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摘要：二氢卟吩类衍生物 ３２ ⁃（４⁃甲氧基苯基） ⁃１５２ ⁃天冬氨酸⁃二氢卟吩 ｅ６（ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４）是从程海湖螺旋藻中提取并

合成的新型光敏剂。 研究 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在生物体内的药代动力学及组织分布过程对光动力疗法（ＰＤＴ）的有效性和

安全性至关重要。 该文运用高效液相色谱⁃紫外（ＨＰＬＣ⁃ＵＶ）检测技术，建立了大鼠血浆中 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的检测方法。
采用沉淀蛋白⁃液液萃取法处理血浆和组织样品，采用 Ｕｎｉｔａｒｙ Ｃ１８色谱柱（２５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ， ５ μｍ）分离，流动相

为甲醇⁃５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四丁基磷酸氢铵缓冲盐溶液（７０ ∶３０， ｖ ／ ｖ），流速为 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量为 ２０ μＬ，检测波长为

４００ ｎｍ，柱温为 ４０ ℃。 实验结果表明，大鼠血浆药物质量浓度在 １～２００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性良好，判定系数（ｒ２）为
０ ９９４ １。 在低、中、高（８、４０、１２０ μｇ ／ ｍＬ）３ 个添加水平下的提取回收率分别为 ７４ ３９％、６９ ７１％ 和 ６５ ８９％，日内和

日间相对标准偏差（ＲＳＤ）均在 ５％ 以内。 运用此方法测定静脉注射 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４（１６ ｍｇ ／ ｋｇ）后大鼠血浆中以及荷瘤

小鼠组织中的药物浓度，采用 ＤＡＳ ２ ０ 计算出药物半衰期 ｔ１ ／ ２ｚ为 ６ ９８ ｈ，药⁃时曲线下面积 ＡＵＣ（０－∞ ） 为 １ ０２５ ０１
ｈ·ｍｇ ／ Ｌ，平均驻留时间 ＭＲＴ（０－∞ ）为 ９ １９ ｈ。 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在荷瘤小鼠体内的分布结果显示，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 可以在肿瘤

组织中蓄积，并具有一定的滞留作用。 综上，该文建立了大鼠血浆中 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的 ＨＰＬＣ⁃ＵＶ 测定方法，并进行了

方法学验证，此方法简便、快速，结果准确。 阐明了 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在静脉给药方式下大鼠体内药代动力学和荷瘤小鼠

组织中的分布特征，对临床合理用药和药效学研究具有重要意义。
关键词：高效液相色谱⁃紫外检测；药代动力学；组织分布；光敏剂；二氢卟吩类；荷瘤小鼠
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μｇ ／ ｍＬ）， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ７４ ３９％， ６９ ７１％， ａｎｄ ６５ ８９％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃
ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ５％． Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｍｅｔ
ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ｗａｓ ｓｔａｂｌｅ ｉｎ ｒａｔ
ｐｌａｓｍａ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｏｒａｇｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｔｈｒｅｅ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅｓ， ａｎｄ
ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉ⁃
ｎｅｔｉｃ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｄｏｓｅ ｉｎ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ． Ｔｈｅ ｐｈａｒｍａ⁃
ｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ （１６ ｍｇ ／ ｋｇ） ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｔｈｅ
ｐｌａｓｍａ ｈａｌｆ⁃ｌｉｆｅ （ ｔ１ ／ ２ｚ ） ｗａｓ ６ ９８ ｈ， ｔｈｅ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ
ＡＵＣ（０－∞ ） ｗａｓ １ ０２５ ０１ ｈ·ｍｇ ／ Ｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ＭＲＴ（０－∞ ） ｗａｓ ９ １９ ｈ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ，
ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ｃｏｕｌｄ ａｃｃｕ⁃
ｍｕｌａｔｅ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｗｉｔｈ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ， ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｃｏｎ⁃
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｈｅａｒｔ， ｓｐｌｅｅｎ， ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ， ｓｉｍｐｌｅ， ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ
ＨＰＬＣ⁃ＵＶ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ｉｎ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ
ａｎｄ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ａｄｍｉｎ⁃
ｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｃｌａｒｉｆｉｅｄ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ． Ｉｔ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒａｔｉｏｎａｌ ｄｒｕｇ ｕｓｅ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ．
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王　 柳，等：新型光敏剂 ３２ ⁃（４⁃甲氧基苯基） ⁃１５２ ⁃天冬氨酸⁃二氢卟吩 ｅ６ 的

