
plateletlysateandefficientuseincellculture [J]．MethodsMol
Biol,２０１３,９４６:３４９Ｇ３６２．

[２４]McGrathM,TamE,SladkovaM,etal．GMPＧcompatibleand
xenoＧfreecultivationofmesenchymalprogenitorsderivedfrom
humanＧinducedpluripotentstemcells [J]．StemCellResTher,

２０１９,１０ (１):１１．
[２５]ChaseLG,LakshmipathyU,SolchagaLA,etal．AnovelserＧ

umＧfreemediumfortheexpansionofhumanmesenchymalstem
cells [J]．StemCellResTher,２０１０,１ (１):８．

[２６]DevireddyLR,MyersM,ScrevenR,etal．AserumＧfreemediＧ
umformulationefficientlysupportsisolationandpropagationof
canineadiposeＧderived mesenchymalstem/stromalcells [J]．
PLoSOne,２０１９,１４ (２):e０２１０２５０􀆰

[２７]LiuZ,ScrevenR,BoxerL,etal．CharacterizationofCanine
AdiposeＧDerived MesenchymalStromal/Stem CellsinSerumＧ

Free Medium [J]．Tissue Eng PartC Methods,２０１８,２４
(７):３９９．

[２８]SchubertS,Brehm W,HillmannA,etal．SerumＧfreehuman
MSCmediumsupportsconsistencyinhumanbutnotinequine
adiposeＧderived multipotent mesenchymalstromalcellculture
[J]．CytometryA,２０１８,９３ (１):６０Ｇ７２．

[２９]LeeM S,YounC,KimJH,etal．Enhancedcellgrowthof
adipocyteＧderivedmesenchymalstemcellsusingchemicallyＧdeＧ
finedserumＧfree media [J]．IntJ MolSci,２０１７,１８ (８):

E１７７９．
[３０]BenAzounaN,JenhaniF,RegayaZ,etal．Phenotypicaland

functionalcharacteristicsofmesenchymalstemcellsfrombone
marrow:comparisonofcultureusingdifferentmediasuppleＧ
mentedwithhumanplateletlysateorfetalbovineserum [J]．
StemCellResTher,２０１２,３ (１):６．

􀅰基础研究􀅰

MiRＧ１９４过表达和抑制表达对肝癌细胞株HepＧ３b中侧群细胞增殖的
影响

福建医科大学附属肿瘤医院 福建省肿瘤医院 福建省肿瘤生物治疗重点实验室 (福州３５００１４) 　许扬梅

龚福生　刘沁颖　刘施佳　黄丽洁　郑秋红１

基金项目:福建省自然科学基金资助项目 (２０１６J０１４３６)

１　通信作者

【摘　要】　目的　研究 MicroRNAＧ１９４ (miRＧ１９４)过表达和抑制表达对细胞株 HepＧ３b中侧群细胞增殖功能影响.方

法　构建 miRＧ１９４过表达和抑制表达慢病毒并感染 HepＧ３b细胞.流式细胞仪鉴定各感染组SP侧群比例,QPCR检测各组

细胞 miRＧ１９４Ｇ５p表达,CCKＧ８法检测各组细胞增殖能力,软琼脂克隆形成实验检测细胞克隆形成能力.结果　流式细胞仪

鉴定发现 miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组SP细胞含量与 miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组差异具有统计学意义 (LSDＧt＝３􀆰５５０,P＝
０􀆰０１２).QPCR检测显示 miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组 miRＧ１９４Ｇ５p水平高于 miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组 (LSDＧt＝４􀆰６８０,

P＝０􀆰００７).CCKＧ８实验表明 miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组和 miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组细胞增殖能力差异有统计学意义

(LSDＧt＝５􀆰６２１,P＝０􀆰００２).软琼脂克隆形成实验显示 miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组比 miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组形成细胞

克隆少 (LSDＧt＝５􀆰８４９,P＝０􀆰００１).结论　成功构建了 miRＧ１９４过表达和抑制细胞株,miRＧ１９４抑制组显示明显的干细胞

特征,其含有更多SP细胞,具有更强的细胞增殖能力和自我更新能力.
【关键词】微小 RNA;慢病毒载体;肝癌;干细胞
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InfluenceofmiRＧ１９４upanddownＧexpressiononlivercancerstemcells　　XUYangmei,GONGFusheng,LIU
Qinying,LIU Shijia,HUANG Lijie,ZHENG Qiuhong．Fujian Provincial Key Laboratoryof TumorBiotherapy,

