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摘要　目的：建立测定人血浆中ＦＣＮ－４３７ｃ药物浓度的ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，并用于ＦＣＮ－４３７ｃ的 Ⅰ 期
临床研究。方法：血浆经蛋白沉淀处理后，采用ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法进样测定。色谱柱为ＹＭＣＴｒｉａｒｔＰＦＰ柱
（５０ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ），以０５％甲酸水溶液（含５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵，Ａ）－乙腈（Ｂ）为流动相，梯度洗
脱，流速为０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３５℃，进样量为２μＬ，进样器温度为１０℃。质谱采用ＥＳＩ＋，ＭＲＭ模式。
检测离子反应对为ｍ／ｚ５４９４→４４９５（ＦＣＮ－４３７ｃ）和ｍ／ｚ５５２５→４４９０（ＦＣＮ－４３７－Ｄ３，氘代内标），雾化
气压力２７６ｋＰａ，辅助气压力２０７ｋＰａ，去簇电压１００Ｖ，碰撞室出口电压２５Ｖ。结果：人血浆中 ＦＣＮ－４３７ｃ
的线性范围为５～１０００ｎｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９０），定量限为５ｎｇ·ｍＬ－１，批内、批间精密度分别小于２０％和
４１％，平均回收率为１０４０％（ＦＣＮ－４３７ｃ）、７８６％（ＦＣＮ－４３７－Ｄ３），内标归一化基质因子为 １００％～
１０２％。ＦＣＮ－４３７ｃ储备液４℃放置２０２ｄ，ＦＣＮ－４３７ｃ及ＦＣＮ－４３７－Ｄ３工作液室温放置２４ｈ，血浆样品
室温放置２０ｈ、冻融四循环、－２０℃放置１３４ｄ、－８０℃放置６６２ｄ，样品处理后自动进样器放置２４ｈ，全血
样品室温放置４ｈ均稳定。应用此方法检测了受试者口服ＦＣＮ－４３７ｃ后血浆药物浓度，ＩＳＲ样品测试结果
为９７０％与初测值的偏差在±２０％以内。血浆样本稀释１０倍后准确度为１０２０％～１０８０％。ＦＣＮ－４３７ｃ
连续给药与单次给药相比，ＲＡＵＣ０－２４和ＲＣｍａｘ的累积比为１３３倍与１５９倍。结论：本方法简便、准确、耐用、

专属性强，可满足人血浆中ＦＣＮ－４３７ｃ的定量分析的要求。
关键词：高效液相色谱－串联质谱法；血药浓度；ＦＣＮ－４３７ｃ；方法学验证；药代动力学

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０６－０９７２－０７
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４０６０７

ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＦＣＮ－４３７ｃｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｆｏｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ａｄｖａｎｃｅｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｂｙＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳａｎｄｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＪＩＡＮＧＤａｎ－ｆｅｎｇ，ＨＵＡＮＧＪｉｎｇ－ｑｉｕ，ＷＵＱｉ－ｚｈｅｎ，ＷＡＮＧＹｉ－ｘｕａｎ，
ＦＡＮＧＹａ－ｌｉｎｇ，ＷＵＷｅｉ－ｙｉ，ＷＵＷｅｎ－ｙｉｎｇ，ＳＵＮＹａｎ

（ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｈａｓｅＩＣｌｉｎｉｃａｌＴｒｉａｌｓ，ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＳｈａｎｇｈａｉＣａｎｃｅｒＣｅｎｔｅｒ；ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＭｅｄｉｃａｌ

