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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立 HPLC法测定荷瘤小鼠体内华卟啉钠的含量 ，并分析其在荷瘤小鼠体内的药动学情况 。方法 　采

用 Waters XBridge C１８ （３ ．０ mm × １００ mm ，３ ．５ μm）色谱柱 ，流动相为 A ：乙腈唱甲醇（２０ ∶ ８０） ，B ：水（１％ 乙酸 、０ ．１％ 三乙胺） ，

梯度洗脱 ，流速 ０ ．７ ml／min ，检测波长 ３８０ nm 。荷瘤小鼠尾静脉给药后在规定时间点采血 ，分离得到血浆 ，乙腈沉淀蛋白后按

照上述方法进行样品检测 ，采用 DAS ２ ．０软件进行统计矩计算和分析 。结果 　华卟啉钠浓度在 ７０ ．８ ～ １４ １６０ ng／ml范围内
线性关系良好（r＝ ０ ．９９９ ８） 。华卟啉钠主要药动学参数 ：cmax ＝ （２４ １２７ ．５９ ± １ ４１５ ．２３）ng／ml ， tmax ＝ ０ ．０８３ h ， t１／２ ＝ （９ ．５９ ±

１ ．２５） h ，MRT０唱 ∞ ＝ （１１ ．７７ ± １ ．７３）h ，AUC０唱 ∞ ＝ （３４ ７７５ ．８３ ± ６ １８５ ．４３） h · ng／ml 。结论 　该方法充分考虑光敏剂华卟啉钠

的样品稳定性对检测准确度的影响 ，具有灵敏 、快速 、准确 、样品处理简单等特点 ，适用于华卟啉钠临床前荷瘤小鼠血浆样本

的分析和研究 。
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Determination of sinoporphyrin sodium in tumor唱bearing mouse plasma by HPLC
method
ZHU Bing ，GAO Lihong ，ZHAO Naping ，LI Shanxin ，ZHANG Li （Department of Pharmacy ，Changhai Hospital Affiliated to
Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a HPLC method for the assay of sinoporphyrin sodium （DVDMS ） in tumor唱bearing
mouse plasma and to study its pharmacokinetics ．Methods 　 The column was Waters XBridge C１８ （３ ．０ mm × １００ mm ，３ ．５ μm） ．

Gradient elution was applied with mobile phase A as the mixture of acetonitrile唱methanol （２０ ∶ ８０） and B as the aqueous solu唱
tion of １％ acetic acid and ０ ．１％ triethylamine at flow rate ０ ．７ ml／min ．The detection wavelength was ３８０ nm ．DVDMS was
administrated to tumor唱bearing mice by tail vein injection ．The blood samples were collected at designated time and centrifuged
for plasma ．DVDMS in plasma samples were extracted by protein precipitation and analyzed by the HPLC method mentioned a 唱
bove ．Pharmacokinetic parameters were calculated by DAS ２ ．０ with statistical moment analysis ．Results 　 DVDMS showed
good linearity within the ranges of ７０ ．８唱１４ １６０ ng／ml （r＝ ０ ．９９９８） ．The main pharmacokinetic parameters were calculated as
follows ：cmax ＝ （２４ １２７ ．５９ ± １ ４１５ ．２３） ng／ml ，tmax ＝ ０ ．０８３ h ，t１／２ ＝ （９ ．５９ ± １ ．２５） h ，MRT０唱 ∞ ＝ （１１ ．７７ ± １ ．７３） h ，AUC０唱 ∞ ＝

（３４ ７７５ ．８３ ± ６ １８５ ．４３） h · ng／ml ．Conclusion 　 This HPLC method is sensitive ，rapid and accurate ，which can be used for a唱
nalysis and research of DVDMS in plasma samples of tumor唱bearing mice ．
　 　 ［Key words］ 　 sinoporphyrin sodium ；HPLC ；pharmacokinetics

　 　光动力疗法（photodynamic therapy ，PDT ）具有
微创性 、安全性 、良好的靶向性 、对多种肿瘤有效以

及可重复治疗等特点 ，已成为肿瘤治疗的一种新策

略 。作为 PDT 的关键因素 ，光敏剂的研发一直是

PDT 研究的热点 。 １９９６ 年美国 FDA 批准第一个
抗癌光敏剂 photofrin（AXCAN ，Canada） ，photofrin

介导的 PDT 在临床癌症治疗中取得了良好的效果 ，

为中晚期肿瘤患者提供了一种可行的治疗手段 。但

photofrin存在诸多不足 ：有效成分不明确 ，无可控的

质量标准 ；在皮肤中存留时间长 ，易导致皮肤光毒性 ，

用药后避光时间长等 。华卟啉钠（sinoporphyrin sodi唱
um ，DVDMS）是一种分离自 photofrin的新型卟啉类
二代光敏剂 ，结构见图 １ 。与 photofrin相比 ，DVDMS
有效成分明确 ，含量高达 ９８％ ，质量标准可控 ，有效剂

