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高效液相色谱技术在药品检验中的应用研究
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【摘要】高效液相色谱技术是一种先进的药用产品分析技术，具有高效、快速等优点。目前，我国的高效液相色谱技

术在分离效果和解析速率等方面均获得了突破性发展，并保持着经典液相色谱的高度流动性和普遍适应性等优势，也因此

在生物工程、食品、制药等行业中得到广泛应用。本文对高效液相色谱技术进行简单概述，并分析该技术的原理和特点，

以及高效液相色谱仪各系统的组成和特点，着重探究高效液相色谱技术在药物检验中的实际运用及未来进展。
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1 高效液相色谱技术的概述
高效液相色谱技术，简称为 HPLC，是一种新式的分离和

解析技术 ；其是在经典液态柱色谱法的基础上发展而来的一
种成熟的液态色谱方法，并在色谱理论的基础上进行改进。该
技术的工作方式 ：用给定极性的简单水溶液及各种配比的混
匀水溶液作为流动相，利用泵将流动相导入填料柱，待加入的
试样在流动相导入柱中完成分散后，将各部分依次导入检测
器，再利用记录机、数据分析设备完成数据处理，得出最后的测
量结果 [1]。

和常规的液相色谱法比较，高效液相色谱法通过小颗粒的
高效固定相和均质填充技术可达到良好的分离效果。另外，由
于采用了高压流动泵可有效提高分离率，因此仅需数分钟便可
完成整个分离过程，较常规的液相色谱法快。高效液相色谱技
术不但能快速解析结果，同时还能合理调节色谱条件，使高效
液相色谱仪能自始至终保证良好的核心机能，并能有效提高监
测精度。高效液相色谱法具有众多优势，如高压、快捷、有效、
高敏感度等，因此被广泛用于制药业和其他行业。
2 高效液相色谱技术的原理及特点
2.1 高效液相色谱技术的原理

高效液相色谱技术通过高压输液控制系统来输出用作流
动相的液态。高效液相色谱法是最重要的色谱分析法高新技
术之一，使用大型高压输液泵将不同配比的组分或不同种类的
流动相液和单一溶剂的混合液泵进有固定方向进样阀的实验
柱中，并注入试验样品 [2]。流动相首先被导入色谱柱，其主要
成分被充分分析和分离后，再被导入相应的检测器以监测和分
析化学样品。从技术上来说，高效液相色谱法和典型液相色谱
法并无显著差异，但是由于使用了先进的压力输液泵、高灵敏
度的检测装置及更高效率的微粒固定相，从而使高效液相色谱
技术更具活力。现代高效液相色谱法使用了小柱径和小的高
效液相色谱分析法填充物，其分离速率快于经典的柱色谱法。

2.2 高效液相色谱技术的特点
高效液相色谱技术具备以下几个主要特性 ：高压、高速度

性、高有效性、高灵敏度及适应能力强且适应范围大等 [3]。由
于高效液相色谱法技术具备高压的特性，因此其可使用同一种
液态为流动相 ( 又称载液 ) ；但液态在流过色谱柱时会造成较
大的阻碍，因此需要施以高压让载液快速穿过色谱柱。高效液
相色谱法的重要优势在于其速度较快，柱中流动相的体积流
量比经典色谱法高，达到 1~10mL/min ；另外，高效液相色谱
法需满足的解析时限也短于经典液相色谱法，通常少于 1h，因
此，分离技术效益更优。高效色谱法的重要特征在于高灵敏性，
因此高敏感度检测器也将被广泛应用在高效液相色谱法中，以
进一步提高对分析方法的敏感性，如荧光检测器的高灵敏度范
围能达 10~11g。