Ｃｏｌｌｅｇｅ，ＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２０００３２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＦＣＮ－４３７ｃｉｎｈｕｍａｎ
ｐｌａｓｍａａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｔｈｅｐｈａｓｅＩｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｆＦＣＮ－４３７ｃＭｅｔｈｏｄｓ：Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，
ｐｌａｓｍａｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄａｎｄｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄＴｈｅａｎａｌｙｔｅｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｏｎａＹＭＣＴｒｉａｒｔ
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ｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）ｍｏｄｅｕｓｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎＴｈｅｉｏｎ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｍ／ｚ５４９４→４４９４ｆｏｒＦＣＮ－４３７ｃａｎｄｍ／ｚ５５２３→４４９３ｆｏｒＦＣＮ－４３７－Ｄ３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ＯｔｈｅｒｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｅｒｅＴＥＭ，５００℃，ＧＳ１，２７６ｋＰａ，ＧＳ２，２０７ｋＰａ，ＤＰ，１００Ｖ，ＣＸＰ，２５Ｖ
Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆＦＣＮ－４３７ｃｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｗａｓ５－１０００ｎｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９０）Ｔｈｅｌｏｗｅｒ
ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓ５ｎｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ２０％ ａｎｄ
４１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ１０４０％ （ＦＣＮ－４３７ｃ），７８６％ （ＦＣＮ－４３７－Ｄ３），ａｎｄｔｈｅｉｎ
ｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｍａｔｒｉｘｆａｃｔｏｒｗａｓ１００％－１０２％ＴｈｅｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＦＣＮ－４３７ｃｗａｓｓｔａｂｌｅａｔ４℃
ｆｏｒ２０２ｄ，ｔｈｅｗｏｒｋｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＦＣＮ－４３７ｃａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｗｅｒｅｓｔａｂｌｅａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ２４ｈ
ＦＣＮ－４３７ｃｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｏｂｅｓｔａｂｌｅａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ２０ｈ，ｆｏｕｒｃｙｃｌｅｓｏｆｆｒｅｅｚｅ－
ｔｈａｗ，－２０℃ ｆｏｒ１３４ｄ，－８０℃ ｆｏｒ６６２ｄ，ａｓｗｅｌｌａｓｆｏｒ２４ｈｉｎｔｈｅａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔＴｈｅｗｈｏｌｅ
ｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｓｔａｂｌｅａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ４ｈＴｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎＦＣＮ－４３７ｃ
ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ，ａｎｄｔｈｅｄｅｖｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｖａｌｕｅｓｏｆ９７０％ ＩＳＲｓａｍｐｌｅｓｗａｓ
ｗｉｔｈｉｎ±２０％Ｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｗａｓ１０２０％－１０８０％ ａｆｔｅｒ１０－ｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓＴｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ
ｒａｔｉｏｏｆＲＡＵＣ０－２４ａｎｄＲＣｍａｘｗａｓ１３３ｔｉｍｅｓａｎｄ１５９ｔｉｍｅｓｗｈｅｎＦＣＮ－４３７ｃｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｉｎｇｌｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ，ｒｏｂｕｓｔａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃ，ｗｈｉｃｈｃａｎ
ｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＦＣＮ－４３７ｃｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａａｎｄａｌｓｏｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ＦＣＮ－４７３ｃｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｏｆｔｈｅｐｈａｓｅＩｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ＦＣＮ－４３７ｃ；ｍｅｔｈｏｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ

　　ＦＣＮ－４３７ｃ是一种具有我国自主知识产权的口
服ＣＤＫ４／６抑制剂类抗肿瘤新药，其作用机制在于通
过选择性抑制 ＣＤＫ４／６－ＣｙｃｌｉｎＤ二聚体激酶活性，
阻碍Ｒｂ的磷酸化，阻断细胞从Ｇ１期进入Ｓ期，使细
胞周期停滞于 Ｇ１期，从而抑制肿瘤细胞的增殖，临
床用于激素受体（ＨＲ）阳性，表皮生长因子受体 ２
（ＨＥＲ２）阴性的晚期或转移性乳腺癌的女性患者的
治疗。ＣＤＫ４／６是细胞周期调控通路中的关键蛋
白［１－２］，靶向ＣＤＫ４／６被认为是抗癌方法的１个范式
转变［３］，ＣＤＫ４／６抑制剂在多项临床试验中被证实对
ＨＲ＋／ＨＥＲ２－乳腺癌患者具有良好的疗效［４］。目

