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原发性血小板增多症（primary thrombocytosis，ET）为一

类骨髓增生性疾病，其临床特点主要表现在骨髓巨核细胞发

生异常增生以及血小板计数持续增高［1，2］。当前临床对 ET 的

治疗多采用同位素磷进行放射治疗和化学治疗，也有中医活

血化瘀法，其最终目的均是为了对骨髓细胞的增生产生抑制

作用，然而前 2 种治疗方法所采用的药物均会产生不同程度

的不良反应，如患者可能出现红、白细胞减少的情况，而且不

少其他类型的并发症也将一并发生［3-5］。阿那格雷别名氯喹咪

唑酮，为咪唑喹哪唑琳衍生物，同时也是近几十年内成功研

发的比较有效的哇琳酮类抗血小板药物之一［6］。前期临床研

究显示［7］，阿那格雷盐酸盐口服易吸收，代谢后随尿液排出，

又降低血小板生成和抑制血小板聚集的两重作用。此外，对

过高的血小板水平具有选择性降低作用，只要将给药剂量控

制在合理范围内，患者机体的红、白细胞计数均不会出现明

显降低的情况，可在很大程度上降低白血病等不良病症的继

发率，故在 ET 的临床治疗方面愈发受到青睐。但很长一段时

间以来，与阿那格雷有关的文献资料基本都集中在其合成与

制备方面，而其药动学相关的报道较少［8］，且经过查阅大量文

献［9-12］发现本试验采用液相二级质谱法（LC-MS／MS）并选

用其盐酸胶囊制剂进行了人体药代动力学研究，旨在为临床

更合理与安全用药提供一定的参考依据。
1 材料与方法

1．1 材料与对象

1．1．1 药品、试剂与仪器

盐酸阿那格雷胶囊，1 mg/粒，美国西尔公司生产，批号：

NC27834；盐酸阿那格雷对照品，纯度＞99％，购自上海士锋生

物科技有限公司，批号：20120328；内标物选用格列吡嗪［4］，纯

度＞99％，购自武汉远启医药化工有限公司，批号：121108；甲

醇选用色谱纯，购自广州贝特生物科技有限公司，批号：

20130305；乙腈选用色谱纯，购自美国 Sigma 公司，批号：

20130513；二氯甲烷选用分析纯，购自青岛雅各化学试剂销

售有限公司，批号：20120812；试验用水选用超纯水。仪器主

要包括：Agilent 1100 高效液相色谱系统（美国 Agilent 公司），

API 4000 型三重四极杆，Analyst 1．3 型质谱仪 （美国 Applied
Biosystem 公司），CAY1 型样品混合器（北京长安仪器公司），

HY-2 型多用振荡器（国华电器有限公司），ESJ60-4 型电子天

平 （沈阳龙腾电子有限公司），HY-4 型涡旋混合器 （金坛市
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与其他成分及辅料完全分离，可满足分析要求。
黑糯玉米色素具有抗氧化、抗肿瘤、延缓衰老、降血压、

调节血脂、降血糖等功能［6］。若将其开发成为保健片剂、功能

性饮料或皮肤外用等食用及药用产品，有望对人体黑色素缺

乏或自身合成有碍等情况加以改善。本研究从黑糯玉米轴中

提取黑色素并将其制备成凝胶，将玉米轴变废为宝，提高了

玉米轴的利用价值，而且建立的黑糯玉米轴黑色素凝胶的含

量测定方法，样品处理简便，方法稳定、结果准确可靠，为黑

糯玉米轴黑色素凝胶的质量控制提供了一种可行的方法，对

于黑色素的开发具有一定的实际应用价值。
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江南仪器厂），XW-01 型多用调速震荡仪 （金坛市江南仪器

