
作者简介：王杰（１９７７～），讲师，硕士，主要从事体内药物分析工作。

·基础研究·

不同填料固相小柱对多烯紫杉醇血浆样品萃取回收率的影响

王　杰 ，余　瑜

（重庆医科大学药学院　４０００１６）

　　摘　要：目的　以多烯紫杉醇为研究对象，考察固相萃取小柱的洗脱条件以及不同填料固相萃取小柱的萃取效率，从而确定

固相萃取多烯紫杉醇血浆样品的实验方法。方法　以水、乙腈及不同浓度的甲醇作为洗脱液对固相小柱进行洗脱，使用Ｐｈｅ

ｎｏｍｅｎｅｘＬＵＮＡＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），甲醇乙腈水（４２∶２６∶３２，ｖ／ｖ／ｖ）作为流动相进行高效液相色谱分析，确

定多烯紫杉醇在固相萃取小柱上的洗脱条件；通过比较不同固相填料的萃取回收率，选择最佳的固相萃取小柱。结果　可用

６０％～８０％的甲醇清洗；３种固相填料中以 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ柱为固相填料时样品的萃取回收率最高。结论　ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓ

ＨＬＢ柱的萃取回收率在９５％～１０５％，适用于血浆中多烯紫杉醇的分析。
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　　多烯紫杉醇（ｄｏｃｅｔａｘｅ１）为一类半合成的紫杉醇类抗肿瘤

药，它作用于细胞微管蛋白，抑制细胞有丝分裂而发挥抗肿瘤

作用，是现有药物中治疗转移性乳腺癌（ＭＢＣ）和非小细胞肺

癌（ＮＳＣＬＣ）最有效的单剂化疗药物
［１］。目前，有关多烯紫杉

醇及其相关制剂在生物体内的药代动力学研究已经在国内外

得到了较为广泛的开展［２５］。本实验采用固相萃取法（ＳＰＥ），

选择不同的固相填料，对多烯紫杉醇血浆样品进行前处理研

究，考察最适合的固相萃取条件。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱仪（美国Ａｇ

ｉｌｅｎｔ公司）；ＧＬ８８Ｂ型旋涡混合器（江苏海门市其林贝尔仪器

制造有限公司）；ＰＢ６０２Ｅ电子分析天平（瑞士梅特勒托利多

上海公司）；ＤＣＹ１６Ｓ型氮吹仪（青岛海科仪器有限公司）；

ＴＧＬ１６Ｇ台式高速离心剂（上海安亭科学仪器厂）；Ｗａｔｅｒｓ

ＯａｓｉｓＨＬＢ柱（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），Ｓｅｐｐａｋｖａｃｃ１８小柱（美国

Ｗａｔｅｒｓ公司），Ｓｔｒａｔａ小柱（美国Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司）。

多烯紫杉醇购自中国药品生物制品检定所（批号：１０６６６

２０１００２，纯度大于或等于９９．５％），紫杉醇购自中国药品生物

制品检定所（批号：１０３８２２００３０１，纯度大于或等于９９．５％），甲

醇、乙腈为分析级色谱纯（阿达玛斯公司），实验用水为高纯水。

１．２　色谱条件　ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬＵＮＡＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×

