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　　［摘要］　目的　建立利用超高效液相色谱串联质谱（ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）法同时测定大鼠血浆中环磷酰胺及其代谢产物

（羧基磷酰胺、４酮基环磷酰胺和脱氯乙基环磷酰胺）浓度的方法。方法　以ＡｇｉｌｅｎｔｐｏｒｏｓｈｅｌｌＳＢＣ１８柱（７５ｍｍ×２．１ｍｍ，

２．７μｍ）为色谱柱，甲醇１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液为流动相进行梯度洗脱，流速０．２５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温２５℃，进样量５μＬ；质谱采用

电喷雾离子源（ＥＳＩ），选择多重反应离子监测（ＭＲＭ）正离子模式。取８只成年雄性ＳＤ大鼠分离获得血浆样品，测定血浆样品

中环磷酰胺及其代谢产物的血药浓度和药代动力学参数。结果　方法学验证表明，环磷酰胺、羧基磷酰胺、４酮基环磷酰胺

在浓度为２０～４０００ｎｇ／ｍＬ范围内线性关系良好（狉分别为０．９９８０、０．９９５３和０．９９８６），脱氯乙基环磷酰胺在浓度为５～

１０００ｎｇ／ｍＬ范围内线性关系良好（狉＝０．９９６８）。日内、日间相对标准差（ＲＳＤ）对于质控（ＱＣ）样品和最低定量限（ＬＬＯＱ）样

品分别小于８．７３％和１５．３８％，基质因子的ＲＳＤ均在－１５％～１５％之间，提取回收率均在（６６．４４±５．５３）％ ～ （９６．６６±

１．７３）％ 之间；所有待测化合物的稳定性均表现良好。大鼠血浆中各化合物药代动力学参数如下：环磷酰胺、羧基磷酰胺、４酮

基环磷酰胺和脱氯乙基环磷酰胺的犆ｍａｘ分别为（２０７．５２±１３．２０）、（１８．４７±２．６６）、（６．５９±１．３３）和（８．２７±１．４４）μｇ／ｍＬ，犜１／２

分别为（１．２８±０．０９）、（５．０３±０．４８）、（６．７２±０．４７）和（７．４７±０．６８）ｈ，ＡＵＣ０→狋分别为（３７２．５２±３２．７９）、（６５．７０±５．０４）、

（３３．２６±１１．７６）和（４５．０３±８．９３）μｇ·ｈ·ｍＬ
－１。结论　该方法操作简单、灵敏、准确、专属性强，适用于高剂量环磷酸铵在大

鼠血浆中药代动力学研究。
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ａｎｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ（ＥＳＩ）ｓｏｕｒｃｅ．ＴｈｅｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｅｉｇｈｔａｄｕｌｔｍａｌｅＳＤｒａｔｓｔｏｍｅａｓｕｒｅｐｌａｓｍａ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ．犚犲狊狌犾狋狊 Ｉｔｗａｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｌｉｎｅａｒ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆＣＴＸ，ＣＰＭａｎｄ４ＫｅｔｏＣＴＸｗｅｒｅｇｏｏｄｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ２０４０００ｎｇ／ｍＬ（狉ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ０．９９８０，０．９９５３ａｎｄ

０．９９８６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ），ａｎｄｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆＤＣＣＴＸｗａｓｇｏｏｄｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ５１０００ｎｇ／ｍＬ（狉＝０．９９６８）．Ｒｅｌａｔｉｖｅ
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（ＬＬＯＱ）ｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎ８．７３％ａｎｄ１５．３８％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＲＳＤｆｏｒｍａｔｒｉｘｆａｃｔｏｒｗｅｒｅｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ－１５％１５％，

ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ（６６．４４±５．５３）％（９６．６６±１．７３）％．Ａｌｌａｎａｌｙｔｅｓｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ．Ｔｈｅｒａｔｐｌａｓｍａ

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：犆ｍａｘｏｆＣＴＸ，ＣＰＭ，４ＫｅｔｏＣＴＸａｎｄＤＣＣＴＸｗｅｒｅ（２０７．５２±１３．２０）μｇ·ｍＬ
－１，

