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药品管理与应用

固相萃取技术及其在体内药物分析中的应用
周爱然

（齐鲁制药有限公司  山东　济南　250100）

【摘　要】固相萃取技术是化学学科常用的技术，主要是以固体吸附剂吸附液体样品中含有的目标化合物，将目标化

合物和样品基体、干扰化合物分离，以实现分离与富集。固相萃取技术属于样品前处理手段，现已广泛用于实验室中，本

文对固相萃取技术及其在体内药物分析中的应用作研究。
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Solid phase extraction and its application in in vivo drug analysis
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[Abstract]Solid phase extraction (SPE) is a commonly used technology in chemistry. It mainly uses solid adsorbent to adsorb 

target compounds contained in liquid samples, and separates target compounds from sample matrix and interference compounds to 

achieve separation and enrichment. Solid phase extraction (SPE) is a method of sample pretreatment, which has been widely used in 

laboratory. 
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固相萃取技术是生物样品预处理手段，是样本制备的重

要技术，关系着生物样本的有效分析结果，是整个分析过程

中的关键一环，尤其是样本分离和净化、富集等环节。固相

萃取技术可有效缩短生物样本制备时间，通常少量的样本即

可实现萃取，可有效防止样本制备过程中出现乳化的问题，

整个制备过程的自动化程度高，用于样品预处理的优势明显。

1 固相萃取技术概述

1.1 基本原理

固相萃取是随着新型固相吸附剂的大量研发发展的一种

技术，比如硅胶键合相使固相萃取技术发展有着质的飞跃。

固相萃取技术基本原理主要是采用不同的填料为固定相，再

将填料装在微型小柱，如果生物样品中含有药物成分，则样

品溶液通过微柱时，会产生吸附、分配或者离子交换等作

用，由于亲和力作用使药物或者杂质留在固定相上，随后

再以对应溶剂对杂质进行洗除，并用溶剂对药物进行洗脱。

可采用的洗脱方式有两种，常用的洗脱方式是药物的亲和力

强于杂质和固定相，能够被有效保留，采用溶剂进行洗脱，

需要注意的是洗脱溶剂的药物亲和力强；再者是杂质的亲和

力强于药物和固定相，这种情况下药物能直接洗脱。

1.2 萃取机制

1.2.1 反相固相萃取

反相固相萃取机制一般进行水溶液里中等级性待测物萃

取，也可以进行非极性待测物萃取，苯基和碳 18、碳 8 等

是这种萃取的常用固定相。样品碳氢键和硅胶表面具有官能

团，官能团能以范德华力进行吸附，这时极性溶液中含有的

待测物会留在固定相里，以非极性溶剂能对待测物进行洗

脱。一般含有药物成分的样品主要是水溶性血浆和尿液等，

或者部分组织液等，中等极性、非极性待测物通常采用反相

固相萃取机制做预处理。硅醇基存在于键合硅胶固定相中，

具有未键合的特点，如果 pH 值超过 4，则硅醇基会变成离

子形式，并以这种形式存在，能进行阳离子交换，产生二级

相互作用，可保留强极性干扰物，并能对待测物进行吸附。

