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摘要：采用两步固相萃取（./1）法结合无胶筛分毛细管电泳（%?@1）技术建立了猕猴血浆中的反义寡核苷酸药物

癌泰得的定量分析方法。优化并确定了 ./1 的相关条件（ 阴离子交换柱，上样缓冲液 7A 值为 +. "，上样体积及洗

脱体积分别为 & 3B 和 ( 3B）和 %?@1 的分析条件（ 灌胶时间为 (" 35(，分离电压为 !* 8!）。在优化的条件下，猕

猴血浆中癌泰得在 #. +& ’ !&" 3C - B 范 围 内 呈 良 好 的 线 性 关 系，定 量 限（ B+D）为 #. +& 3C - B。 批 内 准 确 度 为

+(. (%E ’ #"". )#E，批内相对标准偏差 / ##E；批间准确度为 %+. *$E ’ #"(. *$E，批间相对标准 偏 差 / +E。在 不 同

条件（ 室温下存放 * :；* F 下存放 !* :；反复冻融（ 0 %" F 至室温）! 次；0 %" F 下保存 # 个月）下癌泰得在猕猴血

浆中的稳定性良好。已将该方法成功地应用于癌泰得的猕猴药代动力学研究。
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色 谱 第 !" 卷

# # 硫代反义寡核苷酸药物癌泰得是以人端粒酶催

化亚基（!"#$"）信使核糖核酸（%$&’）为靶点，通

过抑制端粒酶的活性而抑制肿瘤细胞的生长，从而

达到治疗癌症的目的。针对反义寡核苷酸的定量分

析，早期多采用放射性同位素示踪技术，随后高效液

相色谱、高效薄层色谱、毛细管电泳和液相色谱(质
谱联用等方 法 也 被 应 用 于 反 义 寡 核 苷 酸 的 定 量 分

析［$ % &］。近年来，还出 现 了 基 于 杂 交 技 术 的 酶 联 免

疫吸附分析（#)*+’）方 法［’，(］。毛 细 管 凝 胶 电 泳 法

能分离序列长度相差一个核苷酸的寡核苷酸，既能

测定全长序列，又可测定在体内代谢过程中截短为

不同长度的代谢产物，是反义寡核苷酸相关药学研

究中高选 择 性 的 定 量 分 析 方 法［)］。 鉴 于 毛 细 管 电

泳以上特 点 并 结 合 本 实 验 室 前 期 工 作 的 基 础［*，"］，

在本研究中我们详细优化了基于离子交换和反相色

谱分配原理的两步固相萃取法的相关条件，并结合

无胶筛分毛细管电泳（&,-#）技术对猕猴血浆中的

癌泰得进行了定量分析，并进一步将此方法应用于

癌泰得在猕猴体内的药代动力学研究。该方法的建

立为类似化合物的含量测定和相关药学研究奠定了

良好的基础。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # . / ’-# 012 毛 细 管 电 泳 仪，配 用 于 单 链 脱 氧

