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基于集成化多柱二维液相色谱系统分析血清中的氨磺必利

王丰琳１，　 杨三东２，　 周新颖１，　 封　 娇１，　 唐　 涛１∗，　 李　 彤１
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２． 中国科学院苏州生物医学工程技术研究所， 江苏 苏州 ２１５１６３）

摘要：快速准确的治疗药物监测对于临床上确保患者用药有效性及安全性至关重要，同时也能够确定患者用药依

从性，制定个性化给药方案。 该文以两支疏水性略有差异的反相分离柱 Ｓｕｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ２ 和 ＳｉｎｏＣｈｒｏｍ ＯＤＳ⁃ＢＰ，及
强阳离子交换捕集柱 Ｓｕｐｅｒｓｉｌ ＳＣＸ 构建了基于集成化的多柱二维液相色谱系统。 通过二维色谱接口，以 ｐＨ ３􀆰 ０
的磷酸缓冲液调整第一维分离后的洗脱液组成，降低有机相含量并维持 ｐＨ，改善了中心切割模式下样品转移和捕

集的效率。 利用该多柱二维液相色谱系统发展了血清中氨磺必利的二维液相色谱检测方法，血清样品经过高氯酸

和甲醇混合液沉淀蛋白质并离心后直接 ３００ μＬ 大体积进样，以乙腈 ／磷酸缓冲液（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ３􀆰 ０） （２０ ／ ８０，
ｖ ／ ｖ）作为第一维分离流动相，磷酸缓冲液（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ３􀆰 ０）作为捕集过程的稀释流动相，乙腈 ／磷酸缓冲液

（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ０）（２５ ／ ７５， ｖ ／ ｖ）作为第二维分离流动相，１２ ｍｉｎ 内即可完成分析。 方法在 １０～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的

范围内线性相关性良好（ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ８）。 样品在 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 和 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 两个加标浓度下的回收率稳定，在 ７３􀆰 ７％ ～
７６􀆰 ８％ 之间。 方法的检出限为 ７􀆰 ２８ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限为 ２４􀆰 ２７ ｎｇ ／ ｍＬ，能够满足《神经精神药理学治疗药物检测共识

指南》中推荐的药物监控范围要求。 由于该系统日常使用及维护成本较低，且能够实现自动化分析，故该方法适合

在临床上用于治疗药物监测研究。
关键词：多柱二维液相色谱；氨磺必利；血清；治疗药物监测
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唐涛： 博士，毕业于南京理工大学，正高级工程师，主要从事液相色谱仪关键部件

的研制及系统集成研究。 曾作为项目负责人获得各项资助： ２００９ 年大连市青年科

技计划项目，２０１２ 年国家重大科学仪器设备开发专项课题，２０１３ 年辽宁省科技型

中小企业技术创新专项基金，２０１５ 年大连市科技计划项目，２０１７ 年大连市青年科

技之星项目。 作为骨干，参与了国家质检公益专项、国家自然科学基金面上项目、
大连市重点研发计划项目等。 负责研制的色谱产品，累计销售额接近 １ 亿元。 获

得辽宁省科学技术进步奖三等奖一次、大连市科学技术进步奖一等奖两次、中国分

析测试协会 ＢＣＥＩＡ 金奖两次、中国仪器仪表行业协会 ＣＩＳＩＬＥ 自主创新金奖、大连

市专利奖二等奖。 已发表论文 ４０ 余篇，主持起草国家标准 １ 项；申请专利 ４０ 项，
其中授权发明专利 １０ 项；参与编写《分析化学手册⁃液相色谱分册》。 现任中国仪