量仅需前者的 １／１０ ，治疗后避光时间预计缩短为 ３ ～

７ d ，具有显著的优势［１］
。研究表明 ，DVDMS 对乳腺

癌［２ ，３］
、食管癌［４ ，５］等多种肿瘤具有良好的抗肿瘤效
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果 ，系统的安全性研究表明 DVDMS在 Beagle犬体内
具有良好的安全性［６］

。

　 　关于 DVDMS 在生物基质中检测的报道较少 ，

如 ：基于荧光分光光度计检测法的体内分布和药动

学研究［７］
，也有 DVDMS 在 CD唱１ 小鼠 、SD 大鼠 、

Beagle犬和人 ４个种属肝微粒体和大鼠体内代谢产

物的质谱分析［８ ，９］
。而且现有方法存在诸多不足 ：

荧光分光光度计的方法学研究相对简略 、不够系统 ；

而代谢物的质谱分析 ，样品处理复杂 ，仅对代谢物的

结构进行了鉴定 ，未对生物基质中原药的浓度进行

研究 。本研究建立了一种专属性强 、灵敏度高 、准

确 、简便 、快速的 HPLC 法 ，并成功应用于 DVDMS
在荷瘤小鼠体内的药动学研究 。

图 1 　 DVDMS的化学结构式

1 　材料和试药

1 ．1 　仪器 　岛津液相色谱仪（包括 LC唱２０AD 泵两
台 、DGU唱２０A３ 在线脱气仪 、SIL唱２０AC 自动进样
器 、CTO唱２０A 柱温箱 、SPD唱２０A 紫外检测器 ，日本

岛津公司） ；Waters XBridge Shield RP１８ （３ ．０ mm ×

１００ mm ，３ ．５ μm）色谱柱 ，Waters Sentry 通用性保
护柱卡套 ，Waters XBridge Shield RP１８ （３ ．０ mm ×

２０ mm ，５ μm ）保护柱芯（美国Waters公司） ；５８０４R
型高速冷冻离心机（德国 Eppendorf ） ；XS２０５DU 十
万分之一电子分析天平 ；系列微量移液器 （德国

Mettler Toledo 公司） ；Milli唱Q Adcanced A１０ 超纯
水系统（美国 Millipore公司） ；XW唱８０A型涡旋混合
器（上海琪特分析仪器有限公司） 。

