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摘 要：【目的】基于浊点萃取技术（CPE）联合亲水作用色谱法（HILIC）同时测定大鼠血清中 4种抗艾滋病

药。【方法】以Triton X-114作为萃取介质，用响应面法进一步优化CPE相关参数，对萃取的样品，用HILIC法分别

测定其含量。【结果】4种抗艾滋病药在 5%（w/v）Triton X-114，0.3 mol/L NaCl，pH为 5.0，40 ℃水浴平衡 20 min时，

萃取率均达 85.0%以上，与模型预测值接近；对于富集的样品，以 Ze month-CN（250 mm×4.6 mm，5 μm）为固定相，

流动相为（甲醇∶乙腈∶醋酸铵缓冲液=5︰5︰90），柱温35 ℃，检测波长275 nm，流速0.5 mL/min分离时，4种分析物在

0.01～10.0 μg/mL，线性良好，加样回收率大于 75.0%，RSD≤5.0%。【结论】建立的该方法，操作简单绿色，能对大鼠

血清中 4种抗艾滋病药较好的富集，可同时快速、准确测定其含量，为其临床血药浓度监测提供新的方法。
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Response Surface Optimization of Cloud Point Extraction-HILIC Determination of
Four Anti-AIDS Drugs in Rat Serum
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（1 Insititute of Integration of Traditional Chinese and Western Mdeicine // Key Laboratory of Utilization of Characteristic
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Abstract：【Objective】Cloud point extraction（CPE）combined with hydrophilic interaction（HILIC）was em⁃
ployed to simultaneously determine the anti-AIDS drugs in the serum of rats.【Methods】Triton X-114 was used as ex⁃
traction medium to extract four nucleoside antiviral drugs from rat serum. Response surface methodology was employed to
further optimize CPE parameters. The content of four anti-AIDS drugs in rat serum was simultaneously determined by
HILIC method.【Results】The optimized conditions were as follows：5%（w/v）Triton X-114，0.3 mol/L NaCl，PH 5.0，
the water-bath equilibrium 20 min at 40 ℃. Under optimized extraction conditions，the extraction rates of the four anti-
AIDS drugs were all over 85.0%，which was pretty close to the predicted result. The extracted samples were analyzed under
the optimal chromatographic conditions. The recovery rate was over 75.0% and RSD was less than 5.0%. The optimized
chromatographic conditions were as follows：Ze month-CN（250×4.6 mm，5 micron）as stationary phase，mobile phase
（methanol：acetonitrile：ammonium acetate buffer）（5∶5∶90），column temperature 35 ℃，detection wavelength 275 nm，

flow rate 0.5 mL/min.【Conclusion】The developed method of CPE combined with HILIC can enrich four anti-AIDS drugs
in rat serum，which is simple，environment-friendly and can be used to accurately determine the blood concentration

第 41卷 第1期
2020年 1月

中山大学学报（医学版）

JOURNAL OF SUN YAT⁃SEN UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）
Vol.41 No.1
January 2020