厂），DA5002E5 型高速离心机 （江苏仙洛医疗科技有限公

司），TGL-16G 型高速冷冻离心机（上海安亭科学仪器厂）。
1．1．2 试验对象选择

选择于 2013 年 1 月至 2014 年 10 月在漯河医学高等专

科学校第二附属医院接受健康体检的 28 名志愿者为本试验

的研究对象，均为男性，年龄 20~30 岁，平均（25．4±2．7）岁，所

有受试者的体格检查与实验室检查结果均显示无任何异常，

同时在近 3 个月内未服用任何药物或参与临床药物试验，本

试验研究均获得受试者的知情同意以及漯河医学高等专科

学校第二附属医院伦理委员会的审批同意。
1.2 实验方法

1.2．1 标准液及内标液的配制

1.2．1．1 阿那格雷标准溶液的配制：定量精密称取盐酸阿那

格雷对照品 25 mg 置于 25 ml 容量瓶内，加入甲醇溶解并摇

匀，最后定容至刻度并作为阿那格雷储备液 （1 mg/ml），分次

取适量该储备液用甲醇∶水＝1∶1 的混合液进行稀释，最终获得

浓度分别为 0．3、0．9、3．0、9．0、30．0、90．0、300．0 ng/ml 的系列阿

那格雷标准溶液。
1.2．1．2 内标溶液的配制：定量精密称取格列吡嗪对照品 25
mg 置于 25 ml 容量瓶内，同上法配置获得浓度为 1 mg/ml 的

格列吡嗪储备液，再同上法制得浓度为 100 ng/ml 的内标溶

液。
1.2．2 服药方法和血浆样本的采集与处理

1.2．2．1 服药方法及样品采集：受试者服药前晚均给予清淡

饮食并在之后严格禁食过夜，次日晨空腹用水服药 1 粒，服

药后 2 h 内禁饮，4 h 内禁食，分别于服药前与服药后 0．25、
0．50、0．75、1．00、1．25、1．50、2、3、4、6、8、12、24 h 等时间点进行

静脉血采集，采血量均为 4 ml，即得单次服药法的样品。自上

述受试者服药第 2 天开始，1 粒/次，2 次/d，连续服用 5 d，且

第 2~4 天均在服药前及服药后 0．25、0．50、0．75、1．00、1．25、
1．50、2、3、4、6、8、12、24、48、72 h 时间点进行静脉血采集，且

采血量均为 4 ml，即得多次服药法的血液样品。将 2 批血液

样本置于放有肝素的食管内并尽快对其进行离心处理，转速

3 000 r/min，离心时间为 10 min，离心后即刻将分离到的血浆

置于-80 ℃的冰箱内保存待检。
1.2．2．2 血浆样本的处理：从冰箱取出待检血浆样本在室温

下解冻，涡流混匀后精密吸取 300 μl 样品放入到有塞的 10
ml 试管内，再向其中加入已制得的格列吡嗪内标溶液 100 μl
与甲醇-水（体积比 1∶1）100 μl，充分混合后再加入提取试剂

乙醚-二氯甲烷（体积比 2∶1）3．5 ml，涡流充分混合 1 min 左右

再往复震荡 10 min，之后再进行离心处理，转速 3 500 r/min，

离心时间 5 min，完成离心后即将上层的有机相吸取到一新

试管中，并用 40 ℃的氮气流将其吹干，吹干后加入流动相

（MP）150 μl 进行复溶，涡流混匀后取 30 μl 进行进样分析。
1.2．3 质谱及色谱条件［13-15］

质谱条件的离子对选择为：m/z 256．3［M＋H］＋→m/z 199．0

（阿那格雷）与 m/z 446．1［M＋H］＋→m/z 321．0（格列吡嗪）；色

谱条件为：色谱柱为 Ascetnis C18 柱（4．6×150 mm，5 μm 粒径），

流动相为甲醇-0．1％甲酸水（体积比 4∶1），流速为 1．0 ml/min，

分流体积比为 1∶1，柱温为 35 ℃，进样量为 30 μl。
1.2．4 专属性评价

随机选择其中的 6 名受试者空白血浆样本，在不加入内

标溶液的情况下加入甲醇-水 （体积比 1∶1）100 μl，接着同

1.2.2.3 项下方法进行处理后即取 30 μl 进样获得经典色谱

图；在空白血浆中加入阿那格雷标准溶液与格列吡嗪内标溶

液，同上法处理获得经典色谱图；取服药后 1．25 h 血浆样品

同法处理获得经典色谱图；然后对以上色谱图进行比较分

析，我们发现阿那格雷与格列吡嗪的测定不受血浆样品中内

源性活性物质的影响，故认为本检测方法具良好专属性。
1.2．5 标准曲线方程制备［16］

精确取得空白血浆 300 μl，分别加入不同浓度阿那格雷

标准容易以配制获得浓度梯度为 0．1、0．3、1．0、30、10．0、30．0、
100．0 ng/ml 的血浆样品，同 2．2．2 项下处理后进样 30 μl，记

录色谱图，之后再以浓度为横坐标以锋面积为纵坐标，采用

加权最小二乘法进行现行回归，得到回归方程为 Y＝0．14X＋
0．000 452（C＝0．997 2），本方法的线性范围为 0．1～100 ng/ml；
定量限为 0．1 ng/ml，提示本法具良好线性，可用于盐酸胶囊

