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喜树碱（CPT）是一种植物性抗癌药，因其具有特殊的抗癌

作用机制和良好的广谱抗癌活性而得到了广泛的研究。研究

者一方面通过对CPT 活性位点进行改性，制备了大量的CPT

小分子衍生物；另一方面，通过共价键或非共价键作用将CPT

固定在药物载体上，制成多功能载药体系[1-2]。目前，国外上市

的CPT类药主要有伊立替康（CPT-11）、拓扑替康和贝洛替康，

我国自主研发的羟基喜树碱（HCPT）也已于 1996年在国内上

市并应用于临床[3]。近年来，研究者们对CPT及其衍生物的含

量测定方法及药动学进行了一系列研究，有关CPT类药的定

性定量分析方法主要有液相色谱-质谱联用（LC-MS）法、高效

液相色谱（HPLC）法、薄层色谱扫描（TLCS）法等，但尚未见关

于CPT及其衍生物的定性定量分析方法的综述报道。为此，

本文以“喜树碱”“衍生物”等组合作为关键词，查阅 1989年 1

月至2014年2月中国知网、ScienceDirect等数据库中关于CPT
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摘 要 目的：为喜树碱及其衍生物的进一步研究提供参考。方法：以“喜树碱”“衍生物”等组合作为关键词，查阅1989年1月至

2014年2月中国知网、ScienceDirect等数据库中关于喜树碱及其衍生物测定方法的相关文献，对常用的3种测定方法进行归纳和

总结。结果与结论：喜树碱及其衍生物的定性定量分析方法主要有液相色谱-质谱联用（LC-MS）法、高效液相色谱（HPLC）法和薄

层色谱扫描（TLCS）法。LC-MS法多用于喜树碱类药的药动学研究和痕量分析，在药动学研究方面，有取代HPLC法的趋势，其缺

点是仪器价格昂贵。HPLC法多用于测定喜树植物中喜树碱的含量，是目前常量分析中应用最广泛一种方法，其也可用于药动学

研究和痕量分析，但灵敏度不及LC-MS法。TLCS法因准确度不及前二者，故应用较少，偶尔用于常量分析。
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及其衍生物测定方法的相关文献，就CPT及其衍生物的定性