中山大学学报（医学版） 第41卷

更昔洛韦、司他夫定、拉米夫定和齐多夫定作

为抗艾滋病常用药，是艾滋病“鸡尾酒”疗法［1-3］的

主要组成药物，“鸡尾酒”疗法是由美籍华裔科学

家何大一于 1996年提出，是通过两种或两种以上

的抗病毒药物联合使用来治疗艾滋病的方法。该

疗法的应用可以减少药物单独使用而产生抗药

性，最大限度地抑制病毒的复制，延长患者生命，

提高患者生活质量。但由于鸡尾酒疗法是多种药

物混合服用，多数对宿主细胞有一定的毒性，副作

用的大小与患者具体服用的药物有关。因此，有

必要监测抗艾滋病药的血药浓度，对降低毒副作

用，制定个体化用药方案具有重要意义。目前文献

报道，对于单个抗艾滋病药血药浓度的测定方法

较多［4-5］，但同时测定多个艾滋病药物的报道较

少。在已报道的单个抗艾滋病药的血药浓度检测

方法中，血样样品前处理（蛋白沉淀法［6］、氮气吹

干法［7］、固相萃取［8］和液液萃取［9］等方法）步骤较

复杂，分析时间较长，样品富集效果不理想。液相

色谱—质谱法［10-13］，虽然有较高的灵敏度，但仪器

的价格较贵，不易普及。浊点萃取技术（cloud
point extraction，CPE）是利用表面活性剂的浊点现

象与增溶性达到富集待分离物质的一种新型液—

液萃取技术［14］。它的原理是以表面活性剂胶束水

溶液的溶解性和浊点现象为基础，通过改变实验

参数（如：溶液的 pH值、离子强度、温度、表面活性

剂浓度等）引发相分离，从而达到疏水性物质与

亲水性物质分离的目的，该法有机溶剂使用量少，

萃取率较高、富集因子大、操作简便。本研究基于

CPE，以 Triton X-114作为萃取介质，以单因素法

考察了 Triton X-114浓度、平衡温度、平衡时间、

PH、盐浓度等对更昔洛韦、齐多夫定、司他夫定、

拉米夫定等四种抗艾滋病药萃取效率的影响。用

响应面法进一步优化Triton X-114浓度、盐浓度与

PH等浊点萃取相关参数。建立了以阿昔洛韦作

为内标，同时测定对大鼠血清中更昔洛韦、齐多夫

定、司他夫定和拉米夫定抗艾滋病药的亲水作用

色 谱 法（hydrophilic interaction chromatography，

HILIC）。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 仪 器 Agilent 1260 高效液相色谱仪（美

国安捷伦科技有限公司），紫外检测器，Ze month
CN（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，一个 20 μL的

手动进样阀，KH-3000DB 数控型超声波清洗器

（昆山禾创超声仪器有限公司），十万分之一天平

（上海奥豪斯 Discovery专业性分析天平），HH-4
数显恒温水浴锅，（常州国华电器有限公司），80-
2B低速台式离心机，（无锡市瑞江分析仪器有限

公司），PH计（METLER TOLEDO），MIX-28漩涡混

合器。

1.1.2 试 剂 乙腈（色谱纯，山东禹王试剂厂），

甲醇（色谱纯，山东禹王试剂厂），醋酸铵（分析

纯，莱阳市双双化工有限公司）、Triton X-114（Re⁃
agent Grade，纯度 98%），NaCl（分析纯，深圳市恒

迪源润达实业有限公司），HCl（成都联禾化工医

药有限责任公司），水为重蒸水。

对照品：阿昔洛韦（纯度 HPLC ≥98%，批

号 Y31A6C2934），拉米夫定（纯度≥98%，批号

J11M6F1）均购自上海源叶生物科技有限公司，更

昔洛韦（纯度≥97.7%，批号 100380-201103），齐多

夫定（纯度≥97.7%，批号 100672-200401）均购自

中国食品药品检定研究院，司他夫定（纯度≥
98%，批号 100693-200601）。

司他夫定片（北京双鹭药业股份有限公司，批

准文号：国药准字H20041993），更昔洛韦分散片

（湖北东信药业有限公司，批准文号：国药准字

H20110082），拉米夫定片（安徽贝克生物制药有

限公司，批准文号：国药准字H20103618），齐多夫

定片（东北制药集团沈阳第一制药有限公司，批准

文号：国药准字H20020323）。

1.1.3 实验动物 SPF 级 Wistar 雄性大鼠（200±
20）g，来自甘肃省兽研所，动物编号 SCXK（甘）

of four anti-AIDS drugs in rat serum，providing a new method for clinical blood concentration monitoring.
Key words：cloud point extraction；hydrophilic interaction chromatography；anti-AIDS drugs；serum
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2015-0001。饲养于甘肃中医药大学科研实验动

