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LC-MS/MS法同时测定人血浆中倍赛诺他及其

N-羟基酰胺水解代谢物M351
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摘要: 体循环中的代谢产物常与药物的安全性或有效性密切相关, 因此在开展创新药物的人体药动学研究时,

除原形药物外也常测定血浆中的主要代谢产物。倍赛诺他为新型的组蛋白去乙酰化酶抑制剂, 目前正处于临床开

发阶段。本文建立了LC-MS/MS法同时测定人血浆中倍赛诺他和N-羟基酰胺水解代谢物M351, 以评价其药动学特

征。血浆样品经乙腈沉淀蛋白处理后, 待测物与内源性物质在Waters ACQUITY UPLC® BEH C18柱 (2.1 mm×50 mm,

1.7 μm) 色谱分离, 以乙腈-含 0.2%甲酸的 5 mmol·L-1醋酸铵溶液作为流动相进行梯度洗脱。采用电喷雾电离源

(ESI源), 以多反应监测正离子模式检测, 用于倍赛诺他和M351定量的离子对分别为m/z 367.1→235.0和m/z 352.1→
207.0, 同位素标记内标定量的离子对分别为m/z 371.1→235.0 (d4-倍赛诺他) 和 357.1→208.0 (d5-M351)。本方法测

定血浆中倍赛诺他和M351的线性范围分别为 2.00～2 000 ng·mL-1和 4.00～4 000 ng·mL-1。质控样品结果显示, 倍

赛诺他的日内、日间精密度均不大于 6.2%, 准确度在-1.1%～4.3%之间; 代谢物M351日内、日间精密度均不大于

6.8%, 准确度在-0.5%～4.9%之间。药动学结果表明, 3名肿瘤患者口服 100 mg倍赛诺他后, 代谢物M351血浆达峰

时间明显滞后于原形药物 (tmax分别为 4.00 h和 0.67 h), 达峰浓度和血浆暴露量分别约为原形药物的 1.7倍和 11倍,

提示倍赛诺他临床研究中应关注代谢物对药物有效性和安全性的影响。本文临床实验经上海交通大学医学院附属

仁济医院伦理委员会批准, 并在该医院进行。
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Bisthianostat, a novel histone deacetylase (HDAC) inhibitor, is currently under development. An LC-MS/MS method

was developed and validated for the simultaneous determination of bisthianostat and its hydrolyzed N-hydroxyamide

metabolite M351 in human plasma to evaluate their pharmacokinetic characteristics in humans. After extraction

from the plasma by acetonitrile-induced protein precipitation, the analytes and endogenous substances were separated

on a Waters BEH C18 column (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm). The mobile phase consisted of acetonitrile and 5 mmol·L-1

ammonium acetate (containing 0.2% formic acid, v/v) for gradient elution. Positive electrospray ionization was

performed using multiple reaction monitoring (MRM) with transitions of m/z 367.1→235.0 for bisthianostat, m/z

352.1→207.0 for M351, m/z 371.1→235.0 for d4-bisthianostat, and m/z 357.1→208.0 for d5-M351. The method

was linear over a concentration range of 2.00-2000 ng·mL-1 for bisthianostat and 4.00-4 000 ng·mL-1 for M351.

The results of quality control samples showed that the intra- and inter-day precision were no more than 6.2% for

bisthianostat and 6.8% for M351. The accuracy ranged from -1.1% to 4.3% for bisthianostat and -0.5% to 4.9%

for M351. The pharmacokinetic results show that after a single oral administration of 100 mg bisthianostat, the

time to peak (tmax) of M351 in the plasma of three patients with tumors was significantly longer than that of the

parent drug (tmax was 4.00 h and 0.67 h, respectively), and the Cmax and plasma exposure of M351 were about 1.7

times and 11 times higher, respectively, than that of the parent drug. This clinical trial was approved by the society

of ethics and conducted in Renji Hospital, Shanghai Jiaotong University School of Medicine.
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作为外源性物质的药物进入人体后, 在代谢酶特