FujianMedicalUniversityCancerHospital&FujianCancerHospital,Fuzhou,Fujian３５００１４,China
【Abstract】　Objective　TostudytheinfluenceofmiRＧ１９４upanddownＧexpressionHepＧ３bcelllinesontheproliferationaＧ

bilityofSPcells．Methods　HepＧ３bwasusedtoconstructmiRＧ１９４upanddownＧexpressioncelllinesvialentivirusinfection．
FlowcytometrywasappliedtoidentifySPcells．QPCRassaywasadoptedtotesttheexpressionofmiRＧ１９４Ｇ５pinthosecell
lines．CCKＧ８assaywasconductedtostudytheproliferationabilityofcellsandsoftagarcolonyformationassaywasconductedto
testcolonyＧformingability．Results　Eachinfectedcelllinemaintainedgoodgrowth．Flowcytometryanalysisshowedthatthe
SPpercentageweresignificantlydifferentbetween miRＧ１９４upanddownＧregulation HepＧ３bgroups (LSDＧt＝３􀆰５５０,P ＝
０􀆰０１２)．QPCRassayofmiRＧ１９４Ｇ５pshowedstatisticdifferencebetweenmiRＧ１９４upanddownＧregulationHepＧ３bgroups(LSDＧt＝
４􀆰６８０,P＝０􀆰００７)．CCKＧ８assayshoweddifferentgrowthabilitybetween miRＧ１９４upanddownＧregulation HepＧ３bgroups
(LSDＧt＝５􀆰６２１,P＝０􀆰００２)．SoftagarcolonyformationassayresultslesscoloniesformedinmiRＧ１９４upＧregulationHepＧ３b
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groupthanmiRＧ１９４downＧregulationHepＧ３bgroup(LSDＧt＝５􀆰８４９,P＝０􀆰００１)．Conclusion　miRＧ１９４upＧregulationHepＧ３b
groupthanmiRＧ１９４downＧregulationHepＧ３bgroupweresuccessfullyconstructed．miRＧ１９４downＧregulationHepＧ３bgroupconＧ
tainsmoreSPcells,possessstrongergrowthabilityandselfＧrenewalability,showingstrongerproliferationandselfＧrenewalaＧ
bility．

【Keywords】MicroRNA;lentivirusvector;livercancer;stemcell

　　微小 RNA (MicroRNA,miRNA)是一类内源性、进

化保守的、非编码单链小 RNA 分子,它通过与目的基因的

３′非翻译区结合抑制蛋白质翻译、调节目的基因表达.因

此,miRNA具有 十 分 广 泛 的 应 用 前 景.miRＧ１９４ 是 当 前

miRNA研究的热点之一.已有研究表明,miRＧ１９４与乳腺

癌、肾癌、结直肠癌、前列腺、胃癌、肝癌、脑胶质瘤和黑

色素瘤等多种肿瘤密切相关,还可作为辅助诊断和预测临床

预后的标志物[１Ｇ８].还有研究表明,miRＧ１９４也与脂肪肝、

HBV 感 染 肝 炎 等 肝 病 有 关 系[９]. 侧 群 细 胞 (side
population,SP)是具有干细胞特征的细胞[１０Ｇ１１].课题组前

期在肝癌细胞株 HepＧ３b中证明了SP细胞的存在以及其肿

瘤干细胞功能,而且发现SP细胞中 miRＧ１９４低表达[１２].因

此,本研究构建 miRＧ１９４过表达和抑制表达慢病毒载体,以

HepＧ３b细胞为研究对象,观察慢病毒感染后细胞株生物学

功能的变化,为研究 miRＧ１９４调控肝癌 SP细胞机制奠定

基础.

