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摘要　目的 :综述高效液相色谱 /蒸发光散射检测器 (HPLC2ELSD )在中药成分分析和指纹图谱中的应用。

方法 :介绍蒸发光散射检测器 ( ELSD )的构造 ,特点和工作原理。根据中药化学成分的特点 ,对没有紫外吸收

或最大吸收波长在 200nm以下的天然化合物皂苷类、糖类、生物碱类、内酯类、萜类等成分和氨基酸进行分

析总结。结果 : HPLC2ELSD在中药成分分析中起重要作用。结论 : HPLC2ELSD在中药成分分析中应用广

泛 ,是一种非常有用的分析技术。
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　　高效液相色谱仪日益普及 ,所分析的样品范围

也越来越广。高效液相色谱以其灵敏、快捷、可分离

大多数液体样品等优点 ,已经广泛应用于中药的有

效成分含量测定、组分分析、指纹图谱等方面 ,高效

液相色谱检测器中除了最常用的紫外检测器之外 ,

还有荧光检测器 ,示差折光检测器 ,蒸发光散射检测

器 ,质谱检测器 ,核磁共振检测器等。紫外检测器因

其高灵敏度和稳定性 ,在 HPLC中应用最广泛 ,但它

所能检测的物质必须具有吸收紫外光的生色团 ,而

相应的流动相在检测波长下则应当是无紫外吸收

的。这一特性一定程度上限制了其能检测的物质范

围和一些良好溶剂的使用。荧光检测器只能检测有

荧光的物质 ,应用范围很小。示差折光检测器是一

种通用的检测器 ,它是基于色谱柱流出物光折射率

的变化来连续测定样品浓度。但它对工作环境要求

很苛刻 ,要求恒温 ,恒流速 ,且无法采用梯度洗脱 ,检

测灵敏度也不够高。质谱检测器和核磁共振检测器

因其价格较昂贵 ,普及有一定困难。蒸发光散射检

测器一定程度上弥补了 HPLC传统检测器的不足 ,

特别是无紫外或紫外末端吸收的大分子有机化合物

的检测 ,显示出极大的优越性。其响应值不依赖于

样品的光学性质 ,不论它具有何种官能团。对所有

样品的检测几乎具有相同的响应因子 ,对未知物和

纯度的测定要比 UV检测更容易更准确。随着蒸发

光散射检测器技术的不断改进和完善 ,将在中药分

析领域广泛的应用。

1　蒸发光散射检测器概况

1. 1　蒸发光散射检测器组成及工作原理 　蒸发光

散射检测器 ( ELSD)由 3部分组成。即雾化器 ,加热

漂移管和光散射池。雾化器与分析柱出口直接相

连 ,柱洗脱液进入雾化器针管 ,在针管的末端 ,洗脱

液和充入的气体 (通常为氮气 )混合形成均匀的微

小液滴 ,可通过调节气体和流动相的流速来调节雾

化器产生的液滴的大小。漂移管的作用在于使气溶

胶中的易挥发组分挥发 ,流动相中的不挥发成分经

过漂移管进入光散射池。在光散射池中 ,样品颗粒

散射光源发出的光被检测器检测产生电信号 [ 1 ]。

1. 2　检测步骤 　①雾化 :从色谱柱中洗脱出来的

组分和惰性气体混合 ,产生出包含流动相和样品的

气溶胶。②蒸发 :作为气溶胶的流动相在通过加热

的漂移管时被蒸发掉。③检测 :留下来的不挥发性

样品颗粒和流动相蒸气通过一个光散射池 ,暴露在

光照之下 ,用光传感器测定样品的散射光产生电信

号 ,信号与样品的质量成比例关系 [ 2 ]。

1. 3　影响检测的因素 　①载气气压、雾化器的设

计、流动相的组成和流速都将影响雾化过程。②被

分析物的浓度和体积质量等决定了进入光散射池的

气溶胶中的颗粒的直径。③被分析物的折射指数 ,

光源发出的光的强度和波长 ,光电倍增管的位置等

将影响散射光强度。④光电倍增管的灵敏度和入射

光的强度决定了检测的效率反映为实验者所观测的

峰面积 [ 3～5 ]。

2　HPLC 2ELSD在中药分析中的应用

中药的化学成分复杂 ,部分成分不存在紫外吸

收或仅在紫外末端有吸收。加上色谱分离的困难以

及流动相带来的干扰 ,使用传统的紫外检测器对其

进行定性定量分析十分困难。ELSD在某种程度上

弥补了这方面的不足 ,被广泛的应用于皂苷类成分、

糖类成分、内酯类成分、部分生物碱类成分、萜类成
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分和氨基酸以及其他一些成分的分析 ,取得了满意

