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高效液相色谱法测定人血浆中紫杉醇浓度

Determination of Taxol in human plasma by HPLC
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　　提　要　目的:建立人血浆中紫杉醇的高效液相色谱测定法。方法: 血浆中紫杉醇用醋酸乙酯提取后在

C18柱上以甲醇 -水 ( 65 35, v /v )为流动相 ,检测波长 227 nm ,以峰面积外标法定量。结果: 该法萃取回收率为

94. 58% ,方法回收率为 99. 19% ;日内、日间 RSD均小于 4% ( n = 5) ,应用本法测定了两例癌症患者静脉输

注紫杉醇的经时血药浓度符合二室开放模型。结论:本法操作简便 ,灵敏度高 ,专属性强。

　　紫杉醇 ( Taxo l)是一种具有抗肿瘤活性的天然产

物 ,其化学结构新颖 ,作用机制独特 ,它在癌细胞分裂

时能与细胞微管蛋白结合 ,促使细胞中微管稳定和聚

合 ,使细胞有丝分裂受到阻断 ,从而抑制肿瘤生长 ,是

近年来受到广泛重视的一类新型抗肿瘤药物 [ 1, 2]。为了

研究紫杉醇在人体内的代谢过程 ,我们建立了简便灵

敏的 HPLC-UV检测法 ,能定量地分析血浆中紫杉醇

的含量。

1　材料与方法

1. 1　药品与试药
　 　紫杉醇注射液 (商品名: 紫素 ,北京协和药厂 ,批号:

960625);紫杉醇对照品 (纯度 > 99% ,由四川省凉山洲生物研

究所提供 ) ;甲醇为色谱纯 ,醋酸乙酯为分析试剂 ;超纯水 (由

Millipo re超纯水器制备 )。

1. 2　仪器与色谱条件
　 　 Waters 810液相色谱仪 ,包括 510泵 , 484可变波长紫外检

测器 , Baseline 810计算机控制及处理系统 ; μ-Bondapak C18柱

( 3. 9× 150 mm, 10μm) ;流动相为甲醇 -水 ( 65 35, v /v ) ;流速为

1 ml /min;柱温为 30℃± 1℃ ;检测波长为 227 nm;灵敏度 0. 002

AU FS。

1. 3　对照品溶液的制备
　　贮备液: 精密称取紫杉醇对照品适量 ,用甲醇配成浓度为
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200 mg /L和 20 mg /L的对照品贮备液 ,置 4℃保存 ,两周内稳定。

　 　工作液: 临用时精密吸取贮备液 ,用甲醇稀释成浓度为

0. 2～ 30 mg /L的工作液备用。

1. 4　血浆样品处理
　　取 1 ml待测血浆 ,加醋酸乙酯 4 ml在旋涡混合器上混匀 3

min, 1 000× g离心 15 min,分离醋酸乙酯层 ,同法重复萃取一

次 ,合并醋酸乙酯 ,于 40℃恒温水浴中 ,用氮气流吹干 ,残留物

以流动相 200μl溶解 ,取 20μl进样。

2　结果

2. 1　方法学研究
2. 1. 1　色谱行为　　图 1中 a、 b、 c分别为空白血浆 ,空白血浆

加紫杉醇及患者血浆样品的 HPLC色谱图 ,血浆中内源性物质

对紫杉醇测定无干扰。

2. 1. 2　血浆标准曲线　　取 0. 9 ml空白血浆 7份 ,精确加入紫

杉醇工作液各 100μl,配成 0. 02、 0. 05、 0. 1、 0. 5、 1. 0、 2. 0、 3. 0

mg / L的标准浓度 ,按 1. 4项方法处理、测定。以峰面积对浓度进

行回归 ,回归方程为: C = 167 406. 6965X - 5695. 9522, r =

0. 999 8。最低有效检测浓度为 0. 01 mg /L。

2. 1. 3　回收率实验　　萃取回收率 :于空白血浆中加入不同

量的紫杉醇对照品工作液 ,配成浓度为 0. 05 mg /L和 3. 0 mg /L

的溶液 ,经预处理后测定 ,并与相应量的未经处理的标准品对

照测定 ,按峰面积比计算得平均萃取回收率为 94. 58% , RSD为

1. 15% 。

　　方法回收率: 于空白血浆中加入一定量的紫杉醇对照品工

作液 ,分别配成高、中、低 3个不同浓度的样品 ,经预处理后测
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定 ,所得数据按回归方程计算测得量 ,其平均回收率 ( n = 9)为

99. 19% , RSD为 3. 56% 。

2. 1. 4　精密度实验　　取 0. 05、 1. 0、 3. 0 mg /L 3种浓度的紫

杉醇血样 ,分别于同一天及连续 5 d提取 5份样品 ,依法测定 ,计

算日内 RSD分别为 3. 95% 、 1. 78%和 2. 15% ;日间 RSD为 3.

24% 、 1. 41%和 2. 38% 。

图 1　空白血浆 ( a) ,外加紫杉醇标准血浆样品 ( b)及患者血浆样品 ( c)的 HPLC色谱图

2. 2　临床应用
　　两名男性癌症患者 (恶性淋巴瘤与肺癌各 1例 ) , 4周内未接

受任何化疗和放疗 ,均给予紫杉醇注射液 240 mg (分别相当于

132 mg /m2和 134 mg /m2 )于 5%葡萄糖注射液 500 ml中 4 h恒

速静脉输注后即刻、 5、 15、 30 min及 1、 2、 3、 6、 12、 24 h采血测定

血药浓度 ,数据经 3P87药代动力学程序处理分析 ,表明两例患

者的血浆药物浓度经时变化符合二室开放模型。图 2为两例患

者平均血药浓度 -时间曲线。主要药代动力学参数见表 1。

图 2　两例癌症患者静脉输注紫杉醇 240 mg后

平均血药浓度-时间曲线

表 1　两例患者静脉输注紫杉醇后主要药代动力学参数

α β t1 /2α t1/2β vd AUC Cls
病例

( h- 1) ( h- 1) ( h) ( h) ( L /m2) (μmol h) [ ml min- 1 ( m2)- 1 ]

1 4. 692 0. 088 0. 148 7. 867 100. 66 17. 440 147. 58

2 2. 467 0. 081 0. 281 8. 581 102. 27 18. 956 138. 05

3　讨论

　　考虑到癌症患者临床用药复杂 ,因而选择了可能

同时应用的地塞米松、胃复安、恩丹西酮、苯海拉明、西

米替丁、能量合剂、维生素 B6等 8种药物 ,在相同色谱

条件下进样 ,均不干扰紫杉醇的测定。

　　紫杉醇的血药浓度受到静脉给药方案的影响 ,而

且个体差异较大。从本组两例患者输注紫杉醇的初步

检测结果可见 ,紫杉醇在输注过程中 ,血药浓度逐渐增

加 ,输注一旦停止 ,血药浓度即开始下降 , 24 h时的浓

度 ( 0. 06μmol /L) ,仍在体外能引起微管变化 ,细胞毒

性所需浓度 ( 0. 01～ 0. 1μmo l /L)的范围之内。体内血

药浓度衰减过程为双相性 ;分布容积较大 ,表明药物与

血浆蛋白及组织成分 ,尤其是微管蛋白等广泛结合。两

例患者的药动学参数均与文献 [3 ]报道采用相同剂量

所得参数的范围接近。
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