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引言：

薄层色谱 TLC 为早前药物分析较为常见的方法，就

研究初期分析化学药物的药理起着重要的影响和作用，

但经过长时间实验发现存在分离难问题，使得最终检测

结果出现问题。而 HPLC 为药物分析的先进方法，本次

调查主要针对阿奇霉素、克拉霉素、罗红霉素三种抗生

素作为调查分析对象。现将报告阐述如下。

一、资料与方法

1.1 一般资料

分析样品选取阿奇霉素（国药准字 I-t20000197，东

北制药集团沈阳第一制药有限公司，规格（0.59/ 片）、

克拉霉素（国药准字 H20033513，江西汇仁药业有限公

司，规格 0.259/ 片）、罗红霉素（国药准字 B20067998，

长春长庆药业集团有限公司，规格（0.39/ 粒），同时将

检验结果根据检验方法分为 TLC 组和 HPLC 组，对于两

组化学药物的一般资料发现无明显差距（P<O.05）。

1.2 方法

对于化学药物分析，通常需要进行复杂的分离后

样品进行多个分析仪分析。其中，薄层色谱是目前应

用最为广泛而简单的分析方法，主要包括液相色谱法

（HPLC）、微孔多孔液相色谱法（HPLC 与液相色谱、毛

细管柱、高效液相溶剂、超声波等）及流动相色谱。其

中 HPLC 是最早提出并开始应用于研究化合物分离分析

方法。该法以流动相分析为主，分离剂可以是石油基化

合物。具体可分为两种形式，即溶剂相色谱法（如 HPLC

法）和液相色谱法（如毛细管柱、溶剂柱等）。HPLC

（高效液相色谱法）是基于流动相分离原理和多孔微孔

液相色谱原理，以及液相、溶剂 / 柱模型进行分离分析设

计而成的一种高效液相色谱法 [1]。此方法利用高效液相

色谱分离多种物质（溶液）并测定其含量的新方法。因

此，该法又称高效液相色谱法。目前薄层色谱法还广泛

应用于其他一些化学分析方法，包括溶剂法、同位素分
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析法、原子吸收光谱法、红外光谱法等等 [2]。

