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高效液相色谱法检测血中表阿霉素的研究 

化学教研室 主查苎 赵 华 Rc}7 c1．f ’ 
中心实验室 璺塞堕 郑 中 

提 要 用z。rbax 。一8柱成功地分离了阿霉素．表阿霉素及其代谢产物。在此基础上建立了 

用 阿 霉 素作 内标 物定 量 测 定 表阿 霉 素 的 分析 方 法 其最 低 检 测 限 为2ng／m1，线 性 范 围 

1O一300 ng／m1． 谢物 
关键词 墨旦苎薹 表阿霉素代谢产物 
中图分类号 0657．71 

高教液相色谱法 

表阿霉素(epirubicin，EFt)是蒽醌环类 

抗癌抗生素的一个新的衍生物，化学结构与 

阿霉素(adriamycin，ADM)相似，二者互为C 

E 4 一0H差向异构体．EPI的毒副作用，特 

别是对心脏的毒性较ADM低。EPI的抗肿瘤 

疗效优于ADM，对少数ADM不敏感的肿瘤 

如胰腺癌 直肠癌、头颈部癌和黑色素癌等也 

有一定疗效。测定用EPI治疗肿瘤患者的血 

药浓度并对其代谢物进行分析，对制定用药 

方案、指导合理用药以及对药物进行进一步 

的研究都有十分重要的意义。 

表阿霉素在化学结构上属予糖苷类抗生 

素，在体内由于糖苷键的水解 醌棍环及其侧 

键的氢化等，会产生多种代谢产物．由于用药 

后血药浓度很低，用一般的紫外吸收或荧光 

分光光度法难以准确测定其血药浓度，高效 

液相色谱法则是有效的分析方法。近年来，国 

外有用苯基键合硅胶柱测定血、尿中表阿霉 

素及其代谢产物“ ，用ODS柱测定心肌组织 

中表阿霉素及其代谢产物 等报告．本文报告 

了用Zorbax C一8硅胶柱分离阿霉素、表阿 

霉素及其代谢产物，以及用阿霉素作内标物 

定量测定表阿霉素的结果。 

材料与方法 

1． 药品和试剂 

阿霉素，表阿霉素及其代谢产物标准品均 由Fa． 

rmi~Im carJo Erba公司(意大利)提供；甲醇．柠 

檬酸．磷酸氢二钠，氯仿，盐酸、碳酸氢钠等均为分析 

纯；水为超纯水。 

将阿霉素，表阿霉素及其代谢产物分别溶于甲 

醇中配成1×10～tool·L 贮备液备用。置冰箱中至 

少可保存一月．用时以甲l醇稀释成所衙浓度． 

2． 仪器与色谱条件 ’ 

仪器：色谱系统为Waters 510泵，U6K手动进 

样问．Waters 470 荧光检测器和810 色谱工作 
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站。岛津RF 54O 荧光分光光度汁．MiliQ超纯水 

器 超声振荡器．Modcl SA720 PH计。 

色谱条件：Zorbax c一 8硅胶不锈钢分析 

柱(O．46×15cm)．前置Waters保护性预柱．流动耜为 

甲醇：水：O．1mol_L1；柠檬酸：O．04mol·L ；Na 

H PO．(200：290：9：1．v／v)．用前经过滤并脱气．流速：1 

ml·rain一。检测波长：kex 485nm．2era 580nm。柱 

温：室温 ． 

3． 样品的收羹与处理 

对用表阿霉素治疗的病人．采静脉血、肝素抗 

龌；离心，分离出血浆．准确吸取血浆1．0m1．加人内 

标溶液l#g／ml ADM溶液0．1ml，0．2mol·L HC1 

0．8ml，诃节pH至3．再加氯仿10ml，振播5rain．离心， 

弃去氯仿相。在水相中加人0．1g NaHCOs使je溶 

解，调节pH值为8，再加人氯仿10ml，振摇5rain，离 

心．收集氯仿相。通N 挥去氯仿，然后加甲醇200g1． 

混匀后取2 1进样。 

结果与讨论 

1． 色谱分离 

阿霉紊、表阿霉素及其代谢物标准品混 

合物的分离结果如图1所示。 

用RF-540荧光分光光度计测定EPI甲醇 

溶液的激 发光谱和发射光谱 ，其 êx为 

襄1 弭霉蠢、囊阿霉蠢殛其代-l产桷 

名 称 喀 语 

epim bi~ia 

(衰阿霉素) 

adriamycin 

(阿霉素) 

1a(s)-dm'ydmep'u-ubicin 

(13【B)-=：氢表阿霉寨 ) 

adriamyclnone 

(柔毛霉醌) 

