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高效液相色谱法在体内药物分析中的应用和进展 ( 综述 )

张 兰 桐

药物 分析教研室

1 引 言 有机溶l kJ的采用液
一固吸附色谱法

,

用硅 胶 作

高 效 液 相 色 谱 法 ( H i g ll P e r f o r m a n c e 固定相
,

有机溶剂作流动相
;

溶 于水的药物
.

iL q o i d C h r 。 m a t o g r a p h y
,

H P L C ) 是六十 如果是非离子型的
,

采用反相液
,
一

液分配 色 潜

年代末发展起来的采用液体作流动相的
一

种高

效能色谱法
。

曾沿用高压
、

高速液相色谱法的

名称
。

自高效液相色谱法问世以来
,

发展和普

及寸
`

分迅速
,

每年有关 高效液相色谱法的文献

报道呈指数 函数增长
。

据报道 〔 1 〕 1 9 8 3年 美 国

化学文摘就收载了 2 5 01 篇文章
。

近年来
.

已 )
’ `

泛用于体液中药物的分析和代谢产物的研究
.

是临床化学检验
、

临床用药监护 以及药代动力

学研究等方面必不可少的手段之一
。

不仅具有

气相色谱法的优点
,

而且还弥补了气相色谱法

的缺点和不足
。

采用高效液相色谱法分析生物

体液中的药物浓度
,

具有快速
、

高效
、

灵敏度

高
、

专属性强等优点
,

可用 于不挥发的
、

可电

离的
、

对热不稳定的药物的分离测定
,

是近年

来在体液分析方 面应用广泛的一种分析方法
。

本文综述了高效液相色谱法在体内药物分析中

的应用和发展动向
。

2 H p L C法与测 定方法选择

2
.

1 H P L C 法〔2一 7“ :

高效液相色谱法 根

据所采用的固定相和特殊技术
,

分为液 一 固吸

附
,

液
一液分配 (又分为正相和反相色谱法 )

、

离

子交换
、

离子对 色谱 ( I 。 n 一 p a i : C h r o m a t o -

g r “ g h y
,

也有正相和反相之分 ) 和排阻 色 谱

法 ( 5 5z e E x c l u s i 。 n C h r o m a t o g r a p h y )
。

2
.

2 测定方法选择
:

H P L C法测定 体 液

中药物的浓度
,

其方法选择十分重要
。

首先必

须考虑被测组分的化学结构和溶解度
,

对于分

子量大于
一

万的化合物
,

可采用排阻色谱法
;

对于小分子的药物
,

一般视其溶解度
,

能溶于

,

常用十八烷 基化学键合相 (O D S )等作固定
,

川不 1司配比的甲醇
、

乙睛和水等极性溶剂

法相

作流动相
;
对于离子型的药物

,

可采用离子对

色潜或离
一

子交换色谱法
,

见图 l
。

i夜一 )夜分配 色

游 ( 反相 )

化学 曲合相
C 1 8 逻李尘

井井井

图 1 色谱往 和流动相 的选择 〔幻

实际测定 时
,

先选定色谱柱 和固定相
,

适

当改变流动相的配比直至达到良好的分离为 目

的
。

3 生物样本预处理

生物样本 中含有蛋 白质和其
`

}艺干 扰 性 物

质
,

可与药物相互作用
,

并影响色谱柱和检测

器的性能
。

如人血浆 中含有可溶性蛋白质
,

遇

到有机溶剂或加热时
,

蛋 白质将沉淀下来
,

而

影响柱的寿命
。

因此
,

在 H P L C分析之前
,

必须

先将生物样本净化 ( C l e a n u p o f b i o l o g i e a l

s a m p l e
)

,

以除去蛋 白质和其它干扰性物质
。

另外
,

由于体液中药物及代谢物浓度很低
,

还

须尽可能的加以浓缩
,

所以必须对样本进行适

当的预处理
。

样本的预处理方法主要有溶剂提取法
、

吸
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附法
、

膜过滤法等
。

常用的是溶剂提取法
,

大

多数药物可按照月
: 。 d i e 等经典的方法 进 行 提

取 眼酸性药物先酸化
,

碱
`

}生药物先碱化 然

后分另」提取到
一

与水不相混溶的有机溶剂中
,

也

可采 ! ij H o f n i n g 介绍的方法〔 透〕。

对 于某 些 水

i齐性离 子塑的化合物
,

可;服提取主弘
一

J
`

机济剂 卜

六
,

可加入适当的反离了
,

以离子对的形式提

取到有讥济剂 甲
,

将有机浴 .IJJ 相 花 低 温 ( 约

扣
’

