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摘要  目的 }在多因素串联色谱响应函数k�≤ � ƒl基础上提出了新的优化指标 ª�≤ � ƒ o对新化合物氯苄律定有

关物质的 �°�≤ 分离进行优化 ∀方法 }采用球面对称设计 o对影响色谱分离的两个主要因素k ξt }甲醇比例 ~ξu }离子

对试剂浓度l进行优化 o并对试验结果进行关系式模拟 ∀结果 }以 ª�≤ � ƒ 建立的关系式预测的理论最优解为 ξt �

zy h oξu � s1st °²̄#�p t o与实验最优解 ξt � zx h oξu � s1st °²̄#�p t十分接近 o预测能力可信 ∀结论 }氯苄律定有

关物质的分离证实 ª�≤ � ƒ适用于复杂混合样品的分离优化 ∀

关键词  氯苄律定 ~色谱优化 ~广义的多因素串联色谱响应函数kª�≤ � ƒl ~球面对称设计

  氯苄律定k¦«µ²̄²¥̈ ±½¼̄¬§¬±̈ l为中国药科大学药

化研究室研制的一种具有抗心律失常药理作用的新

化合物 o其有关物质检查可以采用反相离子对高效

液相色谱法 ∀由于反相离子对色谱中影响分离选择

性的因素很多 o因此在建立分析方法时 o有必要运用

色谱优化技术 o以较少的实验次数获得最佳的分离

条件 ∀

色谱优化方法很多 o所有优化方法中都有一个

评价色谱分离效果的指标 o即优化指标 ∀合理的优

化指标应能对色谱图进行正确评价 o同时应使搜索

方法能迅速达到最优点 ∀优化指标种类繁多 o每一

种都有其优点和局限性 o应根据被分析样品的实际

情况和分离要求进行选择 ∀不同的优化指标可能导

致不同的优化结果 o因此优化指标的正确选择在色

谱优化中具有举足轻重的作用 ∀如果选择不当 o不

仅可能增加实验次数 o更严重的可能使优化结果偏

离真实的最优解从而导致整个优化过程的失败≈t  ∀

本文用优化指标 ª�≤ � ƒ 对氯苄律定有关物质的

�°�≤ 分离进行优化 ∀

实 验 部 分

1  仪器与试药

仪器 }岛津 �≤2ts�液相色谱仪 o≥°⁄2ts� 紫外

收稿日期 }t||{2su2st

基金项目 }国家新药研究基金k{zswtl及国家医药科技创新

tsvx项目 |x2∞⁄2stk�|x2tu2t{l

3 ×¨̄ }ksuxlvvszx|{ oƒ¤¬}ksuxlyyvtysw

检测器 o色谱工作站k中科院大连化物所l o≠ • � ≤t{

柱kuxs °° ≅ w1y °° �⁄ots Λ°l ∀

试药 }氯苄律定 o盐酸小檗碱 o对氯氯苄 o四氢小

檗碱k中国药科大学药化研究室提供l ~甲醇 o高氯酸

k分析纯l ~重蒸馏水k自制l ∀

2 优化指标的选择

2 .1  传统优化指标  氯苄律定在合成过程中可能

带入的有关物质包括原料盐酸小檗碱k代号 �l !对

氯氯苄k代号 ³≤ l̄ o反应中间体四氢小檗碱k代号

× ��l以及可能产生的未知副产物和降解产物 ∀分

析这样一个复杂的多组分样品 o首先考虑采用传统

的综合优化指标 }色谱响应函数k≤ � ƒl或色谱优化

函数k≤ �ƒl ∀ ≤ � ƒ和 ≤ �ƒ是应用较早 !比较普遍的

优化指标 o但它们的局限性是不能反映由于流动相

组成的变化引起的色谱峰相对次序的变化k即峰交

叉l o因此容易导致响应函数表面的局部优化≈t ou  ∀

我们在实验中观察到 o流动相中甲醇比例的改变会

使氯苄律定和 �两组分出现峰交叉现象 o因此采用

≤ � ƒ或 ≤ �ƒ作为优化指标显然不合适 ∀

2 .2  ΗΧΡΦ  卢佩章等针对 ≤ � ƒ和 ≤ �ƒ的局限性

而提出的多因素串联色谱响应函数k�≤ � ƒl o同时

考虑峰个数k νl !最难分离物质对的峰高分离度

k Κvl和分析时间k Τl v个因素对优化过程的综合

贡献 o并且根据各因素的贡献大小分别冠以不同的

权重系数 o其数学表达式为 }

�≤� ƒ � tss sss ≅ ν n ts sss ≅ Κv n ktss p Τl

ktl

用 �≤ � ƒ 作为优化指标进行色谱条件的优化时 o被

分析样品中的各组分通常已知 o可根据要求确定最
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难分离物质对并跟踪优化 o当其峰高分离度k Κvl达

