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盐酸表阿霉素长循环热敏脂质体大鼠药代动力学考察 
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摘要: 建立一种快速、灵敏的液相色谱-串联质谱法 (LC-MS/MS) 测定大鼠血浆中微量的盐酸表阿霉素 
(EPI) 浓度的方法。以盐酸柔红霉素为内标, 血浆样品用甲醇沉淀蛋白后进样, 采用 CAPCELL PAK C18 色谱柱 
(3.0 mm × 50 mm, 3 μm), 甲醇-0.1%甲酸水溶液 (80∶20) 为流动相, 以 HP1200-6410 QQQ LC/MS 型质谱仪多

重监测 (MRM) 扫描方式检测。大鼠尾静脉注射等剂量 (12 mg·kg−1) 的 EPI 溶液、普通脂质体 (EPI-LIP) 及长

循环热敏脂质体 (EPI-LTSL), 采用 DAS ver2.0 软件拟合分析并求算各组药动学参数。结果血浆中 EPI 的线性范

围为: 0.01～50 μg·mL−1, 定量下限为 0.01 μg·mL1; 批内和批间精密度均小于 11.9%; 平均萃取回收率分别为

89.3%和 92.1%; 3 组药物在大鼠体内药代动力学行为均符合三室模型, EPI-LTSL 组的 t1/2α、t1/2β、t1/2γ、AUC0−∞、

MRT0−∞分别是 EPI 溶液组及 EPI-LIP 组的 7.5、1.3、12.6、12.9、3.7 倍及 1.6、1.4、12.3、2.9、2.6 倍, 而后两

组的平均清除率 (CL) 约为 EPI-LTSL 组的 13.4 倍。EPI-LTSL 能显著提高 AUC 并延长药物在大鼠体内的循环

时间。 
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Abstract: To develop and validate a liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 
method for the quantification of epirubicin hydrochloride (EPI) in rat plasma, daunorubicin hydrochloride was 
used as internal standard.  The plasma samples were deproteinated with methanol, and separation was performed 
on a reversed-phase CAPCELL PAK C18 column (3.0 mm × 50 mm, 3 μm).  The mobile phase contained methanol- 
0.1% formic acid (80∶20).  Detection was carried out by multiple reaction monitoring on a HP1200-6410  
QQQ LC/MS system.  Different preparations of EPI solution, EPI-LIP (EPI-liposome) and EPI-LTSL (EPI- 
thermosenstive liposome) was administered in rats by i.v with the same dosage (12 mg·kg−1).  The pharmacokinetic 
model and parameters were fitted and calculated by the DAS ver2.0 software.  The calibration curve was linear 
in the range of 0.01−50 μg·mL−1.  The limit of quantification was 0.01 μg·mL−1.  RSDs of intra- and inter- 
batch precisions were all less than 11.9%.  The average extract recovery was 89.3% and 92.1%, respectively.  
The pharmacokinetics of EPI in rats with all preparations were fitted to three compartments, which all fast   
distributed and slowly eliminated.  The t1/2α, t1/2β, t1/2γ, AUC0−∞, and MRT0−∞ of EPI-LTSL group were 7.5, 1.3, 
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12.6, 12.9, 3.7 times those of EPI solution group; and 1.6, 1.4, 12.3, 2.9, 2.6 times those of EPI-LIP group.  
Moreover, the CL of the latter two groups was about 13.4 times of the former EPI-LTSL group.  EPI-LTSL can 
significantly improve AUC and prolong the circulation time of EPI in rat plasma. 

Key words: epirubicin hydrochloride; long-circulating; thermosensitive liposome; pharmacokinetic 
                                                                 

盐酸表阿霉素 (epirubicin hydrochloride, EPI, 表
柔比星) 主要用于肝癌、肺癌、乳腺癌、卵巢癌和白

血病的化疗[1], 长期使用可发生骨髓抑制等副作用, 
且具有心脏毒性[2]。脂质体作为药物载体能改变药物

在组织中的分布, 提高肿瘤靶向性, 减小毒副作用, 
将药物包裹在长循环热敏脂质体  (thermosensitive 
liposomes, TSL) 中, 可长时间在血液中维持稳定状

