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摘 要 目的：建立测定人血浆中表柔比星浓度的方法并研究其药动学行为。方法：以液-液萃取法进行样品前处理，采用液-质

联用法进样测定。色谱柱为Zorbax Eclipse XDB-C18，流动相为甲醇-水（含0.1％甲酸）（55∶45），流速为0.3 ml/min。电喷雾离子化

电离源（ESI），正离子方式检测，扫描方式为多反应监测（MRM），用于定量的离子分别为表柔比星 m/z 544.2→397.1和柔红霉素

（内标）m/z 528→321。结果：表柔比星血药浓度在0.506～202.4 ng/ml范围内线性关系良好，最低定量限（LLOQ）为0.506 ng/ml；提

取回收率均＞80％，方法回收率为95.09％～112.93％，日内、日间精密度良好（RSD＜4％）。4名患者应用表柔比星治疗后，药动

学参数 cmax、t1/2、tmax、AUC0-144 h分别为（37.54±21.13）μg/L、（38.02±7.63）h、（47.00±8.25）h、（1 132.81±414.92）μg·h/L。结论：本方

法经考察符合生物样品的分析要求，可以应用于临床上血浆中表柔比星浓度的测定和药动学研究。
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Determination of Epirubicin Concentration in Human Plasma by LC-MS/MS and Its Pharmacokinetic Study
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for the determination of epirubicin concentration in human plasma and study its

pharmacokinetics. METHODS：After liquid-liquid extraction，plasma samples were determined by LC-MS/MS. The determination

was performed on Zorbax Eclipse XDB-C18 column with mobile phase consisted of methanol-water（containing 0.1％ formic acid）

（55∶45）at the flow rate of 0.3 ml/min. The analytes were detected by positive ion electrospray ionization（ESI）in multiple reaction

monitoring（MRM）mode，monitoring the transitions m/z 544.2→397.1 and m/z 528→321 for epirubicin and daunorubicin（IS），re-

spectively. RESULTS：The linear range of epirubicin was 0.506-202.4 ng/ml，with lowest limit of quantitation（LLOQ）of 0.506 ng/

ml. The extraction recovery was more than 80％. RSDs of intra-day and inter-day were 4％. Pharmacokinetic parameters of epirubi-

cin were as follows：cmax was（37.54±21.13）μg/L；t1/2 was（38.02±7.63）h；tmax was（47.00±8.25）h and AUC0-144 h was（1 132.81±

414.92）μg·h/L. CONCLUSIONS：The method is in line with the requirements of biological sample analysis and can be used for

the determination of plasma concentration and pharmacokinetic study of epirubicin.

