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20世纪 70年代，Huber JFK 等 [1]开发了柱切换（Column-

switching）技术。首先在一级色谱柱完成被测组分与复杂基质

的初分离，并通过阀切换来改变流动相的流向和组成，使目标

组分从一级柱流向二级柱，并在二级柱上进行被测组分的测

定，从而完成复杂样品的分析。随着近几十年的发展，柱切换

技术在 21世纪初已基本完善，被广泛应用于分析化学的各个

领域，如环境分析、食品检验、体内药物分析、制剂分析等。其

中，在临床药物分析和药动学中的应用最为广泛，因为通过柱

切换技术可实现复杂生物基质经简单处理即可进样或直接进

样，自动化操作减少了前处理过程中出错的可能，提高了整个

分析过程的准确性，缩短了时间，使复杂生物基质中小分子药

物分析变得简便快捷。虽然柱切换技术已基本成熟，但是还

没有相应的商品上市，这需要依靠实验室的搭建，因此柱切换

技术在我国医院药学部门的应用并不普及，国内关于日常治

疗药物检测和药动学的相关文献报道也不多。柱切换高效液

相色谱（HPLC）平台搭建的关键是如何构建切换阀与色谱柱

构成的色谱网络，并根据医院的具体情况选用合适的传输技

术。为此，笔者以“Column switching”“柱切换”等为关键词，检

索Elsevier、Springer、中国知网等数据库，通过文献分析临床药

物柱切换平台搭建的现状与研究进展，同时总结应用不同的

传输技术和色谱柱来构建色谱网络的方法，为医院药学部门

搭建HPLC柱切换平台、简化复杂样品的处理过程提供参考。

1 HPLC柱切换平台的仪器组成和搭建
HPLC 柱切换平台主要由进样阀、切换阀、高压泵、色谱

柱、检测器和控制、处理系统构成，可由普通 HPLC 加上若干

切换阀和色谱柱等部件构成。下面具体分析色谱网络的搭建

过程。

1.1 一级色谱柱的选择

复杂生物基质如血浆、血清等，其富含蛋白质，且被测药

物浓度往往较低，经过蛋白沉淀、液液萃取、离线的固相萃取

后，一般需要挥干浓缩、复溶等一系列样品前处理步骤。这些

步骤不但耗时，而且存在操作复杂、精确性差等缺点。而柱切

换平台的第一级柱将直接实现生物基质中的大分子与待测组

分的分离，富集和净化待测组分。一级色谱柱的选择主要根

据去蛋白的形式和药物性质来决定。

1.1.1 离线去蛋白 离线去蛋白一般采用强酸或有机溶剂，

将涡旋离心后的上清液直接大体积进样。一级柱一般选用小

粒径（5、10 μm）反相ODS或C8填料，可防止大体积进样的峰展

宽，柱子长短皆可；且由于去蛋白后的样品较干净，可有效延

长一级柱的寿命。

1.1.2 在线去蛋白 使用在线去蛋白，一般选用两种类型的

柱子。第一类是粒径较大（20～50 μm）键合链烃的柱子（也叫

贯流色谱柱，Turbulent flow chromatography column），比如C18、

C8、C2，也可键合其他类型的基团，如氰基[2]、氨基[3]。通过以水

为主的一级流动相的洗脱，大分子蛋白质和一些亲水物质被

洗脱，被测组分被吸附而留在柱子中。此类柱子的优点是粒

径大，可使用高流速分析，缩短分析时间。但需注意的是，柱

压会随着进样次数的增多而显著升高，粒径越小越明显，这时

一级柱的再生清洗和流动相的选择就非常重要。郭平等[4]用

0.2 mol/L 的乙酸作为清洗液，采用 25～40 μm 的大粒径一级

柱，进样次数可达到 800次以上，这可能与乙酸具有溶解蛋白

并阻止在一级柱上沉积的作用有关。刘皋林等[5]发现，先用含

有不同比例的水的甲醇溶液冲洗分析柱，后用纯甲醇冲洗，可

避免柱内的磷酸盐析出或使柱内残余的血浆蛋白凝固粘聚于

柱内，由此延长柱的使用寿命。

第二类是 20世纪 80年代末发展起来的 RAM（Restricted
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摘 要 目的：为医院药学部门搭建高效液相色谱柱切换平台，简化复杂样品的处理过程提供参考。方法：以“Column switching”