态, 当药物到达靶部位, 在体外局部热疗 (41～45 ℃) 
作用下, 热敏脂质体磷脂膜由胶晶态变成液晶态, 膜
的通透性增大, 药物很容易从脂质体中释放出来, 达
到热敏释药的目的。热敏脂质体有效的利用了脂质 
体和热疗的双重优势, 提高了治疗效果, 降低了不良

反应。纳米尺寸的长循环热敏脂质体具有较长的体 
内循环时间, 不易被 RES 捕获, 显著提高 AUC。结

合体外热疗达到靶向释药的特性, 该类制剂具有很

好的临床应用前景。目前, 国外进行热敏脂质体的研

究很多, 如: 磁性热敏脂质体[3], 人表皮因子受体靶

向的热敏脂质体 (affisomes)[4]等。在国内热敏脂质体

的研究也逐渐受到关注, 如聚合物 (2-乙基丙烯酸) 
热敏脂质体[5]、卡铂热敏脂质体[6]及洛莫司汀热敏脂

质体[7]等。本研究制备了盐酸表阿霉素长循环热敏脂

质体并研究了大鼠体内药动学行为, 旨在建立高效

灵敏, 专属性强的 LC-MS/MS 大鼠体内盐酸表阿霉

素浓度测定方法, 并考察长循环热敏脂质体在大鼠

体内的药动学性质, 为该制剂临床前研究提供参考。 
 

材料与方法 
仪器  HP1200-6410 QQQ LC/MS (Agilent, 美

国); 3K15 冷冻离心机 (Sigma, 美国)。 
试药与试剂  EPI 及其对照品 (批号 060910, 纯

度 98%, 浙江海正药业); 盐酸柔红霉素 (daunorubicin 
hydrochloride, DAU, 批号 U070310, 纯度 99%, 浙江

海正药业); HSPC (Degussa 公司, 德国); 胆固醇 (北
京化学试剂公司); mPEG2000-DSPE (Genzyme 公司, 美
国); DPPC (Northern Lipids公司); DSPG (Lipoid公司, 
德国); EPI-LIP 普通脂质体、EPI-LTSL (军事医学科

学院制备); 色谱甲醇 (霍尼韦尔 B&J, 美国); 无水

甲酸  (分析纯, 北京化学试剂公司); 其他试剂均为

分析纯。 

动物  雄性 SD大鼠, 体重 (200 ± 20) g, 军事医

学科学院实验动物中心提供。 
脂质体的制备 [8]  长循环热敏脂质体的制备

(EPI-LTSL): 称取处方量的二棕榈酰磷脂酰胆碱、溶

血卵磷脂、聚乙二醇磷脂酰乙醇胺等磷脂, 用氯仿、

甲醇混合溶剂溶解于茄形瓶中, 50 ℃旋转蒸发成膜。

pH 4.0 柠檬酸盐缓冲液水化薄膜, 待磷脂水化完全

后, 1 500 psi压力下, 高压均质循环 5次, 然后经聚碳

酸酯膜挤压过膜 3次, 控制粒径在 100 nm以下, 即得

空白脂质体。调节空白脂质体外相的 pH 7.8, 预热 10 
min 后, 缓慢加入 EPI 水溶液, 混合并轻摇均匀, 继
续温育 20 min, 即得 EPI-LTSL。普通脂质体的制备 
(EPI-LIP) 方法同上 (磷脂材料为氢化大豆卵磷脂, 
胆固醇)。 

色谱及质谱条件 [9]  色谱柱 : CAPCELL PAK, 
C18 (3.0 mm × 50 mm, 3 μm); 流动相: 甲醇-0.1%甲

酸水溶液 (80∶20); 流速: 0.4 mL·min−1; 柱温: 室温; 
进样量: 40 μL; 电喷雾离子源 (ESI), 正离子模式, 
雾化气压力: 35 psi, 保护气为氮气, 流速: 9 L·min−1, 
干燥气温度: 350 ℃, 毛细管电压 4 000 V, 离子采集

方式为多重反应监测 (MRM)。DAU 溶液 (1 μg·mL−1) 
作为内标液。 

血浆样品处理 

方法一: 精密吸取血浆样品 100 μL 于 EP 管中, 
加入内标液 20 μL, 超纯水 20 μL, 涡旋振荡 30 s, 混
合均匀, 加入沉淀剂甲醇 600 μL, 涡旋振荡 3 min, 于
14 000 r·min−1 离心 5 min, 取上清液 20 μL 进样。 