的结果 [ 6 ]。

2. 1　皂苷类成分的分析 　皂苷类成分大多没有紫

外吸收 ,或仅在紫外末端有吸收 ,容易受到试剂的干

扰 ,使用紫外检测法存在一定的不足。应用高效液

相色谱 2蒸发光散射检测器可以较好的检测皂苷成
分。应用比较成功的有浙麦冬、川麦冬中麦冬皂苷

D含量测 [ 7 ]
,酸枣仁中酸枣仁皂苷 A及 B的含量测

定 [ 8 ]
,柴胡中柴胡皂苷 a、d的含量测定 [ 9 ]

,黄芪甲

苷的含量测定 [ 10 ] ,天麻中天麻苷含量测定 [ 11 ] ,西洋

参中的人参皂苷 [ 12 ]和伪人参皂苷 [ 13 ]含量测定 ,麦

冬中皂苷的含量测定 [ 14 ]。

2. 2　糖类成分的分析　糖类成分多不存在紫外吸

收 ,以前主要采用分光光度法对这类成分进行定量

分析 ,但只能测定总糖含量 ,灵敏度和准确度较差。

近来有许多采用 HPLC2ELSD方法对糖类成分进行

分析的报道 ,可以直接进行单糖的测定 ,如云芝糖糖

肽中的单糖 [ 15 ]
, 对四物汤中 D2果糖、D2葡萄糖和蔗

糖含量测定 [ 16 ]
,取得了良好的结果。高效液相色谱

分离 2蒸发光散射检测法测定海藻糖 ,有良好的线性

关系 [ 17, 18 ]
,也可以用于酒和食品中糖成分的分

析 [ 19, 20 ]。

2. 3　生物碱类成分的分析　利用 HPLC2ELSD很好

地测定浙贝母药材中的主要生物碱贝母素甲、贝母素

乙 ,用于浙贝母药材的质量控制 [ 21～23 ]。分别以环己

烷 2醋酸乙酯 2二乙胺 (6ζ 4ζ 1)和环己烷 2醋酸乙酯 2
二乙胺 (6ζ 4ζ 0. 12)为流动相 ,对不同来源的样品进

行含量测定。实现了贝母类药材中 6种异甾族生物

碱的分离和测定 ,得到了良好的重现性和准确度。

2. 4　内酯类成分分析　有的内酯类化合物不能在

UV检测器上产生响应 ,使用 ELSD作为检测手段可

以取得较好的效果。采用该方法可以同时对银杏叶

中和市售银杏制剂中的银杏内酯 A, B, C以及白果

内酯进行了定量分析 [ 24, 25 ]。对于穿心莲制剂中的

穿心莲内酯 ,采用 ELSD作为检测手段能较好地进

行定量分析 [ 26 ]。

2. 5　萜类成分的分析　中药中萜类化合物以二萜

和倍半萜常见 ,有的以内脂形式存在 ,其紫外吸收一

般都在较低波长范围内 ,且含有酚性物质干扰测定 ,

在升麻萜类成分分析中 ,采用反相高效液相色谱法

配合蒸发光检测器 ,取得较好的效果 [ 27 ]。

2. 6　氨基酸的分析　此类成分的含量测定多采用氨

基酸分析仪或采用衍生化法 ,用氨基酸分析仪测定 ,

样品处理较复杂 ;柱前、柱后衍生又易产生误差。采

用 HPLC2ELSD方法可以较好的测定板蓝根中的氨基

酸含量。板蓝根一般水煎提取 ,其水溶性成分中含有

多种氨基酸类成分 ,赵宇新等对其中含量相对较高的

