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二-(2, 4-二氯苯甲酰异羟肟酸) 二苯基合锡大鼠血浆蛋白结合率的测定 

郭  璞，李云兰*，李青山* 
山西医科大学 药学院，山西 太原  030001 

摘  要：目的  建立二-(2, 4-二氯苯甲酰异羟肟酸) 二苯基合锡（DPDCT）在大鼠血浆中蛋白结合率的测定方法。方法  采
用 HPLC 法测定大鼠血浆中药物总浓度及游离药物浓度，结合平衡透析法测定血浆蛋白结合率。结果  DPDCT 在质量浓度

为 0.2、1.0、5.0 μg/mL 时与大鼠的血浆蛋白结合率分别为（58.9±2.0）%、（57.4±1.2）%和（58.6±0.8）%。不同浓度组

血浆蛋白结合率差异无统计学意义。结论  该方法灵敏度高，重复性好，操作简单，能够满足生物样品分析的要求。DPDCT
具有中等强度的血浆蛋白结合率。 
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Determination of plasma protein binding rate of diphenylpi-(2, 4-dichlorben- 
zohydroxamato) tin in rats 

GUO Pu, LI Yun-lan, LI Qing-shan 
College of Pharmacy, Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China 

Abstract: Objective  To develop a method for the determination of the protein binding rate of diphenylpi-(2, 
4-dichlorbenzohydroxamato) tin (IV) (DPDCT) in rat plasma. Methods  The HPLC combined with equilibrium dialysis was carried 
out to determine the plasma protein binding rate of DPDCT. Results  The plasma protein binding rates in rats were(58.9 ± 2.0)%, 
(57.4 ± 1.2)%, and (58.6 ± 0.8)% when the concentration of DPDCT was 0.2, 1.0, and 5.0 μg/mL, respectively. There was no significant 
difference in all groups. Conclusion  The method is simple, rapid, accurate, and sensitive, and it could meet the requirement for 
analysis method of biological samples. DPDCT has medium plasma protein binding rates. 
Key words: diphenylpi-(2, 4-dichlorbenzohydroxamato) tin; HPLC; equilibrium dialysis; plasma protein binding rate 
 

二-(2, 4-二氯苯甲酰异羟肟酸) 二苯基合锡

（DPDCT）（图 1）是一种新型的金属有机锡类抗肿

瘤化合物，该化合物对 HL-60、BGC-823、BEL-7402、
KB 等细胞的增殖抑制率均在 80%以上[1]，是我国

拥有自主知识产权的一个创新化合物，目前处于临

床前试验阶段。药物血浆蛋白结合率是药动学的重

要参数之一，是新药评价不可缺少的指标，目前未

见国内外测定 DPDCT 血浆蛋白结合率的相关报

道。本研究建立了 DPDCT 在大鼠血浆及透析液中

的含量测定分析方法，并采用平衡透析法对 DPDCT
的大鼠血浆蛋白结合率进行测定，为 DPDCT 的血药

浓度监测及新药研发提供了方法和试验依据。 
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图 1  二-(2, 4-二氯苯甲酰异羟肟酸) 二苯基合锡的结构式 
Fig. 1  Chemical structure of DPDCT 

1  仪器与材料 
1.1  仪器 

Waters2695 高效液相色谱仪，配有二极管阵列

检测器；Empower 色谱工作站；TGL—16G 高速冷

冻离心机（上海安亭科学仪器厂）；QL—901 型漩 
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涡混合器（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）。透

析袋 MD25（8 000～14 000）（鼎国生物技术有限

公司）。 
1.2  试药 

DPDCT 对照品（自制，三次重结晶，质量分

数＞99.0%）；乙酰苯胺对照品（内标，中国食品药

品 检 定 研 究 院 ， 质 量 分 数 ＞ 99.0% ， 批 号

040547-007）；甲醇为色谱纯（天津市四友精细化学

品有限公司）；其他试剂均为分析纯；水为三蒸水。 
1.3  实验动物 

清洁级 SD 大鼠，体质量（200±20）g，山西

医科大学实验动物中心提供，合格证号：SCXK（晋）

2009-0001；大鼠腹主动脉取血，肝素抗凝，离心，

分离血浆，−20 ℃贮藏，备用。 
2  方法 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 Diamonsil C18（250 mm×4.6 mm，5 
μm），流动相为甲醇-0.5%磷酸水溶液（33∶67，
pH 3.0），体积流量为 0.8 mL/min，柱温为 25 ℃，