高效色相色谱技术有适合范围大面积的优点，尽管气相色
谱法有分散效果好、敏感度高、解析速度快、操作简单等优势，
但是受到技术上的局限，难以运用气相色谱法来分析沸点太高
或热稳定能力过低的化合物。而高效液相色谱法只需把试样
转变为溶剂，而不需要挥发，因此不受试样挥发性的影响。高
沸点、热稳定能力差、相对分子量较高 ( 超过 400) 的有机物 ( 这
些物质几乎占有机物总数的 75%~80%)，原则上都可广泛应
用于高效液相色谱法分离与分析。而基于统计数据，约 20%
的已知物质都能用气相色谱法进行分析，大约 70%~80% 的物
质能用高效液相色谱法进行分析 [4]。
3 高效液相色谱仪各系统的组成及特点
3.1 进样系统

进样通常用隔膜式注射采样器或高压注射室进行，注射量
恒定，这对于提高所分析的样品的可重复性具有积极作用。
3.2  输液系统

该系统主要由一个高压泵、一个流动相存贮器及一个梯度
仪构成。高压泵的整体压力在 l.47~4.4×107Pa 之间，流量可
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调且均衡。当高压速度流动相经过色谱柱中时，虽然降低了样
本在色谱柱中的传递效果，但可促进其在色谱柱中的移动，增
加物理清晰度、样本均匀收集率，同时能保持试样的生物活性。
流动相储存器和梯度计可通过固定相或试样的化学特性改善
流动相，包含通过改变极性、分子硬度、洗脱液 pH 值及转移至
竞争性抑制物或改性剂上，可以更高效地隔离化合物。
3.3 分离系统

整个体系主要由一条色谱柱、一条连接管和一条恒温器所
构成。色谱柱一般为 10~50cm 高 ( 如果需要两根，其之间可
加一根连接管 )，内径为 2~5mm，由优质不锈钢、厚壁玻璃管
或钛合金等制成 [5]。柱子应配备固定相 ( 由基质和固定溶液
组成 )，颗粒直径为 5~10μm。固定相的基质通常由耐机械的
环氧树脂或有机硅凝胶所构成，其通常是惰性、多孔、有较高比
表面积的物质，且其外表可被机械地浸渍 ( 如在气相色谱固定
相制备中 )，或与不同基因的高分子物质 ( 如磷酸基、季胺基、
羟甲基、苯基、氨基或不同长度的烷基碳链等 ) 或配体连接。

因此，这种类型的固定化对结构不同的物质具有良好的选
择性 ；例如，通过将豌豆凝集素（PSA）耦合到多孔硅石表面，
可以从成纤维细胞中分离糖蛋白。此外，固定相基质的小颗粒
尺寸使其非常容易实现均匀和密集的柱层，从而减少涡流扩散
的影响。基质的较小尺寸和浅微孔导致了样品质量能在短距
离内传递至微孔区域，这对于降低带宽和增加清晰度具有积极
意义。基于柱效理论，基质粒径越小，塔板的理论数量 N 越高，
这也进一步支持了基质粒径越小物理分辨率就更高的理由。
另外，高效液相色谱恒温器也可调节从室内温度，通过增加物
质传递量和缩短分析时限，能大大提高色谱分析的有效性。
3.4 检测系统

高效液相色谱仪通常使用紫外检测器、示差折射率检测器
和荧光检测器三种检测器。紫外检测器 ：主要应用于测定带
有紫外线 ( 或可见光 ) 吸收特性的样品 ；其特点是应用范围广
泛 ( 如蛋白质、核酸、氨基酸、核苷酸、肽、激素等 )，灵敏度高，
其线性适用范围较广，对环境温度和速率改变均不灵敏，还可
以测定从低梯度溶剂中洗脱的试样数量。示差折射率检测仪 ：
凡是试样成分的折射率和流动相的折射率差异较大时，可以用
示差折射率检测仪筛查。目前，这个测试系列已被广泛用作大
多数葡萄糖类有机结合体的测定。该体系使用操作简便，但是
由于敏感度较低，而且流动相的变化会引起折射率的变化，因
此既不适合痕量分析，也不适合测试阶梯散射的样品。荧光检
测仪 ：如果一种物质具有荧光性，在一定条件下，其发出的荧
光强度与该物质的浓度成正比。因此，这种检测仪只适用于测
定荧光有机物质 ( 如多环芳烃、氨基酸、胺、维生素和一些蛋白
质 )，对于痕量分析和测试梯度洗脱的样品也较为敏感 [6]。
3.5 数据处理系统