别是肠和肝脏中代谢酶的作用下, 会发生生物转化而

形成代谢产物[1-3]。有些代谢产物会随体循环分布到

各组织中, 产生药效或/和不良反应。因此在创新药物

进入临床开发过程中, 人们希望除原形药物外能尽早地

获得人体血浆中代谢物的相关数据, 以评价创新药物

的有效性和安全性[4,5]。但是采用目前常用的液相色

谱-串联质谱 (LC-MS/MS) 法同时测定原形药物和代

谢产物时, 仍面临着一些挑战: 原形和代谢产物的极性

往往存在较大差异, 比如卡培他滨亲脂性强, 而它的活

性代谢物 5-氟尿嘧啶 (5-FU) 极性较大, 多通过优化色

谱柱和梯度洗脱条件实现在较短的色谱分析时间的同

时测定[6]。其次, 代谢物与原形药物可能会呈现出不

同的稳定性, 比如氯吡格雷及其非活性代谢产物氯吡

格雷酸在生物基质中是稳定的, 但其具有活性的硫醇

代谢物非常不稳定, 全血采集后要立即衍生化以保护

活泼的巯基[7]。另外, 原形药物和代谢产物由于稳定

性的原因, 在样品储存、预处理或质谱分析过程中存在

一方向另一方转化或相互转化的问题, 如N-氧化物代

谢物[8]、葡萄糖醛酸结合物等[9]。

倍赛诺他[10] (bisthianostat, 图1), 是由中国科学院上

海药物研究所科研人员基于海洋天然产物Largazole[11-13]

结构中噻唑-噻唑啉关键结构单元, 经系统的结构优化,

开发获得的一类新型双噻唑类组蛋白去乙酰化酶[14]

(histone deacetylase, HDAC) 抑制剂。临床前药效学研

究显示, 口服倍赛诺他对两种人骨髓瘤的移植瘤小鼠

均显示出良好的治疗效果, 抑制活性优于首个获准上

市的 HDAC 抑制剂伏立诺他。倍赛诺他目前正处在

临床 I/II期开发阶段。

倍赛诺他的临床前及早期临床代谢研究结果均显

示 N-羟基酰胺水解代谢物 M351是小鼠、比格犬及人

血浆中主要代谢产物。因此, 本文首次开发并建立了

灵敏、准确的LC-MS/MS法同时测定人血浆中倍赛诺

他和代谢物 M351, 并用于倍赛诺他人体药动学研究,

为后续的临床治疗剂量和给药频率选择提供依据。

材料与方法

对照品 倍赛诺他 (批号 : WS2017037; 纯度 :

99.94%)、代谢物M351 (批号: 20180227; 纯度: 99.59%)、

d4-倍赛诺他 (批号: 20180409; 纯度: 95.81%)、d5-M351

(批号: 20180416; 纯度: 99.10%) 均由国家新药筛选中

心提供。甲醇和乙腈 (德国 Merck 公司)、甲酸 (日本

TCI公司)、醋酸铵 (美国ROE公司) 均为色谱纯; 去离

子水由法国Millipore超纯水仪制得。

仪器 Triple Quad 5500 型三重四极杆串联质谱

仪 , 配备电喷雾电离源 (ESI 源), 美国 AB Sciex 公司 ;

液相色谱系统包括 DGU-20A5R 脱气机, LC-30AD 液

相色谱泵 , SIL-30AC MP 自动进样器 , CTO-20A 柱温

箱 , 日本 Shimadzu 公司 ; Analyst 1.6.3 定量处理软件 ,

美国AB Sciex公司。

色谱条件 色谱柱 : Waters ACQUITY UPLC®

BEH C18柱 (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm), 美国Waters公司。

流动相: A相为含0.2%甲酸的5 mmol·L-1醋酸铵水溶液,

B相为乙腈。采用线性梯度洗脱程序如下: 0～0.3 min,
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25% B; 0.3～0.8 min, 25%～40% B; 0.8～1.3 min, 40%～