精氨酸采用 HPLC2ELSD进行含量测定 [ 28 ]
,采用同样

方法 ,壬陆黎等对红景天根中氨基酸含量测定 [ 29 ]
,方

法简便可行 ,值得进一步推广使用。

3　HPLC 2ELSD在中药指纹图谱研究中的应用

中药指纹图谱的研究 ,目前应用比较多的是

HPLC2UV /DAD系统。它可以比较全面地反映中药

所含内在化学成分的种类和数量 ,但是 ,中药是一个

复杂作用体系 ,是各种不同成分综合作用于人体的

结果 ,使用 HPLC2UV /DAD系统 ,并不能使弱紫外吸

收成分和无紫外吸收成分在指纹图谱中有所体现。

ELSD是通用型检测器 ,如果选择适当的色谱条件

和仪器参数 ,在确保其稳定性和精密度的前提下 ,应

用于中药指纹图谱的建立 ,可以全面控制中药中的

整体物质群 ,真实反映中药内在的化学成分 ,更符合

于中药指纹图谱的要求。采用 HPLC2ELSD指纹图

谱研究比较成功的有清开灵注射液的研究 ,曹进等

运用 HPLC2ELSD建立了复方清开灵注射液的指纹

图谱 ,对其中 7种有效成分进行了定量测定 ,方法学

考察结果良好 ;通过指纹图谱相似度评价软件 ,对

10批清开灵注射液的 HPLC /ELSD指纹图谱进行了

相似度计算 ,结果表明 : 10批样品相似度很好。该

方法为中药质量控制提供了一种可以同时实现整体

定性、指标成分定量且简便易行的方法模式 [ 30 ]。在

中药中研究比较多的是知母的研究 ,采用 HPLC2
ELSD方法 ,对知母 70%乙醇提取物进行指纹图谱

研究 ,并通过对照品外标法确定知母皂苷 B2Ⅱ、知
母皂苷 B 2Ⅲ、anemarrhe2nasaponin I a、schidigera2sap2
onin2F2、知母皂苷 A2Ⅲ的色谱峰 ,其中前 4个单体

化合物为首次归属 ,分析结果能够反映不同来源知

母药材的内在质量差异 ,可为知母药材的质量控制

提供有价值的参考 [ 31 ]。

4　HPLC 2ELSD在中药分析应用中的问题

ELSD作为一种通用型质量检测器 ,并非适合

所有的化合物 ,同时也是一种破坏性检测器 ,样品无

法回收 ,对于一些挥发性比较强的成分 ,可能在较高

的温度下会随着流动相挥发成气体状态 ,不适于用

ELSD检测。

4. 1　对 ELSD检测性能的研究不够全面 　HPLC2
ELSD在中药分析和指纹图谱研究中尚处于起步阶

段 ,尤其对 ELSD本身的检测性能在中药成分中的

分析没有进行系统的研究 ,也没有得到比较规律性

的结论。主要是关于影响 ELSD检测各种参数的选

择 ,以及流动相中修饰剂对物质响应值的改变 ,漂移
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管温度对基线的影响 ,还需要进一步的研究 [ 32 ]。

