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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立大鼠血浆中检测帕唑帕尼的超高效液相色谱唱质谱（UPLC唱MS）的方法 ，研究帕唑帕尼在大鼠体内

的药动学过程 。方法 　大鼠血浆样品用乙腈沉淀后检测 。采用 Acquity U唱HPLC BEH C１８柱为分离柱 ，流动相采用乙腈唱

０畅１％ 甲酸体系 ，梯度洗脱 ；采用 AB Sciex QTRAP ５５００三重四级杆质谱仪（电喷雾离子源）进行质谱检测 ，帕唑帕尼和内标

地西泮采用多反应监测 （MRM ）的方法检测 ，帕唑帕尼和内标地西泮 （ISTD）的 MRM 分别为 m／z ４３８畅３ → ３５７畅２ 和 m／z
２８５畅２ → １９３畅１ ；雄性 SD大鼠 ６只 ，灌胃给予 ８０ mg／kg 帕唑帕尼 ，在给药前和给药后的不同时间点于大鼠尾静脉取血 。用建

立的方法测定血浆中帕唑帕尼的浓度 。用 DAS ３畅０计算主要药动学参数 。结果 　大鼠血浆中帕唑帕尼浓度在 ０畅２５ ～ ４０畅００

μg／ml范围内线性关系良好（ r ＝ ０畅９９９ ２） ；低 、中 、高 ３ 个质量浓度（０畅５０ 、１０畅００ 、３０畅００ μg ／ml） 的日内精密度 RSD 分别为
６畅１７％ 、２畅７３％ 和 ２畅５４ ％ ，日间精密度 RSD分别为 ７畅５６％ 、５畅９８％ 和 ２畅８４％ ，回收率分别为（７８畅４ ± ４畅８） ％ 、（８５畅９ ± ３畅５） ％

和（８１畅１ ± ４畅２） ％ ，基质效应分别为（１０６畅７ ± ５畅３） ％ 、（１０１畅３ ± ６畅７） ％ 和（９７畅６ ± ４畅４） ％ ；血浆帕唑帕尼的主要药动学参数 ：

峰值浓度 cmax为 （２０畅２２ ± １畅９５ ） μg／ml ，达峰时间 tmax为 （１畅７５ ± ０畅７６ ） h ，半衰期 t１／２为 （７畅３５ ± ２畅３１） h ，药唱时曲线下面积

AUC０唱t为（２１３畅１６ ± ３９畅９２） μg · h／L ，AUC０唱 ∞ 为（２１５畅７９ ± ３９畅８４） μg · h／L ，表观分布容积 V d为（４畅１０ ± １畅７８） L ／kg ，清除率
CL为（０畅３８ ± ０畅０７） L／h 。用房室模型拟合 ，帕唑帕尼在大鼠体内呈一级消除的二室模型 。结论 　本研究建立用 UPLC唱MS
检测大鼠血浆帕唑帕尼的方法 ，专属性高 ，分离完全 ，检测时间短 ；适合帕唑帕尼的药动学和药物相互作用研究 。

　 　 ［关键词］ 　帕唑帕尼 ；超高效液相色谱唱质谱 ；药动学
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Study on pharmacokinetics of pazopanib in rats
ZHOU Chenjian１ ，ZHAO Langhuan２ ，HU Guoxin３ （１ ．Center Hospital of Wenzhou ，Wenzhou ２３５０００ ，China ；２ ．People′s
Hospital of Wenzhou ，Wenzhou ２３５０００ ，China ；３ ．Medical College of Wenzhou ，Wenzhou ２３５０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To develop a UPLC唱MS method for the determination of pazopanib in rat plasma ，and study the
pharmacokinetics of pazopanib in rats ．Methods 　 The effective UPLC MS ／MS separation of the examined compounds was ap唱
plied on an Acquity BEH C１８ column with a gradient mobile phase system ．AB Sciex QTRAP ５５００ triple quadruple mass spec唱
trometer equipped with an electrospray ionization （ESI） interface was used for mass spectrometric detection ．The MRM transi唱
tions of m／z ４３８ ．３ → ３５７畅２ and m／z ２８５畅２ → １９３ ．１ were used to quantify for pazopanib and ISTD ，respectively ；６ rats were
given ８０ mg／kg pazopanib intragastric administration ．Blood samples were collected from the tail vein at different point after
administration ．The concentration of pazopanib in plasma was detected by the UPLC唱MS methods ．The pharmacokinetics pa唱
rameters were analyzed by DAS program ．Results 　 Pazopanib and ISTD were eluted at １ ．１０ and １ ．３７ min respectively ．Excel唱
lent liner relationship was obtained from the range of ０ ．２５ μg／ml to ４０ ．００ μg／ml （ r ＝ ０ ．９９９ ２） ．The intra唱day RSD were
６畅１７％ ，２ ．７３％ and ２ ．５４％ and inter唱day RSD were ７ ．５６％ ，５ ．９８％ and ２ ．８４％ respectively at three concentrations （０畅５０ ，