器仪表学会分析仪器分会色谱专家组成员、辽宁依利特色谱仪专业技术创新平台

技术带头人和辽宁省分析测试协会青年工作者委员会副主任委员。
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ｏｆ ａ ｓｈｏｒｔ ｔｒａｐｐｉｎｇ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｌｌｏｗｅｄ ｕｓ ｔｏ ｃｏｍｐｌｅｔｅ
ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈｉｎ １２ ｍｉｎ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｉｎ ｄｅｔａｉｌ ｂｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｌｉｎｅａｒｉｔｙ， ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ）， ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱ）， ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ． Ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ １０ ａｎｄ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ８） ． Ｔｈｅ ＬＯＤ ａｎｄ ＬＯＱ ｗｅｒｅ
７􀆰 ２８ ｎｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ２４􀆰 ２７ ｎｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｍｅｔ
ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ Ｔｈｅｒａｐｅｕ⁃
ｔｉｃ Ｄｒｕｇ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｎ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ａｍｉｓｕｌｐｒｉｄｅ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ａ
ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅ ａｔ ５０ ａｎｄ １００ ｎｇ ／ ｍＬ ｗｅｒｅ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ７３􀆰 ７％ ａｎｄ ７６􀆰 ８％， ｗｈｉｃｈ ｒｅｖｅａｌｅｄ
ｔｈｅ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ａｓ ｏｐｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｔｉ⁃
ｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ， ｏｕｒ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｓｙｓｔｅｍ ｉｓ ｃｏｓｔ⁃ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｌｏｗ⁃
ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ， ｔｈｕｓ ｂｅｉｎｇ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｆｏｒ ｒｏｕｔｉｎｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｏｕｒ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ａｓ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｓｔ ｉｓ ｍｕｃｈ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｒ ＬＣ⁃ＭＳ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｓ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｕｌｔｉ⁃ｃｏｌｕｍｎ ｔｗｏ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ａｍｉｓｕｌｐｒｉｄｅ； ｓｅｒｕｍ；
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

　 　 氨磺必利是一种苯酰胺类第 ２ 代抗精神病药

物，可选择性地与多巴胺 Ｄ２、Ｄ３ 受体结合，通过阻

断多巴胺 Ｄ２、Ｄ３ 受体，改善精神分裂症阴性及阳性

症状［１］。 德国神经精神药理学与药物精神病学协

·８９１·



　 第 ２ 期 王丰琳，等：基于集成化多柱二维液相色谱系统分析血清中的氨磺必利

会［２］ （ Ａｒｂｅｉｔｓｇｅｍｅｉｎｓｃｈａｆｔ ｆüｒ Ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｐｈａｒ⁃
ｍａｋｏｌｏｇｉｅ ｕｎｄ Ｐｈａｒｍａｋｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｅ， ＡＧＮＰ ） 在

２０１７ 年更新的《神经精神药理学治疗药物检测共识

指南》（以下简称《指南》）中推荐的血液中有效治疗

浓度范围是 １００～３２０ ｎｇ ／ ｍＬ，并将其治疗药物监测

（ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ， ＴＤＭ）推荐等级列

为一级。 由于血液基质比较复杂且药物浓度较低，
为了减小其他物质对血液中药物浓度检测的干扰，
提高检测灵敏度，多采用不同的前处理技术结合色

谱法及高灵敏度检测器进行分析检测［３，４］。 陈颖

等［５，６］分别以乙醚和乙酸乙酯萃取血浆与血清中的

氨磺必利等治疗药物，由于萃取溶剂用量较大，需要

采取氮吹、复溶等额外操作控制进样量及检测灵敏

度，血清基质下的定量限达到了 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ。 Ｋｕｄｒｉｓ
等［７］发展了一种离线固相萃取结合液相色谱⁃荧光