物中心 SPF 级环境，实验动物所有操作取得了甘

肃中医药大学实验动物伦理委员会批准（伦理审

批号：2019-198）
1.2 方 法

1.2.1 溶液的制备 对照品溶液：精密称取更昔洛

韦、司他夫定、齐多夫定、拉米夫定的对照品适量，

配置成约 500 μg/mL的溶液，作为标准溶液储备

液，4 ℃的储存备用。 内标溶液：精密称取内标物

阿昔洛韦适量，配置成约 500 μg/mL的溶液，作为

内标溶液储备液，4 ℃的储存备用。标准样品的

的制备：将特定浓度的标准品溶液溶解在 200 μL
大鼠血清中制备标准溶液，使标准样品中更昔洛

韦、司他夫定、齐多夫定、拉米夫定的最终浓度分

为 0.01、0.1、1.0、2.5、5.0和 10.0 μg/mL的标准血

清样品，冷藏备用。质控样品的制备：通过溶解适

当浓度的标准溶液到250 μL的大鼠血清中，获得质

控样品。质控样品中更昔洛韦、司他夫定、齐多夫

定、拉米夫定的浓度分别为 0.025、2.5、8.0 μg/mL，
将此样品均匀分成 5份，储存在-20 ℃备用。

1.2.2 给药方案与样品采集 参照用药说明，按大

鼠体质量（200±20）g换算剂量，对A组每只大鼠给

予司他夫定片 0.22 mg/d和拉米夫定片 0.37 mg/d，
B组大鼠给予齐多夫定片 0.72 mg/4 h、拉米夫定片

0.37 mg/d和更昔洛韦分散片 3.67 mg/8 h，C组大鼠

给予齐多夫定片 0.72 mg/4 h 和更昔洛韦分散片

3.67 mg/8 h，D组给予司他夫定 0.22 mg/d、拉米夫

定片 0.37 mg/d和齐多夫定片 0.72 mg/4 h；每组动

物连续给药 3 d待血药浓度达到稳定时采样进行

实验分析。参考文献报道［15-16］在半衰期附近取 5
个时间点（30 min、1、2、3、4 h）对大鼠进行眼眶

采血，2 500 r/min（r=5 cm）离心获得血清样品，-
25 ℃冷藏备用。

1.2.3 浊点萃取处理条件 取各实验组大鼠血清

各200 μL，分别放入1.5 mL的离心管内，加入2 μL
阿昔洛韦（内标溶液 100 μg/mL）和 400 μL 浓度

为 5.0% 的 Triton X-114 及 20 μL 氯 化 钠 溶 液

（1 mol/L），调节 pH 为 5.0，旋涡振荡混合 5 min，
40 ℃恒温水浴平衡 20 min，3 500 r/min（r=5 cm）
离心 5 min，快速分离弃去上层水相。在下层胶束