前，全球已经有３个 ＣＤＫ４／６抑制剂（ｐａｌｂｏｃｉｃｌｉｂ、ｒｉ
ｂｏｃｉｃｌｉｂ、ａｂｅｍａｃｉｃｌｉｂ）上市［５－８］，３个抑制剂均包含
ＡＴＰ－竞争性抑制以及 ＣＤＫ４／６选择性的关键分子
结构的２－氨基吡啶和哌嗪环［９］。ＦＣＮ－４３７ｃ与其
药物结构类似，作为单药治疗具有抗肿瘤活性和良

好的安全性［１０－１１］。

迄今为止，已发表的检测 ＣＤＫ４／６抑制剂的
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测方法主要使用 Ｃ８柱、Ｃ１８柱、苯基

柱［１２－１６］。ＦＣＮ－４３７ｃ在初步方法开发中尝试用 Ｃ８
柱、Ｃ１８柱、苯基柱等多种色谱柱，采用不同 ｐＨ调节
剂的超纯水为水相，乙腈或甲醇为有机相，发现在上

述色谱柱上均不易保留，无法形成特征性色谱峰。

为了增强ＦＣＮ－４３７ｃ的保留情况，更换为ＹＭＣＴｒｉａｒｔ
ＰＦＰ色谱柱。经探索发现，ＦＣＮ－４３７ｃ的洗脱相为水
相，为获得最佳的色谱保留效果，采用水相逐步增加

的梯度洗脱方法。经过方法学优化，最终建立了一

种简便、专属性强的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定人血浆中
ＦＣＮ－４３７ｃ浓度的方法，用于 ＦＣＮ－４３７ｃ的人体临
床研究，评价ＦＣＮ－４３７ｃ在ＥＲ＋、ＨＥＲ２－的晚期乳
腺癌绝经后女性受试者中的药代动力学特征，为临

床用药的有效性及安全性提供依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨ－Ｃｌａｓｓ超高效液相
色谱（Ｗａｔｅｒｓ公司），ＡＰＩ６５００Ｑｔｒａｐ线性离子阱串联
四级杆杂交质谱联用仪（ＳＣＩＥＸ公司），５４２４Ｒ高速
离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＡＢ１３５－Ｓ精密电子天平
（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司），Ｖｏｒｔｅｘ－Ｇｅｎｉｅ２涡旋混合仪
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（ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司），ＰａｌｌＣａｓｃａｄａ纯水仪（Ｐａｌｌ
公司）等。

１２　试药　甲醇、乙腈、甲酸、乙酸铵均为色谱纯，
甲醇、乙腈（Ｍｅｒｃｋ公司），甲酸（ＡＣＳ公司），乙酸铵
（ＣＮＷ公司），实验用超纯水（Ｐａｌｌ公司，ＣａｓｃａｄａＴＭ
纯水仪制备（电阻率≥１８２ＭΩ·ｃｍ）。

ＦＣＮ－４３７ｃ（待测物）对照品色谱纯度９９９６％，
ＦＣＮ－４３７－Ｄ３（内标）对照品色谱纯度９８８％。空
白血浆、空白全血由复旦大学附属肿瘤医院组织库

提供。

２　方法与结果
２１　色谱条件　采用 ＹＭＣＴｒｉａｒｔＰＦＰ色谱柱（５０
ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ）；流动相Ａ为０５％甲酸水溶液
（含５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵），流动相 Ｂ为乙腈，梯度洗
脱（见表１），流速 ０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃，进样
量２μＬ，进样器温度１０℃。