1 ．2 　试药 　 DVDMS （纯度 ：９８ ．５％ ，青龙高科技股

份有限公司） ；二氢卟吩 e６ （Chlorin e６ ，Ce６ ，百灵威

科技有限公司） ；甲醇 、乙腈（美国 TEDIA 公司）为

色谱纯 ；磷酸 、乙酸 、三乙胺（上海凌峰化学试剂有限

公司）为分析纯 ；实验用水为去离子水 。

1 ．3 　实验动物 　 SCID裸鼠 ３６只 ，雄性 ，体重 １６ ～

１８ g（第二军医大学实验动物中心） 。皮下接种人结

肠癌 HCT１１６ 细胞 ，待皮下瘤体积长大至约

１００ mm３
（体重 １８ ～ ２２ g） ，进行体内药动学实验 。

2 　方法和结果

2 ．1 　 色谱条件 　 Waters XBridge Shield RP１８

（３ ．０ mm × １００ mm ， ３ ．５ μm）色谱柱 ，柱温箱

３５ ℃ ；进样量 １５ μl ，进样室温度 ４ ℃ ；检测波长

３８０ nm ；流动相 A 为乙腈唱甲醇（２０ ∶ ８０） ，流动相 B
为水溶液 （１％ 乙酸 、０ ．１％ 三乙胺 ） ，流速为

０ ．７ ml／min 。梯度洗脱程序（A％ ） ：０ ～ １ min ，８４％ ；

１ ～ １ ．２ min ，８４％ ～ ９５％ ；１ ．２ ～ ２ min ，９５％ ；２ ～

２ ．４ min ，９５％ ～ ８４％ ；２ ．４ ～ １０ min ，８４％ 。

2 ．2 　对照品溶液的配制 　 精密称取 ２ 份 DVDMS
对照品适量 ，精确移取甲醇溶解并摇匀 ，分别配制成

浓度为 ７０８和 ４４４ μg／ml的 DVDMS 标准储备液 ，

保存于 － ２０ ℃冰箱备用 ，临用前用甲醇稀释成系列

标准曲线工作液 。

　 　精密称取 Ce６对照品适量 ，精确移取乙腈溶解

并摇匀 ，得到浓度为 ６７ ．５ μg ／ml的内标储备液 ，临

用前乙腈逐步稀释至 １ ０００ ng／ml 。
2 ．3 　给药方案及血样采集 　 ３６ 只荷瘤小鼠分为 ３

组 ，每组 １２只 。实验前 １２ h禁食 ，自由饮水 。避光

环境下（暗处 ，红外灯光源）准备注射器和 DVDMS
生理盐水溶液 ，按照每只小鼠体重准备好相应的体

积后 ，用铝箔纸包裹注射器 ，２ mg ／kg 单剂量尾静脉
注射给药 。按照以下时间点采血 ：给药前（空白） ，给

药后 ５ min ，０ ．２５ 、０ ．５ 、１ 、２ 、４ 、６ 、１０ 、２４ 、３６ 、４８ h 各
采血 ０ ．８ ml ，置于 １ ．５ ml 肝素化的 EP 离心管中 ，

４ ℃下 ３ ５００ r／min离心 １０ min 。取血浆 １００ μl置
于 １ ．５ ml EP离心管中 ，剩余血浆单独收集储存备

用 ，以上血浆均于 － ８０ ℃冰箱保存待测 。小鼠尾静

脉注射给药后转移至避光环境 ，采血 、离心及血浆收

集过程注意避光 。

2 ．4 　血浆样品预处理 　含药血浆于避光环境 ４ ℃

解冻 ，加入 ２０ μl 甲醇 ，加入 １０％ 磷酸 ２０ μl ，涡旋
３０ s混匀 ，加入浓度为 １ ０００ ng／ml 的内标工作液
４００ μl ，涡旋３０ s混匀 ，４ ℃ 下 １２ ５００ r／min 离心
１０ min ，取上清液 ２００ μl转移至进样瓶（４ ℃ 预冷）

中 ，随后置于 ４ ℃自动进样器内 ，HPLC分析 。

2 ．5 　方法学验证
2 ．5 ．1 　方法专属性 　取空白血浆 、空白血浆 ＋内标

（Ce６ ） 、空白血浆 ＋ 内标 （Ce６ ） ＋ 目标药物 （DV唱
DMS）样品 ，以及给药后 ０ ．２５ h血浆 ＋内标（Ce６ ）样
品 ，DVDMS 浓度约 ５０ ０００ ng／ml ，Ce６ 浓度约
１ ０００ ng／ml ，按照“２ ．４”项血浆样品处理方法处理
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后 ，按照“２ ．１”项色谱条件检测 ，得到相应的色谱图 ，

见图 ２ 。 Ce６和 DVDMS 的保留时间分别为 ２ ．２ min
和 ８ ．２ min ，峰形良好 ，血浆中的内源性物质不干扰

样品测定 ，且未观察到残留 。

图 2 　小鼠血浆中 DVDMS的 HPLC图
A ．空白血浆 ；B ．空白血浆 ＋ 内标 ；C ．空白血浆 ＋ 内标 ＋ DVDMS ；D ．给药后 １５ min 样品的血浆 ；１ ．DVDMS ；２ ．内标

2 ．5 ．2 　线性范围和定量下限 　精密移取“２ ．２”项下

DVDMS 标准储备液 ，甲醇逐级稀释 ，得到 DVDMS
浓度为 ３５４ 、７０８ 、３ ５４０ 、８ ８５０ 、１７ ７００ 、３５ ４００ 、

５６ ６４０ 、７０ ８００ ng ／ml的系列对照品工作液 。 吸取

２０ μl DVDMS 工作液 ，加入 １００ μl空白荷瘤小鼠血
浆中 ，混合成 DVDMS 浓度为 ７０ ．８ 、１４１ ．６ 、７０８ 、

１ ７７０ 、３ ５４０ 、７ ０８０ 、１１ ３２８ 、１４ １６０ ng／ml的含药血
浆 ，按照“２ ．４”项方法（跳过加入甲醇 ，从加入 １０％

磷酸开始）处理后 ，按照“２ ．１”项色谱条件测定 。以

DVDMS 和 Ce６峰面积比值（A i ／A IS ，X）对相应的浓
度（C ，Y ）进行加权（１／X）线性回归 ，得荷瘤小鼠血

浆中 DVDMS 的标准曲线方程 ：Y ＝ A i ／A IS ×

３ ２０７ ．６８０ ＋ １９ ．２００ （ r ＝ ０ ．９９９ ７） 。 表明 DVDMS
在７０ ．８ ～ １４ １６０ ng ／ml范围内线性良好 ，最低定量

