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摘要：目的　建立一种液相色谱－质谱联用（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法定量测定人血浆中
乌帕替尼血药浓度的方法。方法　以乌帕替尼 －１５Ｎ－ｄ２为内标，用乙腈沉淀
蛋白预处理。以ＷａｔｅｒｓＢＥＨＣ１８（２４ｍｍ×５００ｍｍ，１７μｍ）色谱柱进行分离；
以乙腈（含 ０１％甲酸）和 ０１％甲酸水溶液为流动相，梯度洗脱，流速为
０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃。用电喷雾离子源，正离子多反应监测模式扫描，用
于定量分析的离子对分别为 ｍ／ｚ３８８９０→２５５９０（乌帕替尼），ｍ／ｚ３８４１０→
２５６２０（乌帕替尼－１５Ｎ－ｄ２，内标）。考察该方法的专属性、标准曲线、定量下
限、精密度、回收率、稀释可靠性、基质效应和稳定性。结果　血浆中的内源性成
分、内标与乌帕替尼之间均无相互干扰。质量浓度０７５～６０００ｎｇ·ｍＬ－１乌帕
替尼与峰面积的线性关系良好（ｒ＝０９９８６），标准曲线方程为ｙ＝８２４×１０－２ｘ＋
０６１×１０－２，定量下限为０７５ｎｇ·ｍＬ－１，质控样品批内、批间精密度变异系数均
≤５３％；５倍稀释后的样品浓度准确度为１１％，变异系数为４６％。低、高质量
浓度血浆质控样品的基质效应因子分别为１１和１０。全血样品和血浆样品的
稳定性符合生物样品分析的要求。结论　所用方法简便快速、准确度高、灵敏度
好，适用于测定人血浆中乌帕替尼的浓度，可用于其在健康人体中的药代动力学

及生物等效性研究。

关键词：乌帕替尼；液相色谱－质谱联用；血药浓度
ＤＯＩ：１０１３６９９／ｊｃｎｋｉ１００１－６８２１２０２５０３０１９
中图分类号：Ｒ９７１１　　　文献标志码：Ａ
文章编号：１００１－６８２１（２０２５）０３－０３９３－０４

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅ
ｂｌｏｏｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＵｐａｔｉｎｉｂｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａＭｅｔｈｏｄｓ　Ｕｐａｔｉｎｉｂ
１５Ｎ－ｄ２ｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，ａｎｄａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔＳｅｐａｒａｔｅｕｓｉｎｇａＷａｔｅｒｓＢＥＨ Ｃ１８
（２４ｍｍ×５００ｍｍ，１７μｍ）ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎ；ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ）ａｎｄ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ，ｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ
０３ｍＬ·ｍｉｎ－１ａｎｄｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ４０℃Ｔｈｅｉｏｎｐａｉｒｕｓｅｄｆｏｒ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｍ／ｚ３８８９０→２５５９０（Ｕｐａｔｉｎｉｂ）ａｎｄｍ／ｚ
３８４１０→２５６２０（Ｕｐａｔｉｎｉｂ－１５Ｎ－ｄ２，ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｂｙｕｓｉｎｇａｎｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｓｏｕｒｃｅａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｕｌｔｉｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｍｏｄｅｓｃａｎｎｉｎｇＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ，ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｃｕｔｏｆｆ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ｄｉｌｕｔｉｏｎｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ，ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｒｅｉｓｎｏｍｕｔｕａｌ
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ｓｔｕｄｉｅｓｏｆＵｐａｔｉｎｉｂｉｎｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
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　　乌帕替尼是一种具有选择性 Ｊａｎｕｓ激酶（Ｊａｎｕｓ
ｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ）抑制作用的药物［１－２］，已于２０２２年３月
获得国家药品监督管理局批准。该药适用于治疗中

度至重度活动性类风湿关节炎反应不佳或倾向于接

受一种或多种肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，
ＴＮＦ）抑制药治疗的成年患者，并对活动性银屑病关
节炎（ｐｓｏｒｉａｔｉｃａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＰｓＡ）成年患者中，对一种或多
种改善病情抗风湿药物（ｄｉｓｅａｓｅ－ｍｏｄｉｆｙｉｎｇａｎｔｉ－
ｒｈｅｕｍａｔｉｃｄｒｕｇｓ，ＤＭＡＲＤｓ）反应不佳或不耐受时具有
重要作用。乌帕替尼主要通过阻断 ＪＡＫ－信号转导
与转录激活因子（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）信号通路中 Ｊａｎｕｓ激酶［３－４］的活