该系统允许收集、储存、显示、打印和处理测试数据，以便
正确进行试样分离、制备或鉴定。

4 高效液相色谱技术在药品检验中的应用
4.1 高效液相色谱技术在药物浓度和有效成分测定上的应用

高效液相色谱技术具备高分辨率、高速度、高再现性及智
能化等优点，特别对于药物含量的测定，如果合格样品用这种
方法进行检测，可有效防止造假和其他非法活动。中国药典中
使用高效液相色谱技术的条目逐年增加，美国药典中的条目目
前已超过 2000 条 ；表明，高性能液相色谱技术在药物检测中
的应用越来越广泛，其积极作用也逐渐显现。

在药物上市之前，政府应对其活性物质浓度实施严密监
控，只有当活性物质浓度超过规定标准后，方可上市使用。高
效液相色谱技术是一个精确、灵敏的方法，可用作检测医药产
品的主要成分，从而减少了添加剂对检测结果的直接影响。例
如，如果使用高效液相色谱技术测定了凤尾茶的黄酮提取率含
量，就能精确检测黄酮提取含量，由于测试方式简便、结果稳
定，在凤尾茶出口过程中也能使用这个技术进行检验，对中药
出口起到重要的促进作用。根据研究结果，HPLC 可以用来
测定不同成熟度和不同地区的黄芪的活性物质含量，从而确定
黄芪在不同生长阶段的比较效果，以及哪些植物的质量更好。
因此，使用高效液相色谱技术可以更准确、更容易地进行药物
检测。
4.2 高效液相色谱技术在药品鉴别上的应用

由于 HPLC 组分的结构和特性对保留时间有较大影响，
而保留时间是药物鉴定和表征中重要的参数之一，因此 HPLC
方法可以根据此特性鉴定药物。例如，中药防风有很多品种，
在临床应用中差异较大，如果不及时区分，容易造成临床问题。
因此，为了实现药用产品的准确给药，可以用高效液相色谱技
术进行薄层色谱鉴定。
4.3 高效液相色谱技术在有关物质检查中的应用

现在，药品质量标准要求对药品生产过程中可能产生的物
质检查标准越来越严格，包括如降解产物、聚合物等各方面，但
考虑到实际生产情况，可以授权使用一定量的无害或毒性较低
的相关物质。在药品试验中需要控制某些药品中相关物质的
含量，这就排除了主要成分以外的成分对药品安全的影响。因
此，有必要使用高效液相色谱法对物质进行检测和监测，这已
成为鉴定物质的主要方法之一。药物中的化学杂物通常可分
为三种，即有机合成杂物、无机化学杂物和残余溶液。在《中
国药典》中，主要采用高效液相色谱法测定有关物质的条目数
量逐年增加，说明其应用广泛。
4.4 高效液相色谱技术在中药成分检验的应用

中药是一个复杂、多成分的系统，具有多变性、总体平衡调
节等特性。由于中医是一种复杂的多成分医学，各成分之间需
相互作用才能完成治疗过程。因此，利用高效液相色谱技术，
可高效、快速地分离中药成分，从而有效地进行检测、鉴定和确
定中药含量。
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4.5 高效液相色谱技术在抗生素类药品检验中的应用
高效液相色谱技术在抗生素药物的检测中也发挥着越来

越重要的作用，利用该技术可实现更好的成分分离。在医药学
上使用抗生素会产生一定副作用，大部分原因是由于药品原料
中存在的中间产品、降解产物和聚合物等物质，会对患者产生
副作用。高效液相色谱方法是鉴定抗生素中能导致患者反应
的化学物质的有效办法，能有效抑制抗生素中杂质的产生。测
定非抗生素类药物中的抗生素浓度可避免抗生素的滥用。现
在我国对抗生素的应用已经有了具体的法律规范，为防止对人
体和动物产生抗生素耐药，许多消炎药的抗生素含量都经过严
格测试，以确保符合规定标准。高效液相色谱法也可用于检测
动物食品中的抗生素残留，以防止人们通过食用肉、蛋和牛奶
摄入抗生素而产生抗生素抗性。
4.6 高效液相色谱技术在违法添加违禁药物检查上的应用