核糖核酸（1&’）分析的 3-’."0 441&’ $++ ($ 试剂

盒（ 批 号：*+,+**）（ 美 国 5367%89 -:;<=3> 公 司）。

0?<<?@:>3 超纯水系统（ 美国 0?<<?@:>3 公司）。

# # 全硫代 寡 聚 脱 氧 核 糖 核 苷 酸（ 癌 泰 得）和 内 标

*+!’（ ’-",’-"-’-"-’,,--"-’,’-"）（ 军 事

医学科学院放射与辐射医学研究所合成，白色冻干

粉末，毛细管电泳检测纯度大于 ,*A，于 ’ B保存）。

癌泰得批号：+’+" (&，规格：’++ %C / 支；内标 *+!’ 批

号：!++"+(!,。 其 他 试 剂：三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷

（">?4）、盐酸、溴化钠、氯化钾、乙腈（’-&）、乙二胺

四乙酸二钾（#1"’(D! ）等 试 剂 为 进 口 或 国 产 分 装

试剂，以上试剂均为分析纯或色谱纯。

# # 样 品 前 处 理 用 强 阴 离 子 交 换 柱（ !++ %C，&
%)，’C?<39= 公 司 ）和 反 相 -$" 柱（!++ %C，& %)，

,>863.;>3 公 司 ），+- +!( !% E+ 滤 膜 购 自 0?<<?(
@:>3 公司。

! ! #" 溶液

# # 样 品 标 准 溶 液：精 密 称 定 癌 泰 得 和 内 标 各 约

+- ++$ + C，分 别 加 入 $ %) 去 离 子 水 溶 解，作 为 母

液。实验中用去离子水将其稀释成不同浓度的标准

溶液，并储存于 ’ B冰箱中备用。

# # 标 准 曲 线 和 质 控（2-）样 品 配 制：用 空 白 猕 猴

血 浆 配 制 !(+、$!(、)!- (、$(- )&、*- "$、&- ,$、$- ,(
%C / ) 系 列 质 量 浓 度 的 癌 泰 得 样 品，作 为 制 作 标 准

曲线的样品；另外配制 !++、$++、$+、( %C / ) 质量浓

度的癌泰得样品，作为 2- 样品。

# # 固相萃取用缓冲液的配制：上样缓冲液为 +- +(
%:< / ) ">?4(F-<（@F ,- +）. +- ( %:< / ) D-< . !+A
’-&；洗脱缓冲液为 +- +( %:< / ) ">?4(F-<（@F ,- +）

. +- ( %:< / ) D-< . $- + %:< / ) &85>；稀释缓冲液为

+- +( %:< / ) ">?4(F-<（@F ,- +）. +- +( %:< / ) D-< .
+- $ %:< / ) &85>。
# # 毛 细 管 电 泳 用 缓 冲 溶 液（ ">?4(硼 酸(尿 素 缓 冲

液）的配制：将 !* %) 去离子水加入到 3-’."0 441(
&’ $++ ($ 分离试剂盒中提供的含 $- +)( ) C ">?4(硼
酸的瓶内，磁力搅拌 !+ / &+ %?9，确 定 ">?4(硼 酸 完

