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荧光检测在药物分析中的应用
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摘要!毛细管电泳微分离技术基于其样品用量少#分离效率高的特点#在分离分析领域具有其独特的优势(

相较于传统紫外检测#毛细管电泳
H

荧光检测可实现高灵敏度的分析(围绕药物分析的应用#着重介绍了毛

细管电泳
H

荧光检测技术用于手性药物的分离'化学及生物药物的定量分析以及抑制剂的筛选(
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随着毛细管电泳技术的发展#近些年来更多不同类型的分离技术包括毛细管电色谱'非水毛细管电

泳'毛细管无胶筛分电泳等不断涌现+

$HM

,

(包括毛细管电色谱'非水毛细管电泳'毛细管无胶筛分电泳

等(其中#非水毛细管电泳使用有机溶剂如甲酰胺'乙腈等为介质#利于较高电压的运行(毛细管无胶

筛分电泳中以加入水溶性高分子聚合物的缓冲溶液作为缓冲体系#其所形成的类似凝胶的孔结构可对

不同组分进行分离(由于毛细管电泳进样体积小#有效检测光程短#因此毛细管电泳
H

紫外检测的灵敏
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期 洪婷婷#等$毛细管电泳
H

荧光检测在药物分析中的应用

度较低(而毛细管电泳
H

荧光检测技术可结合毛细管电泳的高效性与荧光检测的高灵敏度#适合于复杂

样品中痕量药物的分析(

手性药物分析是毛细管电泳的一项重要应用+

L

,

(由于药物对映异构体在人体内具有不同的药理药

效活性#手性药物的分离具有重要的现实意义(而毛细管电泳微分离技术基于其独特的优势为手性分

析提供了很好的选择+

D

,

(此外#毛细管电泳
H

荧光分析技术在药物的含量测定领域也显现出高灵敏度的

优势(本文将侧重于综述毛细管电泳法在化学及生物药物定量分析中的应用#分别介绍毛细管电泳
H

荧

光分析技术对抗肿瘤药物'利尿剂'抗体等药物进行含量测定的相关研究(接着#将进一步总结近些年

来毛细管电泳
H

荧光分析技术用于酶抑制剂筛选和蛋白
H

蛋白相互作用抑制剂的筛选(

<

!

手性药物的分离

手性药物分离的常用技术有气相色谱法和高效液相色谱法#但其通常需要昂贵的手性固定相或相

对较大量的手性衍生试剂(毛细管电泳法对样品及手性选择剂的消耗量均较少#其为手性药物的分离

提供了强有力的分析工具(不同种类的手性选择剂例如衍生化的环糊精'万古霉素以及冠醚等均可加

入背景缓冲液中$表
$

&(传统的紫外检测光谱的灵敏度较低#对被分析物进行衍生化后采用荧光分析

可提高检测的灵敏度+

$#

,

(

表
<

!

毛细管电泳手性拆分举例

!
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手性选择剂 被分离手性药物

%

H

环糊精 氨基酸'

%

H

受体阻滞剂'兰索拉唑

硫酸软骨素 奈福泮

万古霉素 吲哚洛芬'布洛芬'氨基酸

青霉素
S

酰基转移酶 酮洛芬'非洛洛芬

存在于人类生命体中的氨基酸大多数为

-H

型#测定人脑脊液中非正常
6H

型氨基酸水平和

氨基酸对映异构体的比例对神经退行性疾病的早

期诊断具有一定的指导作用(对于氨基酸对映异

构体的分离#可采用不同种类的荧光衍生化试剂

进行修饰#例如异硫氰酸荧光素'

GH

羧基荧光素琥

珀酰亚胺酯'

IH

氟
HMH

硝基
H"

#

$

#

!H

苯唑等均可用于

氨基酸的衍生化+

$$H$I

,

(与其他衍生化试剂相比#

氯甲酸
HDH

芴基甲酯$

J?A-

&可实现更为快速的

反应#其在碱性条件下能与氨基酸的伯胺'仲胺基反应#氨基酸经荧光标记后可进行荧光检测(对于

J?A-

衍生化的手性氨基酸#其需要紫外波谱范围的光作为激发光源(

9A?9;8

等+

$G

,采用毛细管电

泳
H

荧光检测分离了
J?A-H

修饰氨基酸手性药物#选用添加有十二烷基硫酸钠及
%

H

环糊精的硼砂溶液

作为背景缓冲液#分别对
$E

种蛋白氨基酸实现了手性分离(

>

!

