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双修饰壳聚糖载丝裂霉素 C 纳米粒在大鼠体内的药动学研究 
  
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摘要：目的  研究双修饰壳聚糖载丝裂霉素 C 纳米粒在大鼠体内的药动学特征。方法  2 组大鼠分别静脉注射 4 mg·kg1

丝裂霉素 C 纳米粒和丝裂霉素 C 注射剂后，采用高效液相色谱-串联质谱法(HPLC-MS)测定给药后不同时间点血浆中丝裂

霉素 C 的浓度，计算主要药动学参数。结果  丝裂霉素 C 的线性范围 20~1 000 µg·L1，最低定量限为 20 µg·L1，提取回

收率均>95%，日内、日间精密度 RSD 均<15%。双修饰壳聚糖载丝裂霉素 C 纳米粒和丝裂霉素 C 注射剂 t1/2 分别为

(2.64±0.11)h、 (0.49±0.049)h；AUC0-∞分别为 (2.01±0.11)mg·h1·L1、 (0.93±0.075)mg·h1·L1；Vz 分别为 (1.52±0.18)L、

(0.63±0.065)L；CL 分别为(6.95±0.70)mL·min1、(15.47±1.89)mL·min1，2 者均有显著性差异。结论  该方法灵敏、准确、

专一，适用于丝裂霉素 C 的药动学研究。与丝裂霉素 C 注射剂相比，双修饰壳聚糖载丝裂霉素 C 纳米粒具有缓释和长循

环的作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the pharmacokinetics of dual conjugated chitosan-mitomycin C nanoparticles 
(CS-MMC-NPs) in rats. METHODS  The two groups of rats were injected with CS-MMC-NPs and MMC injection at the dose 

of 4 mg·kg1. The concentrations of MMC in plasma at different time were determined by HPLC-MS and the main 

pharmacokinetic parameters were calculated. RESULTS  The calibration curves were linear over the range of 201 000 µg·L1. 

The limit of quantitation was 20 µg·L1. The within day and day to day relative standard deviation(RSD) was <15%. The main 
pharmacokinetic parameters of CS-MMC-NPs and MMC injection were as follows: t1/2 were (2.64±0.11)h and (0.49±0.049)h, 

AUC0- ∞  were (2.01±0.11)mg·h1·L1 and (0.93±0.075)mg·h1·L1, Vz were (1.52±0.18)L and (0.63±0.065)L, CL were 

(6.95±0.70)mL·min1 and (15.47±1.89)mL·min1. The differences of parameters were significant between two preparations. 
CONCLUSION  The method is sensitive, accurate, specific for the pharmacokinetic study of CS-MMC-NPs. Compared with 
MMC injection, CS-MMC-NPs has a controlled releasing rate, a high level of blood concentrations and a long blood circulation 
time, which benefits the control of acute toxicity of MMC for the rats. 
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丝裂霉素 C(mitomycin C，MMC)是一种高效

广谱抗肿瘤药，但其口服吸收差，对骨髓、心脏

和胃肠道的毒性大，直接给药能非选择性地杀死

正常细胞。而且，MMC 的半衰期很短，只有大约

30 min，因此需要经常反复给药[1-2]。这些缺点大

大地限制了它在临床上的应用。纳米制剂为近些

年发展起来的新型载体，其作为药物靶向控释载

体具有提高药物在体内的半衰期，降低药物不良

反应等优点[3-5]。 

为了制备较好的 MMC 纳米粒，本研究选择可

降解的高分子生物材料壳聚糖(chitosan，CS)，采

用离子诱导结合化学交联法，先利用三聚磷酸钠

(sodium tripolyphosphate，STPP)用离子凝胶法制备

物理交联的 CS 纳米粒，然后加入化学交联剂戊二

醛(GA)进行固定，对 CS 进行活性开环聚合和改

性，得到稳定化学交联的纳米粒。接着在盐酸碳

二亚胺(EDC)和琥珀酰亚胺丙酸酸酯(SPA)作用下

进行叶酸(FA)和聚乙二醇(PEG)化学修饰，得到双

修饰的 CS 纳米粒。FA 修饰能提高肿瘤细胞对粒

子的摄取，PEG 修饰可以延长粒子在血液中的停
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留时间，使得双修饰具有缓释和长循环的作用。