（１８．４７±２．６６）μｇ·ｍＬ
－１，（６．５９±１．３３）μｇ·ｍＬ

－１ａｎｄ（８．２７±１．４４）μｇ·ｍＬ
－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；犜１／２ｗｅｒｅ（１．２８±０．０９）ｈ，

（５．０３±０．４８）ｈ，（６．７２±０．４７）ｈａｎｄ（７．４７±０．６８）ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ａｎｄＡＵＣ０→狋ｗｅｒｅ（３７２．５２±３２．７９）μｇ·ｈ·ｍＬ
－１，（６５．７０±

５．０４）μｇ·ｈ·ｍＬ
－１，（３３．２６±１１．７６）μｇ·ｈ·ｍＬ

－１ａｎｄ（４５．０３±８．９３）μｇ·ｈ·ｍＬ
－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 Ｔｈｅ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｖｅ，ｗｈｉｃｈｍａｋｅｓｉｔｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙｏｆｈｉｇｈｄｏｓｅＣＴＸｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ｍｅｔａｂｏｌｉｔｓｍ；ｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（９）：１０６３１０６９］

　　环磷酰胺（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＣＴＸ）作为一种

烷化剂类抗肿瘤药物，临床上常用于治疗多发性骨

髓瘤、急性或慢性淋巴细胞白血病等疾病［１２］。ＣＴＸ

原型无活性，主要通过代谢酶ＣＹＰ２Ｂ６、ＣＹＰ２Ｃ９／１９

及ＣＹＰ３Ａ作用生成磷酰胺氮芥并与ＤＮＡ发生交

叉连接，阻断ＤＮＡ的合成，抑制肿瘤细胞的生长繁

殖［３］。据报道，临床上相同剂量ＣＴＸ在不同个体间

的代谢速度差异很大（１５～５０倍不等）；另外，临床

上使用高剂量ＣＴＸ（＞１．０ｇ／ｍ２）进行冲击治疗时，

其代谢比常规剂量（０．１２～０．２４ｇ／ｍ２）更为复杂，主

要表现为ＣＴＸ及其代谢物的药代动力学行为不同

于常规剂量，并且毒性代谢物生成量相对较高，不良

反应发生率上升［４］。

关于ＣＴＸ及其代谢物含量的监测方法在国内

外已有诸多报道，近年来常规的检测方法有ＨＰＬＣ、

ＧＣＭＳ／ＭＳ或ＬＣＭＳ／ＭＳ法，多数检测方法仅检

测其中１种或２种化合物，并且大多数是测定常规

剂量或小剂量 ＣＴＸ 给药后的血药浓度
［５９］。

Ｋａｌｈｏｒｎ等
［１０］和Ｓａｄａｇｏｐａｎ等

［１１］虽然对ＣＴＸ的活

性代谢产物４羟基环磷酰胺和磷酰胺氮芥进行了测

定，但由于这两种化合物十分不稳定（其中４羟基环

磷酰胺的消除半衰期仅４ｍｉｎ），对实验环境和实验

者要求很高，实际应用较为局限。因此，本课题通过

监测其他４种化合物来间接反映这些活性及毒性产

物的生成情况。为了有效监测ＣＴＸ及其代谢产物

的浓度，本研究采用ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ系统建立了

快速、灵敏的检测方法，为ＣＴＸ高剂量给药后大鼠

的药代动力学研究及临床安全用药提供参考依据。

１　仪器和试药

１．１　仪器设备　Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０超高效液相色谱仪、

Ｇ６４６０ 型 三 重 四 级 杆 串 联 质 谱 仪、Ａｇｉｌｅｎｔ

ＭａｓｓｈｕｎｔｅｒＢ．０６．００工作站（Ａｇｉｌｅｎｔ公司，美国）；

ＣＰＡ２２５Ｄ十万分之一天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，德国）；

ｌａｂｎｅｔＶＸ２００漩涡混合仪（Ｌａｂｎｅｔ公司，美国）；

５８１０Ｒ型低温高速离心机、微量移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司，德国）；真空浓缩离心机（Ｇｅｎｅ公司，中国香

