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固相萃取 －ＨＰＬＣ法测定艾地骨化醇软胶囊中有关物质
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摘要　目的：建立一种氨基固相萃取 －ＨＰＬＣ法测定艾地骨化醇软胶囊中３个同分异构体的有关物质。
方法：采用氨基固相萃取法，经乙酸乙酯－正己烷洗脱，无水乙醇提取，提取液经减压蒸干后用乙腈复溶，经
ＯＤＳ色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）分析，以水－乙腈为流动相，梯度洗脱，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样
量为５０μＬ，采用紫外检测器，在检测波长２６５ｎｍ处检测有关物质。结果：固相萃取前处理可有效去除空
白油干扰，艾地骨化醇与各杂质均可基线分离；在低温４℃条件下考察溶液稳定性，２４ｈ时供试品溶液中各
杂质面积百分比为９８６％～１０２３％；杂质对照品溶液中，２４ｈ时 Ｔａｃｈｙ杂质、前体、艾地骨化醇和 Ｔｒａｎｓ杂
质的面积百分比分别为１０１２％、９６９％、９８５％和９６２％；艾地骨化醇、ｔｒａｎｓ杂质、前体和 ｔａｃｈｙ杂质的定
量限分别为０１０７、０１０２、０１２８、００６３μｇ·ｍＬ－１，检测限分别为００５４、００５１、００６４、００３１μｇ·ｍＬ－１；四
者质量浓度分别在０１～６３μｇ·ｍＬ－１、０１～１２μｇ·ｍＬ－１、０１～５６μｇ·ｍＬ－１和０１～１１μｇ·ｍＬ－１

范围内与峰面积呈良好线性关系，相关系数（ｎ＝５）分别为０９９９９、１０００、１０００和０９９９４；ｔａｃｈｙ杂质、前
体和ｔｒａｎｓ杂质回收率（ｎ＝６）分别为 １０６６％、８８６％和 １０２８％，ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为 ６７％、３１％和
２１％。３批样品含前体５０％、５０％和５１％，杂质ｔａｃｈｙ、杂质Ｔｒａｎｓ和未知单杂均未检出。结论：该方法
操作简单，经济实用，安全性高，专属性强，重复性好，准确度高，为艾地骨化醇软胶囊及类似油性基质的药

物质量研究提供可靠依据。

关键词：固相萃取；艾地骨化醇软胶囊；油性基质；活性维生素Ｄ；同分异构体；有关物质
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　　代谢性骨病是继糖尿病和甲状腺疾病之后的第
三大类内分泌代谢疾病。维生素Ｄ活性代谢物是一
类具有生物活性的脂溶性类固醇衍生物，在体内发

挥广泛的药理活性，包括调节钙磷平衡、骨重建、肠

道和肾脏钙的吸收等作用［１］，临床上对骨质疏松症

疗效显著。艾地骨化醇（ｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ）是一种新型活
性维生素Ｄ衍生物［２－３］，由日本中外制药株式会社

与大正制药株式会社联合开发，于２００１年１月在日
本上市，用于治疗骨质疏松症，疗效优于阿法骨化

醇，显示出广阔的使用前景。

艾地骨化醇分子式为 Ｃ３０Ｈ５０Ｏ５，化学名为（１Ｒ，
２Ｒ，３Ｒ，５Ｚ，７Ｅ）－２－（３－羟基丙氧基）－９，１０－开
环胆甾－５，７，１０（１９）－三烯 －１，３，２５－三醇，结构
式见图１。与骨化三醇相比，艾地骨化醇在２β位引
入３－羟基丙氧基，使其与维生素Ｄ结合蛋白的亲和
力更强，更难被２４－羟化酶降解［４］。艾地骨化醇具

有抑制骨吸收的作用［５－６］，促进骨微塑建的效力也大

大高于骨化三醇。此外，在促进肠道钙吸收方面，艾

地骨化醇也优于阿法骨化醇［７－１１］。

目前《中华人民共和国药典》、美国药典、欧洲药

典、日本药局方等均未收载艾地骨化醇及其
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图１　阿法骨化醇（Ａ）、骨化三醇（Ｂ）及艾地骨化醇（Ｃ）的化学结构