１　材料与方法

１􀆰１　细胞株、主要试剂与仪器:人肝癌细胞系 HepＧ３b购

自中国科学院上海药物研究所,２９３T细胞和 LipoFiterTM 脂

质体转染试剂购自汉恒公司,DMEM 培养基和胎牛血清

(FBS)购自美国 Hyclone公司,胰酶购自美国 Gibco公司,
嘌呤霉素购自美国 SigmaＧAldrich公司,微小 RNA 第一链

cDNA合成试剂盒和微小 RNA 荧光定量试剂盒购自天根公

司,QPCR (型号为 ViiATM DxRealtimePCR)是美国 AB
公司生产,流式细胞分选仪购自美国贝克曼公司.

１􀆰２　miRＧ１９４Ｇ５p过表达和抑制表达慢病毒载体构建及肝癌

细胞株HepＧ３b感染:

１􀆰２􀆰１　细胞培养方法:HepＧ３b在含体积分数为１０％ FBS
的 DMEM 培养基中传代培养,经质量分数为０􀆰２５％的胰酶

消化,１５００r/min离心３min (r＝２０cm),台盼蓝染色作

活细胞记数.

１􀆰２􀆰２　 引 物 序 列 及 合 成:miRＧ１９４Ｇ５p 上 游 引 物 ATAGＧ
GATCCGCGTTTCAAATCTACCAGTCCCTAA,下游引物

为 ATAGAATTCAAATGAGAGTCCAAGTGACCACAAT.

miRＧ１９４Ｇ５psponge 上 游 引 物 ACAGGATCCTCCACATGＧ
GAGTTGCTGTTACATATACTCCACATGGAGTTGCTGＧ
TTACAACATCTCCACATG;下游引物 ATAGAATTCTGＧ
TAACAGCAACTCCATGTGGATGAAGATGＧ
TAACAGCAACTCCATGTGGAGATGTTGT
１􀆰２􀆰３　制备重组克隆、慢病毒包装和感染 HepＧ３b细胞:

pHBLVＧU６ＧScrambleＧZsGreenＧPuro载 体 (汉 恒 公 司) 用

EcoRI和 BamHI (NEB 公司)酶切,PCR 分别扩增 miRＧ
１９４和 miRＧ１９４sponge序列,分别回收,目的片段分别与载

体连接,转化 DH５a感受态细胞,平板挑菌,将阳性克隆菌

液送测序公司测序.

慢 病 毒 包 装、 收 获 及 浓 缩, 按 照 汉 恒 公 司 的

LipoFiterTM脂质体转染试剂方法分别将重组阳性克隆转染

２９３T细胞,转染后４８h和７２h分别两次收集病毒上清,－
８０℃保存.

检测前１d,２９３T 细胞铺９６孔板,每一种慢病毒设８
个梯度孔,３７℃、５％ CO２ 培养;２d,每孔加入１００μL稀

释好的病毒液培养２４h;７２h后,荧光显微镜下观察选取荧

光比例１０％ ~３０％ 进 行 病 毒 滴 度 计 算.病 毒 滴 度 (TU/

mL)＝ 感 染 效 率 × 感 染 时 细 胞 数 ×１０３/病 毒 原 液 体 积

(μL).慢病毒感染 HepＧ３b细胞,HepＧ３b细胞接种至６孔

板,３×１０５ 个/孔,培养２４h后加入６×１０８ TU/mL病毒

２０μL,感染 复 数 (MOI)为 ２０,２４h 后 更 换 为 ３ mL,

１０％ FBS＋DMEM 培养基,并加入嘌呤霉５μg/mL.每天

更换培养基,４~６d待单克隆细胞生长至一定量后转入细胞

瓶内培养建系.

１􀆰３　QPCR检测 miRＧ１９４Ｇ５p表达:用 Trizol进行总 RNA
提取及质检.按照 miRNA第一链cDNA合成试剂盒方法进

行第一 链 合 成,采 用 微 小 RNA 荧 光 定 量 试 剂 盒,并 在

QPCR仪上将各样品进行目的 miRNAＧ１９４Ｇ５p和内参 U６实

时定量扩增.数据采用２－△△CT法进行分析.引物设计如下

miRＧ１９４Ｇ５p 上 游 引 物 为 GCCGCTGTAACAGCAACTCCＧ
AT,下游引物为 GTGCAGGGTCCGAGGT;U６上游引物

为CTCGCTTCGGTCGGCAGCACATATACT,下游引物为

CGCTTCACGAATTTGCGTGT.

