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建立固相萃取及毛细管电泳法快速检测血浆和尿液中喹诺酮类药物洛美沙星%加替沙星%环丙沙星和氧氟沙

星的方法&方法
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&样品经固相萃取后进样分析&结果
!
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种喹诺酮类药物在
1@35

内完全分离&在
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$
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浓度范围内!洛美沙星%加替沙星%环丙沙星和氧氟沙星峰面积和浓度的线性关系良好!相关系数
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分别为
*(00)6

%

*(0061
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*(00)$

和
*(007'

&尿液和血浆中
7

种喹诺酮类药物加标回收率为
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$
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!精密度相对标准差"
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$为
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&结论
!

该方法具有快速%简便%准确度和精密度高等特点!适用于血浆和尿液中洛美沙星%加替沙星%环丙沙星和氧氟沙星水

平的快速检测&
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喹诺酮类药物是一类具有
7#

喹诺酮母核的化学合成抗菌

药物'
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#具有抗菌谱广和抗菌活性强等众多优点'

7#1

(

#被广泛

应用于医学和兽医临床)但是该类药物对人体有一定的毒副

作用'

6#&&

(

#过量使用会造成动物性食品药物残留#人体内耐药

菌和环境耐药菌的产生形成严重威胁'

&'#&$

(

)因此#开发高效

检测方法对确定给药剂量*研究药代动力学和药物浓度监测具

有重要意义)本文将毛细管电泳和固相萃取$

/L.

&技术结合

起来#用于
7

种喹喏酮药物的同时检测#取得了良好效果)
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材料与方法

A(A

!

仪器与试剂
!

-:<C@?5L

"

+X. SMh

毛细管电泳仪

$

X+

#

b/+

&#配备二极管阵列检测器#
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#德国&)熔融石英毛细管$河北永
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反相萃取柱*
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离子交换柱*

Y?;:A4f?434SXW

混合型固相萃

取柱均购自深圳佰森生物技术有限公司)氢氧化钠*盐酸*十

水磷酸氢二钠*二水磷酸二氢钠*硼砂*硼酸*柠檬酸钠和柠檬

酸购自国药集团化学试剂有限公司)洛美沙星$批号
&$*7%'#

'**0*'

&*加替沙星$批号
&$*%&)#'**7*'

&*环丙沙星$批号

&$*7%&#'*&'*$

&和氧氟沙星$批号
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&对照品购自

中国食品药品检定研究院)
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缓冲液及样品制备
!

缓冲液配置方法如下)分别配制
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的
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磷酸盐缓冲液#
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的
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的
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柠

檬酸盐缓冲液)洛美沙星*加替沙星*环丙沙星和氧氟沙星对

照品在试验前用纯水配置成不同的浓度)尿液样品制备方法

如下)收集男性健康志愿者尿液#加入相应浓度的
7

种对照品

后#直接进样分析)收集男性肾炎患者蛋白尿#加入相应浓度

的
7

种对照品后#经
/L.

后#进行分析)血浆样品制备方法如

下)取
'(*@"

人血浆#加入相应浓度的
7

种对照品)加入
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甲醇沉淀蛋白#
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离心
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#取上清液#经

/L.

后#进行分析)
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条件
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反相萃取柱条件为取样品溶液
&(*@"

上样#分别用
%(*@"

水和
%(*@"

甲醇进行淋洗#

%(*@"

甲

苯洗脱)洗脱液用氮气$

U

'

&吹干#残渣用
&(*@"

纯水复溶)
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离子交换柱和
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混合型

固相萃取柱条件!样品溶液调节
=
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至
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#取
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上样)

分别用
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水和
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甲醇进行淋洗#用
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的
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氨水
#

甲醇$
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&溶液洗脱#洗脱液用
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'

吹干#残渣用
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纯水复溶'
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毛细管电泳分析方法的建立
!

毛细管电泳分析条件如

下!用
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"

"OX>

*

*(&@8>
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*水*电泳缓冲液冲洗

毛细管各
%@35

#然后在
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电压下#预电泳平衡
%@35

)样

品在
*(%

=

43

压力下进样
$4

#然后在
&$CT

电压下进行分离#

柱温为
'*[

#检测波长
')*5@

)方法准确性考察!取尿液和

血浆样品各
$

份#分别添加低*中*高浓度的
7

种喹喏酮药物

%

*
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和
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#

J

"
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)按
&('

项中样品制备方法操作#每个水平

平行加入和测定
%

次#考察低*中*高
$

个浓度组的平均加样回

收率)方法精密度考察!取尿液和血浆样品各
$

份#分别添加

低*中*高浓度的
7

种喹喏酮药物
%

*
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和
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#
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)每个浓

度水平平行加入测定
%

次#计算各浓度组的精密度)

B

!