性，禁止其起作用，ＪＡＫ－ＳＴＡＴ信号通路是一种细胞
内通路［５－６］，在促炎细胞因子的释放中起着关键的作

用，促炎细胞因子刺激类风湿关节炎、银屑病关节炎

和特应性皮炎的炎症［７－８］。本研究基于液相质谱联

用技术联合同位素内标［９］，建立快速、准确、高效的测

定人血浆中乌帕替尼浓度的方法，以期为临床医学的

合理用药和安全性提供参考。

材料与方法

１　材料
药品与试剂　乌帕替尼对照品，含量：１００％，批

号：１００３２０５，乌帕替尼 －１５Ｎ－ｄ２对照品，含量：
９９１０％，批号：１００２０６９，均购自广州佳途科技股份有
限公司。空白基质，由山东省聊城市第二人民医院提

供，并经山东省聊城市第二人民医院药物临床试验伦理

委员会批准，伦理批号：ＫＢ２０２４－伦理意见－２５－０１。
仪器　ＬＣ－４０Ａ系列超高效液相色谱仪，日本岛

津公司产品；ＱＴｒａｐ６５００＋三重四极杆串联质谱仪、
Ａｎａｌｙｓｔ采集工作站１６３，均为美国应用生物系统公
司产品；ＳＩＧＭＡ３－１８ＫＳ低温离心机，美国 ＳＩＧＭＡ公
司产品；ＸＰＲ３６／Ａ百万分之一电子分析天平，瑞士

ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司产品。
２　测定条件、血浆样品处理和溶液配制

色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ

ＢＥＨＣ１８（２４ｍｍ×５００ｍｍ，１７μｍ），流动相：乙腈
（含０１０％甲酸）－０１０％甲酸水溶液，梯度洗脱程
序：０～１００ｍｉｎ，８０％Ｂ，１００～２００ｍｉｎ，１０％Ｂ，
２１０～３５０ｍｉｎ，８０％Ｂ，分析时间：３５０ｍｉｎ，柱温：
４０℃，进样量：２μＬ，流速：０３０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

质谱条件　在正离子模式下，进行多离子反应监
测，电喷雾电离源。电喷雾电压：＋５５００Ｖ，雾化器压
力：３４４７５ｋＰａ，辅助气压力：３４４７５ｋＰａ，气帘气压
力：２４１３３ｋＰａ，离子源温度：５００℃，选择离子对分别
为 ｍ／ｚ３８８９０→２５５９０（乌帕替尼），ｍ／ｚ３８４１０→
２５６２０（乌帕替尼－１５Ｎ－ｄ２）。乌帕替尼与乌帕替尼－
１５Ｎ－ｄ２的离子去簇电压分别为１６０、２０Ｖ，碰撞能均
为３８Ｖ，入口电压均为 １０Ｖ，碰撞室出口电压均为
２４Ｖ。由Ａｎａｌｙｓｔ软件进行数据采集和积分，数据传
输至ＷａｔｓｏｎＬＩＭＳ管理系统进行线性回归、浓度计算
等分析处理。

储备液的配制　称取乌帕替尼标准品和乌帕替
尼－１５Ｎ－ｄ２标准品，分别用甲醇溶解，配制成浓度
为０２０ｎｇ·ｍＬ－１的乌帕替尼储备液与内标储备液。

工作液的配制　量取乌帕替尼储备液用甲醇 －
水（５０∶５０）梯度稀释后得到系列标准工作液（质量浓
度分别为 １５、４０、９０、２００、４００、８００、１２００、１００００
ｎｇ·ｍＬ－１）和质控工作液（质量浓度分别为 １５、４５、
２５０、９００、１００００ｎｇ·ｍＬ－１）。吸取内标储备液用
５０％甲醇稀释制得２０ｎｇ·ｍＬ－１的内标工作液。

标准曲线血浆样品和质控血浆样品的配制　吸
取空白血浆与乌帕替尼标准工作液与质控工作液按

１９∶１混匀，配制成含乌帕替尼质量浓度为 ０７５、
２００、４５０、１０００、２０００、４０００和６０００ｎｇ·ｍＬ－１的
标准曲线血浆样品，以及血浆中含乌帕替尼质量浓度为