定量分析方法进行了综述，以期为CPT及其衍生物的进一步

研究提供参考。

1 LC-MS法
HPLC具有分离效率高、选择性好、可通过流动相的优化

达到较高的分离率的特点；质谱（MS）具有其他分析方法所不

具备的灵敏度及通用性，对于未知化合物的结构分析定性十

分准确，对相应的标准样品要求也较低。LC-MS联用技术能

快速地对微量组分进行检测，特别适用于化学成分的结构分

析及痕量分析。因此，LC-MS联用技术在CPT的痕量分析及

在CPT代谢过程中的动态监测具有非常重要的意义。现根据

质谱监测模式的不同进行分级描述。

1.1 全扫描（Scan）模式

Scan是最常用的扫描方式之一，扫描的质量范围覆盖被

测化合物的分子离子和碎片离子的质量，得到的是化合物的

全谱，可用来进行谱库检索，一般用于未知化合物的定性分

析。张芳等[4]采用 HPLC-MSn法对 9-硝基喜树碱（9-NC）在大

鼠体内的代谢产物进行研究，收集大鼠静脉注射给予9-NC后

12 h内的尿样、粪样及胆汁样品，经C18固相萃取后进行分析。

色谱柱：Inertsil ODS，流动相：乙腈-2％甲酸，梯度洗脱，流速：

0.2 ml/min；质谱条件：电喷雾离子源（ESI），正离子检测，采用

Scan一级质谱、选择离子多级Scan质谱方式同时测定。结果，

检测出了胆汁中的 9-NC的葡萄糖醛酸结合物、9-乙酰胺基喜

树碱、9-氨基喜树碱、9-羟基喜树碱及2个未知代谢产物，尿液

中的9-NC的葡萄糖醛酸结合物、9-乙酰胺基喜树碱、9-氨基喜

树碱、9-羟基喜树碱，粪便中的9-羟基喜树碱、9-乙酰胺基喜树

碱及9-氨基喜树碱等代谢物，从而为9-NC的进一步研究提供

了分析方法。

1.2 多反应监测（MRM）模式

MRM技术作为一种质谱检测的分析方法，主要用于定量

分析。其具有特异性强、灵敏度高、准确度高、重现性好、线性

动态范围宽、自动化高通量突出等优点。在复杂药物代谢研

究中，MRM成为了关键的核心技术，能够对前药和其代谢产

物进行高精确度和高灵敏度的实时监测。

Oguma T 等 [5]采用 LC-MS/MS 法测定血浆中游离的抗肿

瘤的CPT衍生物载体缀合物（DX-8951和G-DX-8951），其采用

在线固相萃取柱提取血浆中的目标物后，用LC-MS/MS法来

测定目标物的质量浓度。色谱柱为Puresil C18柱，柱温 50 ℃，

流动相为甲醇-0.1％三氟乙酸（11 ∶9，V/V），流速1 ml/min；采用

大气压化学电离源（APCI）。正离子MRM模式测定DX-8951

（m/z 436→419）和 G-DX-8951（m/z 493→419）的浓度，并用二

次回归曲线对试验数据进行分析。结果该方法测定两种缀合物

回收率均约为70％，DX-8951线性范围为50.0～4 999.4 pg/ml，

G-DX-8951线性范围为 80.2～5 012.4 pg/ml，r 均＞0.99，表明

该方法具有良好的灵敏度、精确度和准确度，可用于CPT衍生

物载体缀合物的药动学研究。苏佳等[6]用HPLC-MS/MS联用

技术测定人血浆中 9-NC的含量。样品预处理采用液-液萃取

方法，流动相为乙腈-2％甲酸水溶液（55 ∶ 45，V/V），色谱柱为

Agilent C18，采用ESI源、正离子MRM模式测定，定量分析的离

子对为[M+H]+ m/z 394.2→350.0（9-NC）。结果9-NC在质量浓

度为 1～300 μg/L范围内线性关系良好（r＝0.999 0），日内、日

间精密度的RSD均＜15％，平均回收率为 76.02％，表明该方

法专属性强、灵敏度高，可完全满足 9-NC在人血浆中测定要

求及药动学研究的需要。曹阳等[7]用LC-MS/MS法测定大鼠

脑微透析液中 7-乙基-10-羟基喜树碱（SN-38）的浓度，色谱柱