１０畅００ ，３０畅００ μg／ml） ，the recoveries were （７８ ．４ ± ４ ．８）％ ，（８５ ．９ ± ３ ．５）％ and （８１ ．１ ± ４ ．２）％ respectively ，the Matrix effect
were （１０６ ．７ ± ５ ．３） ％ ，（１０１ ．３ ± ６ ．７） ％ and （９７ ．６ ± ４ ．４） ％ respectively at three concentrations （０ ．５０ ，１０ ．００ ，３０ ．００ μg／
ml） ；６ rats were given ８０ mg／kg pazopanib intra唱gastric administration ．The main pharmacokinetics parameters of pazopanib
were as following ：cmax （２０ ．２２ ± １ ．９５） μg／ml ，tmax （１ ．７５ ± ０ ．７６） h ，t１／２ （７ ．３５ ± ２ ．３１） h ，AUC０唱t （２１３ ．１６ ± ３９ ．９２） μg · h／L ，

AUC０唱 ∞ （２１５ ．７９ ± ３９ ．８４） μg · h／L ，Vd （４ ．１０ ± １ ．７８） L ／kg ，CL （０ ．３８ ± ０ ．０７） L ／h ．Conclusion 　 The method was simple ，
rapid ，accurately ，which could be used to determine the pazopanib concentration in rat plasma and study on its pharmacokinet 唱
ics ．Pazopanib was fitted to the first唱order elimination kinetics in rats ．
　 　 ［Key words］ 　 pazopanib ；UPLC唱MS ；pharmacokinetics
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　 　帕唑帕尼（pazopanib） 是一种新型的多靶点酪
氨酸激酶抑制剂 ，针对血管内皮生长因子受体

（VEGFR唱１ ，唱２ ，唱３ ） 、血小板源性生长因子受体

（PDGFR唱a ，唱b）和干细胞因子受体（c唱kit ） ，具有直

接的抗增殖作用和抗血管生成的特性 。帕唑帕尼通

过抑制酪氨酸激酶在广谱的肿瘤类型中发挥关键作

用［１］
。临床前的药动学和药效学研究结果显示 ，对

各种异种移植的肿瘤（如结肠癌 、黑色素瘤 、前列腺

癌 、肾癌 、乳腺癌 、肺癌 、多发性骨髓瘤） ，帕唑帕尼抑

制肿瘤生长呈明显的剂量依赖性［２］
。本研究建立检

测大鼠血浆中帕唑帕尼浓度的超高效液相色谱唱质

谱（UPLC唱MS）的方法 ，研究帕唑帕尼在大鼠体内

的药动学过程 ，为临床药物合用 、药物监测和药物相

互作用研究提供方法学的理论依据 。

1 　材料与方法

1 ．1 　 仪器 　 超高效液相色谱仪 ：１８６０唱１５０１８ 四元

溶剂管理器 、１８６０唱１５０１７自动进样管理器和工作站

（Waters 公司 Acquity 系列） 。 质谱仪 ：AB Sciex
QTRAP ５５００ 三重四级杆质谱仪（加拿大 Toronto
公司） 。其他仪器 ：电子分析天平 AB２０４唱A ［梅特