式

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆａｌｆａｃａｌｃｉｄｏｌ（Ａ），ｃａｌｃｉｔｒｉｏｌ（Ｂ），ａｎｄｅｌｄｅ
ｃａｌｃｉｔｏｌ（Ｃ）

相关制剂的质量控制方法，相关文献报道也很少。

Ｗａｎｇ等［１２－１３］报道，骨化三醇性质不稳定，光照和高

温都会引起异构化，甚至产生降解的杂质，降低其功

效，故将骨化三醇溶解在合适的脂溶性基质（如中链

甘油三酯）中制备成软胶囊，保证骨化三醇稳定性，

提高生物利用度。

据此，艾地骨化醇溶解于脂溶性基质制备的软

胶囊中，主成分浓度极低（约占００００５％），而中链
甘油三酯（辅料）占比极高，基质干扰显著，不仅影响

了主成分浓度测定，更是大大影响了艾地骨化醇软

胶囊的有关物质检查。因此，探索高效去除油性基
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质的样品前处理方法对于产品的质控至关重要。

本文采用氨基固相萃取法去除艾地骨化醇软胶

囊基质干扰，并对萃取液进行浓缩，提高进样浓度

后，采用反相液相色谱法进行艾地骨化醇软胶囊有

关物质的测定，并进行方法验证。结果表明，此方法

可有效去除基质干扰，灵敏度和准确度符合要求，研

究结果为艾地骨化醇软胶囊及类似基质的药物质量

研究提供了可靠依据。

艾地骨化醇与前体、ｔａｃｈｙ杂质（图２）互为可逆
异构体，２对异构体均对温度敏感，故在验证时，采用
临用前合成并标定的方法确定杂质纯度。且为避免

杂质间互转造成干扰，对方法验证中的溶液稳定性、

灵敏度、线性与范围和准确度验证进行了分组验证。
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图２　艾地骨化醇杂质的化学结构式
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１　仪器与试药
高效液相色谱仪（紫外检测器，岛津公司），

ＹＭＣ－ＰａｃｋＯＤＳ－ＡＭ色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）；ＬＵＸ－１２水浴锅（北京陆希科技有限公司），
ＰＭＫ２２４ＺＨ型万分之一电子天平（ＯＨＡＵＳ公司），
Ｎ－１２１０ＢＶ－Ｗ旋 转 蒸 发 仪 （Ｈｅｉｄｏｌｐｈ公 司），
１００ｍｇ·ｍＬ－１氨基固相萃取小柱、１００ｍｇ·ｍＬ－１Ｃ１８
固相萃取小柱、１００ｍｇ·ｍＬ－１Ｓｉｌｉｃａ固相萃取小柱
（Ｗｅｌｃｈｒｏｍ公司）。乙腈、无水乙醇、乙酸乙酯和正己
烷等试剂均为色谱纯，屈臣氏纯化水。

艾地骨化醇对照品（正大制药（青岛）有限公司，

批号ＱＣＬ－２０２１０８０２，含量９９７％），艾地骨化醇软
胶囊样品 （正大制药 （青岛）有限公司，批号

２２１２２８１、２２１２２９１、２２１２３０１，规格０７５μｇ·粒 －１），艾

地骨化醇前体（深圳远扬医药科技有限公司，批号

２７－ＪＵＮ－２２２９，含量 ９０５８％），ｔｒａｎｓ杂质（深圳远
扬医药科技有限公司，批号 ２９－ＪＵＮ－２２２９，含量
９７８０％），ｔａｃｈｙ杂质（甘肃皓天医药科技有限责任
公 司，批 号 ＨＴ０１８ －４５－１４－２２０６００１，含 量

８９６％），中链甘油三酯（湖北葛店人福药用辅料有
限责任公司，批号Ｆ３４７Ｃ２３０４０１）。
２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　供试品溶液　取艾地骨化醇软胶囊内容物
适量（约相当于艾地骨化醇１２μｇ），置１０ｍＬ量瓶
中，用乙酸乙酯－正己烷（１∶１０）溶解并稀释至刻度，
摇匀，将所得溶液缓慢通过氨基固相萃取小柱