检测器分析血浆中氨磺必利的方法，利用固相萃取

柱对血浆样品进行离线净化富集，净化富集后的样

品经过蒸干、复溶后进样分析，以高灵敏度的荧光检

测器进行检测，定量限可达 １０ ｎｇ ／ ｍＬ。 液相色谱⁃
质谱联用技术由于具有较高分辨率和灵敏度，也常

用于治疗药物的监测［８，９］。 Ｍｏｋｈｔａｒ 等［１０］利用超高

效液相色谱⁃离子肼质谱同时检测血液中 １１３ 种药

物的浓度，其中氨磺必利的检出限为 ３ ｎｇ ／ ｍＬ，但样

品处理过程同样需要液液萃取、氮吹、复溶等操作。
这些具有复杂前处理过程的分析方法尽管能够满足

《指南》要求的检测浓度范围，但前处理过程繁琐耗

时，分析效率低，且处理过程中容易产生样品的损

失，不利于方法的推广。 此外，质谱检测虽然具有极

高的检测灵敏度，但较高的仪器价格却会限制其应

用扩展，同时，质谱定量常用的同位素内标试剂也增

加了日常检测的成本［１１］。
　 　 多柱二维液相色谱是分离分析复杂样品的重要

工具［１２］，在蛋白质组学［１３］、代谢组学［１４］、中草药［１５］

分析等领域有广泛的应用，同样也适用于在复杂的

血液基质中分析药物组分［１６］。 由于二维液相色谱

是多种分离模式的组合，因此比常规一维色谱具有

更好的分离能力，能够实现待测物与干扰组分的快

速分离。 此外，二维液相色谱也可以基于切换阀结

构实现大体积样品的在线富集、中心切割样品转移

以及自动化分析，可减少人为因素的干扰，具有更高

的灵敏度和分析效率［１７］。 尚翔等［１８］ 利用二维液相

色谱建立氨磺必利血药浓度检测方法，并对患者的

血药浓度、服药剂量、年龄、性别之间的关系进行了

分析。
　 　 本文采用中心切割的样品转移接口形式，构建

了集成化的多柱二维液相色谱系统，兼具大体积样

品直接进样、辅助泵稀释多维样品转移以及全模块

自动化控制等功能，并基于该系统对血清中氨磺必

利的检测进行了方法学研究。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ３ 台 Ｐ１１００ 高压恒流泵，Ｄ１１００ 紫外⁃可见检测

器，Ｓ３１００ 自动进样器，Ｗ５１００ 色谱工作站，色谱柱

均为大连依利特分析仪器有限公司产品。 两位六通

切换阀 （Ｃ８２Ｘ⁃６６７６， ＶＩＣＩ）。 高速离心机 （ ３Ｋ１５，
Ｓｉｇｍａ）。 紫外分光光度计 （ＵＶ２９００，上海舜宇恒

平）。
　 　 乙腈（色谱纯，Ｓｉｇｍａ），纯化水（Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ），磷酸

二氢钾、磷酸氢二钾（分析纯，科密欧），高氯酸（分
析纯，７０％，科密欧），氨磺必利对照品（ ＞９８％，阿拉

丁）。 血清样品使用前储存在－２０ ℃冰箱中。
１．２　 标准溶液配制及样品前处理

　 　 标准储备液（１ ｍｇ ／ ｍＬ）：称取 １０􀆰 ０ ｍｇ 氨磺必

利对照品于 １０ ｍＬ 容量瓶中，甲醇溶解并定容。
　 　 标准工作液：取标准储备液适量，用 ６％ （ｖ ／ ｖ）
高氯酸逐级稀释成质量浓度为 １０、２５、５０、１００、２００
ｎｇ ／ ｍＬ 的标准溶液。
　 　 血清样品前处理：将血清样品从冰箱中取出，自
然解冻。 取血清样品 １ ｍＬ，加入 ３ 倍体积的高氯酸

（６％， ｖ ／ ｖ） ／甲醇 （ ８５ ／ １５， ｖ ／ ｖ） ［１９］，涡旋 ２ ｍｉｎ，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心 ５ ｍｉｎ，取上清液进样分析。
１．３　 色谱条件

　 　 第一维分析柱，Ｓｕｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ２（１５０ ｍｍ× ４􀆰 ６
ｍｍ， ５ μｍ）；第二维分析柱，ＳｉｎｏＣｈｒｏｍ ＯＤＳ⁃ＢＰ
（１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）；捕集柱，Ｓｕｐｅｒｓｉｌ ＳＣＸ
（１０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）。 进样量：３００ μＬ；检测

波长：２８０ ｎｍ。
　 　 流动相 Ａ，乙腈 ／磷酸缓冲液（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ
３􀆰 ０）（２０ ／ ８０， ｖ ／ ｖ）， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 流动相 Ｂ，磷酸

缓冲液（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ３􀆰 ０），流速梯度：０～４ ｍｉｎ，
０􀆰 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ４～ ５ ｍｉｎ， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ５ ～ １２ ｍｉｎ，
０􀆰 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 流动相 Ｃ， 乙腈 ／磷酸缓冲液 （ ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ７􀆰 ０）（２５ ／ ７５， ｖ ／ ｖ）， １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
　 　 切换阀 ０～４ ｍｉｎ，实线位；４～５ ｍｉｎ，虚线位；５～
１２ ｍｉｎ，实线位（见图 １）。
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图 １　 多柱二维液相色谱系统结构示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉ⁃ｃｏｌｕｍｎ ｔｗｏ⁃

ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｙｓｔｅｍ

２　 结果与讨论

２．１　 集成化多柱二维液相色谱系统的构建

　 　 系统结构如图 １ 所示。 输液泵 Ａ、Ｂ、Ｃ 分别输

送流动相 Ａ、Ｂ、Ｃ。 初始条件下，切换阀处于实线

位，优先从第一维色谱柱上洗脱下的非待测组分通

过切换阀排入废液流路。 当待测组分被洗脱下时，
切换阀切换至虚线位，使第一维色谱柱出口与捕集

柱相通。 同时，通过三通与第一维色谱柱出口相连

的输液泵 Ｂ 流量提高，稀释第一维洗脱下的溶剂强

度。 这种接口结构能够使待测组分更多地保留在捕

集柱上，提高样品转移与捕集的效率，避免有机相比

例过高引起样品的展宽和损失。 捕集结束后，切换

阀切换回实线位，由输液泵 Ｃ 将捕集柱上的待测组

分洗脱至第二维色谱柱上进行进一步分离。 由于实

验所用的色谱工作站能够同时控制系统中的所有模

块，并且可以序列运行，因此该集成化多柱二维液相

色谱系统能够实现自动化分析。
２．２　 氨磺必利紫外吸收光谱测试

　 　 利用紫外可见分光光度计对氨磺必利进行光谱

图扫描，结果发现在紫外区有 ２ 个特征吸收波长，分
别为 ２２６ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ。 其中 ２２６ ｎｍ 响应值相对

较高，但考虑到此区域干扰较大，因此选择次大吸收

峰位置 ２８０ ｎｍ 作为检测波长。
２．３　 氨磺必利标准品的一维分析结果

　 　 以 １ μｇ ／ ｍＬ 氨磺必利标准品进样，考察不同进

样体积对保留时间峰面积的影响，叠加谱图见图 ２。
随着进样体积的增大，标准品色谱峰的保留时间逐

渐增加，但峰面积与进样量的线性关系依然良好（ｒ
＝ ０􀆰 ９９７）。 保留时间的延长可能与样品溶剂的影响

有关，随着进样体积的增大，样品溶剂（６％ （ｖ ／ ｖ）高

图 ２　 不同进样体积的 １ μｇ ／ ｍＬ 氨磺必利标准溶液的色谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ １ μｇ ／ ｍＬ ａｍｉｓｕｌｐｒｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ
　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ＡＣＮ ／ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ （２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ３􀆰 ０） （２０ ／ ８０， ｖ ／ ｖ） ．

氯酸）会逐渐降低流动相的洗脱强度，使样品保留

加强。 但由于进样体积的增大并未造成明显的溶剂

效应，使峰形变差，因此可以通过增加进样量的方式

提高检测灵敏度。

图 ３　 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 氨磺必利标准溶液在（ａ）接捕集柱与
（ｂ）不接捕集柱时的色谱图

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ １００ ｎｇ ／ ｍＬ ａｍｉｓｕｌｐｒｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
（ａ） ｗｉｔｈ ａｎｄ （ｂ） ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｐ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｐｕｍｐ Ｂ

　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ： ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ＡＣＮ ／ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ （２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ３􀆰 ０）（２０ ／ ８０， ｖ ／ ｖ）， １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｐｕｍｐ Ｂ
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ （ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ３􀆰 ０ ）， １
ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ， ３００ μＬ．

　 　 以接近检出限要求［２］ 的 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 标准液为

分析对象，进一步考察直接进样及增加捕集柱和输

液泵 Ｂ 后出峰时间的差异性，以便准确设定捕集柱

切入系统时间，结果见图 ３。 单独进样时，标准品保

留时间为 ４􀆰 ５３ ｍｉｎ，半峰宽为 ０􀆰 １１ ｍｉｎ（峰起落点

４􀆰 ３２～４􀆰 ８２ ｍｉｎ）。 增加捕集柱及开启输液泵 Ｂ 后，
保留时间为 ５􀆰 ８４ ｍｉｎ，半峰宽 ０􀆰 ３１ ｍｉｎ（峰起落点

·００２·
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５􀆰 ４４～６􀆰 １８ ｍｉｎ）。 因此，基于上述数据，设定切入