１􀆰４　流式细胞术SP细胞的标记、检测和分选:取对数生长

期贴壁细胞,分别制备成浓度为１×１０６ 个/mL的单细胞悬

液,加入５μg/mL的荧光染料 Hoechst３３３４２作为实验组,
对照组为５μg/mL的荧光染料 Hoechst３３３４２＋５０μM 异搏

定,置于３７℃水浴锅孵育９０min,每隔３０min震荡混匀１
次.检测前加碘化丙啶染色标记死亡细胞.实验重复３次.
采用 MofloXDP流式细胞分选仪,运用３５５nm 紫外激发光

检测,Hoechst３３３４２ 阴性或弱阳性为 SP 细 胞,Hoechst
３３３４２阳性为非SP (NSP)细胞.并按照操作步骤检测 SP
和 NSP细胞[１２].

１􀆰５　CCKＧ８法检测人肝癌细胞系 HepＧ３b细胞增殖能力:
按１×１０３ 个/孔的浓度接种细胞于９６孔板,每组设５个复

孔,另设５个复孔,只加 DMEM 培养液和CCKＧ８液做调零

孔.接种６h后吸去培养液,加入新鲜的培养基１００μL,于

细胞接种后１２、２４、４８、７２和９６h,每孔避光加入 CCKＧ８
１０μL,避光培养３􀆰５h后,测定波长４５０nm 处吸光度值.
以检测时间为 X轴,A４５０值为 Y轴绘制细胞增殖曲线.

１􀆰６　软琼脂克隆形成实验检测人肝癌细胞系 HepＧ３b细胞克

隆形成能力:以０􀆰６％ 琼脂和１０％ FBS的 DMEM 培养基

作为底层,０􀆰３％琼脂和１０％ FBS的 DMEM 培养基作为上

层,与１０４个单细胞在６孔板中混合培养.每组同时做６个
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平行孔,１４d后显微镜下拍照.计数大于５０个细胞的克隆,
取其平均值.

１􀆰７　统计学方法:采用SPSS１１􀆰５对数据进行统计学处理.
计量资料采用x±s表示,多组间均数比较采用单因素多样

本方差分析,多组间的两两比较方差齐性采用 LSDＧt法检

验,方差不齐性采用Dunnett̓sT３法检验.检验水准α＝０􀆰０５.

２　结果

２􀆰１　慢病毒感染细胞HepＧ３b形成稳定感染细胞株:各感染

组细胞 生 长 状 态 良 好,发 绿 色 荧 光,见 图 １ (见 封 四).

MiRＧ１９４过表达 HepＧ３b组、miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组和

HepＧ３bGFP 空 载 组 感 染 效 率 分 别 为 ９１􀆰２０％、９８􀆰５０％
和９９􀆰１０％.

２􀆰２　QPCR 检测各组细胞 miRＧ１９４Ｇ５p表达:HepＧ３b 组、

HepＧ３bGFP空载组、miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组、miRＧ１９４
抑制表达 HepＧ３b 组 miRＧ１９４Ｇ５p 表 达 水 平 分 别 为 １􀆰００±
０􀆰０７、１􀆰０３±０􀆰０８、３􀆰３６±０􀆰２９、０􀆰５３±０􀆰０５,４组间比较

差异有统计学意义 (F＝１６􀆰４８６,P＝０􀆰００５).多组间的两

两比较比较显示,与 HepＧ３bGFP空载组相比,miRＧ１９４过

表达 HepＧ３b组 miRＧ１９４Ｇ５p水平升高 (LSDＧt＝４􀆰５５０,P＝
０􀆰００９),miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组降低 (t＝１􀆰９３７,P＝
０􀆰０３６),miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组 miRＧ１９４Ｇ５p水平高于

miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组 (t＝４􀆰６８０,P＝０􀆰００７).