相，加入 200 μL乙腈，涡旋混合 3 min，3 000 r/min
（r=5 cm）离心，取上清液经 0.22 μm微孔滤膜滤过

后，取 20 μL续滤液作为待测样品注入HPLC仪进

行测定。

1.2.4 HILIC 法色谱条件 以 Ze month CN（250
mm×4.6 mm，5 μm）为固定相，流动相组成：A为

甲醇，B为乙腈，C为 0.1%的乙酸铵水溶液；流动

相比例为 A：B：C=（5：5：90），流速 0.5 mL/min，柱
温 35 ℃，检测波长 275 nm。

1.2.5 数据分析 用 orgin8.0绘图，用Design-Ex⁃
pert8.05进行响应面分析。

2 结 果

2.1 浊点萃取条件优化

2.1.1 TritonX-114 浓 度 对 浊 点 萃 取 的 影 响

TritonX-114的浓度决定了萃取分离的效果、胶束

相体积和富集倍率（富集倍率=浊点萃取前溶液

体积/胶束相体积），在实验中考察了 TritonX-114
浓度（质量分数在 1%~7%）对萃取率的影响，结果

如图 1所示，当浓度为 5%时萃取效果最佳，浓度

低于 3%不能达到很好的分层，浓度高于 6%胶束

相体积较大，粘度高不利于测定。

2.1.2 离子强度对浊点萃取的影响 CPE体系中

离子强度增加，可使浊点温度降低，表面活性剂的

疏水性增强，从而加速CPE相的分离，提高萃取效

率。实验中以 NaCl 作为盐，考察了不同浓度的

（0.1、0.2、0.3、0.4和0.5 mol/L）NaCl对分析物萃取

效率的影响，结果如图2所示，当体系中NaCl 溶液

浓度为 0.3 mol/L时，体系分层最快，且萃取结果稳

定，当浓度高于0.3 mol/L时表面活性剂的疏水性增

加，胶束相体积减小，粘度增大，较难分层和分离。

图 1 TritonX-114 浓度对浊点萃取的影响

Fig.1 Influence of tritonx-114 concentration on
turbidity point extraction
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2.1.3 pH对浊点萃取的影响 pH值可以改变药

物的存在状态，药物以分子状态存在时，较容易

分配到胶束相中，获得较好的萃取效率。在本研

究中考察了不同的 pH（3.0、4.0、5.0、6.0、7.0）对分

析物萃取效果的影响，结果如图 3所示，当体系

PH为 5.0时分层明、体系比较稳定、萃取效果较

好，当 pH大于 5.0时，胶束处于溶液上层，样品出

现浑浊，不利相的分离。

2.1.4 平衡温度对浊点萃取的影响 对于非离子

表面活性剂，温度对增溶量的影响与增溶质紧密

相关；当温度升高时会使疏水基团疏水性增强，促

进胶束的形成，尤其当温度升高至浊点温度时，胶

束数量明显增多，体积增大，增溶量显著提高。此

外，温度升高会使疏水基团脱水，导致胶束外壳变

的紧密，极性增溶物的增溶能力下降。实验中考

察了温度在 20 ℃~50 ℃范围内对浊点萃取的影

响，结果如图 4，当温度在 40 ℃时分析物萃取效果

最佳；当平衡温度较表面活性剂浊点低时，两相系

统难以形成；当温度过高时，胶束粘度过大，不利

于分离。

2.1.5 平衡时间对浊点萃取的影响 平衡时间影响

胶束集团形成的稳定性，平衡时间过短胶束结合

不紧密，在后续操作中易遭到破坏，平衡时间过长

则胶束分子结合紧密不利于目标萃取物的分离。

实验中考察不同水浴平衡时间（10、15、20、25、
30、35、40 min）对分析物浊点萃取效果的影响，

结果显示在 10~20 min时随着时间的增加浊点萃

取效率增加，20 min时达到最好，当时间高于 20
min则胶束相体积变小，萃取效率会随着平衡时

间的延长而下降（图 5）。

2.2 响应面分析

2.2.1 响应面因素选取 根据单因素实验的结

图 3 PH对浊点萃取的影响

Fig.3 Influence of PH on turbidity point extraction
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图 4 平衡温度对浊点萃取的影响

Fig.4 Influence of equilibrium temperature on turbidity
point extraction
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图 5 平衡时间对浊点萃取的影响

Fig.5 Influence of equilibrium time on turbidity point
extraction
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图 2 NaCl浓度对浊点萃取的影响

Fig.2 Influence of NaCl concentration on turbidity point
extraction
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果，采用响应面法进一步对萃取效率影响较大的