C ) 班氮气流或干燥空气流吹 干
,

然 后 再

{ :少准溶剂溶解
,

供高效液相色谱法进样
。

对

于具有
·

定酸碱往的药物
,

可采 用二次提取法

同时进行分离和浓翁
。

对
一

l
二

反相色谱
,

可创水

扣食接进样
;

衬 犷正相色谱可将上述 有机相除

去
,

」: 酸拱巾方
1 ,入碱及另

一

比重大 的 一 机 济

刘
,

碱性药物即边入有讥栩
、

供正相色谱法进

{
、

丫
。

当不能用济剂提取时
,

可采叫薄层层析和

预柱处理
,

月吸 附的方法净化祥本
。

此外
,

还可

旧膜过滤法
,

通常采邓
一

定大小孔径的微孔膜

或超过滤膜过滤
,

!余去
一定分子量 以 上 的 物

质
.

如蛋白质
、

细胞 公
,

此法对样本中大分子

物质的预处理是很有泪的
。

关于生物样本的顶

处理和制备详见有关文献报道 〔” , 9 〕
。

4 卜4P L C法在体液分析中的应用

i H P L C法测定体液中药物及 其 代 谢产

物
,

可为药代动力学〔` 。〕
、

临床药理学和 毒 理

学 〔“ 〕等方 ! 1

1的研究提供科学依据
,

也是 药 浓

监测〔` 2一 ` “ 」不叮缺少的手段之
击 。

根据被观J样

本的不同 ( 血浆
、

血清
、

全血
、

尿液
、

唾液
、

脑脊液
、

胆汁等 ) 选择不问的预处理方法
,

使

祥本 }
’
的干扰组分应尽可能的少

,

这样才能使

往有较 沃的使用寿命
。

又于H P L C法用于治疗

药物监测中的
、

些 技术 问 题
,

详 见 有 关 报

通 〔 ` G , `了〕 。

在血药浓度测定及药物代谢的 研 究

方两 多采书反相H 尸L C法
,

一 般 常 形 O D S

杭
。

!动药物经过休内代谢后
,

一般代谢产物的

世性比药物本身的吸性大
,

在反相柱上先流山

比外
。

,立异内标 iI亨
.

应使内标物的 保 留 时 间

(t 。
)比药物的 t、 长 形替 以致不干扰代谢产物

的分离和测定
。

某些含氮的有机药物
,

可选 jtJ

反相离子对 H P L c 法
,

段更利等〔18J 综述
一

」
’

血
`
尸碱性药物浓度的高效液相色谱测定法

;

陆明

!雅等绷万述 了血 药 浓 度 测 定 及 国 l]A 研 究 动

向〔 i 。
,
2。〕。

仁国外 H P L C技术发展很快
,

夕补l挤已应
; i }

退、体液分析
,

每年有大货的文献报过
,

爪临床

用药监护等方而起着相当重要的 作月
。

至 飞洲
,

3

年M u 。 S 。 : 1 〔犯 〕著作中己收载了 2 50 多种药 物 的

H P L c 法测定
,

并详述
一

r 生物样本
、

色谱柱
、

流动相
、

检测器
、

并附有参考文献
。

国内 l % l

年开始用 犷体液分 析
,

楼 雅 卿 等〔“ ` 〕报 达 了
“

应 砚高压液相色谱分析法 i司时微 吐测定 人血

浆
,

:
,

苯妥英钠和苯巴比妥的浓度
”

的第 搞论

文
,

随之咐H P L C法测定体液
,

{
`

的药物浓度
`

寿

方面的研究报告逐年增多
.

应 *
;

; 也越 米 越 )
’ `

泛
。

1% 1一 : 招 7年共发表体液分析方面的研究

报告 66 篇
,

乓中体内测迈的综述性文章及其它

方而的文章达比篇
,

所涉及的药物达 50 余种
。

本文对国内50 种药物的体 内测定条件进行 了综

述
,

详见表 2
。

从发表的文献来看
.