［ＷｅｌｃｈｒｏｍＮＨ２，１００ｍｇ·ｍＬ
－１或其他相当产品，

预先用无水乙醇５ｍＬ清洗，再用乙酸乙酯 －正己烷
（１∶１０）清洗２次，每次５ｍＬ］，待液面近干时，用乙
酸乙酯－正己烷（１∶１０）２５～３０ｍＬ洗脱，弃去洗脱
液，继续用无水乙醇２ｍＬ洗脱，收集洗脱液，３０℃水
浴减压蒸干，残留物加乙腈０１ｍＬ超声（功率 ５００
Ｗ，频率４０ｋＨｚ）使溶解，再加水０１ｍＬ，超声混合均
匀（所有试验均避光操作）。

２１２　空白辅料溶液　取中链甘油三酸酯约１６ｇ，
置１０ｍＬ量瓶中，加乙酸乙酯 －正己烷（１∶１０）溶解
并稀释至刻度，摇匀，照“２１１”项下自“将所得溶液
缓慢通过氨基固相萃取小柱……”处理。

２１３　系统适用性溶液　取艾地骨化醇对照品适
量，用乙腈溶解并稀释成每１ｍＬ中约含６０μｇ的溶
液，于８０℃水浴中加热１ｈ（注意密封，防止溶剂挥
发），放冷至室温，即得。

２１４　灵敏度测试溶液　精密量取系统适用性溶
液１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇
匀，再精密量取１ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，用乙腈稀释
至刻度，摇匀，即得。

２１５　混合溶液　取艾地骨化醇对照品和各杂质
对照品各适量，精密称定，用５０％乙腈溶解并稀释制
成每 １ｍＬ含艾地骨化醇约 ６０μｇ、ｔａｃｈｙ杂质约
０６μｇ、艾地骨化醇前体杂质约４２μｇ、ｔｒａｎｓ杂质约
０３μｇ的混合溶液。
２１６　Ｔａｃｈｙ杂质对照品溶液　取 ｔａｃｈｙ杂质对照
品适量，精密称定，用 ５０％乙腈溶解并稀释制成每
１ｍＬ含ｔａｃｈｙ杂质约０６μｇ的溶液。
２１７　艾地骨化醇前体杂质对照品溶液　取艾地
骨化醇前体杂质对照品适量，精密称定，用５０％乙腈
溶解并稀释制成每１ｍＬ含艾地骨化醇前体杂质约
４２μｇ的溶液。
２１８　艾地骨化醇和 ｔｒａｎｓ杂质对照品溶液　取艾
地骨化醇和 ｔｒａｎｓ杂质对照品适量，精密称定，用
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５０％乙腈溶解并稀释制成每１ｍＬ含艾地骨化醇和
ｔｒａｎｓ杂质各约０３μｇ的溶液。
２１９　ｔｒａｎｓ杂质对照品溶液　取 ｔｒａｎｓ杂质对照品
适量，精密称定，用 ５０％乙腈溶解并稀释制成每 １
ｍＬ含ｔｒａｎｓ杂质约０３μｇ的溶液。
２２　色谱条件

用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ），以水为流动相 Ａ，乙腈为流动相 Ｂ，
梯度洗脱（见表１），流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波
长为２６５ｎｍ，柱温为１０℃，样品盘温度为４℃，进样
体积５０μＬ。

表１　梯度洗脱程序
Ｔａｂ．１　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０ ５５ ４５

４０ ４５ ５５

５０ ０ １００

７０ ０ １００

７０１ ５５ ４５

８０ ５５ ４５

２３　专属性试验
精密量取５０％乙腈５０μＬ，注入液相色谱仪，结

果显示，在艾地骨化醇及相关杂质位置无干扰峰，表

明乙腈不影响测定结果。

按“２１２”项下方法制备空白辅料溶液，按“２２”
项下色谱条件进样，结果色谱图见图３。空白辅料在
艾地骨化醇及相关杂质位置无干扰峰产生，表明空白

辅料不影响艾地骨化醇软胶囊的有关物质检测。

图３　艾地骨化醇软胶囊空白辅料色谱图

Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｂｌａｎｋｅｘｃｉｐｉｅｎｔｏｆｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌｓｏｆｔ

ｃａｐｓｕｌｅｓ

按“２１５”项下方法制备混合溶液，按“２２”
项下色谱条件进样，结果色谱图见图４。主成分与
相邻杂质以及各已知杂质间均可基线分离，专属性

良好。

图４　艾地骨化醇对照品与各杂质对照品的混合溶液ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．４　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｍｉｘｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌａｎｄｉｔｓ

ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

２４　溶液稳定性
取供试品溶液、ｔａｃｈｙ杂质对照品溶液、艾地骨化

醇前体杂质对照品溶液、艾地骨化醇和 ｔｒａｎｓ杂质对
照品溶液，按“２２”项下色谱条件，分别在室温和低
温（４℃）下于０、２、４、８、１２、１８、２４、３６和４８ｈ进样。
以０ｈ峰面积为１００％，计算各时间点峰面积与０ｈ
峰面积的百分比，结果表明，在室温条件下，１８ｈ时
供试品溶液中各杂质面积百分比为 １０２８％～
１０３８％，表明供试品溶液室温下１８ｈ内稳定；杂质
对照品溶液中，３ｈ时 ｔａｃｈｙ杂质、前体、艾地骨化醇
和ｔｒａｎｓ杂质的面积百分比分别为１０５５％、９５７％、
１０２０％和１０２４％，表明室温条件下ｔａｃｈｙ杂质和前
体杂质对照品溶液不稳定；在低温４℃条件下，２４ｈ
时供试品溶液中各杂质面积百分比为 ９８６％～
１０２３％；杂质对照品溶液中，２４ｈ时 ｔａｃｈｙ杂质、前
体、艾地骨化醇和 ｔｒａｎｓ杂质的面积百分比分别为
１０１２％、９６９％、９８５％和９６２％，表明供试品和各
杂质均２４ｈ稳定。
２５　检测限和定量限

分别精密量取“２１６～２１８”项下各对照品溶
液适量，用５０％乙腈逐级定量稀释配制定量限摸索
溶液，照“２２项下”色谱条件进样，当信噪比（Ｓ／Ｎ）
为１０∶１时对应的样品浓度即为定量限，待定量限确
定后，再进一步稀释配制检测限溶液。当信噪比为

３∶１时对应的样品浓度即为检测限。测定结果
见表２。
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表２　定量限和检测限结果
Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ（ＬＯＱ）

ａｎｄｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤ）

化合物　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　

ＬＯＱ／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＬＯＤ／

（μｇ·ｍＬ－１）

艾地骨化醇 （ｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） ０１０７ ００５４

ｔｒａｎｓ杂质（ｔｒａｎｓｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） ０１０２ ００５１

前体（ｐｒｅｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） ０１２８ ００６４

ｔａｃｈｙ杂质（ｔａｃｈｙｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） ００６３ ００３１

２６　线性范围与校正因子
将艾地骨化醇及其杂质分３组进行线性与范围

的验证，艾地骨化醇和 ｔｒａｎｓ杂质为 １组，前体为 １
组，ｔａｃｈｙ杂质为１组。取艾地骨化醇及杂质对照品
适量，加５０％乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀，逐级稀
释，制成不同线性浓度的艾地骨化醇及杂质溶液。

按照“２２”项下色谱条件进样，记录峰面积。以浓度
为横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线，回归方程

及线性范围见表３。结果说明线性良好。

表３　艾地骨化醇和各杂质的线性关系
Ｔａｂ．３　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

化合物　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　

回归方程　　

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）　　

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）（μｇ·ｍＬ－１）
ｒ

校正因子

（ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

艾地骨化醇（ｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） Ｙ＝１０３３×１０５Ｘ＋１３７２×１０３ ０１～６３ ０９９９９ ／

前体（ｐｒｅｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） Ｙ＝４７７７×１０４Ｘ－７８８ ０１～５６ １０００ ２１６

