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制备型高效液相色谱法在药物杂质研究中的应用 
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摘  要：制备型高效液相色谱法是一种使用高压、大流量液体输送系统在高分辨率、大内径、高载量分离柱上进行样品高纯

度分离的液相色谱制备方法。应用该方法分离的产品在纯度、回收率、分离效率等方面远远优于传统的制备方法，因此在药

物研究、生产领域得到广泛应用。介绍制备型高效液相色谱法的研究概况，特点，影响制备型高效液相色谱分离纯化的因素，

以及在药物杂质研究中的实际应用，并对制备型高效液相色谱技术存在的问题与发展方向进行总结。 
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Abstract: Preparative high performance liquid chromatography (HPLC) is a way to use high-pressure, large flow of liquid delivery 
system for high-purity separation of the sample on high-resolution, large internal diameter, high capacity separation column. 
Application of the method for the separation of products in terms of purity, recovery, separation efficiency is far superior to the 
traditional method of preparation, and it is widely used in drug research and production fields. The efficient preparative HPLC steps, 
the preparative HPLC research and development direction, and the research on drug impurities in practical applications have been 
summarized. This article describes the research profile, characteristics of preparative HPLC, and factors that influence the process of 
separation and purification, steps to develop and establish the method, as well as the application of preparative HPLC in the study on 
impurities of drugs. Finally, the existing problems of the present preparative HPLC and the developing trend have also been discussed. 
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药品与人类的健康息息相关，其质量控制极为

重要。药物安全性评价的一个重要内容是药物中杂

质的含量控制[1]。我国药典对杂质含量标准作了明

确的规定：“在药物临床使用前必须确证药物中含量

在 0.1%及其以上的杂质和表观含量在 0.1%以下但

具强生物作用的杂质或毒性物质的结构[2]，在稳定

性试验中生成的降解产物，也要按上述要求进行定

性和定量研究”。 
在对杂质的分离与纯化技术的探索中，将研究

的重点转向了色谱法。近十几年来，制备型液相色

谱（high performance preparative chromatography，

HPPC）已成为当代高效分离与纯化技术的研究前

沿[3]。本文将就制备型高效液相色谱技术及其在药

物杂质研究中的应用作一综述。 
1  制备型高效液相色谱与分析型高效液相色谱的

比较 
制备型液相色谱结构与分析型一样，但泵流量

大、进样量大、采用制备柱、在检测器后增加自动

馏分收集器；具有高柱效、高流速、分离时间短的

特点。 
制备型 HPLC 是在分析型 HPLC 的基础上发展

起来的一种高效分离纯化技术，但制备型色谱不是 
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分析色谱的简单放大，制备型色谱与分析型色谱在

操作参数的优化上有很大不同。两者的比较见表 1。 
表 1  制备型 HPLC 与分析型 HPLC 比较 

Table 1  Comparison between preparative HPLC and  
analytical HPLC 

 制备型 HPLC 分析型 HPLC 

目的 分离、富集或纯化样品中

特定成分 

获得样品的定量定

性信息

进样量 尽可能大、生产多的纯品 仅够检测用即可 

柱内径 1～10 cm 或更大 1～5 mm 

柱填料 7 μm 或更大 5 μm 或更小 

体积流量 ＞10 mL/min 最多 10 mL/min 

理论基础 非线性色谱 线性色谱 
 

在进行制备型 HPLC 之前，常先进行分析型

HPLC 实验，对分析方法进行优化、放大应用到制

备 HPLC 中。通常，从分析方法到制备方法的放大

和方法的优化需要以下 3 三个步骤：①优化分析方

法的选择性；②在分析柱上进行超量载样；③放大

到制备柱。目前，主要通过线性放大的原理优化从

分析到制备过程的操作参数[3]。 
2  制备型高效液相色谱方法的研究概况 
2.1  制备色谱柱的选择 
2.1.1  填料  王志祥等[4]考察了填料尺寸对柱效和