KEYWORDS LC-MS/MS；Epirubicin；Micro-pump；Pharmacokinetics；Plasma concentration

表柔比星（表阿霉素，Epirubicin）是阿霉素的同分异构体，

广泛应用于乳腺癌、淋巴瘤、卵巢癌、肺癌等多种肿瘤的化疗，

具有抗癌谱广、高效、毒性相对较低等特点，是临床常用的恶

性肿瘤化疗药物之一。目前临床上对于表柔比星确切的给药

剂量和方案仍存在诸多分歧，这就需要借助药动学-药效学及

毒代动力学数据进行客观评价。在研究过程中首先要建立灵

敏、可靠和简便的检测方法。目前国内已有文献报道使用高

效液相色谱（HPLC）法测定表柔比星血药浓度[1-3]，高效毛细管

电泳法[4]和电化学发光法[5]测定盐酸表柔比星的含量，但专属

性不高，灵敏度不够，血浆样本取样量多；国外也有文献报道

使用液-质联用（LC-MS/MS）法[6-7]或超高效液相色谱-串联质

谱（UPLC-MS/MS）法[8]测定人血浆中表柔比星的浓度，但其分

析仪器、样本提取（固相提取法）和预柱分离过程成本较高，技

术要求复杂，限制了临床应用。本研究建立了可靠、灵敏、快

速、简便的测定表柔比星血药浓度的LC-MS/MS定量分析法，

并成功用于微量泵入给药后人血浆中表柔比星浓度的测定。

1 材料
1.1 仪器

1200SL-6410B型LC-MS/MS联用仪，电喷雾离子化电离

源（ESI）、Agilent MassHunter软件（美国Agilent公司）；BP121S

电子天平（德国赛多利斯股份公司）；LN-9527-01高速离心机

（美国雅培公司，离心半径：3.8 cm）；XW-80A涡旋混合器（上

海精科实业有限公司）；AS2060B超声仪（Autoscience公司）；

Milli-Q Academic 纯水机 [密理博（上海）贸易有限公司]；

SC-3616低速离心机（科大创新股份有限公司中佳分公司）；

HF-328-U86 超低温冷冻储藏箱（上海力申科学仪器股份有限

公司）。

1.2 药品与试剂

注射用盐酸表柔比星（浙江海正药业股份有限公司，规

格：10 mg/支，批号：060910）；盐酸表柔比星对照品（中国药品
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生物制品检定研究院，批号：130560-200501）；内标：柔红霉素

对照品（中国药品生物制品检定研究院，批号：130559-

200501）；甲醇、甲酸、乙酸乙酯均为色谱纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱及质谱条件

