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气质联用法定量分析 白 念珠菌 中 甾醇含量
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摘要 目 的 建立气质联用法
（

测定 白念珠菌 中羊毛 甾 醇和 麦 角 甾醇 的 含量 。 方法 白 念珠菌经离心 、 皂

化 、提取出 甾醇部分后溶解于环己烷 中 采用 毛细管柱进行气相色谱分析 柱温 ：
程序升温 起始温度 ，

按 升至 再按 升至
；
检测器温度 ；

进样 口 温度 ； 载气 ：氦气 ；质谱检测器 ：

离子源 ， 电力 电压 ； ； ；

； 进样量 ：
丨 无分流比 。 结果 羊毛 甾 醇和 麦 角 甾 醇线性关 系 良好 （ 分别 为 和 回 收 率在

最低 检测限分别为 和 日 内及 日 间精密 度 良好 （ 均小于 。

结论 本方法准确 、灵敏 、专属性强 结果可靠
，
为抗真菌药物研究提供了有 力 的工具 。
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过去的 年里 深部真菌感染 日 益成为院 内 主

要的感染 ，
在真菌感染 中最为多 见的是念珠菌 。 白念

珠菌是所有这些 致病 性念珠菌 中 最常 见 的
，
约 占

⑴
。 麦 角 留 醇是真菌细胞质膜的重要成分 ，

它参

与多种细胞生物功能 包括细胞膜的 完整性 、流动性

和键合在细胞膜上的酶的作用例 如蛋 白质的营养传

输和壳多糖的合成
’

。 羊毛留 醇是麦角 甾醇合成途

径中主要的前体 。 目前临床应用最成功且仍作为一

线药物而被广泛应用 的酮康唑 、氟康 唑 、特比萘芬等

都是 以 麦 角 留 醇 为作用 靶 点
，
发挥其 抗真 菌作用

的 。 同样 ， 多烯类药物包括两性霉 素 、制霉菌素等

作者简介 王添琉 （ ， 女 ， 硕士 ：

通讯作者 徐 立 丨 ： 丨

药物分子也是通过与 麦 角 甾 醇结合而破坏 了 细胞 的

正常代谢
⋯

。 另外 有多类化合物 已 发现有抗真菌作

用 这些物质的抗真菌作用部位 、
机制 尚不 明确 ，

因此

研究抗真菌药物 的作用机制 ，探究真菌耐药机制 ，
建

立
一种 切实可靠 的分析方法 ， 可 以 为寻 找更好的高

效 、低毒 、广谱的抗真菌药物提供分子水平上 的重要

依据 。

目 前 ，
已 发展 出 广泛的分析技术测定 甾醇类的含

量 主要 有 薄层色谱 法 （ 毛细 管 气 相 色谱 法

超 临 界 流 体 法 （ ， 高 效 液 相 色 谱 法

等 。 其 中最常见的是高效液相与质谱检测 器

串联 （ 和气相色谱法 （ 及 气

质联用 （ 。 液相色谱与质谱联用 的方法

重现性常常 比较差 。 笔 者通过气质联用法 （
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，定量分析测定 了 白念珠菌 中 麦角 甾 醇和 丰毛 甾

