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摘要：目的　建立一种通过高效液相色谱 －串联质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法测定
大鼠血浆中卡非佐米的方法，并研究大鼠血浆中卡非佐米的药代动力学特征。

方法　用甲醇－乙腈（１∶１，ｖ／ｖ）蛋白沉淀法处理大鼠血浆样品。色谱柱：Ｔｈｅｒｍｏ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＴＭ Ｃ１８Ｃｏｌｕｍｎ（２１ｍｍ×５００ｍｍ，３μｍ）；流动相：

２ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵 －００２％甲酸水（Ａ）－甲醇（Ｂ）；梯度洗脱；流速：０４５
ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：５μＬ。电喷雾离子源，正离子模式，多反应离子监测。考察
该方法的专属性、标准曲线和定量下限、残留效应、精密度与回收率、稀释效应、

基质效应、稳定性。将６只健康雄性 ＳＤ大鼠单次尾静脉注射４ｍｇ·ｋｇ－１卡非
佐米后，眼内眦取血，检测大鼠血浆中卡非佐米浓度，用 ＤＡＳ３０计算药代动力
学参数。结果　卡非佐米在０５～１２５００ｎｇ·ｍＬ－１内，专属性及线性关系良
好，标准曲线为 ｙ＝２４０×１０－２ｘ＋６８１×１０－２（ｒ＝０９９６４），定量下限为
０５ｎｇ·ｍＬ－１，样品残留分别为定量下限和内标的７６４％和１００％，批内及批
间精密度分别为≤７５１％、≤８１６％，批内及批间准确度分别为 －４５４％ ～
５１４％、－４４１％ ～８２６％，提取回收率为９２４９％ ～１０８３３％，样品稀释效应、
基质效应和稳定性的方法学考察结果均符合生物样品分析方法验证的要求。卡

非佐米的主要药代动力学参数：Ｃｍａｘ为（１１０×１０
６±５４５×１０５）ｎｇ·Ｌ－１，ｔ１／２为

（２３１０±７３８）ｍｉｎ，ＡＵＣ０－ｔ为（１８５×１０
７ ±９８５×１０６）ｎｇ·Ｌ－１·ｍｉｎ。

结论　本研究所建立的方法操作简单，选择性强，灵敏度高，准确可靠，适用于大
鼠血浆样品中卡非佐米的测定分析。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ
ｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｉｎｒａｔｐｌａｓｍａｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－
ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ），ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｉｎｒａｔｐｌａｓｍａＭｅｔｈｏｄｓ　
Ｔｈｅｒａｔｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄｂｙａｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｐｐｒｏａｃｈｕｓｉｎｇｍｅｔｈａｎｏｌ∶ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（１∶１，ｖ／ｖ）Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｃｏｌｕｍｎ：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＴＭ Ｃ１８Ｃｏｌｕｍｎ（２１ｍｍ×
５００ｍｍ，３μｍ）；ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ：２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ａｍｍｏｎｉｕｍａｃｅｔａｔｅ－
００２％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｗａｔｅｒ（Ａ）－ｍｅｔｈａｎｏｌ（Ｂ）ｉｎｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｍｏｄｅ；
ｆｌｏｗｒａｔｅ：０４５ｍＬ·ｍｉｎ－１；ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ：５μＬＥｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｓｏｕｒｃｅｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
ｗｅｒｅａｄｏｐｔｅｄＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅａｎｄｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆ
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　　　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｒｅｓｉｄｕｅｅｆｆｅｃｔ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ｄｉｌｕｔｉｏｎｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ，ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄＡｆｔｅｒａｓｉｎｇｌｅｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ４ｍｇ·ｋｇ－１ｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｉｎｔｏ６ｈｅａｌｔｈｙｍａｌｅＳＤｒａｔｓ，
ｂｌｏｏｄｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｉｎｎｅｒｃｏｒｎｅｒｏｆｔｈｅｅｙｅ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ＴｈｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｕｓｉｎｇＤＡＳ３０Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｅｘｈｉｂｉｔｅｄｇｏｏｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄ
ｌｉｎｅａｒｉｔｙｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０５ｔｏ１２５００ｎｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈａｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｙ＝２４０×１０－２ｘ＋６８１×１０－２（ｒ＝
０９９６４），ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓ０５ｎｇ·ｍＬ－１，ｔｈｅｓａｍｐｌｅｒｅｓｉｄｕｅｓｗｅｒｅ７６４％ ａｎｄ１００％ ｏｆｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｉｎｔｒａ－ｄａｙａｎｄｉｎｔｅｒ－ｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎｗｅｒｅ≤
７５１％ ａｎｄ≤８１６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｉｎｔｒａ－ｄａｙａｎｄｉｎｔｅｒ－ｄａｙａｃｃｕｒａｃｙｗｅｒｅ－４５４％ ｔｏ５１４％ ａｎｄ－４４１％
ｔｏ８２６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｗｅｒｅ９２４９％ ｔｏ１０８３３％，ａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆｓａｍｐｌｅｄｉｌｕｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ，ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅａｌｌｉｎａｃｃｏｒｄａｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｆｏｒｔｈｅｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔｈｏｄｓＴｈｅｍａｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｗｅｒｅ：Ｃｍａｘｗａｓ（１１０×１０

