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摘 要 目的：建立测定比格犬血浆中依鲁替尼浓度的方法，并比较依鲁替尼及其磷脂复合物在比格犬体内的药动学差异。结

果：将雄性比格犬随机分为依鲁替尼混悬液组和依鲁替尼磷脂复合物组（分别以0.5％交联羧甲基纤维素钠溶液和水为溶剂，质量

浓度均为5 mg/mL），每组3只。所有比格犬均单次灌胃相应药物混悬液15 mg/kg，分别于给药前及给药后0.017、0.083、0.25、0.5、

1、2、4、8、12 h于左前肢静脉取血2 mL，采用高效液相色谱法（HPLC）测定其血浆中依鲁替尼的质量浓度。以甲苯磺丁脲为内标，

色谱柱为 Betasil C18，流动相为乙腈-水（含 0.5％三乙胺，用冰醋酸调节 pH 至 3.2）（45 ∶ 55，V/V），流速为 1.0 mL/min，检测波长为

256 nm，柱温为25 ℃，进样量为20 μL。采用DAS 2.1.1软件计算两组比格犬的药动学参数，采用 t检验考察两者的差异。结果：依

鲁替尼检测血药浓度的线性范围5～5 000 ng/mL（r＝0.999 8），定量下限为5 ng/mL，最低检测限为1.3 ng/mL；批间、批内RSD均

小于10％，准确度为98.81％～106.20％，提取方法不影响待测物的测定。单次灌胃依鲁替尼混悬液和依鲁替尼磷脂复合物的 tmax

分别为（2.00±0.09）、（0.25±0.03）h，cmax分别为（610.67±21.36）、（2 308.72±100.41）ng/mL，AUC0-12 h分别为（4 516.67±383.43）、

（9 394.16±874.21）ng·h/mL，AUC0-∞分别为（6 174.32±525.27）、（10 717.33±897.62）ng·h/mL，组间比较差异均有统计学意义

（P＜0.05）；依鲁替尼磷脂复合物的相对生物利用度为207.99％。结论：本研究建立的HPLC法操作简便、专属性强、灵敏度高，可

用于依鲁替尼血药浓度的测定及药动学的研究。将依鲁替尼制成磷脂复合物后，其药动学参数变化明显，药物吸收明显加快，生

物利用度明显提高。
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Comparative Study on the Pharmacokinetics of Ibrutinib and Its Phospholipid Complex in Beagle Dogs

LIN Lin，LU Mei，DENG Yihui（College of Pharmacy，Shenyang Pharmaceutical University，Shenyang 110016，

China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of ibrutinib concentration in Beagle dogs，and to

compare the pharmacokinetic difference of ibrutinib and its phospholipid complex in Beagle dogs. METHODS：The male Beagle

dogs were randomly divided into Ibrutinib suspension group and Ibrutinib phospholipid complex group （using 0.5％

Carboxymethylcellulose sodium solution and water as solvent，mass concentration of 5 mg/mL），with 3 dogs in each group. All

Beagle dogs were given relevant medicine suspension（15 mg/kg） intragastrically，and 2 mL of blood were collected from the

forelimb vein before administration and 0.017，0.083，0.25，0.5，1，2，4，8 and 12 h after administration. Plasma concentration of

ibrutinib was were determined by HPLC. Using tolbutamide as internal standard，the determination was performed on Betasil C18

column with mobile phase consisted of acetonitrile-water （contained 0.5％ triethylamine，pH value adjusted to 3.2 with glacial

acetic acid）（45 ∶ 55，V/V）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 256 nm，and the column temperature

was 25 ℃. The sample size was 20 μL. The pharmacokinetic parameters of Beagle dogs in 2 groups were calculated by using DAS

2.1.1 software. The difference of ibrutinib and its phospholipid complex were investigated by t-test. RESULTS：The linear range of

ibrutinib was 5-5 000 ng/mL（r＝0.999 8）；lower limit of quantitation was 5 ng/mL；minimum detection limit was 1.3 ng/mL.

