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比格犬体内环磷酰胺对白消安药动学及血清 GST 活性的影响 
    

杨青山，尚晓庆，段丹昱，张丽锋*(山西医科大学药学院，太原 030001) 
 

摘要：目的  研究比格犬体内环磷酰胺(cyclophosphamide，Cy)对白消安(busulfan，Bu)的药动学及谷胱甘肽巯基转移酶

(glutathione S-transferase，GST)活性影响。方法  取 3 只比格犬进行双周期交叉试验，设置分组为对照组(单独静脉注射

Bu 0.898 mg·kg–1)和实验组(先连续 4 d 口服 Cy 14.960 mg·kg–1，然后静脉注射 Bu 0.898 mg·kg–1)，分别在 0.083，0.25，0.5，

0.75，1，1.5，2，3，4，6，8 h 于犬前肢静脉取血 2 mL，分离血清，利用高效液相色谱法测定 Bu 浓度，采用非隔室模

型计算药动学参数。利用紫外分光光度法测定并比较对照组和实验组的 GST 活性。结果  与对照组相比，实验组 Bu 的

MRT 减少了 25.2%，AUC0-t 减少了 44.5%，差异具有统计学意义(P<0.05)。GST 活性测定结果表明，实验组各时间点的

GST 活性比对照组均有提高。结论  预先给予 Cy 后，GST 活性提高，加快 Bu 消除，降低其血药浓度总体水平。 
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Effect of Cyclophosphamide on Busulfan Pharmacokinetics and Serum GST Activity in Beagle Dogs 
 
YANG Qingshan, SHANG Xiaoqing, DUAN Danyu, ZHANG Lifeng*(School of Pharmacy, Shanxi Medical 
University, Taiyuan 030001, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the effect of cyclophosphamide(Cy) on busulfan(Bu) pharmacokinetics and glutathione 
S-transferase(GST) activity. METHODS  Three beagle dogs were taken for a two-cycle crossover test, and the groups were 
divided into the control group and the experimental group. The control group was injected Bu alone(0.898 mg·kg–1). The 
experimental group was oral Cy(14.960 mg·kg–1) for 4 consecutive days, firstly, and then injected Bu(0.898 mg·kg–1). The 2 mL 
of blood samples were collected from the forelimb veins of dogs at 0.083, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8 h. The Bu 
concentration was determined by HPLC, and the pharmacokinetic parameters were calculated using a non-compartment model. 
The GST activity of the control group and the experimental group was measured by UV spectrophotometry and compared. 
RESULTS  Compared with the control group, the MRT and AUC0-t of Bu in the experimental group decreased by 25.2% and 
44.5%, respectively. There was a statistically significant difference (P<0.05). The results of GST activity showed that the GST 
activity in the experimental group was higher than that of the control group at each time points. CONCLUSION  GST activity 
increased after pre-administration of Cy, Bu elimination accelerated, and the overall level of blood concentration decreased. 
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造 血 干 细 胞 移 植 (hematopoietic stem cell 
transplantation，HSCT)是治疗急慢性白血病、多发

性骨髓瘤等恶性血液病的有效治疗手段，患者进行

HSCT 前需要进行预处理，目的是清除患者体内的

原始造血细胞、肿瘤细胞，抑制其体内免疫细胞的

功能，减少移植物抗宿主病的发生[1]。其中白消安

(busulfan，Bu)联合环磷酰胺(cyclophosphamide，Cy)
是 HSCT 预处理的经典方案[2-3]。 

Bu 是一种双甲基磺酸酯类烷化剂，体内代谢

过 程 为 在 谷 胱 甘 肽 巯 基 转 移 酶 (glutathione 

S-transferase ， GST) 的 催 化 下 ， 和 谷 胱 甘 肽

(glutathione，GSH)发生结合反应生成白消安-S 谷

胱甘肽共轭物(Bu-SG)，最终代谢为 N-(N-L-γ-谷胺

酰基-L-半胱胺酰基)甘氨酸-2-硫化物(GSG)排出

体外[4]。Cy 是一种前药，在体内主要经细胞色素

P450(CYP450)代谢，其氮芥中间代谢产物会对

GST 产生修饰性激活[5]。因此当联用 Bu 和 Cy 时，

Cy 可能会对 Bu 的药动学产生影响，而 Bu 的疗效

和不良反应与其药动学密切相关，过低的系统暴

露量会增加移植排斥反应和疾病复发的几率，而
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过高则会导致肝肺肾毒性[6-8]。目前国内外对于 Cy
对 Bu 的药动学影响的研究较少[9]，考虑到比格犬