港）；ＤＡＳ２．０统计学软件（中国药理学会）。

１．２　实验试剂　羧基磷酰胺（ｃａｒｂｏｘｙｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，

ＣＰＭ）对照品（批号：Ｃ１８１３５０，纯度：９６％）、４酮基环

磷酰胺（４ｋｅｔｏｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，４ＫｅｔｏＣＴＸ）对

照品（批号：Ｏ８４９９００，纯度：９８％）、脱氯乙基环磷酰

胺（ｄｅｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＤＣＣＴＸ）对照

品（批号：Ｄ２２６４００，纯度：９６％）均购自加拿大ＴＲＣ

公司；ＣＴＸ对照品（批号：０７９Ｋ１５６９，纯度：９９％）购

自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；替硝唑（ｔｉｎｉｄａｚｏｌｅ，

ＴＮＺ；批号：１００３６２００７０３，纯度＞９８％）购自中国食

品药品检定研究院。ＣＴＸ粉针（规格：０．２ｇ／瓶，批

号：５Ａ０４７Ｂ）购自德国Ｂａｘｅｒ公司；医用生理盐水

（第二军医大学长征医院）；甲醇、乙腈及乙酸铵为色

谱纯，其他试剂为分析纯。

２　方法和结果

２．１　ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ条件

２．１．１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔｐｏｒｏｓｈｅｌｌＳＢ

Ｃ１８（７５ｍｍ×２．１ｍｍ，２．７μｍ）；流动相：１０ｍｍｏｌ／Ｌ

乙酸铵溶液（Ａ）甲醇（Ｂ），梯度洗脱程序如下：０～

０．５ｍｉｎ，１０％～１５％（Ｂ）；０．５～０．６ｍｉｎ，１５％～

３０％（Ｂ）；０．６～３．７ｍｉｎ，３０％～９０％（Ｂ）；流速：

０．２５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量：５μＬ；分析时间：

３．７ｍｉｎ。

２．１．２　质谱条件　离子源参数：电喷雾离子源

（ＥＳＩ）；鞘流气：３５０℃，１２Ｌ／ｍｉｎ；干燥气：３２５℃，１０

Ｌ／ｍｉｎ；碰撞气压力：４０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９４．８ｐａ）；毛细

管电压：４０００Ｖ；监测模式：多重反应离子监测

（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）正离子模式；

离子通道：ＣＴＸ［Ｍ＋Ｈ］＋犿／狕２６１．１０→１４０．１０，碰

撞诱导解离电压（Ｆ）＝１３５Ｖ，碰撞能量（ＣＥ）＝

２２ｅＶ；ＣＰＭ［Ｍ＋Ｈ］＋犿／狕２９３．１０→２２１．１０，Ｆ＝

９０Ｖ，ＣＥ＝１５ｅＶ；４ＫｅｔｏＣＴＸ ［Ｍ＋Ｈ］＋ 犿／狕

２７５．１０→１４２．１０，Ｆ＝１２５Ｖ，ＣＥ＝２７ｅＶ；ＤＣＣＴＸ

［Ｍ＋Ｈ］＋ 犿／狕１９９．２０→７８．００，Ｆ＝１２０Ｖ，ＣＥ＝

·４６０１·
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２１ｅＶ；内标ＴＮＺ［Ｍ＋Ｈ］＋犿／狕２４８．１０→１２１．１０，