ｔａｃｈｙ杂质（ｔａｃｈｙｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） Ｙ＝４４３７×１０４Ｘ＋６７５９ ００６～１１ ０９９９４ ２４４

ｔｒａｎｓ杂质（ｔｒａｎｓｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） Ｙ＝１２１８×１０５Ｘ－５６２６ ０１～１２ １０００ ０８９

２７　准确度及定量方式
精密量取ｔａｃｈｙ杂质对照品溶液、艾地骨化醇前

体杂质对照品溶液、ｔｒａｎｓ杂质对照品溶液各１０ｍＬ，
一一对应分别置于５ｍＬ量瓶中，用乙酸乙酯 －正己
烷（１∶１０）稀释至刻度摇匀，作为杂质对照品储备液；
取本品内容物１６ｇ（约相当于艾地骨化醇１２μｇ），
精密称定，置１０ｍＬ量瓶中，精密加入杂质对照品储
备液１ｍＬ，照“２１１”项自“将所得溶液缓慢通过氨
基固相萃取小柱……”处理。

按照外标法计算各杂质的回收率，结果表明，

ｔａｃｈｙ杂质、前体杂质、ｔｒａｎｓ杂质和主成分艾地骨化
醇平均回收率（ｎ＝６）分别为９３１％、８９７％、７５７％
和７９０％，ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为３４％、４５％、１０１％
和２９％。

按照加校正因子的面积归一化法计算各杂质回

收率，结果表明，ｔａｃｈｙ杂质、前体杂质和ｔｒａｎｓ杂质平
均回收率 （ｎ＝６）分别为 １０６６％、８８６％ 和
１０２８％，ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为６７％、３１％和２１％。
准确度良好，优于外标法，故采用加校正因子的面积

归一化法作为本品有关物质的定量方式。

２８　重复性及中间精密度试验
取样品（批号２２１２２８１），照“２１１”项方法配制

供试品溶液，平行配制６份。按“２２”项下色谱条件

进样，计算各杂质的含量。结果表明，ｔａｃｈｙ杂质和
ｔｒａｎｓ杂质均未检出，前体杂质和总杂（不包括前体）
平均含量（ｎ＝６）分别为６６％和００６％，ＲＳＤ（ｎ＝
６）分别为０５０％和２１％。

由不同人员在不同日期采用不同仪器进行重现

性试验。结果表明，ｔａｃｈｙ杂质和 ｔｒａｎｓ杂质均未检
出，前体杂质和总杂（不包括前体）平均含量（ｎ＝１２）
分别为６５％和００８％，ＲＳＤ（ｎ＝１２）分别为１６％
和２６０％。主检测结果均无明显差异，该方法中间
精密度良好。

２９　耐用性试验
更换不同批次色谱柱，改变柱温、流速和流动相

比例等，照“２２”项下色谱条件检测系统适用性溶液
和供试品溶液，结果表明，各物质分离效果良好，供

试品的检测结果无明显差异，方法耐用性良好。

２１０　样品测定结果
取３批艾地骨化醇软胶囊，采用“２１１”项方法制

备供试品溶液，按照“２２”项条件检测，结果见表４。
３　讨论
３１　前处理方法的选择

目前样品前处理方法主要有皂化回流、液 －液
萃取、固相萃取、超临界流体萃取等［１４］。李攻科

等［１５］在测定去皮（壳）的鱼或海洋生物样品中的
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　　　　 表４　艾地骨化醇软胶囊有关物质测定
Ｔａｂ．４　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌｓｏｆｔｃａｐｓｕｌｅｓ

化合物　　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

批号（ｌｏｔＮｏ．）２２１２２８１ 批号（ｌｏｔＮｏ．）２２１２２９１ 批号（ｌｏｔＮｏ．）２２１２３０１

ｔａｃｈｙ杂质（ｔａｃｈｙｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

前体（ｐｒｅｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） ５０ ５０ ５１

ｔｒａｎｓ杂质（ｔｒａｎｓｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

最大未知单个杂质（ｍａｘｉｍｕｍｉｍｐｕｒｉｔｙ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

总杂质（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

　注（ｎｏｔｅ）：总杂质不包含前体（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙｗｉｔｈｏｕｔｐｒｅｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ）

