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摘要  目的: 建立固相萃取 -反相高效液相色谱法测定人血浆中长春瑞滨的浓度。方法:样品经 C18固相萃取小柱净化后,采

用 HPLC紫外检测法, 色谱柱为 Hypersil ODS柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5Lm ), 流动相为乙腈: 01 05 m o l# L- 1磷酸二氢钾溶液 ( 68

B32,含 01 1%三乙胺 ,磷酸调 pH = 4),流速为 110 mL# m in- 1, 柱温为室温, 检测波长 268 nm。结果: 长春瑞滨在 011~ 418 Lg

# mL- 1内呈良好的线性关系 ( r= 019994), 最低检测浓度为 50 ng# mL- 1,方法回收率在 961 8% ~ 1031 0% ,萃取回收率在 7617%

~ 8310%。日内、日间 RSD ( n= 5)均小于 61 2%。结论: 本方法简便、准确,可靠,可用于人体血浆中长春瑞滨浓度的测定。
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Determ ination of vinorelbine in human plasma by solid phase extraction

RP high performance liquid chromatography

YAN K e- l,i ZHU X iou- qing, ZHAO L,i BA I Yu

( Departm ent ofD rug Detection, Shanxi ProvincialTum our H osp ita,l Ta iyuan 030001, Ch ina)

Abstract Objec tive: To develop an SPE- HPLC m ethod for the determ ination of v inorelb ine in human plasma.

Method: The samp le w as c leaned w ith an SPE- C18 cartridge, separated and quant itat ive ly determ ined by reversed

- phaseHPLC w ith an u ltrav io let detector. The ana ly tica l co lumn w as packed w ith Hypersil ODS( 250 mm @ 416
nm, 5 Lm), themob ile phasew as aceton itrile- potassium d ihydrogen phosphate so lut ion ( 68B32, conta in ing 011%
triethyam ine, ad justed to pH 410 by phosphoric acid), the flow rate w as 1 mL# m in

- 1
, and de tect ion w ave length

w as set at 268 nm. Results: The linear rangew as 011- 418 Lg# mL
- 1

fo r v inore lb ine in human plasma. The corre-

lation coeff icientsw as 019994. The low lim it of detect ion w as 50 ng# mL
- 1
. The method recoveriesw ere 9618% -

10310%. The extraction recoveries w ere 7617% - 8310%. W ith in- day and betw een- day RSDs( n= 5) w ere less

than 612% . Conclusion: The method is simp le, re liab le and sensitive fo r determ inat ion of v ino relbine in human

plasma.

Key words: v inorelb ine; so lid phase extraction( SPE) ; HPLC

长春瑞滨是一种半合成的长春花类生物碱,是

周期特异性抗癌药。主要用于治疗非小细胞肺癌、

乳腺癌、卵巢癌、淋巴瘤等。目前血浆中长春瑞滨

HPLC的检测方法国外多有报道,由于该药的消除

半衰期大于 40 h,在现有的给药剂量治疗下,血浆浓

度非常低
[ 1 ]
。早期使用放射免疫法进行体内血浆

浓度测定
[ 2, 3]

, 之后研究发表了高效液相色谱紫外

检测法
[ 4]
、高效液相色谱荧光检测

[ 5~ 9]
、高效液相色

谱电喷质谱检测法
[ 10]
、高效液相库伦检测法

[ 11 ]
。

国内有使用高效液相色谱荧光法检测的研究报

道
[ 12]

, 但未见使用固相萃取小柱直接纯化血浆, 进

行反相高效液相色谱紫外检测法的测定。本文采用

固相萃取 -反相高效液相色谱紫外检测法进行了人

血浆中长春瑞滨的浓度测定方法学研究, 并对 5例

用药病人进行了血药浓度的测定,证明该方法简单、

有效,适用于该药临床药物浓度的监测和药代动力

学的研究工作。

1 仪器与试药

日本日立 L- 2130高效液相色谱仪; 日本日立

L- 2420紫外检测器;大连依利特 Echrom98型色谱
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工作站; 分析天平 (上海良平精密仪器有限公司,