Ｆ＝９０Ｖ，ＣＥ＝１４ｅＶ。

２．２　实验溶液制备

２．２．１　对照品溶液制备　分别精密称取ＣＴＸ、ＣＰＭ、

４ＫｅｔｏＣＴＸ、ＤＣＣＴＸ及ＴＮＺ适量，加甲醇溶解制成

浓度均为２ｍｇ／ｍＬ的储备液。以１０％乙腈作为稀释

剂制备８个水平的标准曲线工作溶液：ＣＴＸ、４Ｋｅｔｏ

ＣＴＸ及 ＣＰＭ 浓度均为８０、４０、２０、８、４、２、０．８、

０．４μｇ／ｍＬ，ＤＣＣＴＸ浓度为２０、１０、５、２、１、０．５、０．２、

０．１μｇ／ｍＬ；３个水平的质控（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）工

作液：ＣＴＸ、４ＫｅｔｏＣＴＸ及ＣＰＭ浓度均为０．８、４、２０

μｇ／ｍＬ，ＤＣＣＴＸ浓度为０．２、１、５μｇ／ｍＬ。储备液贮

藏于－２０℃冰箱，工作液贮藏于４℃冰箱。ＴＮＺ用乙

腈溶解配制成６ｎｇ／ｍＬ的溶液备用。

２．２．２　标准曲线血浆添加样品和 ＱＣ样品配

制　分别精密移取５０μＬ各对照品８个水平的标准

曲线工作溶液于１．５ｍＬ的离心管中，再精密移取

９５０μＬ大鼠空白血浆于各管中，涡旋混匀即得８个

水平的标准曲线血浆添加样品：ＣＴＸ、４ＫｅｔｏＣＴＸ

及ＣＰＭ（４０００、２０００、１０００、４００、２００、１００、４０、２０

ｎｇ／ｍＬ），ＤＣＣＴＸ（１０００、５００、２５０、１００、５０、２５、１０、５

ｎｇ／ｍＬ）。低、中、高３个水平的ＱＣ样品浓度如下：

ＣＴＸ、４ＫｅｔｏＣＴＸ 及 ＣＰＭ 均为４０、２００、１０００

ｎｇ／ｍＬ，ＤＣＣＴＸ为１０、５０、２５０ｎｇ／ｍＬ。

２．３　血浆样品预处理　大鼠血浆样品取出后置于

室温条件下融化。取血浆３０μＬ加８７０μＬ生理盐

水进行稀释。涡旋混匀３０ｓ，取１００μＬ稀释样品置

于１．５ｍＬ的离心管中，加入内标ＴＮＺ（６ｎｇ／ｍＬ）

的乙腈溶液４００μＬ，涡旋混匀１．５ ｍｉｎ。４℃

２１９１２．８×犵离心１５ｍｉｎ，取上清１００μＬ加１０％乙

腈４００μＬ稀释后，涡旋混匀３０ｓ。４℃２１９１２．８×犵
离心１５ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，取上清进样分析。

２．４　方法学考察

２．４．１　质谱条件　取储备液用１０％乙腈稀释制备

成浓度均为 ２００ｎｇ／ｍＬ 的 ＣＴＸ、ＣＰＭ、４Ｋｅｔｏ

ＣＴＸ、ＤＣＣＴＸ及ＴＮＺ标准品溶液，按照２．１项下

条件进样分析，经过对质谱参数的优化使各化合物

响应最佳，同时各化合物之间不产生相互干扰，在质

谱ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ监测模式下，各化合物的二级产物离

子图见图１。

图１　犆犜犡、犆犘犕、４犓犲狋狅犆犜犡、犇犆犆犜犡及犜犖犣的二级产物离子图

犉犻犵１　犕犛２狊犮犪狀犿犪狊狊狊狆犲犮狋狉犪狅犳犆犜犡，犆犘犕，４犓犲狋狅犆犜犡，犇犆犆犜犡犪狀犱犜犖犣

ＣＴＸ：Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＣＰＭ：Ｃａｒｂｏｘｙｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；４ＫｅｔｏＣＴＸ：４Ｋｅｔｏｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＤＣＣＴＸ：Ｄｅｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；

ＴＮＺ：Ｔｉｎｉｄａｚｏｌｅ
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２．４．２　方法专属性　分别取６份大鼠空白血浆

（ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓ），ＣＴＸ、ＣＰＭ、４ＫｅｔｏＣＴＸ浓度为

４００ｎｇ／ｍＬ及ＤＣＣＴＸ浓度为１００ｎｇ／ｍＬ的标准

血 浆 添 加 样 品 （ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ

ｓｔａｎｄａｒｄｓ）和 大 鼠 给 药 后 的 血 浆 样 品 （ｔｅｓｔ

ｓａｍｐｌｅｓ），按２．３项下方法处理后进样分析，ＣＴＸ、

ＣＰＭ、４ＫｅｔｏＣＴＸ、ＤＣＣＴＸ及内标ＴＮＺ的保留时

间分别为３．２９、２．２０、２．７５、２．３５和２．３８ｍｉｎ。

ＭＲＭ提取色谱图见图２，实验结果表明空白血浆中

的杂质对待测化合物无干扰，该方法专属性良好。

图２　犆犜犡、犆犘犕、４犓犲狋狅犆犜犡、犇犆犆犜犡及犜犖犣的犕犚犕提取色谱图

犉犻犵２　犕犚犕犲狓狋狉犪犮狋犲犱犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳犆犜犡，犆犘犕，４犓犲狋狅犆犜犡，犇犆犆犜犡犪狀犱犜犖犣犻狀狉犪狋狆犾犪狊犿犪