醇等 主要 甾 醇含 量 获得 了理想 的效果 ， 为抗真菌药

物研究提供了有力 的工具 。

仪器与材料

仪 器 单 重 四极杆 气质 （

公 司 ： 气相色谱仪 ， 离

子源 ’ 自 动 进样 器 ， 数据 系 统 软件 ，

单重四极杆质谱仪 色谱柱 ： 柱 （

德国 微量移

液器 ； 振荡培 养 箱 （ 江苏太仓 实验设 备 厂 ）

台式恒温振荡 器 （ 上海跃进医 疗器 械厂 ）
，

隔水 式 电 热恒 温培 养 箱 （ 上海跃 进 医 疗 器械 厂 ）
，

高速冷冻 离心机 （
。

试 剂 与 培 养基 麦 角 甾 醇
、羊 毛 甾 醇 和胆固醇

对照 品 （ 公 司 ） ， 环 己 烷 、石 油 醚均 为 级

公司 ） ，无水乙醇为分析纯 其余试剂 购 自 上

海生工有限 公司 新鲜制 备的皂化剂 （ 的

乙 醇 溶液 ）
；

培 养 基 ， 培养 液 ；

缓冲液 （

真菌 的培养 与样品制 备

从 平板 上挑 取 一 个 单 克 隆菌 落 于

培养基 ，

°

振荡培养 取菌

液 于含 培养液 的 锥 型瓶

中
°

振荡培养 后 离心

洗涤 次至 上清无色 去上清 ， 称 各 菌湿

重 ，分别精密称取约 于 无塞玻璃管 中 ， 加

缓冲液 和新鲜制备 的皂化 剂 混匀

水 浴皂化 冷 却 至室温 — 加 石 油 醚 （ 沸 程

祸旋混勾 ， 提取 次后合并提取

液 ， 加水 祸 旋混 ■ 洗潘 ， 移 去 水层 醚层在

工 水浴挥干 ， 得未皂化脂 ， 加环 己烷 混 匀 后加

封保鲜膜放置 于 冰箱 备用

结果与讨论

分析 条件 的选择和优化 为 了 提高 灵敏

度
，
减少其他组 分 的干扰 ，在 定 量分析 中 ，

经

常采用选择离子扫描 式 （ 。 采用 合适 的

方法 选择特征 质量 峰检测 ， 以保 留 时间 和离 子碎片

信息 ，作为 化合物 定 性定量 的 依据 ，
可 最大 化发挥

的优势 优化后的气质条件 ，
色谱柱 ：

柱

；柱温 ： 程序升 温
°

，
起始温度 丨 按 升至

°

，

再按 升至
°

；检测 器温度 ；进样

口 温度 载气 ： 氦气 质谱检测器 ：

离子源 ， 电力 电压
；

； ：

；
，

； 进样量 ： ⋯ ； 无

分流 比 按照 以上 条件 ，取细胞提取液 ⋯ ，

注入 仪所得质谱提取 离子流 图 （ 图 〗 ） 。

‘ ‘ ‘ 、

‘ ‘

— — — —

图 混合对 照 品 色 谱图

麦角 留 醇 羊毛 留 醇 固 醇 内标

方 法 学验证

标准曲线 、定量限和检测限 ①标准溶液 的配

制 ：分别精密 称取麦 角 甾 醇 、羊毛 甾 醇适量 ， 用环 己烷

定容至 容量瓶 使浓度分别 为 、

；按照倍 比稀释法 制得不 同浓度的 麦角 甾 醇和羊毛

甾醇混合对照品溶液 。 精密称取胆 固醇 （ 内标 ） 适量

用环己烷定容 ， 配制 成浓 度为 的母液 精

密吸取胆固醇贮备液 至各浓 度的混合对照品中 ，

摇匀 ，作为标准溶液 。 分别取 依次连续进样 ，按照

优化后气质联用 条件进行测 定 ， 以对照 品溶液浓度 为

横坐标 （
， 峰面积 比值为纵坐标 （

绘制标准 曲线 。

②最低定量限 ：取麦 角 醇和羊毛 甾 醇储备液 用环 己

烷依次稀释成不同浓 度的样 品液 进样 ⋯ 测定最低

定量限 以信噪 比大于 计 （ 。 ③最低检测

限 ：取麦 角 甾 醇 和羊毛 甾 醇储备 液 用 以上方法稀释 ，

以信噪 比大于 务 估计麦 角 甾 醇和羊毛 甾

醇的最低检测限 ， 详见表 。

精密 度考察 在气质联用条件下 ， 分别取高 、

中 、低 种浓度 的对照 品溶液 ， 在 之 内连续进样

次
，

以 及连续 分别进样 ， 计算各成分浓度 的 相 对

标准偏 差 （ 进 行 日 内精 密 度 和 日 间精 密 度 考

察 ，结果显示 日 内 和 日 间精密度 良好 ， 见表 。

稳定性试验 取 同一样 品溶液 ，
按上述色谱

条 件分别于 、 、 、 、 、 依 次进样 ， 结果 麦 角 甾

醇和羊毛 甾 醇的 值均小于 ，
表明样品溶

液至少在 内 稳定 。

加样 回 收率 精密称取麦角 甾 醇 、羊毛 甾 醇

适量 用环 己烷定容 使浓度分别为 ；

另 精密称取胆 固醇适量 ， 环 己 烷定 容 ， 配制 成浓 度

为 的贮 备液 精密取 上述标准混合溶液



药学实践杂志 年 月 日 第 卷第 期

，

， 各 份于 离心管中 ，
另取上述

胆固醇溶液 于上述各离 心管 中 与 样品溶液混

合 ，
充分混匀溶解 ，

进样 计算 回收率 。 本实验

采用加 样回收率法 ，
在 已 知含 量样 品 中 加人定量 对

照品 ， 按 照下式计算 回 收率 ：
加 样 回 收率 （

％

式中 为样品 中 被测 成分含量 ；

为加入对 照 品量 ； 为实际 测 出 成分含 量 。 结果见

表

表 线性范围 、检测 限 和 定 限

雄神 回归 教根

甾醇
■