勒唱托利多（上海） 仪器公司］ ；涡旋混合器（XK９６唱
B ，姜堰市新康医疗器械有限公司） ；台式高速冷冻

离心机（TGL唱１６G ，上海安亭科学仪器厂） ；超纯蒸

水仪（Millipore Milli唱Q ，美国 Bedford） 。
1 ．2 　药品与试剂 　帕唑帕尼（Sigma Aldrich ，美国

St ．Louis） ；地西泮（中国药品生物制品鉴定所） ；甲

醇及乙腈（色谱纯 ，Merck KGaA ，德国 Darmstadt） ；

甲酸（Sigma唱Aidrich） 。
1 ．3 　标准品溶液及内标溶液的配制 　用电子分析

天平（灵敏度为 ０ ．１ mg）准确称取帕唑帕尼标准品
１０ mg 于 １０ ml 容量瓶中 ，用甲醇溶解并定容至

１０ ml ，得浓度为 １ mg／ml的帕唑帕尼标准储备液 ，

于 ４ ℃冰箱中保存备用 。精密称取地西泮适量 ，用

乙腈溶解稀释成质量浓度为 ２０ μg／ml的地西泮内
标溶液 ，于 ４ ℃冰箱中保存备用 。

1 ．4 　 实验动物 　 健康雄性 SD 大鼠 ６ 只 ，体重

（２００ ± ２０） g ，由温州医科大学实验动物中心提供 ，

动物许可证号 ：SCXK （沪） ２００７唱０００５ 。 所有动物

实验的操作规程严格按照温州医科大学动物保护和

使用委员会颁布的枟实验动物使用和保护指导守则枠

进行 。实验大鼠每天供给统一的饲料和水 ，饲养温

度控制在 ２０ ～ ２４ ℃ 。

1 ．5 　 UPLC唱MS／MS 条件
1 ．5 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱 ：Acquity BEH C１８柱

（２ ．１ mm × ５０ mm ，１ ．７ μm） ；流动相 ：乙腈唱０ ．１％ 甲

酸体系 ，梯度洗脱 ，０ ～ ０ ．３ min ：乙腈 ２０％ → ９５％ ，

０ ．３ ～ １ ．５ min ：乙腈 ９５％ ，１ ．５ ～ １ ．８ min ：乙腈
９５％ → ２０％ ，１ ．８ ～ ３ ．０ min ：乙腈 ２０％ ；流速 ：