０７５、２２５、１２５０、４５００ｎｇ·ｍＬ－１的质控血浆样品。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２５）

血浆样品处理　在 ９６孔板中加入血浆样品
５５μＬ和２０ｎｇ·ｍＬ－１内标工作液 ２５μＬ混匀（以
１３００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ），加入乙腈２２０μＬ，振摇提
取（以１３００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ）后，在４℃下进行离
心（以４７００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ）；取上清液１００μＬ
至另一干净的 ９６孔板中，加入 １０％乙腈水溶液
５０μＬ，混匀（以 １３００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２ｍｉｎ），封膜
（１７０℃，２ｓ）。
３　方法学考察

专属性　取６个不同来源的空白血浆，按“血浆
样品处理”（用５０％甲醇水替代内标溶液）制得双空
白样品；将 ６个不同来源的空白血浆与质量浓度为
１５０ｎｇ·ｍＬ－１的乌帕替尼工作液按１９∶１混匀后，按
“血浆样品处理”制得只含乌帕替尼的定量下限样品；

取６个不同来源的空白血浆，按“血浆样品处理”制得
只含乌帕替尼－１５Ｎ－ｄ２的零浓度样品。

标准曲线与定量下限　取标准曲线样品按“血浆
样品处理”项下方法操作，建立标准曲线。标准曲线

样品含乌帕替尼质量浓度分别为 ０７５、２００、４５０、
１０００、２０００、４０００、６０００ｎｇ·ｍＬ－１。以待测物的浓
度为横坐标，待测物质与内标峰面积之比为纵坐标，

采用加权最小二乘法（Ｗ＝１／Ｘ２）进行回归，得到线性
回归方程，并确定定量下限。

精密度与回收率　取质控样品按“血浆样品处理”
项下方法预处理，每个浓度水平的质控样品６个平行样
本。连续３ｄ，分别考察３个具有独立标准曲线的分析
批，以标准曲线计算质控样品浓度。考察方法准确度

与精密度。取空白血浆按专属性考察中双空白样品方

法制备后，取上清液１００μＬ至ＥＰ管中，分别加入含乌
帕替尼质量浓度为１６５、９１６７和３３００ｎｇ·ｍＬ－１的工
作液２５μＬ，和含内标６６６７ｎｇ·ｍＬ－１溶液２５μＬ。每
个浓度６个重复。记录样品峰面积 Ａ。精密吸取低、
中、高浓度乌帕替尼血浆质控样品５５μＬ，按“血浆样品
处理”中的方法，每个浓度６个重复，记录样品峰面积
Ｂ。提取回收率＝Ｂ／Ａ×１００％。

基质效应　取６个不同来源的空白血浆按照双
空白样品处理后，取上清液１００μＬ至 ＥＰ管中，分别
加入含乌帕替尼质量浓度为１６５和３３００ｎｇ·ｍＬ－１

的工作液 ２５μＬ和含内标 ６６６７ｎｇ·ｍＬ－１溶液
２５μＬ，混匀进样，记录样品峰面积 Ａ。另取超纯水配
制与上述浓度相同的样品。每种样品每个浓度６个
重复。记录峰面积Ｃ。基质效应因子＝Ａ／Ｃ×１００％。

稀释可靠性 　 制备含乌帕替尼质量浓度
１００ｎｇ·ｍＬ－１的稀释质控样品，用空白血浆稀释５倍，

平行制样６份，计算样品浓度准确度。
稳定性　考察了乌帕替尼储备液和工作液室温

保存２８ｈ，或 －２０℃保存３０ｄ的稳定性；取低、高浓
度的乌帕替尼血浆质控样本，分别于室温下放置２４ｈ，
或－８０℃放置２５ｄ，或４℃条件下放置８ｄ，或反复冻
融５次，或经过样品处理后在自动进样器中放置３３ｈ
的稳定性。另外，分别考察了全血样本４℃放置１ｈ
或冰浴保存２ｈ的稳定性。每个浓度６个重复。