90% B; 1.3～1.6 min, 90% B; 1.6～1.7 min, 90%～25%

B; 1.7～2.4 min, 25% B。流速为 0.55 mL·min-1, 柱温

为40 ℃, 进样量为2.0 μL。

质谱条件 离子源为电喷雾电离源 (ESI源), 正离

子扫描模式检测 ; 源喷射电压为 5 500 V; 源温度为

550 ℃; 离子源气体1 (N2) 压力为50 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa);

离子源气体 2 (N2) 60 psi; 气帘气体 (N2) 压力为 40 psi,

扫描方式为多反应检测 (multiple reaction monitoring,

MRM), 碰撞气压力为 9 psi; 扫描时间为 70 ms。用于

MRM检测的定量离子反应为: m/z 367.1→235.0 (倍赛

诺他)、m/z 371.1→235.0 (d4-倍赛诺他)、m/z 352.1→
207.0 (代谢物M351) 和m/z 357.1→208.0 (d5-M351)。

标准系列样品和质控样品的配制 精密称取倍赛

诺他和代谢物 M351对照品各两份, 用甲醇溶解并稀

释至刻度, 摇匀, 分别获得质量浓度约为 1.00 mg·mL-1

的倍赛诺他和代谢物M351的储备液, 用于配制标准系

列溶液和质控溶液。精密量取倍赛诺他和代谢物M351

的储备液, 用乙腈-水 (50∶50, v/v) 稀释, 获得倍赛诺他

和代谢物 M351 的质量浓度分别为 0.040 0/0.080 0、

0.080 0/0.160、0.200/0.400、0.600/1.20、2.00/4.00、6.00/

12.0、20.0/40.0和 40.0/80.0 μg·mL-1的标准系列混合工

作溶液。以人空白血浆稀释工作溶液, 获得血浆浓度分

别为 2.00/4.00、4.00/8.00、10.0/20.0、30.0/60.0、100/200、

300/600、1 000/2 000、2 000/4 000 ng·mL-1的标准系列

样品。以质控储备液如上配制定量下限、低、中、高浓度

和稀释质控样品, 血浆浓度分别为2.00/4.00、6.00/12.0、

500/1 000、1 600/3 200和 16 000/32 000 ng·mL-1。精密

称取 d4-倍赛诺他和 d5-M351对照品各一份, 用甲醇溶

解并稀释, 分别获得质量浓度约为 1.00 mg·mL-1 的内

标储备液。然后用乙腈-水 (50∶50, v/v) 稀释, 获得 d4-

倍赛诺他和 d5-M351 的质量浓度为 50.0/50.0 ng·mL-1

的内标混合工作溶液。

血浆样品预处理 取血浆样品50.0 μL, 加入内标溶

液 (d4-倍赛诺他/d5-M351, 质量浓度为50.0/50.0 ng·mL-1)

50.0 μL, 加入乙腈 300 μL, 涡流 1 min, 离心 5 min

(14 000 r·min-1, 4 ℃)。取上清液 2.0 μL 进行 LC-MS/

MS分析。

方法验证 参照中国药典 (2015年版) 指导原则[15]

