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摘　要　目的：建立生物样本中长春瑞滨的ＬＣＭＳ测定方法，研究长春瑞滨大鼠体内的药动学过程。方法：生物样本
经乙酸乙酯萃取后，用ＬＣＭＳ法测定长春瑞滨浓度。色谱柱为ＳｈｉｍａｄｚｕＯＤＳ（１５０ｍｍ×２０ｍｍ，５μｍ），以梯度洗脱方式
进行色谱分离，流速为０２ｍＬ／ｍｉｎ，采用电喷雾（ＥＳＩ）离子源以正离子方式检测。大鼠尾静脉注射长春瑞滨乳剂，剂量为
２０、４０和８０ｍｇ／ｋｇ，采用ＤＡＳ２０计算药动学参数。结果：内源性杂质不干扰长春瑞滨的测定，且未出现明显的基质效
应；线性范围为００１～５０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０９９９４），回收率大于９０％，最低检测限为０００２μｇ／ｍＬ（Ｓ／Ｎ＞３）；精密度及准确度
均符合生物样本测定要求。大鼠静脉注射长春瑞滨后，广泛分布于各组织中；在研究的剂量范围内，ＡＵＣ与剂量间均呈良
好的线性关系。结论：本实验建立的血药浓度测定方法简便、灵敏、特异，适用于大鼠血浆中长春瑞滨浓度的测定及药动学

研究。
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　　长春瑞滨是长春碱的半合成衍生物，主要通过
抑制着丝点微管蛋白的聚合，使细胞分裂停止于有

丝分裂的中期，是一细胞周期特异性的药物，主要

用于治疗非小细胞肺癌及乳腺癌等［１，２］。

长春瑞滨结构中有苯环和羧酸酯等官能团，是

具有特征生色基团的化合物，文献多采用 ＨＰＬＣ
ＵＶ［３－５］、ＨＰＬＣＩＲ［６］和 ＨＰＬＣＥＣＤ［７］等分析方法，
但分析时间长、灵敏度低且样本用量大，不适于临

９２３
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床前药动学研究。Ｓｃｈｍｉｄｔ等［８］报道了 ＨＰＬＣ
ＡＰＣＩＭＳ法测定血浆中长春瑞滨的浓度，但使用
ＡＰＣＩ为离子源时流动相的流速需达到 １０
ｍＬ／ｍｉｎ，且重现性及灵敏度均低于 ＥＳＩ离子源。
此外，对于长春瑞滨的生物样本的处理多采用固相

萃取或多次液液萃取，方法繁琐且耗费高，本文以

乙酸乙酯为溶剂对生物样本进行处理后，以ＬＣＭＳ
进行分析，方法简便、准确且灵敏度高，最低检测限

为０００２μｇ／ｍＬ。经对该方法进行线性范围、准确
度、精密度、稳定性等指标考察后用于长春瑞滨的

临床前药动学研究中。

１　材　料

１１　药品和试剂
长春瑞滨标准品（中国生物制品药品检定所，

纯度大于９９５％）；长春新碱（内标，中国生物制品
药品检定所，纯度大于９９５％）；甲醇（色谱纯，德
国默克公司）；实验用水为 Ｍｉｌｌｉｏｎｐｏｒｅ超纯水；其
他试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
岛津 ＬＣＭＳ２０１０Ａ高效液相色谱质谱联用

仪：ＳＣＬ１０Ａｖｐ系统控制器、ＬＣ１０ＡＤｖｐ双泵、ＳＩＬ
ＨＴｃ自动进样器、ＣＴＯ１０Ａｖｐ柱温箱、电喷雾离子
化接口的四极杆质谱检测器以及 ＬＣ／ＭＳｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ２０４色谱工作站。
１３　动　物

ＳＤ大鼠，雌雄各半，体重（２００±２０）ｇ，购自上
海西普尔必凯实验动物有限公司，动物合格证号：
ＳＣＸＫ（沪）２００３０００２。

２　方　法

２１　色谱条件
色谱柱：ＳｈｉｍｐａｃｋＯＤＳ（１５０ｍｍ×２０ｍｍ，

５μｍ）；流速：０２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４０℃。水相（Ａ）含
１ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵和００２％甲酸，水相经０４５μｍ水相
膜过滤，有机相（Ｂ）为甲醇。采用线性梯度洗脱方式：
０～３０ｍｉｎ，３０％～７０％ Ｂ；３０～４０ｍｉｎ，７０％～３０％
Ｂ；４０～９０ｍｉｎ，３０％ Ｂ；９ｍｉｎ分析结束。
２２　质谱条件

