血药浓度测定的样 品一般采用血浆及血清两种
。

(全血加肝素等抗疑后
,

离心分离细胞

等
,

上清液为血浆
。

全血不加抗凝剂
,

让其凝结
,

离心分离上清液为血清 ) 常用抗凝剂有肝

素和 C a + +

结合剂 (如 E D T A ) 等
,

抗凝剂的选择
,

可以影响检测结果
,

目前临床实验室多采

用血清为血样
。

为了使血样中干扰成份尽 可能少
,

血样在检测前
,

先要去掉生物样 品中的蛋 白质
。

水溶

性的药物和代谢产物与血浆蛋 白结合不紧
,

用超滤膜脱蛋 白
,

经离心
,

直接可取澄清的超滤

液注样 ; 亲脂性药物及其代谢产物
,

与蛋 白结合较牢
,

在酸性条件 卜
,

用有机溶剂提取后注

样
。

为 了进一步分离代谢产物或内原性杂质
,

可将药物提取到有机溶剂中
,

然后进行分离或

直接检测
。

许多有机碱
、

有机酸及 中性药物
,

提取 时与 p H 值有关
。

酸性药物如有机酸
、

巴

比妥类
,

能在酸性溶剂 中被提取到有机层
;
碱性药物如胺及生物碱类

,

能在碱性溶剂中被提

取到有机层
;
中性药物如酞胺类

,

氛丙嗓等
,

可在任何 p H 的 溶剂中 被提取
。

川 乙 醚
一

丙

酮
、

氯仿
一丙酮

、

甲苯一醚
、

二氯甲烷
、

醚
、

醋酸乙醋
、

已烷等在 p H 3~ 7
.

5时
,

frj’ 从血浆样品

中提取很多药物
。

由于提取过程中
,

引入了较多的溶剂
,

故提取液需经浓缩处理
, 一般在尖底试竹中

.

50 ℃水浴上
,

以干燥 氮气或空气流在液面
_

L徐徐赶去溶剂至所需体积
,

或将溶剂除尽
,

再加

入一定溶 剂 5 0 ~ I OOul
,

然后进样
。

有时因提取液中杂质较多
,

则需回提之后
,

再提八有机

层中
,

以达纯化 目的
。

当选择的检测方法需用内标时
,

则在提取前
,

先将 内标加入试样
,

与

欲测原药一起被提取
,

以抵消因提取操作中所引入的误差
。
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分析柱的选择
:

根据待测血样中药物的理化性质
,

选择适宜的色谱方法
、

色谱柱及 色谱条件
。

但就血药

浓度监测而言
,

采用液液分配色谱及离子交换色谱为多
,

尤其 以反相色谱应用较多
。

常用硅

烷型化学键合相 (如 O D S ) 柱
,

因为它有较长的使用寿命
,

适 )动比广
,

所用流动相大都价廉

易得
,

并且容易纯化
。

应用O D S 柱进行药物代谢研究
,

因为药物代谢后
,

一般代谢产物的极

性比药物本身极性大
,

在反相柱上 比药物先流出
。

目前应用 H P L C 检测血药浓度的有醋氨酚
、

6一氨基 已酸
、

巴 比妥类
、

氯霉素
、

利眠宁
、

氯丙嗓
、

安妥明
、

可卡 因
、

安定
、

阿霉素
、

5 一 F U
、

庆大霉素
、

氢 化 考 的 松
、

消炎痛
、

异烟

脐
、

利多卡因
、

6
一

M P
、

吗啡
、

吠喃以 咤
、

保泰松
、

苯妥英钠
、

心得安
、

磺胺类
、

四 环 素
、

茶硷等等
.

应用示例请 参考有关文献
,

这里就不一一列举
。

《 新医学文摘 (卡片 ) 放射学分册 》 即将出版发行

经卫 生部批准
、

《 新 医学文摘 (卡片 ) 》 编辑部编辑
、

人氏卫生 出版

社出版一套 文 摘
,

文摘摘录原版杂志近半年内专业 文献
,

按照临床实

用为主
,

兼顾教学和科研需 要 的原 则
,

分类 筛选摘译
,

并按科学方法

分类
,

一 文
、

一题
、

一卡
,

便 于检索
,

便 于 分类保存
。

本卡片资抖新
、

传递快
、

语种 多
、

选题适 用
、

摘译 准确
、

适于 高
、

中级 医务人 员阅读

参考
。

本分册 为 双 月刊
,

以 X 线诊断和治 疗 为主
,

由第三军医 大学 王

其源教授主编
,

并得到邹仲
、

陈官玺
、

吴恩 惠
、

颜 小 琼
、

陈英 洁
、

曹

来宾
、

陈星荣
、

陈几
、

刘 子江等专家教授 大 力支持
。

本分册 1 9 8 4年 1月

创刊
,

每期 32 张卡 片
,

0
.

32 元
,

全年 1
.

92 元
,

全 国邮局公开 发 行
,

请

向 当地邮局仃 阅
,

编辑组设重庆第三军 医 大学三 院
,

联 系人巫北海
。


