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药物分析几种新技术的应用进展

郭常川，曾　苏
（浙江大学药学院药物分析与药物代谢实验室，浙江 杭州 ３１００５８）

［摘　要］　评述药物分析的几种新技术，包括时间分辨荧光分析法、流动注射分析和液相色谱
!

质谱联用技术。其中时间分辨荧光分析法作为一种新的非同位素标记分析技术，具有灵敏度高、选

择性好、无放射性污染等优点，能有效消除杂质与背景荧光以提高信噪比，目前广泛用于药物含量

测定、酶活性测定、ＤＮＡ检测和时间分辨荧光免疫分析；流动注射分析是一种新型的微量、高速和
自动化的分析技术，具有分析速度快、样品和试剂消耗量少、设备与操作简单、分析效率高等特点，

可与各种检测器联用，检测手段灵活多样，适用性广泛，目前在药物分析领域主要用于药物含量测

定和生物内源性物质的分析；液相色谱质谱联用技术集液相色谱的高分离效能与质谱的高选择
性、高灵敏检测能力于一体，是组分复杂样品和微量／痕量样品分离分析的最有力的研究手段，是药
物分析相关领域中不可或缺的重要工具，目前广泛用于药物及天然产物化学成分分析、药物代谢研

究、残留物分析等。
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　　传统的药物分析，大多是应用化学方法分
析药物分子，控制药品质量。然而，现代药物分

析无论是分析领域，还是分析技术都已经大大

拓展。随着分析化学的进步，特别是近年来仪

器分析和计算机技术的发展，为药物分析的发

展提供了坚实的基础。可以说，哪里有药物，哪

里就有药物分析［１］。随着科学技术的发展，药

物分析新技术也在不断涌现。现就药物分析学

近年来涌现的几种新型分析技术作一概述。

１　时间分辨荧光分析法

由于放射性同位素标记分析技术的诸多局

限性（如放射性标记物半衰期短、易造成环境

污染和人身伤害等），其应用受到了一定限制。

而在非同位素标记技术中，时间分辨荧光分析

（ｔｉｍｅｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ，ＴＲＦＡ）被公认
为是最有发展前途的一种非同位素标记分析技

术。ＴＲＦＡ采用适当的激发光源和检测体系，
通过设置合适的延缓时间和测量时间（门控时

间），延迟测量时间，待本底短寿命荧光消失之

后，才对复合物的长寿命荧光进行测定，从而最

大限度地消除来自本底荧光的干扰，提高了检

测灵敏度，而且无放射性污染。ＴＲＦＡ能有效
地排除非特异荧光，以时间分辨技术测定特异

荧光，得到固定波长的荧光强度
!

时间曲线和

固定时间的荧光发射光谱，消除了杂质与背景

荧光以提高信噪比，可分辨测定混合物中光谱

重叠而荧光寿命有差异的组分，以及溶剂松弛

的时间。这有助于对生物大分子和基团作用的

研究［２］。

时间分辨荧光法所用的仪器设备包括激发

光源、时间延迟设备、激发光单色器或滤光片、

样品池、荧光单色器及设有门控的检测器件等
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（图 １）。稀土元素铕和铽因具有斯托克斯位移
大、荧光寿命长、发射谱带窄和荧光量子产率高

等特点，常被用作ＴＲＦＡ技术的荧光标记物。

图１　时间分辨荧光分析技术原理示意图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｉｍｅ－ｒｅｓｏｌｖｅｄ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ

１．１　药物含量测定　ＡｌＫｉｎｄｙ等以时间分辨
铽敏化发光法测定了制剂和尿样中的布洛芬含

量［３］。布洛芬能与稀土元素铽、表面活性剂

ＴＯＰＯ（三正辛基氧化膦）形成三元复合物，发
射出铽的特征荧光峰，最大激发波长和发射波

长分别为２２９ｎｍ和５４５ｎｍ；再结合时间分辨
技术，延缓时间和测量时间分别设定为１００μｓ
和２００μｓ，从而建立了一种新颖的时间分辨铽
敏化发光法用于布洛芬的分析。该方法的线性

范围为９７×１０－７ｍｏｌ／Ｌ～９７×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，检
出限为 １２×１０－７ ｍｏｌ／Ｌ，制剂中回收率为
１００３％～１０２５％，结果令人满意。
１．２　酶活性测定　均相时间分辨荧光法
（ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｔｉｍｅｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ＨＴＲＦ）
基于时间分辨荧光共振能量转移理论［４］。从