捕集柱时间范围为 ４􀆰 ００ ～ ５􀆰 ００ ｍｉｎ，可以有效保证

目标样品均能完成捕集，并且不会从捕集柱上二次

洗脱下来。
２．４　 多柱二维系统分析氨磺必利

２．４．１　 二维分析方法

　 　 按照 １􀆰 ３ 节所述方法，系统的第一维需要对样

品进行快速拆分，因而使用疏水性较弱的 Ｓｕｐｅｒｓｉｌ
ＯＤＳ２ 反相色谱柱。 以 ｐＨ ３􀆰 ０ 的磷酸缓冲液和乙

腈混合作为第一维流动相，可使氨磺必利带正电，进
一步降低其在第一维反相柱上的保留，同时实现了

对加标血清样品的初步分离。 通过中心切割的方

式，可将带正电的氨磺必利与极性相近的组分转移

至 ＳＣＸ 捕集柱上。 为了降低第一维洗脱液中乙腈

对样品捕集的影响，以 ｐＨ ３􀆰 ０ 的流动相 Ｂ 对洗脱

溶液进行稀释，同时维持体系的 ｐＨ，确保带正电的

氨磺必利能够在 ＳＣＸ 捕集柱上保留。 捕集结束后，
样品被转移至第二维进行进一步分离。 第二维所用

的色谱柱填料为 ＳｉｎｏＣｈｒｏｍ ＯＤＳ⁃ＢＰ，疏水性较强，
并且在 Ｃ１８ 键合填料的基础上使用了碱性封尾技

术，降低硅羟基残留，更加适合碱性物质的分离，改
善峰形。 为了加快分析速度，ＳＣＸ 捕集柱使用了 １０
ｍｍ 的短柱；同时，第二维流动相使用 ｐＨ ７􀆰 ０ 的磷

酸缓冲液和乙腈的混合液，不仅可降低氨磺必利的

解离程度，使其能够在 ＳＣＸ 捕集柱上被快速地洗脱

下来，还能够改善氨磺必利在第二维反相柱上的保

留行为，实现其与杂质的基线分离。
２．４．２　 标准液的二维分析结果

　 　 按照 １􀆰 ３ 节二维系统流程和色谱条件，对 １０、
２５、５０、１００、２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的氨磺必利标准液进行了分

析，以峰面积（ｙ）对质量浓度（ｘ， ｎｇ ／ ｍＬ）进行线性

回归，得线性方程为 ｙ ＝ １􀆰 ５４ｘ－０􀆰 ９１，ｒ 为 ０􀆰 ９９９ ８，
相关性良好。
２．４．３　 加标血样的分析结果

　 　 加标血清样品的叠加谱图如图 ４ 所示。 在 ５０
ｎｇ ／ ｍＬ 和 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 两个加标水平下，３ 个平行试

验的回收率在 ７３􀆰 ７％ ～ ７６􀆰 ８％ 之间，回收率虽然不

是特别高，但结果稳定（ＲＳＤ 不大于 １．６％ ）。 样品

采集基线噪声实测为 ０􀆰 ０５ ｍＡＵ，根据 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 加

标测试平均峰高 （ １􀆰 ０３ ｍＡＵ） 测算，方法检出限

（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３） 为 ７􀆰 ２８ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限 （ Ｓ ／ Ｎ ＝ １０） 为

２４􀆰 ２７ ｎｇ ／ ｍＬ。

图 ４　 不同水平加标血样分析的色谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｉｋｅｄ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ
　 ａ． １００ ｎｇ ／ ｍＬ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ； ｂ． ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ．

３　 结论

　 　 本文以中心切割模式构建了集成化多柱二维液

相色谱系统，同时在样品接口处增加旁路，以辅助泵

调节第一维洗脱下的样品溶剂强度，使样品能够有

效地捕集在捕集柱上。 以二维模式分析血清中的氨

磺必利，１２ ｍｉｎ 内可以完成样品分析。 氨磺必利在

１０～２００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内线性相关性良好，加标回收

率稳定，定量限为 ２４􀆰 ２７ ｎｇ ／ ｍＬ，满足 １００ ～ ３２０
ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＡＧＮＰ 推荐药物监控范围要求（低于监控

范围的下限）。 所构建的血药浓度多柱二维分析系

统能够在较短的时间内在线去除血清中大部分的基

质干扰，减少了血清样品的前处理流程，确保待测组

分的分离度。 同时仪器价格、使用及维护成本均远

低于液相色谱⁃质谱联用系统，适合在临床血药浓度

监测领域推广使用。
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