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G.3 H(/>0 ()*+;,-；PHSZYKHIOZ；P9HQ3HS:5YCOKYSX PHQH3OKOQ；PZHX3H

紫杉醇（)HSZYKHIOZ，)Vd）为一种双萜紫杉烷类

抗癌药物，在临床上有着极为广泛的应用，其适应

证包括乳腺癌、非小细胞肺癌及卵巢癌等e0;/f。目前，

国内外对紫杉醇浓度或药代动力学的研究多采用

()*+$Jg、()*+$,- 方法 e'$0&f，但紫外检测器受制

于灵敏度较低等因素，对于生物制品中痕量紫杉醇

的测定并不适用，,- 方法具有较高的灵敏度，在紫

杉醇含量测定及药代动力学研究中发挥着越来越

大的作用e0#$07f。本文针对现有紫杉醇高效液相色谱

串联质谱测定方法较少，且内标法的应用更为少见

的现状，建立了一种测定血浆中紫杉醇含量的

()*+$,-.,- 内标方法，并采用该方法对市售紫杉

醇脂质体在大鼠体内药代动力学进行研究，拟为紫

杉醇及其他剂型的临床研究提供参考。

I RST5B

0<0 "#$%& 岛津 *+$&%B2dA 型高效液相

色谱仪（日本岛津公司，带自动进样器），Bh -SYOI

B)? 77%% 三重四级杆串接质谱（美国 Bh -SYOI 公

司）；BCHZTXK 工 作 站 （美 国 Bh -SYOI 公 司）；

-+2>B** gd$"多管振荡器（北京安简科技有限公

司）；(&$01iA 型高速冷冻离心机（湖南可成仪器设

备有限公司）；十万分之一电子天平（瑞士 -HQK:QY_X

公司）。

注射用紫杉醇脂质体（批号：010&%7，南京绿叶

思科药业有限公司）；紫杉醇标准品（批号：%0&E17，

中国药品生物制品检定研究院）；内标，盐酸普萘洛
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尔（批号：!""#$%&'"!'"'，中国食品药品检定研究

院）；甲醇、乙腈、甲酸、叔丁基甲醚为色谱纯，水为

超纯水，其余为分析纯。

() 大鼠，雌雄各半，体质量 !$"!''" *，由北京

维通利华实验动物技术有限公司提供，(+, 级，合格

证号：(-./（京）'"!'&"""0。

!1' !"#$ 色谱条件：2345465 789:;8 7/<-

!$

（#0 33"%=" 33 9>，%=" !3）；流动相：? 相为水（含

! 33;@A@ 甲酸铵，"="0B甲酸），C 相为甲醇，梯度洗

脱，柱温 '0 #，流速 "=$ 3@A398，进样量 D !@。质谱

条件：离子源：E(2F；离子源温度：0"" #；检测模式：

多重反应模式（GHG）；紫杉醇：3AI $0D='!'$J='，

)+：!""，-E：'%；普萘洛尔：3AI 'J"='!!!J='，)+：

J"，-E：'0；辅助气、雾化气、碰撞气：K
'