之后选择 MMC 作为模型药物，通过丁二酸酐对药

物进行改性，将药物偶联到双修饰的 CS 纳米粒

上，制得双修饰壳聚糖载 MMC 纳米粒(CS-MMC- 

NPs)，并对其抗肿瘤的靶向性进行了初步研究，

得到较为理想的结果[6-7]。 

为了考察自制的 CS-MMC-NPs 在动物体内的

缓释和长循环效果，将载药粒制成注射制剂，采

取大鼠动脉插管的方法，以高效液相色谱-串联质

谱(HPLC-MS)联用法检测 MMC 浓度[8]，进行药动

学研究，进一步为临床应用提供理论依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器  

API3000液相色谱-质谱联用仪(美国应用生物

系统公司)，液相色谱仪包括：LC-10Advp 输液泵

2 台、DGU-14AM 在线脱气仪、SIL-HTc 自动进样

器(日本岛津公司)；BS200S-WE 电子天平(北京塞

多利斯天平有限公司)；2-16P 离心机(厦门精艺兴

业科技有限公司)；TTL-DC 多功能氮吹仪(北京同

泰联科技有限公司 )；Finnpipette 移液枪 (美国

Thermo 公司)；MS3 漩涡混合仪(德国 IKA 公司)。 

1.2  材料   

注射用 CS-MMC-NPs(自制，规格：10 mg·瓶1，

批号：111008)；注射用 MMC(浙江海正药业股份

有限公司，规格：10 mg·瓶1，批号：110402)；

MMC 对照品(纯度 HPLC≥98%，中国药品生物制

品检验所，批号：130438-201002)；肝素钠(南京

新百药业有限公司，规格：12 500 单位·支1，批

号：110613)；对氨基苯乙酮(上海阿拉丁公司，分

析纯)；乙腈(上海化学试剂研究所，色谱纯)；甲

醇(上海化学试剂研究所，色谱纯)；乙酸乙酯(国

药集团化学试剂有限公司，分析纯)。 

SPF 级 SD 大鼠 12 只，♀♂各半，体质量(200

±20)g，由厦门大学医学院实验动物中心提供，实

验动物使用许可证号：SYXK(闽)2011-0004。 

2  方法 

2.1  色谱条件 

色谱柱：Hypersil GOLD C18 柱(150 mm×

4.6 mm，5 μm)(美国 Thermo 公司)；流动相：乙腈

-水(25∶75)；流速：1.0 mL·min1；柱温：25 ℃；

进样量：20 µL。 

2.2  质谱条件 

离子源为电喷雾离子化电离源(ESI)；毛细管

电压：4 000 V；干燥气体温度：350 ℃；干燥气

流速：10.0 L·min1；雾化气压力：20 kPa； 碰撞

电压：150 eV；正离子方式检测；通过实验检查确

定 MMC 与对氨基苯乙酮的检测条件，MMC 选择

性检测[M+H]+离子对为 m/z 335.0→242.0；对氨基

苯乙酮的选择性检测[M+H]+离子对为 m/z 136.1→

94.1。 

2.3  标准溶液的配制   

精密称取 MMC 对照品溶解于甲醇中，配制成 

100 mg·L1 的单标贮备液，保存于 4 ℃冰箱中。

取适量的 MMC 贮备液稀释成适当浓度的标准液。

将 12 500 单位肝素钠(相当于 100 mg)，加入生理

盐水进行溶解，用量瓶定容至 500 mL，配制成

0.02%肝素钠溶液。取 10.0 mg 对氨基苯乙酮，加

入生理盐水进行溶解，最后配成 2 mg·L1，作为内

标液。 

2.4  给药方案和血样采集   

将 12 只大鼠随机分成实验组和对照组，每组

6 只。实验组注射 CS-MMC-NPs，对照组注射 MMC

针剂。大鼠提前 1 d 禁食，麻醉后进行颈部动静脉

插管。按照 4 mg·kg1 剂量从静脉给药。分别在 1，

5，15，30，60，90，120，180，240，360，480，

720，1 440 min 从动脉处采血，每次采血 0.3 mL，

并给动物补足等量的生理盐水(含 0.02%肝素钠)。

血样置于肝素抗凝管中，3 000 r·min1 离心 5 min，

分离血浆，血浆冷冻保存。 

2.5  血浆样品的处理   