２５０ｍｍ，５μｍ，广州菲罗门科学仪器有限公司）；流动相为甲

醇乙腈水（４２∶２６∶３２，ｖ／ｖ／ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波

长：２３０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：２０μＬ。

１．３　固相萃取小柱洗脱条件考察

１．３．１　溶液的配制　分别取多烯紫杉醇对照品及内标紫杉醇

适量，精密称定，用流动相稀释成浓度均为０．１ｇ／Ｌ的多烯紫

杉醇对照液及紫杉醇内标溶；空白人血浆稀释成多烯紫杉醇和

内标紫杉醇浓度分别为０．０５ｇ／Ｌ和０．０２ｇ／Ｌ的样品液；另外

采用纯甲醇和高纯水分别配制成浓度为１０％、２０％、３０％、

４０％、５０％、６０％、７０％、８０％及９０％的甲醇溶液。

１．３．２　血浆样品的固相萃取　将 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ小柱用１

ｍＬ甲醇活化，１ｍＬ水平衡，加入１．３．１项下的样品液１ｍＬ，

用水分别预洗３次（Ａ１～Ａ３），每次１ｍＬ，弃去预洗液，再用１

ｍＬ乙腈洗脱（Ａ４）；另取 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ小柱１０支，分别

用１ｍＬ甲醇活化，１ｍＬ水平衡，加入上述样品液１ｍＬ，分别

用１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％

的甲醇各２ｍＬ进行洗脱（Ｂ１～Ｂ１０），洗脱液用４０℃氮气吹

干，１ｍＬ流动相重新溶解后０．４５μｍ微孔滤膜过滤。分别取

２０μＬ按上述 ＨＰＬＣ色谱条件进样分析。

１．４　不同填料固相小柱的萃取效率　取１．３．１项制备的多烯

紫杉醇对照品溶液和内标溶液，用空白人血浆稀释成多烯紫杉

醇低、中、高浓度分别为０．１、１．０、１０．０μｇ／ｍＬ的血浆样品溶

液（内标紫杉醇浓度均为１μｇ／ｍＬ），每个浓度５份，用水稀释

１倍，作为样品液。对 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ小柱，ＷａｔｅｒｓＳｅｐ

ｐａｋｖａｃＣ１８小柱及ＳｔｒａｔａＣ１８Ｅ小柱进行比较。分别用１ｍＬ
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甲醇活化上述固相小柱，１ｍＬ水平衡，加入多烯紫杉醇血浆样