分离度的影响，认为采用小粒径的色谱填料可以明

显提高柱效和分离度，但填料粒径越小，柱压越大。

因此，在制备分离过程中，可以采用较小粒径的填

料，以提高难分离物质的分离效率。但在满足分离

要求的前提下，使用较大粒径的填料，可以提高制

备量。在制备色谱中常用的填料颗粒尺寸为 7、10、
12 μm。 
2.1.2  柱尺寸   目前高效制备柱的柱长一般为

20～50 cm，内径为 10～1 000 mm，王志祥等[5]考

察了柱尺寸对柱效和分离度的影响，认为增加柱长

可以提高制备分离效果，但会显著提高柱压。因此，

在制备型 HPLC 分离过程中，为了提高分离效率，

可以采用增加柱长的办法。但在满足分离度的前提

下，应尽量使用较短的制备柱，同时可以采用增加

柱内径的方法提高制备量。 
2.2  流动相的选择 

在选择制备色谱流动相时要考虑以下几个因

素：①流动相有利于分析物达到最佳的选择性；②

流动相的光谱特征（UV/荧光/质谱）对检测灵敏度

的影响；③容易从最后馏分中除去；④黏度低以降

低柱压；⑤流动相中难挥发性杂质对馏分纯度的影

响；⑥对样品有好的溶解性；⑦溶剂的成本。 
正相色谱所使用的溶剂是符合上述要求的，但

在反相制备色谱中，则需采用挥发性的缓冲溶液来

调节pH值，而不使用分析色谱中的盐缓冲溶液体系。 
2.3  上样量 

王志祥等[6]认为在满足分离要求的前提下，可

以采用柱超载方式操作，以提高制备量。当一次操

作所要处理的样品量较小时，宜采用质量超载方式

（维持较小的进样体积，增加进样浓度）；当一次操

作所要处理的样品量较大时，宜采用体积超载方式

（保持较小的进样浓度，增加进样体积）。 
2.4  样品前处理 

制备色谱柱由于处理的样品多，比分析柱子更

容易受污染，所以必要的前处理显得非常必要。萃

取、过滤、结晶、固相萃取等可以用以去掉杂质。 
2.5  馏分收集 

根据仪器设计的馏分收集器进行馏分收集，主

要有按时间进行馏分收集、按色谱峰进行馏分收集

和按质量进行馏分收集 3 种模式。 
将收集到的相同馏分合并后，在分析型的设备

上检测纯度，确定是否需要进一步纯化或调整分离

条件。 
2.6  纯化与后处理 
2.6.1  脱盐  一般采用离子吸附的方法去除。如

G25 脱盐，为安马西亚公司推出的葡聚糖凝胶，交

联度大，孔径小，对小分子的无机盐保留较大，而

对相对分子质量较大的有机物没有保留从而可以将

盐份脱除。 
2.6.2  去除流动相  一般采用减压旋蒸除去其中的

有机溶剂，然后用萃取的方法（如乙醚、氯仿萃取

等）把样品萃取出来，再低温再旋蒸，以得到产品。 
3  制备型高效液相色谱在药物杂质研究中的应用 

目前，制备型 HPLC 在药物中杂质的纯化与制

备方面得到广泛的应用。所用仪器多为 Shimadzu 
LC-8A、Waters 2525、Waters 600 系列。高效制备

液相色谱柱具有柱短、内径大、呈圆饼状的特征。

目前高效制备柱的柱长与常规分析柱相仿，一般为

20～50 cm，而内径为 10～1 000 mm，因此可以在

较大的流速下不致产生很高的柱压，从而获得较高

的产率。高效制备填料一般具有机械强度高，负载

量高，粒度分布范围窄，填料各批量之间重现性好

等特点。通常制备型 HPLC 每米的塔板数在 20 000
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以上[3]，所用填料粒径一般为 5、7、10 μm。制备

型 HPLC 所采用的洗脱方式主要有两种。一种是维

持流动相的热力学参数不变的等度洗脱法；一种是

改变流动相的一种或几种热力学参数的梯度洗脱

法。进行制备型液相色谱分离时，所用溶剂的纯度

很重要。即使含纯化合物的流动相溶剂中含有微量

的不挥发性杂质，当大量溶剂经蒸发后，其杂质浓

度就会增高。制备型液相色谱往往需消耗大量溶剂，

因此应在溶剂纯度与所用数量之间进行权衡。所用

流动相盐溶液多为醋酸铵、磷酸盐缓冲液。在制备

型 HPLC 分离中，可以采用一个进样阀（如六通进

样阀）将较大量的样品方便的注入柱子而不影响流

动相流动。通过更换样品环可以方便的改变进样量，

最大可达 10 mL。现代高效制备液相色谱法具有流

动相流速高的特点。流动相的线速一般在 5～10 
cm/min。应用实例见表 2。 

表 2  制备型高效液相色谱法在药物杂质中的应用 
Table 2  Application of preparative HPLC in study on impurities of drugs 

制备色谱条件 
杂质来源 

仪器型号 色谱柱 流动相 进样量 体积流量 
纯度/% 

曲格列酮[7] Shimadzu LC—8A Hypersil prep.ODS 
(250 mm×10 mm, 8 μm) 

