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摘要：建立了反相高效液相色谱法定量分析全血中马钱子碱和士的宁含量的方法。该方法应用9/:0:;! <=>固相

萃取小柱进行提取、采用>)*??/)<;@%,色谱柱进行分离。在该条件下马钱子碱和士的宁的线性范围为"A"B"%"
.1／C，最小检出限为"A%B71。该方法测得马钱子碱和士的宁在低、中、高浓度下的回收率均在$"D以上，日内、日

间精密度均符合方法学要求。该方法灵敏、快速、准确，适用于临床血药浓度监测和法医毒化检验。
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马钱子又名番木鳖，为马钱科植物#/+7$%1&2
1.CD6&,0$*E"的干燥成熟种子，主要含吲哚类生物

碱，总碱含量约8D"BD，其中士的宁（番木鳖碱）

含量约为%A!8D，马钱子碱含量约为%ABBD。作

为传统中药，马钱子用于治疗风寒湿痹、麻木瘫痪、

跌打损伤、类风湿关节炎等［%］。士的宁和马钱子碱

的半致死量CNB"（小鼠）分别为8A!&，!88.1／X1（灌

胃）和%AB8，%$.1／X1（腹腔注射）［!］，士的宁对成

人的致死量为B""%"".1，儿童的致死量仅为%B"
8".1［8］。在欧洲和北美士的宁中毒多由于自杀、

谋杀和吸毒引起。在我国马钱子中毒甚至死亡多见

于临床用药过量。鉴于以上情况，定量分析体液中

马钱子碱和士的宁的含量对于临床中毒患者抢救和

法庭调查中的死因判断非常重要。

目前，体液及组织中马钱子碱和士的宁的检验

方法有颜色反应、薄层色谱法［’］、气相色谱法［8，B］、

气相色谱#质谱联用法［’，E，&］和高效液相色谱法［,，$］，

以气相色谱和气质联用法最为常见。但这两种生物

碱的相对分子质量较大不易汽化，应用气相色谱法

需采用较高的柱温，不仅保留时间长、灵敏度低，而

且易造成柱流失。正相高效液相色谱法分离马钱子

碱和士的宁由于实验成本较高、不具有普遍应用性，

已很少使用。反相高效液相色谱法多采用普通=%,
色谱柱，这种色谱柱由于硅醇基残留而导致碱性药

物拖尾，所以色谱行为也不理想。

本实验选择宽PO范围、高稳定性的>)*??/)<
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!"#$柱，因其中的有机硅氧烷单元存在使填料内部

及表面硅醇基浓度降低，从而可以在碱性条件下进

行样品分离而不损失柱效。在本文选定的色谱条件

下，马钱子碱和士的宁保留时间短、峰形对称、灵敏

度高、分离度好。

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

%&’()*+,,-高效液相色谱仪；..+"/0检测

器；"12*3#3自动进样器；4511(6652789色谱工作站

（美国%&’()*公司）。45115:;)(纯水器（美国 45115<
:;)(公 司 ）。=>())&>4 !"#$色 谱 柱 及 保 护 柱、

?&*5*!! 4@=固相萃取小柱（美国%&’()*公司）。

氯化铵、碳酸氢铵、甲醇、盐酸、氨水均为分析纯

（北京化工厂）；乙腈（色谱纯，/5A&7&公司）；流动相

用水为去离子水；马钱子碱和士的宁对照品由公安

部物证鉴定中心提供。

!"# 色谱条件

色谱柱：=>())&>4!"#$柱（B!7，#B,77CDE+
775EFE），保护柱 =>())&>4!"#$柱（9,77C8E,
775EFE）；流动相：乙腈<#,77;1／G碳酸氢铵（氨水