RSDs of intra-batch and inter-batch were lower than 10％；the accuracy was 98.81％ -106.20％；the extraction method did not

influence the determination of the substance to be measured. Pharmacokinetic parameters of Ibrutinib suspension and Ibrutinib

phospholipid complex with signal intragastric administration were as follows：tmax were（2.00±0.09）and（0.25±0.03）h；cmax were

（610.67±21.36）and（2 308.72±100.41）ng/mL；AUC0-12 h were（4 516.67±383.43）and（9 394.16±874.21）ng·h/mL；AUC0-∞

were（6 174.32±525.27）and（10 717.33±897.62）ng·h/mL，with statistical significance（P＜0.05）. The relative bioavailability of

Ibrutinib phospholipid complex was 207.99％ . CONCLUSIONS：Established HPLC method is simple，specific and sensitive，and

can be used for plasma concentration determination and pharmacokinetic study of ibrutinib. The pharmacokinetic parameters of

phospholipid complex prepared from ibrutinib changed

significantly，drug absorption is accelerated and bioavailability

is improved significantly.

KEYWORDS Ibrutinib； Phospholipid complex； Pharma-

cokinetics；Bioavailability；Beagle dog；Comparative study
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依鲁替尼是一种新型的 Bruton 酪氨酸激酶（BTK）