和美国 FDA相关指导原则[16], 从方法的选择性、标准

曲线和定量下限、精密度和准确度、基质效应、回收率

和稳定性等方面对建立的LC-MS/MS方法进行了完整

的方法学验证。

选择性 取 6个不同来源的人空白血浆以及相应

人空白血浆配制的 LLOQ 样品进行 LC-MS/MS 分析,

考察不同来源的空白血浆中内源性物质是否对待测物

和内标测定有干扰。

标准曲线 取标准系列样品按照“血浆样品预处

理”项下操作, 以每个待测物浓度为横坐标, 待测物与

内标物的峰面积比值为纵坐标, 用加权 (W = 1/x2) 最

小二乘法进行回归运算 , 获得标准曲线的相关系数

(r2) 应大于0.99。

定量下限 取 LLOQ血浆样品, 进行 6样本分析,

连续测定 3天, 并根据当日标准曲线计算每一样本的

测得浓度, 计算该浓度的日内和日间精密度和准确度。

精密度不得大于20%, 准确度在标示值的±20%之内。

精密度和准确度 取低、中、高浓度 QC 样品, 按

“血浆样品预处理”项下操作, 每个浓度进行 6样本分

析, 连续测定 3个分析批, 根据每一分析批结果求算待

测物的日内、日间精密度和准确度。每个浓度 QC样

品测定值的精密度不得大于 15%, 平均准确度在标示

值的±15%之内。

基质效应 分别取 6 个不同来源的空白人血浆 ,

除不加内标溶液外, 按“血浆样品预处理”项下操作, 取

上清液加入相应浓度的对照质控溶液和内标溶液, 涡

流混匀, 进行LC-MS/MS分析。同时另取去离子水代

替空白血浆, 按上述处理, 分别获得相应的待测物和内

标的峰面积。以两种处理方法的峰面积比值计算基质

效应。

分别取一份溶血血浆和高脂血浆, 分别配制低、高

两浓度的质控样品, 按“血浆样品预处理”项下操作, 每

一浓度进行 6样本分析。根据当日标准曲线计算溶血

样品和高脂样品的精密度、准确度, 评价溶血和高脂血

浆样品的基质效应。

回收率 采用人空白血浆配制低、中、高 3个浓度

质控样品, 按“血浆样品预处理”项下操作, 每一浓度进

行 6样本分析 (A)。同时另取人空白血浆, 除不加内标

溶液外, 按“血浆样品预处理”项下操作, 取上清液加入

相应浓度的对照质控溶液和内标溶液, 涡流混匀, 每一

浓度进行 6样本分析 (B)。以每一浓度两种处理方法

的峰面积比值计算回收率, 计算公式为A/B×100 %。

稳定性 考察人全血样品室温放置4 h、血浆样品室

温放置 24 h、经沉淀蛋白处理后自动进样器 (4 ℃) 放

置 25 h、血浆样品经历 5次冷冻-解冻循环以及-20 ℃、

-70 ℃长期放置112天后倍赛诺他和M351稳定性。

稀释效应 考察超出标准曲线定量上限的血浆样

品, 经空白血浆稀释10倍后测定的准确度。

人体药动学研究和数据分析 临床试验经上海交

通大学医学院附属仁济医院伦理委员会批准, 并在该

医院进行。3例女性难治性或复发性多发性骨髓瘤患
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者自愿签署书面知情同意书。在给药前 30 min 内和

