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前言

三环抗抑郁药 (TCA) 于 20 世纪 50 年代早期首次被发现，并于 50 年代后期进入市场。它

们的化学结构中包含三个环。四环抗抑郁药包含四个环，是一类与三环抗抑郁药极为相

似的抗抑郁化合物。

环状抗抑郁药为首批开发出的抗抑郁药之一。尽管这类药物目前经常被副作用更少的新

型药物取代，但它们仍然是许多患者的良好选择。环状抗抑郁药通过增加血清素和去甲

肾上腺素等大脑可用的神经递质来发挥作用。这一作用有助于改善脑细胞通讯，转而对

情绪产生影响。与去甲替林和地昔帕明等仲胺类 TCA相比，多塞平和阿米替林等叔胺类

TCA是更有效的血清素再摄取抑制剂 [1,2,3]。
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三环胺类也是重要的色谱探针。图 1显示了这些具有高 pKa值

(9.2 - 9.6)的化合物的结构。在 pH 为 7.0 的条件下，硅醇基处于

离子化形态，此时 TCA 等碱性探针处于高度质子化状态。在中性

pH条件下，硅醇基解离暴露活性位点与 TCA发生离子交换作用。

如果暴露的硅醇基越多，峰拖尾就会越严重。阿米替林的拖尾因

子可用作硅醇基活性的衡量指标 [4]。

在本研究中，我们比较了 Agilent Poroshell HPH C18 色谱柱和另

一家供应商提供的色谱柱对三环抗抑郁药的分析性能。

实验部分

采用 Agilent 1260 Infinity液相色谱，该系统包括：

•      Agilent 1260 Infinity SL 型二元泵，可提供高达 600 bar 的

压力 (G1312B)

•      Agilent 1260 Infinity 柱温箱 (G1316C)

•      Agilent 1260 Infinity SL Plus 型高性能自动进样器 (G1376C)

•      Agilent 1260 Infinity 二极管阵列检测器 (G4212A)，配备

10 mm 光程的 1 µL 流通池（部件号 G4212-60008）

本研究采用下列色谱柱：

•      Agilent Poroshell HPH C18, 3 × 100 mm, 2.7 µm

（部件号 695975-502）

•      Agilent Poroshell HPH C18, 3 × 100 mm, 4 µm

（部件号 695970-502）

•      在高 pH 条件下可保持稳定的新型表面多孔色谱柱，

3 × 100 mm，2.6 µm 和 5 µm，来自另一家供应商

采用 Agilent ChemStation C.1.05 版控制仪器并处理数据。

测定的化合物包括尿嘧啶 (50 µg/mL)、盐酸多塞平 (250 µg/mL)、

盐酸去甲替林 (500 µg/mL)、盐酸阿米替林 (250 µg/mL) 和马来

酸曲米帕明 (500 µg/mL)。以上所有化合物均购自 Sigma-Aldrich

公司，并用水进行配制。图 1 显示了结构和详细信息。磷酸氢二

钠二水合物和磷酸二氢钠二水合物也由 Sigma-Aldrich 提供，分

别配制为 20 mM 的溶液并滴定至 pH 7.0。乙腈购自 Honeywell

(Burdick and Jackson)。水经过 Milli-Q 系统 (Millipore) 0.2 µm

滤膜过滤，电阻率为 18 MΩ。采用包含预混合的 60% 乙腈和 40%

20 mM 磷酸钠的流动相对色谱柱进行评估。在测试之前将色谱柱

加热至 25 °C，并在 1 mL/min的流速下平衡 10 分钟。

结果与讨论

如图 1 所示，TCA 的 pKa 值处于 8 - 10 之间，因此将这些化合物

明确归类为碱。包含可电离化合物（如碱）的样品通常可在 pH 为

3 或更低的流动相中实现最佳分离。在该 pH下，色谱柱硅醇基的

相互作用可能性将降至最低。在 pH为 5.5 及更高的条件下，色谱

柱表面的残余硅醇基将以 O- 的状态存在。这些带负电荷的表面硅

醇基可与带正电荷的碱性化合物发生离子交换作用。这是最常见

的一类峰拖尾。然而，由于样品组分在低 pH下不稳定，因此许

多分离更适合在中等 pH (4 - 8) 及较高 pH (> 9) 下进行。碱性化

合物在低 pH下发生质子化并被过快洗脱，或在低 pH下无法达到

要求的峰间距。

图 1. 三环胺结构
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Agilent Poroshell HPH C18, 3 × 100 mm, 4 µm
143 bar 
60:40 :

20 mM pH 7
1 mL/min 25 °C 254 nm

1.  50 µg/mL

2.  250 µg/mL

3.  500 µg/mL

4.  250 µg/mL

5.  500 µg/mL5
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Agilent Poroshell HPH C18, 3 × 100 mm, 2.7 µm
280 bar 
60:40 :