0.025 mol/L 醋酸铵 -乙腈 -甲醇

（35∶55∶12）,pH4.5 
2 mL 2 mL /min － 

表阿霉素盐酸盐[8] Shimadzu LC—8A Symmetry C18 
(250 mm×19 mm, 7 μm) 

0.1 mol/L 醋酸铵-甲醇-乙腈（70∶
30）梯度洗脱 

10 mL 20 mL/min － 

依地普仑[9] Waters 2525 Xterra Prep MS C18 OBD 
(250 mm×19 mm, 10 μm) 

0.1%氢氧化铵溶液（三氟乙酸调

pH 3.3）-乙腈（75∶25） 
－ 100 mL/min 97.5, 98 

头孢地尼[10] Shimadzu LC—8A Hyper Prep.HS C18 
(250 mm×21.2 mm, 10 μm)

A 1%醋酸铵 B 乙腈 梯度洗脱 － 30 mL /min 97.2, 99.1, 98.7 

扎鲁司特[11] Waters W600 Develosil ODS MG-10 
(250 mm×20 mm, 10 μm) 

A 0.01 mol/L 醋酸铵 
B 乙腈-水（8∶2） 

－ 20 mL /min － 

多奈哌齐[12] Shimadzu LC—8A Hichrom-C18 
(250 mm×10 mm, 5 μm) 

0.01 mol/L 磷酸二氢钾–乙腈 
（50∶50）, pH 3.5 

2 mL 3 mL/min 93.5, 97.2, 98.5,
95.1, 96.3 

比阿培南[13] Waters  
W600 

Waters Sunfire C18 
(10 mm×150 mm, 10 μm) 

0.01 mol/L 醋酸铵-乙腈（93∶7） 0.7 mL 5 mL/min － 

氯吡格雷[14] Waters W600 Xterra MS C18 ODB 
(100 mm×30 mm, 5 μm) 

A 乙腈-10 mmol/L 磷酸钾缓冲液

(pH 2.3)（20∶80） 
B 乙腈-10 mmol/L 磷酸钾缓冲

液 (pH 2.3)（80∶20）梯度 

－ 20 mL/min 99 

氟康唑[15] Waters 2525 Waters Symmetry C18 
(100 mm×30 mm, 5 μm) 

0.01 mol/L 醋酸铵-乙腈（85∶15） － 25 mL/min 97, 99 

双氯西林[16] Shimadzu LC-8A Inertsil ODS 
(250 mm×20 mm, 10 μm) 

A 0.2 mol/L 醋酸铵溶液 
(冰醋酸调 pH 5.0) B 乙腈 梯度

－ 40 mL/min 99.0, 99.6, 97.0 

三氯苯达唑[17] Waters Delta 600 Symmetry C18 
(100 mm×7.8 mm, 5 μm) 

甲醇-水（75∶25） 5.0 mL 4 mL/min － 

雷奈酸锶[18] Lumtech 半制备 
液相色谱仪 

VenusilXBP-C18 
(21.5 mm×250 mm, 10 μm)

乙腈-10 mol/L 乙酸铵溶液（7∶
93）冰乙酸调 pH 4.0 

400 μL 8 mL/min － 

氯喹羟氯喹[19] Waters 2525 Waters symmetry C18 
(150 mm×30 mm, 5 μm) 

0.06%三氟乙酸水溶液-乙腈-异丙

醇（87∶12∶1） 
1 mL 40 mL/min 97.3, 98.8, 

96.3, 98.0 
苯甲酸利扎曲坦[20] Shimadzu LC—8A Inertsil ODS 

(250 mm×20 mm, 5 μm) 
A 0.2%冰醋酸 B 乙腈 梯度 － 30 mL/min 94. 0, 95.0 

头孢唑肟钠[21] Shimadzu LC—8A YMC Pack ODS AQ 
(250 mm×21.2 mm, 10 μm)

A 0.1 mol/L 醋酸铵溶液 
(冰醋酸调 pH 5.0) B 乙腈 梯度

－ 20 mL/min 96, 90, 98 

克林霉素[22] Waters Delta 600 SymmetryC18 
(100 mm×7.8 mm, 5 μm) 

甲醇：pH 7.5 磷酸缓冲液（60∶40） 5 mL 4 mL/min － 
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4  结语 
制备型 HPLC 是制备纯化杂质的一种很有效的

手段，具有产品纯度高、产率高、分离速度快等优

点。然而，由分析型色谱到制备型色谱过渡的理论

方面还不完善、色谱法的定性能力较差，填料的用

量大且价格贵，着眼于此类问题的深入研究，相信

制备高效液相色谱法会在药物杂质研究中显示出

更加广阔的发展前景。 
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