０ ．４０ ml／min ；柱温 ：４０ ℃ ，样品室温度 ：４ ℃ 。

1 ．5 ．2 　质谱条件 　离子源为电喷雾离子源（ESI） ，

正离子方式检测 ，帕唑帕尼和地西泮采用多反应监

测（MRM ）的方法检测 。帕唑帕尼和内标地西泮的

MRM 分别为 m／z ４３８ ．３ → ３５７ ．２ 和 m／z ２８５ ．２ →

１９３ ．１ 。气帘气 ４０ psi ，雾化气 ５５ psi ，锥气 ５５ psi ；
离子喷雾电压 ３ ．５ kV ；加热块温度 ４００ ℃ ；压力

０ ．１８ Pa 。
1 ．6 　血浆样品处理方法 　 准确吸取待测血浆样品

１００ μl于 １ ．５ ml微量离心管中 ，加入 ２０ μg／ml 的
地西泮内标工作液 ２００ μl （乙腈稀释） ，漩涡混匀

１畅０ min 。以１２ ０００ r／min离心 １０ min ，取上清液置
样品瓶的内插管中 ，设定 ２ μl进样检测 。

2 　结果

2 ．1 　专属性 　帕唑帕尼的质谱扫描图 ，如图 １ 。以

下血浆样品均按“１ ．６”项下方法处理 。帕唑帕尼血

浆样品 UPLC 图见图 ２ 。取雄性 SD 大鼠空白血
浆 。精密吸取帕唑帕尼标准液适量 ，配制成含帕唑

帕尼 ５ μg／ml加内标地西泮 ２０ μg／ml 的标准血浆
样品 。 SD大鼠 ８０ mg ／kg 帕唑帕尼灌胃 ，取灌胃后

６０ min 血浆样品 。帕唑帕尼和地西泮的保留时间

分别为 １ ．１０ 、１ ．３７ min 。 故本方法具有较高的专
属性 。

图 1 　帕唑帕尼的质谱扫描图

2 ．2 　线性关系及定量下限 　 配制帕唑帕尼浓度为

０ ．２５ 、０ ．５ 、１ 、２ ．５ 、５ 、１０ 、２０ 、４０ μg／ml的血浆标准品
溶液 ，按“１ ．６”项下方法处理 ，测定帕唑帕尼峰面积

（A s ） 、内标地西泮峰面积（A i ） ，以 A s ／A i为纵坐标
（Y ） ，浓度为横坐标（X） ，绘制帕唑帕尼的标准曲线 ，

权重为 １／X２
。 标准曲线方程为 Y ＝ ０ ．６１８ ４ X ＋

５０ ．６９１ ６ ，相关系数 r ＝ ０ ．９９９ ２ ，定量下限为

０ ．２５ μg／ml 。
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图 2 　帕唑帕尼 UPLC图
A ．空白血浆 ；B ．帕唑帕尼（５ μg ／ml） ＋

地西泮（２０ μg ／ml） 的血浆样品 ；１ ．帕唑帕尼 ；２ ．地西泮

2 ．3 　精密度试验 　 配制帕唑帕尼低 、中 、高 ３ 个浓

度（０ ．５ 、１０ 、３０ μg／ml） 的血浆标准品溶液 ，平行试

验 ６次 ，按“１ ．６”项下方法处理后检测 。于同一天检

测 ，计算日内精密度 ；连续测定 ３ d ，计算日间精
密度 。

　 　日内 、日间精密度 ：血浆帕唑帕尼低 、中 、高 ３个

浓度的日内及日间精密度检测结果见表 １ ，RSD 均
小于 １０％ 。

2 ．4 　回收率和基质效应 　配制帕唑帕尼低 、中 、高

３个浓度（０ ．５ 、１０ 、３０ μg／ml）的血浆标准品溶液 ，平

行试验 ６次 ，按“１ ．６”项下方法处理后检测 。以血浆

标准品溶液的峰面积分别与直接进样相同浓度的帕

唑帕尼的峰面积之比值计算回收率 。取 ６份不同大

鼠的空白血浆 ，用乙腈进行沉淀 ，比较空白血浆沉淀

后加入 ３个质控水平的帕唑帕尼的峰面积与直接进

表 1 　血浆帕唑帕尼的日内及日间精密度（珚x ± s ，n＝ ６）

加入浓度
（ρB ／μg · ml － １ ）

日内精密度

检测浓度（ρB ／μg · ml － １ ） RSD（％ ） 相对误差（％ ）

日间精密度

检测浓度（ρB ／μg · ml － １ ） RSD（％ ） 相对误差（％ ）

０ 篌．５０ ０ 亮．４９ ± ０ ．０３ ６  ．１７ － ２ 厖．８０ ０ 祆．４９ ± ０ ．０４ ７ I．５６ － ２ 鞍．００

１０ 篌．００ １０ 亮．２５ ± ０ ．２８ ２  ．７３ ２ 厖．５０ １０ 祆．０３ ± ０ ．０６ ５ I．９８ ０ 鞍．３０

３０ 篌．００ ３０ 亮．３６ ± ０ ．７７ ２  ．５４ １ 厖．２０ ２９ 祆．５４ ± ０ ．８４ ２ I．８４ － １ 鞍．５３

样相同浓度的帕唑帕尼的峰面积的比值计算基质效

应 。用同样的方法评价内标地西泮的回收率及基质

效应 。详见表 ２ 。

表 2 　帕唑帕尼与内标地西泮的
回收率及基质效应（珚x ± s ，n＝ ６）

分析物
加入浓度

（ρB ／μg · ml － １ ）
回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

基质效应
（％ ）

RSD
（％ ）

帕唑帕尼 ０ 拻．５ ７８ 谮．４ ± ４ ．８ ５ 破．６ １０６ #．７ ± ５ ．３ ５ �．０

１０ 拻．０ ８５ 谮．９ ± ３ ．５ ４ 破．１ １０１ #．３ ± ６ ．７ ６ �．６

３０ 拻．０ ８１ 谮．１ ± ４ ．２ ５ 破．２ ９７  ．６ ± ４ ．４ ４ �．５

地西泮 ２０ 拻．０ ８２ 谮．３ ± ３ ．９ ４ 破．８ ９４  ．８ ± ４ ．６ ４ �．９

2 ．5 　样品稳定性 　配制帕唑帕尼低 、中 、高 ３ 个浓

度（０ ．５ 、１０ 、３０ μg／ml）的血浆标准品溶液 ，按“１ ．６”