表１　梯度洗脱

Ｔａｂ．１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ

时间

（ｔｉｍｅ）／％

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０ ２０ ８０

１５ ２０ ８０

２０ ６０ ４０

３７ ６０ ４０

３８ ２０ ８０

６０ ２０ ８０

２２　质谱条件　选用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子电
离模式，采用多反应监测（ＭＲＭ）的质谱扫描方式进行
检测，在４５Ｖ的碰撞能量下，检测ＦＣＮ－４３７ｃ离子对
通道ｍ／ｚ为５４９４→４４９５，ＦＣＮ－４３７－Ｄ３离子对通
道ｍ／ｚ５５２５→４４９０。其他质谱参数：雾化气压力为
２７６ｋＰａ，辅助气压力为２０７ｋＰａ，去簇电压为１００Ｖ，碰
撞室出口电压为２５Ｖ，运行时间为６ｍｉｎ。
２３　对照品储备液和内标溶液的制备　精密称取
ＦＣＮ－４３７ｃ对照品约１０ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ）充分溶解后用甲醇定容，配制
ＦＣＮ－４３７ｃ储备液（Ｓ１），同法配制 ＦＣＮ－４３７ｃ储备
液（Ｓ２），Ｓ１和 Ｓ２分别用于配制标准曲线和质控样
品。称取ＦＣＮ－４３７－Ｄ３对照品１０ｍｇ，置１０ｍＬ量
瓶中，用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）充分溶解后用甲醇定

容，配制ＦＣＮ－４３７－Ｄ３储备液。继续以甲醇进行稀
释，配制成质量浓度为１００μｇ·ｍＬ－１的ＦＣＮ－４３７－
Ｄ３标准工作液。精密吸取ＦＣＮ－４３７－Ｄ３标准工作
液１０μＬ，加入乙腈－水（９０∶１０）１００ｍＬ，即得１０ｎｇ·
ｍＬ－１ＦＣＮ－４３７－Ｄ３溶液。上述溶液均使用经校准
的移液器和容量瓶进行配制，并保存于４℃冰箱待用。
２４　样品预处理　采用蛋白沉淀法进行血浆样本
前处理。取血浆样本５０μＬ，加入含 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３
（浓度为１０ｎｇ·ｍＬ－１）的乙腈 －水（９０∶１０）２００μＬ，
振摇５ｍｉｎ，离心（１４０００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ，室温），取
上清液５０μＬ加入０５％甲酸水溶液（含５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１乙酸铵）５０μＬ，涡旋混匀后用于进样分析，进样
量为２μＬ。
２５　临床应用　临床试验通过医院伦理委员会的
批准后进行，遵循 ＧＣＰ原则。所有受试者需经医生
体检、实验室检查、心电图等证实符合入选标准后入

选，所有受试者均知情且签署知情同意书。

筛选１２例晚期乳腺癌绝经后女性受试者，进行
ＦＣＮ－４３７ｃ２００ｍｇ剂量组的临床研究。单次给药采
血时间点：给药前、给药后０５、１、２、３、４、６、８、１２、２４、
４８、７２、１２０ｈ；连续给药采血时间点：连续给药第２１天
给药前、给药后０５、１、２、３、４、６、８、１２、２４、４８、７２ｈ。采
患者全血２ｍＬ，室温１４００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ后分离
血浆，贴上唯一标签后放入超低温（－６０～－９０℃）冰
箱保存。数据采集和积分软件为Ａｎａｌｙｓｔ１５，药代参
数计算软件为ＰｈｏｅｎｉｘＷｉｎＮｏｎｌｉｎ６３０。
３　结果
３１　质谱分析　分别将１μｇ·ｍＬ－１ＦＣＮ－４３７ｃ和
ＦＣＮ－４３７－Ｄ３溶液，以恒定流速泵入 ＭＳ／ＭＳ系统，
进行母离子及碎片离子分析，ＦＣＮ－４３７ｃ和 ＦＣＮ－
４３７－Ｄ３的二级全扫描质谱图见图１。
３２　特异性　在本实验采用的检测条件下，ＦＣＮ－
４３７ｃ和 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３的保留时间均为２９７ｍｉｎ，
峰形良好。与空白血浆样品色谱图比较，内源性物

质不干扰 ＦＣＮ－４３７ｃ及 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３的测定，
ＦＣＮ－４３７－Ｄ３对 ＦＣＮ－４３７ｃ检测通道亦无干扰。
结果表明，该方法特异性良好。此外，在标准曲线

