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用��分析生物体液中手性药物

陆峰译 李修禄校

当前测定生物体液中药物和 代 谢 中 光

学异构体
,

先对药物作液
一

液提取
,

进行手性

衍生化或直接分离
,

在手性固定相�����上

形成稳定性不同的瞬间过渡态非对映体
,

达

到对映体分离
,

直接辩识
,

虽然有时可 以进行

衍生化但分析物的分离和检出率并没有因此

而得到提高
,

而且方法复杂
,

冗长
。

���� 也难

以适用于生物体液
。

因此
,

目前生物体液中药

物手性识别需先对手性药物进行提取
,

除去

样品杂质
,

再注入���柱作直接手性识别
。

间

接手性分离需一种高光学纯
、

高化学纯的手

性试剂衍生化以形成离子对或共价的非对映

体衍生物
,

于非手性固定相 中分离
,

这样成本

低
,

分离和检出率均有所提高
,

衍生化试剂光

学纯度要求很高
,

否则其动态分离会影响定

量准确性
,

但是
,

即使溶液衍生化实现自动

化
,

对生物体液中药物进行在线预柱标记仍

十分困难
。

衍生化过程

�
。

用于体液 中药物的 非手性多聚物衍

生化试剂

利用对检测器敏感的
、

固定化尾端标记

的多聚衍生化试剂
,

可提高化学和对映体检

测率及辨识力
,

它通过共价键把化合物键合

到交联的多聚物表面
,

提高对� �和水的稳定

性及提高分析的再现性
,

具有适宜粒径
、

孔

径
、

交联度
、

表面积和其他物理参数的微孔多

聚拉体是一种体液直接进样及亲核性药物衍

生化的理想试剂
,

在体液相对组分灼亲水作

用下
,

其疏水性可防止高分子量蛋 白质或其

他生物大分子进入微孔
,

使之在表面活性剂

增强的��条件下
,

于溶剂前沿洗脱
。

也可以利用传统的 � � 分离条件完成生

物体液直接进样
,

预浓缩疏水性药物
,

于担体

上洗脱高分子物
,

完成有效衍生化
,

再将衍生

化物反冲至 � � 柱上
,

在残余样品组分中进

行常规衍生化梯度洗脱分离
,

最终得到只被

分析物衍生物峰和多聚物试剂产生的弱的水

解物峰的最简单图谱
。

以上方法均可用现代商品化仪器实现全

自动化
。

仪器包括样品制备站
、

梯度洗脱 ��
系统及用于色谱数据处理的微电脑

。

�
。

生 物休液中药物手性 多聚物衍生 化

试 剂

此法是一种手性识别的间接法
,

系用符

合下列要求的固相试剂生成能用非手性 ��
系统分离的非对映体

,

� 非对映体形成速度
相同 � � 衍生化过程中对映体

、

非对映体的外

消旋化很小 � � 有效成份分离 ��检测灵敏 �

� 各种非对映体检测响应度相同
。

� � � �� � � � 和 � � � � � 采用 口一�� 作 为

��� 担体
,

用于直接进样后血清中药物对映

体分析
, �� 不在微孔中

,

而是与亲水的 不缩

水甘油氧丙基相在微孔表面 �实际上是一种

混合相或多相 �� � 介质 �
。

此手性包含试剂

被固定
,

而在固相衍生化试剂中
,

一种活化醋

与手性或非手性衍生物标记尾 端 一 起 被 固

定
,

这些多聚固相衍生化试剂限制了亲水蛋

白质分子
,

同时允许小的疏水性胺类分析物

吠体戏中直接有效地提取
,

从而达到选择性



� � �总 � 叱, � 药竺遣韭迈�迎鲤些笙丝笙鱼塑

衍生 化
,

保证了限制性浸透功能
,

其基本原理

和最终结果与体液 中手性药物分析相似
。

� �� � 等介绍了一种用多聚手性试 剂进

行的对映体测定方法
,

在活化的氧硝基苯酚

多聚物介质上
,

对检测器敏感
、

具光学活性的

多聚物试剂与�
一

劳基甲氧氯甲酸酿���《�� �

一�脯氮磷和�� � �一� 苯丙氨酸尾端一起

合成
,