因素，进一步优化。根据 Box-Behnken 的中心组

合设计原理，以 TritonX-114 浓度（X1）、NaCl 浓度

（X2）和 pH（X3）为自变量，以 4种抗艾滋病药物总

萃取率（T）为响应值设计了 3因素 3水平共 17个

实验点的响应面分析实验，水浴平衡温度为

40 ℃，平衡时间为 20 min；实验因素和水平的选取

见表 1。

2.2.2 响应面模型拟合与显著性分析 以 TX-
114浓度，NaCl浓度，PH为自变量，萃取率为因变

量，进行Box-Behnken中心复合设计优化实验，实

验共设计进行 17组，设计结果见表 2，其中实验序

号由Design-Expert 8.05自动产生。

根据表 2实验结果，应用 SPSS 22统计分析软

件，以评价指标为因变量分别将各因素作为自变

量进行多项式回归拟合，建立响应曲面二次多元

表 2 Box-Behnken中心组合实验设计及结果

Table 2 The design and results of Box-Behnken center combinatorial experiment

Number

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

X1

-1.000
0.000

-1.000
1.000

-1.000
0.000

-1.000
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000
1.000
1.000
0.000

X2

1.000
1.000
0.000
0.000

-1.000
0.000
0.000
0.000
1.000
1.000
0.000

-1.000
-1.000
0.000

-1.000
0.000
0.000

X3

0.000
1.000
1.000

-1.000
0.000
0.000

-1.000
0.000

-1.000
0.000
0.000

-1.000
1.000
0.000
0.000
1.000
0.000

T%
Experiment value

41.23
84.52
43.52
55.59
47.26
92.76
41.13
94.86
77.46
75.15
93.16
57.31
79.26
92.13
48.46
75.35
94.16

Predictive value
41.46
84.61
43.64
55.71
47.31
92.78
41.16
94.71
77.52
75.22
93.19
57.35
79.28
92.26
48.52
75.41
94.18

表 1 因素考察水平表

Table 1 The factor evaluation level table

Factors
Concentration of TX-114/%
NaCl/（mol/L）
pH

Coded levels
-1
3.00
0.1
3.00

0
5.00
0.3
5.00

1
7.00
0.5
7.00

Response values
1.37
0.14
1.37
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表 3 显著性分析表

Table 3 The significance analysis

Variable
Model
A-TX-114
B-NaCl
C-PH
AB
AC
BC
A2
B2
C2
Residual error
Lack of fit
Pure error
Sum
RAdj2 = 0.9908