的定量上限样品之后进样分析的双空白血浆样品

中，ＦＣＮ－４３７ｃ峰面积均为０，且 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３峰
面积均为 ０，表明本方法无明显系统残留。结果
见图２。
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图１　ＦＣＮ－４３７ｃ（Ａ）和ＦＣＮ－４３７－Ｄ３（Ｂ）二级碎片全扫描质谱图

Ｆｉｇ．１　Ｆｕｌｌｓｃａｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆ

ＦＣＮ－４３７ｃ（Ａ）ａｎｄＦＣＮ－４３７－Ｄ３（Ｂ）

Ａ．ＦＣＮ－４３７ｃ通道（ＦＣＮ－４３７ｃｃｈａｎｎｅｌ）：Ａ－１．空白人血浆样品

（ｂｌａｎｋｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ）　Ａ－２．空白人血浆加 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３

样品（ｂｌａｎｋｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｐｌｕｓＦＣＮ－４３７－Ｄ３ｓａｍｐｌｅ）　Ａ－３．人血浆

ＬＬＯＱ样品（ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａＬＬＯＱｓａｍｐｌｅ）　Ｂ．ＦＣＮ－４３７－Ｄ３通道

（ＦＣＮ－４３７－Ｄ３ｃｈａｎｎｅｌ）：Ｂ－１．空白人血浆样品（ｂｌａｎｋｈｕｍａｎｐｌａｓ

ｍａｓａｍｐｌｅ）　Ｂ－２．空白人血浆加 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３样品（ｂｌａｎｋｈｕｍａｎ

ｐｌａｓｍａｐｌｕｓＦＣＮ－４３７－Ｄ３ｓａｍｐｌｅ）　Ｂ－３．人血浆ＬＬＯＱ样品（ｈｕｍａｎ

ｐｌａｓｍａＬＬＯＱｓａｍｐｌｅ）

图２　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ色谱图

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

３３　标准曲线、定量限和检测限　用甲醇 －水（５０∶
５０）稀释 ＦＣＮ－４３７ｃ储备液（Ｓ１），配制成质量浓度
分别为１００、２００、８００、２０００、８０００、１００００、１６０００、
２００００ｎｇ·ｍＬ－１（Ｃ１～Ｃ８）的 ＦＣＮ－４３７ｃ工作液。
取上述８个浓度的工作液２０μＬ，置于１５ｍＬ塑料
离心管中，分别加入空白人血浆３８０μＬ，涡旋１ｍｉｎ，
制成ＦＣＮ－４３７ｃ质量浓度分别为５、１０、４０、１００、４００、
５００、８００、１０００ｎｇ·ｍＬ－１的血浆标准溶液，按“２４”
项下方法处理后，再按“２１”项下测定条件进样分
析。以ＦＣＮ－４３７ｃ峰面积与ＦＣＮ－４３７－Ｄ３峰面积
之比Ｙ为纵坐标，以 ＦＣＮ－４３７ｃ质量浓度 Ｘ为横坐
标，用加权（Ｗ＝１／Ｘ２）最小二乘法进行回归计算，拟
合成标准曲线，得ＦＣＮ－４３７ｃ的回归方程：
Ｙ＝００２０６Ｘ＋００１９４　ｒ＝０９９９５

结果显示，ＦＣＮ－４３７ｃ质量浓度在５～１０００ｎｇ·
ｍＬ－１线性良好，批间、批内准确度和精密度偏差 ＜
２０％，定量限（信噪比≥１０）为５ｎｇ·ｍＬ－１，检测限（信
噪比≥３）为１ｎｇ·ｍＬ－１。
３４　精密度与准确度　用ＦＣＮ－４３７ｃ储备液（Ｓ２），
配制成浓度为 １００、３００、１５００、１５０００ｎｇ·ｍＬ－１