全溶解 后，缓 慢 地 将 $)- "& C *0 尿 素 加 入 到 ">?4(
硼酸缓冲液中，在室温下搅拌 +- ( / ! !。每天取出

当天的用量并用 +- ’( !% 的滤膜过滤，超声脱气 (
%?9 后使用，将余下的缓冲液保存在 ’ B冰箱中。

# # 441&’ $++ ($ 凝 胶 的 配 制：称 取 +- ! C 441&’
$++ ($ 胶，加入 $ %) 经过滤 的 ">?4(硼 酸(尿 素 缓 冲

液，磁力搅拌 & / ( !，配制后放置于 ’ B 冰 箱 中 储

存，当天使用前取出 (+ !)，于 $! +++ > / %?9 离心 $+
%?9 脱气后使用。

! ! $" 动物

# # 猕猴，’ 只，雌雄各半，体 重（’- ) 0 +- !）7C，由

北京协尔鑫 生 物 资 源 研 究 所 提 供，动 物 合 格 证 号：

+-GD（ 京）!++( (+++(。分笼饲养于军事医学科学院

实验动物中心，饲以该实验动物中心配制的标准颗

粒饲料，自由饮水。

! ! %" 实验方法

! ! % ! !" 样品采集

# # 空白猕猴血浆采自各猕猴个体的血浆，混合均

匀后分装在 ’ %) 离心管中于 % "+ B保存待用。实

验中，猕猴静脉滴注 " %C / 7C 癌 泰 得，滴 注 时 间 &+
%?9，于给 药 前 $+、!+、&+、&(、’+、’(、(+、)+、*+、"+、

,+ %?9 及给药后 !、!- (、&、’、(、)、*、"、$+ ! 对侧后

肢用 #1"’(D! 抗 凝 管 采 集 血 样，’ +++ > / %?9 离 心

$+ %?9，分离血浆，分别装在离心管 中 置 于 % "+ B
保存待测。

! ! % ! #" 血浆样品的前处理

# # （$）血浆样品的固相萃取

# # 将血浆样品快速融化，于 $! +++ > / %?9 速率离

心 $+ %?9；用微量加样器吸取 !++ !)，并在其中加

·!)(·



! 第 " 期 王秀中，等：无胶筛分毛细管电泳法测定猕猴血浆中的反义寡核苷酸药物癌泰得

入 # !! 的内标，充分混匀，用 $ "! 上 样 缓 冲 液 稀

释并放置于 % #冰箱中，待加载到强阴离子交换柱。

! ! 依次用 & "! 乙腈、& "! 去离子水、’ "! 上样

缓冲液活化强阴离子交换柱。将准备好的血浆样品

室温复温 $ "$% 后加载到柱上，待其完全流出后，用

’ "! 上样缓冲液淋洗，最后用 ’ "! 洗脱缓冲液洗

脱并收集。

! ! 依次用 & "! 乙 腈、& "! 去 离 子 水 和 ’ "! 稀

释缓冲 液 平 衡 &&# 柱，然 后 将 阴 离 子 交 换 柱 洗 脱 液

用 $ "! 稀释缓冲液稀释后上样至 &&# 柱，并用 $ "!
去离子水淋洗，用 ’ "! 乙腈洗脱癌泰得，在氮吹仪

中吹干洗脱液。

! ! （(）样品检测前的处理

! ! 将吹干的样品重新溶解于 $) !! 去离子水中，

将其滴加到悬浮于去离子水上的 ’( 滤膜上透析脱

盐，检测前采用高速离心（&( ))) ) * "$%，&) "$%）脱

除样品中的气泡。

! ! " ! #$ 无胶筛分毛细管电泳检测条件

! ! 涂层毛细管 ( 根（"$ +" * +$ !"），线性大分子

,,-./0 &)) -1 凝胶等。毛细管柱总长为 (+ +"，有

效长度为 () +"，灌胶时间 ’) "$%；紫外检测器，检

测波长 ($% %"；电动进样 &) 2’·&) ,；毛细管温度

($ #；负极到正极模式于 (% 2’ 恒压分离。

! ! %$ 数据处理

! ! 毛 细 管 电 泳 谱 图 用 毛 细 管 电 泳 仪 自 带 的 ’(
34)45 软件进 行 积 分 计 算 样 品 和 内 标 的 峰 面 积，实

验结果计算用 6$+)7&48 公司 9)$:$%+, $ 软件对浓度

与归一化积分面积绘制标准曲线。用双对数线性回

归拟合实验数据，得到 ! - " . #$，式中 ! 为癌泰得

与内标的积分面积比值的对数，$ 为样品中癌 泰 得

浓度的对数。

&$ 结果与讨论

& ! !$ 固相萃取条件的优化

! ! 生物基质中大量的蛋白质和盐不仅会影响寡核

苷酸的分离，更会严重降低吸光值，从而降低方法的

灵敏度，因此需要对样品进行处理。本研究在前期

试验基础［/，&)］上对样品前处理中的阴离子交换柱所

用的缓冲液 ;< 值、上样体积和洗脱体积等 条 件 进

行了优化。

& ! ! ! !$ 阴离子交换柱上样缓冲液的 ;< 值

! ! 在萃取过程中，由于反义寡核苷酸是弱酸性分

子，溶液的 ;< 值直接影响其解离程度，从而改变其

在固相萃取柱上的保留行为。本研究考察了阴离子

交 换 柱 萃 取 时 所 用 上 样 缓 冲 液 不 同 ;< 值（", )、

+, )、#, )、/, )、&), )）对癌泰得萃取回收率的影响，结

果（ 图 &）表明，;< 为 /, ) 时萃取回 收 率 最 高，而 在

;< 为 ", ) 时未能检测到癌泰得。故将上样缓冲液

的 ;< 调节为 /, )。

图 !$ 上样缓冲液 "# 不同对癌泰得萃取回收率的影响（! ’ #）

$%&! !$ ’()*+,)%-. */,-0/*1 -2 3+.)%4/ +) 4%22/*/.)
"# 0+56/7 -2 5-+4%.& 8622/*（! ’ #）