血样在各点采集后(前 2 点先用空白血浆稀释

6 倍)，取 0.1 mL 血浆样品置于 1.5 mL 离心管中，

加入内标溶液使其浓度为 100 µg·L1，漩涡震荡

1 min(3 000 r·min1)，混匀。加入 0.5 mL 乙酸乙酯，

3 000 r·min1 漩涡震荡 2 min， 4 ℃下 6 000 r·min1

离心 6 min，取上清液置于 5 mL 离心管中，反复

萃取 4 次，合并上清液，40 ℃以下氮气吹干。提

取物加 0.08 mL 流动相，漩涡震荡溶解，4 ℃下

13 000 r·min1 离心 10 min，取上清液置于内衬管

中，待检测。 

2.6  数据处理 

将 CS-MMC-NPs 与 MMC 测得的各血药浓度

绘 制 药 时 曲 线 ， 然 后 分 别 运 用 WinNonlin 

Professional Edition Version 2.1 软件，采用统计矩

法计算出各药代动力学参数，并将所得的参数进

行配对 t 检验。 
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3  结果与讨论 

3.1  方法学考察 

3.1.1  专属性试验  取空白血浆样品 0.1 mL，按

“2.5”项下方法处理并分析，得空白样品质谱图；

同法得到 MMC 标准液加入空白血浆的质谱图、内

标溶液加入空白血浆的质谱图，结果见图 1。待测

物 MMC 的保留时间为 2.55 min。结果表明，空白

血浆中内源性物质及代谢产物不干扰 MMC，且内

标与 MMC 也能很好的分开。 

 
图 1  质谱色谱图 
A空白血浆；B丝裂霉素 C；C对氨基苯乙酮 

Fig 1  Mass spectrogram 
Ablank plasma; BMMC; C4-aminoacetophenone 

3.1.2  标准曲线和线性范围  在 0.5 mL 空白血浆

中，加入标准液和内标液，使 MMC 浓度分别为

20，40，100，400，700，1 000 µg·L1。内标液浓

度为 100 µg·L1。漩涡震荡混匀后，分别取 0.1 mL

血浆液按“2.5”项下方法操作，以血检样品浓度

(x)为横坐标，MMC 与内标面积比值(y)为纵坐标，

得到标准曲线，进行线性回归分析，得方程为

y=0.164x0.061 2， r=0.999 6。线性范围为  20~ 

1 000 µg·L1，最低定量限为 20 µg·L1。 

3.1.3  精密度试验  按“3.1.2”项下方法制低、

中、高 3 个浓度(20，100，1 000 µg·L1)的 MMC

血浆样品，各浓度 6 份，并处理测定，由标准曲

线回归方程计算出的 MMC 浓度为检出量。1 d 重

复测定 5次得日内差异，连续测定 3 d得日间差异。

日内和日间精密度符合生物样品分析要求，结果

见表 1。 

表 1  精密度试验结果 

Tab 1  Determination results of precisions of MMC 

日内(n=5) 日间(n=3) 加入量/ 

µg·L1 sx   RSD/% sx   RSD/%

20 19.60±0.37 1.91 20.00±0.18 0.91 

100 99.83±0.40 0.40 100.19±0.22 0.22 

1000 999.89±0.60 0.06 999.62±0.47 0.05 

3.1.4  回收率试验  按“3.1.2”项下方法制成低、

中、高 3 个浓度(20，100，1 000 µg·L1)的 MMC

血浆样品，各制备 6 份，同法进行处理测定，由

标准曲线回归方程计算出的 MMC 浓度为检出量。

MMC 的检出量与加入量的比值即为方法回收率，

每个浓度测量 3 次。3 个浓度的回收率分别为

98.20%，99.84%与 99.97%，平均回收率为 99.34%，

结果见表 2。 

表 2  MMC 的方法回收率(n=6) 

Tab 2  Determination results of recovery rate of MMC 
(n=6) 