M ax100 g, D= 010001 g ); ZH - 1自动涡旋混合器。

固相萃取柱 ( C18, 500mg# 6 mL
- 1
) ,大连思谱精工

有限公司;长春瑞滨对照品 (纯度大于 9915% )购于

化工杭州民生药业集团有限公司;化学试剂乙腈、甲

醇为色谱纯 (天津四友化工厂生产 ); 水为纯蒸水。

2 色谱条件

色谱柱为 H ypersilODS柱 ( 416mm @ 250mm, 5

Lm);流动相为乙腈 - 0105 mo l# L
- 1
磷酸二氢钾水

溶液 ( 68B32, 011%三乙胺, 用磷酸调 pH = 4) ; 流

速: 110 mL # m in
- 1
; 柱温: 室温; 检测波长为 268

nm。

3 对照品溶液配制

取长春瑞滨对照品 5 mg, 精密称定, 置 10 mL

量瓶中,加流动相定容至刻度,制成每 1 mL含长春

瑞滨 015 mg# mL
- 1
的溶液,即得。

4 血浆样品的处理

取固相萃取小柱,加甲醇 5 mL,流完后,再加 5

mL水洗涤活化备用。取血浆 1 mL, 加在经活化的

固相萃取小柱上面, 待血浆流出后, 加 20%甲醇水

溶液 10mL淋洗,加含 50%甲醇的乙酸乙酯溶液 5

mL洗脱, 收集洗脱液, 40 e 以下氮气吹干, 残渣加

流动相 015 mL充分溶解, 取 50 LL进行 HPLC检

测。

5 方法专属性试验

分别取空白血浆、含对照品血浆溶液 (含长春

瑞滨 214 Lg# mL
- 1
) ,按 / 40项下方法操作,记录色

谱图 (见图 1)。含药血浆中长春瑞滨的保留时间为

10180 m in左右, 色谱峰峰形良好,血浆内源性物质

不干扰样品测定,无杂质峰干扰, 本方法具有较高的

专属性。

6 线性关系及最低检测限试验
取空白血浆 019 mL, 置 10 mL离心管中, 分别

加入用长春瑞滨对照品溶液制成的含长春瑞滨浓度

为 011, 013, 016, 112, 214, 418 Lg# mL
- 1
的对照品

血浆,按 / 40项方法处理, 50 LL进样,以长春瑞滨血

浆浓度为横坐标,测定的峰面积为纵坐标,作直线回

归处理,得长春瑞滨回归方程为:

Y = 01696X  r = 019994

图 1 人血浆中长春瑞滨 HPLC色谱图

Fig 1 HPLC ch rom atogram s of vinorelb in e in hum an p lasm a

A.空白血浆 ( b lank p lasm a) B.空白血浆加长春瑞滨 ( b lank p lasm a w ith vin orelb ine) C.病人静脉输注 30 mg# m - 2长春瑞滨 1 h后的血浆样

品 ( a patient plasm a sam ple 1 hour after sp iked w ith 30 m g# m - 2 vinorelb ine )

1.长春瑞滨 ( vinorelb in e)
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长春瑞滨血浆浓度在 011~ 418 Lg# mL
- 1
范围

内线性关系良好。长春瑞滨最低检测浓度为 50 ng

# mL
- 1
(S /N = 3)。

7 稳定性试验
取空白血浆 019 mL, 置 10 mL离心管中,分别

加入用长春瑞滨对照品溶液制成含长春瑞滨浓度分

别为 011, 016, 214 Lg# mL
- 1
对照品血浆,每个浓度

制备 3份, 置 - 20 e 冰箱保存, 分别于第 10, 20, 30

d,取出血浆样品按 / 40项方法处理,进行测定, 测定

结果表明,各浓度的 RSD均小于 315%,说明血浆中

的长春瑞滨在 - 20 e 条件下, 至少可以稳定 30 d。

8 回收率及精密度试验
取空白血浆 019 mL, 置 10 mL离心管中,分别

加入用长春瑞滨对照品溶液制成的含长春瑞滨浓度

分别为 011, 016, 214 Lg# mL
- 1
的对照品血浆,每个

浓度各 5份, 按 / 40项方法处理, 测定色谱峰面积,

用回归方程计算检出量,并与加入量比较,计算方法

回收率 ( n = 5)。同时,同一浓度的血浆样品分别于

1 d内连续测定 5次, 5 d内每天测定 1次,测定色谱

峰面积并计算浓度,计算日内和日间精密度。

将空白血浆 019mL换成流动相,同法配制上述

3种浓度的长春瑞滨溶液, 每个浓度各 5份,加入长

春瑞滨对照品溶液,制成含长春瑞滨 3种浓度分别

为 011, 016, 214 Lg# mL
- 1
,每个浓度各 5份, 取 10

LL直接进样,将同浓度对照品血浆和流动相制备的

样品峰面积进行比较, 计算提取回收率 ( n = 5) , 结

果见表 1。

表 1 血浆中长春瑞滨回收率及日内日间精密度试验结果 (n = 5)