２􀆰３　流式细胞术检测各组SP细胞:HepＧ３b组、HepＧ３b
GFP空载组、miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组、miRＧ１９４抑制表

达 HepＧ３b组SP细胞含量分别为 (０􀆰７４±０􀆰１０)％、 (０􀆰７２±
０􀆰１３)％、(０􀆰２９±０􀆰０８)％和 (２􀆰５３±０􀆰５７)％,４组间比较

差异有统计学意义 (F＝６􀆰２００,P＝０􀆰０３４,图２).多组间

的两两比较比较显示,与 HepＧ３bGFP空载组相比,miRＧ
１９４过表达 HepＧ３b组 SP细胞含量下降 (t＝３􀆰０１３,P＝
０􀆰０２３),miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组含量增加 (t＝３􀆰１７９,

P＝０􀆰０２１);miRＧ１９４ 过 表 达 HepＧ３b 组 SP 细 胞 含 量 与

miRＧ１９４抑制表达组差异具有统计学意义 (t＝３􀆰５５０,P＝
０􀆰０１２),即 miRＧ１９４表达越低,SP细胞含量越高.

　　注:R３区域是SP细胞,R４区域是选取部分非SP细胞.当 Hoechst３３３４２＋异搏定同时作用,可以使SP细胞不被检测出来.

图２　流式细胞术检测各组SP细胞

２􀆰４　miRＧ１９４过表达和抑制表达 HepＧ３b细胞增殖能力变

化:图３示,细胞接种７２h后,HepＧ３b组、HepＧ３bGFP
空载 组、miRＧ１９４ 过 表 达 HepＧ３b 组、miRＧ１９４ 抑 制 表 达

HepＧ３b组增殖A 值分别为１􀆰６１±０􀆰０８、１􀆰６５±０􀆰０７、１􀆰２２±
０􀆰０３、１􀆰７９±０􀆰１２,４ 组间比较差异有统计学意义 (F＝
１２􀆰３９４,P＝０􀆰００９).多组间的两两比较比较显示,与 HepＧ
３bGFP空载组相比,miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组和 miRＧ１９４
抑制表达 HepＧ３b组增殖能力差异均具有统计学意义 (t＝
１􀆰８８２,P＝０􀆰０４０;t＝３􀆰６２１,P＝０􀆰０１２);miRＧ１９４过表

达和抑制表达 HepＧ３b组增殖能力差异具有统计学意义 (t＝
５􀆰６２１,P＝０􀆰００２),表明 miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组增殖

能力增强,miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组增殖能力减弱.

２􀆰５　miRＧ１９４过表达和抑制表达 HepＧ３b组细胞组软琼脂形

成能力变化:图４示,１４d后,HepＧ３b组、HepＧ３bGFP空

载组、miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组、miRＧ１９４抑制表达 HepＧ
３b组克隆数分别为２１±２􀆰３１、２１±１􀆰９９、１５􀆰９７±３􀆰２５和

３３􀆰６１±２􀆰４１,４组间比较差异有统计学意义 (F＝３８􀆰４７６,

P＝０􀆰０１３).miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组和 miRＧ１９４抑制表

　　注:与 HepＧ３bGFP空载组比较,∗P＜０􀆰０１,＃P
＜０􀆰００１.

图３　miRＧ１９４过表达和抑制表达 HepＧ３b组细胞增

殖能力变化比较

达 HepＧ３b 组 差 异 均 具 有 统 计 学 意 义 (t＝５􀆰８４９,P ＝
０􀆰００１),表明 miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组比 miRＧ１９４抑制表

􀅰３４１􀅰福建医药杂志２０１９年１２月第４１卷第６期　FujianMedJ,December２０１９,Vol􀆰４１,No􀆰６



达 HepＧ３b组形成细胞克隆少,提示 miRＧ１９４抑制表达 HepＧ ３b组细胞具有更强的增殖和自我更新能力.

　　注:A 为 miRＧ１９４过表达 HepＧ３b组;B为 miRＧ１９４抑制表达 HepＧ３b组;C为 HepＧ３b组;D为 HepＧ３bGFP空载组.

图４　miRＧ１９４过表达和抑制表达HepＧ３b组软琼脂形成能力 (×１００)

３　讨论

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一,其发病率在恶性肿瘤

中居第３位.长期以来肝癌的治疗手段难以达到满意的疗

效.实验研究表明肿瘤干细胞是肿瘤发生、发展、复发转移

的根本原因[１２].研究肝癌干细胞能为我们治疗肝癌提供很

好的思路.miRＧ１９４是肝脏高表达的 miRNAs之一,且特异

性的表达于肝上皮细胞.肿瘤干细胞和 miRNAs都可以成

为肿瘤分子靶向治疗的潜在靶点.我们前期研究通过基因芯

片检测肝癌SP和 NSP细胞差异表达的 miRNA,筛选了２７
个肝癌干细胞特异性 miRNA,并在另外两个细胞株中验证,
找到了３个细胞株 SP 细胞共同低表达的 miRＧ９∗和 miRＧ
１９４[１２].因此我们推测 miRNAＧ１９４对于肝癌干细胞的调控