如果调节洗脱液 pH 值，通常会对二级相互作用造成不同程

度的破坏，对待测物进行有效洗脱。

1.2.2 正相固相萃取

正相固相萃取机制一般对中等极性至非极性基质的待测

物进行萃取，通常氰基、氨基等是常用的固定相。正相小柱

里留存的待测物情况与极性官能团密切相关，并与吸附剂表

面极性官能团有关系，其互相作用与待测物检测结果密切相

关。

1.2.3 离子交换固相萃取

离子交换固相萃取是一种常用于带电荷离子化合物萃取

的技术，主要是待测物和硅胶带电基团之间存在静电吸引，

能有效实现离子交换固相萃取 [1]。水溶液中的待测物需要

吸引到离子交换键合相里，实际检测时样品的 pH 值要进行

严格的调节，以确保待测物与键合相的官能团呈带电离子状

态，说明 pH 值和适宜离子强度、待测物含量等是离子交换

固相萃取的关键条件。离子交换固相萃取主要是采用阴离子

填料，比如硅胶上键合卤化季铵盐，也有部分萃取用阳离子

填料，比如羧酸等，通常能获得良好的萃取效果。

2 固相萃取技术实验装置

2.1 固相萃取小柱

固相萃取小柱是目前应用非常广泛的萃取装置，通常采

用的材料是聚丙烯，出口采用 Luer 氏接口，根据萃取实况

接上针头，把流出的液体接收到接收管里。小柱中的筛板材

料主要是多孔四氟乙烯或者聚丙烯，也可以采用不锈钢，一

般孔径在10μm-20μm，储液的体积通常在0.5ml-60ml之间，

填料量主要在 35mg-10g 之间，如果样品量少，则调整为填

料量小的固相萃取小柱，这能有效保证固相萃取效果 [2]。

2.2 固相萃取滤头

固相萃取滤头一般选择圆片滤头，这种滤头的截面积较

大，测定过程中有较高的流速，整个萃取过程快，能有效缩

短萃取时间，通常用于临床小样品预处理，比如血清、血浆

等待测物处理，能起到良好的萃取效果。

2.3 固相萃取涂布纤维

固相萃取采用涂布纤维一般用于固相微萃取，采用涂布

纤维对细小固体进行聚合物固定相涂布，通常涂布在固体融

溶硅胶纤维上，纤维浸入溶液，待测物会在涂层中进行扩散

和分配。随后将纤维取出，采用强溶剂对待测物进行洗脱，

洗脱处理后进行测定。
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2.4 固相萃取仪器

固相萃取仪器较多，通常液体样品在固相萃取的小柱后，

加压状态下可促使液体样品流到固定相。萃取过程中采用

注射器对液体样本进行加压处理，如果样本的黏稠度较高，

则用真空抽滤进行处理，通常抽滤装置包括单管和多管，

要根据固相萃取情况选择适宜的抽滤装置。一般体内药物

分析样品的数量较多，通常选择多管系统的效果显著，这

种系统包括玻璃缸和活动支架、流量控制阀、真空减压阀、

真空表与真空泵等仪器构成，通常流出液通过活动支架的专

用管进行收集，能有效收集到流出液 [3]。

3 固相萃取技术实验方法

3.1 选择小柱 /滤膜

固相萃取技术要注重选择小柱 / 滤膜，要了解待测物理

化性质，严格掌握样品基质，根据实际情况采用对待测物保

留程度强的固定相。如果待测物具有负电荷，则采用阴离子

交换填料进行处理；如果带有正电荷，则以阳离子交换填料

进行处理；待测物带的电荷为中性电荷时，通常采用反相填

料进行萃取。小柱 /滤膜选择时，要注重其大小和规格，综

合评价待测样品的浓度等，选择符合待测物的固相萃取小柱

/ 滤膜。如果待测物的浓度低，则要尽量选择填料较少的固

定相，这能对较大体积待测物进行固相萃取。

3.2 活化

固相萃取前要对待测物进行活化，采用溶剂对小柱进行

冲洗，以 5ml-10ml 溶剂对滤膜进行冲洗。通常采用甲醇等

有机溶剂对填料进行冲洗，这种水溶性溶剂能对填料进行

有效的清洗，甲醇对吸附剂表面能进行有效的湿润，从而

渗透至非极性硅胶键合相，这时硅胶的水湿润程度加快，

再采用水或者缓冲液对硅胶进行冲洗 [4]。在进行加样前对