& ! ! ! &$ 阴离子交换柱的上样体积及洗脱体积

! ! 在固相萃取过程中，除了缓冲溶液的组成、盐浓

度、;< 值等因素外，缓冲液的上样体积和洗脱体积

也会较大程度地影响样品在固相萃取柱上的萃取和

洗脱效率，从而影响样品的回收率。本研究考察了

阴离子 交 换 柱 上 不 同 体 积 的 上 样 缓 冲 液（ ’、%、$
"!）和洗脱缓冲液（&、(、’ "!）对 血 浆 样 品 中 癌 泰

得回收率的 影 响。结 果 表 明，用 $ "! 上 样 缓 冲 液

稀释血浆样品，用 ’ "! 洗脱缓冲液进行洗脱时，癌

泰得的萃取回收率最高，说明在此条件下样品在阴

离子交换柱上的离子交换更充分，洗脱更完全。

& ! &$ 9:3’ 条件的优化

& ! & ! !$ 灌胶时间

! ! 无胶筛分毛细管电泳是以毛细管内壁涂层中充

盈的线性大分子 ,,-./0 &)) -1 凝胶作为分离介质

的，它结合了电泳和分子筛的原理，按照反义寡核苷

酸所带的电荷及其分子质量大小的不同分离原形药

物和它的代谢产物，检测到的光吸收峰积分面积与

样品的浓度呈正相关。灌胶是否均匀和电泳时介质

的浓度对检测结果有直接影响，介质浓度增大时迁

移时间延长，介质流失会导致迁移时间缩短，同时影

响样品的峰形，导致定量重现性差。本研究考察了

不同时长的灌胶时间（&)、()、’)、%) "$%）对系统稳

定性和样品分离的影响，发现 ’) "$% 的灌胶时间即

可确保介质在涂层毛细管中充分分布，并可以在连

续进 样 0 &$ 次 时 仍 保 持 分 析 过 程 中 的 电 流 稳 定。

当迁移时间和毛细管电流值明显改变时说明介质出

现流失，需要重新灌胶以保证检测的重现性。

·’"$·
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! ! ! ! !" 分离电压

# # 在样品的 !"#$ 分离过程中，过高的分离电压

会降低分离度，而过低的分离电压会导致迁移时间

过长，使被测组分峰展宽。因此选择合适的分离电

压是达到合适的分离度及分析时间的关键。本研究

考察了 不 同 分 离 电 压（$"、!$、!%、!& %&）对 迁 移 时

间和分离度的影响（ 见图 !）。综合考虑灵敏度和分

析时间等因 素，最 终 选 择 分 离 电 压 为 !% %&。在 此

条件下，癌泰得和内标 ’(!% 能够在 $! )*+ 内 达 到

基线分离。

图 !" 癌泰得标准品和内标在不同分离电压下的电泳图

"#$! !" %& ’(’)*+,-.’+,$+/01 ,2 %/3*#4’ /34
#3*’+3/( 1*/34/+4 （ 56 ） /* 4#22’+’3*
1’-/+/*#,3 7,(*/$’1