H P L C法在药浓监测

和药代动力学研究方面占石相 当 大 的 比 例
.

,

1
一

I P L C 法 }
’

; 于冰液 分析 的 概 况 见 表 旦
、

l冬! 2
。

从表 1 得知
,

体液分析多采用反相 H P I
J

C

法 占叨肠以上
。

用紫外检测器
.

占83 肠
,

荧

光检洲器 占 13
.

6 肠 电化学检测 器 占3
.

4肠
,

体液分析 听采用的祥本
,

血浆占4 0
.

1肠
,

血洁

占 3 3
.

8%
,

尿液 占 1 2
.

了肠
,

组 织 占4
.

2帕 脑

脊液占2
.

8肠
,

唾派 占 1
.

4 00/
。

综上所述
,

现阶

段体液分析的样本多采用血浆或血清
,

用反扣

色谱柱以紫外或炎光炸检测器
。

5 H P L C法在体液分析中的发展动向

5
.

1 H P L C分析仪器的女展
:

近 年 未
,

H P L C技术的飞速发展
,

与仪洛的更新换代有

密切关系
。

从仪器本身的发展米看
,

上要是降

低柱外效应
、

研制新型的检测器和斑高自动化

水子
。

现代大多攻的H P L C仪都其有微处理 拄

制功能
,

可 以对泵的梯发
、

险测器
、

进样器
、

4主尔1热器 以及数据处理系统进行控制
。

仪器己
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序号 药物名称

休 液 中 药 物 的 Hp LC法 分 析 (坦妇 1夕 1旦 8

检 侧 器

7年 6月 )

生物 样本 色 谱 往 流 动相 V (/ V )内 标 物 最低检侧限 或浓度 事考文献

血 浆 硅 胶

毗 唾 困 血 浆 i L ehr s o or b51 6 0

正丁醉
一 饭仿

一乙酸 乙酸
一

10 %虹水
(0 21 0 2一 6 0 :3 )

乙酸 乙酸

荧光 检测 ZO ng

荧光检 侧 0
.

0 2拜g

脑 脊 液 Li ehr os or 5 b1 6 0 乙酸 乙醋 荧光检 测 0
.

01拼g

药学学报
1, 83 一 1 8 ( 6 ) : 4 0 1

.

中国临 床药 理学杂志
19 8 5 . 1 ( 8 ) : 2 1 6

。

新 药与临床
1 9 8 7: 6 ( 1 ) : 1 2

。

笨 巴 比 妥 血 浆
笨妥 英钠

O D S 5 5% C H , O H一 H : 0 U V
一
Z o o n m s

一

(对 一甲苯基 )
-

5一苯妥英

北京医学 院学报
19 8 1一 1 3 ( 4 ) . 2 7 3

。

苯 妥英钠 血 浆 O D S C H , O H
一

H 留 0 ( 5 5 : 4 5 ) U V 一 2 0 0 n m 5
一

(对
一 甲苯基 ) -

U V 一 2 2 O n m s
一

苯妥 英

药学学报
1 9 8 3 一 1 8 ( 7 ) : 4 8 7

.

药学通 报
1 9 8 2 . 1 7 ( 4 ) 一 5 3

。

青背贻 血 浆
双 级青商 素

Y W G
一

C i 日 e H 3 o挤
o

.

o 3 M ( N H 。 ) : 5 0 ` 一冰 H ^ e 电化学极 谱

( 5 5 : 4 5 . 0
。

1 ) 检 侧
药 学学报
主9 8 5 * 2 0 ( 6 ) . 4 5 7

.

利多卡因
布比 卡 因 血 浆
丁卡 因

Y W G
一

C , B

改性 C H : O H ( s o o m lC H : O H 中加 o
.

s z m l

丁 胺
,

很 匀后加人 o
.

3 0 m l的冰 H A C ) U V 一 2 2 o n m 异博停

一水 ( 7 5 : 2 5 )

0
.

0 3拼g / m l
o

。
0 5料g /m l

0
.