不同的样品分析方法会使用到不同的仪器。通常情

况下，如果使用同种类型的仪器，样品分离就会比较困

难。使用不同种类仪器，将会带来样品的分离结果存在

一定差异。因此，为了保证分离结果的准确性，应当选

用相同种类、性能良好、适用性强的仪器进行分析。比

如常规药物分析某一化合物的特征峰，而薄层色谱柱能

达到非常高的分离效率。并且由于药物分析需要进行许

多复杂信号的分析，因此需要采用与常规色谱类似的仪

器进行分析，才能确保分析结果更加准确。另外一般情

况下，很多仪器并不具备自动上样功能，对于药物分析

而言还需要采用手动上样功能。自动上样功能可以根据

不同产品提供了不同型号的薄层色谱柱上上样功能。如

果药品在实验室中需要进行大量检测，那么只有采用薄

层色谱柱上样功能才能得到满意效果。此外，根据薄层

色谱柱上样功能来选择不同种类、性能良好的薄层色谱

柱是仪器选型过程中比较重要的一环 [3]。在使用某一种

薄层色谱柱对不同样品进行分析时，应注意这一点，具

体实验内容如下：

TLC 组：将参加实验的三种药物研磨成粉，每份样

本取适量溶解到 50ml 量杯中，摇匀 2min 并静置 5min，分

别经过淋洗、上样、复淋洗、洗脱以及分离程序提取化

学药物成分，并采用高效硅胶色柱检测，分别记录色谱。

HPLC 组：前期处理方法与 TLC 相同，联合滤过并采

用紫外线扫描，波长保持在 200 ～ 400nm，将扫描后标

本注入液相色谱仪，记录检测结果。

1.3 观察指标

分别观察两组检测结果在不同温度下色谱柱的化学药

物分析时间，以及两组药物的纯度、分离率以及回收率。

1.4 统计学方法

本实验使用 SPSS 19.0 统计软件进行统计分析，计数

资料以率（%）表示，采用 t 检验。计量资料以均数 ± 标

准差（x±s）为测量数据，并使用 χ2 检验，P<0.05 为差

异具有统计学意义。

二、结果

2.1 对比两组检测样本30°色谱柱图结果，详见表1。

表1　对比两组检测样本30°色谱柱图结果（x±s）

组别 例数 阿奇霉素 克拉霉素 罗红霉素

TLC 3 15.53±0.59 15.39±0.81 14.39±0.89

HPLC 3 2.14±0.41 2.09±0.39 2.09±0.31

T - 38.105 30.029 23.274

P - 0.002 0.001 0.001

2.2 对比两组检测样本90°色谱柱图结果，详见表2。

表2　对比两组检测样本90°色谱柱图结果（x±s）

组别 例数 阿奇霉素 克拉霉素 罗红霉素

TLC 3 1.28±0.27 1.39±0.41 1.29±0.37

HPLC 3 14.01±0.39 14.02±0.69 14.11±0.79

T - 52.196 28.274 28.964

P - 0.001 0.001 0.001

三、讨论

分析是从化学性质、结构、功能和应用价值等方面

对样品进行定性和定量分析的一种方法。分析具有高灵

敏度、特异性强、重复性好、分析过程的精确度及分析

结果的可重复性等特点。在分析化学药的分子组成和结

构时，可利用常规的流式或离子体流动相，也可利用流

动相的离子化作用作为流动相过程；此外对化合物或溶

剂也可以用流式进样器作为流动相，再用离子化作用产

生分子链转移，从而实现分离。在进行药物成分分析时，

可利用高效液相色谱 TLC 与 PLC 法等分析方法进行高效

液相色谱 TLC 与 PLC 法分析。高效液相色谱 TLC 和 PLC

方法具有高灵敏度和高重复性等特点；而在对化合物进

行分析时，可利用色谱柱、溶剂、温度和流动相流速等

技术因素有效控制分析过程；同时还可以利用测定信号

与分析结果之间的关联性对化合物或溶剂在流动相中存

在关系产生直观的认识 [4-6]。

流速分析法在实际应用中可以将不同种类的化学药

进行分离，将分离的化合物在固定相上以一定的流速缓

慢流动，在流动相上进行分离，当液体中的杂质流过时，

液体中被分离出来的杂质从固定相上移走而形成一定浓

度的沉淀，形成沉淀后可测定流速值 [7]。流速分析法是

通过测定流速来确定某些固体药液中杂质流速变化关系，

从而在一定范围内测定出各种固体药液中杂质或其它固

定相成分浓度，从而为质量控制和生产工艺优化提供依

据。流速分析法应用广泛，而且比较经济。而高纯药物

分子具有高比表面吸附力和高比表面积等特点，对其进

行分析可以更加方便快捷地进行定性和定量处理，所以

很多高纯药物的成分都可以通过流速分析法准确进行定

性检测与定量分析。比如阿奇霉素在使用 TLC 法进行定

量检测时需要保证其浓度范围在 2-3μ g/ml；克拉霉素在

使用 TLC 法进行定量检测时需要保证其浓度范围在 0.5-

2μ g/ml；罗红霉素在使用 TLC 法进行定量检测时需要保

证其浓度范围在 0.2-0.5μ g/ml 等 [8]。这样不仅可以提高

效率和准确度，而且可以更加方便快捷地分析样品中不

同物质的成分含量并进行定性和定量检测，从而可以减

少操作人员工作量和样品分析时间。

高效液相色谱（TLC）是一种利用离子化方式将分

子进行分离的药物分析方法，它具有易于操作、分离效
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果好、分析速度快、灵敏度高等特点。传统色谱分析仅