起着重要的作用,但对它的具体功能和调控机制并不清楚.
本研究以 HepＧ３b细胞为研究对象,构建 miRＧ１９４过表

达和抑制慢病毒载体.慢病毒载体具有构建方法简单、目的

基因表达稳定及感染效率高等优点.流式细胞仪检测表明细

胞感染率均＞９０％,为实验的准确性提供了保证.

SP法是研究干细胞一个非常重要的方法,SP细胞具有

干细胞特性,这些年国内外已经有很多文章报道[１０Ｇ１２].SP
法的原理依赖细胞膜表面 ABC转运子蛋白将染料泵出细胞

外,所以 Hoechst３３３４２ 染色阴性;加入异搏定,抑制钙泵

活动,细胞无法外排 Hoechst３３３４２,SP群大量减少或消失,
从而 进 一 步 证 明 SP 法 原 理. 本 实 验 经 过 一 系 列

Hoechst３３３４２和异搏定浓度测试,选定了最优染色方案:５

μg/mLHoechst３３３４２＋５０μM 异搏定.流式细胞检测显示

miRＧ１９４表达量越低,则SP细胞含量越高,这与前期实验

结果SP细胞中 miRＧ１９４表达量低是相呼应的,此结果提示

miRＧ１９４可调控 SP细胞含量.目前还未见其他相关报道,
这是本研究重要的创新点.研究组还推测其机制可能在于

miRＧ１９４的潜在靶标之一BMI１.BMI１能使肿瘤细胞不断更

新成为肿瘤干细胞,其表达水平与肿瘤的发生、发展、侵

袭、预后等病理指标相关[１３].Zhang等[１４]在胶质瘤的研究

中也发现 miRＧ１９４是通过BMI１来调控胶质瘤细胞的上皮间

质变.

CCKＧ８法和软琼脂克隆形成实验检测细胞克隆形成能

力实验显示,miRＧ１９４抑制表达组具有明显的干细胞特征:
具有更高的细胞增殖能力和更强的克隆形成能力.这进一步

证明了 miRＧ１９４的调控功能,与SP细胞的功能一致.Zhao
等[６]研究发现在 HepＧ３b细胞系中过表达 miRＧ１９４能抑制细

胞增殖,与本研究结果是一致的.张杨等[１５]运用瞬时转染

方法在 HepG２肝癌细胞株中也上调和下调了 miRＧ１９４水平,
但他们的研究结果是过表达 miRＧ１９４促进细胞增殖.导致结

果不一致的原因很多,可能在于肝癌细胞株的不同,又或者

是 miRＧ１９４转染方式不同.项目组后期将在更多的肝癌细胞

株中验证研究结果.
综上所述,本研究采用慢病毒感染技术,建立了 miRＧ

１９４过表达及抑制表达稳定细胞株,并证明 miRＧ１９４能抑制

肝癌细胞干细胞特征.今后项目组准备运用双荧光素酶报告

基因实验验证 miRＧ１９４和BMI１的结合及 BMI１功能等一系

列实验,以构建在肝癌细胞株中 miRＧ１９４的调控通路.
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􀅰基础研究􀅰

HPLCＧMS/MS法测定人血浆中利伐沙班的浓度

福建医科大学省立临床医学院 福建省立医院药学部 (福州３５０００１) 　陈　敏　高红瑾　阳丽梅

【摘　要】　目的　建立人血浆中利伐沙班 (rivaroxaban)的高效液相色谱－串联质谱法 (HPLCＧMS/MS)法测定的方

法,并对其进行方法学验证.方法　血浆样品采用乙腈直接沉淀,选择盐酸氨溴索作为内标物.采用菲罗门 Kinetex２􀆰６u
C１８１００A(５０×２􀆰１０mm,１􀆰８μm)色谱柱,流动相为乙腈∶水 (３０∶７０)用甲酸调pH 至３􀆰０,流速０􀆰３mL/min,柱温３５
℃,电喷雾离子源 (ESI)正离子检测方式,选择多重反应监测模式进行测定,用于定量的离子对分别为利伐沙班质荷比