为Agilent Eclipse Plus C18反相柱，流动相为乙腈-0.1％甲酸，流

速为0.3 ml/min，柱温为35 ℃；采用ESI源、MRM模式直接测定

大鼠脑微透析液中SN-38（m/z 393.1→349.1）的浓度。结果，SN-

38在质量浓度为 0.101 5～101 5 ng/ml 范围内线性关系良好

（r＝0.995 5），回收率为 97.5～100.6％，表明该方法精密度和

稳定性均良好，可用于分析脑内SN-38的浓度，为后续的相关

研究奠定了基础。Montoroa P 等 [8]用 HPLC-ESI-MS/MS 法分

析测定意大利沿海地区种植的喜树中不同生物阶段的CPT及

相关生物碱含量，用乙醇-水（7 ∶ 3）对样品进行提取稀释，色谱

柱为 Waters XTerra C18，流动相为水（0.05％三氟乙酸）-乙腈

（0.05％三氟乙酸），梯度洗脱，质谱采用MRM模式、离子阱和

三重四极杆质谱分析仪进行定量分析。结果喜树嫩叶中CPT

及其衍生物含量最高，研究还发现不同阶段的喜树中还存在

大量的 CPT 化合物的前体，这些前体具有重要的研究意义。

Li G等[9]用超HPLC-串联质谱（UPLC-MS/MS）法对CPT在大

鼠体内的药动学进行研究，用乙酸乙酯-异丙醇（95 ∶ 5，V/V）提

取样品中HCPT，在ACQUITY UPLCTM BEH C18柱上进行分离，

用乙腈和水（含0.1％甲酸）进行线性洗脱，采用ESI源、正离子

MRM模式、三重四极杆质谱仪测定。结果，CPT检测质量浓度

线性范围为0.5～2 500 ng/ml，日内和日间精密度均小于10.8％，

平均回收率高于 87.2％。表明UPLC-ESI-MS/MS方法灵敏度

高、特异性强，是一种分析CPT药物药动学的可靠方法。

2 HPLC法
HPLC法是目前分析测试以及研究领域中广泛使用的一

种方法。随着 20世纪 70年代高压泵技术发展愈加成熟，

HPLC逐渐成为色谱领域的一种主流分析方法，其具有分离迅

速、检测限低与检测灵敏度高等优点，因此很早就被应用于

CPT类药的研究中。HPLC法的灵敏度及线性范围主要是由

检测器决定的，在CPT类药的定量分析中，最常用的检测器是

紫外吸收检测器（UV）和荧光检测器（FD）。

2.1 HPLC-UV法

1989年，Poehland BL等[10]采用HPLC法对CPT及其生物

碱含量进行了测定，这是最早使用 HPLC 测定 CPT 含量的报

道。20世纪 90年代末，HPLC法在CPT的研究中应用越来越

多。刘文哲等[11]、黄瑞松等[12]采用HPLC法测定了喜树果实中

CPT的含量，分别采用甲醇超声30 min、甲醇60 ℃浸提来提取

样品中的CPT，色谱柱采用C18，测定波长均为 254 nm。结果，

上述两种含量测定方法的回收率均达到了95％以上，表明HPLC

法能够快速、准确地测定喜树果实中CPT的含量，可为喜树果

实中CPT的开发利用提供参考。祖元刚等[13]通过改变检测波

长，采用HPLC法测定了喜树种子中CPT和HCPT的含量，采

用 70％乙醇 40 ℃超声 1 h 提取样品，色谱柱为 Techsphese

ODS C18，以水-乙腈（3 ∶ 7）为流动相，检测波长：0～8 min时为

266 nm，8～20 min 时为 254 nm。结果 CPT 的平均回收率为

100.92％，RSD 为 1.40％；HCPT 的平均回收率为 100.09％，

RSD为1.34％。表明该方法准确度较高，能够用于控制喜树种

子的质量。龚明涛等[14]、张瑞等[15]采用HPLC法测定了纳米乳
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中和小鼠粪便中的HCPT的含量，分别采用 0.1 mol/L氢氧化