药代动力学及组织分布特征

ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌｓ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｄｏｓ⁃
ａｇｅ， ｌｉｇｈｔ ｔｉｍｅ， ｌｉｇｈｔ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ （ＨＰＬＣ⁃ＵＶ） ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； ｐｈａｒ⁃
ｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ； ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ； ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ； ｃｈｌｏｒｉｎｓ； ｔｕｍｏｒ⁃ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ

　 　 光动力疗法（ＰＤＴ）是一种基于光敏剂的非侵

入性肿瘤治疗方法［１］。 ＰＤＴ 可以有效地和选择性

地破坏肿瘤组织而不损伤周围健康组织，因此获得

了越来越多的关注［２，３］。 二氢卟吩类光敏剂是目前

研究较多的肿瘤光动力治疗药物，主要包括二氢卟

吩 ｅ６（ｃｈｌｏｒｉｎ ｅ６）及其衍生物［４－６］。 此类光敏剂具

有组分单一、结构明确、肿瘤摄入率高、光动力作用

强和毒性低等优点［７］。

图 １　 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的结构式

Ｆｉｇ． １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ３２ ⁃（４⁃ｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ） ⁃１５２ ⁃
ａｓｐａｒｔｙｌ⁃ｃｈｌｏｒｉｎ ｅ６ （ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４）

　 　 本课题组前期［８］ 成功从云南程海湖螺旋藻粉

中提取并制备了程海二氢卟吩（Ｃｈｅｎｇｈａｉ ｃｈｌｏｒｉｎ，
ＣＨＣ，结构同二氢卟吩 ｅ６），同时对 ＣＨＣ 进行结构

修饰，通过烯烃复分解反应引入甲氧基苯基［９］，使
用碳二亚胺类缩合剂（ＥＤＣＩ）区域选择性地引入天

冬氨酸侧链，合成了具有两亲性的二氢卟吩衍生物

３２ ⁃（４⁃甲氧基苯基） ⁃１５２ ⁃天冬氨酸⁃二氢卟吩 ｅ６，编
号为 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４（结构见图 １）。 除上述二氢卟吩类

光敏剂的优点外，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 还弥补了大多数光敏

剂水溶性较差的缺陷，适合研制应用于临床注射的

水针剂。 另外，光敏剂在肿瘤组织蓄积和滞留的能

力直接影响光动力疗法杀伤肿瘤的效果。 因此，
ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的药代动力学及肿瘤组织分布特性研究

对其临床合理用药和药效学方面具有重要的指导

意义。
　 　 本实验将采用 ＨＰＬＣ⁃ＵＶ 方法定量测定大鼠血

浆中的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４，并评价方法的特异性、准确性、
精密度和稳定性，探究 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在大鼠体内的药

代动力学及荷瘤小鼠组织中的分布情况。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱仪、２４８９ＵＶ ／ Ｖｉｓ 紫

外检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＢＴ２２４Ｓ 电子天平

（北京赛多利斯天平有限公司）； ＭＧ⁃２２００ 氮气吹

扫仪（东京理化株式会社）； Ｄ１００８ 小型离心机（大
龙兴创实验仪器（北京）有限公司）； ＦＳＨ⁃２Ａ 高速

可调均质机（常州金坛良友仪器有限公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ
型超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
　 　 光敏剂 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 为实验室自合成，纯度为

９８ ４８％。 内标二氢卟吩 ｅ６ 三甲酯（ＣＨＣＴＭＥ）为实

验室自合成， 结构见附图 １ （详见 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ），纯度为 ９６ ６４％。 甲醇 （美国

Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）为色谱纯；二氯甲烷（天津市

进丰化工有限公司）；四丁基磷酸氢铵（纯度 ９８％，
安耐吉化学股份有限公司，批号：ＤＸ５ＲＥＵ４Ｑ）为分

析纯；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司）为

生物纯；０ ９％ 氯化钠注射液（辽宁民康制药有限公

司，批号：Ａ１９０５１０Ｂ⁃２）；肝素钠（大连美仑生物技术

有限公司）。
　 　 Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，雄性，无特定病原

体（ＳＰＦ），体重 ２２０～２５０ ｇ； Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅ⁃
ｓｅａｒｃｈ（ ＩＣＲ）小鼠，雄性，周龄为 ６～８ 周，ＳＰＦ 级，体
重 １８～２５ ｇ，由本溪长生生物股份有限公司提供，生
产许可证号：ＳＣＸＫ（辽）２０１５⁃０００１。
　 　 本实验采用小鼠肝癌细胞 （ ｈｅｐａｔｏｍａ⁃２２，
Ｈ２２，由国家实验细胞资源共享平台提供）构建小鼠

皮下异位移植瘤模型。 使用含有 １０％ 血清（ＰＡＮＴＭ

ＳＥＲＡＴＥＣＨ Ｎｏ． ＳＴ３０⁃３３０２）、含 １％ 青霉素的链霉

素溶液 （ＨｙＣｌｏｎｅ， Ｎｏ． ＳＶ３００１０） 的 ＲＰＭＩ １６４０
（Ｇｉｂｃｏ， Ｎｏ． Ｃ１１８７５５００ＢＴ） 培养基将细胞在 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中悬浮培养。
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１．２　 标准溶液配制

　 　 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 标准溶液：称取 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ４０ ０ ｍｇ，
加入适量生理盐水溶解，在 ２５ ｍＬ 棕色容量瓶中用

生理盐水定容，制得 １ ６ ｍｇ ／ ｍＬ 标准储备液，置于

－２０ ℃冰箱避光保存，备用。
　 　 ＣＨＣＴＭＥ 标准溶液：称取 ＣＨＣＴＭＥ １０ ０ ｍｇ，
加入适量 ＤＭＳＯ 溶解，在 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中用

ＤＭＳＯ 定容，制得 １ ０ ｍｇ ／ ｍＬ 标准储备液，置于

－２０ ℃冰箱避光保存，备用。
１．３　 色谱条件

　 　 色谱柱：Ｕｎｉｔａｒｙ Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ× ４ ６ ｍｍ， ５
μｍ，华普科仪（大连）科技有限公司）；柱温：４０ ℃；
流动相：（Ａ）甲醇和（Ｂ）５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四丁基磷酸氢铵

缓冲盐溶液；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０ ～
１０ ｍｉｎ， ７０％ Ａ～９５％ Ａ； １０ ～ １５ ｍｉｎ， ９５％ Ａ～ １００％
Ａ； １５～２０ ｍｉｎ， １００％ Ａ。 进样量：２０ μＬ；检测波长：
４００ ｎｍ。
１．４　 造模及给药

１．４．１　 大鼠给药

　 　 选取 ６ 只健康雄性 ＳＤ 大鼠，称重，按照 １６
ｍｇ ／ ｋｇ 的给药剂量尾静脉注射 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 标准溶

液，大鼠在给药前禁食 １２ ｈ，自由饮水。
１．４．２　 荷瘤小鼠造模及给药

　 　 将 Ｈ２２ 小鼠肝癌细胞（３×１０５ 个 ／只）接种于

ＩＣＲ 小鼠右侧背部皮下，正常饲养并密切观察 ＩＣＲ
小鼠的健康状况。 待肿瘤体积生长到 １００ ～ １５０
ｍｍ３（一般情况下为接种后 ８ ｄ 左右），可用作组织

分布研究。 荷瘤小鼠称重后，按照 １６ ｍｇ ／ ｋｇ 的给

药剂量尾静脉注射 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 标准溶液，给药前禁

食 １２ ｈ，自由饮水。
１．５　 生物样品收集与处理

１．５．１　 血浆样品

　 　 大鼠给药后，分别于 ５、１５、３０ ｍｉｎ 以及 １、１ ５、
２、４、６、１２、２４ ｈ 自大鼠眼后静脉丛取血 ０ ２ ｍＬ，置
于含有肝素钠的离心管内，以 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ 后取上层血浆，于－８０ ℃冰箱冷冻保存，分析