制剂的人体药代动力学研究。
1.2．6 准确度与精密度实验

分别配制阿那格雷浓度为 0．3、3．0、30．0 ng/ml 3 个浓度

梯度的样品溶液各 6 份，在 3 d 内连续配制并分别于配制当

日完成测定，并依照当日工作曲线来测量各样品溶液中的阿

那格雷浓度，最后根据测定结果计算准确度与精密度，结果

为准确度为 3．12％~4．01％，精密度 RSD＝5．83，提示本法准确

度和与精密度均能满足测定需求。
1.2．7 考察指标

主要药动学参变量有血药峰浓度值 （Cmax）、达峰时间

（Tmax），药时曲线下面积（AUC0-t，AUC0-∞）、消除半衰期（t1/2），其

中 Cmax 与 Tmax 为实测值。
1.3 统计学方法

根据本组受试者的用药后血药浓度-时间数据，采用

DAS 3．0 软件与非房室模型进行分析，计算阿那格雷上述药

代动力学参变量以 x±s 表示；单次与多次给药的数据比较采

用 SPSS 19．0 进行分析，以 P＜0．05 为差异具有统计学意义。
其中，因为 Tmax 为不连续分布的，故统计学分析采用非参数

检验模式，而其余采用参数检验模式。
2 结 果

2．1 血药浓度-时间曲线：受试者在连续口服盐酸阿那格雷

胶囊后，阿那格雷在机体内的消除时间比较快，基本在 12 h
后其血药浓度在 5 个药物血浆半衰期内，其体内血药浓度的

量时曲线已达到趋于水平方向，且单次与多次服药后，其药-
时曲线基本一致，各时间点血药浓度无明显差异（P＞0．05，见

图 1）。
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2．2 阿那格雷在人体内的药代动力学参数［17］：本组受试者单

次、多次服用盐酸阿那格雷胶囊 1 mg 的阿那格雷，其各参变

量比较差异均无统计学意义（P＞0．05，见表 1）。此外，单次服

药相对生物利用度为 102．36％，多次服药相对生物利用度为

101．82％，且差异均无统计学意义（P＞0．05）。

2．3 质谱分析：将阿那格雷及内标格列吡嗪用流动相甲醇-
0．1％甲酸水 （体积比 4∶1）稀释后进样，获得阿那格雷及内标

格列吡嗪的二级全扫描质谱图，可知 m/z 256．3［M＋H］＋→m/z
199．0 （阿那格雷）与 m/z 446．1［M＋H］＋→m/z 321．0 （格列吡