钠超声溶解和氯仿萃取、乙酸乙酯超声 10 min提取样品中的

HCPT，色谱柱分别为 Kromasil C18和 Waters Hss T3，流动相分

别为甲醇-水（6 ∶4，V/V）、乙腈-5％乙腈水溶液（梯度洗脱），检测

波长均为266 nm。结果，HCPT在质量浓度分别为2～20 μg/ml

和5～160 μg/ml范围内线性关系良好，平均回收率分别为99.8％

和 108.2％～115.4％。两种方法均具有简便可靠、专属性好、

分析时间短的特点，适用于HCPT的定量分析。

2.2 HPLC-FD法

由于FD具有比UV灵敏度高10～1 000倍的优点，在CPT

类药的药动学研究中，HPLC-FD法是使用较为广泛的一种方

法。Oguma T等[16]采用HPLC-FD法对人血浆中的CPT衍生物

进行测定，采用固相C18柱对样品进行纯化处理，液相色谱柱为

反相ODS柱，流动相为乙腈-0.05 mol/L磷酸二氢钾溶液（18 ∶
82，V/V），激发波长（Ex）为 365 nm，发射波长（Em）为 445 nm，

柱温为30 ℃，结果该方法在0.2～50 ng/ml的质量浓度范围内

线性关系良好，适合于CPT衍生物临床药动学研究。蒋俊毅

等[17]采用HPLC-FD法测定豚鼠肺组织中酯型和盐型HCPT的

含量，其将生理盐水加到肺组织中匀浆冷冻离心后取上清液

进行测定，色谱柱为Lichrospher C18，流动相为乙腈-0.01 mol/L

醋酸缓冲盐（32～68），Ex 为 363 nm，Em 为 550 nm，柱温为

30 ℃。结果其方法检出限为0.48 μg/L，回收率均达到了90％

以上，日间和日内精密度相对误差小，表明该方法简便、专属

性好、定量可靠，可满足HCPT不同构型定量研究的需要。Pa-

cea S等[18]采用HPLC-FD法同时测定人血浆中新型CPT衍生

物（ST1481）及其代谢物（ST1698），采用在线固相萃取柱进行

分离纯化样品，液相色谱柱为 Phenomenex C18，流动相 A 为

水-1 mol/L甲酸溶液-乙腈-2-丙醇（810 ∶ 90 ∶ 100 ∶ 10，V/V/V/V），

流动相B为水-1 mol/L甲酸溶液-乙腈-2-丙醇（500 ∶ 100 ∶ 400 ∶
10，V/V/V/V），梯度洗脱，Ex为 370 nm，Em为 510 nm。结果两