铕穴状化合物到交联别藻蓝蛋白（ＸＬ６６５）可发
生非辐射能量转移，当在邻近区域有荧光物分

子存在时，ＸＬ６６５可发射出６６５ｎｍ的长波长和
长寿命荧光。ＨＴＲＦ可以排除可能存在的基质
非特异性短波长和短寿命荧光的影响，从而实

现不经分离直接测定分析物，并可实时校正介

质的内部滤过效应和变异性等光学性质。

Ｅｎｏｍｏｔｏ等［４５］曾将均相时间分辨荧光法分别

用于精脒合酶和类肝素酶活性的高通量测定，

其酶反应和活性测定都在同一块板上进行。这

种方法可以实现自动、快速地处理大量样本，筛

选酶抑制剂。

１．３　ＤＮＡ检测　Ｃｈｅｎ等［６］制备了一种荧光

寿命高达１．５ｍｓ的高度发光的铽纳米粒，用于
ＤＮＡ的时间分辨荧光检测。该发光复合物包
括基于喹诺酮结构的染料分子（能量供体）和

基于聚氨基酸酯的螯合物（具有良好的水溶性

并与稀土元素有很大的结合常数）。该课题组

还制备了纳米粒与寡核苷酸的结合物并将其用

于荷ＤＮＡ的夹心杂交测定。实验结果表明，以
制备的纳米粒进行 ＤＮＡ时间分辨荧光检测的
灵敏度比异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）染色法高１００
倍以上。

Ｑｉｎ等［７］建立了一种串联 ＤＮＡ杂交测定
法，以长寿命发光铕复合物掺和的纳米粒作为

生物标记，以时间分辨荧光分析法进行ＤＮＡ检
测。制备的硅纳米粒中包含 Ｅｕ（ＴＴＡ）３（５
ＮＨ２ｐｈｅｎ）ＩｇＧ（ＥＴＮＩｇＧ）复合物，它易于标记
寡核苷酸及时间分辨荧光分析。该方法具有杂

交时间短、稳定性好、灵敏度高、选择性好等优

点，现应用于大肠杆菌纯培养物。这种方法可

能成为病原体ＤＮＡ监测的有效工具。
１．４　时间分辨荧光免疫分析　近年来，时间分
辨技术与荧光免疫分析法相结合，发展成为一

种新的技术———时间分辨荧光免疫分析法

（ＴＲＦＩＡ）［２］。ＴＲＦＩＡ与酶免疫分析法（ＥＩＡ）、
化学发光免疫分析法（ＣＬＩＡ）相比，具有灵敏度
高、可测参数多、标记物稳定，且可实现均相免

疫分析等优点。从目前的发展趋势来看，

ＴＲＦＩＡ已成为一种成熟有效的非放射性免疫分
析法。同时，ＴＲＦＩＡ也是免疫分析研究中最为
活跃的领域之一。

Ｓａｔｏ等［８］建立了测定支气管肺泡灌洗液

（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中痕量锁
链素的ＴＲＦＩＡ，用于分析健康受试者和间质性
肺疾病患者ＢＡＬＦ中的锁链素。该方法对氨基
酸交叉反应性低、灵敏度高，检出限可达 ５０
ｎｍｏｌ／Ｌ。实验还发现，特发性肺纤维化和结节
病患者的ＢＡＬＦ中锁链素浓度明显高于健康受
试者。Ｇｅｎｄｅｒｅｎ等［９］建立的 ＴＲＦＩＡ用于测定
细胞提取液和培养基中的大鼠胰岛素。此方法

基于在一块９６孔板上２个单克隆抗体与胰岛
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素分子的不同部分的结合。检测原理是铕标记

的链霉亲和素与生物素二抗的相互作用。实验

结果与ＲＩＡ对照试验相比具有良好的相关性
（Ｐ＜０．０００１，ｒ２＝０．９９），而且线性范围宽、成本
低；此外，该方法同样适用于组织和血浆中胰岛

素的测定，也适用于猪、小鼠、人等其他物种。

２　流动注射分析

流动注射分析（ｆｌｏｗｉｎｊｅｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ＦＩＡ）
是丹麦分析化学家 Ｒｕｚｉｃｋａ和 Ｈａｎｓｅｎ首次提
出的一种新型快速自动分析技术，近年来得到