4. 2　结果重现性不如传统的分光光度法 　HPLC2
ELSD方法所检测物质的响应值同质量相关 ,同时

检测范围广 ,优于传统的分光光度法 ,但是与 UV检

测相比较 ,结果的准确度和重现性有待于进一步的

提高。主要的原因可能是出在气源的纯度、气体流

速控制的精度、流动相配比的准确性以及仪器参数

等设置其它问题上。如果使用高纯氮气代替压缩空

气 ,采用更精确的装置控制气体的流速 ,可能会使实

验结果更加令人满意。

4. 3　并不是所有的中药成分都可以用 ELSD检测

　ELSD虽然是通用型质量检测器 ,但是对于一些

挥发性比较强的成分 ,可能在较高的温度下会随着

流动相挥发成气体状态 ,不适于用 ELSD检测。如

果采用加入内标物的方法 ,如何选择合适的内标物

也是应该解决的问题。

4. 4　无法回收破坏性检测样品 　ELSD是一种破

坏性检测器 ,对于较贵重的样品无法回收 ;同时不便

配备在制备型 HPLC进行样品的纯化制备。

5　结语

HPLC2ELSD方法将在各类中药材质量标准制

定、中药指纹图谱规范研究以及中药新药质量标准

和稳定性等领域蕴藏极大的潜力。应用 HPLC2
ELSD方法已经对多种常用中药中进行分析 ,有效

的建立或提高了质量控制方法 ;在《中国药典》已经

收载了 HPLC2ELSD方法作为质量控制的方法之一。

随着 HPLC2ELSD仪器的普及和 HPLC2ELSD方法在

中药研究中的广泛应用 , HPLC2ELSD将成为一种有

效的中药质量控制方法 ,将是 UV检测器的有力补

充。在中药定性鉴别的研究中 , ELSD也可以比较

全面的反映样品的信息。随着 ELSD检测技术和仪

器本身的不断完善 ,相信会在中药成分分析和指纹

图谱研究中起到越来越重要的作用。 ELSD和 UV

检测器的在中药定性定量分析中的联合应用 ,必将

给中药质量控制带来革命性的改变 ,也大大提高我

国中药制剂质量标准水平。
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计、溶出度仪、纯水系统等 ,可满足学生制剂研发、质

量标准、药物动力学和药效学实验的要求。军特药

中试基地已经通过军队验收 ,基地配备了各种剂型

的中试流水线 ,可以充分满足药学专业本科生药剂

学实践教学的要求。

3　药学多学科综合性实验的实施

2008年首先在药学本科 2005级学生中实施了药

学综合实验改革。采用三步法实验教学 ,提供学生乙

酰水杨酸片剂制备需要的多种辅料 ,由学生以组为单

位制定制备方案并自主完成 ,教员仅在讨论和实验操

作中给予指导 ;然后 ,学生完成了自制片剂的硬度、崩

解、溶出和含量测定等实验 ,明确了制剂质量标准的

意义。片剂制备完成后 ,采用体外模拟实验测定乙酰

水杨酸的药物动力学 ,利用药物吸收、分布和排泄的

机理 ,让学生掌握药动学隔室模型和数据处理方法。

制剂在临床研究前还必须要进行制剂的中试放大实

验 ,通过在中试基地的中试生产验证了剂型处方和工

艺可行性 ,同时让学生熟悉了工业生产机器。通过连

续的实验程序 ,药学本科 2005级学生基本完成了新

药研发的药学研究流程 ,这必将有助于他们毕业后尽

早完成由学生向药学专业技术人员的转变。

教学组还对药动学实验进行了改革 ,在药学本科

2006级的药动学实验中采用家兔发热模型 ,将药理效

应数字化 ,同时得到药物动力学和药物效应学实验结

果 ,并进行了药物动力学 -药物效应学的相关性评

价。药动 -药效模型是对本科学生药动学教学的提

高 ,在实施中发现学生不仅没有畏难情绪 ,而且对这

一挑战表现出极大的兴趣 ,各组内分工明确、配合协

调 ,尤其是实验报告中的结论和实验总结可以看出他

们自己参阅了很多文献 ,叙述细致、分析严谨。

4　改革体会和展望

通过目前开展的药学多学科综合性实验的教学

改革 ,学生通过以新药研发为思路的程序性实验将

药学各个学科之间联系了起来 ,并通过军特药基地

的中试实验对药物制剂的工业生产建立了感性认

识 ,在提高学生独立思考问题、解决科研问题的能力

上取得了积极效果。同时 ,多组学生平行实验 ,不同

的自主实验设计和实验操作 ,在最终的产品质量上

产生差异 ,通过结果比较也更加激发了学生们的学

习热情。

但是实践中笔者也认识到这个实验改革还需要

一些继续改善的方面。首先 ,建议训练部门在本科

第三学年的教学计划中划出相对集中的时间 ,便于

学生进行自主性实验 ;其次 ,课程设置安排上 ,如果

能保证药理学、药剂学、药物动力学与生物药剂学的

先后顺序 ,有助于促进药学多学科综合性实验的教

学效果。

经过教员的不懈努力以及两届药学本科学生的

积极配合 ,药学多学科综合性实验的结构已经初步

建成并初见成效。下一步 ,课题组还将计划开展中

药制剂的多学科综合性实验《山楂总黄酮片剂的研

发》,利用药物分析学已有山楂总黄酮的鉴定和分

析四步实验 ,组织实施片剂研发、质量标准、药物动

力学和临床前中试实验。
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