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摘要

亲⽔作⽤液相⾊谱法(HILIC)与蒸发光散射检测器(ELSD)相结合可⽤于阴离⼦和阳离⼦药物配对离⼦的分离、检测

和定量。此法进⼀步展⽰了⼀种可⽤于分离活性药物成分(API)游离碱与盐配对离⼦的单⼀⽅法。 

优势

原料药中阴离⼦和阳离⼦药物配对离⼦的单⼀HILIC分析⽅法

简介

据报道，⼤约50%的药物都能与某种形式的盐结合1。 许多API缺乏治疗性⽣物利⽤度所需的溶解度2,3。 因此，将

不溶性API与可溶性盐结合，可以提⾼⽣物利⽤度并减少达到治疗效果所需的API⽤量。鉴定并定量游离碱和盐配

对离⼦是制药⾏业⾮常重要的质控环节4。 由于API及其盐类之间的化学差异，最终药品的鉴定和定量需要使⽤反

相⾊谱和离⼦交换⾊谱等多种⽅法。使⽤HILIC可以解决这⼀挑战，这项技术的⼯作原理与传统反相⾊谱法的⼯作

原理相反。在HILIC中，⽔性流动相为强溶剂，有机溶剂流动相为弱溶剂。⽔性-有机溶剂混合流动相在极性固定

相周围形成⽔层，使分析物根据不同极性在⽔层和有机溶剂层之间分配。
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HILIC固定相也可以⽤不同的官能团修饰，从⽽提⾼该技术的选择性。本研究使⽤的两性离⼦型HILIC固定相含⼀

个磺基甜菜碱官能团，该官能团有⼀个带负电的磺酸盐基团和⼀个带正电的季铵盐基团5。 这种特性使阳离⼦和阴

离⼦的保留和分离能够在同⼀⽅法中完成。药品分析的另⼀项挑战是某些成分可能缺少发⾊团，通⽤型检测器可

以应对这种问题。因此，本研究使⽤ELSD。ELSD技术的⼯作原理是通过雾化流动相使分析物离开⾊谱柱，挥发性

流动相蒸发后留下⼲燥的溶质颗粒。这些⼲颗粒流⼊ELS检测器并散射光束，散射光的量可以测量出来，并且与洗

脱物质的浓度有关6。 HILIC与ELSD结合为分离和定量游离碱API中的药物配对离⼦提供了⼀种战略⽅法。

实验

分离⽅法的样品描述

本研究中使⽤的盐为氯化钾、硫酸钠、硝酸钙、磷酸钾和氯化镁，均购⾃Sigma Aldrich（宾⼣法尼亚州艾伦镇

）。⽤50%⼄腈为这些不同的盐配制1 mg/mL浓度的单独储备液。然后合并这些盐的储备溶液，使⽤60%⼄腈稀

释⾄0.1 mg/mL浓度，制备溶解的配对离⼦标准溶液。在2 °C‒8 °C下储存溶液，临分析前平衡⾄室温。

线性样品描述

本研究的线性部分使⽤的盐为硫酸钠、氯化镁和磷酸钾，均购⾃Sigma-Aldrich（宾⼣法尼亚州艾伦镇）。⽤

60%⼄腈为这些不同的盐配制100 mM浓度的单独储备液。然后⽤60%⼄腈将这些盐的储备溶液分别稀释，制成浓

度范围为1~100 mM的各种校准标准溶液，由此绘制三条不同的线性曲线。在2 °C‒8 °C下储存溶液，在稀释或进

样前平衡⾄室温。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ Arc™ Premier液相⾊谱系统

检测器： Waters™ 2424蒸发光散射检测器

⾊谱柱： Atlantis™ Premier BEH™ Z-HILIC, 4.6 x 100 mm, 

2.5 μm

2利⽤亲⽔作⽤液相⾊谱法分析和定量药物配对离⼦



柱温： 40 °C

样品温度： 室温

进样体积： 10 μL

流速： 1.4 mL/min

流动相A： ⼄腈

流动相B： 去离⼦⽔（DI⽔）

流动相C： 200 mM甲酸铵

流动相D： 2%甲酸

梯度表

数据管理

⾊谱软件： Waters Empower™ 3软件Build 3471

结果与讨论
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分离⽅法的结果

使⽤Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱开发的⽅法可以分离各种不同的配对离⼦，具有良好的保留性、分离度