在这个阶段，高效液相色谱技术在药物监管中发挥着重要
作用。我国有严格的中医药质量标准，而上述规范和标准都是
由国家医药质量监督管理部门统一颁布的。因此，除去药物中
的活性物质外，药物中的某些物质也需要加以更严密的检测，
以确定是否存在有害物质或禁用物质。

高效液相色谱技术在如今的打假工作中起到关键作用。
使用高效液相色谱法可有效检测药品中运用常规液相色谱法
无法检测和定量的副产品。高效液相色谱法能测出药物中违
禁成分的存在和浓度，较好地解决了药物中复杂成分的问题，
有效、快捷地完成药物测定工作。高效液相色谱技术在监测和
有效检测非法添加违禁药品方面发挥了积极作用。因此，研究
人员构建了高效率液相色谱—电喷雾质谱检测仪—双波段紫
外检测器联用检验工艺技术 ；利用该检验工艺技术能检验在
某些保健食品产品中，是否加入了他达那非等制剂，如抗疲劳
保健类产品 ；利用这些方法能有效消除以中药等基本物质所
构成的膳食补充剂中对某些健康相关化合物的影响。
5 高效液相色谱技术在药品检验中的进展

随着科技的迅速发展，更先进的检测工具在高效液相色谱
技术中的成熟运用，也促使了该项技术的运用更加深入，而高
效液相色谱技术也在未来将有更多的发展空间 [7]。尤其是通
过引进前沿的分子生物学技术和现代分子药理学，并结合应用
质谱技术，以及结合应用色谱柱切换技术和组合使用化学梯度
洗脱技术，将在新药发现中起到更关键的作用。

目前在使用高效液相色谱法开展监测时，往往会遭到外部
要求的负面影响。但是，随着科学技术的进展，高效液相色谱
法的抗干扰能力将会增强，液相色谱法与质谱法一起成为了海
外地区检测中低浓度生物制药成分及代谢物的主要方式。在
对某些中药成分的检测中，液相色谱法与质谱法的组合才能够

给出正确的检验结论。由于高效液相色谱法在多个方面都是
兼容的，因此与核磁共振组合应用的进展空间更大。

同时，高效液相色谱法也在不断发展，在临床实践中得到
了更广泛的应用，成为药物检测的重要工具和科学依据。由于
中成药在中国的临床医疗中具有重要地位，应用也较为广泛，
但大多数中药都含有天然成分，而且成分比较复杂，处于临床
试验阶段。高效液相色谱法敏感度和准确度均较高，因此可以
考虑在一些天然药物的检测中发挥更重要的作用。

此外，高效液相色谱技术也已经引入了一些成熟的检验设
备，扩大了该技术的应用范围。与传统质谱分析法技术、色谱
分析法柱切换技术、梯度洗脱技术 , 及其他国际领先的化学检
测器技术相结合，同时与现代生物学研究和现代药理学研究密
切结合，高效液相色谱技术在未来的药品检验中定会发挥重要
作用。目前，鉴于国际上对药品相关知识产权和专利的进一步
保护，一些经济和政治因素使得药品检测变得更加重要 ；而在
中药方面，HPLC 技术正逐渐发挥越来越重要的作用。在技
术时代的背景下，该项技术将继续朝着信息化、智能化和自动
化方向发展。
6 结语

由于我国社会经济与科技的日趋发达，民众日常生活品质
的日渐改善，中国在医疗卫生和医疗药品领域取得了长足进
步，因此，做好药品检验领域的工作具有重要意义。高效液相
色谱法在现代药品的检验中扮演着不可缺少的角色，尤其是在
药品成分检测和药物的识别鉴定方面。因此，为了更好地服务
于药物检测，应提升高效液相色谱技术和网络技术的融合，积
极学习其他发达国家的相关检验水平，并与全球标准相适应。
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