“柱切换”等为关键词，检索Elsevier、Springer、中国知网等数据库，查阅1970－2014年国内外涉及临床药物分析柱切换的相关文

献，以柱切换色谱网络的搭建为主线，对不同的传递技术、一级柱和柱切换出现的问题进行归纳和总结。结果与结论：色谱网络的

搭建包括第一级色谱柱，直接、间接和反向传输形式及检测器的选择。离线去蛋白、中心切割因较好的耐久度、经济性和去杂质能

力，适合医院大通量样本的日常检测。直接进样、在线去蛋白与反冲传递技术的组合已成为目前发展趋势，随着通道限制性填料

的成熟，此种组合应用将会更加广泛。具体选择时需根据医院的具体情况重点考察柱切换平台的耐久度、经济性、时间复杂度3

个重要的评估要素。柱切换技术可实现对体内药物的直接分析，简化前处理过程，使整个过程更加快速准确，临床上可用于药动

学和体内药物分析工作。
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access media）柱，又称为通道限制性填料柱。其分离的机制为

分子排阻兼反相分离；当生物样品通过限制性填料时，亲水层

对蛋白质无吸附作用，蛋白质被先洗脱；而疏水层对药物等小

分子物质有保留作用，再通过选择适当的流动相，将小分子物

质洗脱下来，从而实现组分的分离。RAM填料有不同的种类，

在临床药物分析中应用较多的是内表面反相填料、烷基二醇

硅胶和混合功能填料。张晓惠等[6]用内表面反相填料考察对

盐酸贝那普利的在线富集性能，发现RAM柱对盐酸贝那普利

具有良好的富集作用，能够有效提高HPLC的灵敏度。Yu Z等[7]、

樊鹏程等[8]均用Lichrospher ADS作为一级柱，在分析过程中，

柱切换系统预柱及分析柱柱压始终未发生较大增加，系统稳

定性良好。郭志强等[9]通过自制装填的混合功能RAM柱作为

一级柱，以柱切换系统实现了对血浆样品中替米沙坦的直接

进样含量测定。Friedrich G等[10]用Biotrap柱实现了血浆和尿

中双氢麦角隐亭的含量测定，结果回收率达99％，且精密度良

好，线性范围为25～1 000 pg/ml。

1.2 传输技术及色谱网络构建

在临床治疗药物浓度监测和药动学分析中，绝大部分药

物只有 1～2种相应的物质需要检测，可选择中心切割技术

（Heart-cut）和反冲传递技术（Back-flush）来实现快速、准确的

分离。其中，中心切割技术包含直接传输和间接传输两种形

式，而反冲传递技术包含反向传输形式。由于医院临床送检

样品通量大，应用在线去蛋白时，可在基本传输技术的基础上

使用反冲清洗技术及时清洗一级柱，延长其使用寿命。

1.2.1 直接/间接传输 直接传输（见图 1）较多用于离线去蛋

白。当六通阀处于OFF状态（见图1A）时，通过高压泵将样品

泵入一级柱，用一级流动相（预处理流动）完成初次分离和富

集样品；同时，二级柱用二级流动相（分析流动相）完成最后分

离。当直接进样传输中切换阀处于ON状态（见图 1B）时，通

过一级流动相将富集的或初分离的组分送至二级柱；在二级

柱用二级流动相分离的时候，一级柱可完成柱子的再平衡并

再次进样。

间接传输在线去蛋白（见图 2B）和离线蛋白（见图 2A）都

可应用。间接传输流路变换和具体过程与直接传递基本一

致；与直接传递不同的是，从一级柱到二级柱，用的是不同流

动相来洗脱被测物。

1.2.2 反向传输形式 反相传输见图 3。当六通阀处于OFF

状态（见图3A）时，通过高压泵将样品泵入一级柱，一级流动相

（预处理流动）将内源性基质洗脱，待测组分保留在柱端；同

时，二级柱用二级流动相（分析流动相）完成最后分离。当切

换阀处于ON状态（见图 3B）时，通过二级流动相将富集在柱

端的组分送至二级柱，同直接/间接传输不同的是，两次流动相

经过一级柱中的流向相反。此种反向传输，组分保留在一级

柱端，可有效减少峰展宽。

1.2.3 反冲清洗技术 反冲清洗见图 4。当六通阀处于OFF

状态（见图4A）时，样品通过色谱柱进入后面的检测器或色谱

柱。当六通阀处于ON状态（见图 4B）时，清洗流动相反冲柱

子，起到净化柱子的作用，在复杂生物基质直接进样清洗一级

柱中应用较多。Huber JF等[11]在反向传输形式的基本骨架上

构建了应用反冲清洗技术的色谱网络，并用梯度洗脱来冲洗

一级分析预柱，延长了5 μm小粒径一级柱的使用寿命。

1.3 检测器的选择

从成本和医院开展的日常治疗药物血药浓度监测项目来

考虑，紫外检测器和荧光检测器可满足大部分药物的线性范

围检测要求，并可保持长期稳定，但对药动学中一些浓度很低

的代谢物分析却无能为力。质谱检测灵敏度高、分析速度快、

选择性高，而且经过柱切换分离的组分，成分纯度相对较高、

基质效应较小，但缺点是检测器购置费和日常维护费较高。

1.4 色谱网络构建分析与讨论

医院药学部门的药物分析柱切换平台搭建与一般科研院

所实验室有所不同，必须根据医院药学部门的实际情况，重点

考察耐久度、经济性、时间复杂度 3个重要评估要素来构建柱

切换平台。下面结合前文“1.1”“1.2”项中给出的两种去蛋白

形式和两种传递技术来讨论色谱网络的构建策略。

在线去蛋白因为直接、简便、准确，减少了人为干预程度，

逐渐成为复杂生物基质中小分子测定技术发展的趋势；与其

图1 直接传输

A B

图2 间接传输
A B

图3 反向传输

A B

A B

图4 反冲清洗
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相适应的一级柱为大粒径反向柱（20～50 μm）和RAM柱。采