结
!!

果

B(A
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缓冲液
=

O

值对分离效果的影响
!

缓冲液
=

O

值影响着

分析物的电泳淌度和电渗流大小#是电泳过程中重要的优化参

数)研究考察了在
=

O$(6

$

&*(%

的范围内#

7

种喹喏酮药物

的分离效果#结果如图
&

所示$见,国际检验医学杂志-网站主

页.论文附件/&)在酸性条件下#

7

种喹喏酮药物无法分离)

在
=

O0(*

条件下#

7

种喹喏酮药物基本分离)进一步增加
=

O

至
&*(%

#分离度降低#环丙沙星和氧氟沙星基本重合#无法分

离)因此选择
=

O0(*

作为优化的电泳条件)

B(B

!

电解质种类对分离效果的影响
!

考察电解质种类对分离

效果的影响#结果如图
'

所示$见,国际检验医学杂志-网站主

页.论文附件/&)在磷酸盐缓冲液中#洛美沙星和加替沙星无

法基线分离)在柠檬酸盐缓冲液中#环丙沙星和氧氟沙星完全

重合)在硼砂缓冲液中#

7

种喹喏酮药物完全分离#具有较好

的分离度和柱效)因此选择硼砂缓冲液作为优化的电泳缓

冲液)

表
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7

种喹喏酮药物线性回归数据$检出限和定量限

样品 回归方程
<

线性范围

$

#

J

"
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&

检出限

$

#

J

"

@"

&

定量限

$

#

J

"

@"

&

洛美沙星
0]1)&()',a$$&7 *(00)6 &

$

7* *(&7% *(7)$

加替沙星
0])$7($',a7*&$ *(0061 &

$

7* *(&7$ *(766

环丙沙星
0])$0(%$,a$&1$ *(00)$ &

$

7* *(''' *(67*

氧氟沙星
0]6*'(71,a$%7* *(007' &

$

7* *(&1& *(%$6
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!

线性*定量限和检出限
!

对
&

*

%

*

&*

*

'*

和
7*

#

J
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的
7

种标准品进行电泳分析#以浓度对峰面积进行线性回归#

7

种

物质线性关系良好)以
$

倍信噪比$

/

"

U

&对应分析物浓度作

为检出限#

&*

倍信噪比对应分析物浓度作为定量限#

7

种喹喏

酮药物的相关数据如表
&

所示)

B(D

!

/L.

模式选择
!

为了检测血浆等复杂样品中的药物#

/L.

是常用技术手段)如图
$

所示$见,国际检验医学杂志-网

站主页.论文附件/&#考虑到第三代和第四代喹喏酮药物含有

喹啉六元稠杂环及吡嗪结构#该类药物具有一定的疏水性及碱

性)因此#研究考察了反相*阳离子交换和混合型
/L.

三种模

式来提取喹喏酮药物)其中#

X&)

柱为反相萃取柱)

/XW

柱以

硅胶为基质键合对丙基苯磺酸官能团#是一种强阳离子交换

柱)

f?434SXW

是磺酸基取代的二乙烯基苯和
U#

乙烯基吡咯

烷酮的共聚物#结构如图
$

所示#是混合型阳离子交换反相吸

附柱#提供了双重保留模式!离子交换和反相)研究不同萃取

模式对
7

种喹喏酮药物的提取效果#结果见图
7

$见,国际检验

医学杂志-网站主页.论文附件/&)在
X&)

柱上样后#考察不

同比例的甲醇
#

水溶液*乙酸乙酯*正己烷和甲苯洗脱能力#结

果显示只有甲苯洗脱具有较高的回收率#但甲苯对人体具有致

癌等危害性)在优化的条件下#

/XW

强阳离子交换柱对
7

种

喹喏酮药物的回收率仍然偏低)

f?434SXW

混合型萃取柱具

有最好的萃取效果#且洗脱溶剂为
%_

氨水
#

甲醇$

DlD

&溶液#

较为安全)因此#选择
f?434SXW

混合型萃取柱作为优化的

萃取模式)

表
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尿液和血浆中
7

种喹喏酮药物加标回收率%

_

&

样品
低浓度$

%

#

J

"

@"

&

尿液 血浆

中浓度$

'*

#

J

"

@"

&

尿液 血浆

高浓度$

7*

#

J

"

@"

&

尿液 血浆

洛美沙星
)0(7 )%(7 0'(' )&(0 ))(& 0)(0

加替沙星
0&(1 )*(6 00(* 01(% )1(0 &*6(1

环丙沙星
0*(0 &*&() )$(6 0$(' 0'(% )*(7

氧氟沙星
)$(' 07($ &*$(7 )*(& 0*($ )6(6

B(H

!