Quadratic sum
6 789.96
821.54
257.76
314.50
262.12
93.80
48.23

3970.19
357.70
335.73
27.51
22.31
5.20

6 817.47

Degrees of freedom
9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

Mean square
754.44
821.54
257.76
314.50
262.12
93.80
48.23

3 970.19
357.70
335.73

3.93
7.44
1.30

F-value
191.97
209.05
65.59
80.03
66.70
23.87
12.27

1 010.24
91.02
85.43

5.72

P-value
< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001
0.0018
0.0099

< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001

0.0627

回归方程，对二项式方程中的各项系数进行 t检

验，删除P > 0.1的项，以达到简化模型的目的，拟

合模型如下：

Y=+93.41+10.30X1+5.88X2+6.40X3+8.43X1X2+
4.34X1X3-3.72X2X3-30.44X12-9.70X22-9.08X32

（1）
式中 Y为预测萃取率（R2=0.9960，P>0.001），

对结果进行显著性分析，分析结果见表 3。
响应面模型分析结果中显示：该模型的 F =

191.97，P < 0.0001，说明获得的回归方程极显著，

即该模型在整个的回归区域内拟合的很好；模型

的多元相关系数模型的多元相关系数R2 = 0.9960，
说明模型的相关性较好，预测模型拟合程度高，能

很好地预测实际的处理效果；模型校正决定系数

RAdj2 = 0.990 8，说明该模型可以解释 99.08％ 的响

应值变化，实验误差小，数据合理；失拟项 P =
0.062 7 > 0.05，失拟项不显著，说明方程拟合充

分，回归方程高度显著，可以较好地描述各因素与

响应值之间的真实关系［17］。

运用 Origin 8.0软件根据上述回归方程模型

绘制曲面响应效应图，得到对应的等高线图（图

6，8，10）与曲面响应效应三维图形（图 7，9，11）并

根据响应结果进行分析。 从三维曲面效应图可

知，响应曲面为向内高度卷曲的凸面，曲面较陡

峭，等高线图趋向于椭圆形且密集，说明 TrionX-
114，NaCl 与 pH对浊点萃取存在明显的交互影响

作用，与方差分析结果保的预测保持一致。pH 与

TrionX-114的最适值均正，pH与NaCl抑制，在回

归方程中 AB和 AC项系数为正，BC项系数为负

号，TrionX-114、NaCl 与 pH对 4种抗艾滋病药的

萃取，做主要的贡献。根据模型分析预测，获得浊

点萃取最佳条件为：TX-114浓度为 5.23%，NaCl
为 0.32 mol/L，pH值为 5.25。
2.3 HILIC色谱条件的优化

2.3.1 选择流动相的组成 在等度洗脱程序下，

分别以甲醇-水，甲醇-水（0.01 mol/L乙酸铵），甲

醇-水（0.05 mol/L乙酸铵），甲醇-水（0.10 mol/L乙

酸铵），乙腈-水，甲醇-乙腈-水，分别作为流动相，

实验结果表明用甲醇-乙腈-水做为流动进行洗

脱时血清中 4种药物可达到较好的分离，且不受

血清成分的干扰。然后考察不同浓度乙酸铵对色

谱峰的影响，实验结果如图 12所示，用 0.01 mol/L
的乙酸铵时，色谱峰获得的峰形较好，再升高浓度
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图 8 pH与TX-114浓度影响等高线效应图

Fig.8 Contour effect diagram of pH and TX-114
concentration
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图 9 pH与TX-114浓度影响三维曲面效应图

Fig.9 Effect of pH and TX-114 concentration on 3d
surface
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图 10 pH与NaCl浓度影响等高线效应图

Fig.10 Contour effect diagram of pH and NaCl
concentration
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图 11 pH与NaCl浓度影响三维曲面效应图

Fig.11 Influence of pH and NaCl concentration on 3d
surface effect diagram
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图 6 TX-114与NaCl浓度影响等高线效应图

Fig.6 Contour effect diagram of TX-114 and NaCl
concentration
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图 7 TX-114与NaCl浓度影响三维曲面效应图

Fig.7 Effects of TX-114 and NaCl concentration on 3d
surface
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对峰形影响不大，而高浓度的盐离子对色谱损害

较大，因此选用低浓度的盐溶液进行洗脱。

2.3.2 选择流动相比例 设置流动相甲醇-乙腈-水
（0.01 mol/L乙酸铵）比例分别为：3∶3∶94；5∶3∶92；5∶
5∶90；7∶7∶86；10∶10∶80，随着有机溶剂的增加化