前，于室温下解冻。
　 　 取 ０ １ ｍＬ 解冻后的血浆，置于 ２ ｍＬ 离心管

中，依次加入 ０ １ ｍＬ 生理盐水、５ μＬ ＣＨＣＴＭＥ 标

准溶液、２００ μＬ ０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸、０ ５ ｍＬ 甲醇和 １
ｍＬ 二氯甲烷溶液，充分振荡，以 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，取下层清液于 ２ ｍＬ 离心管中，氮气吹扫（５０
℃）至无液体剩余，加入 １ ｍＬ 初始流动相（甲醇⁃四

丁基磷酸氢铵（７ ∶３， ｖ ／ ｖ））溶液复溶，０ ４５ μｍ 滤

膜过滤，然后进行 ＨＰＬＣ 分析。
１．５．２　 组织样品

　 　 在给药后 １、２、４、６、８、１２ ｈ 脱颈处死小鼠，取心

脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏以及肿瘤组织，置于生理盐

水中清洗，滤纸擦干后称重。 加入 ４ 倍体积的生理

盐水，剪碎组织匀浆后取 １００ μＬ 匀浆液，置于 ２ ｍＬ
离心管中。 按 １ ５ １ 节方法沉淀蛋白质及提取药物。

２　 结果与讨论

２．１　 色谱条件优化

　 　 二氢卟吩衍生物是一类强荧光物质，已有许多

报道采用荧光分析方法检测生物样品中的二氢卟吩

类光敏剂［１０，１１］。 但环境因素可能会对其荧光光谱

的位置和强度产生强烈影响，荧光效率也易受温度、
溶剂和酸度影响［１２］。 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 是由 ３ 个吡咯环和

１ 个还原的吡咯环组成的具有共轭 π 键体系的大杂

环分子，这些吡咯环通过 ４ 个亚甲基键连接。 由于

强共轭体系，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在 ４００ ｎｍ 和 ６６０ ｎｍ 的波

长处具有很强的紫外吸收，使得直接的紫外检测法

具有足够的敏感性［１２，１３］。 与 ６６０ ｎｍ 相比，ＤＹＳＰ⁃
Ｃ３４ 在 ４００ ｎｍ 的吸收更强，故将检测波长设置为

４００ ｎｍ。
　 　 二氢卟吩类光敏剂 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的合成路线见附

图 １，核磁、质谱数据见附图 ２～４。 由附图 １ 可以发

现，通过结构修饰后的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 含有多个羧基，极
性较大，并具有一定酸性。 选择常规流动相体系甲

醇⁃水或乙腈⁃水时，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在 Ｃ１８柱上没有保留。
为了获得适当的保留时间，将离子对试剂（四丁基

磷酸氢铵）加入到流动相中，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的羧基离子

与离子对试剂离子形成中性的离子对化合物，在非

极性固定相中溶解度增大，从而使其分离效果改善，
并确定最优色谱条件（见 １ ３ 节）。 在此条件下，空
白和加标大鼠血浆样品的色谱图见图 ２。 可以看

出，样品和内标经色谱分离后，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的保留时

间为 ８ ０ ｍｉｎ 左右，内标的保留时间为 １２ ２ ｍｉｎ 左

右，且不受血浆中内源性物质的干扰，峰形良好，并
得到很好的分离。
２．２　 方法学考察

２．２．１　 线性关系

　 　 取空白大鼠血浆 ０ １ ｍＬ，加入 ０ １ ｍＬ 不同浓

度的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４，使样品中 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的质量浓度

分别为 １、４、８、１６、４０、８０、１２０ 和 ２００ μｇ ／ ｍＬ。 按上

·４９２１·
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图 ２　 （ａ）空白大鼠血浆样品、（ｂ）空白大鼠血浆加标准品（１２０ μｇ ／ ｍＬ）和（ｃ）尾静脉注射 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４
（１６ ｍｇ ／ ｋｇ）２ ｈ 后大鼠血浆样品的色谱图

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｂｌａｎｋ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ， （ｂ） ｂｌａｎｋ ｓｐｉｋｅｄ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ （１２０ μｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ （ｃ） ａ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ
ｓａｍｐｌｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ２ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １６ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４