Tab 1 M ethod recover ie s and extraction recoveries of vinorelbine and prec ision resu lts

浓度 ( plasma

concentration) /Lg# mL- 1

方法回收率

( method recoveries) /%

RSD

/%

提取回收率

( ex trac tion recoveries) /%

RSD

/%

RSD /%

日内 ( intra- day) 日间 ( inter- day )

011 9618 214 8310 410 511 510

016 10310 312 7617 419 411 316

214 9910 313 7818 211 316 311

9 方法应用

5名非小细胞肺癌患者, 年龄 ( 57 ? 10)岁, 体重

( 61 ? 11) kg, 给药剂量为 30 mg# m
- 2
。给药方法

为:将药物用生理盐水稀释至 50 mL, 于 8 m in内静

脉输入,然后用 300mL生理盐水冲洗静脉。静脉输

入 8 m in给药结束后开始计时, 在 ( 012, 015, 1, 3, 5,
7, 12, 18, 24, 36, 48 h)采集病人静脉血 2 mL, 置于

抗凝管中。血样采集后, 4500 r# m in
- 1
离心 10m in,

取血浆 1 mL, 按 / 40项方法处理, 测定血药浓度,绘

制血药浓度 -时间曲线,见图 2。

图 2 5名非小细胞肺癌患者静脉输注长春瑞滨 30 m g# m - 2后的平

均血药浓度 -时间曲线

Fig 2 M ean p lasm a con cen tration- tim e curve of short intravenous v-i

norelb ine in fu sions 30 m g# m - 2 dose in five p at ien ts w ith non- sm all

cell lung cancer

10 讨论

为确定固相萃取小柱合适的淋洗液和洗脱液,

保证除去最多的杂质,尽可能多地保留待测物质于

小柱上, 考察了不同配比的甲醇水溶液 ( 10%,

20% , 30%, 40% , 50% , 60%, 70%, 80% , 90%,

100% )的淋洗效果。实验结果表明, 以 20%的甲醇

水溶液作淋洗液时,可保留更多的长春瑞滨在固相

萃取柱上,同时去除的杂质更多, 且血浆样品中的杂

质干扰最少。在确定了淋洗液后, 又对洗脱液的洗

脱用量进行了选择试验。在洗脱液体积相同时, 比

较了使用甲醇、乙腈、含不同浓度的甲醇乙酸乙酯溶

液 ( 10% , 20%, 30% , 40%, 50%, 60% , 70%, 80% )

洗脱长春瑞滨的能力,试验结果表明, 50%的甲醇乙

酸乙酯溶液的洗脱效果最佳,洗脱液在 5 mL时, 即

可达到最大洗脱效果。

对于血浆样品的处理, 曾采用多数文献报道的

液液萃取方式。实验中, 比较了下面 3种对血浆样

品处理方式的回收率: 氯仿 - 乙醚 ( 3B7)直接萃取

血浆样品; 氯仿 - 乙醚 ( 3B7)萃取碱化后的血浆样
品溶液;使用乙腈直接沉淀血浆样品中的蛋白,高速

离心后,取上清液直接进样。试验结果表明,在血浆

样品浓度相等的情况下, 碱化血浆溶液后再进行萃

取比直接萃取的回收率高。用乙腈直接沉淀血浆蛋
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白的方法较碱化血浆后再进行萃取的回收率高。但

是,实验中发现, 使用乙腈直接沉淀血浆蛋白后,取

上清液直接进样对血浆样品中待测物稀释过多,使

用 HPLC紫外检测法的灵敏度达不到临床药代动力

学研究的需求。如用氮气吹干浓缩沉淀蛋白后的上

清液, 因上清液含有水分, 且长春瑞滨怕光、不耐热,

浓缩操作时间较长,提取回收率较低,也无法满足分

析测定的要求。为了增加测定灵敏度, 改进样品处

理方式,减少样品处理时间, 提高回收率, 改用固相

萃取小柱直接处理样品, 达到了使用紫外法分析测

定的目的。

应用本文建立的测定方法, 对 5名使用长春瑞

滨的病人静脉输注给药后,进行了血药浓度测定,测

定结果表明,本方法可以很好地满足长春瑞滨临床

药浓检测和临床药代动力学研究的需求, 为临床药

物的深入研究打下基础。
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