采用电喷雾离子化（ＥＳＩ）方式，长春瑞滨和内
标长春新碱检测的离子［Ｍ＋Ｈ］＋ ｍ／ｚ分别为
７７９６和８２６０。雾化气流速１５Ｌ／ｍｉｎ，干燥气

流速２０Ｌ／ｍｉｎ；曲形脱溶剂装置（ＣＤＬ）温度２５０
℃；探针（Ｐｒｏｂｅ）电压４５ｋＶ；检测电压１６０ｋＶ。
２３　血浆样品处理

血浆样品０１ｍＬ，加入长春新碱溶液（内标）
１０μＬ，涡旋１０ｓ；加入乙酸乙酯１ｍＬ，涡旋 ３ｍｉｎ，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清８００μＬ，置４５℃离
心浓缩装置中挥干，加甲醇 ２００μＬ复溶，２２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清５μＬ进样。
２４　组织样品处理

组织样品用生理盐水冲洗干净，用滤纸吸干，

称取各组织约０２ｇ，剪碎后加入超纯水１ｍＬ，匀
浆，加内标溶液１０μＬ，加入乙酸乙酯４ｍＬ，涡旋
３ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清 ３ｍＬ，置
４５℃离心浓缩装置中挥干，加甲醇２００μＬ复溶，
离心后取上清５μＬ进样。
２５　长春瑞滨大鼠体内药动学

ＳＤ大鼠３６只，随机分为３组，分别尾静脉注
射２０，４０，８０ｍｇ／ｋｇ长春瑞滨注射用乳剂（按
０２ｍＬ／１００ｇ的容量以５％葡萄糖溶液调整药物
浓度）。分别于给药前和给药后００８，０１６，０２５，
０５，１，１５，２，３，４，６，８，１２，１６和２４ｈ从眼底静脉
丛连续取血于肝素处理的试管中。给药后每条血

药浓度时间数据曲线由２批大鼠完成，００８～２ｈ
从每组第一批（６只）大鼠取血，３～２４ｈ从每组第
二批（６只）大鼠取血，离心后取血浆０１ｍＬ用于
ＬＣＭＳ分析。

３　结　果

３１　标准曲线的制备
取大鼠空白血浆０１ｍＬ，加入不同浓度的标

准品１０μＬ后，使其质量浓度分别为００１，００２，
００５，０１０，０２０，０５０，１００，２００，５００μｇ／ｍＬ，按
“２．３”项处理，利用标准品峰面积与内标峰面积比
（Ｒ）对标准品加入量（ｃ）作线性回归，得相应的回
归方程：Ｒ＝０７３５９ｃ＋００１５５，ｒ＝０９９９４。实验
结果表明，长春瑞滨血浆质量浓度在 ００１～５０
μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好。
３２　专属性考察

在本试验条件下，长春瑞滨和长春新碱有较大

的色谱峰和较好的分离度，大鼠血浆和组织中杂质

不干扰样品峰，基线噪音小，长春瑞滨的保留时间

约为５７ｍｉｎ，内标的保留时间约为 ５４ｍｉｎ（见

０３３
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图１）。基质效应考查后发现血浆样本及组织样本
均无明显的基质效应发生。在此条件下所测得的

结果能代表长春瑞滨浓度。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｒｕｇｆｒｅｅｐｌａｓｍａ（Ａ），ｂｌａｎｋｌｉｖｅｒｓａｍ
ｐｌｅｓ（Ｂ），ｓｐｉｋｅｄｐｌａｓｍａ（Ｃ）ａｎｄｌｉｖｅｒｓａｍｐｌｅｏｂｔａｉｎｅｄ８ｈａｆｔｅｒｉｖ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ４ｍｇ／ｋｇｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｉｎｒａｔｓ（Ｄ）

３３　回收率
取空白大鼠血浆０１ｍＬ，加入不同浓度的标

准品工作液 １０μＬ，使其质量浓度分别为 ００１，
００２，０２０，２５０μｇ／ｍＬ，按照“２３”项下操作，每
个浓度重复５次。结果显示该方法的提取回收率
大于９０％。
３４　精密度

配制含长春瑞滨质量浓度分别为００１，００２，
０２０，２５０μｇ／ｍＬ的血浆样品，考察批内和批间变
异情况，测定结果显示低、中、高浓度样本批间和批

内的ＲＳＤ均小于１０％。
３５　稳定性

分别考察了血浆样本室温放置稳定性、提取后

样本在自动进样器中稳定性、血浆样本反复冻融稳

定性以及血浆样本长期冷冻（７ｄ）稳定性，结果表
明长春瑞滨在贮存及测定过程中均是稳定的。

３６　大鼠体内药动学
采用ＤＡＳ２０软件以二房室模型和矩量法求

算相应的药动学参数，结果见表１。测得的半对数
血药浓度时间曲线见图２。
３７　组织分布研究

ＳＤ大鼠１８只，随机分成３组，每组６只，雌雄
各半。禁食但可自由饮水 １０ｈ后，静脉注
射４ｍｇ／ｋｇ长春瑞滨注射用乳剂，分别于给药后

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｉｖ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｂｉｔａｒｔｒａｔｅｅｍｕｌｓｉｏｎ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
Ｄｏｓｅ（ｍｇ／ｋｇ）