多氯联苯时采用了微波皂化萃取技术，处理过程中

多次使用到浓硫酸等强腐蚀性试剂，实验过程繁琐

复杂。因此，随着各种新技术的发展，皂化回流技术

逐渐被更加环保高效的方法取代。液 －液萃取成为
当前最成熟且最常用的前处理方法，马海峰等［１６］在

测定食品中黄曲霉毒素Ｂ１时采用液液萃取的前处理
方法，但该方法操作步骤烦琐，样品损失量大，成本

高。而超临界流体萃取法属于新兴技术手段，方法

不够完善成熟，且设备成本较高。

固相萃取是一种利用固体材料的选择性吸附对

样品进行纯化富集的前处理手段，在食品、环境样品

和生物制品等方面应用较多，具有有机试剂用量少，

操作简单，富集纯化效率高且成本低廉诸多优势［１７］。

但固相萃取法在骨化醇类药物中的应用较少，目前

报道中对油性基质药物的有关物质考察多为固相萃

取－正相液相色谱法。
吴金平等［１７］在建立骨化三醇软胶囊有关物质分

析方法时，采用 ＯｎｌｉｎｅＳＰＥ－ＨＰＬＣ法考察了硅胶、
硅藻土和Ｃ１８固相萃取小柱对骨化三醇软胶囊内容
物的提取分离效果，确定使用 ＨｙｐｅｒｓｉｌＧｏｌｄｓｉｌｉｃａ硅
胶柱对样品进行前处理，并建立正相色谱条件考察

有关物质，但正相色谱条件采用挥发性较强的正己

烷和乙酸乙酯等试剂，且等度洗脱，针对艾地骨化醇

的多个异构体杂质分离效果不理想。

ＧｉａｎｌｕｃａＢａｒｔｏｌｕｃｃｉ［１８］等采用氨基固相萃取法对
鱼肝油进行前处理，并联合 ＬＣ－ＡＰＣＩ－ＭＳ法对鱼
肝油中的维生素 Ｄ３的含量进行考察，采用氨基固相
萃取柱前处理效果良好，但仅考察了主成分的含量。

可为油基质的艾地骨化醇软胶囊多种异构体杂质检

测的前处理方法提供参考。

３１１　固相萃取柱　结合上述文献，本文选择采用

Ｃ１８固相萃取小柱、氨基固相萃取小柱和 Ｓｉｌｉｃａ固相
萃取小柱对艾地骨化醇软胶囊的内容物进行前处

理，比较不同填料萃取柱的提取富集效果。结果显

示，Ｃ１８固相萃取小柱专属性差，Ｓｉｌｉｃａ固相萃取小柱
重复性和回收率较差，而氨基固相萃取小柱重复性、

回收率和耐用性均较好。

氨基固相萃取小柱的填料，当用正己烷等非极

性溶剂进行活化处理时，它可与任何含 －ＯＨ，－ＮＨ
或－ＳＨ基团的分子发生氢键作用，对结构异构体的
分离和脂类样品中带极性基团的化合物提取具有良

好的效果。恰好可以解决骨化醇类软胶囊在有关物

质检查中存在的难点：①规格小，主成分浓度极低
（约占００００５％）。②油性基质，中链甘油三酯占比
极高，基质干扰问题严重。

因此，选用氨基固相萃取小柱进行艾地骨化醇

前处理，采用反相高效液相色谱系统进行有关物质

考察。

３１２　洗脱体积　本文用乙酸乙酯 －正己烷（１∶
１０）作为中链甘油三酯洗脱溶剂，分别对固相萃取小
柱上样后的洗脱体积进行１５、２０、２５及３０ｍＬ的考
察。结果见表 ５和图 ５。当乙酸乙酯 －正己烷
（１∶１０）洗脱液用量为１５～３０ｍＬ时，本品有关物质
检测结果均无明显差异，为充分洗脱，拟定采用乙酸