品液，分别用１ｍＬ水预洗３次，弃去预洗液，２ｍＬ甲醇洗脱，

收集洗脱液，４０℃氮气吹干，适量流动相重新溶解，０．４５μｍ

微孔滤膜过滤。取２０μＬ按上述高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）条

件进行分析，得多烯紫杉醇与内标紫杉醇峰面积比为Ａ１。

另取１ｍＬ高纯水代替人血浆配制低、中、高３个浓度为

０．１、１．０、１０．０μｇ／ｍＬ的多烯紫杉醇对照品溶液（内标紫杉醇

浓度均为１μｇ／ｍＬ），不经萃取，按上述 ＨＰＬＣ色谱条件进样

２０μＬ分析，得多烯紫杉醇与内标紫杉醇峰面积比为Ａ２，按下

式计算：回收率（％）＝（Ａ１／Ａ２）×１００％。

２　结　　果

２．１　血浆样品固相萃取洗脱条件考察　采用 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓ

ＨＬＢ小柱为固相填料，以不同浓度的甲醇以及纯乙腈作为洗

脱剂时，结果见表１。从表１可知，采用 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ小

柱为固相填料，最大可用甲醇清洗的浓度为６０％，而最小洗脱

浓度为８０％，乙腈的洗脱能力与甲醇相差不大。考虑价格因

素，故以纯甲醇进行洗脱。

表１　　多烯紫杉醇和内标紫杉醇的清洗洗脱比较

样品 多烯紫杉醇峰面积 紫杉醇峰面积

Ａ１ ０．０ ０．０

Ａ２ ０．０ ０．０

Ａ３ ０．０ ０．０

Ａ４ ８８４．７ ６３９．５

Ｂ１ ０．０ ０．０

Ｂ２ ０．０ ０．０

Ｂ３ ０．０ ０．０

Ｂ４ ０．０ ０．０

Ｂ５ ０．０ ０．０

Ｂ６ ０．０ ０．０

Ｂ７ ３６．８ ４２．３

Ｂ８ ７５０．７ ５５６．６

Ｂ９ ８３２．２ ６２２．４

Ｂ１０ ８６８．５ ６５１．０

　　保留时间ｔ／ｍｉｎ。

图１　　空白血浆 ＨＰＬＣ色谱图

２．２　不同填料固相小柱的萃取效率　不同填料固相小柱对多

西紫杉醇的萃取回收率见表２，ＨＰＬＣ色谱图见图１和图２。

由表２可知，当以 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ小柱为固相填料进行多

烯紫杉醇的血浆样品萃取时，萃取回收率在９５％～１０５％，

ＲＳＤ平均值为４．２６％，适合用于血浆中多烯紫杉醇的测定。

使用该小柱的回收率和精密度均高于另外２种固相小柱。

表２　　不同填料固相小柱的萃取回收率（％，狀＝５）

含量

（μｇ／ｍＬ）

ＨＬＢ小柱

回收率 ＲＳＤ

Ｓｅｐｐａｋ小柱

回收率 ＲＳＤ

Ｓｔｒａｔａ小柱

回收率 ＲＳＤ

０．１ ９４．８ ７．５２ ８４．１ １１．８ ８９．１ ８．６１

１．０ １０４．３ ３．５７ ８５．５ １０．９ ９１．２ ５．２４

１０．０ １０３．８ １．６８ ９１．７ ６．７５ ９３．５ ３．２１

　　保留时间ｔ／ｍｉｎ（Ａ：内标；Ｂ：多烯紫杉醇）。

图２　　空白血浆加多烯紫杉醇和内标 ＨＰＬＣ色谱图

３　讨　　论

血浆由于含有胆红素而呈淡黄色液体，是血液的重要组成

部分；血浆的化学成分中，水分占９０％～９２％，其他１０％以溶

质血浆蛋白为主，并含有电解质、营养素、酶类、激素类、胆固醇

和其他重要组成部分。多烯紫杉醇为白色结晶性粉末，易溶于

有机溶剂。多烯紫杉醇血浆样品的前处理是体内药物分析工

作的关键步骤，直接影响整个测定的准确性［６７］。样品预处理

技术———固相萃取是由液固萃取和柱液相色谱技术相结合，主

要用于样品的分离、纯化和浓缩；与液液萃取法相比，可以更

有效地分离分析物与干扰组分，减少样品预处理过程，从而分

析物的回收率［８９］。固相萃取技术建立在液固相色谱理论，采

用选择性吸附和洗脱的方式对样品进行富集、分离和纯化，利

用选择性吸附与洗脱的分离原理［１０１１］。常用方法先让液体样

品通过吸附剂（保留其中被测物质），之后选用适当强度溶剂除

去杂质，最后用少量溶剂洗脱出被测物质，达到快速分离净化

与浓缩的目的［１２１３］。固相萃取作为样品前处理技术，在实验

室中得到了越来越广泛的应用［１４１５］。

固相萃取主要分为３类：正相固相萃取、反相固相萃取和

离子交换固相萃取。正相固相萃取所用的吸附剂都是极性的，

主要取决于目标化合物的极性官能团与吸附剂表面的极性官

能团之间相互作用，其中包括了氢键和ππ键的相互作用、偶

极偶极相互作用和偶极诱导偶极相互作用以及其他的极性

极性作用；反相固相萃取所用的吸附剂和目标化合物通常是非

极性的或极性较弱的，主要是靠范德华力或色散力（非极性非

极性相互作用）；离子交换固相萃取是靠目标化合物与吸附剂

之间的相互作用是静电吸引力。ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ小柱的填

料是由亲脂性二乙烯苯和亲水性Ｎ乙烯基 （下转第２６３４页）
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实验依据。
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吡咯烷酮２种单体按一定比例聚合成而成，吸附容量高，批次

间重现性好；美国Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公司的ＳｔｒａｔａＣ１８Ｅ小柱的填

料是高度疏水的十八烷基键合硅胶基质端基封尾键合相；美国

ｗａｔｅｒｓｓｅｐｐａｋｖａｃＣ１８小柱的填料是十八烷基键合硅胶。

ＨＬＢ小柱的另一优点是柱床干涸对提取影响不大，而另２种

小柱在样品上样前，柱床不能干涸，否则需重新活化。

本研究表明，使用 ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ小柱为固相填料进

行多烯紫杉醇的血浆样品萃取，比使用其他２种填料更加适合

用于血浆中多烯紫杉醇的测定。
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