方法二: 取方法一沉淀蛋白离心后的上清液 500 
μL 置 EP 管中, 于 35 ℃ 2 h 旋转干燥, 残渣加入甲醇

100 μL 复溶, 取上清液 40 μL 进样。 
记录 EPI峰面积与内标峰面积, 按内标法加权回

归计算浓度。 
血浆中 EPI 线性范围  精密吸取空白大鼠血浆

100 μL 置于 EP 管中, 精密加入不同浓度的 EPI 对照

品溶液和内标溶液各 20 μL, 涡旋振荡 30 s, 混合均

匀。标准曲线 1 中血浆 EPI 的浓度分别为 0.25、0.50、
1.25、2.50、5.00、10.00、20.00 和 50.00 μg·mL−1。

标准曲线 2 中血浆 EPI 的浓度分别为 10、25、50、
125 和 250 ng·mL−1。分别加入甲醇 600 μL 沉淀蛋白, 
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涡旋振荡 3 min, 14 000 r·min−1 离心 5 min, 取上清液

20 μL 进样 (标准曲线 1 样品); 取上清液 500 μL (标
准曲线 2样品) 置EP管中, 于 35 ℃ 2 h旋转干燥, 残
渣加入甲醇 100 μL 复溶, 取上清液 40 μL 进样。以

EPI 药物浓度为横坐标, EPI 与内标峰面积之比为纵

坐标, 绘制标准曲线 1 和标准曲线 2。 
回收率和精密度试验  分别于 100 μL 空白血浆

中, 加入质量浓度分别为 125、625、2500 ng·mL−1 EPI
标准溶液 3 份, 按“血浆样品处理”方法二处理, 得
到血药浓度分别为 25、125、500 ng·mL−1 的样品; 另
取 2 500、12 500、100 000 ng·mL−1 EPI 标准溶液 3
份, 按“血浆样品处理”方法一处理, 得到血药浓度

分别为 500、2 500、20 000 ng·mL−1 的样品进行分析。

将测得的结果与空白血浆同法处理加入相应浓度的

对照品比较, 计算提取回收率。批内每个浓度平行制

备 5 份样品; 批间每批测定 1 次, 连续测定 5 批。分

别计算批内和批间差异。 
EPI血浆的基质效应  取空白血浆100 μL, 除不

加标准系列和内标溶液外, 分别按“标准曲线 1”和

“标准曲线 2”方法操作, 在沉淀蛋白离心后的上清

液或上清液浓缩后的残留物中分别以相应浓度的

EPI 标准系列和内标溶液溶解混匀, 进样分析, 获得

相应峰面积 (测定 5 次的平均值)。以纯水代替空白

全血同法制备样本, 并与上述实际样本峰面积进行

比较, 考察基质效应。 
稳定性实验  按标准曲线的制备方法, 制备血

药浓度分别为 25、125、500、2 500 和 20 000 ng·mL−1

的 EPI 血浆样品,于  −20 ℃冷藏, 14 d 取出, 室温下融

化, 按照标准曲线项下的方法加入内标处理, 测定各

质量控制样品的浓度。 
动物实验方法  取 15 只大鼠, 随机分为 A、B、

C 三组 , 每组 5 只 , 分别尾静脉给予等剂量  (12 
mg·kg−1) 的 EPI 溶液、EPI-LIP、EPI-LTSL。于给药

后 1、10、20、30 min 及 1、2、4、6、8、10、12、

14、24 h 经大鼠眼球后静脉丛取血 0.3 mL, 5 000 
r·min−1 离心 10 min 分离血浆, 取上清液冷冻备用。 

血药浓度测定  EPI 溶液组、EPI-LIP 组及

EPI-LTSL 组的血浆样品进行处理, 每个时间点的血

浆样品先按“标准曲线 1”样品制备方法采用甲醇

直接沉淀蛋白, 离心后转移 500 μL按“标准曲线 2”
样品制备方法进行浓缩, 剩余上清液直接进样分析, 
如测定浓度不在“标准曲线 1”范围内, 则取浓缩样