合物的保留时间缩短，当甲醇和乙腈浓度高于 5%
时，由于化合物保留时间缩短，性质相近的化合物

色谱峰重叠，实验选择甲醇-乙腈-水（0.01 mol/L
乙酸铵）比例为 5∶5∶90 为流动相洗脱条件（图

13）。

2.3.3 流速 对流速的选择，随着流速的增加

（0.4、0.5、0.6、0.8 和 1.0 mL/min）分析时间缩短。

但是，流速大于 0.5 mL/min时血清对药物分析干扰

较大保留时间相近的药物色谱峰会重叠；流速低

于 0.5 mL/min分析时间延长，因此，在本实验的过

程中，以0.5 mL/min作为最佳流速。

2.3.4 柱 温 实验设置柱温在 20 ℃、25 ℃、

30 ℃、35 ℃、40 ℃的条件下分别进行实验，根据实

验结果显示，随着温度的增加化合物的分离度增

加，当温度达到 30 ℃时，分离度最好，温度高于

30 ℃，则血清干扰增加，不利于药物分离，且温度

过高会造成化合物分解变性，不利于分析。

2.4 HILIC方法的验证

2.4.1 专属性 取空白血清样品和标准加入样

品，按 2.3 项下萃取条件萃取，然后按 2.4 项下

的色谱条件分析样品，结果如图 14（空白血清

和加标血清）所示，血清样品的基质不干扰分析

物的测定。

2.4.2 线性关系及定量下限（LLOQ） 精密量取

更昔洛韦、司他夫定、拉米夫定、齐多夫定、阿昔洛

韦对照品系列溶液 10 μL，于 1.5 mL离心管中加

入血清至 90 μL分别稀释成约 0.01 、0.1、1.0、2.5、
5.0、10.0 μg/mL的溶液，按 2.3 项下样品萃取方法

进行处理，在优化的色谱条件下分别测定分析物

的色谱峰的峰面积，然后以标准对照品溶液的浓

度X为自变量，标准品的峰面积和内标色谱峰的

峰面积Y为因变量，拟合线性回归方程。将标准

曲线项下的溶液稀释，当N/S≥5时，计算LLOQ。4
种分析物的定量下限为 0.01 μg/mL，表明 4种分析

物在浓度 0.01～10.0 μg/mL线性良好（表 4）。

2.4.3 稳定性 取储存在-20 ℃下的高、中、低浓

度的质控样品，分别在 0、5、10 d进样分析，记录

分析物各自的的峰面积，计算RSD。结果分析物

在高、中、低浓度下的峰面积的RSD分别为 3.8%、

1.6%、2.2%，结果显示样品在-20 ℃冷藏 10 d是

稳定的。

2.4.4 精 密 度 取质控样品的溶液（浓度为

0.025、2.5、8.0 μg/mL），每个浓度的溶液 5份。在

优化的色谱条件下，1 d 内对该样品连续进样 5
次，每次进样 10 μL，测定 4种分析物色谱峰的峰

面积，计算日内精密度（RSD）小于 3.5%；在连续

5 d内每天进样分析，测定 4种分析物色谱峰的峰

面积，测定日间精密度，计算RSD小于 5.0%，该方

法精密度良好（表 5）。

2.4.5 提取回收率 使用内标加入法考察目标分

析物的提取回收率，计算方程为：

R= ×100%
Ri×rs
RS×ri

（2）

图 13 流动相比例优化结果

Fig.13 The results of mobile phase proportional
optimization

MeOH-H2O
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图 12 流动相组成优化结果

Fig.12 The results of optimized mobile phase
composition
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表 5 日间精密度、日内精密度和平均回收率

Table 5 Intra-day precision，inter-day precision and extraction recovery

Analytes
Ganciclovir

Stavudine

Lamivudine

Zidovudine

Aciclovir

Concentration
（μg/mL）

0.025
2.5
8.0
0.025
2.5
8.0
0.025
2.5
8.0
0.025
2.5
8.0
0.025
2.5
8.0

RSD（%）（n=5）
Intra-day precision

2.3
2.1
1.5
3.3
2.9
1.2
2.5
1.8
1.3
3.2
2.7
1.7
2.6
1.9
1.5

Inter-day precision
4.8
3.7
2.7
3.5
2.8
1.9
4.2
3.9
3.2
3.9
3.8
2.2
2.9
2.2
1.8

Extraction recovery（%）

（x ± s）

75.8±0.62
80.5±1.51
84.2±1.73
80.3±1.21
85.3±0.82
86.5±1.21
79.9±2.70
82.6±0.71
87.5±0.20
78.7±3.11
85.7±1.81
86.8±0.73
76.4±3.74
80.7±2.31
83.6±1.20

RSD（%）

（n=5）
3.5
2.9
2.0
3.7
2.9
1.4
3.4
2.8
1.2
3.9
2.1
1.8
3.3
2.4
1.7

R 为提取回收率，RS 血清样品处理之前分析物

色谱峰的峰面积，Ri 血清样品处理之前内标物

色谱峰的峰面积，ri血清样品处理之后内标物色

谱峰的峰面积，rs血清样品处理之后加入待测物

色 谱 峰 的 峰 面 积 。 通 过 测 定 3 个 不 同 浓 度

（0.025、2.5、8.0 μg/mL）的血清样品的水平评价

浊点萃取萃取法的提取回收率，每个浓度重复

进样 5 次。结果见表 5，4 种分析物的提取回收

率大于 75%。

2.5 大鼠血清样品的分析

根据给药方案，对大鼠给药，取血清 200 μL
加入内标，按 2.3项下萃取条件萃取，然后按 2.4项
下的色谱条件分析样品，测得血药浓度见表 6，色
谱图见图 15。