抑制剂，能够通过与BTK酶激活区域内的Cys481位点

结合进而发挥抑制该酶活性、阻止肿瘤细胞转移的作

用[1-2]。目前，依鲁替尼主要用于治疗包括慢性淋巴细胞

白血病、套细胞淋巴瘤和Waldenstrom巨球蛋白血症在

内的多种淋巴瘤[3]。但依鲁替尼的水溶性极差，口服制

剂的生物利用度极低，导致临床用药剂量偏大，患者在

治疗过程中易出现出血、高血压等毒副反应，导致该药

的临床应用受到了极大限制[4]。磷脂复合物给药系统能

极大地提高难溶性药物的水溶性，增加其血药浓度并

延长药物在体内的滞留时间，并显著改善其生物利用

度 [5-7]。故本课题组前期制备了依鲁替尼磷脂复合物。

本研究在此基础上，建立了测定比格犬血浆中依鲁替尼

浓度的高效液相色谱法（HPLC）；并以依鲁替尼原料药

为对照，比较了两者在比格犬体内的药动学差异，以期

为其新剂型的研发提供实验基础。

1 材料

1.1 仪器

P230型高压恒流泵、UV200Ⅱ型紫外可变波长检测

器、HW-2000色谱数据处理工作站（大连依利特分析仪

器有限公司）；AT-130型柱温箱（天津市金洲科学仪器有

限公司）；S3100型自动进样器、SVC-Ⅱ型高精度全自动

交流稳压器（中川电气科技有限公司）；XS105型电子分

析天平（瑞士Mettler-Toledo公司）；DF-101S型磁力搅拌

器（巩义市英峪予华仪器有限责任公司）；Anke TDL80-

2B 型离心机（上海安亭科学仪器厂）；XH-D 型涡旋仪

（上海启前电子科技有限公司）。

1.2 药品与试剂

依鲁替尼原料药（南京熙泽生物科技有限公司，批

号：20161213，纯度：≥99％）；甲苯磺丁脲对照品（内标，

大连美仑生物技术有限公司，批号：J1010AS，纯度：≥

99％）；蛋黄磷脂酰甘油（上海艾韦特医药科技有限公

司，批号：B40643，纯度：≥97％）；乙腈、冰醋酸均为色谱

纯，乙醇、三乙胺等试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3 动物

清洁级健康比格犬 6只，雄性，8月龄，体质量 10～

15 kg，由沈阳药科大学实验动物中心提供，动物使用许

可证号：SYXK（辽）2014-0004。

2 方法与结果

2.1 依鲁替尼磷脂复合物的制备

参照本课题组前期研究方法制备依鲁替尼磷脂复

合物：称取依鲁替尼原料药 10.0 mg和蛋黄磷脂酰甘油

18.0 mg，以乙醇为反应溶剂，于40 ℃反应0.5 h后，减压

蒸发除去乙醇，加入适量二氯甲烷洗涤以除去游离药

物，抽滤，收集沉淀，常温减压干燥 24 h，即得依鲁替尼

磷脂复合物（每克磷脂复合物约含依鲁替尼0.35 g）。

2.2 溶液的制备

2.2.1 依鲁替尼系列标准溶液 精密称取依鲁替尼原

料药5.00 mg，用甲醇稀释，制得质量浓度为10 μg/mL的

贮备液。精密量取上述贮备液适量，用甲醇稀释至相应

质量浓度，制得依鲁替尼系列标准溶液，密封，于4 ℃保

存，备用。

2.2.2 内标溶液 精密称取内标对照品10.00 mg，用甲

醇稀释，制得质量浓度为 1.0 mg/mL的内标贮备液。精

密量取上述内标贮备液适量，用甲醇稀释，制得质量浓

度为50 ng/mL的内标溶液，密封，于4 ℃保存，备用。

2.2.3 依鲁替尼混悬液 精密称取依鲁替尼原料药适

量，用 0.5％交联羧甲基纤维素钠溶液稀释，充分搅拌，

制得质量浓度为5 mg/mL的依鲁替尼混悬液，备用。

2.2.4 依鲁替尼磷脂复合物混悬液 精密称取“2.1”项

下依鲁替尼磷脂复合物适量，加入预热至40 ℃的水中，

充分搅拌，制得质量浓度为5 mg/mL的依鲁替尼磷脂复

合物混悬液，备用。

2.3 分组与给药

将比格犬随机分为两组，即依鲁替尼混悬液组和依

鲁替尼磷脂复合物组，每组3只。所有比格犬均禁食、不

禁水12 h后，分别单次灌胃“2.2.3”“2.2.4”项下相应药物

混悬液，给药剂量均为 15 mg/kg（根据临床使用剂量按

等效剂量系数折算法[8]换算而得）。

2.4 血浆样品处理

精密量取血浆样品 300 µL，置于 1.5 mL离心管中，

加入 50 ng/mL内标溶液 100 µL，加入甲醇 600 µL，涡旋

混匀 10 min，10 000 r/min离心 10 min，取上清液于室温

下以氮气流挥干，残渣用流动相 100 µL复溶，涡旋混匀

5 min，10 000 r/min 离心 10 min，取上清液适量，进样

分析。

2.5 色谱条件

色谱柱：Betasil C18（200 mm×4.6 mm，5 µm）；流动

相：乙腈-水（含 0.5％三乙胺，用冰醋酸调节 pH 至 3.2）

（45 ∶ 55，V/V）；流速：1.0 mL/min；检测波长：256 nm；柱

温：25 ℃；进样量：20 µL。

2.6 方法学考察

2.6.1 专属性 分别取空白血浆、空白血浆+依鲁替尼

（250 ng/mL）、依鲁替尼磷脂复合物组比格犬给药后12 h

时的血浆样品各适量，按“2.4”项下方法处理后（空白血

浆不加内标），再按“2.5”项下色谱条件进样分析，记录色

谱图，结果见图1。由图1可见，内标和依鲁替尼的保留

时间分别为 7.37、11.66 min，且血浆中的内源性物质对

待测物的定量分析无明显干扰，表明本法的专属性

良好。

2.6.2 标准曲线的绘制与定量下限、最低检测限的考察

精密量取空白血浆 270 μL，置于 1.5 mL离心管中，分

别加入“2.2.1”项下不同质量浓度的依鲁替尼系列标准

溶液各 30 µL，制得质量浓度分别为 5、10、50、100、500、
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1 000、5 000 ng/mL的系列含药血浆样品，按“2.4”项下方

法处理后，再按“2.5”项下色谱条件进样分析，记录峰面

积。以待测物质量浓度（x，ng/mL）为横坐标、待测物与

内标的峰面积比值（y）为纵坐标进行线性回归，得回归

方程为 y＝0.007 86x－0.003 91（r＝0.999 8）。结果，依

鲁替尼检测血药浓度的线性范围为 5～5 000 ng/mL，定

量下限为 5 ng/mL（信噪比为 10）；以信噪比为 3测得最

低检测限为1.3 ng/mL。

2.6.3 精密度与准确度试验 按“2.6.2”项下方法配制

同一分析批的依鲁替尼定量下限以及低、中、高质量浓

度（10、100、4 000 ng/mL，下同）血浆样品各5份，按“2.4”