ＣＴＸ：Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＣＰＭ：Ｃａｒｂｏｘｙｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；４ＫｅｔｏＣＴＸ：４Ｋｅｔｏｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＤＣＣＴＸ：Ｄｅｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；

ＴＮＺ：Ｔｉｎｉｄａｚｏｌｅ；ＴＩＣ：Ｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；ＭＲＭ：Ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

２．４．３　标准曲线、线性范围及最低检测限　分别取

各浓度ＣＴＸ、ＣＰＭ、４ＫｅｔｏＣＴＸ及ＤＣＣＴＸ的标

准曲线血浆添加样品在室温下放置融化，按２．３项

下方法操作，每一浓度取３个样本进行平行分析。

以待测物浓度为横坐标（狓），待测物与内标的峰面积

比为纵坐标（狔）进行加权线性回归，权重系数为

１／狓２，得各标准曲线血浆添加样品的标准曲线方程、

最低定量限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）

及检测限（ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ），见表１。

表１　犆犜犡、犆犘犕、４犓犲狋狅犆犜犡和犇犆犆犜犡的线性回归方程

犜犪犫１　犚犲犵狉犲狊狊犻狅狀犲狇狌犪狋犻狅狀狅犳犆犜犡，犆犘犕，４犓犲狋狅犆犜犡犪狀犱犇犆犆犜犡

狀＝３

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

狉
ＬＬＯＱ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

ＬＯＤ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

ＣＴＸ 狔＝０．０２３３４３狓－０．１００７７１ ２０４０００ ０．９９８０ ２０ ０．５

ＤＣＣＴＸ 狔＝０．１４１９５３狓＋０．０２７１３７ ５１０００ ０．９９６８ ５ ０．２

４ＫｅｔｏＣＴＸ 狔＝０．００９２４６狓－０．００３２２６ ２０４０００ ０．９９８６ ２０ ５

ＣＰＭ 狔＝０．０２５７１５狓＋０．０１６２５３ ２０４０００ ０．９９５３ ２０ ２

　　ＣＴＸ：Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＣＰＭ：Ｃａｒｂｏｘｙｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；４ＫｅｔｏＣＴＸ：４Ｋｅｔｏｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＤＣＣＴＸ：Ｄｅｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＬＬＯＱ：

Ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＬＯＤ：Ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．４．４　精密度与准确度　取３个浓度水平的

ＣＴＸ、ＣＰＭ、４ＫｅｔｏＣＴＸ及ＤＣＣＴＸ的ＱＣ样品和

标准曲线最低浓度点的样品，按照２．３项下方法操

作，每个浓度样品平行制备５份，连续测定３ｄ。根

据当天的标准曲线计算每一样本实测浓度，计算各

化合物在每个浓度下的日内、日间 相对标准差

（ＲＳＤ）及准确度，结果表明各样品的精密度及准确

度均符合血浆生物样本测定要求，见表２。
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表２　犆犜犡、犆犘犕、４犓犲狋狅犆犜犡和犇犆犆犜犡的日内、日间精密度和准确度