(m/z)４３６􀆰０/１４４􀆰９、盐酸氨溴索 m/z３７９􀆰０/２６３􀆰９.结果　利伐沙班在２􀆰５~５００ng/mL范围内呈良好的线性关系 (r＝
０􀆰９９９９),定量下限是 ２􀆰５ng/mL;日内、日间相对标准偏差 (RSD)０􀆰２９％ ~２􀆰３８％,相对误差 (RE)― ０􀆰５９％ ~
０􀆰９０％,基质效应９７􀆰７６％~１００􀆰４１％,提取回收率为９８􀆰６４％~１０２􀆰８４％.血浆样品在室温放置２４h、―２０℃反复冻融３
次以及―８０℃冷冻３０d,不影响利伐沙班含量测定.结论　本研究建立的 HPLCＧMS/MS法测定利伐沙班血药浓度,具有

简便、快速、准确,适用于临床常规监测及药动学研究等特点.
【关键词】利伐沙班;HPLCＧMS/MS法;血药浓度
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DeterminationofrivaroxabanconcentrationinhumanplasmabyHPLCＧMS/MS　　CHEN Min,GAOHongjin,
YANGLimei．DepartmentofPharmacy,FujianProvincialHospital,ProvincialClinicalMedicalCollegeofFujianMediＧ
calUniversity,Fuzhou,Fujian３５０００１,China

【Abstract】　Objective　ToestablishaHPLCＧMS/MSmethodtodeterminaterivaroxabanconcentrationinhumanplasma,
andthemethodwasverifiedbymethodology．Methods　PlasmasamplesbyacetonitrileprecipitationweretobedeterminedbyuＧ
singambroxolhydrochlorideasInternalStandard(IS)．ThechromatographiccolumnwasKinetex２􀆰６uC１８１００A (５０×２􀆰１０
mm,１􀆰８μm),andthemobilephaseusingwater(adjustpHto３􀆰０withformicacid)Ｇacetonitrile(７０∶３０)withflowrateof
０􀆰３mL/min．Themassspectrometerwasoperatedinpositiveelectronspraylonization(ESI)andmultipleresponsemonitoring
patterns,m/z４３６􀆰０/１４４􀆰９andm/z３７９􀆰０/２６３􀆰９wereusedforthemeasurementofrivaroxabanandambroxolhydrochloride,
respectively．Results　Rivaroxabanwaslinearintherangeof２􀆰５to５００ng/mL,andthequantificationlowerlimitofrivaroxaＧ
banwas２􀆰５ng/mL．TheintraＧdayandinterＧdayprecisions(relativestandarddeviation,RSD)were０􀆰２９％to０􀆰３８％,theacＧ
curacywasbetween―０􀆰５９％and０􀆰９０％．Thematrixeffectwasintherangeof９７􀆰７６％to１００􀆰４１％,andtheabsoluterecovＧ
erywasintherangeof９８􀆰６４％to１０２􀆰８４％．TheplasmasampleswerestableunderconditionsincludingplacingatroomtemＧ
peraturefor２４h,repeatedfreezingandthawingat―２０℃for３times,andfreezingat―８０℃for３０days．Conclusion　The
HPLCＧMS/MSmethodestablishedinourstudyisconvenience,accurateandrapidforthedeterminationofrivaroxabaninblood,
whichisapplicablefortheroutinemonitoringandPKstudyofrivaroxaban．

【Keywords】rivaroxaban;HPLCＧMS/MS;plasmadrugconcentration

　　利伐沙班 (rivaroxaban)即５Ｇ氯ＧNＧ (((５S)Ｇ２Ｇ氧代Ｇ３Ｇ
(４Ｇ (３Ｇ氧代 吗 啉Ｇ４Ｇ基)苯 基)Ｇ１,３Ｇ噁 唑 啉Ｇ５Ｇ基)甲 基)

噻吩Ｇ２Ｇ甲酰胺,属于直接 Xa因子抑制剂,由拜耳医药保健

有限公司开发用于抗凝治疗,预防血栓形成,与传统抗凝药
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