（ＬＬＯＱ、ＱＣ１～ＱＣ３）的工作液，取上述４个浓度的工
作液２０μＬ置于１５ｍＬ塑料离心管中，分别加入空
白血浆３８０μＬ，涡旋１ｍｉｎ，制成 ＦＣＮ－４３７ｃ浓度分
别为 ５、１５、７５、７５０ｎｇ·ｍＬ－１的血浆质控样品，按
“２４”项下方法处理后，再按“２１”项下测定条件进
样分析，每个质量浓度平行测定６份，根据同步操作
制备的标准曲线计算样品中 ＦＣＮ－４３７ｃ的实测浓
度，同法连续测定３批，计算批内和批间准确度（ＲＥ）
和精密度（ＲＳＤ）。结果显示批内及批间准确度和精
密度良好，满足生物样本定量分析的要求。结果

见表２。
３５　基质效应　取１５份来源不同的空白血浆（包
含９份正常血浆、３份溶血血浆、３份高脂血浆），按
“２４”项下方法处理（不加入 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３）得到
空白基质，加入低、中、高质量浓度的 ＦＣＮ－４３７ｃ工
作液及ＦＣＮ－４３７－Ｄ３溶液，配制成浓度为１５、７５、
７５０ｎｇ·ｍＬ－１的血浆样品，每个浓度平行制备１５个
样品，按“２１”项下测定条件进样分析，记录 ＦＣＮ－
４３７ｃ与ＦＣＮ－４３７－Ｄ３峰面积。取等量的相同３个
浓度的ＦＣＮ－４３７ｃ工作液及 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３溶液，
用溶剂稀释至同浓度，每个浓度平行制备６个样品，
同法分析测定，记录 ＦＣＮ－４３７ｃ与 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３
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　　　　 表２　人血浆ＦＣＮ－４３７ｃ精密度与准确度的结果
Ｔａｂ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｆｏｒＦＣＮ－４３７ｃｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

批内（ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈ） 批间（ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ）

实测值（ｆｏｕｎｄ）／（ｎｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％ ＲＥ／％ 实测值（ｆｏｕｎｄ）／（ｎｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％ ＲＥ／％

５ ５２５±０１０ ５０ １９ ５１７±０１８ ３４ ３５

１５ １５１±０２０ ０６７ １３ １４４±３７７ －３９ ３８

７５ ７５５±１５１ ０６９ ２０ ７３１±２８４ －２５ ２８

７５０ ７５９±１５５ １２ ２０ ７５９±２５１ １３ ２５

峰面积。按下列公式计算基质效应，基质因子＝含基
质溶液样品峰面积／不含基质（纯溶液）样品峰面积×
１００％；内标归一化基质因子＝化合物基质因子／内标
基质因子×１００％。结果显示无明显基质效应（表３），
生物基质对ＦＣＮ－４３７ｃ定量分析的影响有限。
３６　提取回收率　按“２４”项下方法配制 ＦＣＮ－
４３７ｃ低、中、高浓度（１５、７５、７５０ｎｇ·ｍＬ－１）的血浆质
控样品，每个浓度平行制备６个样品，按“２１”项下
测定条件进样分析，记录ＦＣＮ－４３７ｃ与ＦＣＮ－４３７－
Ｄ３峰面积。按“２４”项下方法处理空白血浆（不加

入ＦＣＮ－４３７－Ｄ３）得到空白基质，加入 ＦＣＮ－４３７ｃ
工作液及ＦＣＮ－４３７－Ｄ３溶液，配制 ＦＣＮ－４３７ｃ低、
中、高浓度（１５、７５、７５０ｎｇ·ｍＬ－１）的血浆样品，每个
浓度平行测定 ６份，按“２１”项下测定条件进样分
析，记录ＦＣＮ－４３７ｃ与 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３峰面积。计
算提取回收率 ＝血浆质控样品经处理后所测得峰面
积平均值／空白基质处理后加等量药物所测得峰面
积平均值 ×１００％。结果显示 ＦＣＮ－４３７ｃ和 ＦＣＮ－
４３７－Ｄ３的提取回收率稳定，满足生物样本定量分析
的要求。结果见表３。