20 mM pH 7
1 mL/min 25 °C 254 nm
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多数色谱工作者都清楚传统硅胶型色谱柱通常不建议用于较高 pH

（例如 pH > 8），因为硅胶担体可能发生溶解并导致色谱柱失效。

在专为 pH 6 - 8范围设计的色谱柱中进行分离时可能会产生问题。

硅胶担体在该 pH 范围内具有较高溶解性，使得分离重现性和色谱

柱寿命均小于预期。研究证明，硅胶型色谱柱在中等（或更高）

pH下的降解主要与硅胶担体的溶解有关，而与水解引起的键合相

损失关系不大 [5]。研究中还发现，硅胶担体在 pH 6 - 8 范围内的

溶解度在磷酸盐缓冲液存在的情况下大大增加，在较高温度和较

高缓冲液浓度下尤其如此 [6]。

Agilent Poroshell HPH C18 色谱柱已被证明能够在碳酸氢铵和磷

酸盐缓冲液下保持稳定，并已成为中等 pH到高 pH应用中更常见

的色谱柱。关于在磷酸盐/硼酸盐缓冲液、三乙醇胺/磷酸盐缓冲

液以及磷酸盐、氢氧化铵和碳酸氢铵缓冲液中使用这些色谱柱的

应用已见诸报道。色谱工作者可凭借这些色谱柱获得表面多孔色

谱柱的高柱效优势，并在较高 pH或温度下获得较长的使用寿命

[7,8,9]。

图 2 显示了采用 Poroshell HPH C18, 4 µm色谱柱 (A) 和 2.7 µm

色谱柱 (B) 得到的色谱图，两种色谱柱均为 3 × 100 mm 的规格。

这些尺寸的色谱柱应用越来越广泛，因为其溶剂用量少于旧款

4.6 mm规格色谱柱。使用较少的溶剂意味着采购和处置溶剂的成

本均会降低。3× 100 mm的色谱柱还经常与质谱配套使用。如

总结表和色谱图所示，所有色谱峰均表现出良好峰形，拖尾极小。

根据曲米帕明色谱峰测得的峰效率对于 2.7 µm色谱柱为 15679，

对于 4 µm 色谱柱则为 8616。两种色谱柱均可在 400 bar 仪器上

轻松运行，2.7 µm色谱柱的反压为 280 bar，而 4 µm色谱柱的反

压为 143 bar。4 µm色谱柱上的保留时间略短于 2.7 µm色谱柱，

但在两种色谱柱上得到的化合物洗脱顺序和选择性接近，表明了

色谱柱具有可扩展性。

图 2. pH 为 7 的三环抗抑郁药混合物磷酸盐缓冲液溶液在 Agilent Poroshell HPH C18
色谱柱上的分离结果
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Agilent
Poroshell
HPH C18,
4 µm 
拖尾因子

Agilent
Poroshell
HPH C18,
4 µm 柱效

Agilent
Poroshell
HPH C18,
2.7 µm 
拖尾因子

Agilent
Poroshell
HPH C18,
2.7 µm 
柱效

多塞平 1.68 6125 1.96 8162

去甲替林 1.36 5701 1.52 9557

阿米替林 1.25 7883 1.31 14084

曲米帕明 1.07 8616 1.05 15679
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图 3 显示了利用另一家供应商提供的两种在高 pH条件下可保持稳

定的表面多孔色谱柱所得到的色谱图。该色谱图显示的三环胺类

峰形不如图 2 所示的采用 Poroshell HPH C18 色谱柱得到的结果。

由于采用其他供应商提供的 2.6 µm 色谱柱得到的该碱类的峰形较

差，因此该色谱柱的柱效低于 Poroshell HPH C18, 2.7 µm色谱柱。

尽管由其他供应商提供的 5 µm 色谱柱的反压低于 Poroshell HPH

4 µm色谱柱，但二者的差别很小。

结论

Agilent Poroshell HPH C18 色谱柱已被证明在较高及中等 pH 下

的碳酸氢铵和磷酸盐缓冲液中具有良好的耐用性，是色谱工作者

的绝佳选择。在本应用简报中，与购自另一家供应商的色谱柱相

比，Poroshell HPH C18 获得了更优异的峰形。由于峰形会影响

柱效，因此尤其在分析碱性药物化合物时不应低估出色谱峰形的

重要性。
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图 3. pH 为 7 的三环抗抑郁药混合物磷酸盐缓冲液溶液在另一家供应商提供的表面多

孔色谱柱上的分离结果
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商色谱柱

Y, 5 µm
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多塞平 3.22 3,099 2.97 2,522

去甲替林 2.07 6,710 1.96 4,056

阿米替林 2.14 9,163 2.41 4,684

曲米帕明 1.29 13,657 1.6 5,968
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