�� � � 等还叙述了负载的测定
、

衍生化
、

分离
、

检测以及对简单胺类与氮醇的应用
,

试

剂所包含的手性中心通常在刚性多聚物骨架

上联有氨基酸以及共价键合的对检测器敏感

的标记尾端
, ��〔�二一键合的氨基酸通常用

作对� � 及��敏感的检测器探针形成对映体

胺的非对映体
,

此非对映体在恒组成或梯度

条件下用正相色谱分离
,

固相衍生化设计确

证了不存在动态分离还有利于辨冯
,

所形成

的非对映体荧光检测良好
,

检测限可达 ���

级或 ��
一 � �� 砚

,

可旧于痕量分析及光学杂质

鉴别
,

用� �
、

� �或其它检测技术可以检测

不同类型检测器敏感尾端的非对映体
,

� �� 与� � �� �应币�� �� 一�一脯氨酞标

记尾端的固相衍生化手性试刘对尿中安非他

命对映体进行测定
。

在线及离线衍生化都在

相对温和的反应条件下短时间内进行
。

其在

线衍生化结果与传统 为 � �一�� 分离一 致
,

动力学研究表明对映体动力学分离不存在
,

在固相试剂上观察到良好的热稳定性和水溶

液稳定性
,

经过 ��调整和过滤以后
,

不必再

进行附加的祥品处理和药物萃取
,

此法可以

对复杂的生物固定液中安非他命对映体的光

学性质和化学性质同时进行测定
,

其他手性

胺类药�普蔡洛尔
、

心得舒
、

麻黄碱
、

新福林
、

肾上腺素
、

去甲对经福林
、

儿茶酚胺等� 也可

经固相衍生化分析
。

最新发展了对硝基苯基苯甲酮手性固定

�城衍生化试剂
,

接上��〔犯一�一脯氨酸尾端

后进行血浆样品的对映体直接分析
。

疏水的

手性衍生化尾端固定在微孔中
,

使流动相引

起灼水化作用减至最小
,

固相试刊的微孔孔

径很小
,

可限制蛋白质大分子浸透
,

防止其在

微孔中沉淀
。

衍生化使用低浓度乙睛和表面

活性剂十二烷基硫酸钠��� � �
。

�� � 溶解变
性蛋白质

,

防止其在衍生化色谱柱中沉淀
、

衍

生化所得非对映体用常规 � �柱分离
,

已有体

液中药物测定分析 图谱中检测限
、

线性
、

衍生

化中无外消旋化
、

无动力学分离等特点的报

道
,

每种对映体的绝对水平和各对映体的比

率可从图谱直接获得
,

不必把药物先从人血

浆中除去
。

多聚经苯并三哇或二甲氨基毗陡

衍生化试剂
,

用多聚物基质疏水保护可能变

得稳定
,

从而获得好的在线衍生化再现性
。

这些多聚物试剂对体液中弱亲核性药物的测

定大有裨益
。

�
。

对映体 药物直接分析 的非手性聚合

试剂

� � � �� � � 和 � � �� �介绍了两种 用于强亲

核性和弱亲核性衍生化�
, �一 二硝基苯 甲酞

基固相试剂其标记尾端是强二一酸
,

手性基质

能在 �� � �� � 型对映体分离柱上衍 生化 和 分

离
。

� ,

�一二硝基苯甲酸氨的仲胺衍生物在

氨基氮上无质子
,

无法提供与���
�作用的三

个点位进行手性辨识
。

因此
,

仲胺对映体不

能作为其 �
,
�一二硝基苯 甲酞氮衍生物分离

基线
。

含安非他命的尿液在用聚合�
, �一二

硝基苯甲酞基标记尾端的苯并三哇试剂离线

衍生化后进行分析
,

含药尿液经调 班�后
,

直

接注入离线固相衍生化试剂
,

衍生物在一 定

时间内洗脱
,

注入含有衍生物溶液
,

可在安非

他命对映体峰面积基础上计算对映体比率
。

这是对映体识别中溶液相衍生化的新发展
。

甲基化手性氨基酸在液
一

液提取和 �
,

�一二硝

基苯酞基试剂离线衍生化后进行测定
。

其他

手性
、

非手性胺类
、

氨基醇和氨基酸 也 有报

道
。

最近一种多聚物活化的氨甲酸醋可用于

手性胺类和醇类的分离
,

该法唯一缺点是 �
, �

一异氰酸硝基苯醋尚未上市
,

且其二聚作用

会产生不溶性 ��
一