嗪）。
3 讨 论

临床研究显示［18］，阿那格雷是最早被准许用来治疗原发

性血小板增多症的药物，1997 年在美国获准上市，可选择性

降低过高血小板水平，不超过治疗剂量范围，红细胞或白细

胞的数目不会明显减少，白血病等不良病症继而不会产生［19］。
通过查阅阿那格雷的制备合成有大量相关文献发现，阿那格

雷人体药动学的相关报道少之又少。但就药代动力学的分析

方法而言，通常情况下，在进行体内药物分析时，我们需创建

一个准确、灵敏、可靠的定量分析方法才可以准确反映体内

药物浓度随时间的变化规律。目前体内药物分析主要以色谱

表 1 阿那格雷单次与多次给药的药代动力学参数的比较（x±s）

Cmax（ng/ml） t1/2（h） Tmax（h） AUC0-t（ng·ml-1·h-1） AUC0-∞（ng·ml-1·h-1）

8．46±2．06 1．68±0．71 0．61±0．12 16．48±4．31 16．48±4．31

8．85±2．30 1．82±0．70 0．77±1．13 13．46±3．60 13．46±3．60

0．67 0．63 0．89 0．07 0．07

单次给药 28

多次给药 28

P值

给药方法 例数

法、免疫分析法和色谱-质谱串联技术为主。色谱法主要有

GC-气相色谱法和高压液相色谱法（HPLC）。色谱法优点是有

较好的分离效果，但使用的荧光、紫外吸收检测系统，没有较

高的选择性，灵敏度也差。对要求低定量下线的生物样品达

不到检测要求，此法在体内药物研究的使用领域也就有了一

定的局限性。酶联免疫吸附试验（ELISA）、竞争性饱和分析法

（RIA）和荧光免疫分析法（FIA）都是常用的免疫分析法。免疫

分析法迅速、简单方便且灵敏度较高，缺点是成本高且不能

分析复杂的多组分样品。结合质谱法（MS）检测时，具有的高

灵敏性，而色谱法可以把多组分进行分离的特性，药动学过

程中常采用色谱-质谱串联方法，使灵敏性高、专属性强及准

确度高的定量分析方法得以建立。主要有 LC-MS、GC-MS［18］

及 LC-MS/MS［20］。GC-MS 分析方法的缺点是仅能检测低沸点

且热稳定性高的小分子物质，所以有些药物不能使用 GC-MS
检测。应用高效液相色谱质谱串联技术对沸点高且热不稳定

的化合物中各组分进行分离，那么准确且灵敏度高的定量讯

息就会被检测出来。
在本次试验中，我们建立了采用 LC-MS/MS 法测定人血

浆样品中阿那格雷浓度的具体办法，实践证实，该方法具有

成本低廉与处理时间较短的优点，同时在 0．1~100 ng/ml 的浓

度范围内具有良好的线性关系，最低定量下限为 0．1 ng/ml，
准确度为 3．12%~4．01％，精密度 RSD＝5．83，故认为其方法确

证指标都满足食品药品监督管理局（FDA）的相关规定。另

外，本方法在试验中所需要的血浆样品比较少量，故还能在

临床的具体应用中提升志愿者的顺从性，继而确保有更好地

降低志愿者的心理压力和生理负担，总之采用本分析方法进

行阿那格雷胶囊人体药代动力学的研究比较适合，具有快

速、可靠、特异性强、准确度和灵敏度高、再现性好等特点。试

验结果显示，受试者在连续口服盐酸阿那格雷胶囊后，阿那

格雷在机体内的消除时间比较快，基本在 12 h 后其血药浓度

在 5 个药物血浆半衰期内，其体内血药浓度的量时曲线已达

到趋于水平方向，即说明已成比较稳定状态；另外，从单次与

多次服药的情况比较来看，各项主要药动学参数均未表现有

显著性差异。
综上所述，连续口服阿那格雷的主要药动学特征无明显

异常，且未出现大量残留物体内堆积的现象，因此，我们认为

连续口服阿那格雷是安全有效的。
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超高效液相色谱法测定大鼠体内多西他赛血药浓度
及其药动学研究

金祝萍 胡晓霞 胡国新

多西他赛（Ddocetaxel，DOC，多西紫杉醇）是从欧洲紫杉

树针叶中提取的无活性化合物经化学处理后得到的活性药

物，是一种亲脂性新型紫杉类抗肿瘤药，它通过促进微管发

挥其抗肿瘤活性［1］。多西他赛为细胞周期特异性抗肿瘤药，可

特异性作用于 M 期细胞。多西他赛可促进小管聚合成为稳定

的微管，并抑制其解聚，也可通过破坏微管的网状结构，抑制

细胞有丝分裂，从而达到抗肿瘤的目的［2］。临床上多用于乳腺

癌、非小细胞肺癌、胰腺癌、软组织肉瘤、头颈癌、胃癌、卵巢

癌和前列腺癌等，单独用药和联合用药均有显著疗效。
药物在血浆中的浓度高低直接决定着毒性发生的可能

性及严重程度。由于肿瘤患者药物代谢的个体差异性，对多

西他赛的血药浓度进行监测有着重要意义。目前测定血浆中

多西他赛浓度的方法主要有液相色谱-紫外检测（LC-UV）法、

液相色谱-质谱联用（LC-MS）法和液相色谱-串联质谱（LC-MS/
MS）法［3-6］。样品前处理方法有固相萃取法［7］和蛋白沉淀法［8，9］

等。这些方法每个样本分析的运行时间达 5 min［7］，7．5 min［10］

和 10 min［9］，不能满足在药代动力学研究中大批量测定的要

求。本文在此基础上建立并验证了样品经液-液萃取后测定大

鼠血浆样品中多西他赛浓度的超高效液相色谱法（UPLC）

法，并进行药动学研究。
1 材料与方法

1．1 仪器：超高液相色谱仪（H-class ACQUITY，美国 Waters
公司），电子分析天平（AB204-A，梅特勒-托利多上海仪器公

司，灵敏度 0．1 mg），涡旋仪（QL-901，海门市其林贝尔仪器制

造有限公司），高速离心机（TGL-16G，上海安亭科学仪器厂），

氮气吹干仪（D10，杭州蓝焰科技有限公司）。
1．2 试剂：多西紫杉醇（C43H53NO14，99．0％，上海创赛科学仪

器有限公司，批号：NF-20140415），地西泮注射液（天津金耀

氨基酸有限公司，批号：1310311），肝素钠注射液（上海第一

生化药业有限公司，批号：140303）。多西他赛注射液（杭州赛
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