述 １ ５ １ 节所述方法进行样品处理和 ＨＰＬＣ 测定。
采用加权最小二乘法计算标准曲线方程，以 ＤＹＳＰ⁃
Ｃ３４ 与内标的峰面积比值为纵坐标（ｙ）， ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４
的质量浓度为横坐标（ｘ， μｇ ／ ｍＬ），得到的回归方程

为 ｙ＝０ １０１ ０ｘ＋０ １３９ ８，判定系数（ｒ２）为 ０ ９９４ １。
　 　 采用同样方法测定并计算 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在荷瘤小

鼠组织中的线性回归方程。 结果见附表 １，不同组

织中的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在 １ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ 范围内呈良好

的线性关系，ｒ２ 均大于 ０ ９９。
２．２．２　 回收率与精密度

　 　 提取回收率为空白血浆中加入药物经提取后的

药物响应值与空白血浆处理后加入相同量药物响应

值的比值。 取大鼠空白血浆 ０ １ ｍＬ，加入 ０ １ ｍＬ
不同含量的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４，使药物的质量浓度分别为

８、４０、１２０ μｇ ／ ｍＬ；用空白血浆提取液分别配制 ８、
４０、１２０ μｇ ／ ｍＬ的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 药物溶液，分别对上述

溶液进行分析。 如表 １ 所示，大鼠血浆在高、中、低
３ 个水平下的提取回收率为 ６５ ８９％ ～７４ ３９％， ＲＳＤ
≤３ ６１％，说明该方法可靠。

表 １　 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在大鼠血浆中 ３ 个水平下的提取回收率（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ｉｎ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ

ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ （ｎ＝３）
Ａｎａｌｙｔｅ Ａｄｄｅｄ ／ （μｇ ／ ｍＬ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ １２０ ６５．８９ ３．６１
４０ ６９．７１ ０．３２
８ ７４．３９ １．５２

　 　 在大鼠空白血浆中加入 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 标准品溶

液，配制成 ８、４０、１２０ μｇ ／ ｍＬ的样品溶液，按上述

１ ５ １ 节方法处理样品并进行 ＨＰＬＣ 测定。 同一天

内测定 ６ 次，连续测定 ３ ｄ，分别考察日内和日间精

密度。 实验结果见表 ２，该方法的日间和日内精密

度均在 ５％ 以内，符合 ２０１５ 版《中华人民共和国药

典》对于生物样品分析的要求［１４］。 以上结果表明该

方法重复性良好，可应用于大鼠血浆中 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４
的测定。

表 ２　 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在大鼠血浆中的日内及日间精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ａｎｄ Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４

ｉｎ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝６）

Ａｎａｌｙｔｅ
Ａｄｄｅｄ ／

（μｇ ／ ｍＬ）

Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ
Ｆｏｕｎｄ ／

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ ／
％

Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ
Ｆｏｕｎｄ ／

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ ／
％

ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ １２０ １２４．０４ ３．５７ １２７．２８ ２．４３
４０ ４０．１９ ３．４９ ４０．１６ ４．４０
８ ８．６８ １．２０ ７．９０ １．１１

２．２．３　 稳定性

　 　 取大鼠空白血浆 ０ １ ｍＬ，加入 ０ １ ｍＬ 不同浓

度的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４，使药物的质量浓度分别为 ８、４０、
１２０ μｇ ／ ｍＬ，将样品室温放置（２ ｈ）、反复冻融 ３ 次

或者放入 － ８０ ℃ 冰箱冷冻保存 ３０ ｄ 后，按上述

１ ５ １ 节所述方法处理样品并进行 ＨＰＬＣ 测定，考
察 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在大鼠血浆中的稳定性。 实验结果显

示，高、中、低 ３ 个水平的血浆样品在上述条件下测

定的精密度均在 １０％ 以内，表明 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 血浆样

品在储存及测定过程中均是稳定的。
２．３　 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在大鼠体内的药代动力学