表３　基质效应及回收率结果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙ

成分

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）

加入量

（ａｄｄｅｄ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

基质效应（ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ） 回收率 （ｒｅｃｏｖｅｒｙ）

内标归一化基质因子

（Ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｍａｔｒｉｘｆａｃｔｏｒ）／％

ＲＳＤ／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

ＦＣＮ－４３７ｃ １５ １０２０ ２７ １０３０ ０６５

７５ １０００ １３ １０２０ ５８

７５０ １０００ ０９４ １０５０ ５１

ＦＣＮ－４３７－Ｄ３ ８ ／ ／ ７８６ １７

３７　稀释可靠性　按“２４”项下方法配制高浓度的
ＦＣＮ－４３７ｃ血浆质控样品（５００、１５００、７５００ｎｇ·
ｍＬ－１），并用空白血浆基质稀释该样品 １０倍，按
“２１”项下测定条件进样分析，每个浓度平行测定６
份。测得准确度为１０８０％、１０３０％、１０２０％，精密
度为２５％、４５％、２４％。结果表明１０倍稀释后不
影响准确度和精密度。

３８　稳定性考察　按“２３”项下方法配制 ＦＣＮ－
４３７ｃ的储备液，在４℃下存２０２ｄ；按“３３”项下方法
配制ＦＣＮ－４３７ｃ工作液（５、１０００ｎｇ·ｍＬ－１），在室
温下存放２４ｈ；按“３４”项下方法配制 ＦＣＮ－４３７ｃ
低、中、高质量浓度（１５、７５、７５０ｎｇ·ｍＬ－１）的血浆样
品，分别于处理前在室温放置 ２０ｈ、－２０℃放置

１３４ｄ、－８０℃放置６６２ｄ、－８０℃～室温循环冻融３
次、自动进样器（１０℃）中放置 ２４ｈ；全血中加入
ＦＣＮ－４３７ｃ工作液，在室温下放置４ｈ后离心获得血
浆，按“２４”项下方法处理后进样分析，每个浓度平
行测定不少于 ４份，考察稳定性，ＲＳＤ均小于 ７％。
结果表明，在上述条件下ＦＣＮ－４３７ｃ稳定性好。
３９　同位素交换考察　分析批使用的内标为待测
物的稳定同位素内标，且保留时间与待测物相同。

需确保ＦＣＮ－４３７－Ｄ３具有足够高的同位素纯度，并
且不发生同位素交换反应，以避免检测的干扰，导致

结果的偏差。配制高浓度的 ＦＣＮ－４３７ｃ样品（不加
ＦＣＮ－４３７－Ｄ３）进样分析，内标通道产生的干扰峰
的峰面积与内标平均峰面积比小于小于５％，结果显
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示ＦＣＮ－４３７ｃ对ＦＣＮ－４３７－Ｄ３检测无影响。在每
批次检测中，均随行进样 ＱＣ０样品（空白血浆加
ＦＣＮ－４３７－Ｄ３），ＦＣＮ－４３７ｃ通道峰面积均为０。结
果显示，ＦＣＮ－４３７－Ｄ３对 ＦＣＮ－４３７ｃ检测无影响，
ＦＣＮ－４３７－Ｄ３溶液４℃放置１２７ｄ内未发生同位素
交换，ＦＣＮ－４３７－Ｄ３溶液稳定。
３１０　血浆样品再分析（ＩＳＲ）　研究样本进行重复
分析，ＩＳＲ样品量为总样品量的１１８％，且样品的选
择覆盖药动学曲线，计算初始浓度和再分析浓度的

偏差。结果显示，９７０％的 ＩＳＲ样品测试结果与初
测值的偏差在 ±２０％以内，表明本分析方法重现
性好。

３１１　检测方法的临床应用　采用上述检测方法，
应用于 ＦＣＮ－４３７ｃ首次临床研究。其中１２例受试
者口服 ＦＣＮ－４３７ｃ２００ｍｇ后体内 ＦＣＮ－４３７ｃ血药
浓度－时间曲线线性图见图３，主要药代参数见表４。
与单次给药相比，第２１天时，ＲＡＵＣ０－２４和 ＲＣｍａｘ的累积比
几何平均值为 １３３倍与 １５９倍。与结构类似物
Ｒｉｂｏｃｉｃｌｉｂ比较，ＦＣＮ－４３７ｃ２００ｍｇ剂量组暴露水平
高于 Ｒｉｂｏｃｉｃｌｉｂ４００ｍｇ剂量组，接近于 Ｒｉｂｏｃｉｃｌｉｂ
６００ｍｇ剂量组的暴露水平［１７］。