对药物耐受性好，笔者根据实验室前期建立的家

兔体内 Bu 测定方法[10]，对 Bu 在比格犬体内测定

方法进行方法学验证，并对比格犬体内 Cy 对 Bu
的药动学及血清中 GST 活性的影响进行研究，为

临床合理用药提供实验依据。 
1  材料 
1.1  仪器 

L-2000 高效液相色谱仪(日本日立公司)；L5S
紫外可见分光光度计(上海仪电分析仪器有限公

司)；TDZ5-WS 台式离心机(湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司)；DV215CD 天平(奥豪斯国际贸易

上海有限公司)；CT15E 高速冷冻离心机(日本日立

公司)；NDK200 氮气吹扫仪(杭州米欧仪器有限公

司)；LaboStar 2 DI 超纯水机(西门子股份公司)。 
1.2  药物与试剂 

Bu(Aladdin，批号：L1305060；纯度≥98%)；
内标(IS)为 1,5-戊二醇二甲基磺酸酯(杭州麦俊化

工科技有限公司，批号：2374223；纯度≥98%)；
二 乙 基 二 硫 代 氨 基 甲 酸 钠 (sodium 
diethyldithiocarbamatre，DDTC，上海源叶生物科技

有限公司，批号：Z29S7Y22163；纯度：99%)；注

射用 Cy 环磷酰胺粉针剂(江苏盛迪医药有限公司，

批号：H32020857；规格：每支 0.2 g)；GST 活性

检测试剂盒(内含试剂二 CDNB 溶液和试剂三 GSH
粉 末 ， 苏 州 科 铭 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ：

20191010)；甲醇(色谱纯，天津星马克科技发展有

限公司)；乙腈(色谱纯，天津市科盟化工工贸有限

公司)；水为超纯水。 
1.3  动物 

成年健康比格犬 3 只，体质量(12±2)kg，北京

芳元缘养殖场提供，生产许可证号：SCXK(京) 
2014-0012。所有操作均符合动物伦理学要求。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件[10] 

色谱柱：Diamonsil(Ⅱ) C18 柱(150 mm× 4.6 mm，

5 μm)；柱温：30 ℃；流动相：甲醇-水(54∶46)；
流速：1.0 mL·min–1；检测波长：280 nm；进样量：

25 μL。 
2.2  溶剂的配制[10] 