调:H#,EB）（体积比为9$I39），等度洗脱；流速#E,
7G／756；检测波长9BD67；柱温8,J；自动进样器

温度DJ。

!"$ 标准溶液的配制

精密称取马钱子碱和士的宁对照品适量，加乙

醇溶解，于容量瓶中定容，配制成质量浓度为#K／G
的浓储备液，保存于,J冰箱中备用。使用前稀释

为B,7K／G的标准液。

!"% 样品预处理

在#7G空白人全血（购于血站）中添加一定量

马钱子碱和士的宁混合对照品，加8,!G磷酸酸化

并以D倍体积蒸馏水稀释，涡旋混合，$,,,)／756离

心#B756，上清液过?&*5*!! 4@=固相萃取小柱

（预先以#7G甲醇和#7G水活化），相继以#7G
,E#7;1／GH@1和#7G甲醇淋洗杂质，弃去，精密

吸取#7G含#7;1／G氯化铵的3,L甲醇（体积分

数）溶液洗脱待测物，洗脱速度控制在,EB7G／756
以下。收集洗脱液，于旋转蒸发仪上减压D,J蒸

干，残渣用#7G流动相溶解，涡旋混合，进样9,!G
测定。

# 结果与讨论

在选定的条件下测定的H"G@色谱图见图#。

图#<M为#7G空白血中添加B,,6K马钱子碱和士

的宁混合对照品色谱图，由该图可见两种生物碱分

离效果较好；由图#<&可见，经预处理后的全血中无

内源性物质干扰。

图! 样品的高效液相色谱图

&’("! )’(*+,-./-0123,4’56’73*-/018/(-109/.910+4,9
&NO1&6AO1;;F；ON*’&6F&)F*;12’5;6；MN#7GO1&6AO1;;F*:5A(FP5’QB,,6K;RO)2M56(&6F*’)SMQ656(N

#NO)2M56(，!!TBED756；9N*’)SMQ656(，!!T3E$756N

#"! 线性关系

精密吸取马钱子碱和士的宁对照样品溶液适

量，加至3份空白全血（#7G）中配制成含马钱子碱

和士的宁分别为,E,B，,E#，,EB，#，9，B，#,7K／G的

对照样品溶液，按“#ND”节所述方法进行处理，在选

定色谱条件下进行分析。分别以马钱子碱和士的宁

峰面积"对加入样品量（#，7K）做校正曲线，得回

归方程为：马钱子碱"T#E$#C#,8#U8E#8C#,8，

$T,E...B；士的宁"T#E#8C#,8#U#E9#C#,8，

$T,E...D。结果表明马钱子碱和士的宁全血浓度

在,E,B"#,7K／G时线性关系良好；以信噪比为9
计，马钱子碱和士的宁的最小检出限为,E#B6K。

#"# 回收率

于空白人全血（#7G）中加入不同浓度的混合

对照品溶液各#,,!G，使马钱子碱和士的宁的全血

浓度分别为,E#，,EB，#，9，B7K／G，按“#ND”节所述
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方法进行处理和测定。以此血样测得的马钱子碱和

士的宁的峰面积与相应浓度混合标准溶液中马钱子

碱和士的宁的峰面积计算回收率，见表!。

表! 回收率实验结果（!"#）

"#$%&! "’&(&)*+&(,&-*.$(/),0&#01-2(3)’0,0&
,0’/4#0$%**1（!"#）

!（$%&’%()(*）／（&+／,）
-).%/)01（&)2(345）／6
708.9() :*01.;(9()

<=! >?=>3#=@ ><=?3@=?
<=A >A=#3#=? >!=>3#=#
!=< >B=@3?=? >A=C3?=D
?=< >D=A3!=A >C=<3!=?
A=< !<!=!3<=B >D=!3<=>

567 精密度和准确性实验

制备<EA，!，?&+／,混合对照品全血样品，在同

一天内重复测定含量@次，在不同日期分别测定@
次，测得日内精密度和日间精密度见表?。

表5 精密度和准确性实验结果（!"@）

"#$%&5 8(&),-,*0-#01#))/(#),&-*.$(/),0&#01
-2(3)’0,0&,0’/4#0$%**1（!"@）

$%&’= !（$%&’=）／
（&+／,）

F(*02GH21
-45／62..802.1／6

F(*)0GH21
-45／62..802.1／6

I08.9() <=A A=@ !<#=< >=@ !<?=<
!=< #=? >>=C @=? >>=D
?=< ?=C !<<=< A=# >>=>

4*01.;(9() <=A !=> >B=? #=@ >@=C
!=< ?=D >!=? B=A >!=#
?=< !=D !<!=C !=B !<?=>

569 案例应用

应用本文方法对一死者（女，#<岁）血样进行分

析，检出全血中马钱子碱含量为?EDB&+／,，士的宁

含量#E!B&+／,。

7 讨论

本实验中样品提取采用J2:9:-! K$L固相萃

取小柱，该小柱使用杂化基质填料，可利用离子交换

和反相色谱两种机理吸附样品。本实验首先将血样

酸化使马钱子碱和士的宁有效地离子化以进行离子

交换 吸 附 在 固 相 萃 取 小 柱 上，然 后 以<E!&%M／,
N$M洗去酸性杂质，以甲醇洗去中性杂质，最后将马

钱子碱和士的宁用含!&%M／,氯化铵的B<6甲醇

液洗脱下来。该方法操作简便，使用有机溶剂少，能

有效去除全血中内源性杂质的干扰，回收率高，可作

为快速、准确测定中毒患者血液中马钱子碱和士的

宁的有效方法。
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