乙酯－正己烷（１∶１０）洗脱液２５～３０ｍＬ洗脱。
３１３　无水乙醇洗脱体积　本文用乙醇作为艾地
骨化醇洗脱溶剂，分别对固相萃取小柱上样经乙酸

乙酯－正己烷（１∶１０）淋洗后的艾地骨化醇洗脱体积
进行１５、２０、２５ｍＬ考察。结果见表６和图６。当
无水乙醇洗脱体积为１５～２５ｍＬ时，本品有关物
质检测结果均无明显差异，拟定采用无水乙醇２ｍＬ
洗脱。



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·１０１５　 ·
　

表５　不同洗脱液体积艾地骨化醇软胶有关物质检测
Ｔａｂ．５　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌｓｏｆｔｃａｐｓｕｌｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｖｏｌｕｍｅｓ

化合物　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

１５ｍＬ ２０ｍＬ ２５ｍＬ ３０ｍＬ

ｔａｃｈｙ杂质（ｔａｃｈｙｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

前体（ｐｒｅｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） ５９ ６０ ６２ ６１

ｔｒａｎｓ杂质（ｔｒａｎｓｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

最大未知单个杂质（ｍａｘｉｍｕｍｓｉｎｇｌｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

总杂质（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

　注（ｎｏｔｅ）：总杂质不包含前体（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙｗｉｔｈｏｕｔｐｒｅｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ）

图５　不同洗脱液体积艾地骨化醇软胶囊有关物质检测色谱图

Ｆｉｇ．５　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌｓｏｆｔ

ｃａｐｓｕｌｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｖｏｌｕｍｅｓ

３１４　检测波长　采用二极管阵列检测器，对艾地
骨化醇溶液及各个杂质溶液的紫外吸收图谱进行考

察，结果表明艾地骨化醇及各杂质在２６５ｎｍ处均具
有较强的紫外吸收，且峰形良好，故最终采用２６５ｎｍ
波长作为艾地骨化醇有关物质考察的检测波长。

３１５　计算方式　按外标法计算时，ｔａｃｈｙ杂质、前
体、ｔｒａｎｓ杂质和艾地骨化醇回收率结果提示，前处理
过程中主成分和杂质存在损失。主要原因是复溶体

积小，导致转移过程中的体积损失比例增大，影响了

回收率。按加校正因子的面积归一化法计算时，可

以避免转移体积损失对结果的影响。

表６　不同无水乙醇洗脱体积艾地骨化醇软胶囊有关物质检测结果对比
Ｔａｂ．６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌｓｏｆｔｃａｐｓｕｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｓｏｆａｂｓｏｌｕｔｅｅｔｈａｎｏｌ

化合物　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

１５ｍＬ ２０ｍＬ ２５ｍＬ

ｔａｃｈｙ杂质（ｔａｃｈｙｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

前体（ｐｒｅｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） ５９ ６０ ５９

ｔｒａｎｓ杂质（ｔｒａｎｓｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

最大未知单个杂质（ｍａｘｉｍｕｍｓｉｎｇｌｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

总杂质（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

　注（ｎｏｔｅ）：总杂质不包含前体（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙｗｉｔｈｏｕｔｐｒｅｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌ）

图６　不同无水乙醇洗脱体积艾地骨化醇软胶囊有关物质检测对比图
Ｆｉｇ．６　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｅｌｄｅｃａｌｃｉｔｏｌｓｏｆｔ
ｃａｐｓｕｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｓｏｆａｂｓｏｌｕｔｅｅｔｈａｎｏｌ

因此，本文选用了加校正因子的面积归一化法

进行定量。

４　结论
本文建立了艾地骨化醇软胶囊有关物质的氨基

固相萃取－反相液相色谱检查方法，固相萃取法去
除油基质的干扰，并对艾地骨化醇进行富集，提高了

检测的灵敏度，采用反相色谱法对有关物质进行考

察，避免了使用正相色谱的弊端如正相流动相挥发

性较强，基线不易平衡，系统硬件要求高等。对该方

法进行系统验证，保证方法的专属性、灵敏度及准确
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性均符合要求，为艾地骨化醇软胶囊及类似基质的

药物质量研究提供可靠依据。
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