1 0产 g /m l

药学学 报
1 9 8 4一 1 9 ( g ) . 6 1 1

。

血 浆 Y VV O
一

80 C F C I : 一C H , O H
一

浓氮水
( 9 9

。
3 5 : 0

。
6 0 : 0

。
0 5 )

C H a 0 H
一

0
.
1 2 5 M确酸 盐缓冲液 ( P H 7

。
s )

( 6 0 : 4 0 )

U V
一

2 5峨n m 安 定 0
.

2拜g / m l

血 浆 YW G 一 10 拼

乙胺碘 吠酮 血

( 胺碘酮 )

浆 N u e l e o s i l

C i 日
C H 习O H

一

H 20
一

冰 H A C ( 1 0 0 0 : 6 1 0
。
9 )

U V
一
2 5相m Z 产 ( 2 一经基

一
3
一

丙胺基 0
一
0 5尸g / m l

丙 氧基 ) 一 S
一

苯基
一

苯丙

附

U V
一
2 5 屯n爪 N 一 ( a 一二 乙 胺乙 墓卜 s , 0

.

5拼 g /m l
4 , 5一 三甲氧基笨 甲酸
邻 甲苯顺丁二 烯酸 盐

药物 分析杂 志
1 9早6 , 6 ( 1 ) , 3 8

.

中国医院药学杂 志
19 8 7一 7 ( 1 ) : l

。

血 浆 Y W G
一

C N 改性 C H aO H ( 50 0m 1C H 3 0 H 中加入 0
。
2 5

m l丁胺
,

握匀
,

再 加 1
。

0 m l l : 1冰 H人 C )

U V
一
2 5 透n m 回苏灵

上海 第一医学院学 报
1 9 8 3 , 1 0 ( 6 ) 一 3 5 9

。

中国医 院药学杂 志
19 8 4一 4 ( 1 2 ) . 1

。

药学学报
1 9 8 4 , 1 9 ( 6 ) 1 4 6 1

。

中国临 床药理学杂 志
1 9 86 , 1 ( 1 ) , 5 2

。

7 炎痛喜康 血 清 丫飞V G
一

C “ 0
.

2 M N H魂 A C
一

C H 名O H ( 1: 1 ) U V
一
2 5 4 n m 非那 西 T 0

.

0 5解g / m l 药 学学报
1 9 8 6 , 2 1 ( 9 ) : 6 9 2

.

普蔡洛尔
8

( 心得 安 )

Y WG
一

C i 色

O D S

C H 各O H 一H : 0 一

礴故盐缓 冲液 ( g z . s t l ) U V 一 2 3 2 n tn

C H s 0 1I一 1 0 M K H , P O ` ( 7 。 : 3。 ) 荧光检 侧

s o n g / m l

1
.

o n g / m l

药 学学报
1 9 8 7 一 2 2 ( 8 ) . 2 3 8

。

药 物分析杂 志
1 0吕 7一 7 ( 1 ) 一` 5

。

浆桨血血

匀 攀 必 利 血清 , 尿 丫、 V G
一

C I 。 C H 3 0 1 1
一

三 乙 胺 ( 1 0 0的
. 0

.

选。 ) U V
一
2 5 4 n m 胃 复安 s n g 药 学学报

1 9 56 , 2 1( 1 2 ) t 9 1 7
。

新药与
l资床

19 8 6 , 6 ( 8 ) 留 3 2 5
。

10 无环鸟节 血浆 , 尿 YW G
一

C j 3 7 % C H : O H 水溶坡 (含 o
.

o o 2 5 M 庚烷破 U V
一
Z s d n m

故钠 和 0
一

0 0 5M 的 N a A C )

0
.
5料g lm l 医 药工 f

19 8 6 , 1 7 ( 7 ) . 2 1
。

中国临床 药理学杂 志
19 85 一 1 ( 8 ) : 1 8 3

。

11 双 吠喃氛 眼啥咤 血 浆 Y W G
一

青岛硅胶 C HC I 3一 乙酸 乙 始 ( 1: 1 ) t份
一
2 5 4 n m 吠喃丙 胺 0

.

0 5朴 g / tn l 药物 分析杂 志
1 9 8 4 一 4 ( 4 ) , 1 牙3

。

1 2 氛 地孕酮 O D S C H 3 0 H 一 H 2 0 ( 4 0 . 6 0 ) U V 一 2 8 0 n rn 2一 5 x 10一名 医药 工业
19 8 3 . 1 4 ( 9 ) . 1 8

.