２ ４ ８
ｔ１／２，α（ｈ） ３０４±１０３ ２４９±０４４ ２７９±０７５
ｔ１／２，β（ｈ） ９１１±３０９ ７４７±１３３ ８３８±２２６
ＣＬ（Ｌ／ｈ／ｋｇ） １７３±０２６ ２１２±０４２ ２１２±０３７
ＡＵＣ０τ（μｇ·ｈ／ｍＬ） １０２±０１８ １８０±０４２ ３４０±０６１
ＡＵＣ０∞（μｇ·ｈ／ｍＬ） １１８±０１９ １９６±０４３ ３８９±０７０
ＭＲＴ（ｈ） １１３０±２１９ ８８２±１６４ １０５１±２４６

—◆—２．０ｍｇ／ｋｇ；—■—４．０ｍｇ／ｋｇ；—▲—８．０ｍｇ／ｋｇ

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｓｅｍｉｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｐｌｏｔｓｏｆｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ

ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｉｎｒａｔｓａｆｔｅｒｉｖａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅｂｉｔａｒｔｒａｔｅｅｍｕｌ

ｓｉｏｎ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

１５ｍｉｎ，２ｈ和８ｈ，由股动脉放血处死大鼠。取血
浆 ０１ｍＬ，并立即分取心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、
脑、肌肉、肠、胃、淋巴结、胸腺、睾丸或子宫、皮肤、

脂肪等组织。胃和肠洗去内容物。称取组织约

０１ｇ（精密称重，记录），加超纯水溶液１０ｍＬ制
成匀浆，加内标１０μＬ，用 ＬＣＭＳ法测定组织中长
春瑞滨浓度，结果见图３。

４　讨　论

文献报道，长春瑞滨生物样本的处理方法有多

步液液萃取、固相萃取、离子对提取等［６－８］。本实

验分别比较了乙醚、乙酸乙酯、氯仿、异丙醇等有机

溶剂萃取法，结果发现，乙醚的提取回收率显著低

于乙酸乙酯，氯仿、异丙醇的回收率较高，但内源性

杂质干扰多，且容易引起基质效应，故选择乙酸乙

酯作为萃取溶剂；在色谱分离过程中还发现，若在

流动相中加入适量醋酸铵可以显著改善色谱峰的

峰形，于是比较了不同浓度的醋酸铵对色谱峰的影

响，发现醋酸铵浓度低于０５ｍｍｏｌ／Ｌ时，色谱峰峰
形无明显改善；而当浓度高于５ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｓ／Ｎ显
著下降，说明产生了严重的离子抑制。最终选择加

入１ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵；此外，流动相中加入００２％
甲酸，灵敏度提高了约２５倍。

１３３
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Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｉｓｓｕｅｄｉｓｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅａｆｔｅｒｉｖｄｏｓｉｎｇｏｆ４ｍｇ／ｋｇｉｎｒａｔｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

　　大鼠静脉注射长春瑞滨乳剂后，消除半衰期约
为８ｈ。ＡＵＣ与剂量间呈良好的线性关系，说明在
研究的剂量范围内，长春瑞滨注射用乳剂在大鼠体

内符合线性药动学特征。组织分布实验的结果显

示，长春瑞滨静脉注射给药后可广泛分布于各组

织，除脑组织外，其他组织中药物浓度均高于血浆

中药物浓度，心脏、肝脏、脾脏、肺和肾脏中浓度最

高：提示长春瑞滨易于进入血流灌注丰富的组织。
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·新进展·

国外研制的新复方制剂

● 溴莫尼定＋噻吗洛尔（ｂｒｉｍｏｎｉｄｉｎｅ＋ｔｉｍｏｌｏｌ）　眼科用药，治疗青光眼，Ａｌｌｅｒｇａｎ公司研制，滴眼剂。
● 替米沙坦＋氨氯地平（ｔｅｌｍｉｓａｒｔａｎ＋ａｍｏｌｏｄｉｐｉｎｅ）　心血管系统用药，治疗高血压药，ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍ公司

研制，口服制剂。

● 芬特明＋托吡酯（ｐｈｅｎｔｅｒｍｉｎｅ＋ｔｏｐｉｒａｍａｔｅ）　消化系统用药，治疗肥胖症，口服制剂。
● 阿米特林＋氯胺酮（ａｍｉｔｒｉｐｔｙｌｉｎｅ＋ｋｅｔａｍｉｎｅ）　神经系统用药，镇痛药，治疗带状疱疹后疼痛、神经病理性

疼痛。

● 羟考酮＋烟酸（ｏｘｙｃｏｄｏｎｅ＋ｎｉａｃｉｎ）　神经系统用药，镇痛药，治疗术后疼痛。
（本刊编辑部）
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