种化合物定量限均为 0.25 ng/ml，ST1481和 ST1698在质量浓

度为0.25～25 ng/ml范围内线性关系良好，表明该方法准确度和

精密度高，能够准确测定血浆中CPT衍生物ST1481和ST1698

的质量浓度。邵腾飞等 [19]采用 HPLC-FD 法测定人血浆中

CPT-11及其代谢物SN-38的含量，其样品用10％高氯酸-乙腈

（1 ∶2，V/V）沉淀蛋白后，取上清液进行测定，色谱柱为Luna CN

100A，流动相为乙腈-醋酸铵缓冲溶液，梯度洗脱，CPT-11的检

测波长为 Ex/Em＝368 nm/432 nm，SN-38的检测波长为 Ex/

Em＝368 nm/535 nm。 结果 CPT-11 在浓度为 46.9～6 000

nmol/L 范围内线性关系良好，SN-38在 2.0～250 nmol/L 范围

内线性关系良好，r均为0.998，准确度在85％～115％，表明该

方法简便、准确、灵敏，适用于CPT-11及其活性代谢物SN-38

的血药浓度检测和相关的药动学、药效学和基因多态性的研

究。Martinsa SM等[20]利用HPLC-FD法测定CPT在给药后动

物器官的固体脂质纳米粒中分布情况，色谱柱为RP-Mediterra-

neaTM Sea18，流动相为 1％三乙胺缓冲液（pH 5.5）-乙腈（梯度

洗脱），Ex为360 nm，Em为440 nm。结果CPT质量浓度在1～

200 ng/ml范围内线性关系良好（r＞0.999 9），日内和日间精密

度变异系数小（＜6.3％），平均回收率在86.4％以上，表明该方

法灵敏、准确，相对于昂贵的LC-MS更经济、适用，对CPT类药

在人类和其他动物临床药动学研究中有着重要作用。

3 TLCS法
TLCS 法具有操作简便、快速准确地进行定性定量等特

点，因此可作为含量测定的手段之一。蒋明廉等[21]利用TLCS

法测定广西喜树果中CPT的含量，并对喜树果药材中CPT含

量的动态积累进行分析，采用甲醇60 ℃在水浴中温浸1 h提取

样品中的 CPT；薄层条件如下：硅胶 H-CMC-Na 薄层板，展开

剂：氯仿-丙酮（7 ∶ 3，V/V），单波长线性扫描，λs：360 nm。结果

CPT 进样量在 0.054 2～0.325 2 μg 范围内与峰面积积分值呈

良好的线性关系，平均回收率为97.13％，RSD为1.76％。周芳

礼等[22]采用TLCS法测定不同产地喜树果中的CPT，试验使用

甲醇做提取溶剂，在60 ℃水浴中温浸提取1 h；薄层条件为：黏

合剂为羧甲基纤维素钠，其余条件及线性范围结果均同文献[21]，

另结果表明不同产地喜树果中CPT的含量有一定差异。王立

屏等[23]等用薄层荧光扫描法测定喜树果中CPT和HCPT的含

量，以无水甲醇作提取溶剂，在硅胶H板上以氯仿-丙酮（7 ∶ 3，
V/V）为展开剂分离样品中CPT和HCPT，以荧光 Ex 为 350 nm

线性扫描进行定量分析。结果，CPT点样量在0.010 5～0.063 0

μg 范围内与荧光强度线性良好（r＝0.998），回收率为 99％；

HCPT点样量在 0.003 3～0.033 0 μg范围内与荧光强度呈良好

线性关系（r＝0.999），回收率为96％。

4 其他测定方法
4.1 伏安法

董社英等 [24]利用在一定量的β-环糊精（β-CD）存在下，

β-CD与CPT形成包结络合物而使β-CD吸附峰电流随CPT的

加入量增加线性减小的特性，建立了一种间接测定CPT的伏

安方法。结果，β-CD 的一阶导数峰电流与 CPT 质量浓度在

3.0×10－7～7.0×10－6 mol/L范围内呈线性关系，检测限为1×10－7

mol/L，回收率为95.5％～104.5％。该方法对于没有电氧化还

原活性物质的测定有一定的借鉴作用。

4.2 毛细管电泳法

黄宝美等[25]利用高效毛细管电泳安培检测法对喜树果中

的CPT进行测定，探讨了缓冲溶液种类、浓度、酸碱度及操作

电压、进样时间等对检测的影响，试验在使用四硼酸钠-氢氧化

钠作为电泳介质、电压为15 kV、pH 9.0的碱性条件下，用柱端

安培检测CPT的含量。结果，该法的线性范围为1～100 mg/L，

线性关系良好（r＝0.999 4），检测限为 0.5 mg/L。毛细管电泳

法作为一种灵敏快速的新兴分离手段，其灵敏度和重复性不

如HPLC高，但具有分离效率高、消耗样品少、无需昂贵的色

谱柱与复杂的前处理、维护较方便等优点。

5 结语
CPT及其衍生物作为治疗癌症等相关疾病的有效药物，

在国内外已得到广泛的应用。但因其具有一定的毒副作用，

故新型、无毒副作用的CPT类抗癌药一直是研究的热点。随

着新型药物的研发，各种CPT及其衍生物的定量分析方法得

到快速发展，且逐渐在新型药动学的研究中发挥着重要作用。

CPT 及其衍生物的定性定量分析方法主要有 LC-MS、

HPLC和TLCS法等。LC-MS法多用于CPT类药的药动学研

究和痕量分析以及确定CPT类药的代谢产物的结构。在药动

学研究中，LC-MS法因其灵敏度高、专属性强，应用越来越广

泛。最新的LC-MS/MS仪器的最低检测限可达到10－15 g，但缺
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点是仪器价格昂贵。HPLC-FD 法也可用于药动学研究和痕

量分析，但灵敏度不如 LC-MS 法，其仪器的检测限仅为 10－9

g。HPLC-UV法多用于测定喜树植物中CPT的含量，是目前

常量分析应用最广泛的一种方法。TLCS 法的准确度不如

LC-MS、HPLC法，因此应用较少，偶尔用于常量分析；但TLCS

法具有仪器设备要求低、操作简便等特点，对于不具备大型

仪器设备条件的可采用该法测定。笔者认为，可根据研究的

不同需要以及所具备的仪器条件选择合适的 CPT 类药测定

方法。
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