织浆

1 3 甲地孕 酮 浆 YW G
一

C i 。 C H 盔O H
一

H , 0 “ 3 : 2了 )梯度洗 脱 U V
一

2 5 4 n m 哈酸 炔诺网 i 6 n g /m l 药学通报
1 9 8 6 . 2 1

上 海医科

血组一血

( 7 ) . 4 3 7
。

大学 学报
1 9 8 6 , 1 3 ( 6 ) : 4 16

.

雌 阴 〔E , )
1 4 雌二 醉 ( E 史 ) 尿

雌三阵 〔 E 3 )

Y W G 一 5拜m

环己烷
一

C H C I舀
一

三 乙胺
一异丙醉

( 5 : 日5 : 1 0 r 1 2 )

荧光检洲

0
。

0了s n g

0
。
0 5 n 名

0
.

15 n g

医 药工业
1 9 8 3 , 1 4 ( 7 )、 4 心

.

15 尼可地尔 O D S C H : O H 一H 全 0 (了0 *

油 ) t丁V
一

2 5 4 n爪 尼泊金 乙命 Z o n 名 / m l 药 学通报
1 9 8 6 一 2 1 ( 右 ) : 2 7 3

。

飞6 级 撼平 血 清 Y W G
一

C l . C H 3 0 H 一H , 0
一

四甲墓 乙 二胺 一冰 H A C 1 3V 一 2 5 ` n m 安 定

( 6 7 : 3 3 . 0
。
4 . 0

。
3 2 )

s n 吕 /m l 药学通报
1牙8 弓 r 2 1 ( 8 〕: 5 0 6

.
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名 2 我国 H P L C法在体液分析中的发展状况

发展成整体结构
,

微机控制器还可 对 柱 切 换

( C o l u m n S w i t c l: i n g )阀
、

柱后反应器的泵
、

低压配液泵等外部元件进行控制
。

另外 H P L C

装置的微型化是其发展的一 个趋势
。

七十年代

的注射泵 由于在使用及清洗过程中溶剂消耗太

大而失去生命力
,

微型化的H P L C 由于溶剂用

量少
,

因此又开始采用这种注射泵
,

用微型柱

可节约溶剂 95 %
。

据报道用 3拼m 微粒填料的短

柱 ( 5 ~ l o e m )
,

可在 l 秒钟内出 三 个 峰
,

并且每 米的理论塔板数超 过 10 万
。

微 型 化 的

H P L C在设计中特别强调了减少柱外效应造戊

的分辨损失
,

因此可达到高效之 目的
。

随着微

型化的要求
,

输液泵
、

色谱柱
、

检测池以及相

应的连接管路系统
、

进样器等都因微型化的要

求而各有创新
。

此外 H P L C 检测器的研究工作

一直处于发展阶段〔“ ” 〕
,

从 目前的文献来 看
,

光吸收式检测器仍居首位
,

占检测器总数的 67

一 71 肠左右〔“ “ 〕 ,

其中分光型的检测器在绝对量

和增长速 度 上 更 居 第 一
。

电 化 学 检 测 器

( E C h D )的发展速度也较快
,

新 出现的快速扫

描光电二极管列阵检测器受到了很大的重视
,

可得 到整个光谱区所有的信
一

号
。

对于某些药物

的分析
,

激光荧光检余111器 ( L
a S e : f 1u o r o s c e n c 。

d e t e c t o r
)将是有发展前途的〔“ .

。

为了得到更

多的检测信号
,

可将儿种简单的检测器联 用
,

或使川多通道检测裸 以及快速扫描的检测器衬

到三维图谱( T h r e 。 d im e n s i o n a l c h , o m a t o -

g r a p h y )
,

再借助计算机技术对未知岭定性或

准别未分离峰
。

简单的检测器联用
;

卜以 u V 一 E C

便用较广
,

特别是对生物样本的分析
,

其它如

荧光检测器也有不少应用
。

5
.