；采集时间

D 398。根据各组分保留时间和一级、二级质谱参数，

应用 GHG 模式对各组分进行定量分析。

!=% %&'() 精密量取 0" !@ 待分析的大鼠

血浆，转移至 ' 3@ 离心管中，加入 0" !@ 0"B乙腈

水，充分涡旋混合 %" :，样品加入 !"" !@ 内标工作

溶液（2(：配制在 0"B乙腈水中，浓度为 0 8*A3@ 的

普萘洛尔），充分混合均匀，加入 ! 3@的叔丁基甲醚，

涡旋振荡 !'" :，充分混合均匀，室温下于 !" """ LA398

转速下离心 ! 398，取上清液 M"" !@，0" #氮气吹

干，加入 ! 3@ 的流动相，涡旋振荡 J" :，充分混合均

匀，过 "='' !3 滤膜，上机检测。

!=D *+,-./*,-012 精密称取 !" 3*

紫杉醇标准品到 !" 3@ 容量瓶内，用乙腈溶解稀释

并定容至刻度，得到浓度为 ! """ !*A3@ 储备液，用

0"B乙腈水将上述储备液稀释到浓度分别为 !、0、

!"、0"、!""、0""、! """ 和 0 """ 8*A3@ 的标准工作

溶液。精密称取 !"=!M 3* 盐酸普萘洛尔，用甲醇溶

解稀释并定容至 !" 3@，得到 $M% !*A3@ 的内标储

备液。吸取上述储备液 "=''D 3@，用甲醇定容至

!" 3@，得到 '" !*A3@ 的内标二级储备液。吸取上

述二级储备液 "=' 3@，用 0"B乙腈水定容至 !" 3@，

得到 "=D !*A3@ 的内标三级储备液。吸取上述储备

液 !='0 3@，用 0"B乙腈水定容至 !"" 3@，得到

"=""0 !*A3@ 的内标工作液。

!=0 34567 本研究根据美国食品药品管理局

（,)?）关于生物分析方法验证的指南，进行方法验

证，以证明生物分析方法对于预期应用的可靠性N!JO。

!=0=! 特异性和选择性 方法的特异性和选择性通

过比较大鼠空白血浆样品的色谱峰与加入高、中、低

浓度标准品的空白大鼠血浆的色谱峰（包括静注紫

杉醇后的大鼠血浆样品）来评估。明确血浆中是否存

在内源性物质或紫杉醇代谢物对待测物的干扰。

!=0=' 线性和灵敏度 精密量取混合物储备液，稀

释成 !!0 """ 8*A3@ 浓度范围的紫杉醇混合标准溶

液。 按照“!=% 样品前处理”项下进行前处理操作，

后上机测定。通过绘制分析物与 2( 的峰面积比与浓

度的关系来绘制校准曲线，采用加权线性最小二乘

线性回归拟合，加权因子为 !AP，其中 P 是紫杉醇与

2( 峰面积比，标准曲线相关系数（!

'）均满足$"=MM。

灵敏度主要通过计算方法的 @@QR，主要基于以下

两个标准确定：（!）@@QR 的分析物响应至少是空白

响应的 0 倍；（'）待测物峰可识别、离散的、可重复

的、相对标准偏差（H()）在 '"%以内。

!=0=% 精密度、准确度和基质效应 日内精密度和

准确度通过在单日内分别测定高浓度（D"" 8*A3@）、

中浓度（'" 8*A3@）、低浓度（' 8*A3@）浓度的 R- 样

品（重复 J 次）来确定，日间精密度和准确度通过测

定 % > 内 % 个浓度 R- 样品含量（重复 J 次），精密

度采用相对标准偏差（H()）表示。

基质效应S紫杉醇在血浆中标准曲线斜率A在纯

溶剂中标准曲线斜率。

!=0=D 回收率 回收率的测定分别选取了高浓度

（D"" 8*A3@）、中浓度（'" 8*A3@）、低浓度（' 8*A3@）

浓度 % 个浓度，通过比较提取的样品的峰面积响应

与提取的空白血浆后以相同浓度添加的样品的峰

面积响应来评估。每个加标水平取 J 个平行样品。

按 !=' 项下“仪器条件”进行含量测定。

!=0=0 稳定性 分别考察稳定性（室温放置稳定

性、冻融稳定性、进样稳定性、长期稳定性），室温放

置稳定性指 R- 样品在室温（'0 #）下保持 J T 的稳

定性；冻融稳定性指<$" #冷冻<融化循环 % 次后的

稳定性；进样稳定性指室温下在自动进样器中保持

!' T 后的稳定性；长期稳定性为 R- 样品在<$"#下

储存 %" > 的稳定性。如果测定结果与标示值的偏

差U&!0%，则样品被认为是稳定的。

!=J 89:;5<= () 大鼠适应性喂养后，择

期按 !' 3@A6* 剂量尾静脉注射紫杉醇脂质体。给药

后 "、"=0、!、'、D、$、!'、'D、D$ T 经大鼠眼眶静脉采

血 "=' 3@ 置于肝素抗凝的离心管中，按照“!=% 样品

前处理”项下进行前处理操作，后上机测定。

!=# >?5@A 采用 )?('=" 软件分析药代动力

学参数。

! !"

'=! BCD 本实验建立分析方法专属性较高，待

测物不受血清内源性物质干扰。血清样品提取离子

色谱图见图 !。
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待测物 范围!（!"!#） 线性方程 !

$

%%&'!（!"!%）

紫杉醇 (!) *** +,*-**$ .$/0*-**$ )1 *-222 3 (

(* ***

4 ***

. ***

1 ***

$ ***

*

56789

强
度

(* ***

2 ***

4 ***

3 ***

. ***

) ***

1 ***

: ***

$ ***

( ***

*

56789

.** ***

)** ***

1** ***

:** ***

$** ***

(** ***

*

; <

/ ! 012345/

617 ! "%& ,%+32#(37+#2' 34 80#'2# '#280&

;-空白血浆；<-对照血浆样品（:* 9"67% 加标）；=-大鼠给药后 * > 的血浆样品

$-$ !"#$%& 紫杉醇的标准曲线、定量下限

见表 ?。

$-: '()'*+,&-./& 日内、日间精密

度和准确度测定结果见表 $。高浓度（1@* 9"67%），

中浓度（$* 9"67%）和低浓度（$ 9"67%）的 'A 样品

BCD 范围为 1-:4"!)-)."（日内）和 )-2$"!4-11"

（日间），范围在 ()"的接受限度内，结果表明该测

定法具有良好的准确度和精密度。

$-1 012 检测结果见表 :，平均回收率均#

4)E，相对标准偏差为F)E，说明该方法回收率较

好，适用于待测物的测定。

浓度6（9"67%）
日内（",.） 日间（",.）

测定浓度 6（9"67%） 精密度，BCD6E 准确度6E 测定浓度6（9"67%） 精密度，BCD6E 准确度6E

1@@ :24-3.$$@-3$ 1-:4 22-.2 1@$-$1$$:-$) )-2$ (@@-).