固相萃取填料进行湿润和有效保持，因为填料干燥会导致待

测物的保留值明显减少，但是各个小柱干燥程度并不统一，

这时会对回收率重现性造成较大的影响。

3.3 加样

固相萃取加样时，通常是采用 0.1mol/L 酸、碱进行调

节，促使样品的 pH 值＜ 3，或者使 pH 值超过 9，将样品进

行离心处理，完成后获取上层液进行萃取。以甲醇对蛋白质

进行沉淀，沉淀完成后获取上清液，采用水或者缓冲液对样

品进行稀释，稀释处理后开始萃取。采用酸或者无机盐促使

蛋白质沉淀，随后获取上清液，对上清液的 pH 值进行有效

调节，处理完成后进行萃取。可以采用超声波对样品进行

15min 的处理，再给样品中添加水和缓冲液，随后获取上清

液进行萃取 [5]。通常尿液样品中含有的药物浓度高，再给

尿液样品进行加样前，要先采用水或者缓冲液对样品进行稀

释，或者采用酸、碱水解反应对药物和蛋白质结合进行破坏，

随后对样品中的待测物进行萃取。注意在萃取时，调整流速

在每分钟 2ml-4ml，因为流速过快对待测物和固定相结合会

造成较大影响。

3.4 填料清洗

固相萃取要注重对填料的清洗，这主要是针对反相固

相萃取技术，通常清洗溶剂主要是水或者缓冲液，可以给

清洗液中添加适量的有机溶剂或无机盐等物质进行 pH 值调

节。注意添加到小柱中的清洗液要小于一个小柱容积，采

用 5ml-10ml 的滤膜为宜，这对样品顺利萃取有着积极作用，

可防止待测物中产生明显的杂质 [6]。

3.5 待测物洗脱

固相萃取时要对待测物进行洗脱，通常选择 5ml-10ml

的离子强度较低，不过能有效清洗待测物上的洗脱溶剂。如

果要灵敏度高，要将洗脱液挥干，以流动相对残留物进行重

组，处理好后进样，这能有效提高待测物的灵敏度。通常体

内样品在接受洗脱后会含有一定的水分，采用冷冻干燥法

对体内样品进行处理，如果固相萃取填料的保留能力较弱，

则可以采用小体积和较弱洗脱液清洗待测物，随后以极性较

强 HPLC 分析柱对洗脱物进行分析，比如采用碳 18 柱进行分

析，如果待测物具有可电离的特点，对 pH 值进行调节，这

时能有效的阻止样品出现离子化的情况，有效提升待测物的

反相固相萃取填料的保留水平，在洗脱时对 pH值进行调节，

促使待测物离子化，随后以较弱溶剂对待测物进行洗脱，将

洗脱液收集后，对 pH 值进行有效调节，这时待测物在 HPLC

分析过程中能获得最佳分离效果。整个洗脱过程中要对流速

适当减慢，以两次小体积洗脱进行处理，这样获得的回收率

高于一次大体积洗脱，可有效提高固相萃取效率。

4 固相萃取技术分析体内药物实践

固相萃取技术可对体内药物进行分析，通常待测物包括

皮质激素类和多西他赛、熊去氧胆酸、茚地那韦、吲哚布芬、

地尔硫卓及其代谢物、硫氮卓酮、二氮胺苯乙酸、尿卟啉、

丁胺苯丙酮、新型人生长激素分泌类似物、可卡因及其代

谢物、麦考酚酸以及缬沙坦等，主要基质有头发、血浆和

血清、尿、胎粪、全血与肝组织等，固相萃取填料类型有碳

18、强阴离子交换柱和碳 8、SAX、Oasis HLB、Bond-Elut 

Certify、Abselut、碳 2等，能对待测物进行有效的检测。

目前采用的固相萃取填料有较强的优势，这种填料在加样前

基质被抽干，也能获得较好的回收率、重现性，同时pH值0-14

状态下能实现有效的固相萃取，通常可以采用简单快速的方

法，对极性或者非极性的待测物进行有效提取，实际萃取过

程中具有较大容量因子，这时能有效减少填料使用量。

5 小结

固相萃取技术通常引入外源性杂质的情况极少，发生乳

化现象的风险低，所以具有较高的萃取回收率，整个萃取过

程的自动化程度高，能使样品中的杂质有效减少，各种有机

溶剂用量随之明显减少，用于人体生物样品前处理的优势明

显。
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