之 从药浓监测的必要性 看H P L C 技木

的发展
:

随着世界新技术革命第三次浪潮的兴

起
,

生命料学的探索受到极大的重视并将深刻

影响到人类的生 活和发展
。

作为生物仄学的重

要分支药学科学的发展也反映 了这一动向
,

药

学科学从 以往 以物质为中心转移到 以与生命科

学结合的基础上来
。

国外有关学者早在 197 6年

就提及
“

体液中药物浓度测定 已成为药物分

析工作者的一 种主要任务
。

I[ 前治疗药物监测

( T 11 e r a p e u t i e d :
·

。 9 o o n i t o J
一

i n g
, ’

I
’

D M ) 」
-

作迅速发展
,

在发达国家 T D M 己成为临 床 医

学的常规性工作
,

血药浓度的分析方法 日趋 自

动化 使临床能在短时间内得 知患者的
.

血药浓

j过
,

再通过 、卜算毛J毛的分 };寸不
一

:【! i` (
`

r i m 。 一 : l , a r e 、
l

c o m p “ t e r p ,
·

o g r a m )使个杯又化给药方案 的 贷诬

定不仅更为准确可靠
,

而且也更加简便易行
。

我国应明 H P L C法分析体液
`

补的药物浓度起步

较晚
.

到 1 ,别年只有
一

篇文献发表
,

随着 T D M

的 发展 这 技术得到 了进 步的
卜

沙 〕
。

从
,

};

文统计的数字来否
,

发及速 度校快
,

几为药浓

监洲和体液分析中的重要
_

_

获 终 之
。

! ! 丽
,

H尸L C 高灵敏度的检洲器不断 戈展
,

商性茂的

填充剂相继出现
,

衍生 f以式刘的种类繁名
,

为

遇热不稳定和微派及超微 认爪甘人介析创选
一

j’ 有

利 条 片
。

另 外
,

H P L C 与红 外 以尺)
、

质 洁

( M S )
、

核滋共振 ( N 人
,

IR )等技术的联川
,

J义及
一

汁算讥数据处理 和操 炸程序于乞姆全自动化的报

大发展
,

必将使 H P L C 技术
一

东体 内药物 分析中

应用的更加广泛
。

5
.

3 H P L C技术在休液分析中的国 J勺外
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研究动向
:

国内统计数字指出
,

反相 H P L C法

用于体液分析占有相当大的比例
,

国外目前发

表的文献展示
,

离子对反相高效液相色谱法在

体液分析中的应用日益增多
,

是一 门很有发展

前途的 H P L C分析技术
,

在国内仅有三篇文献

采用离子对反相 H P L C法测定
。

从方法本身的

发展来讲
,

大有取代离子交换色谱法的趋势
。

另外由于H P L C 法的流动相可以千变万化 加

之品种繁多的固定相
,

因此色谱系统可以有多

种多样的纤l合
,

从而在极大程度上提高和扩大

了 H P工C的选择性和应用范围
,

加之 H P L C法

可直接测定对热不稳定的药物
,

不需经过衍生

化
,

所 以近年来 H P L C 法在体液分析方而 己逐

渐取代 r 气相色谱法
。

在某些发达国家即使采

用了均相酶放大免疫分析技术 ( E M I T )和荧 光

偏振免疫分析技术 ( F P I A )
,

也需用高效液相

色谱技术进行数据对照
。

对于那些进行开拓性

工作的实验室来说
,

H P L C更是必不可少的分

析手段
。

体液分析所采用的样本
.

一般采用血浆或

血清
。

另发现唾液中的药物浓度与血浆中的成

正比 分布
,

见表 1
,

故可用唾液代替血浆
。

因唾

液中测得的原药浓度是游离状的
,

对药物临床

监护及药代动力学研究更符合实际
。

唾液取样

方便
,

患者无痛苦
,

但含原药极少
,

要求测试

方法的灵敏度更高
,

是今后分析
_〔作者的主要

任务之
。

随着复合脱氧核糖核酸方法的持续

发展以及对人类蛋白质激素的充分利用
,

在生

物体液
`

卜测定蛋白质结合药物也变 得 更 为 重

要
。

为此
,

H 尸L c 法和 超 临 界 流 体 色 谱 法

( S u p 贬: ,
·

、 , i t i C : L
l f l t : id C }飞 r o m a oo : r a p h y )将

提供 光辉的前景〔 2 5〕
。

( 本文承孙嘉个
、

何春馥教授审阅
·

并

致谢
一

)
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