项下方法处理 ，分别检测在进样器内放置 １２ h的浓
度 ，考察其稳定性 。分别在反复冻融 ３次后 、室温放

置 ２４ h 、于 － ８０ ℃冰箱冰冻保存 ３０ d ，测定血浆帕
唑帕尼的浓度 ，考察其稳定性 。血浆样品的稳定性

试验结果 RSD均小于 １０％ 。结果见表 ３ 。

2 ．6 　药动学参数 　雄性 SD大鼠 ６只 ，给予帕唑帕

尼８０ mg／kg灌胃 ，血浆帕唑帕尼的平均药物浓度唱

时间曲线见图 ３ 。血浆药物浓度经 DAS（Drug And

Statistics ，version３ ．０） 程序处理 ，用非房室模型估

算药动学参数 ，详见表 ４ 。

表 3 　帕唑帕尼血浆样品的稳定性试验

加入浓度
（ρB ／μg · ml － １ ）

RSD（％ ）

处理后
样品

冻融
样品

室温放置（２４ h） 、
冰冻（ － ８０ ℃ ）保存样品

０ �．５０ ０ B．４８ １ 苘．７７ １ ┅．９０

１０ �．００ ０ B．２７ ０ 苘．８５ １ ┅．４３

３０ �．００ ０ B．１３ １ 苘．１５ ２ ┅．１７

图 3 　帕唑帕尼的平均药唱时曲线
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表 4 　帕唑帕尼的主要药动学参数

参数（单位） 均值 标准差

AUC （０唱t） （μg · h ／L） ２１３ V．１６ ３９ �．９２

AUC （０唱 ∞ ） （μg · h ／L） ２１５ V．７９ ３９ �．８４

t１／２ （t／h） ７ V．３５ ２ �．３１

tmax （t／h） １ V．７５ ０ �．７６

V d （L ／kg） ４ V．１０ １ �．７８

CL（L ／h） ０ V．３８ ０ �．０７

cmax （ρB ／μg · L － １ ） ２０ V．２２ １ �．９５

3 　讨论

　 　帕唑帕尼对肾细胞癌（RCC） 有明显的抗肿瘤
作用 ，对其他恶性肿瘤如肝细胞癌（HCC） 、非小细
胞肺癌（NSCLC） 、卵巢癌和多发性骨髓瘤也有抗肿
瘤作用［１］

。 帕唑帕尼是目前通过美国 FDA 和
EMA 批准作为转移性肾细胞癌患者的一线治疗药
物［３ ，４］

。与安慰剂组相比 ，口服帕唑帕尼８００ mg／d ，
１次／d ，可改善晚期及转移性肾癌（肾细胞癌） 患者

的无进展生存期 。两种 HPLC 法检测血浆中帕唑
帕尼的浓度已见报道［５ ，６］

，但存在灵敏度不高 、血浆

样品处理方法复杂 、色谱运行时间长等不足 ，限制了

其药动学研究结果的应用 。

　 　 本研究结果显示 ，大鼠灌胃给予 ８０ mg／kg 帕
唑帕尼后 ，平均在 １ ．７５ h达到 ２０ ．２２ μg／ml的药物
峰值浓度 ；血浆 t１／２ 为 ７ ．３５ h 左右 ，V d 约为
４ ．１０ L／kg ，CL 约为 ０ ．３８ L／h 。用房室模型拟合 ，

帕唑帕尼在大鼠体内呈一级消除的二室模型 。本研

究建立 UPLC唱MS／MS检测大鼠血浆帕唑帕尼的方
法 ，专属性高 ，分离完全 ，检测时间短 ；适合帕唑帕尼
的药动学和药物相互作用研究 。
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图 2 　地奥司明栓剂的溶出曲线

述 ，运用本方法制备的地奥司明栓剂符合质量控制

标准的要求 ，也为该药物新剂型的开发提供了参考 。
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