样品测定
!

为了考察方法在实际检测中的应用#将健康

男性志愿者尿液收集#加入
7*

#

J

"

@"

的
7

种对照品后进行分

析#结果见图
%?

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附

件/&)

7

种喹喏酮药物完全分离#且受到其他杂质的干扰少#

说明建立的毛细管电泳方法可以直接用于检测健康人尿液样

品#而不需要预先进行
/L.

纯化)肾炎患者的蛋白尿加标样

品分析结果见图
%G

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附

件/&#

7

种喹喏酮药物的电泳峰变宽#且与其他杂质的电泳峰

发生重合)将该样品经
f?434SXW

柱萃取后进行分析#结果

见图
%<

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/&#几乎

所有杂质峰全部消除#说明混合型固相萃取技术联用毛细管电

泳适用于检测复杂尿样中的喹喏酮药物)考察方法在血液样

品分析中的应用潜力#在人血浆中加入
7*

#

J

"

@"

的对照品

后#直接进样分析#结果见图
1?

$见,国际检验医学杂志-网站

主页.论文附件/&#大量的杂质干扰检测)将加标血浆样品经

过
f?434SXW

柱萃取后进样分析#结果见图
1G

$见,国际检验

医学杂志-网站主页.论文附件/&#杂质峰全部消除)

$6

岁男性

肾炎患者#体质量
%)C

J

#以
'**@"

水送服环丙沙星
'

片$

%**

@

J

&#于服药后
&E

取静脉血#经过
f?434SXW

柱萃取后进样分

析#测得血药浓度为
'(*7&

#

J

"

@"

#与文献'

&6

(报道基本相符#

说明该方法适用于检测血浆中的喹喏酮药物)方法准确性的考

察结果见表
'

#蛋白尿中
7

种喹喏酮药物各浓度组的平均加样

回收率为
)$('_

$

&*$(7_

)血浆中平均加样回收率为
)*(&_

$

&*6(1_

)结果显示方法的准确性良好)精密度考察结果见

表
$

#蛋白尿中喹喏酮药物低*中*高
$

个浓度组的精密度相对标

准差$

/̀M

&为
'(&_

$

%()_

)血浆中喹喏酮药物各浓度组精密

度为
$($_

$

1('_

#结果显示方法精密度良好)

+

*$$'

+

国际检验医学杂志
'*&%

年
)

月第
$1

卷第
&1

期
!

!5;R"?GS:9

!
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J

B4;'*&%

!

T8>($1

!
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表
$

!!

尿液和血浆中
7

种喹喏酮药物精密度考察

样品
尿液精密度$

/̀M_

#

#]%

&

低浓度$

%

#

J

"

@"

& 中浓度$

'*

#

J

"

@"

& 高浓度$

7*

#

J

"

@"

&

血浆精密度$

/̀M_

#

#]%

&

低浓度$

%

#

J

"

@"

& 中浓度$

'*

#

J

"

@"

& 高浓度$

7*

#

J

"

@"

&

洛美沙星
$() 7(7 %(% $($ %(& 7(0

加替沙星
7(' %(1 7(6 7() $($ 1('

环丙沙星
'(% $(0 7(1 $(7 $(1 %(6

氧氟沙星
'(& 7(' %() $(6 7(7 %(1

C

!

讨
!!

论

喹喏酮药物常规的分离检测方法有气相色谱法*高效液相

色谱法及质谱联用法'

&)#'*

(

#需要繁琐的衍生化*耗费大量有机

试剂或者昂贵的仪器)毛细管电泳具有快速*高效和低耗等优

势)此外#喹喏酮药物结构中含有苯并杂环和羰基*羧基和杂

原子等组成的共轭体系#在紫外区具有特征性和强的吸收)因

此#本文使用毛细管电泳和
M+M

检测器#建立相应的检测方

法#不需要特殊昂贵的检测器'

'*#'&

(

)其中#用于样品处理和纯

化的
/L.

技术是关键)

文献'

''#'%

(报道用于分析生物和环境样品中喹喏酮药物

的固相萃取柱主要有
X&)

柱和
f?434O"-

柱$亲水亲脂平衡

型固相萃取柱&

'

'1#')

(

#其原理均为反相保留机制#少有研究报

道离子交换或混合保留机制)考虑到临床使用的喹喏酮类药

物在
X#$

位含有羧基#

X#6

位连接哌嗪等含氮碱性基团#属酸

碱两性化合物)因此#本文首次系统地考察了反相$

X&)

&*离

子交换$

/B

=

:><>:?5"X#/XW

&和混合型离子交换反相萃取柱

$

Y?;:A4f?434SXW

&对喹喏酮药物的萃取效果)结果显示#混

合型固相萃取技术具有最高的回收率#且使用的洗脱溶剂较为

安全)

使用
f?434SXW

混合型阳离子交换反相吸附柱对样品进

行萃取后#进行毛细管电泳分离分析)

1@35

内
7

种喹喏酮药

物完全分离#无杂质干扰)本方法样品处理过程简单*快速#具

有良好的准确度和精密度#适用于尿液和血浆样品中上述
7

种

喹喏酮药物的快速检测)
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!!