和重现性。选择ELS检测器是因为配对离⼦结构中缺少发⾊团。

配对离⼦标准品的分析表现出良好的重现性，⼗次进样中峰⾯积和保留时间的RSD均为5%（图1a、表1和表2）。

钾离⼦、磷酸根离⼦和镁离⼦的保留时间RSD在5%以内，峰⾯积RSD在6%以内（表1）。当使⽤ELSD等基于喷雾

器的检测⽅法时，这样的%RSD⽔平符合预期。

图1a.配对离⼦混标⼗次进样的叠加⾊谱图
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表1.配对离⼦混标的峰⾯积计数及其%RSD

表2.配对离⼦标准品⼗次进样的保留时间及其%RSD 
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此外，该⽅法已被证明能够分离配对离⼦，还可以分离API游离碱及其盐类，并对盐类进⾏定量。⽤60%⼄腈配制

不同浓度的萘普⽣钠、盐酸⼆甲双胍和氯沙坦钾溶液。将这些溶液所得的峰与配对离⼦标准品的峰对⻬，以鉴定

从药物盐的游离碱中分离的离⼦（图2a-2d）。

图2a.配对离⼦标准品的ELSD⾊谱图（⿊⾊）。图中各峰具体为：硝酸根离⼦(1)、钾离⼦(2)、钠离⼦(3)、氯离⼦(4)、磷酸根离⼦(5)、镁离

⼦(6)、钙离⼦(7)。将这些已知的配对离⼦作为参⽐，与图2b、2c和2d中的药物样品进⾏⽐较。⽤箭头将图2a中已知的配对离⼦与药物样品

中的相应离⼦（图2b、2c和2d）对应起来。

图2b.药物萘普⽣钠（浓度为3 mg/mL）的ELSD⾊谱图（红⾊）。萘普⽣游离碱在⼤约0.6分钟时出现，钠离⼦在⼤约3.1分钟时出现。此图中

的钠离⼦峰与图2a中已知的钠离⼦峰⼀致。钠离⼦定量为16.397 mM。

图2c.药物盐酸⼆甲双胍（浓度为0.5 mg/mL）的ELSD⾊谱图（橙⾊）。⼆甲双胍游离碱在⼤约1.7分钟时出现，氯离⼦在⼤约3.4分钟时出现

。此图中的氯离⼦峰与图2a中已知的氯离⼦峰⼀致。氯离⼦定量为2.788 mM。

图2d.药物氯沙坦钾（浓度为10 mg/mL）的ELSD⾊谱图（蓝⾊）。氯沙坦钾游离碱在⼤约0.7分钟时出现，钾离⼦在⼤约3.0分钟时出现。此

图中的钾离⼦峰与图2a中已知的钾离⼦峰⼀致。钾离⼦定量为21.205 mM。

线性结果

将各种盐制成100 mM的储备液，然后在2.5 mM~100 mM范围内筛查所有盐。根据盐的溶解度和检测器容量，分

别重新计算每种盐的线性范围。每种配对离⼦的具体线性范围⻅下⾯的表3：
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表3

根据ELSD操作员指南中的建议，使⽤线性log/log拟合计算每种配对离⼦的线性6。 在Empower 3中⽣成曲线（图

3a-3c）。这些线性曲线可⽤于定量图2所⽰药物样品中的离⼦。 
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图3a.4 mM~60 mM浓度之间钠离⼦的校准曲线。 

图3b.2 mM~20 mM浓度之间氯离⼦的校准曲线。 

图3c.8 mM~40 mM浓度之间钾离⼦的校准曲线。

8利⽤亲⽔作⽤液相⾊谱法分析和定量药物配对离⼦



配对离⼦曲线的R2值>0.997。这表明将ELSD和HILIC结合使⽤可以准确计算配对离⼦的浓度，为药物配对离⼦的

定量分析提供了解决⽅案。

在整个研究过程中，为保持系统数据的重现性，我们采取了⼀些推荐的措施。在⼤约100次进样后，按照ELSD操

作员⼿册中的详细说明，通过超声处理喷雾器和冲洗漂移管来清洁ELSD6。 因为⼤多数常⻅的配对离⼦是⾮挥发

性盐，可能会在ELSD中累积和沉淀。 

此外，⽔性流动相应每周新制，并建议进⾏空⽩进样试验，确保进样前基线平稳。

结论

在制药⾏业，⽅法的质量和效率⾮常重要。本研究将Waters Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱与ELSD结合使

⽤，经证明可以成功保留和分离盐中的各种配对离⼦，以及分离配对离⼦与相应的API游离碱。此外，该⽅法的动

态线性有助于准确定量配对离⼦。分析结果的重现性良好，能够应对原料药中配对离⼦分析的挑战。
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