限（LLOQ）为７０ ．８ ng／ml （S／N ＞ １０） 。

2 ．5 ．3 　准确度 、精密度和提取回收率 　取不同浓度

的系列标准工作液 ２０ μl分别加入到 １００ μl空白血
浆和 １００ μl 流动相中 ，配制含 DVDMS 浓度为
７０ ．８ 、１４１ ．６ 、３ ５４０ 、１１ ３２８ ng／ml的 LLOQ 、低 、中 、

高 ４个浓度的标准血浆样品和相应的对照品流动相

稀释样品 ，每个浓度平行配制 ５ 份 ，按照“２ ．４”项下

方法（跳过加入甲醇 ，从加入 １０％ 磷酸开始）处理

后 ，按照“２ ．１”项色谱条件测定 。 所得血浆样品的

DVDMS 和 Ce６峰面积比值代入标准曲线得到浓
度 ，计算获得连续 ３ d 的日内 、日间精密度和准确

度 ，结果见表 １ ，准确度和精密度良好 。血浆样品测

得的 DVDMS 和 Ce６峰面积与对照品流动相稀释样

表 1 　 DVDMS准确度和精密度实验结果（n＝ ５ ，％ ）

加入量
ρB ／ng ·
ml － １ ）

日内

准确度 精密度

日间

准确度 精密度

７０ 垐．８ ９５ K．４３ １１  ．２８ ９９ �．８９ １０ 浇．７９

１４１ 垐．６ ９４ K．９６ ４  ．６８ ９２ �．１７ ４ 浇．９９

３ ５４０ 垐１０３ K．２７ ８  ．２０ １０３ �．４５ ５ 浇．１３

１１ ３２８ 垐９９ K．１９ ８  ．２７ ９８ �．３０ ５ 浇．５６

品相应峰面积去比值 ，计算提取回收率 。结果见表

２ ，血浆样品中的 DVDMS 和 Ce６的提取回收率均 ＞

９０％ 。

表 2 　 DVDMS和内标的提取回收率实验结果（n＝ ５）

加入量
ρB ／ng · ml － １ ）

峰面积

A B
提取回收率

（％ ）

DVDMS ７０ 圹．８ １ ５６４  １ ７１６ �１０９ 创．７２

１４１ 圹．６ ３ ３１６  ３ ０２６ �９１ 创．５４

３ ５４０ 圹１０２ ５２３  １０８ ４０２ �１０５ 创．７３

１１ ３２８ 圹３１４ ５６９  ３３１ ０７２ �１０３ 创．０１

内标 ２８０ 圹１０４ ４３８  ９３ ２３３ �８９ 创．２７

2 ．5 ．4 　稳定性实验和稀释效应 　 配制含 DVDMS
浓度为 ７０ ．８ 、１４１ ．６ 、３ ５４０ 、１１ ３２８ ng／ml的 LLOQ 、

低 、中 、高 ４个浓度的标准血浆样品 ，平行处理 ５份 ，

并考察其 ４ ℃放置 ２ h 、－ ８０ ℃冻存 ３０ d 、经过 ３次

冻融循环（ － ８０ ℃至 ４ ℃ ） 、处理后放置自动进样器

（４ ℃ ）１２ h的稳定性 ，RSD 均 ＜ １５％ （n ＝ ５） ，上述

条件下稳定性良好 。 配制含 DVDMS 浓度为
１４１ ６００ ng／ml的标准血浆样品 ，平行处理 ５ 份 ，稀

释 １０ 倍后按照含药血浆处理并检测 ，准确度为

９２畅７０％ ，精密度为 ６ ．２７％ （n＝ ５） ，符合要求 。

2 ．6 　药动学参数和药唱时曲线 　每个采血点备有 ３

只荷瘤小鼠 ，给予 DVDMS 单剂量（２ mg／kg）尾静
脉注射后 ，荷瘤小鼠体内平均血药浓度唱时间曲线见

图 ３ 。应用 DAS ２ ．０药动学软件 ，采用非房室模型

法估算荷瘤小鼠单剂量尾静脉给药后的药动学参

数 ，见表 ３ 。

3 　讨论

　 　作为光敏剂 ，DVDMS 的稳定性较差 ，实验过程

充分考虑了光线和温度对其稳定性的影响 。样品采

集和处理全程避光 ，及时将样品转移到低温条件下