精密称定 5.0 mg Bu 于 100 mL 量瓶中，乙腈

溶解并定容，得到浓度为 50.0 mg·L–1 的标准储备

液，4 ℃冰箱保存，临用前取适量配制成浓度为

0.4，0.8，1.0，2.0，4.0，8.0，10.0，14.0 mg·L–1

的 Bu 系列对照品溶液。 
精密称定 4.0 mg 1,5-戊二醇二甲基磺酸酯于

100 mL 量瓶中，乙腈溶解并定容，制得浓度为

40.0 mg·L–1 的 IS 对照品储备液，4 ℃冰箱保存，

临用前乙腈稀释成 4.0 mg·L–1 的 IS 对照品溶液。 
称取 0.4 g DDTC，超纯水溶解，得到饱和浓

度的 DDTC 溶液，0.22 μm 微孔滤膜过滤，4 ℃保

存备用。 
取比格犬空白血清和 Bu 对照品溶液，分别配

制成浓度为 0.2，1.0，2.5 mg·L–1 的质控样品。 
2.3  生物样品的制备 

取含药血清 200 μL，内标 50 μL，加入 500 μL
乙腈去蛋白，加入新鲜配制的 100 μL DDTC 溶液，

30 ℃衍生化 30 min，400 μL 冰水终止反应，加入

3 mL 乙醚萃取，2 810×g 离心 10 min，取上层于

30 ℃下氮吹，200 μL 甲醇复溶，13 760×g 离心

10 min，吸取 25 μL 进样分析。 
2.4  方法学验证 
2.4.1  专属性试验  设 4 个组：分别取空白血清

200 μL+50 μL 乙腈、空白血清 200 μL+IS 对照品

溶液 50 μL、空白血清 150 μL+Bu 4 mg·L−1对照品

溶液 50 μL+IS 对照品溶液 50 μL、Beagle 犬对照

组给药后 1 h 血清样品 200 μL+IS 对照品溶液

50 μL，按“2.3”项下方法处理，进样分析，结果

见图 1。Bu 的保留时间为 10.2 min，IS 的保留时

间为 16.1 min，均不受样品内源性物质的干扰。 
2.4.2  标 准 曲 线 的 制 备   取 比 格 犬 空 白 血 清

150 μL，分别加入系列 Bu 对照品溶液，配制成浓

度为 0.1，0.2，0.25，0.5，1.0，2.0，2.5，3.5 mg·L–1

的血清样品，按“2.3”项下方法处理进样分析

(n=6)。以 Bu 浓度为横坐标，Bu 与 IS 的峰面积比

值 为 纵 坐 标 进 行 线 性 回 归 ， 得 标 准 曲 线

Y=1.601 5X–0.135 3，R2=0.991 8，表明 Bu 在 0.1~ 
3.5 mg·L–1 内 线 性 关 系 良 好 ， 定 量 下 限 为

0.1 mg·L–1 (RSD=2.81%，n=6)。 
2.4.3  仪器精密度试验  分别取 3 种浓度的质控

样品(0.2，1.0，2.5 mg·L–1)，按“2.3”项下方法处

理进样分析，每个浓度平行 6 个样本，连续测定

3 d，以随行标准曲线计算 Bu 浓度，结果见表 1。 
2.4.4  萃取回收率  分别取 3 种浓度的质控样品

(0.2，1.0，2.5 mg·L–1)，每个浓度平行 6 个样本，  
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图 1  高效液相色谱图 
A–空白血清+DDTC；B–空白血清+IS+DDTC；C–空白血清+Bu+IS+ 
DDTC；D–血清样品+IS+DDTC；1–Bu；2–IS；3–DDTC。 
Fig. 1  HPLC chromatograms 
A–blank serum+DDTC; B–blank serum+IS+DDTC; C–blank serum+Bu+ 
IS+DDTC; D–serum sample+IS+DDTC; 1–Bu; 2–IS; 3–DDTC. 
 
表 1  准确度和精密度结果( sx ± ，n=6) 
Tab. 1  Results of accuracy and precision ( sx ± , n=6) 

浓度/ 
mg·L–1 

日内精密度 日间精密度 

测定浓度/ 
mg·L–1 

RSD/% RE/% 测定浓度/ 
mg·L–1 

RSD/% RE/%

0.2 0.198±0.006 2.77 1.01 0.207±0.009 4.25 3.38

1.0 1.037±0.087 8.36 3.57 1.095±0.050 4.61 8.68

2.5 2.505±0.082 3.29 0.20 2.488±0.034 1.36 0.48
 

按“2.3”项下方法处理进样分析，以同体积超纯

水代替空白血清制备样品进样分析，二者 Bu 的峰

面积比值即为萃取回收率，分别为 91.6%，100.9%，

102.1%(n=6)。 
2.4.5  稳定性试验  分别取 3 种浓度的质控样品

(0.2，1.0，2.5 mg·L–1)，每个浓度平行 6 个样本，

考察反复冻融、短期室温(24 h)、长期冻存的稳定

性(–20 ℃，30 d)。结果表明，Bu 短期室温稳定性

RSD 分别为 11.58%，6.67%，8.09%；长期冻存稳

定性 RSD 分别为 2.77%，8.36%，3.29%；3 次冻-

融稳定性 RSD 分别为 10.08%，11.83%，6.40%。 
2.5  统计学分析 

数据经统计软件 SPSS 22.0 处理，统计方法为

配对 t 检验法。P<0.05 表示差异具有统计学意义。 
2.6  药动学研究 

成年健康比格犬 3 只，进行双周期交叉试验。

第 1 周期犬 1 为对照组给药，犬 2~3 为实验组给

药，待药物洗净后，第 2 周期犬 1 为实验组给药，

犬 2~3 为对照组给药。对照组给药方案为单独静

脉注射 Bu，实验组给药方案为每天 1 次 Cy 口服

给药，连续 4 d，第 4 天 Cy 给药 1 h 后静脉注射

Bu。Bu 静脉注射剂量和 Cy 口服剂量分别为

0.898 mg·kg–1 和 14.960 mg·kg–1。给药前禁食 12 h，

自由饮水。所有组别给药后于 0.083，0.25，0.5，

0.75，1，1.5，2，3，4，6，8 h 于犬前肢内侧静

脉取血 2 mL，于 37 ℃水浴中放置 30 min 析出血

清，2 810×g 离心 10 min，分离得血清，按“2.3”

项下方法处理进样分析，绘制药-时曲线，见图 2。

实验组 3 h 之后的 Bu 浓度低于定量限，对照组 6 h
之后的 Bu 浓度低于定量限。 

采用非隔室模型，经药动学软件 DAS 3.2 计算

药动学参数，结果显示，与对照组比较，实验组的

AUC、MRT 均显著低于对照组(P<0.05)，表明实验

组中 Bu 的代谢速度比对照组更快。结果见表 2。 
 

表 2  对照组与实验组中 Bu 的药动学参数( sx ± ，n=3) 
Tab. 2  Pharmacokinetic parameters of Bu in control group 
and experimental group( sx ± , n=3) 

参数 对照组 实验组 

AUC0-t/mg·h·L–1 3.37±0.18 1.87±0.071) 

AUC0-∞/mg·h·L–1 4.09±0.53 2.28±0.291) 

AUMC/mg·h2·L–1 4.41±0.28 1.84±0.051) 

MRT/h 1.31±0.07 0.98±0.051) 

CL/L·h–1·kg–1 0.22±0.03 0.40±0.051) 

注：与对照组比较，1)P<0.05。 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05. 