3 讨 论

本文首次将浊点萃取技术与亲水作用色谱法

安 琼，等 .响应面优化浊点萃取联会HILIC测定大鼠血清中四种抗艾滋病药

表 4 分析物的标准曲线、线性范围、检出限、治疗范围

Table 4 The results of linearity，LLOQ and therapeutic range of drugs in human serum

Analytes
Ganciclovir
Stavudine
Lamivudine
zidovudine
Aciclovir

Regression equation
（Y=bX+c）

Y = 122.1X + 0.091
Y = 80.67X + 0.015
Y = 73.54X + 0.008
Y = 64.13X + 0.307
Y = 113.6X + 0.315

Correlation
coefficient
R = 0.9996
R = 0.9999
R = 0.9997
R = 0.9998
R = 0.9994

Linear range
（μg/mL）
0.01-10.0
0.01-10.0
0.01-10.0
0.01-10.0
0.01-10.0

LLOQ
（μg/mL）

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

Therapeutic range
（μg/mL）
0.1-5.0

0.01-11.4
0. 1-4.0
0.01-7.0
0.01-5.0

＾

＾

＾

＾

＾
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表 6 不同时间大鼠血清分析物的含量

Table 6 Contents of serμm analytes in rats at different time

Samples
A

B

C

D

0.5 h
1.0 h
2.0 h
3.0 h
4.0 h
0.5 h
1.0 h
2.0 h
3.0 h
4.0 h
0.5 h
1.0 h
2.0 h
3.0 h
4.0 h
0.5 h
1.0 h
2.0 h
3.0 h
4.0 h

The concentration of the drugs（x ± s）
Ganciclovir（μg/mL）

0.38±0.02
1.57±0.03
3.14±0.04
4.05±0.05
3.12±0.02

Stavudine（μg/mL）
0.45±0.03
0.97±0.02
2.14±0.03
3.05±0.05
3.82±0.04

0.28±0.03
1.07±0.04
2.27±0.03
2.98±0.02
3.52±0.02

Lamivudine（μg/mL）
0.29±0.04
0.67±0.03
1.74±0.04
2.98±0.02
3.52±0.06
0.28±0.05
0.77±0.04
1.83±0.04
2.86±0.02
3.75±0.03
0.38±0.06
1.07±0.04
2.25±0.02
3.35±0.03
3.82±0.07

Zidovudine（μg/mL）

0.67±0.05
2.87±0.04
4.24±0.03
3.15±0.04
2.81±0.03
0.78±0.07
2.53±0.04
3.98±0.03
3.35±0.02
2.53±0.04
0.68±0.06
2.59±0.05
4.15±0.02
3.51±0.03
2.63±0.04

A：Aciclovir，G：Ganciclovir，S：Stavudine，L：Lamivudine，Q：Zi⁃
dovudine

图 14 血清和加标血清亲水作用色谱图

Fig.14 HILIC Chromatogram of blank serum and
standard serum
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A：Aciclovir，G：Ganciclovir，S：Stavudine，L：Lamivudine，Q：Zi⁃
dovudine

图 15 四种给药方案下血清样品亲水作用色谱图

Fig.15 The chromatograms of real serum samples
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联用，用于抗艾滋病药物血清样品的分离分析，浊

点萃取技术的优点在于可以对目标物质进行富集

应用于血清样品的前处理，可以大大降低血样中

微量物质的监测分析难度；应用响应面法对浊点

萃取条件进行优化，在最佳的萃取条件下，对大鼠

血清中的目标化合物更昔洛韦、司他夫定、拉米夫
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