储存 。血浆样品处理在 ４ ℃ 条件下 ，２ h 稳定性良
好 。进样瓶 ４ ℃预冷 ，进样器 ４ ℃ ，该条件下处理好
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图 3 　 DVDMS的平均血药浓度唱时间曲线

表 3 　 DVDMS的主要药动学参数（珚x ± s ，n＝ ３）

参数 DVDMS
ρmax （ρ／ng · ml － １ ） ２４ １２７ 蜒．５９ ± １ ４１５ ．２３

tmax （t／h） ０ #．０８３

t１／２ （t／h） ９ 蜒．５９ ± １ ．２５

MRT ０唱t（t／h） １０ 蜒．０９ ± １ ．１９

MRT ０唱 ∞ （t／h） １１ 蜒．７７ ± １ ．７３

AUC０唱t（h · ng ／ml） ３３ ６４７ 蜒．３９ ± ５ ０３７ ．１１

AUC０唱 ∞ （h · ng ／ml） ３４ ７７５ 蜒．８３ ± ６ １８５ ．４３

的待分析样品 １２ h基本稳定 。本实验条件下 ，DV唱
DMS稳定性良好 。 本研究选择了稳定性较好的

HPLC唱UV 法进行血浆中DVDMS 含量的检测并进
行药动学研究 。

　 　在分析方法建立过程中 ，DVDMS 的甲醇溶液
UV 信号较弱 ，加入磷酸使得 DVDMS 的羧酸盐形
式转换为羧酸形式 ，其 UV 信号大大增强 。这说明

DVDMS 的羧酸形式有更强的吸收峰 。进而 ，血浆

样品采用乙腈沉淀蛋白法 ，该处理方法对 DVDMS
羧酸形式的提取效果良好 ，提取回收率达 ９０％ 以

上 。流动相水相选择 １％ 乙酸的体系 ，有机相选择

乙腈和甲醇混合体系 。 DVDMS 羧酸形式在 C１８色

谱柱保留能力较强 ，有机相高达 ８４％ 以上 。在该流

动相体系下 ，血浆中大部分的具有紫外吸收的内源

性物质在 １ ．６ min 内流出 ，对 DVDMS 和内标的干
扰小 ，但是在约 １５ min处有保留较强的内源性物质
的吸收峰 。经过筛选优化后发现 ，可通过加入０ ．１％

的三乙胺 ，明显缩短该内源性物质的保留时间 ，而且

对待测物和内标不产生干扰 。最终 ，在梯度洗脱条

件下 ，单针进样时间限定为 １０ min ，明显节省了分
析的时间和溶剂 。据文献［７］报道 ，采用荧光分光光

度法 ，检测甲醇唱PBS 体系处理的 DVDMS 血浆样
品 ，其定量下限达到 ８ ng 。 由于条件限制 ，本实验

室未能开展 HPLC唱FLD （荧光检测器）实验 ，改用

FLD ，有望进一步增强检测的灵敏度 。

　 　药动学研究结果显示 ，DVDMS 经尾静脉注射
给药后迅速分布到小鼠全身血液中 ，随后缓慢消除 ，

在一段时间内保持较高的浓度 。在小鼠体内 t１／２较
长 ，以较低浓度存在较长时间 ，４８ h 后基本消除完
全 ，体内残留较少 。 但是 ，DVDMS t１／２ 明显短于
photofrin和 Foscan［１０ ，１１］

。作为 PDT 光敏剂 ，DV唱
DMS 具有较为理想的药动学性质 ，可以预期给药后

患者所需避光时间大大缩短 ，光毒性等副作用也将

明显降低 。

　 　本研究充分考虑 DVDMS 样品稳定性对检测
结果准确性的影响 ，实验全程控制温度 、光线等影响

因素 。所建立的 HPLC方法稳定 、快速 、准确 、样品

处理简单 ，适用于临床前研究中小鼠血浆 DVDMS
含量的测定 ，可为下一步临床研究中 DVDMS 含量
测定的方法提供参考和借鉴 。
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