!!$@ $@-24$(-1( )-@: (@1-2@ (4-3.$$-@: 3-($ 2:-4@

!!!!$ $-@1$@-(2 )-). (@$-@@ (-23$@-(. 4-11 24-)@

! 9 01678&79:;<,#=<

"#$ 9 "%& 1)(&+:*#; #)* 1)(+#:*#; 8+&,1'13)' 34 80#'2#

(-$ (-1 (-. (-4 $-@ $-$ $-1 $-. $-4

56789

待测物 加标浓度6（9"67%）
提取效率6E

!"# BCD

1@@ 2(-@3$$-22 :-@$

紫杉醇 !$@ 2.-4)$(-4) (-2(

!!$ 42-1)$:-@( :-)1

! < >?@ABC

"#$ < "%& +&'-0(' 34 +&,3.&+; (&'( 43+ 8#,01(#=&0

$-) 3456 该法基质效应不明显，见表1。

$-. 78"9: 结果表明：血浆样品在 1 %保存

$1 >，室温放置 $1 >，冻融 : 次以及G4* %保存 :* H

均稳定性良好，见表 )。

待测物 标准曲线 !

$

B

IJKLM

N89 N;/ "B

紫杉醇 +,@-@@$ .$/0@-@@$ )1 @-222 3 @-4@) @-2(4 @-(@.

! > DE"$FCG

"#$ > ?(#)*#+* ,-+.& '038&

B

IJKLM

,基质匹配法标曲斜率6纯溶剂中标曲斜率

! @ 016>?@H)IJK

"#$ @ "%& '(#$101(; 34 8#,01(#=&0 1) 80#'2#

!"$ BCD6E

$-@4$@-$( 3-)(

$(-($$(-3$ )-12

1@)-(3$)-($ :-((

$-$@ $ @-$2 3-.2

$(-)1$$-11 )-.(

1@4-::$)-)) $-(.

$-:($@-$3 4-$2

$(-..$(-1. .-(.

1@4-$1$3-43 (-)4

$-$($@-$$ 4-((

$$-()$(-34 .-)1

1@3-(3$.-@( $-@$

浓度6（9"6%）

$

$@

1@@

$

$@

1@@

$

$@

1@@

$

$@

1@@

储存条件

自动进样器（1 %）中放置 $1 >

室温（$) %）下放置 $1 >

G4@ %下放置 :@ H

: 次冻融循环

=

强
度

强
度

(-$ (-1 (-. (-4 $-@ $-$ $-1 $-. $-4(-$ (-1 (-. (-4 $-@ $-$ $-1 $-. $-4
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!"# !"#$% 样品按上述方法测得的平均血

药浓度$时间曲线如图 ! 所示，采用 %&'!"( 软件计

算紫杉醇脂质体的药代动力学参数见表 )。

! !"

本实验建立的 *+,-$.' /.' 法，具有很高的

专属性，每一样品分析时间不足 0 123，操作简便、

灵敏度高、重现性好、结果准确，仪器 ,,45 可以低

至 6 37/1,，适用于体内成分中紫杉醇含量测定。本

实验对流动相中醋酸和醋酸铵对紫杉醇色谱行为

的影响进行了优化，发现单用醋酸铵，紫杉醇响应

降低，而单用醋酸，随上样液 8* 不同色谱峰保留会

出现偏移，因此选用（("(09甲酸$6 11:,/, 甲酸铵）

水$甲醇作为流动相，该色谱条件下紫杉醇和内标

峰形好、灵敏度高。本实验还考察了乙醚、乙酸乙

酯、叔丁基甲醚作为提取溶剂，发现乙醚提取回收

率较差，乙酸乙酯提取后血浆样品基质效应较高，

采用叔丁基甲醚提取后样品杂质干扰小，提取效率

最理想。故采用叔丁基甲醚为提取溶剂。本研究根据

;%& 关于生物分析方法验证指南进行方法验证。简

便、快速、省时、灵敏，对紫杉醇分析有较大的应用前景。
#$%&"

<6= >?@?88? 'A B:CD2 &E %:F?G % -E HI ?G" J:FHG K:L1MG?I2:3C :K N:OHI?P!

HGE 8?OG2I?PHG ?3N N:P:LMQ2O23 23 IDH 1?3?7H1H3I :K 1HI?CI?I2O

QLH?CI O?3OHL<B=" 43O:G ,HIIE !(6RE 6)STUV T#0#

<!= WD?3 X YE ,2 B ,E WD?37 'E HI ?G" ZHIMG232O ?O2N HPHLIC 8:IH3I

?3I2IM1:L HKKHOIC :3 8?OG2I?PHG $LHC2CI?3I DM1?3 GM37 O?LO23:1?
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