结　　果

１　方法学评价
专属性　乌帕替尼保留时间为１２９ｍｉｎ，乌帕替

尼－１５Ｎ－ｄ２保留时间为１２７ｍｉｎ，结果表明生物样
品中其他内源性成分对待测物的检测没有影响。且

内标与待测物之间不存在相互干扰，见图１。

图 １　乌帕替尼（Ⅰ）和内标乌帕替尼 －１５Ｎ－ｄ２（Ⅱ）在血浆
基质中的典型色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＴｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＵｐａｔｉｎｉｂ（Ⅰ）ａｎｄＩｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄＵｐａｔｉｎｉｂ－１５Ｎ－ｄ２（Ⅱ）ｉｎｉｔｓｐｌａｓｍａｓｔａｎｄａｒｄｓ

　　标准曲线与定量下限　典型标准曲线方程为ｙ＝
８２４×１０－２ｘ＋０６１×１０－２，相关系数ｒ＝０９９８６，乌帕
替尼在血浆基质中浓度在０７５～６０００ｎｇ·ｍＬ－１线
性关系良好。定量下限为０７５ｎｇ。

精密度与回收率　乌帕替尼的批内、批间精密度
变异系数均≤５３％，在低、中、高质量浓度血浆质控
样品中，与提取回收率均满足生物样品定量分析的基

本要求，见表１。
基质效应　在低、高质量浓度血浆质控样品中乌

帕替尼的基质效应因子分别为１１和１０，表明血浆
基质对乌帕替尼检测结果无明显影响。

稀释可靠性　５倍稀释后的样品浓度准确度为
１１％，变异系数为４６％。符合验证要求。

稳定性　不同保存条件下的低、高质量浓度样本
准确度均在±１０％，且样本变异系数均小于１０％，表
明样本在以上稳定性考察条件下稳定性良好。



３９６　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第３期　２０２５年２月（总第４２５期）　　　　

表１　用液相色谱－质谱联用法检测乌帕替尼在人血浆中的精密度与回收率
Ｔａｂｌｅ１　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆＵｐａｔｉｎｉｂｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｅｒａ－ｄａｙ（ｎ＝６） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝１８）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）ＲＳＤ（％） ＲＥ（％） Ｍｅａｓｕｒｅｄ（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）ＲＳＤ（％） ＲＥ（％）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

２２５ ２１３±０１１ ５２５ －５１９ ２２３±００７ ３２３ －０７１ ７６０１±３６７
１２５０ １２５８±０４２ ３３３ ０６６ １２８６±０４２ ３３０ ２８８ ７７７２±１８４
４５００ ４６０３±０８５ １８５ ２２８ ４６９２±１６９ ３６１ ４２６ ８１２６±３９０

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ．

讨　　论

ＬＩ等［６］建立了 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定乌帕替尼
与甲氨蝶呤在大鼠体内的血药浓度，使用托法替布为

内标；ＷＡＮＧ等［４］建立了比格犬血浆中乌帕替尼的测

定方法，内标为菲达替尼，样本使用乙酸乙酯的液液

萃取法，前处理过程繁琐；ＭＡＲＴＥＮＳ等［８］建立了

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定乌帕替尼在人血浆内浓度的方法，
使用培西达替尼作为内标，分析时间为１２ｍｉｎ，检测
效率较低。

本文运用灵敏度指标较高的ＱＴｒａｐ６５００＋液质联
用仪测定人体内乌帕替尼的血药浓度，血浆样品取样

量低至５５μＬ，减小了临床受试者的采血量。采用乙腈
蛋白沉淀法处理样本，同时实现了方法的高灵敏度、低

检测成本及操作简便［１０］。同时采用乌帕替尼－１５Ｎ－
ｄ２同位素内标，消除样品前处理过程差异的同时，抵消
了质谱离子化时的基质效应，减小系统误差，保证检测

结果准确可靠。本方法乌帕替尼与内标均在１３ｍｉｎ
内出峰，单个样品检测仅需３５ｍｉｎ，方法便捷灵敏，可
满足大批量生物样品检测的需求。

实验初期出现乌帕替尼残留较大的情况，为了降

低进样针上的残留，考察了不同比例的甲醇或乙腈水溶

液或异丙醇作为洗针液的清洗效果，最终选择甲醇 －
乙腈－水－异丙醇（１∶１∶１∶１）作为洗针液，并采用内
外清洗结合的洗针方式时，待测物的残留可控制在

５％内，内标的残留可控制在１％内，残留符合相关法
规要求［１１－１４］。本文建立的方法操作简便、准确度高。
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