用大粒径反向柱，因粒径较大，一般选择反冲模式，被测物强

保留在柱端，可有效控制峰展宽。但也有少数文献采用中心

切割模式[5，12]，但从文献中的色谱图可看出峰展宽控制明显不

佳，导致积分误差增大、准确性降低。RAM柱相对于大粒径柱

则无此问题[6，13]。可根据被测物在一级柱上的保留情况，选择

具体的传递技术。

虽然在线去蛋白与反冲传递技术被大部分HPLC柱切换

文献所采用[14-15]，但此种组合的缺点是反冲使柱头上的物质冲

入分析柱，造成二级柱压力升高，降低柱耐用性；同时反冲模

式去杂质能力较中心切割模式差，容易将强保留物质冲入分

析柱，也会增加二级柱的分离难度以及增加二级柱的负载，减

少柱使用寿命。此外，不管是RAM柱还是大粒径一级柱，随

着直接进样次数增加，杂质堵塞色谱柱，会导致压力升高，色

谱柱耐久性差，需经常更换。所以，结合耐久度、经济性来评

估，此种组合并不适合临床大通量的日常检测；如果临床样品

量较少，则可优先考虑此种组合。

离线去蛋白后进样，样品相对干净，一级柱为小粒径反向

柱（5、10 μm），峰展宽控制较好，搭配上中心切割模式，二级柱

负载小，寿命大大延长，可获得极好的耐久性，经济性同时也

得到提高，更适合于临床大通量药物分析。

时间复杂度（指单次分析时间，时间长即复杂度高）也是

进行大通量临床药物分析时一个重要的考虑因素。大粒径的

反向柱粒径大，可使用高流速来载样萃取，使时间复杂度有效

降低。如Ynddal L等[16]测定美沙芬及其代谢物时，使用大粒径

一级柱，流速可达5 ml/min，载样及清洗只需0.5 min。在不同

的传输形式中使用双泵的另外一个意义是进样“双工”，即在

分析的同时使一级柱进行清洗并完成下一次进样，这样可减

少时间复杂度，但这种“双工”需要手动实现，不适合医院药学

部门的大通量日常检测。要实现在自动进样器的基础上全自

动“双工”，必须在基本色谱骨架上并联修改。Ong VS等[17]比

较了一根普通小粒径反向一级柱与两根大粒径反向一级柱并

联组成的进样“双工”系统的分析速度，发现后者速度比前者

快 1倍左右，一次分析仅为 2 min，耗费时间大幅缩短。Cass

RT等[18]在反向传输形式的基本色谱骨架上，加上额外的一根

二级柱和一个用于二级柱的平衡泵，实现了分析“双工”：在一

根二级柱分析的同时，另一根二级柱完成平衡，被测药物的一

次分析循环时间为3.3 min。如果医院药学部门每天检测样品

较少，可采取单泵双柱的直接传输来构建色谱网络，这种模式

比上述的双泵双柱的直接传输减少了一个泵，减少了系统复

杂度，提高了经济性，但同样的会增加单次进样循环的时间。

高申等[19]用单泵双柱、直接传输形式来构造色谱网络测定苯妥

英和卡马西平，不需要专门控制设备，灵活、经济，相对于其他

传输形式系统的复杂性较低，利于推广应用。

2 柱切换存在的问题
2.1 峰展宽

峰展宽在液相中由进样量、柱外效应和被测物在柱子中

展宽引起。在柱切换HPLC中，管路长度比普通HPLC大大增

加，柱外效应也随之提高。另外，在一级柱中，被测组分峰已