 

2.7  血清 GST 活性变化 
吸取 20 μL 含药血清，先后加入 20 μL 试剂三

(GSH 溶液，临用前加超纯水配制，37 ℃水浴保温)
和 180 μL 试剂二(CDNB 溶液)，迅速混匀后测定

340 nm 处吸光度，于 40 s 和 340 s 时记录吸光度

A1 和 A2，按下列公式计算： 
9

2 11 1

2 1

( ) V 10
GST/nmol min mL

ε d V
230 ( )

A A
t

A A

− − − × ×
⋅ ⋅ =

× × ×
= × −

反总

样  
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图 2  对照组与实验组中 Bu 的药-时曲线(n=3) 
A–犬 1 的药-时曲线；B–犬 2 的药-时曲线；C–犬 3 的药-时曲线；D–平均药-时曲线。 
Fig. 2  Serum concentration-time curve of Bu in control group and experimental group(n=3) 
A–serum concentration-time curve of dog 1; B–serum concentration-time curve of dog 2; C–serum concentration-time curve of dog 3; D–mean serum 
concentration-time curve. 

 

公式中，V 反总：反应体系总体积，220 μL；

V 样：加入体系的血清体积，20 μL；ε：产物的摩

尔吸光系数，9.6×10–6 L·nmol–1·cm–1；d：比色皿

光径，1 cm；t：反应时间，5 min。 
测定对照组和实验组在各时间点(未给药时、

Cy 给药 1 h、Bu 给药 0.083 h、Bu 给药 1 h)的样品

GST 活性，结果显示在对照组中，Bu 给药后的

GST 活性相比未给药时均无显著变化，表明 Bu 对

GST 活性无明显作用。结果见表 3。 
 
表 3  对照组和实验组各时间点 GST 活性( sx ± ，n=3) 
Tab. 3  GST activity of control group and experimental 
group at different time points( sx ± , n=3) 

时间 
GST 活性/nmol∙min–1∙mL–1 

对照组 实验组 
未给药时 3.87±0.76 4.16±0.92 
Cy 给药 1 h – 7.31±0.611) 
Bu 给药 0.083 h 3.94±0.53 6.35±0.872) 
Bu 给药 1 h 3.96±0.70 5.21±0.11 

注：与实验组未给药时比较，1)P<0.05；与对照组 Bu 给药 0.083 h 比

较，2)P<0.05。 
Note: Compared with non-administration in experimental group, 1)P<0.05; 
compared with 0.083 h after Bu administration in control group, 2)P<0.05. 
 

在实验组中，与未给药时相比，给予 Cy 后

GST 活性均有增加，且在 Cy 给药 1 h 时显著增加

(P<0.05)，表明 Cy 对 GST 活性存在诱导作用，并

表现出一定的时间关系，在 Cy 给药 1 h 时 GST 活

性最高，此后逐渐降低；实验组与对照组比较，

在 Bu 给药 0.083 h 时，实验组 GST 活性显著增大

(P<0.05)，在 Bu 给药 1 h 时，实验组和对照组 GST
活性差异无统计学意义。 
3  讨论 

实验室前期建立了一种柱前衍生化法测定家

兔体内 Bu 含量[10]，考虑到种属差异，本实验对该

方法在比格犬体内进行了方法学验证，结果表明

该方法可用于探究比格犬体内 Bu 浓度随时间变化

的关系。 
实验室前期对家兔体内 Bu 和 Cy 的药动学进

行研究[11]，结果显示实验组中 Bu 半衰期变短，清

除率却降低，并且 AUC 无显著变化。本实验结果

显示，实验组中，Bu 在体内的 AUC、MRT 均显

著减小，清除率显著增加。推测原因可能是动物

种属差异，家兔的胃肠道对于有刺激性的药物反

应敏感[12]，而 Cy 正是一种口服刺激性药物，可能

会对结果产生影响。GST 活性测定结果显示，Bu
对比格犬体内 GST 活性无明显诱导作用，而 Cy
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可以诱导 GST 活性，并存在一定的时间关系，GST
活性在 Cy 给药 1 h 时达到峰值，此后开始降低，

与文献报道在小鼠体内的结果相似[5,13]，并且实验

组的 GST 活性比对照组显著提高，表明 Cy 可能

通过诱导 GST 活性，从而加快 Bu 代谢，继而可

能影响 Bu 的疗效和不良反应。当然本研究动物数

量较少，有一定的局限性。 
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