T 

(13---氧柔毛霉鳓  

．击氧柔毛霉鳓  

EPI 

ADM  

El 

A 

A- 

475nm，2era为585nm 色谱分离时又用Wa． 

ters 470荧光检测器对ADM、EPI及其代谢 

物的色谱峰作停濂扫描，考虑到要同时检测 

几个组份 ，所 E乓确枣最适检测波长为 
2ex485nm ，2em580nm 。 

一 ；广～ 一  — — 

图1 阿霉素．表阿霉素及其代谢产物标准品 

的色谱图 

色谱 柱 ．zoFbax C一 8硅肢 柱 ：流 动相 ，甲 

醇 ：承 ：0．1mo1．L ；柠檬 酸 ：0．04mo1．L ： 

NaHiPO．(200：290 9：1．v／v)；流速 ．1m卜 miil ：捡 

测被长．rex 4~Snm．tem580nm；柱温 ，室温． 色谱 

峰：1．E⋯2 ADM．3．EPI，4．A2a，5⋯A ，6．dA ． 

代谢物中，E：是EP1分子中13位羰基氢 

化的产物，A ．为EPI或ADM糖苷键水解的产 

物．A 为E 糖昔键水解的产物，dA ．为A ．分 

子中7位去氧的产物。在本文设定的等度洗脱 

条件下，六种化合物均得到满意的分离。若改 

用梯度洗脱条件，则分析时间可以缩短 在 

Zorbax C一8硅胶柱上 ，E PI与ADM这～对 

差向异构体得到满意的分离。由此认为，在本 

文条件下，不仅可用ADM作 内标物测定 

EP】，亦可用EPI~~ 标物测定ADM， 

2， 血浆样品的处理 

pH值对血浆中EPI的萃取影响极大 实 

验表明，在pH值5以下，EPI在氯仿中的溶解 

度很小，pH5以上，EPI在氯仿 中的溶解度随 

PH值的增加而增大，pH8—9时达到最大值， 

DH9以上EPI的溶解度又减小 这是 由EPI的 

结构特点所决定的，在低pH环境中,EP1分子 

__= 川眦圳  
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中柔毛霉糖环上的氨基带正电荷，分子极性 

增大，导致在氯仿中溶解性差，而在水中溶解 

度大：在pH值大于9的碱性环境中，EP1分子 

中柔毛霉醌环上的酚羟基呈离解状态，也导 

致其在氯仿 中的溶解性差；只有在pH8—9的 

条件下，EP1分子 中的一NH 及酚型一OH处 

于未离解状态，在氯仿 中溶解性最好。据此， 

我们设计先在pH3的条件下用氯仿萃取血浆 

中的杂质成份，这时EPI绝大部份留在水溶 

液中，然后调节pH至8，用氧仿再次萃取水溶 

液中的EPI。结果表明，这种处理方法既可使 

EPI与血浆中的杂质成份很好分离，又保证 

了EPI有较高的回收率。对于ADM，也有类 

似的萃取规律 

4． 应用 

以本方法对用EPI进行抬疗的肝癌患者 

的血药浓度进行 了测定，结果满意。图2 为 

经门静脉注射EPI给药的肝癌患者，采血测 

定所得的色谱图 此样品用内标法测得EPI 

的含量为90ng／ml血浆。 

3 

3． 工作曲线与方法的灵敏度、回收率 0 15 20 

tR(min) 

分别取lml不同浓度的EPI标准溶液，各 

加入内标溶液l~g／ml ADM 0．1ml，然后按 

前述方法进行提取和测定。结果，EPI峰面积 

与ADM峰面积之比同EPI含量与ADM含量 

之比两比值间线性关系良好。线性回归方程 

式为：C C =一0 028+0．379A w／A 一， 

0．998。式中，A为峰面积，C 和C 分别 

为lml样品中EPI的含量(ng)和加入ADM的 

量(n 。线性范围为10--300ng EPI／ml。在 

讯噪比为2时，最低检测限为2ng／ml。 

回收率：在空 白血浆中加入EPI使其含量 

为100ng／ml，然后进行提取和测定，求得回 

收率平均为80 一5)。 

图2 用EPI治疗的患者血药浓 

度测定色谱图 

色谱条件同图L 

色谱峰：1．El，2．EPI 
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THE DETERMINATION OF EPIIUJBICIN AND ITS METABOU TES BY 

HIGHPERFORMANCE LIQUID CHR0MAT0GRAPHY 

Li H izhi．et al 

Dept．of Chemistry 

Ad~amycm ．epiruhicln and its four metabolit~ wer separated by reverse phase high-performa- 

n。e Ⅱquid chromatogra曲 Y on a Zorbax C column and  detected by fluoreas ne~A saesitive and 

spec~ c method for determination of eplrubicin in blood has been developed．Adrlamyein WaB u_ed 

a日an internal standard．The detection limit of the method(difmed n且a singal to nolae ratio of 2：1)for 
epirubicin WaB 2ng／m1．Standard CUl"VeE for epirublcin were linear from 10 to 300ng／ml with 

皇O．998．Themethod has been appliedin analysis ofthe bloodleve1．Tbe rec0verieBwere 80，‘． 

KEY W ORDS E口irublcin；Metabolites；High·performmaea liquid chrvmatography 
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