品进行测定, 按“标准曲线 2”回归方程计算血药浓

度。色谱条件同前, 进行 HPLC-MS 分析, 以随行的

标准曲线计算含量。 
数据统计方法  血药浓度按上述方法测定, 测

得的血药浓度平均值对时间作曲线。采用 DAS ver2.0
软件, 求算各组的统计矩参数, 并用房室模型进行拟

合, 数据采用 x ± s 表示。 
 

结果 
1  EPI 与内标 DAU 的离子质谱图 

精密量取 EPI 和 DAU 对照品溶液, 采用液相色

谱-质谱仪测定。结果 EPI m/z 为 544/361, DAU m/z
为 528/321, 分别见图 1 和图 2。 
2  HPLC-MS 色谱图 

在本质谱条件下, 分别取空白血浆、空白血浆加

入对照品 EPI 及大鼠尾静脉注射 EPI-LTSL 6 h 后的

血浆加内标的样品, 按“血浆样品处理”项下处理。

在 MRM 检测的方式下进行二级扫描, 血浆内源性物

质及其他杂质基本不干扰样品的分离测定, 结果见

图 3。 
3  血浆中 EPI 标准曲线 

血浆中 EPI 的回归方程分别为 Y = 1.972 2x + 
0.079 0 (10～250 ng·mL−1, r2 = 0.999 3) 及 Y =  
0.000 7x + 0.010 7 (0.25～50 μg·mL−1, r2 = 0.995 6)。
两段标准曲线均有良好的线性关系, r 均大于 0.99, 
权重为 1/x2。最低定量浓度为 10 ng·mL−1。 

 

 
Figure 1  Mass-spectrogram of epirubicin hydrochloride (EPI)  
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Figure 2  Mass-spectrogram of daunorubicin hydrochloride (DAU) 

 

 
Figure 3  HPLC-MS chromatograms of blank plasma sample 
(A), blank plasma spiked with epirubicin hydrochloride (B), and 
plasma sample of rat after injected EPI-LTSL for 6 h and spiked 
with daunorubicin hydrochloride (C) 

 
4  精密度和回收率 

采用“方法一”处理的低、中、高 3 种浓度的批

内相对标准差分别为 1.5%、2.6%和 1.3%, 批间相对

标准差分别为 2.9%、2.1%和 3.7%, 萃取回收率分别 

为 (91.2 ± 1.8) %、(90.0 ± 2.1) %和 (95.1 ± 3.3) %; 
采用“方法二”处理的低、中、高 3 种浓度的批内相

对标准差分别为 8.3%、3.9%和 1.6%, 批间相对标准

差分别为 11.9%、7.8%和 3.2%, 萃取回收率分别为 
(86.0 ± 3.1) %、(88.1 ± 1.9) %和 (94.2 ± 1.3) %。 
5  基质效应 

EPI 在 25、125、500、2 500、20 000 ng·mL−1 的

基质效应平均值在 90%～110%之间。结果表明, 采
用本试验建立的血样测定方法, EPI 的检测不受基质

效应影响。 
6  质量控制样品的稳定性 

5 个不同浓度的质量控制样品, 14 d 测定的 RSD
分别为 4.2%、2.5%、3.5%、2.3%和 2.0%。结果可见, 
血浆中盐酸表阿霉素在 −20 ℃冷藏 14 d 是稳定的。 
7  血药浓度与药动学参数 

大鼠静脉注射 EPI 溶液、EPI-LIP 及 EPI-LTSL 3
组的血药浓度-时间曲线见图 4。静脉注射 3 组制剂

的药时曲线均符合三室模型, 权重系数均为 1/C2, 按
房室模型拟合后的药代动力学参数和统计矩参数见

表 1。 
 
Table 1  Pharmacokinetic parameters of EPI in rat plasma after 
administration of each group of drug ( x ± s, n = 5) 

Group 
Parameter 

EPI solution EPI-LIP EPI-LTSL 

t1/2α /h  0.02 ± 0.01  0.09 ± 0.03 0.15 ± 0.01 

t1/2β /h  1.49 ± 1.46  1.42 ± 0.97 1.97 ± 0.64 

t1/2γ /h  5.50 ± 0.84  5.65 ± 0.83 69.32 ± 21.33

CL/L·h·kg−1  1.56 ± 0.40  1.62 ± 0.45 0.12 ± 0.03*

AUC0−∞/mg·mL−1·h  1.64 ± 0.49  7.40 ± 1.93 21.13 ± 1.74* 

C0 /mg·mL−1 10.37 ± 2.62 22.36 ± 3.66 28.58 ± 2.60 

MRT0−∞ /h  0.93 ± 0.28  1.34 ± 0.17 3.44 ± 0.31*

AUMC0−∞  1.35 ± 0.78  5.74 ± 1.49 69.99 ± 11.37

EPI: Epirubicin hydrochloride; EPI-LIP: EPI-liposome; EPI-LTSL: 
EPI-thermosensitive liposome; *P < 0.05 vs EPI solution or EPI- 
LIP 
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Figure 4  Plasma drug concentration-time curve of EPI-solution, 
EPI-LIP and EPI-LTSL after i.v. to rats (n = 5) 
 