Ａ．单次口服２００ｍｇＦＣＮ－４３７ｃ（均值±ＳＤ，ｎ＝１２）（ｓｉｎｇｌｅｏｒａｌａｄｍｉｎ

ｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ２００ｍｇＦＣＮ－４３７ｃ）　Ｂ．连续口服２００ｍｇＦＣＮ－４３７ｃ第２１

天（均值±ＳＤ，ｎ＝８）（ｍｕｌｔｐｌｅｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ２００ｍｇＦＣＮ－４３７ｃ

ａｔｔｈｅ２１ｓｔｄａｙ）

图３　１２例受试者血浆中ＦＣＮ－４３７ｃ平均血药浓度－时间曲线图

Ｆｉｇ．３　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆＦＣＮ－４３７ｃｉｎ１２

ｐａｔｉｅｎｔｓ

表４　主要药代参数
Ｔａｂ．４　Ｍａｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

参数　　

（ｐａｒａｍｅｔｅｒ）　　

单次给药

（ｓｉｎｇｌｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）

连续给药

（ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）

Ｃｍａｘ／（ｎｇ·ｍＬ－１） １０８７±６５５ １３１３±６９１

Ｔｍａｘ／ｈ ３００±０７３９ ３２５±０７０７

ＡＵＣ０－２４ｈ／（ｎｇ·ｈ－１·ｍＬ－１） １４４９１±１０７５３ ２０１８０±１２１８８

ｔ１／２／ｈ ３６６±６４２ ４１７±１０１

ＲＡＵＣ０－２４ｈ １３３±０５０７

ＲＣｍａｘ １５９±０６５６

５　讨论
ＦＣＮ－４３７ｃ是一种口服、强效、高选择性、全新

结构的ＣＤＫ４／６抑制剂类抗肿瘤新药，本研究建立了
一种灵敏可靠的定量分析人血浆中 ＦＣＮ－４３７ｃ浓度
的ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，并应用于晚期乳腺癌绝经
后女性患者中的临床研究。ＦＣＮ－４３７ｃ虽然与其他
ＣＤＫ４／６抑制剂（诸如 ｐａｌｂｏｃｉｃｌｉｂ、ｒｉｂｏｃｉｃｌｉｂ、ａｂｅｍａｃｉ
ｃｌｉｂ）结构类似，但色谱行为表现有较大差异。本研
究在方法开发前期参考其他 ＣＤＫ４／６抑制剂的检测
方法选择的条件，均无法形成特征性的色谱峰。最

后根据ＦＣＮ－４３７ｃ自身性质，比较在不同填料的色
谱柱上的保留行为后，采用了最佳的ＹＭＣＴｒｉａｒｔＰＦＰ
色谱柱，通过其疏水性、π－π相互作用、偶极 －偶
极、立体选择性等多个保留机制，提高了待测物色谱

保留。同时，根据流动相中有机相比例增加，待测物

色谱保留增强的特点，采用了水相逐渐增加的梯度

洗脱方法，获得最佳的色谱峰。检测前考察单独

ＦＣＮ－４３７ｃ样品与 ＦＣＮ－４３７－Ｄ３样品，确保
ＦＣＮ－４３７ｃ与ＦＣＮ－４３７－Ｄ３之间不产生干扰。血
浆样品采用蛋白沉淀法，血浆用量小，制备方法简

便。对上述方法的选择性、线性、精密度和准确度、

基质效应、提取回收率、稳定性等进行了验证，结果

表明：该方法简单、可靠、灵敏、耐用。符合现行的中

国药典２０２０年版附录９０１２关于生物分析方法验证
的要求［１８］。

致谢：中国科学院上海药物研究所姜金方博士对 ＦＣＮ－
４３７ｃ分析方法的开发提供的支持与帮助。
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