到一定要求时即可终止优化过程 ~但若实际分析中

最难分离物质对随分离条件的不同而改变 o则应使

所有组分均达到适宜的分离≈t  ∀

2 .3  广义 ΗΧΡΦ  我们在分析氯苄律定有关物质

时发现 o由于原料的质量差异导致某些产品中出现

一个未知副产物k�l ∀由于副产物也属于有关物质 o

其分离状况应在优化考察范围内 ~但由于 �的结构

和性质未知 o不应在判定最难分离物质对时考虑而

应分别考虑 ∀为此我们在 �≤ � ƒ 基础上进行了推

广 o兼顾已知组分中的最难分离物质对和未知组分

的分离 o提出了广义 �≤ � ƒ kª̈ ±̈ µ¤̄¬½̈ § �≤ � ƒ o

ª�≤ � ƒl o其表达式为 }

 ª�≤ � ƒ � tss sss ≅ ν n ts sss ≅ ≈ φ( ξtl n φ( ξul

n , , φ( ξ±l  n ktss p Τl kul

φ( ξ)是反映某一物质对分离状况的函数 o只要在色

谱图中出现肩峰 o可以计算出峰高分离度k Κvl时 o

φ( ξ)可用 Κv代替 o即为表达式ktl的情况 ~存在未

知杂质时 o由于杂质量太少且无纯品对照 o在色谱图

上可能难以计算分离度 o此时 φ( ξ)可用保留时间

的函数反映未知杂质与相邻色谱峰之间的分离状

况 ∀氯苄律定有关物质的分离应采用 ª�≤ � ƒ 优化

指标 o

  ª�≤ � ƒ � tss sss ≅ ν n ts sss ≅ ≈ Κv n φk�l 

n ktss p Τl kvl

3  球面对称设计

球面对称设计k¶³«̈µ¬¦¤̄ ¶¼°° ·̈µ¬¦§̈¶¬ª±l为一

种精度较高的并行优化法 o试验点均匀分散且具有

代表性 o因此只需较少的实验即可获得较佳的实验

条件≈v ow  ∀由于未知副产物 �的纯品尚无法获得 o

实验中的样品为氯苄律定产品k含有 �l与 �o× ��

和 ³≤¯v种有关物质按一定比例配成的混合溶液 ∀

按照球面对称设计 o影响氯苄律定有关物质色

谱分离的两个主要因素k ξt }甲醇比例 ~ξu }离子对

试剂 �≤¯�w浓度l的取值见表 t o各次实验的色谱图

反映的信息分别用 �≤ � ƒ和 ª�≤ � ƒ表示k表 tl o分

别按ktl和kvl式计算 ∀ ν 为色谱图中出现的峰数

k不考虑溶剂峰l o�≤ � ƒ 只考虑氯苄律定 o�o× ��

和 ³≤¯ w种已知组分 o而 ª�≤ � ƒ 考虑包括未知物 �

在内的 x种组分 ∀ Κv为已知组分中最难分离物质

对的峰高分离度ks [ Κv [ tl ∀

φk�l � t p
τ� k�n tl p τ� k�l

τ� k�n tl p τ� k�p tl
p s1x

ks1x [ φk�l [ tl

其中 oτ� k�l !τ� k�p tl和 τ� k�n tl分别代表 �以及

与 �前后相邻的色谱峰的保留时间k°¬±l oφk�l取值

大小可反映 �与相邻峰之间的分离状况 ∀如果色谱

图中不出现 �o说明 �与相邻峰发生了重叠 o即 τ� k�l

� τ� k�p tl或 τ� k�l � τ� k� n tl o此时分离状况最

差 oφk�l取值最小k � s1xl ~若 �位于�p t和�n t中

间 o分离最佳 oφk�l取值最大k � tl ∀ Τ 为分析时

间 o以最后一个出峰组分的保留时间代替 o虽然

k Τ p tssl的变化对 �≤ � ƒ 和 ª�≤ � ƒ 值影响很小 o

不影响计算 o但在实际分析中该项的变化对判断条

件的可行性十分重要 o不能忽略 ∀

实验最优解为第 x号试验所对应的分离条件 }

甲醇 zx h o�≤¯�w s1st °²̄#�pt o此条件下样品的

色谱图见图 t o各组分均达到了有效分离 ∀

ƒ¬ª t  ≥ ³̈¤µ¤·¬²± ²© ¦«µ²̄²¥̈ ±½¼̄¬§¬±̈ ¤±§¬·¶

µ̈ ¤̄·̈§¦²°³²∏±§¶q≤²̄∏°±}≠ • � ≤t{kuxs °°

≅ w1y °° �⁄o ts Λ° l ~ °²¥¬̄̈ ³«¤¶̈ }

° ·̈«¤±²̄ ) º¤·̈µkzxΒuxl o¦²±·¤¬±¬±ª s1st
°²̄#�p t �≤¯�w o º¬·« ³� v1x ¤§­∏¶·̈§ ¥¼