化学及生物药物的定量分析

毛细管电泳
H

荧光分析法在抗肿瘤药物的定量分析中具有重要的应用价值(蒽环霉素是一类重要

的抗肿瘤药物#特别适用于治疗实体癌(蒽环霉素的定量方法主要有安培检测'紫外
H

可见光谱以及伏

安法等#由于此类药物自身带有荧光#更利于痕量及超痕量分析#可采用胶束电动色谱
H

激光诱导荧光检

测法进行定量+

$E

,

(研究亚细胞的药物分布对理解药物在亚细胞的运输'效能和其毒性作用具有重要的

意义(抗肿瘤药物阿霉素进入细胞后#可主动或被动分布于不同的亚细胞结构中#包括细胞核'线粒体'

酸性细胞器和高尔基体(阿霉素主要是在细胞核中发挥抗肿瘤作用#其作用机制为阿霉素可与
C8R

结合形成稳定的阿霉素
HC8RH

拓扑异构酶三元复合物#干扰
C8R

的复制#引起细胞凋亡(由于亚细胞

环境对阿霉素的荧光性质会造成影响#准确测定细胞核中阿霉素的含量有较大难度(因此#建立一种有

效的方法减少亚细胞环境对阿霉素荧光测定的影响对于准确评估阿霉素抗肿瘤活性具有重要意义(

RXXBRSR

等+

$M

,采用胶束电动色谱
H

荧光检测方法测定单核中阿霉素的浓度#由于电泳缓冲液中加入

.

'%

.
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了十二烷基磺酸钠#可避免阿霉素的荧光淬灭(该方法也可用于细胞核中其他药物的定量分析(

糖醇是醛糖或酮糖发生氢化反应的产物#其可作为有效的临床治疗药物#例如#山梨醇和甘露醇是

肾衰竭病人常用的利尿剂(除此之外#病人尿液和血清中
68

型"
-8

型阿拉伯糖醇的比例可作为系统性

真菌病的临床诊断监测指标(基于其特殊的结构特征#糖醇类药物的分离和定量具有一定难度(毛细

管电泳
H

激光诱导荧光检测可提供一种高灵敏度的技术手段#然而该方法的应用常需要对被分析物进行

衍生化处理(

QBRA

等+

$L

,提出了新型的非直接激光诱导荧光检测方法#将荧光素钠添加入硼酸盐缓冲

液中#被分析物可被检测出倒峰(在电泳运行过程中#硼酸盐缓冲液能促使糖醇
H

硼砂复合物的形成#用

于分离不同的糖醇类药物(该研究分别对缓冲液
\

V

'缓冲液浓度'荧光素纳浓度'有机添加剂#以及毛

细管内径均进行了优化(在最优条件下#可实现对糖醇的定量分析(

对于非法滥用药物的定量分析#相较于血液和尿液样品#选用口腔液样品进行检测具有其独特的优

势(对于口腔样品中药物的分析主要采用的方法为免疫分析或色谱
H

质谱联用(免疫分析法的局限在

于易出现假阳性或假阴性结果#色谱法的应用常需要对样品进行前处理#耗时较长#而毛细管电泳法可

实现快速高效的分离(因此#有研究采用便携式的毛细管电泳仪与深紫外荧光检测器连接#用于定量口

腔样品中非法滥用药物可卡因'可卡乙碱'苯丙胺'

!

#

IH

亚甲基二氧甲基苯丙胺'大麻二酚等(以

!

#

IH

亚甲基二氧甲基苯丙胺作为模板药物#其检测限为
#@G

#

/

"

T

+

$D

,

(

基于重组抗体在人体内的高靶向特异性#其为靶向治疗常用的生物药物之一#建立重组抗体的结构

非均质性与其功能之间的联系对于生物制药行业具有的重要意义(在药物研发和生产过程中#突变和

体外的修饰会引起蛋白结构的改变#影响药效(因此#很有必要建立有效的方法用于检测和评估药物研

发过程中的变异性(

-V;8

等+

"#

,采用毛细管电泳
H

质谱法表征完整的单克隆抗体并同时定量不同的突

变体#并进一步运用毛细管电泳
H

荧光光谱分析了胺聚糖(经酶水解后抗体释放胺聚糖#进行标记后可

分别测定每个胺聚糖峰的相对丰度(

类风湿性关节炎是一种常见的系统性自身免疫病#其影响了世界各地
#@GN

"