MMC 加入量/

µg·L1 

MMC 平均 

检测量/µg·L1 
标准偏差 

平均回收率/ 

% 

RSD/
% 

20 19.64 0.43 98.20 2.17

100 99.84 0.61 99.84 0.61

1000 999.68 0.73 99.97 0.07

3.1.5  稳定性考察  分别考察低、中、高 3 个浓

度(20，100，1 000 µg·L1)的 MMC 血浆样品在室

温放置 24 h、自动进样器室温放置 8 h、4 ℃冰箱

条件下放置 15 d 的稳定性。以立即测定的药物量

为基准(100%)，按剩余含药量为评价指标进行考

察，结果表明 MMC 血浆样品在上述条件下均稳定。 

以上通过方法学验证，建立了用 HPLC-MS 测

定大鼠血浆中 MMC 浓度的方法。该方法回收率

高，重现性好，日内日间精密度均合格，符合生

物样品分析要求。在内标选择时考察了 MMC 和氨

基苯乙酮的分离效果，表明氨基苯乙酮与样品各

组分能完全分离、与待测物保留时间相近、与待

测物峰的大小相近，且不与待测物中各组分起化

学反应，故选择氨基苯乙酮作为内标。在血浆样

品处理中，选择沉淀剂时，考察了甲醇、乙腈、

乙酸乙酯的沉淀效果，发现样品和内标物在乙酸

乙酯中溶解度较高，且杂质不影响成分测定，因

此选用乙酸乙酯。 

3.2  药动学研究 

3.2.1  药时曲线   为了揭示 CS-MMC-NPs 和
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MMC 在大鼠体内的动态变化规律，说明它们的动

力学特征，通过测定给药后大鼠 13 个时间点的血

药浓度，利用 HPLC-MS 测得 2 者的药时曲线，结

果见图 2。 

 
图 2  MMC 与 CS-MMC-NPs 的血药浓度-时间曲线 

Fig 2  Drug concentration-time curves of MMC and 
CS-MMC-NPs 

由图 2 可以看出，CS-MMC-NPs 和 MMC 在

体内的行为明显不同，具有缓释的效果。

CS-MMC-NPs 的血药-时间曲线出现双峰现象，这

主要是由于 CS 纳米粒静脉注入血后，先是吸附的

药物释放入血，形成最初的药物浓度，然后药物

在体内迅速分布，导致血药浓度急速下降。随后

纳米粒上化学交联的药物在血液酰胺水解酶的作

用下开始逐渐释放，释出的 MMC 慢慢在血液中分

布与代谢。由于释药前相释药速度大，MMC 的消

除速度小于释药速度，则血浆中 MMC 浓度就上

升，到释药后相释药速度低于消除速度，血中

MMC 浓度下降，出现双峰现象。 

3.2.2  药动学参数计算   将药时曲线经房室拟

合，应用拟合度法及 AIC 判别法判断模型，结果

表明房室模型为二房室开放模型，结果见表 3。 

表 3  MMC 与 CS-MMC-NPs 的药动学参数(n=6, sx  ) 

Tab 3  Pharmacokinetic parameters of MMC and CS-MMC- 
NPs(n=6, sx  ) 

参 数 MMC CS-MMC-NPs 

T1/2/h 0.49±0.049 2.64±0.111) 

Cmax/mg·L1 0.51±0.060 1.48±0.111) 

AUC0-6/mg·h1·L1 0.90±0.072 1.98±0.101) 

AUC0-∞/mg·h1·L1 0.93±0.075 2.01±0.111) 

Vz/L 0.63±0.065 1.52±0.181) 

CL/mL·min1 15.47±1.89 6.95±0.701) 

MRT/min 43.24±1.79 86.78±1.981) 

注：与 MMC 对应各参数相比较，1)P<0.05 

Note: Compared with parameters of MMC, 1)P<0.05 

经 t检验：CS-MMC-NPs与MMC各参数比较，

差异均具有统计学意义(P<0.05)。 

由药动学参数可知，CS-MMC-NPs 和 MMC

的 t1/2 分别是 2.64 h 和 0.49 h，CL 分别是 6.95 和

15.47 mL·min1，MRT 分别是 43.24 和 86.78 min，

均存在统计学上的差异(P<0.05)，由此说明载药纳

米粒在大鼠体内消除慢，具有一定的长循环作用。

这是由于药物依靠载体进行运输，药物的释放需

要一定的时间，而且纳米粒上接枝上了 PEG，使

其不会很快进入肝巨噬细胞，提高了粒子在血液

循环中的时间。CS-MMC-NPs 的 Vz 是 1.52 L，是

MMC 的 2.43 倍，说明前者的 MMC 在体内分布较

MMC 注射剂广，表明其排泄较慢，在体内存留时

间较长，从侧面说明 CS-MMC-NPs 具有缓释的特

点。CS-MMC-NPs 的 AUC 是 MMC 的 2.17 倍，

表明药品以纳米粒子的形式存在，一定程度上提

高了 MMC 在大鼠体内的利用度。 
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