¶²§¬∏° «¼§µ²¬¬§̈ q t q ≥²̄√ ±̈·} ° ·̈«¤±²̄ ~ u q

× ·̈µ¤«¼§µ² ¥̈µ¥̈µ¬±̈ ~ v q π2≤«̄²µ²¥̈ ±½¼̄ ¦«̄²2
µ¬§̈ ~w q�¼2³µ²§∏¦·�~x q≤«µ²̄²¥̈ ±½¼̄¬§¬±̈ ~y q

�̈ µ¥̈µ¬±̈ «¼§µ²¦«̄²µ¬§̈ q
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Ταβ 1  Εξπεριµενταλ δεσιγν ανδ εξπεριµενταλ

ρεσυλτσιν σπηεριχαλσψµ µετριχ δεσιγν

�²q
ƒ¤¦·²µ¶¬± ¦²§̈ §©²µ°

¬tr h ¬ur°²̄#�p t

∞¬³̈µ¬° ±̈·¤̄ √¤̄∏̈¶

�≤ � ƒ ª�≤ � ƒ

t y{ s qsww utss|t vt{x|t

u y{ s qsty vtss{x wt||{x

v {u s qsww vsyt|x vsyt|x

w {u s qsty vtss|v wtzv|v

x zx s qst wtss{{ xt|v{{

y zx s qsx vsuv|v wtsz|v

z yx s qsv vs{t{z vs{t{z

{ {x s qsv vsxu|x vsxu|x

| zx s qsv utss|w vszx|w

结 果

为了进一步阐明色谱响应值与影响因素之间的

内在关系 o我们对以上试验数据进行了关系式模拟 o

对模拟的回归方程求最优解 o并用试验加以验证 ∀

如果试验结果表明方程最优解确为真实的最佳条件

或与之相近 o则说明方程可信 o可用于实验条件的预

测 o优化过程是成功的 ∀反之 o如果方程最优解并非

实际的最佳条件或与之相去甚远 o则优化过程是失

败的 o并无实际的指导意义 ∀

关系式模拟  在一般的反相离子对色谱中 o响

应值k Ψl与影响因素k ξl之间的关系可表示为 }

Ψ � ¤s n ¤t ξt n ¤u ξu n ¤tt ξt
u n ¤uu ξu

u n ¤tu ξt ξu

kwl

分别以 �≤ � ƒ值和 ª�≤ � ƒ值作为响应值进行多项

式回归 o得以下两个回归方程 }

 �≤ � ƒ � x quyxv ≅ tsy p t qt|zz ≅ tsx ξt p

v q|w|v ≅ tsz ξu n z qysu| ≅ tsu ξt
u n

v qtv{u ≅ ts{ ξu
u n u qwxtw ≅ tsx ξt ξu kxl

 ª�≤ � ƒ � t qzxsz ≅ tsx n t qwyvv ≅ tsw ξt p

u qvzsx ≅ tsz ξu p | qw{sz ≅ ts ξt
u n

v qzutz ≅ ts{ ξu
u p u qxsts ≅ tsw ξt ξu kyl

在两参数的取值范围内k ξt }yx ∗ {x ~ξu }s1st ∗

s1sxl求解以上两回归方程的极大值并用试验加以

验证 ∀方程kxl的极大值k�≤ � ƒ � w{{tx|l所对应

的实验条件下k ξt � yx oξu � s1stl o各组分不能有

效分离 o方程预测不可信 ~方程 kyl的极大值

kª�≤ � ƒ � xuszyvl对应的理论最优解 k ξt � zy o

ξu � s1stl与实验最优解k ξt � zx oξu � s1stl的分

离状况十分接近 o方程预测合理 ∀实验中为方便流

动相的配制 o我们采用kzx os1stl为最终的流动相组

成 ∀

讨 论

串联多因素色谱响应函数k�≤ � ƒl的基本思想

是 }在保证最难分离物质对具有适宜分离度前提下 o

分析时间越短越好 ∀在混合物中各组分均已知而且

只有一组最难分离物质对的情况下 o�≤ � ƒ 作为优

化指标所得结果是令人满意的 ∀如果混合物中不只

是一组最难分离物质对 o或最难分离物质对随实验

条件而发生改变时 o固定一组物质对进行优化所得

的最优条件可能并非对所有组分而言的最佳条件 ∀

这种情形在含有未知组分的样品中更容易发生 o因

为未知物的结构和性质未知 o条件的改变对其分离

的影响很难预测 ∀对这些组成比较复杂的混合样品

的分析 o本文在 �≤ � ƒ 基础上进行推广和延伸 o首

次提出了新的优化指标 ª�≤ � ƒ o对所有难分离物质

对以及未知组分同时加以考虑 o所得的优化结果应

比单独考虑某一组物质对更全面 ∀应用于氯苄律定

样品有关物质的分离分析 oª�≤ � ƒ在研究和探索色

谱分离的内在规律时显示出优越性 o表明 ª�≤ � ƒ

较 �≤ � ƒ更能反映这类复杂样品的实际分离情况 ∀

优化指标 ª�≤ � ƒ 为首次提出 o其理论严谨性

和实验设计的周密性有待于进一步探讨和研究 ∀
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