2.1.1 色谱条件：色谱柱为Zorbax Eclipse XDB-C18（150 mm×

4.6 mm，5 µm）；流动相为甲醇-水（含0.1％甲酸）（55∶45）；流速

为0.3 ml/min；柱温为35 ℃；进样量为10 μl。

2.1.2 质谱条件：ESI；干燥气流速为 8 L/min；干燥气温度为

350 ℃；雾化气压力为15 psi；毛细管电压为4 000 V；正离子方

式检测，扫描方式为多反应监测（MRM），用于定量的离子分别

为表柔比星m/z 544.2→397.1，逃逸电压为 94 V，碰撞能量为 8

eV；内标柔红霉素 m/z 528→321，逃逸电压为 88 V，碰撞能量

为25 eV；扫描时间：200 ms。

2.2 血浆样品处理

精密量取血浆 200 μl 于空白离心管中，再加入内标（200

ng/ml柔红霉素）溶液 20 μl，涡旋混匀，加入 1 mol/L碳酸氢钠

（NaHCO3）溶液 200 μl 后再加入乙酸乙酯提取液 3.5 ml，涡旋

3 min，4 500 r/min 离心 5 min，提取有机层，40 ℃水浴 N2下吹

干，以流动相200 μl复溶，涡旋1 min，10 000 r/min离心5 min，

取10 μl进样。

2.3 方法学验证

2.3.1 专属性：在本试验所采用的试验条件下，表柔比星保留

时间为 0.98 min，内标柔红霉素的保留时间约为 1.6 min，无杂

峰干扰测定，色谱见图1。

2.3.2 标准曲线的制备和最低定量限考察：精密量取不同浓

度的表柔比星标准溶液各 20 μl于 9个空白离心管中，加入空

白血浆 180 μl 配成血浆中药物质量浓度分别为 0.506、1.012、

2.024、5.06、10.12、20.24、50.6、101.2、202.4 ng/ml的样品，再按

“2.2”项下方法操作进行分析，建立表柔比星标准曲线。结果

表明，表柔比星血药浓度在 0.506～202.4 ng/ml范围内线性关

系良好。按上述条件测得表柔比星在血浆中的最低定量限为

5.06 ng/ml（信噪比＞5），在最低定量限时的准确度及精密度均

符合要求。

2.3.3 精密度和准确度试验：取空白离心管，分别加入不同浓

度的表柔比星质控（QC）样本溶液各 20 μl，再加入空白血浆

180 μl配制成血浆中药物质量浓度分别为1.012、10.12、161.92

ng/ml的样品，按“2.2”项下方法操作，在不同天内连续制备并

测定3个分析批，每个浓度进行5个样本分析。计算得日内和

日间 RSD 均＜10％，另计算准确度得方法回收率约为

95.09％～112.93％。精密度试验结果见表1。

表1 精密度试验结果

Tab 1 Results of precision tests

质量浓度，
ng/ml

1.012

10.12

161.92

日内精密度
x±s，ng/ml

0.99±0.04

10.95±0.06

167.93±3.27

RSD，％
3.97

0.52

1.95

日间精密度
x±s，ng/ml

1.03±0.03

10.82±0.12

168.95±2.59

RSD，％
2.78

1.08

1.53

2.3.4 提取回收率试验：取空白离心管，分别加入不同浓度的

表柔比星QC溶液各20 μl，再加入空白血浆180 μl配制成药物

质量浓度分别为1.012、10.12、161.92 ng/ml的血浆样品各5份，

再按“2.2”项下方法操作，进样10 μl，得到相应的药物峰面积和

内标峰面积，分别记为As（H）、Ai（H）。另取空白血浆200 μl加

入 1 mol/L NaHCO3溶液 200 μl、乙酸乙酯 3.5 ml，涡旋 3 min，4

200 r/min离心 5 min后，提取有机层，40 ℃ N2下吹干，加入不

同浓度的表柔比星 QC 溶液各 20 μl、内标（200 ng/ml 柔红霉

素）溶液 20 μl，加入流动相 160 μl复溶，配制成对应浓度的对

照品溶液，进样10 μl分析，得到药物峰面积和内标峰面积，分

别记为As（T）、Ai（T）。按下式计算表柔比星提取回收率（％）＝

[As（H）/As（T）]平均×100％，内标回收率（％）＝[Ai（H）/Ai（T）]平均×

100％。提取回收率试验结果见表2。

表2 提取回收率试验结果

Tab 2 Results of extraction recovery tests

质量浓度，
ng/ml

1.012

10.12

161.92

表柔比星
x±s，％

83.44±2.87

82.32±1.67

81.33±1.78

RSD，％
3.43

2.03

2.19

柔红霉素
x±s，％

86.84±5.12

87.98±5.99

92.47±4.93

RSD，％
5.89

6.80

5.33

2.3.5 介质效应（Matrix effect）考察：取空白血浆 200 μl，加入

1 mol/L NaHCO3溶液 200 μ l、乙酸乙酯 3.5 ml，涡旋 3 min，4

200 r/min离心 5 min后，提取有机层，40 ℃ N2下吹干，加入不

同浓度的表柔比星 QC 溶液各 20 μl、内标（200 ng/ml 柔红霉

素）溶液 20 μl，加入流动相 160 μl复溶，即配制成药物质量浓

度分别为 1.012、10.12、161.92 ng/ml的样品，处理后进样 10 μl

分析，得到药物峰面积和内标峰面积，分别记为 As（D）、Ai

（D）。另取不同浓度的表柔比星 QC 溶液各 20 μl，加入内标

（200 ng/ml柔红霉素）溶液20 μl、160 μl，配制相同浓度的对照

品溶液，处理后进样 10 μl分析，得到药物峰面积和内标峰面

积，分别记为As（T）、Ai（T）。每一浓度进行5个样本分析，药物

介质效应（M）＝[As（D）/As（T）]平均×100％，内标介质效应（M）＝

[Ai（D）/Ai（T）]平均×100％，结果见表3。

2.3.6 表柔比星稳定性试验：取空白离心管，分别加入不同浓

度的表柔比星QC溶液各20 μl，加入空白血浆180 μl配制成血

浆中药物质量浓度分别为1.012、10.12、161.92 ng/ml的样品各
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图1 专属性色谱图
A. 空白血浆；B. 空白血浆+表柔比星（10.12 ng/ml）+内标溶液；C.患者

持续静脉微量泵入给药24 h后的血浆样品；1.表柔比星；2.柔红霉素

Fig 1 Specificity chromatograms
A. blank plasma；B. blank plasma + epirubicin（10.12 ng/ml）+ internal

standard；C. plasma sample of patients 24 h after continuous intravenous

micro-pump；1. epirubicin；2. daunorubicin
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4份。分别进行“血浆样本的室温稳定性试验”“血浆样本的冻