项下方法处理后，进样分析，考察批内精密度和准确度；

同法配制3个分析批的定量下限以及低、中、高质量浓度

血浆样品，连续测定3 d，每质量浓度平行测定5次，考察

批间精密度和准确度。结果，批内、批间 RSD 均小于

10％，准确度（检测值，下同）为98.81％～106.20％，详见

表1。

表1 精密度与准确度试验结果

Tab 1 Results of precision and accuracy tests

理论值，
ng/mL

5

10

100

4 000

批内试验（n＝5）

实测值（x±s），
ng/mL

5.07±0.24

10.62±1.03

101.44±5.78

4 012.06±98.27

批内RSD，
％

4.73

9.70

5.70

2.45

准确度（x±s），
％

101.40±4.80

106.20±10.30

101.44±5.78

100.30±2.46

批间试验（n＝15）

实测值（x±s），
ng/mL

5.11±0.29

10.36±0.69

102.16±3.52

3 952.46±59.17

批间RSD，
％

5.68

6.66

3.45

1.50

准确度（x±s），
％

102.20±5.80

103.60±6.90

102.16±3.52

98.81±1.48

2.6.4 提取回收率试验 按“2.6.2”项下方法配制依鲁

替尼低、中、高质量浓度血浆样品，按“2.4”项下方法处理

后，再按“2.5”项下色谱条件进样分析，得依鲁替尼峰面

积（A 提取）；另取空白血浆适量，按“2.4”项下方法处理至

“挥干”，残渣加入相应质量浓度的依鲁替尼标准溶液，

混匀，使最终质量浓度与前者对应，再按“2.5”项下色谱

条件进样分析，得依鲁替尼峰面积（A 未提取），提取回收

率＝（A 提取/A 未提取）×100％。每质量浓度平行 5样本分

析。结果，低、中、高质量浓度血浆样品的提取回收率分

别为（84.36±2.43）％、（79.17±2.39）％、（87.50±2.33）％，

RSD分别为2.89％、3.02％、2.67％（n＝5）；内标的提取回

收率为（86.17±1.36）％，RSD为1.82％（n＝5）。

2.6.5 稳定性试验 按“2.6.2”项下方法配制依鲁替尼

低、中、高质量浓度血浆样品，考察室温放置3 h、反复冻

融（－20 ℃至室温）3次、－20 ℃冷冻放置3周后再处理

以及处理后室温放置24 h的稳定性。每质量浓度平行3

样本分析。结果，在上述条件下，各样品实测血药浓度

的 RSD 均小于 10％（n＝3），表明其稳定性良好，详见

表2。

C.依鲁替尼磷脂复合物组比格犬给药后12 h时的血浆样品

注：1.内标；2.依鲁替尼

Note：1. internal standard；2. ibrutinib

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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表2 稳定性试验结果（n＝3）