! ! #" 方法学确证

! ! # ! $" 特异性

# # 图 ’ 为猕猴血浆中癌泰得和内标经过两步固相

萃取后毛细管电泳分离示意图。从图 ’ 中可见内源

性物质对癌泰得和内标均无干扰，说明方法的特异

性良好。

! ! # ! !" 线性范围和定量限

# # 标准曲线和 ,# 样品按照血浆样品的前处理方

法进行处理后检测，双对数线性回归拟合标准曲线

方程，并倒算考察各点的相对标准偏差（-(.）。猕

猴血浆中癌泰得在 $( )* + !*, )/ 0 1 范围内呈良好

的线性关系（ 见表 $），定量限（12,）为 $( )* )/ 0 1，

标准曲线和 ,# 样品中最低浓度点和其余各浓度点

的 -(.（ 见表 !）均符合《 化学药物非临床药代力学

研究技术指导原则》的要 求（-(. - $*3）。结 果 表

明，通过优化固相萃取条件和毛细管电泳分析条件，

大幅度提高了萃取回收率和检测灵敏度，较之前文

献报道方法的 12,（$!( * )/ 0 1）［"］提高了 . 倍多，

为其相关的药学研究提供了有力的定量分析手段。

图 #" 癌泰得和内标分离方法的特异性

"#$! #" 6-’)#2#)#*8 ,2 *.’ 1’-/+/*#,3 ,2 %/3*#4’
/34 56 98 :;%&

# 45 674+% 89:;<; )=+%:> ?74;)4；65 674+% 89:;<; )=+%:>
?74;)4 ;?*%:@ A*B9 ’( =C * )/ 0 1；D5 674+% 89:;<; )=+%:> ?74;E
)4 ;?*%:@ A*B9 #4+B*@: =C * )/ 0 1；@5 674+% 89:;<; )=+%:>
?74;)4 ;?*%:@ A*B9 #4+B*@: 4+@ ’( =C * )/ 0 1 C=8 6=B9；:5 B9:
?74;)4 ;4)?7: C8=) 489:;<; )=+%:> 4CB:8 4 ;*+/7: 4@)*+*;B84E
B*=+ =C " )/ 0 %/ =C #4+B*@: C=8 %* )*+ 4+@ ;?*%:@ A*B9 ’(5

表 $" 猕猴血浆中癌泰得 % 次实验得到的

标准曲线的斜率、截距及相关系数

</9(’ $" 6*/34/+4 )/(#9+/*#,3 )=+7’1 ,2 %/3*#4’
#3 +.’1=1 0,3>’8 -(/10/

#<8F: ! " #
$ / $ 5 %"*. , 5 ))$. , 5 )))%
! / $ 5 %%$) $ 5 ,,!! , 5 ))).
’ / $ 5 %")’ $ 5 ,,’! , 5 ))"*
% / $ 5 *!*) , 5 )))’ , 5 )))’
* / $ 5 *%&* , 5 )".. , 5 )))!

G:4+ / $ 5 %)", , 5 )).. , 5 )))!
(. , 5 ,%,. , 5 ,,&! , 5 ,,,%

-(. 0 3 / ! 5 &$ , 5 &! , 5 ,%

# ! 4+@ " 48: B9: D=:CC*D*:+B; *+ $ 0 ! 1 "%，$ *; B9: 7=/E
48*B9) =C B9: ?:4% 48:4 84B*= =C #4+B*@: 4+@ ’(，4+@ % *; B9:
7=/48*B9) =C B9: )4;; D=+D:+B84B*=+ =C #4+B*@:5 # *; B9: 7*+:48
D=88:74B*=+ D=:CC*D*:+B5

! ! # ! #" 准确度和精密度

# # % 批批内和 * 批批间 ,# 样品的测定结果表明，

!"#$ 测定猕猴血浆中癌泰得的批内准确度（ 以回

收率 计 ）为 )’( ’"3 + $,,( &$3，相 对 标 准 偏 差

（-(. ）小 于 $$3；批 间 准 确 度 为 ")( %.3 +
$,’( %.3，-(. - )3（ 见表 !）。

! ! # ! &" 癌泰得在猕猴血浆中的稳定性

# # 猕猴血浆样品中的癌泰得在不同条件下的稳定

性结果见表 ’。结 果 表 明，含 有 癌 泰 得 的 猕 猴 血 浆

样品分别在室温下放置 % 9、反复冻融 ! 次（ / ", H
至室温）、长期在 / ", H下保存 ’, @ 以及在 % H 下

存放 !% 9 条件下稳定性良好。

·%.*·



! 第 " 期 王秀中，等：无胶筛分毛细管电泳法测定猕猴血浆中的反义寡核苷酸药物癌泰得

表 !" !"#$ 法测定猕猴血浆中癌泰得的准确度和精密度

%&’() !" *++,-&+.)/（ -)+01)-.)/）&23 4-)+./.02/（567）08 #&29.3) .2 -:)/,/ ;02<)= 4(&/;& ’= !"#$ ;)9:03