犜犪犫２　犐狀狋狉犪犱犪狔犪狀犱犻狀狋犲狉犱犪狔狆狉犲犮犻狊犻狅狀狅犳犆犜犡，犆犘犕，４犓犲狋狅犆犜犡犪狀犱犇犆犆犜犡

狀＝５

Ａｎａｌｙｔｅ

Ｎｏｍｉｎａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

Ｉｎｔｒａｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

Ａｖｅｒａｇｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１），珔狓±狊

Ａｃｃｕｒａｃｙ
（％）

ＲＳＤ

（％）

Ｉｎｔｅｒｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

Ａｖｅｒａｇｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ
－１），珔狓±狊

Ａｃｃｕｒａｃｙ
（％）

ＲＳＤ

（％）

ＣＴＸ ２０ ２０．３３±０．１２ １．６５ ０．５９ ２１．１９±０．６３ ５．９５ ２．９７

４０ ３７．３８±０．７３ －６．５５ １．９５ ３８．２２±１．１０ －４．４５ ２．８８

２００ ２０４．５３±３．６２ ２．２６ １．７７ ２０６．５７±３．５６ ３．２９ １．７２

１０００ １０６５．２７±１３．０１ ６．５３ １．２２ １０７７．８１±２０．２０ ７．７８ １．８７

ＤＣＣＴＸ ５ ４．８６±０．２１ －２．８０ ４．３２ ４．２１±０．３５ －１５．８０ ８．３１

１０ １０．９７±０．２７ ９．７４ ２．４６ ９．９６±０．８７ ０．４０ ８．７３

５０ ４５．７３±１．３０ －８．５４ ２．８４ ４５．２３±１．１６ －９．５４ ２．５６

２５０ ２７３．５９±２．５２ ９．４４ ０．９２ ２７３．６２±３．３２ ９．４５ １．２１

４ＫｅｔｏＣＴＸ ２０ ２１．６６±０．７７ ８．３０ ３．５５ ２０．１６±１．１９ ０．８０ ５．９０

４０ ３９．４５±２．９２ －１．３８ ７．４０ ３７．９６±２．３７ －５．１０ ６．２４

２００ １９０．８０±６．３０ －４．６０ ３．３０ １８４．８１±７．４０ －７．６０ ４．００

１０００ １０４８．７０±２２．８２ ４．８７ ２．１８ １０３４．４１±２２．３６ ３．４４ ２．１６

ＣＰＭ ２０ １９．５２±２．１７ －２．４０ １１．１２ ２１．５２±３．３１ ７．６０ １５．３８

４０ ３６．２７±１．８６ －９．３２ ５．１３ ３８．２６±２．６５ －４．３５ ６．９３

２００ １７７．９０±１．７８ －１１．０５ １．００ １８２．５４±６．９０ －８．７３ ３．６２

１０００ １０３５．７１±１２．５５ ３．５７ １．２１ １０５２．７３±２７．４１ ５．２７ ２．６０

　　ＣＴＸ：Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＣＰＭ：Ｃａｒｂｏｘｙｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；４ＫｅｔｏＣＴＸ：４Ｋｅｔｏｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＤＣＣＴＸ：Ｄｅｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ

２．４．５　稀释效应　取大鼠空白血浆配制ＣＴＸ浓度

为１５０μｇ／ｍＬ及ＣＰＭ、４ＫｅｔｏＣＴＸ和ＤＣＣＴＸ浓

度均为２０μｇ／ｍＬ的标准血浆添加样品，再用空白

血浆将其稀释５０倍，然后按照２．３项下方法操作制

备５份，进样分析。结果显示各样品稀释效应的准

确度和精密度分别为ＣＴＸ（－６．６３％，７．５３％）、

ＣＰＭ（１２．６２％，８．９３％）、４ＫｅｔｏＣＴＸ（－１２．０２％，

１２．１０％）和ＤＣＣＴＸ（－１．９１％，４．２１％），均符合测

定要求。

２．４．６　稳定性　精密制备３个水平的ＣＴＸ、ＣＰＭ、

４ＫｅｔｏＣＴＸ及ＤＣＣＴＸ的ＱＣ样品，考察各样品室

温放置６ｈ、进样室（４℃）放置２４ｈ、循环冻融３次及

冻存（－２０℃）１５ｄ的稳定性。所有样品均平行制备

３份，按２．３项下方法进样分析。结果显示所有ＱＣ

样品的准确度均在标示值的－１５％～１５％之间，

ＲＳＤ均小于１５％，符合测定要求，表明ＣＴＸ、ＣＰＭ、

４ＫｅｔｏＣＴＸ及ＤＣＣＴＸ在上述条件下均稳定性

良好。

２．４．７　提取回收率和基质效应　分别取高、中、低

３个水平的各样品工作溶液，以相同体积（９５０μＬ）

的水代替空白血浆进行添加，其他操作与２．３项相

同，样品进样分析得峰面积Ａ１；另取３个浓度水平

的ＱＣ样品按２．３项下方法处理后进样得峰面积

Ｂ１，即得提取回收率（％）＝（Ｂ１／Ａ１）×１００％，结果

表明各化合物的提取回收率均在 （６６．４４±

５．５３）％ ～（９６．６６±１．７３）％之间。另取部分空白

血浆并提取获取上清液，４℃真空条件下高速离心挥

干，分别用高、中、低３个水平的各样品工作溶液复

溶，制得终浓度与标准血浆添加样品相同的溶液，３

个水平的样品各制备６份，进样得峰面积Ｃ１，即得

基质因子（％）＝（Ｃ１／Ａ１）×１００％，设定分析物基质

因子为ｍ，内标基质因子为ｎ，则ｍ／ｎ即为内标归一

化基质因子，结果显示各化合物归一化基质因子偏差

均在－１５％～１５％之间，表明血浆基质不干扰测定。

２．５　大鼠血浆药动学研究

２．５．１　实验动物给药及采血　８只成年雄性ＳＤ大

鼠，体质量（２２０±２０）ｇ，由上海斯莱克实验动物有限

责任公司提供［许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００５］。

所有动物均在第二军医大学药学院动物房环境

［１２ｈ黑暗／１２ｈ光照，温度（２５±２）℃］正常饲养１

·７６０１·
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周时间，在实验开始前禁食１２ｈ。第２天分别按

３００ｍｇ／ｋｇ的剂量尾静脉注射ＣＴＸ溶液，于给药后

５、１５、３０ｍｉｎ和１、２、３、４、６、８、１２、２４ｈ从大鼠眼眶

静脉丛采血０．２～０．３ｍＬ，置于１．５ｍＬ肝素化的离

心管中，轻轻混匀，随即１００６．２×犵离心１０ｍｉｎ分离

血浆，置于－２０℃冰箱中保存，并在２周内完成测定。

２．５．２　实验数据处理及实验结果　大鼠血浆２．１

项下的方法进行测定，４种化合物的原始血药浓度

数据采用ＤＡＳ２．０软件进行二房室模型法拟合，不

加权。犆ｍａｘ、犜ｍａｘ均为实测值，其他药动学参数均采

用梯形拟合。各化合物的血药浓度时间曲线见图

３，药代动力学参数见表３。

图３　犆犜犡、犆犘犕、４犓犲狋狅犆犜犡及犇犆犆犜犡的平均血药浓度时间曲线图

犉犻犵３　犕犲犪狀狆犾犪狊犿犪犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狋犻犿犲犮狌狉狏犲狊狅犳犆犜犡，犆犘犕，４犓犲狋狅犆犜犡犪狀犱犇犆犆犜犡

ＣＴＸ：Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＣＰＭ：Ｃａｒｂｏｘｙｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；４ＫｅｔｏＣＴＸ：４Ｋｅｔｏｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＤＣＣＴＸ：Ｄｅｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ．

狀＝８，珔狓±狊

表３　犆犜犡、犆犘犕、４犓犲狋狅犆犜犡及犇犆犆犜犡的药代动力学参数

犜犪犫３　犘犺犪狉犿犪犮狅犽犻狀犲狋犻犮狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犆犜犡，犆犘犕，４犓犲狋狅犆犜犡犪狀犱犇犆犆犜犡