讨论 
文献[10, 11]报道 EPI 血浆样品的处理方法多采用

氯仿甲醇混合溶剂萃取法, 该方法萃取时容易发生

乳化现象, 致使提取时可能带入较多的杂质, 且处理

过程中药物不稳定有时发生降解。使用异丙醇代替甲

醇, 采用氯仿异丙醇混合溶剂提取[12]可以减少乳化

现象, 但需要使用大量有机溶剂且灵敏度不能满足

要求。王晓辉等[13]报道直接用甲醇沉淀蛋白, 再加入

无水硫酸钠脱去血浆中的水分, 但低浓度样品不进

行浓缩无法满足本研究的需要, 而且样品含盐浓度

较高, 不能采用 HPLC-MS/MS 进样检测。因此根据

文献及预实验的结果, 采用甲醇直接沉淀蛋白, 然后

进一步浓缩低浓度的样品, 采用 HPLC-MS/MS 进行

大量体内样品的检测。 
在本研究中, 甲醇沉淀蛋白后的提取效率远高

于乙腈和其他沉淀剂, 可能是由于 EPI在甲醇中溶解

性较好, 在乙腈中不溶, 采用乙腈与血浆蛋白结合的

药物可能没有完全溶解出来, 而导致提取液中药物

浓度降低。而 EPI 在酸性的沉淀剂 (6%高氯酸及 10%
三氯乙酸) 中可能不稳定, 提取效率也不高。当甲醇

为血浆 6 倍时, 沉淀效率远大于使用 4 倍或 8 倍的甲

醇。 
采用乙腈 /0.1%甲酸水溶液  (分别为 80∶20, 

70∶30, 60∶40, v/v) 和乙腈/5 mmol·L−1 乙酸铵水溶

液 (60∶40) 为流动相对同一样品进行检测时, 在样

品附近有一个内源性干扰物质, 而采用甲醇/0.1%甲

酸水溶液: 80∶20 为流动相, 可将此内源性干扰物质

与样品分离, 对样品测定没有干扰。另外由于血浆样

品中药物的浓度范围跨度很大, 所以建立了两段标

准曲线以更好的满足线性关系。 
大鼠静脉注射 EPI 溶液、EPI-LIP 及 EPI-LTSL

后快速分布, 较缓慢消除, 符合三室模型, 与文献中

报道的阿霉素脂质体大鼠药动学结果相似[14]; 其中

溶液组及 EPI-LIP 组分别在给药 6 或 10 h 后 (含) 基
本检测不到, 而 EPI-LTSL 组可以缓慢释放约 24 h。
等剂量静脉注射 3 种制剂后, EPI 溶液组、EPI-LIP、
EPI-LTSL 组的 C0 分别为 10.37 ± 2.62、22.36 ± 3.66
和 28.58 ± 2.6 (mg·L−1)。AUC0−∞分别为 1.64 ± 0.49、
7.40 ± 1.93 和 21.13 ± 1.74 (mg·mL−1·h)。EPI-LTSL 的

t1/2α、t1/2β、t1/2γ、AUC0−∞和 MRT0−∞分别是 EPI 溶液

组及 EPI-LIP 组的 7.5、1.3、12.6、12.9 和 3.7 倍及

1.6、1.4、12.3、2.9 和 2.6 倍, 而后两组的 CL 约为

EPI-LTSL 组的 13.4 倍。EPI- LTSL 能显著延长药物

在体内的循环时间 (P < 0.05), 显著提高 AUC 和降

低清除率 (P < 0.05)。可能的原因为静脉注射 EPI 溶
液后, 药物快速进入组织而代谢消除; 而长循环脂质

体可以减小网状内皮系统 (RES) 的捕获, 滞留在血

液中较长时间, 并且部分长循环脂质体进入组织后

又缓慢释放入血。 
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