二硝基苯 脉干扰
,

需临时制
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备
。

大量未反应异氰酸须从衍生化溶液中提

取除去
。

� , � 一

异氰酸硝基苯醋作 为 一 种 活

性氮甲酸酷固定在多聚物材料上
、

活性氨甲

酸醋由于多聚物基质的琉水性被保护起来
,

减少了与分析物反应的试剂消耗量
,

所以试

剂 可反复用于自动分析中的有效衍生化
。

因

为异氰酸在聚合物骨架构造中仅以低浓度释

放
,

其二聚作用或交叉反应还不造成多大问

题
,

理想的聚合载体只允许亲脂性
、

亲核性

分析物透过多聚物微孔
,

然后与活性氨甲酸

醋反应
,

而排除亲水成分
。

结论

己有利用对映体分析测定生物体液中药

物的化学和手性参数的报道
。

当前用���
� 直

接分离或非手性间接分离的样品净化过程太

长
,

劳动强度也大
。

在多聚载体上固定衍生

化试剂 后 给 生 物体液分析带来方便
。

聚合

试剂的疏水性在药物测定中起着固相提取介

质的作用
。

限制聚合试剂的孔径可抑制体液

中大分子蛋白质浸透
,

因而避免了干扰
,

非手

性和手性衍生化试剂用于生物体液的直接分

析
,

以最小强度的样品处理就可完成对映体

药物定量测定
,

这些方法简化了��衍生化步

骤
,

并且提供了一个生物体液中手性药物测

定的崭新方法
。

〔� � � � � ��一 � � �� � ��� � � � � � � �� �� �
,

� � � �
,

� � �� �
� �� �皿

�上接� � 页 �

别置于烘箱�� � ℃ �
、

室温��� ℃ �冰箱�� ℃ �一

个月
。

观察结果
�
徐膜剂的稠度

、

均匀性
、

色

泽均稳定
,

无霉败现象
。

三
、

临床 疗效现案

�
。

病例选择

按流行病学
,

实验室检查及局部体检
,

明

确诊断为流行性腮腺炎儿童患者�� 例
。

其中

双侧腮腺肿大 �� 例
,

单侧肿大 �� 例
。

体温

� � � � � ℃ �例
, � �� � �

。

��� � �例
, � �

�

�℃ � �例
。

白细胞总数� �万
, �例

,

� �万
, �例

,
� � 。。。

,

�� 例
。

性别与年龄分布
,

男 �� 例
,

女�� 例
,

年

�个月� �岁�例
, �一 �岁� �例

, �一 � �岁� �例
。

�
�

治疗方 法

除体温� �� ℃给于退烧药外
,

其余均采

用腮腺局部应用本涂膜剂
。

先将患儿脸部用

温水轻轻洗净
、

擦干
,

然后将本涂膜剂均匀涂

在腮腺肿胀处
,

并轻轻按摩几分钟
,

一 日�一 �

次用药后
,

局部可形成药膜
。

�
�

疗效评价

� �例患儿均为门诊病人
, 之� 后 复诊

。

疗效评价标准
,

显效
�
体温完全正常

,

局部腮

腺完全消肿
,

无疼痛感
。

有效
�
体温下降

,

局

部腮腺肿胀明显缩小
,

无疼痛感
。

无效
�
体温

和腮腺肿痛无变化
。

观察结果
�
显效�� 例

,

有

效�例
,

无效�例
,

总有效率达�� �

讨论

三氮哩核昔系核昔类广谱抗病毒药
,

对

多种 � � � 和� � � 病毒有抑制作用
,

能阻止

病毒的复制
。

全身用药有一定的毒副作用
,

由于首过效应
,

生物利用度 也有 一定 的 削

弱
。

涂膜剂局部用于治疗腮腺炎
、

药物经皮

吸收
,

提高了有效药物浓度
,

直接对抗腮腺炎

病毒
,

减轻了副作用
。

涂膜剂型
,

避免了打针

服药之苦
。

易于 为病人
,

特别 是儿 童 所接

受
。

在药物稳定性试验中
,

我们发现涂膜剂

麦面易生霉
,

加入少量防腐剂至少三个月能

避免发生霉变
。