狀＝８，珔狓±狊

Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒ ＣＴＸ ＣＰＭ ４ＫｅｔｏＣＴＸ ＤＣＣＴＸ

犆ｍａｘａρＢ／（μｇ·ｍＬ
－１） ２０７．５２±１３．２０ １８．４７±２．６６ ６．５９±１．３３ ８．２７±１．４４

犜ｍａｘｂ狋／ｈ ０．０８ １．００ ２．００ ２．００

犜１／２ｃ狋／ｈ １．２８±０．０９ ５．０３±０．４８ ６．７２±０．４７ ７．４７±０．６８

ＣＬｄ（ｍＬ·ｈ－１·ｋｇ－１） ８０１．８６±７７．０５ ４５００．４４±３２４．９６ ８２２９．７６±３１８１．５２ ６８６４．３７±１３３９．３０

ＡＵＣ０→狋ｅ（μｇ·ｈ·ｍＬ
－１） ３７２．５２±３２．７９ ６５．７０±５．０４ ３３．２６±１１．７６ ４５．０３±８．９３

ＡＵＣ０→∞ｆ（μｇ·ｈ·ｍＬ
－１） ３７７．００±３６．０１ ６６．９５±４．７６ ４４．５７±２６．９２ ４５．１５±９．０３

ＡＵＭＣ０→狋ｇ（μｇ·ｈ·ｍＬ
－１） ８４３．５１±７５．１４ ３１０．４２±３４．８４ ２２２．００±１５０．９８ ２２２．６８±７２．２６

ＭＲＴ０→狋ｈ狋／ｈ ２．２７±０．２２ ６．３３±２．０３ ６．２５±１．７５ ４．８８±０．６５

　　ａ：Ｐｅａｋｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｂ：Ｔｉｍｅｔｏ犆ｍａｘ；ｃ：Ｈａｌｆｌｉｆｅ；ｄ：Ｃｌｅａｒａｎｃｅ；ｅ：Ａｒｅａｕｎｄｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅ（ｆｒｏｍ０ｔｏ狋）；ｆ：Ａｒｅａｕｎｄｅｒ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅ（ｆｒｏｍ０ｔｏ∞）；ｇ：Ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｆｉｒｓｔｍｏｍｅｎｔｏｆｔｈｅｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅ（ｆｒｏｍ０ｔｏ狋）；ｈ：Ｍｅａｎ

ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ（ｆｒｏｍ０ｔｏ狋）．ＣＴＸ：Ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＣＰＭ：Ｃａｒｂｏｘｙｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；４ＫｅｔｏＣＴＸ：４Ｋｅｔｏｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ；ＤＣＣＴＸ：

Ｄｅｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ

３　讨　论

３．１　色谱及质谱条件的优化　由于粒径为２．７μｍ

的实心ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ色谱柱对分析物具有较好的分离

度，近年来常用于生物样品分析。本研究参考相关

文献［４７］考察了乙腈／甲醇甲酸水溶液、乙腈／甲醇

乙酸铵水溶液以及乙腈／甲醇甲酸与乙酸铵混合水

溶液等不同流动相，结果发现甲醇１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸

铵水溶液为流动相时待测物的响应、峰形较好。此

外，本研究发现，在分析ＣＴＸ浓度较高的样品时，

ＣＴＸ表现出微小残留，但均未超过２０％的ＬＬＯＱ，

因此可在每进样１０次样品后增进１针空白溶剂，减

少ＣＴＸ的系统残留。

３．２　样品前处理　本研究中样品前处理采用了简

单、快速的蛋白沉淀法。预实验结果表明，相对于甲

醇，乙腈的沉淀效果更好，并且采用甲醇沉淀后的样

品容易导致仪器系统压力升高，因此选择乙腈进行

沉淀。而在优化沉淀剂比例时，本研究也尝试了不

同比例的犞血浆：犞沉淀剂（１∶２，１∶３，１∶４，１∶５，

１∶６），结果发现当二者比例超过１∶４后，提取回收

·８６０１·
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率均无明显差异，故最终选择血浆与乙腈体积比为

１∶４的方案。获得的上清液需要进行稀释后进样，

以获得较好的基质效应和色谱图，由于稀释会耗费

较多的大鼠空白血浆，本研究对比了血浆和生理盐

水作为稀释剂对待测物质色谱响应及相应的基质效

应、提取回收率的影响，结果发现两种稀释剂的结果

差别不大，故最终选择生理盐水作为稀释剂。预实

验结果表明 ＣＴＸ的犆ｍａｘ＞２００μｇ／ｍＬ，其代谢物

ＣＰＭ、４ＫｅｔｏＣＴＸ及ＤＣＣＴＸ的浓度也均较高，而

ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法灵敏度较高，因此本实验考察

了稀释效应，且结果符合方法学要求。

综上所述，本文建立的 ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法测

定血浆中ＣＴＸ及其代谢产物ＣＰＭ、４ＫｅｔｏＣＴＸ及

ＤＣＣＴＸ的血药浓度符合生物样本分析要求，方法

操作简单、检测耗时少、灵敏度高、重现性好，样品前

处理简便，适用于ＣＴＸ高剂量给药后血浆的药代动

力学研究。
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