融稳定性试验”“血浆样本的长期冰冻（－80 ℃）稳定性试验”

和“血浆样本处理液的室温稳定性试验”考察。结果显示相对

误差（RE）在±15％以内，表柔比星血样在室温下放置 4 h、反

复冻融3次以及－80 ℃长期冷冻30 d稳定性均较好。

2.3.7 血浆样本测定过程中的随行标准曲线及质量控制：为

减少系统误差，每批样本分析时，建立随行标准曲线计算血药

浓度，并平行测定含表柔比星质控样本（低、中、高质量浓度分

别为 1.012、10.12、161.92 ng/ml）。质控样品均匀分布在未知

样品测试顺序中，质控样品测定结果均符合生物样本分析要

求。

2.4 药动学试验

本试验经成都军区昆明总医院伦理委员会同意后实施，

试验前获得患者知情同意。选择云南省肿瘤医院化疗研究中

心在2012年1－6月住院治疗的女性乳腺浸润性导管癌患者4

例，中位年龄40岁，Karnofsky功能状态（KPS）评分＞80分，无

器质性心脏病及肝肾疾病，未接受过化疗和纵隔放射治疗，均

使用 70 mg/m2表柔比星联合紫杉醇（PXT）的方案化疗。灭菌

注射用水200 ml后置入微量输液泵，以4 ml/h的速度持续泵入

表柔比星；给药 48 h 后再给予 PXT 治疗。于患者给药 6、12、

24、36、48、52、56、62、72、84、96、108和144 h后分别采血3 ml，

血标本离心后取上层血浆于－80 ℃冰箱保存备用，采用

LC-MS/MS法测定血样浓度。

4名患者的血药浓度结果采用DAS3.0软件处理。计算所

得药动学参数见表4，平均药-时曲线见图2。

表4 4名患者接受表柔比星微量泵入给药后的平均药动学参

数（x±±s，n＝4）

Tab 4 Mean pharmacokinetic parameters of epirubicin in 4

patients with continuous intravenous micro-pump（x±±s，n＝4）

参数
cmax，μg/L

t1/2，h

tmax，h

AUC0-144 h，μg·h/L

AUC0-∞，μg·h/L

x±s

37.54±21.13

38.02±7.63

47.00±8.25

1 132.81±414.92

1 189.51±428.44

3 讨论
血浆样品的预处理方法曾进行多种尝试。笔者曾试用 3

倍甲醇、乙腈、高氯酸沉淀蛋白；用乙酸乙酯、二氯甲烷、正己

烷、甲基叔丁基醚等有机溶剂单独萃取及以不同比例混合液-

液萃取，均不能很好地兼顾表柔比星及内标的回收率和介质

效应。参照文献，血浆样品经碱化后，再用各种有机溶剂萃

取，结果发现碱化后乙酸乙酯萃取表柔比星回收率明显提高；

但介质效应太强，考虑到是否碱度太强的影响。后对血样采

用弱碱化处理，介质效应减弱，回收率虽略有降低但可以通过

调整乙酸乙酯用量来提高。

本方法采用液-液萃取对样品进行前处理，较国外文献[8-9]

报道的固相萃取法更简单、有效且成本低。本测定方法具有

更低的检测限（0.506 ng/ml），灵敏度更高，经考察符合生物样

品的分析要求，可以应用于临床肿瘤患者微少血液样本量的

血药浓度测定和药动学研究。
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表3 介质效应试验结果

Tab 3 Results of medium effect tests

质量浓度，
ng/ml

1.012

10.12

161.92

表柔比星
x±s，％

94.42±4.47

96.51±2.52

98.04±2.19

RSD，％
4.74

2.61

2.23

柔红霉素
x±s，％

98.55±3.25

95.39±4.80

97.62±1.85

RSD，％
3.30

5.03

1.90

图 2 4名患者接受表柔比星微量泵入给药后的平均药-时曲

线

Fig 2 Mean plasma concentration-time curves of epirubicin

in 4 patients with continuous intravenous micro-pump
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