经发生展宽；再加上被测组分需从一级柱中洗脱到二级柱中，

相当于二级柱进样体积超载，从而引起了峰展宽问题，降低了

灵敏度和分离度。Schill G等[20]提出了柱切换系统峰展宽体积

公式：

Ve＝Vi/1+Ks …………………………………………… （1）

其中，Ve为从一级柱到二级柱的有效注入体积，Vi为在一

级柱上洗脱到二级柱上的被测组分体积，Ks为被测组分用一级

流动相在二级柱的保留因子，Vi又可写成：

Vi＝xV0（1+Kp） ………………………………………… （2）

其中，x为被测组分在一级柱中的移行距离与柱子长度的

比值，V0为一级柱死体积，Kp为被测组分用二级流动相在一级

柱上的保留因子。将式（2）代入式（1），其中Ks远远大于 1，可

得：

Ve＝xV0（1+Kp）/Ks ……………………………………… （3）

从式（3）峰展宽表达式中可以看出，尽可能地减少分子中

的 x与Kp、增大分母中的Ks，即可达到减少峰展宽的目的。据

此可加强二级流动相的强度，并适当加大两种流动相的强度

差，或使用反向传输形式，使被测组分保留在柱端，大大减少

x，从而减少峰展宽。Yu Z 等[8]通过采用上述优化法则，选用高

强度的二级流动相与较低强度的一级流动相，并用反向传输

形式，使得Vi≤2 000 μl、lgKs＞3、Ve＜2 μl，可以看出取得了较

好的效果。但值得注意的是，Schill G等[20]提出的峰展宽公式

只考虑到进样量和在被测物在柱子中展宽两个因素，并没有

涉及到柱外效应，可以通过在组装时尽量减小管路长度来进

一步减少柱切换HPLC的死体积。另外，可选择更有效率的二

级柱[21]，以获得更好的分离度和柱效。

2.2 系统峰

系统峰是柱切换系统中一个常见的问题，指的是在不进

样情况下，切换阀空切换后，大体积一级流动相进入二级柱，

破坏二级柱平衡，使色谱图上有一些正峰或负峰存在，这些峰

很可能干扰测定。Arvidsson T[22]指出，可调节一级流动相的

pH，使其尽量与二级流动相的 pH一致，也可改变一级流动相

所含的盐，加入与二级流动相相同的盐类来避免系统峰。叶

利民等[23]提出，当系统峰对被测组分有干扰时，可考虑通过以

下方法加以避免：（1）改变流动相的组成及配比，使系统峰与

被测组分峰分离；（2）在流动相中尽量减少盐和其他添加剂的

加入；（3）对于某些被测组分，对检测限要求不高时，可选择用

较长波长测定；（4）在某些色谱条件下，有些系统峰的保留时

间很长，可在被测样品组分流出后，利用一级泵进行梯度洗

脱，使高保留值的系统峰快速出峰，防止对下次分析造成干扰。

3 结语
综上所述，柱切换技术可实现对体内药物的直接分析，简

化前处理过程，并使整个过程更加快速、出错的可能性减少、

分离能力提高。临床上可用于药动学和体内药物分析工作，

监测血药浓度，指导临床用药。随着今后不同填料的研究以

及更加巧妙的色谱网络的提出，必将出现更多的组合模式，使

其在临床药物分析中的应用更加广泛。
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