　 　 采用药代动力学计算软件 ＤＡＳ ２ ０［１５］，按照非

室模型进行拟合并计算药代动力学参数。 在大鼠中

单次尾静脉注射 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４（１６ ｍｇ ／ ｋｇ）后，ＤＹＳＰ⁃
Ｃ３４ 的平均血药浓度随时间变化曲线如图 ３ 所示，
主要药代动力学参数见附表 ２。 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 尾静脉

注射后的半衰期 ｔ１ ／ ２ｚ为 ６ ９８４ ｈ，药⁃时曲线下面积

ＡＵＣ（０⁃∞） 为 １ ０２５ ０１ ｈ·ｍｇ ／ Ｌ， 平 均 驻 留 时 间

·５９２１·
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图 ３　 大鼠单次尾静脉注射 １６ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 后的平均
血药浓度⁃时间曲线（ｎ＝６）

Ｆｉｇ． ３　 Ｍｅａｎ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｆｔｅｒ
ａ ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃
Ｃ３４ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｏｆ １６ ｍｇ ／ ｋｇ （ｎ＝６）

　

ＭＲＴ（０⁃∞）为 ９ １９ ｈ。 药物在大鼠血浆中的半衰期较

长，表明药物在血浆中清除较慢，可以维持稳定的血

药浓度，有利于延长体内循环时间，这对临床给药方

案具有一定的指导意义。 因此，在临床应用中，可以

通过单次静脉给药的方式来施用 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４。

图 ４　 荷瘤小鼠单次尾静脉注射 １６ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 后
组织中的药物浓度随时间变化曲线（ｎ＝５）

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ ｉｎ ｔｕｍｏｒ⁃
ｂｅａｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｏｆ １６ ｍｇ ／ ｋｇ （ｎ＝５）

　

２．４　 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在荷瘤小鼠体内的组织分布

　 　 将收集的小鼠组织按照 １ ５ ２ 节处理并进行

ＨＰＬＣ 分析，根据 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在荷瘤小鼠组织中的

线性回归方程（见附表 １）计算得到 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在荷

瘤小鼠组织中浓度随时间变化曲线，如图 ４ 所示。
结果表明，给药后 １ ｈ， ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在小鼠心、肝、
脾、肺、肾以及肿瘤组织中均有分布。 随着时间的增

加，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在肝脏组织中的浓度均高于其他组

织，提示其主要通过肝脏代谢；其次，肾脏中 ＤＹＳＰ⁃

Ｃ３４ 达峰时浓度高于心脏、脾和肺，提示肾脏可能为

ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 的主要排泄器官。
　 　 肿瘤组织内的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 含量在给药后总体呈

现出随时间延长而上升的趋势，在 ６ ～ １２ ｈ 后，肿瘤

组织中 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 含量变化不十分明显，维持在一

个相对稳定的水平。 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 可以在肿瘤组织中

蓄积，使其作用时间延长。 在 ６ ｈ 时，心脏、脾和肺

的 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 浓度小于肿瘤组织，因此可以选择该

时间点作为异位移植瘤小鼠的光动力光照处理时

间。 需要注意的是，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在肝脏和肾脏组织

从 ２ ｈ 之后一直处于较高浓度，所以 ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 介

导的光动力疗法用于肝癌和肾癌的治疗时一定要注

意其导致的副作用。

３　 结论

　 　 建立并验证了一种简便、快速、准确的 ＨＰＬＣ⁃
ＵＶ 方法测定大鼠血浆中新型二氢卟吩光敏剂

ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４，成功测定了大鼠尾静脉注射 １６ ｍｇ ／ ｋｇ
ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 后的血药浓度， 并 运 用 此 方 法 检 测

ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在荷瘤小鼠不同组织样品中的浓度。 结

果表明，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 是一种体内循环时间长、肿瘤组

织蓄积性好、在体内部分组织代谢速率快的光敏剂。
单次静脉注射给药后，ＤＹＳＰ⁃Ｃ３４ 在大鼠体内的血

药浓度和荷瘤小鼠组织中的药物浓度变化结果，为
后续的药效学研究和临床使用提供了用药剂量、光
照时间、光毒副作用等方面的参考和依据。

致谢　 感谢大连理工大学化工学院药学系潘悦在荷

瘤小鼠模型构建方面给予的帮助与指导。 感谢广州

意斯生物工程科技有限公司提供技术支持。
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