飞速发展，已成为一种新型的微量、高速和自动

化的分析技术。其原理是一定体积的样品注入

一种密闭的、由适当液体（反应试剂或水）组成

的连续流动的载液中，同时与载液中的某些试

剂发生反应或进行渗析、萃取，生成某种可检测

的物质；该物质流经检测器产生响应，通过反应

信号的强弱计算待测物质的量［１０］。流动注射

技术打破了以往一定要应用达到化学平衡的稳

定反应才能用于定量分析的传统，在物理和化

学非平衡动态条件下就能进行含量测定。ＦＩＡ
具有分析速度快、样品和试剂消耗量少、设备与

操作简单、重现性好、适应性广泛、检测手段多、

分析效率高等特点，尤其适合生物样品量少、样

品数量多的体内药物分析。其可与紫外可见分

光光度计、荧光分光光度计、原子吸收光度计、

电化学检测器、化学发光检测器等联用。这些

联用方法省去了大量而繁琐的手工操作，并将

间歇式流程升级为连续自动分析，以较简单的

设备实现了分析工作自动化，提高了工作效率。

自流动注射技术问世以来，在药物分析领域中

已被广泛应用。

在流动注射诸多联用技术中，流动注射与

化学发光检测器的结合（ＦＩＣＬ）已成为一种高
灵敏度的痕量分析技术。其原理是根据化学反

应在某一时刻的发光强度来确定反应中的相应

组分含量。应用较多的发光体系有鲁米诺发光

体系、吖啶类化合物、碱性磷酸酶（ＡＰ）／１，２二
氧环乙烷发光体系以及生物发光体系等，常用

的氧化剂有Ｈ２Ｏ２、ＫＭｎＯ４和 Ｃｅ（Ⅳ）等。ＦＩＣＬ
法灵敏度高，分析速度快，不需要任何光源，只

需要光电转换元件和放大装置，而且操作简便、

灵活，易于自动化和连续化。该技术作为一种

痕量分析技术，在药物分析中已经显示出极大

的潜力和广阔的应用前景。

２．１　药物测定　Ｊｉａ等［１１］基于ＫＭｎＯ４甲醛甲
氧氯普胺的发光性质在酸性条件下能被表面活

性剂ＳＤＳ所敏化，提出在ＳＤＳ胶束的存在下测
定甲氧氯普胺的 ＦＩＣＬ分析法，用于片剂中甲
氧氯普胺的分析，其检出限达３１．３ｎｇ／ｍｌ。Ｊｉａ
等认为，ＳＤＳ的增敏机理主要是其形成胶束后
为激发单重态提供了良好的保护环境，提高了

化学发光量子产率。

Ｙａｎｇ等［１２］基于鲁米诺和 Ｋ２［Ｃｕ（Ｈ２ＩＯ６）
（ＯＨ）２］（ＤＰＣ）体系在碱性介质中的化学发光
可被硫酸双肼屈嗪大幅增强，采用 ＦＩＣＬ法测
定了血浆中的硫酸双肼屈嗪。其线性范围为

７．０×１０－９ｇ／ｍｌ～８．６×１０－７ｇ／ｍｌ，检出限可达
２．１×１０－９ｇ／ｍｌ。该方法操作简单、分析速度
快、灵敏度高；而且与其它的鲁米诺化学发光体

系相比，其使用的鲁米诺ＤＰＣ体系具有更好的
选择性。

Ｈａｇｈｉｇｈｉ等［１３］研究发现，纳米银胶对鲁米

诺异烟肼体系有催化作用，能产生化学发光，
发光体系在４２５ｎｍ有最大发射峰；为此建立了
鲁米诺异烟肼纳米银胶发光体系的ＦＩＣＬ法，
用于片剂中异烟肼的分析。研究表明，发光体

是激发态的３氨基邻苯二甲酸酯，纳米银胶催
化异烟肼将溶解的Ｏ２还原为Ｈ２Ｏ２以及Ｈ２Ｏ２分
解为氧自由基。异烟肼线性范围为１０～１０００
ｎｇ／ｍｌ，检出限可达２．７ｎｇ／ｍｌ。
２．２　生物内源性物质的分析　Ｙａｎｇ等［１４］基

于二过碘酸合银（Ⅲ）（ＤＰＡ）在碱性介质中直
接氧化尿酸并发射出强化学发光，提出了一种

新的ＦＩＣＬ法，用于人血清中尿酸的测定。以
发光强度作为定量参数，尿酸浓度在 ４．０×
１０－７ｍｏｌ／Ｌ～２．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ范围内与相对化
学发光强度呈良好的线性关系，检出限为１．２
×１０－７ｍｏｌ／Ｌ。该方法与已报道的测定尿酸的
其它化学发光法相比，其选择性更好。