Tab 2 Results of stability tests（n＝3）

理论值，ng/mL

10

100

4 000

室温放置3 h后再处理
实测值（x±s），ng/mL

10.27±0.85

102.06±8.41

3 764.23±218.43

RSD，％
8.28

8.24

5.80

反复冻融3次后再处理
实测值（x±s），ng/mL

10.57±0.76

101.83±6.82

3 927.45±156.37

RSD，％
7.19

6.70

3.98

－20 ℃冷冻放置3周后再处理
实测值（x±s），ng/mL

9.97±0.86

102.43±7.45

3 636.73±172.66

RSD，％
8.63

7.27

4.75

预处理后室温放置24 h

实测值（x±s），ng/mL

10.32±0.43

100.76±7.31

3 881.07±259.11

RSD，％
4.17

7.25

6.68

2.7 药动学研究

6只比格犬按“2.3”项下方法分组并给药，分别于给

药前及给药后0.017、0.083、0.25、0.5、1、2、4、8、12 h于左

前肢静脉取血 2 mL，置于肝素化管中，4 500 r/min离心

10 min，分离血浆，并置于－20 ℃保存，待检。取上述血

浆样品适量，按“2.4”项下方法处理后，再按“2.5”项下色

谱条件进样分析，代入随行标准曲线计算依鲁替尼的血

药浓度，并使用DAS 2.1.1软件绘制平均药-时曲线，结

果见图2。

采用DAS 2.1.1软件处理上述平均药-时曲线数据，

计算主要药动学参数和相对生物利用度 {F，F＝

[（AUC0-12 h）依鲁替尼磷脂复合物组/（AUC0-12 h）依鲁替尼混悬液组]×100％}，

结果见表 3。采用SPSS 20.0软件对两组比格犬的药动

学参数进行统计分析。数据均以 x±s表示，组间比较采

用 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

由图 2可见，比格犬灌胃依鲁替尼磷脂复合物混悬

液后，药物在体内吸收迅速，给药后约0.25 h即可达最高

血药浓度，且1 h内均维持在较高水平；而灌胃依鲁替尼

混悬液后，药物在体内吸收较缓慢，给药后约2 h才达到

峰值。由表 3可见，依鲁替尼磷脂复合物组比格犬的
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cmax、AUC0-12 h、AUC0-∞分别为依鲁替尼混悬液组的 3.78、