口服倍赛诺他片 100 mg后 15 min、30 min、1、1.5、2、3、

5、7、10、24、48、72 h分别从前臂肘静脉使用留置针采

集全血 2.5 mL至EDTA-K2抗凝的试管中。分离血浆

于-70 ℃以下保存。采用 Phoenix WinNonlin6.3 (美国

Pharsight公司) 软件以非房室模型对测得的药动学数

据进行处理和统计分析。

结果

1 质谱分析

在建立的 LC-MS/MS 条件下 , 倍赛诺他、d4-倍赛

诺他、代谢物M351和 d5-M351在ESI电离源下主要产

生 [M+H]+离子, 质荷比分别为m/z 367.1、m/z 371.1、m/z

352.1、m/z 357.1。选择性对 [M+H]+峰进行产物离子

扫描, 倍赛诺他和d4-倍赛诺他的主要碎片离子均为m/z

235.0, 将其作为定量分析时监测的产物离子。代谢物

M351和d5-M351的主要碎片离子分别为m/z 235.0、m/z

207.0 和 m/z 236.0、m/z 208.0, 因信号响应和血浆浓度

均高于原形, 为防止信号饱和, 选择响应较低的碎片离

子 m/z 207.0 和 208.0 作为 M351 和 d5-M351 定量检测

的产物离子。待测物和内标的产物离子扫描质谱图以

及主要碎片离子的断裂模式见图1。

2 方法学验证

2.1 选择性 空白血浆样品在倍赛诺他、M351和相

应内标保留时间处的峰面积均小于定量下限样品待测

物峰面积的20%和内标峰面积的5%。结果表明, 空白

人血浆中的内源性物质不干扰待测物倍赛诺他、代谢

物M351及内标 d4-倍赛诺他、d5-M351的测定, 典型色

谱图见图 2A。同位素内标也不影响待测物倍赛诺他

和M351测定, 典型色谱图见图2B。

2.2 标准曲线 测定人血浆中倍赛诺他和代谢物

M351的线性范围分别为 2.00～2 000 ng·mL-1和 4.00～

4 000 ng·mL-1。典型标准曲线回归方程为: y = 4.59×

10-2 x + 1.09×10-2 (r = 0.999 2, 倍赛诺他); y = 1.07×

10-2 x + 2.91×10-3 (r = 0.999 6, M351)。

2.3 定量下限 测得定量下限样品中倍赛诺他的日

内精密度为5.2%, 日间精密度为6.2%, 准确度为-1.1%;

代谢物M351的日内精密度为6.8%, 日间精密度为5.9%,

准确度为-0.5%。结果表明LC-MS/MS法同时测定人

血浆中倍赛诺他和代谢物M351的定量下限分别可达

到2.00和4.00 ng·mL-1。

2.4 精密度和准确度 每一浓度水平倍赛诺他的QC

样品的日内精密度 (RSD) 均不大于 3.3%, 日间精密度

(RSD) 均不大于 3.3%, 准确度 (RE) 在 1.0%～4.3% 之

间; 每一浓度水平代谢物M351的QC样品日内精密度

(RSD) 均不大于3.6%, 日间精密度 (RSD) 均不大于3.6%,

准确度 (RE) 在0.0%～4.9%之间。质控样品的日内和日

间的精密度和准确度均符合生物样品测定相关要求。

2.5 基质效应 倍赛诺他在低、中、高浓度经内标校

正的基质效应分别为 95.1%、96.7% 和 98.4%, 不同来

源的内标归一化基质因子变异系数均不大于 4.0%; 代

谢物M351在低、中、高浓度经内标校正的基质效应分

别为 100.9%、100.3% 和 99.2%, 不同来源的内标归一

化基质因子变异系数均不大于 1.8%。结果表明, 待测

物和内标在本实验选择的色谱和质谱条件下, 可忽略

基质效应的影响。

Figure 1 The chemical structures, product ion mass spectra, and proposal fragmentation patterns of bisthianostat (A), d4-bisthianostat (B),

M351 (C) and d5-M351(D)
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溶血血浆配制的每一浓度水平的倍赛诺他的质控