各年龄组
Y-X

五分类结果

年龄组$岁&

#

U.

D

0%_AH

"d

D

0%_AH

Sf

D

0%_AH

.f/

D

0%_AH

&

$$

$ &&% $& '0

$

$' %0 %)

$

1& 1 1(*

$

1(6 $($ '(01

$

$(67

$

$$

1 &7% 7% 7$

$

71 7% 7$

$

71 6 1(7

$

1(0 '(0 '(%$

$

$($$

1

$$

0 &$0 %& 70

$

%' $0 $)

$

7* 6 1(7

$

1() '(0 '(11

$

$(&6

0

$

&' &'6 %% %&

$

%) $1 $$

$

$0 6 1(&

$

6(* '(% &(07

$

$(*1

C

!

讨
!!

论

C(A

!

)

项血常规参数参考范围比较
!

本文设置了
7

个年龄组

研究了儿童血常规参考范围的差异#血常规
)

项参数除
Y-X

计数外在各年龄组之间无明显差异#建议使用同一参考区间#

Y-X

计数经统计
&

$$

$

岁组*

$

$$

1

岁组*

1

$

&'

岁之间差

异有统计学意义$

;

$

*(*%

&#

Y-X

计数呈年龄递增而递减#与

孙宝苓等'

$

(相同年龄组的研究结果比较接近#建议在
&

$$

$

岁*

$

$$

1

岁*

1

$

&'

岁进行分组)

1

$

&'

岁儿童
Y-X

$

7('7

$

&*('7

&

&̂*

0

"

"

与国内成人静脉血$

$(10

$

0(&%

&

W&*0

"

"

比

较基本接近'

7

(

#与国外报道的文献比较还存在一些差异'

%

(

#但

&

$

&'

岁儿童
OG

*

SXT

*

-̀X

计数*

SXT

和
SXO

等参数均

低于成人水平#与儿童造血系统仍然处在生理发育阶段有关#

SXOX

与成人基本相同)与昆明地区儿童相比#发现红细胞

计数和血红蛋白均较低#可能与昆明云贵高原地区的地理位

置*环境等因素有关#高海拔地区由于空气中氧饱和度减少#造

成生理上正常代偿引起
-̀X

*

OP-

计数的升高'

'

(

)

C(B

!

Y-X

分类参考值范围的比较
!

Y-X

分类主要依据中性

粒细胞和淋巴细胞的变化#

Y-X

分类在不同年龄阶段存在统

计学差异$

;

$

*(*%

&#需要按照不同年龄组设置不同的参考值

范围#笔者发现
&

$

&'

岁儿童随着年龄的上升#中性粒细胞百

分比呈上升趋势#而淋巴细胞百分比则随之下降#这与国内外

的相关文献'

&

#

1

(研究结果一致)

C(C

!

血常规中的
Y-X

计数和
Y-X

分类是临床医生诊断和

治疗疾病的重要实验室指标#尤其在儿科急性发热中#如何快

速简便的区别细菌性感染和病毒性感染是诊断的重要手段#可

以为临床合理利用和选择抗菌药物提供帮助#所以建议在日常

检验工作中按照儿童的生长发育特点#分不同的年龄和项目合

理的建立不同的参考值范围#在建立参考区间的同时#需要有

临床医生积极参与配合#经双方全面的沟通认可后进行确认#

从而为临床提供更加准确*便捷的诊断#可以避免由于使用同

一参考区间带来异常结果的提示和患者家属的疑问)单核细

胞和嗜酸性粒细胞百分比在
&

$

&'

岁年龄组中没有明显变化#

建议使用同一参考区间)由于儿童是一个特殊人群#医院目前

仍然存在静脉血和手指末梢血两种方式进行血常规检测现象#

建议在报告备注中注明标本类型)本研究中暂时未对性别作

分组讨论#且相关文献研究结果表示性别对儿童血常规参数没

有明显的影响#不具有明显差异'

6

(

)本次研究对象主要为
&

$

&'

岁儿童#新生儿和婴幼儿$

&

岁以内&临床采集的静脉血样本

例数不足#暂未列入研究对象#可等待积累足够数量后再作后

续讨论)
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