回 归 方程 线 性范围
（

麦角 甾醇

羊毛 甾醇

表 分析方法 的 日 内
、
日 间精 密度测定结果

日 内 （ 日 间
醇 对照 口 口浓度 （ 叫

峰面积 比值 峰面积 比值

麦角 甾醇

羊毛 甾醇

表 回收率測定试验结果

原有量 加人量 测 得量 回收率

“

麦 角 甾 醇

羊毛 甾 醇

方法用 于样 品的测 定 将上述各石

油醚提取液于试管 中 用环 己 烷复溶 ， 另 取浓 度 为

的 胆固醇母液 于每管样 品 中
，
充分

混匀溶解 ，分别进样 。 用本法测定 了 批样 品
，

结果见表 。

表 白念珠亩含量測定结果

样 品 麦角 甾醇 羊毛 甾 醇

小结

麦角 留 醇和羊毛 甾 醇等是真菌细胞膜的重要组

分 ，研究药物对真菌 留 醇生物合成 的影响 作用 非 常

重要 。 由 于甾 醇类化合物 的结构特性 的 原 因 ，
以 往

的分析方法 ， 如高 效液 相色谱 、薄层色谱等 ，虽 能达

到分离 和定性定量的 目 的 ，但存在不少缺点 ，诸如操

作复杂且结果 不直观 、分离效果 不理想 、定量不准

确等 。 本研究建立了 同时测 定 白念珠菌 中 麦角 甾醇

和羊毛甾 醇的 方法 。 经方法学研究表

明 ，
所建立的气质联用方法简便 、快速 、

准确
，
重复性

好 可 为 白念珠菌 中 的 麦 角 甾 醇 和羊毛 甾 醇的测定

提供依据 。

由 于 留 醇类化合物本 身 的挥发性 比较好 适合

采用气质联用方法分析 ，
省去 了 复杂的衍生 化过程 ，

并且此方法结合了 的高分辨率和质谱的高 灵敏

度 ， 可 以 较好 的分离 待测成分与 内源性组分 ，避免干

扰 提高 测定结果的准确性 。

此外 ， 利 用 在 上得到 的 总离子信息 和

数据库 中 已知化合物 的质谱图对 比进行定性
，
进行

验证 ，结果表 明数据库 中 的质谱图 与实 测样 品 图相

符 。

【 参考文献 】
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相关知识并建立解决方案 ，
鼓励学半 充分利 用互联

网 和医学文献数据库等方式寻找答案 ，汇报方式 以

为主
，
带教药师和其他学员 针对汇报的不足 ，

进

行提问 。 在此形式下学生们可 以轻松主动 的进行学

习 ，
更能够畅所欲言

，
充分表达 自 己 的观点 ，

同 时也

可 以获得来 自其他同学和老师的信息 其次 ， 可使存

在的问题尽可能多地 当场暴露 ，
在讨论 中 可 以加深

对正确理论的理解 ，还可 以不断发现新问题 解答新

问题 ， 使学习过程缩短 ，
印象更加深刻 第三 ， 它不仅

对理论学习大有益处 ， 还可锻炼学生们 多方面 的 能

力 ，
如文献检索 、查阅资料的能力 ， 归纳总结 、综合理

解的能力 ，
逻辑推理 、

口头表达的能 力 ，
主导学 习 、

终

身学习 的能力等 ，这些将对今后开展临床工作打下

良好基础 。

建立标准化考核制 度

参照药剂科实 习生培养制度规定 的 内 容对实习

生进行考核 建立标准化考核制 度 将实践考试与理

论考试相结合 。

对 实 习 生 的 考核 主要 包括 出 科考试和基本技

能考核 两 类 ①实 习 出 科考试 ： 采用理论考试 ， 我 院

药剂科 自 行建立 了药剂科实 务考核标准化试题库 ，

考题 由该题库 自 行生成 ，考核成绩 以百分制 计算 。

②基本技能考核 考核 内容根据实 习 大纲要求 ，
结合

各实习 岗位情况 ， 由 带教老师进行基本技能考核 。

考核成绩以百分制计 。

毕业 实 习 成 绩 由 三 部 分组成 平 时 考核 占

由实 习带教老师根据实 习生平时表现 着重考

査 实习生的工作作风 、组织纪律和完成实 习 任务情

况
；
理论考试占 ；

基本技能考核 占 。 综合

以上 部分所得成绩为 毕业实 习 成绩 ， 记入实 习生

实 习档案 。 加强平时考核分数所 占 的 比例 ， 目 的在

于督促学生做好 日 常工作 ， 培养其 良好 的 作作风

与 态度 ，
认真的工作亦能促进其掌握相关知识 。

结语

世纪医院药学发展方向是
“

以患者为 中心
”

，

临床药师应对用 药结果 负 责 ， 保证患 者合理用 药 。

我 院药剂科在接受毕业学生前来实 习时 ，坚决杜绝

将实 习学生当成免费劳动力使用的情况 。 在摸清每

个学生各 自 特点 的基础上 ，实施从病例 出发 、提 出 问

题
、分析问题 、解决问题为导 向 的突 出 临床技能训 练

的毕业实 习 ， 实 习 学生不但接受 了 模拟真实工作环

境下的业务训 练 还增加了 对医 院药学工作的认识

和理解 ，培养 了适应医院工作环境的工作方法 和思

维方式 ， 在实 习 的过程 中培养了 自 主学习 的 能力 ， 为

将来进人医 院参加 临床药学工作 、服务 患 者打下 了

坚实的基础 。
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