Ｊｉｎ等［１５］将流动注射体系与酶反应器和电

化学发光检测器联用，建立了新的酶反应器流

动注射电化学发光分析法，用于人尿中痕量胆

碱的快速测定。酶反应器的制备是把胆碱氧化
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酶共价固定化在可控的氨丙基孔玻璃球中，然

后填充到微柱中，催化 Ｈ２Ｏ２的生成，而后者与
胆碱的浓度成正比关系。基于鲁米诺／Ｈ２Ｏ２电
化学发光体系，用于检测Ｈ２Ｏ２的电化学发光检
测器放置在酶反应器的下游。在最佳条件下，

胆碱检出限低至０．０５μｍｏｌ／Ｌ。将该方法用于
人尿样中胆碱的测定，其分析结果与固定化酶

反应器电化学检测微孔ＨＰＬＣ的结果具有良好
的一致性。

３　液相色谱质谱联用

液 相 色 谱质 谱 联 用 技 术 （ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ）是将
液相色谱高效的在线分离能力与质谱的高选择

性、高灵敏度的检测能力相结合，弥补了传统液

相检测器的不足，可以同时得到化合物的保留

时间、分子量及特征结构碎片等丰富的信息，是

组分复杂样品和微量／痕量样品分离分析最有
力的研究手段。近年来，ＬＣＭＳ在药物分析领
域应用较多的有药物及其代谢产物、天然产物

化学成分分析和残留物分析等。

３．１　药物成分分析　质谱作为液相色谱的一
个选择性检测器，大大增强了 ＬＣ的鉴定能力。
因此，ＬＣＭＳ是分析和鉴定复杂混合物的强有
力的工具，尤其适用于生物样品中痕量药物的

测定。

Ｚｈｕ等［１６］采用液相色谱串联质谱联用
（ＬＣＭＳ／ＭＳ）法测定人血浆中奥普力农。血浆
样品以乙酸乙酯二氯甲烷提取，在 Ｃ１８柱上分
离奥普力农、米力农（内标）和干扰物质。分析

物以正离子电离模式监测，对质荷比（ｍ／ｚ）２５１
→１５５和２１２→１４０进行多反应监测以对奥普
力农和内标进行定量。方法的总色谱运行时间

为３ｍｉｎ，线性范围为０．５～６０ｎｇ／ｍｌ，３个 ＱＣ
浓度下的日内和日间精密度在 －１２．２％～
３７％之间。

作为验证和对比，Ｍｉ̌ｃｏｖá等［１７］采用超高效

液相色谱串联质谱联用（ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）和ＦＩＡ
２种方法测定了慢性髓样白血病患者血浆中的
伊马替尼。ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ和ＦＩＡ的总分析时间
分别为３．２ｍｉｎ和０．７５ｍｉｎ，检出限分别为４．１
ｎｇ／ｍｌ和３０．８ｎｇ／ｍｌ，不精确度低于５．７％，回

收率在９３％ ～１０５％之间。２种方法的平均差
为１．４６ｎｇ／ｍｌ，显示了良好的一致性。建立的
高通量方法适用于血浆中伊马替尼的治疗药物

监测。

３．２　药物代谢研究　采用 ＬＣＭＳ法进行药物
代谢研究，不仅可以避免繁琐地分离纯化代谢

物样品，而且能分离鉴定难于辨识的痕量代谢

物。尤其是串联质谱（ＭＳ／ＭＳ）的应用，通过多
反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ），
可以大大提高分析的专一性和灵敏度。再者，

利用碰撞诱导解离可将化合物的分子离子或准

分子离子打碎，通过中性丢失扫描、母离子扫描

和子离子扫描，与原型药物结构信息相比较，即

可鉴定出代谢产物的结构。

本课题组曾以 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ先后分离鉴
定了中药单体银杏酸和狼毒乙素的代谢产

物［１８１９］。以ＵＰＬＣ高效快速分离中药单体及其
代谢产物。以负离子ＥＳＩ模式确定了银杏酸代
谢物的准分子离子峰［ＭＨ］－位于 ｍ／ｚ３６１和
ｍ／ｚ３７５，与银杏酸相比其分子量分别增加了
１６（氧原子）和 ３０，表明银杏酸发生了一相代
谢；同样，通过负离子 ＥＳＩＭＳ图谱发现狼毒乙
素及其代谢产物的［ＭＨ］－分别位于 ｍ／ｚ１９５
和ｍ／ｚ２１１，表明其代谢产物是狼毒乙素的单
羟基化产物，并通过负离子 ＥＳＩＭＳ／ＭＳ图谱进
一步了解其裂解机制，最终确定狼毒乙素的代