有极少量基线的峰，无法进行有效的数据处理，因此在

众多药物分析方法中，液相色谱更是一种被广泛采用的

传统方法 [9]。高效液相色谱法是利用固定相，根据流动

相的特点以及化学药物中离子分布情况选择流动相来分

离和保存目标物质的一种科学方法。在传统药物分析中

一般采用气相色谱仪（GC）或质谱（GC）进行测定；而

高效液相色谱仪则可采用高效磁液（TLC）和微波离子

化技术进行测定。近年来，由于液相色谱具有诸多优点，

在新药开发中得到了越来越多应用 [10]。例如：近年来用

于抗生素检测和药品原料分析的相关设备和仪器已经基

本实现国产化。

高效液相色谱（TLC）的进样量一般在 50-150 ml 之

间，色谱柱中一般含有 30-50 ml 的流动相；流动相中水

含量一般为 30-50 ml 或其他杂质不能很好地溶解到流动

相中；这就导致了流线型结构在进样量很大时造成流动

相液质流变严重且很难通过分离柱和样品之间的相互干

扰来实现分离结果一致性。流动相液质流动过程中所产

生的大部分热量都需要通过热交换或加热产生热交换进

行带走。因此通过对液体进样量控制在 20 ml 左右或 50 

ml 左右便可得到比较理想的分离效果。流动相本身即有

热传导功能；流速过大或过小都会使液体快速蒸发，使

样品温度升高。由于流动相中存在流动不良和热导作用

造成样品与流动相有很大差异。因此当需要检测时需通

过改变流动相液质流速来实现自动调节。

分析仪器设备的选择与维护对于每一种化学药品，

尤其是化学合成制剂以及天然产物等有不同程度的研究

和生产情况，使用不同设备其作用、操作、特点及优势

也各不相同。对于药物分析而言，应根据分析对象的特

点及所使用仪器的性能，选择适合的分析方法和检测设

备。因为每种药物物质都有其各自的特性，在不同的分

析条件下均可能表现出不同的特点。因此选择分析仪器

时应尽可能选择一种科学、经济、合理、方便操作而又

保证质量稳定良好的分析仪器，如流速为 0.2 mL/min-0.7 

mL/min 以上为宜。由于高效液相色谱（含离子色谱）采

用一定比例的流动相与固定相流动相溶液在不同流动中

发生流动相交换导致分离现象，所以选择流动相需具备

一定比例及流动相中能进行流速调节、温度调节等流动

相交换过程或与流动相交换相同时进行流动相交换过程

或以适当降低固定相流速来调节流动相交换过程。流速

一般在 0.1-0.2 mL/min 之间。这样可以实现不同浓度样品

间液相中不同溶剂（如有机溶剂、酚类、甲苯等）流动

相交换过程 [11-12]。当流速小于上述要求时，可考虑使用

固定相流速调节机，因为每个流速仪只能完成一种或多

种流动相交换过程，而且会出现一定程度的峰形不佳问

题。当流速小于 0.25 mL/min 时建议选用固定相泵、毛细

管柱或毛细管电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）来提

高检测精度和灵敏度。

综上所述：采用 HPLC 检测以及薄层色谱 TLC 检测

对阿奇霉素、克拉霉素、罗红霉素三种抗生素检测后。

透过检测结果可知当色谱柱为 30°和 90°时，HPLC

检测药物完全分离时间明显较 TLC 检测短，差距显著

（P<0.05）；因此，高效液相色谱 HPLC 检测对药物的分

离时间、回收率均得到显著提升。

参考文献：

[1] 许惠，汪贞，古文，等 . 超高效液相色谱 - 四级杆

/ 静电场轨道阱高分辨质谱技术非靶向筛查涪陵地区有机

污染物 [D].2020.

[2] 赵娜，梁嘉诚，时丽艳，等 .QuEChERS- 高效液

相色谱 - 串联质谱法同时测定有机肥料中 10 种氟喹诺酮

类药物残留 [D].2019.

[3] 项昭保，伍晓玲，汪程远，等.色谱及其联用技术

在保健食品非法添加药物检测中的应用研究进展[D].2019.

[4] 程军，刘颜 . 高效液相色谱 - 电化学检测法在药物

分析中的应用 [D].2017.

[5] 厉芬，陈褚建，王新财，等.高效液相色谱在化学

药物分析中的实际应用.医药前沿，2018，8（12）：114

[6] 王海艳 . 降压类中成药及保健食品中 21 种非法添

加化学药物的快速检测研究 . 中国保健营养，2020，30

（17）：11

[7] 区敏霞 . 高效液相色谱同时测定水产品中 7 种磺

胺类药物残留的方法改进 . 食品安全导刊，2017（21）：

133-135

[8] 廖庆禄 . 高效液相色谱法测定大豆异黄酮含量的

研究 . 医药产业资讯，2005，2（7）：106-107

[9] 吴 学 兵， 朱 峰， 王 君 锋， 等 . 混 匀 不 充 分 致 糖

化血红蛋白色谱图基线斜升 2 例报道 . 检验医学与临床，

2021，18（2）：287-288

[10] 莫浩勋 . 强腐蚀性化学药物引起牙齿过敏症 1

例 . 临床口腔医学杂志，2002，18（z1）：75-75

[11] 顿珠次仁，陈正红，米玛，等 . 关于藏药矮紫堇

有效成分及色谱图的研究 . 西部中医药，2020，33（4）：

55-58

[12] 陈 晓 婷， 李 云 飞， 张 炳 峰， 等 .BIO-RAD 

Variant Ⅱ TURBO 糖化血红蛋白仪色谱图分析及处理 . 国

际检验医学杂志，2013，34（18）：2455-2456