检测波长为 228 nm，进样体积为 20 μL。 
2.2  试液的配制 
2.2.1  空白透析液  精密称取磷酸氢二钾 14.11 g，
磷酸二氢钾 2.59 g，氯化钠 1.99 g 于 1 L 量瓶中，

加三蒸水溶解并稀释至刻度，摇匀，得 pH 为 7.4
的磷酸盐缓冲液[2]。 
2.2.2  DPDCT 储备液  精密称取 DPDCT 对照品

4.50 mg 于 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻

度，摇匀，得质量浓度为 450 μg/mL 的 DPDCT 储

备液。 
2.2.3  DPDCT 标准系列溶液Ⅰ  精密量取 DPDCT
贮备液适量，加甲醇稀释成质量浓度为 0.3、1.5、
7.5、15.0、22.5、45.0 μg/mL 的标准系列溶液，用

于透析内液的方法学研究。 
2.2.4  DPDCT 标准系列溶液Ⅱ  精密量取 DPDCT
贮备液适量，加空白透析液稀释成质量浓度为 0.15、
0.3、0.75、3.0、7.5、22.5 μg/mL 的标准系列溶液，

用于透析外液的方法学研究。 
2.2.5  DPDCT 标准系列溶液Ⅲ  精密量取 DPDCT 
贮备液适量，加空白透析液稀释成质量浓度为 4.0、
20、100 μg/mL 的标准系列溶液，用于蛋白结合率

的研究。 
2.2.6  内标溶液  精密称取乙酰苯胺对照品 10.0 
mg，置 100 mL 量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，

精密量取 1 mL 溶液，置 10 mL 量瓶中，用甲醇稀

释至刻度，得 10.0 μg/mL 的内标溶液。 
2.3  样品处理方法 
2.3.1  透析内液样品（血浆）的处理  精密吸取血

浆 200 μL，置具塞离心管中，加甲醇 200 μL，加乙

酰苯胺内标溶液 200 μL，摇匀，涡旋混合 3 min 后，

−4 ℃离心（13 000 r/min）5 min，吸取上清液，用

0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液 20 μL 注入高效液

相色谱仪测定。 
2.3.2  透析外液的处理  精密吸取透析外液 200 
μL，置具塞离心管中，加甲醇 200 μL，加乙酰苯胺

内标溶液 200 μL，用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续

滤液 20 μL 注入高效液相色谱仪测定。 
2.4  平衡透析实验方法 

采用平衡透析法测定[3]  将空白透析液浸泡后

的透析袋（长度约 10 cm）一端折叠，用线结扎，

将 1 mL 空白血浆加入透析袋中，透析袋内留有一

小空气泡，将多余空气排出，并将透析袋的另一端

折叠后用线扎紧，放置悬浮于盛有 20 mL 透析外液

的具塞平底试管中，调节透析袋内外液面，使其保

持同一水平，并使透析袋不靠管壁，以免影响药物

透析。透析外液的质量浓度分别为 0.2、1.0、5.0 
μg/mL。将具塞平底试管置 37 ℃恒温箱中，直到药

物扩散达到平衡。分别测定透析袋内血浆药物浓度

（总浓度 Dt）及透析袋外缓冲液中药物浓度（游离

药物浓度 Df），根据血浆蛋白结合率的计算公式

fb＝(Dt－Df)/Dt×100%计算血浆蛋白结合率，每个

浓度的样品平行测定 5 次。透析结束后，用 10%高

氯酸溶液检查透析袋外溶液有无蛋白漏出，有漏出

者作废。 
2.5  统计学分析 

实验所得数据采用 ±x s 表示，用 SASS 软件处

理数据，组间均数比较用 t 检验。 
3  结果 
3.1  方法专属性 

在上述色谱条件下，乙酰苯胺（内标）和 DPDCT
的色谱峰能与内源性物质完全分离，保留时间分别

为 12.9、17.8 min。见图 2。 
3.2  标准曲线 
3.2.1  透析内液  取空白血浆 200 μL，加入 200 μL 
DPDCT 标准系列溶液Ⅰ和 200 μL 内标溶液，使