谢产物分子式为Ｃ１０Ｈ１２Ｏ５，结构式为１（２，４二
羟基６甲氧基３甲苯基）２羟基乙酮。
３．３　残留药物成分鉴定分析　在液质联用技
术出现以前，人们对于定量下限需要达到ｎｇ级
甚至ｐｇ级的残留药物分析无能为力。随着科
学技术的发展成熟，液质联用技术已广泛用于

残留药物分析中。

Ｘｉａ等［２０］建立了一种同时测定牛奶中苯并

咪唑类残留物的 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ法，在８ｍｉｎ内
分离了１３种苯并咪唑类残留物。牛奶样品以
复合型固相萃取柱一步提纯。使用基质配对校

正曲线来抵消基质效应以及在样品制备过程中

的损耗。检出限和定量限的范围分别在０．０１
～０．５μｇ／ｍｌ和０．１～１．０μｇ／ｍｌ之间，灵敏度
极高，完全能满足痕量残留药物的检测。

在养蜂业中经常使用链霉素来保护蜜蜂不
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受血液疾病的侵害，从而使蜂蜜中可能有链霉

素残留。Ｇｒａｎｊａ等［２１］以 ＬＣＭＳ／ＭＳ法测定了
蜂蜜中残留的链霉素，采用正离子电喷雾和多

反应监测模式，监测链霉素２个特有的裂解，并
根据欧洲委员会决定 ２００２／６５７／ＥＣ所制定的
指南对一些分析参数进行了验证，包括检出限、

检测能力、回收率、精密度和耐用性。其检出限

和检测能力分别为３μｇ／ｋｇ和４．７μｇ／ｋｇ。

４　展　望

当前，随着新分析方法的层出不穷和仪器

设备的日新月异，这几种新技术都有了进一步

的发展，显示了美好的发展前景。对 ＴＲＦＡ来
说，出现了酶放大时间分辨荧光分析、时间分辨

猝灭分析和分子信标等分析系统，其灵敏度更

高，可以满足不同需求，使ＴＲＦＡ技术得到更广
泛的应用。随着更加微型化、集成化、智能化的

仪器设备和分析技术的应用，流动注射技术将

把人们的分析工作带入一个全新的时代。而对

于ＬＣＭＳ，一方面，随着 ＵＰＬＣ的普及，分析速
度、分离度将会得到进一步提高，另一方面，各

种新型离子源和质量分析器的不断涌现，如基

质辅助激光解吸电离源（ＭＡＬＤＩ）、飞行时间质
量分析器（ＴＯＦ），扩展了 ＬＣＭＳ的应用范围，
使其更易于测定高质量数的分子，增大了分析

质量范围。
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《浙江大学学报：医学版》征订和征稿启事

《浙江大学学报：医学版》是由国家教育部主管，浙江大学主办的报道医药学等方面研究成果

的学术性刊物，从２００３年起，正式被医学领域中最权威的美国《医学索引》，即 ＩＭ／Ｍｅｄｌｉｎｅ收录，
刊物印刷本被美国国立医学图书馆永久收藏。２００８年，《浙江大学学报：医学版》被《中文核心期刊
要目总览》（第五版）收录。

此外，《浙江大学学报：医学版》还被中国科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）数据库、中

国科学引文数据库（ＣＳＣＤ）、美国《化学文摘》、美国《乌利希国际期刊指南》、波兰《哥白尼索引》等
收录。

《浙江大学学报：医学版》主要登载医学、药学、生物医学以及相关学科的学术论文。读者对象

为医务工作者、医药学教育和科研人员，以及研究生等。

《浙江大学学报：医学版》欢迎广大作者来稿，稿件的取舍以学术质量为标准，一视同仁。投稿

须知请查阅该刊网址（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｏｕｒｎａｌｓ．ｚｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｍｅｄ）上所登载的要求。
《浙江大学学报：医学版》编辑部地址：杭州市天目山路１４８号；邮编：３１００２８；联系电话：０５７１

８８２７２７９７；电子信箱：ｚｄｘｂｙｘｂ＠ｚｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；国内邮发代号：３２２，国外邮发代号ＢＭ６５８５；订阅：全国
各地邮局。
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