2.08、1.74倍，其F为207.99％。与依鲁替尼混悬液组比

较，依鲁替尼磷脂复合物组比格犬体内药物的 cmax、

AUC0-12 h、AUC0-∞均显著增加，tmax显著缩短，差异均有统

计学意义（P＜0.05）。

3 讨论
笔者查阅相关文献后发现，测定依鲁替尼在大鼠血

浆中浓度的方法已有相关报道[9-10]，但尚未见其在比格

犬体内药动学研究的相关文献。本研究参考上述报道，

对血浆处理方法进行了改进，最终选择了操作简便、重

复性较好的直接蛋白沉淀法。在沉淀试剂的筛选过程

中，笔者发现甲醇的提取回收率最为稳定，且处理后内

源性杂质的干扰较小，故最终选择甲醇作为蛋白沉淀试

剂。同时，本研究采用乙腈-水（含 0.5％三乙胺，用冰醋

酸调节 pH至 3.2）作为流动相，并通过预试验将其等度

洗脱的比例确定为45 ∶55（V/V）。方法学考察结果显示，

依鲁替尼和内标可基线分离，且两者色谱峰的峰形均

较好；依鲁替尼检测血药浓度的线性范围为 5～5 000

ng/mL，批间、批内RSD均小于 10％，稳定性良好，其提

取回收率稳定（RSD＜5％），表明本研究建立的HPLC法

可用于比格犬体内依鲁替尼血药浓度的测定。

磷脂复合物是指在合适溶剂中将药物和磷脂按一

定化学计量比混合而成的复合物，可显著提高药物的水

溶性，并改善其稳定性和透膜性，从而提高药物的生物

利用度[11]。依鲁替尼在pH 4.5～8.0的水中几乎不溶（溶

解度仅为 3 μg/mL），严重影响其在胃肠道中的吸收，故

在临床治疗中必须使用大剂量才能保证药效的充分发

挥[12]。但大剂量的使用可能会增加患者发生出血、高血

压等多种毒副反应的风险[4]。将依鲁替尼制成磷脂复合

物后，由于磷脂与生物膜的亲和性更高，可“带领”药物

顺利穿过胃肠道而被吸收入血，因此显著增加了依鲁替

尼的口服吸收程度[13]。药动学研究结果显示，在分别灌

胃依鲁替尼混悬液和依鲁替尼磷脂复合物后，药物在比

格犬体内的药动学行为发生了明显变化。其中，依鲁替

尼磷脂复合物的吸收速度更快，体内血药浓度在给药后

约0.25 h即达到了峰值，且其 cmax、AUC0-12 h、AUC0-∞均显

著高于依鲁替尼混悬液组，tmax显著短于依鲁替尼混悬液

组，F为 207.99％。这提示将依鲁替尼制备成磷脂复合

物可加快药物在体内的吸收，并提高其生物利用度。但

本研究仅选用了6只比格犬，样本量偏小，且药动学指标

有限，后续研究将进一步扩大样本量以减小个体差异，

并深入研究依鲁替尼磷脂复合物在比格犬体内的代谢

过程。

综上所述，本研究建立的 HPLC 法操作简便、专属

性强、灵敏度高，可用于比格犬血浆中依鲁替尼质量浓

度的测定和药动学的研究。将依鲁替尼制成磷脂复合

物后，其药动学参数变化明显，药物吸收明显加快，生物

利用度明显提高。
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图2 比格犬单次灌胃依鲁替尼混悬液和依鲁替尼磷脂

复合物混悬液的平均药-时曲线（n＝3）

Fig 2 Mean plasma concentration-time curves of ibru-

tinib in Beagle dogs after single intragastric ad-

ministration of Ibrutinib suspension and Ibruti-

nib phospholipid complex（n＝3）
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表3 比格犬单次灌胃依鲁替尼混悬液和依鲁替尼磷脂

复合物混悬液的主要药动学参数（x±±s，n＝3）

Tab 3 Main pharmacokinetic parameters of ibrutinib

in Beagle dogs after single intragastric adminis-

tration of Ibrutinib suspension and Ibrutinib

phospholipid complex（x±±s，n＝3）

组别
依鲁替尼混悬液组
依鲁替尼磷脂复合物组

tmax，h

2.00±0.09

0.25±0.03＊

cmax，ng/mL

610.67±21.36

2 308.72±100.41＊

AUC0-12 h，ng·h/mL

4 516.67±383.43

9 394.16±874.21＊

AUC0-∞，ng·h/mL

6 174.32±525.27

10 717.33±897.62＊

注：与依鲁替尼混悬液组比较，＊P＜0.05

Note；vs. Ibrutinib suspension group，＊P＜0.05
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摘 要 目的：为建立款冬花配方颗粒的质量标准提供参考。方法：采用薄层色谱法（TLC）对款冬花配方颗粒进行定性鉴别；采

用高效液相色谱法测定款冬花配方颗粒中款冬酮的含量，色谱柱为Thermo ODS Hypersil C18，流动相为甲醇-水（85 ∶15，V/V），流速

为1.0 mL/min，检测波长为220 nm，柱温为25 ℃，进样量为20 μL。结果：款冬酮TLC图斑点清晰、分离度良好，阴性对照对测定无

干扰。款冬酮检测质量浓度的线性范围为1.39～27.75 μg/mL（r＝0.999 9）；定量限、检测限分别为0.153 87、0.051 42 μg/mL；精密

度、稳定性、重复性试验的 RSD 均小于 2％；加样回收率为 97.12％～103.96％（RSD＝2.60％，n＝6）。结论：该方法操作简单、准

确、重复性好，可用于款冬花配方颗粒的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To provide reference for the establishment of quality standard of Tussilago farfara formula granules.

METHODS：TLC method was used for qualitative identification of tussilagone in T. farfara formula granules. The content of

tussilagone in T. farfara formula granule was determined by HPLC. The determination was performed on a Thermo ODS Hypersil

C18 column with the mobile phase consisted of methanol-water （85 ∶ 15，V/V） at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection

wavelength was set at 220 nm，the column temperature was 25 ℃. Sample size was 20 μL. RESULTS：TLC spots of tussilagone

were clear and well-separated，without interference from negative control. The linear range of tussilagone was 1.39-27.75 μg/mL

（r＝0.999 9）. The limits of quantification and detection were 0.153 87 and 0.051 42 μ g/mL，respectively. RSDs of precision，

stability and reproducibility tests were lower than 2％. The recoveries were 97.12％-103.96％（RSD＝2.60％，n＝6）. CONCLUSIONS：

The method is simple，accurate and reproducible，and suitable for quality control of T. farfara formula granules.
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