DPDCT 终质量浓度分别为 0.1、0.5、2.5、5.0、7.5、
15.0 μg/mL。按“2.3”项下方法操作，以样品质量 
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A-Ⅰ-空白血浆  Ⅱ-空白血浆＋内标＋DPDCT  Ⅲ-血浆样品  B-Ⅰ-空白透析液  Ⅱ-空白透析液＋内标＋DPDCT  Ⅲ-透析外液样品  1-内标  
2-DPDCT 
A-Ⅰ-blank plasma Ⅱ- blank plasma + IS + DPDCT Ⅲ- plasma sample.  B-Ⅰ-blank extracellular fluid microdialysis Ⅱ-blank extracellular fluid 
microdialysis + IS + DPDCT  Ⅲ-extracellular fluid microdialysis sample.  1-IS  2-DPDCT 

图 2  二-(2, 4-二氯苯甲酰异羟肟酸) 二苯基合锡的 HPLC 图 
Fig. 2  HPLC chromatograms of DPDCT 

浓度（μg/mL）为横坐标，DPDCT 与内标面积之比

为纵坐标作图。透析内液回归方程为 Y＝0.053 1X－
0.024 7（r＝0.999 1，n＝6）。根据标准曲线，DPDCT
在 0.1～15.0 μg/mL 线性关系良好。当 DPDCT 峰高

为仪器响应噪音的 3 和 10 倍量时，测得透析内液中

DPDCT 的检测限和定量限分别为 35、100 ng/mL。 
3.2.2  透析外液  取空白透析液 200 μL，加入 200 
μL DPDCT 标准系列溶液Ⅱ和内标溶液 200 μL，使

DPDCT 终质量浓度分别为 0.05、0.1、0.25、1.0、
2.5、7.5 μg/mL。按“2.3”项下方法操作，以样品

质量浓度（μg/mL）为横坐标，DPDCT 与内标峰面

积之比为纵坐标作图。透析外液回归方程为 Y＝
0.037 9X－0.008 1（r＝0.999 6，n＝6）。根据标准曲

线，DPDCT 在 0.05～7.5 μg/mL 线性关系良好。当

DPDCT 峰高为仪器响应噪音的 3 和 10 倍量时，测

得透析外液中 DPDCT 的检测限和定量限分别为

17、50 ng/mL。 
3.3  准确度和精密度 
3.3.1  透析内液  取空白血浆 200 μL，按“3.2”项

下方法操作，配制成低、中、高 3 个质量浓度（0.3、
3.0、12.0 μg/mL）的模拟生物样品。考察方法的日内

和日间精密度（RSD）和准确度（RE）。结果见表 1。 
3.3.2  透析外液  取空白血浆 200 μL，按“3.2”项

下方法操作，配制成低、中、高 3 个质量浓度（0.1、
1.0、5.0 μg/mL）的模拟透析液样品。考察方法的日

内和日间精密度（RSD）和准确度（RE），见表 1。 
3.4  提取回收率 

取空白血浆 200 μL，按“3.2”项下方法操作，  

表 1  透析内液及透析外液测定的准确度和精密度结果 
Table 1  Results of precision and accuracy tests 

RSD/% 
样品 浓度/(μg·mL−1) RE/% 

日内 日间

血浆 0.3 3.8 6.7 5.4 

 1.5 −2.7 4.7 4.2 

 12.0 2.3 2.2 1.7 

透析外液 0.1 −1.6 5.4 6.8 

 0.5 5.2 1.0 3.2 

 5.0 3.8 0.9 1.5 
 

配制成低、中、高3个质量浓度（0.3、3.0、12.0 μg/mL）
的标准样品，每个浓度 3 个样本，分别测定 DPDCT
的峰面积。以 DPDCT 的峰面积与相应浓度的

DPDCT 标准溶液直接进样的色谱峰面积之比计算

样品的绝对提取回收率。结果表明，3 种浓度下

DPDCT 在血浆中的平均提取回收率分别为 98.6%、

97.9%和 95.4%，RSD 分别为 2.0%、3.4%和 0.3%。 
3.5  稳定性 

取空白血浆 200 μL，按“3.2”项下的方法操作，

配制成低、中、高3个质量浓度（0.3、3.0、12.0 μg/mL）
的 DPDCT 血浆样品。考察样品预处理后室温放置

4 h 和−70 ℃下放置一周的稳定性。结果表明血浆

样品在室温放置 4 h 和−70 ℃下放置一周等条件下

稳定性良好。 
3.6  平衡时间 

在透析袋内以透析外液代替血浆，按“2.4”及

“2.3”项下操作，测定 4、6、8、10、12 h 时透析袋
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内与透析袋外的浓度，以两者浓度之比对时间的关