!"#$%&’ ("%()%*+&*$"% ,
（#- , .）

/%*+&01&*(2（! # $）

3"4%5 ,（#- , .） 6)("7)+8 , 9 6:;9
/%*)+01&*(2（! # %）

3"4%5 ,（#- , .） 6)("7)+8 , 9 6:; , 9
% % < &" ’ ( < $& )" < *) + < (, % < (- ’ ( < $, )) < "% + < "(

&( ) < ), ’ & < (" &(( < *& &( < "" && < (% ’ ( < ,) +) < $" , < %-
&(( &(" < "- ’ * < -" ), < ,+ " < +& &(& < *) ’ + < -- )+ < -& + < (*
-(( -(& < +$ ’ &* < "$ )) < (+ + < *$ &), < (* ’ &- < -* &(, < $" " < ,"

表 #" 癌泰得在猕猴血浆中的稳定性（ 以回收率计）（! $ %）

%&’() #" 69&’.(.9=（ -)+01)-=）08 #&29.3) .2 -:)/,/ ;02<)= 4(&/;&（! $ %） 9

!"#$%&’ ("%()%*+&*$"% ,
（#- , .）

6)=)&*)5 >+))?)0*2&@
>"+ - (8(’)A

6""# *)#=)+&*4+)
>"+ $ 2

$ B
>"+ -$ 2

. +( B
>"+ ,( 5

% )+ < &" ’ &( < "- &(% < -$ ’ + < -* )+ < *( ’ % < -& )$ < +, ’ % < )%
-% )& < (+ ’ % < ** &(( < +- ’ - < "( &() < &* ’ && < ,$ ), < %$ ’ - < +"

-(( ++ < +* ’ + < () )& < &% ’ + < *) &&& < +" ’ &, < )- )" < %* ’ ) < "-

! > %" !"#$ 在癌泰得药代动力学研究中的应用

! ! 给猕猴按 + #- , C- 的剂量静脉滴注癌泰得，分

别在不同的时间点采血样，采用本文建立的方法测

定血药浓度。结果表明，血药浓度在静脉滴注期间

逐渐升高，滴注结束即刻达到峰值，随后逐渐降低，$
2 后低于定量下限（ 见图 $）。该方法可以检测到峰

浓度的 & , -( 以下的浓度，该给药剂量下能观察到猕

猴给药后消除相的血药浓度变化情况，可以满足药

代动力学研究的需要。

图 %" 猕猴静脉滴注癌泰得（& ;? @ <?）的

血药浓度A时间曲线（! $ %）

B.?> %" C)&2 4(&/;& +02+)29-&9.02A9.;) +,-1) 08
#&29.3) .2 -:)/,/ ;02<)=/ &89)- .29-&1)A
20,/ .28,/.02 08 & ;? @ <? 08 #&29.3) 80- #’
;.2（! $ %）

"

# " 结论

! ! 本研究通过优化固相萃取的相关条件（ 阴离子

交 换柱上样缓冲液的=D值、上样体积及洗脱体积）

和毛细管电泳的分析检测条件（ 灌胶时间和分离电

压），进而采 用 优 化 条 件 下 的 两 步 固 相 萃 取 法 结 合

!EFG 技术建立了猕猴血浆中癌泰得的定量分析方

法。实验结果表明，该方法准确，灵敏度高，特异性

强，线性范围宽，可作为反义寡核苷酸药物药代动力

学研究的定量分析方法。
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