$N

成年人的生活(

研究表明#能特异性识别抗
H

核周因子和角蛋白的抗体是类风湿性关节炎的特征标志物(抗环瓜氨酸肽

的抗体可用于类风湿性关节炎早期阶段的诊断#其在临床常用的检测方法为酶联免疫分析(除此之外#

毛细管电泳
H

荧光分析为抗体浓度的测定提供了另一有效的分析手段+

"$

,

(首先#对抗原进行荧光素的标

记#由于抗环瓜氨酸肽的分子质量较低#其与抗体结合形成复合物后#基于流速的差异可实现分离(该

方法的建立为其他不同种类抗体的测定奠定了技术基础(

神经毒素是一类有效的镇痛药物#然而高剂量的神经毒素会引发呼吸抑制等副作用(因此#有必要

建立灵敏高效的分析方法用于定量神经毒素'减小药物的累积毒性(已有科研工作者采用酶联免疫分

析以及液相
H

质谱联用技术测定神经毒素的含量(基于毛细管电泳特殊的性质#毛细管电泳
H

荧光分析

法适用于分析蛋白和肽段的分析(

TB

等+

""

,对神经毒素
8H

末端
$

H

氨基进行异硫氰酸荧光素的衍生化#

接着采用毛细管电泳
H

荧光分析进行了含量测定(结果表明#所建立的方法准确度高'重现性好#并且可

用于其他肽段的分析(

B

!

抑制剂的筛选

酶分析对生物催化'药物筛选以及新药发现均具有重要的研究意义(为了提高药物筛选的效能#开

发快速灵敏的酶分析平台用于高通量筛选受到了科研工作者的广泛关注(例如#

V1RPS

等+

"!

,制备了

绿色荧光蛋白$

SJZ

&

H

功能化的整体毛细管柱用于构建微酶分析平台(与颗粒填充柱相比较#整体柱可

被看作是单一的多孔颗粒#其可克服填充柱中死体积大的缺点(提高填充柱传质效率的一种方式为减

小颗粒尺寸#然而随着颗粒间间隙空间的减小#柱渗透性变差#而整体柱结构中#流通孔道的尺寸和孔的

.

(&

.
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H

荧光检测在药物分析中的应用

深度可独立控制#因此可调节该色谱柱同时获得较好的渗透性和传质(

SJZ

探针包含组氨酸标签和凝

血酶的底物序列#其通过金属亲和力固定于整体柱中#经凝血酶的水解后可解离释放(该平台进一步应

用于凝血酶抑制剂水蛭素的分析(水蛭素与凝血酶的活性位点结合后能够形成非共价复合物#以抑制

凝血酶的活性(通过测定加入水蛭素后水解脱落的
SJZ

荧光强度的变化可分析水蛭素的抑制能力(

研究发现#随着水蛭素浓度的增高#抑制效果增强(该平台为其他多种抑制剂的筛选提供了有效的技术

手段(毛细管电泳
H

荧光分析也可用于核酸代谢酶抑制剂的筛选+

"I

,

(

蛋白
H

蛋白相互作用在生物代谢'信号传导'免疫识别等多种生物过程中均扮演着重要角色#而对于

蛋白
H

蛋白相互作用抑制剂的筛选具有重要的意义(与常用的筛选方法相比#毛细管电泳法具有其独特

的优势(

dR8S

等+

"G

,采用毛细管电泳
H

前沿分析法在天然产物中筛选蛋白
H

蛋白相互作用抑制剂(首

先选择了抗凋亡蛋白
P:+HQ

T

#

GH

羧基荧光素标记肽
JHP2<

$配体&#以及
P:+HQ

T

HP2<

相互作用抑制剂

RPOH"E!

进行预试验(在运行过程中#配体可与蛋白'蛋白
H

配体复合物分离#进一步可测定蛋白
H

配体

复合物的解离常数(在加入抑制剂后#蛋白
H

配体复合物的形成受到抑制#电泳图谱中配体的峰高增大(

本研究采用类似的方法#对一系列合成化合物及天然提取物进行了筛选(结果发现#雷酚内酯和南蛇藤

醇为
P:+HQ

T

HP2<

相互作用有效的抑制剂(

d;88;Cf

等+

"E

,利用毛细管电泳法对热休克蛋白
V5

\

M#

和

P:+"H

相关蛋白
P*

/

!

相互作用的抑制剂进行了筛选(

E

!

结
!

论

毛细管电泳
H

荧光检测为药物分析提供了有效的技术平台(对于手性药物的分离#采用不同的衍生

化方法可提高检测的灵敏度(针对化学及生物药物的含量测定#本文总结了多种分析模式#包括胶束电

动色谱
H

激光诱导荧光检测'毛细管电泳
H

激光诱导荧光检测'毛细管电泳
H

深紫外荧光检测及非直接激光

诱导荧光检测(虽然已有大量文献报道毛细管电泳
H

荧光分析法在药物分析中的应用#其对于临床用药

的指导作用仍需进一步探索(此外#毛细管电泳
H

荧光检测在酶抑制剂和蛋白相互作用抑制剂的高通量

筛选领域也具有广阔的应用前景(
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