系考察透析袋内外的药物平衡时间。结果表明

DPDCT 透析达到平衡时间约需 8 h。 
3.7  透析膜对药物的吸附作用 

将透析袋内加入 1 mL（设体积为 V1）空白透

析液，然后在透析袋外加入已知药物浓度 CA 的透

析液 20 mL（设体积为 V2），在 37 ℃恒温培养箱中

放置 8 h 至其平衡后，测定透析袋外药物浓度 CE。

透析膜对药物的吸附率 X 用下式计算[4]。 

X＝[CA×V2－CE×（V1＋V2）]/CA×V2 

由测定结果可见，透析膜对药物有微量的吸附，

低、中、高（0.2、1.0、5.0 μg/mL）3 种质量浓度下

吸附率分别为 0.7%、1.2%、1.1%，透析膜的吸附作

用对测试结果无影响。 
3.8  血浆蛋白结合率的测定 

结果低、中、高 3 种质量浓度（0.2、1.0、5.0 
μg/mL）的 DPDCT 血浆蛋白结合率分别为（58.9±
2.0）%、（57.4±1.2）%和（58.6±0.8）%。见表 2。 

表 2  DPDCT 血浆蛋白结合率的结果 
Table 2  Results of plasma protein binding rate of DPDCT 

DPDCT/(μg·mL−1) DPDCT/ 

(μg·mL−1) 透析外液 透析内液 
蛋白结合率/% 

0.2 0.16±0.01 0.39±0.02 58.9±2.0 

1.0 0.74±0.03 1.74±0.05 57.4±1.2 

5.0 4.29±0.08 10.38±0.21 58.6±0.8 
 

对 8 h 的数据进行统计分析，应用 F 检验证明

其方差齐性后，通过 SASS 软件进行方差分析，结

果表明各浓度组间的结合率数据差异无显著性。 
4  讨论 

实验初期生物样品预处理方法的建立，是本实

验的关键问题，同时也是难点之一。选择蛋白沉淀

剂时，发现采用甲醇作为蛋白沉淀剂并提取生物样

品中的 DPDCT 和内标，方法可靠，提取回收率高，

确定用甲醇蛋白沉淀法。在检测波长的选择上，将

DPDCT 与内标进样分离后，利用 DAD 检测器对其

进行全波长吸收光谱扫描，DPDCT 与内标最大吸

收波长虽不一致，在 220～240 nm 之间两者均有较

强的吸收，选择 228 nm 为检测波长，在此波长下

基线平稳，且噪声小，具有较高灵敏度。 
血浆蛋白结合率的测定方法有平衡透析法、凝

胶过滤法、超滤法和超速离心法等[5]，平衡透析法

原理简单，操作方便，不需要贵重的仪器，是一种

较为经典的血浆蛋白结合率测定方法，但它容易受

到一些因素的影响。在本实验过程中透析液的 pH
值和离子强度都被严格控制；透析外液和内液的液

面始终保持在同一水平以避免体积迁移的干扰；透

析过程在密封环境中进行，可以减少由于液体蒸发

带来的透析液浓度的改变；每次实验结束后都要检

查是否存在蛋白泄漏，泄漏的样品务必作废；实验

中还考察了温度为 37 ℃时药物的稳定性和透析膜

对药物的吸附作用，均符合要求。 
本实验结果显示，HPLC 法测定 DPDCT 与大

鼠血浆蛋白结合率实验具有简便、快速、灵敏与选

择性高的特点。DPDCT 与大鼠血浆蛋白具有中等

强度的结合率，在实验浓度范围内，蛋白结合率与

透析液的药物浓度无关。由于体外实验条件不能完

全模拟药物在体内的环境，因此体外实验结果不能

完全代表药物的体内血浆蛋白结合率，该结果可作

为体内真实血浆蛋白结合率的参考。 
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