样品的精密度 (RSD) 均不大于 4.2%, 准确度 (RE) 在

-2.7%～0.4% 之间 ; 代谢物 M351 的质控样品的精密

度 (RSD) 均不大于 2.6%, 准确度 (RE) 在 0.4%～3.0%

之间。高脂血浆配制的每一浓度水平的倍赛诺他的质

控样品的精密度 (RSD) 均不大于3.6%, 准确度 (RE) 在

-2.7%～0.8%之间; 代谢物M351的质控样品的精密度

(RSD) 均不大于 3.7%, 准确度 (RE) 均在 0.3%～4.3%

之间。结果表明, 待测物在本实验选择的色谱和质谱

条件下, 可忽略溶血和高脂基质效应的影响。

2.6 样品处理回收率 倍赛诺他在低、中、高浓度的

回收率分别为 92.7%、91.1% 和 91.7%, 回收率精密度

在 0.8%～2.4%之间; 代谢物M351在低、中、高浓度的

回收率分别为 84.3%、83.4% 和 86.6%, 回收率精密度

在 1.0%～3.0%之间。结果表明, 本实验选择的预处理

方法重现性良好。

2.7 稳定性 倍赛诺他/M351血浆样品在各种稳定性

考察条件下准确度均在-6.5%～2.7% 之间, 表明倍赛

诺他/M351血浆样品在本文测试的不同储存条件下均

稳定, 能够满足本实验中样品测定的要求。另外, 与新

鲜配制的全血样品结果相比, 全血样品在室温下放置

4 h后测得的相对偏差在-6.3%～3.3%之间, 表明全血

在室温下放置4 h稳定。

2.8 稀释效应 取倍赛诺他/代谢物 M351 人血浆稀

释质控样品 (浓度为 16 000/32 000 ng·mL-1), 用人空白

血浆稀释 10倍后, 按“血浆样品预处理”项下操作, 进

行 6样本分析。测得稀释 10倍后, 质控样品中倍赛诺

他的精密度和准确度分别为 1.3%和 0.4%、M351的精

密度和准确度分别为2.4%和1.0%。结果表明, 人血浆

样品经空白血浆稀释 10 倍后不影响测定结果的准

确性。

3 药动学研究

采用经过完整方法学验证的LC-MS/MS方法测定

3名肿瘤患者口服100 mg倍赛诺他后的血浆样品, 获得

倍赛诺他和M351平均血浆药物浓度-时间曲线如图3。

相应的药动学参数见表 1。口服给药后倍赛诺他血浆

浓度达峰迅速, tmax为 0.67 h时, 代谢物M351血浆达峰

时间 (4.00 h) 明显滞后于原形药物, 且代谢物有更长

的血浆清除半衰期。血浆中代谢物M351的达峰浓度

和血浆暴露量分别约为原形药物的1.7倍和11倍。

讨论

倍赛诺他和N-羟基酰胺水解物M351极性相差较

大, 油水分配系数 lg D值分别为 0.77和-0.84, 液-液萃

取和固相萃取法很难保证同一条件下二者血浆样品回

收率的一致性和重现性。因此, 本实验采用蛋白沉淀法

进行预处理, 二者的提取回收率分别为91.8%和84.8%。

实验发现倍赛诺他的酰胺键在大气压化学电离源

Figure 2 Typical MRM chromatograms of bisthianostat (I), d4-bisthianostat (II), M351 (III), d5-M351(IV) in human plasma. A: Blank plasma;

B: Blank plasma spiked only with 50.0 ng·mL-1 d4-bisthianostat and 50.0 ng·mL-1 d5-M351; C: Blank plasma containing 2.00 ng·mL-1 bisthi‐

anostat, 4.00 ng·mL-1 M351, 50.0 ng·mL-1 d4-isthianostat and 50.0 ng·mL-1 d5-M351; D: Plasma sample collected 6 h after an oral adminis‐

tration of 100 mg bisthianostat to a patient with multiple myeloma
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(APCI源) 下易发生源内裂解, 降低了检测灵敏度, 最

终选择 ESI源。在色谱分离上, 考虑到倍赛诺他分子

结构含有羟胺基团, 优先选用了碱性或中性流动相, 以

提高色谱保留, 但在此 pH条件下倍赛诺他色谱保留过

强, 且峰形拖尾严重。以含 0.2%甲酸的 5 mmol·L-1醋

酸铵溶液 (pH 2.9) 作为流动相水相时, 可以降低色谱

保留, 且极大地改善色谱峰形。为保证倍赛诺他和代

谢物均能有较好的色谱保留, 且缩短分析时间, 本文选

用了梯度洗脱方式。在色谱柱的选择方面, 比较了3款

不同粒径的色谱柱: Phenomenex Gemini C18 (2.0 mm×

50 mm, 5 μm)、Agilent Eclipse Plus C18 (2.1 mm×100 mm,

3.5 μm) 和Waters BEH C18柱 (2.1 mm×50 mm, 1.7 μm),

结果发现粒径为 1.7 μm 的超高压液相色谱柱具有更

优的柱效和峰形对称性。

本文首次建立了快速、灵敏、准确的LC-MS/MS法

同时测定人血浆中倍赛诺他和代谢物M351, 已成功应

用于倍赛诺他药动学实验。测定倍赛诺他和M351的定

量下限分别为2.00和4.00 ng·mL-1, 可充分评价倍赛诺他

及代谢物在临床 I期人体药动学实验各剂量组的药动

学特征。代谢物M351血浆暴露量约为原形药物的11倍,

提示在临床研究中应关注代谢物安全性和有效性。
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