６±
５４５×１０５）ｎｇ·Ｌ－１，ｔ１／２ｗａｓ（２３１０±７３８）ｍｉｎ，ＡＵＣ０－ｔｗａｓ（１８５×１０

７±９８５×１０６）ｎｇ·Ｌ－１·ｍｉｎ
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｉｓｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｌｙｆａｃｉｌｅ，ｈｉｇｈｌｙｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｏｒｙ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ｐｒｅｃｉｓｅ，
ｄｅｐｅｎｄａｂｌｅ，ａｎｄｉｓａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｉｎｒａｔｐｌａｓｍａｓｐｅｃｉｍｅｎｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ

　　卡非佐米（ｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂ）具有四肽环氧酮结构，是
继可逆性蛋白依赖性激酶抑制药硼替佐米（ｂｏｒｔｅ
ｚｏｍｉｂ）后的第２代选择性蛋白酶体抑制药（ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＰＩ）［１－２］。卡非佐米于２０１２年获得美国食品
药品监督管理局（ＵＳＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，
ＦＤＡ）批准上市，适用于单药治疗或与地塞米松联合
治疗复发或难治性多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，
ＭＭ）患者［３］，现已广泛应用于临床患者的治疗中，并

取得良好疗效。本研究旨在建立高效液相色谱 －串
联质谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法测定大鼠血浆中
卡非佐米浓度，并对该方法在大鼠药代动力学研究中

的可行性进行验证，以期为卡非佐米的进一步临床研

究奠定基础。

材料与方法

１　材料
动物　雄性 ＳＰＦ级成年 Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠，

体质量：２２０～２５０ｇ，鼠龄：８周，购自斯贝福（北京）生
物技术有限公司。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）
２０２４－０００１，动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（冀）２０２１－
００３。本实验经河北医科大学第二医院实验动物伦理
委员会批准（伦理批号：２０２４－ＡＥ２３５）。

药品　注射用卡非佐米，规格：每瓶６０ｍｇ，批号：
１１４２７８７，批准文号：国药准字 ＨＪ２０２１００５４，购自美国
ＯｎｙｘＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ公司；卡非佐米标准品，纯度：≥
９８％，规格：每瓶１０ｍｇ，批号：Ｓ５７１０９１７８３；氯磺丙脲

标准品，纯度：≥９８％，规格：每瓶 １００ｍｇ，批号：
Ｓ６０３１１２３０７，均购自上海士丰生物制品有限公司。

仪器　ＪａｓｐｅｒＴＭ ＨＰＬＣ２０ＡＤｘｒ液相色谱仪，日本
岛津公司产品；ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄＴＭ４５００ＭＤ三重四级杆质谱
仪，美国ＡＢＳＣＩＥＸ公司产品。
２　测定条件、溶液配制与血浆样本处理

色谱条件　色谱柱：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＧＯＬＤＴＭＣ１８Ｃｏｌｕｍｎ（２１ｍｍ×５００ｍｍ，３μｍ）；柱温：
５０℃；流动相：２ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵 －００２％ 甲酸水
（Ａ）－甲醇（Ｂ）；梯度洗脱：０～０５０ｍｉｎ，４５％Ａ；
０５０～１４０ｍｉｎ，４５％→２％Ａ；１４０～１９０ｍｉｎ，２％Ａ；
１９０～１９１ｍｉｎ，２％→４５％Ａ；１９１～２５０ｍｉｎ，
４５％Ａ；流速：０４５ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：５μＬ。

质谱条件　电喷雾离子源，正离子模式，多反应
离子监测。离子源温度：３００℃，电压：５５００Ｖ，雾化
气：３１０２６ｋＰａ，加热气：２７５７９ｋＰａ，气帘气：１３７９０ｋＰａ，
碰撞气：４８２６ｋＰａ；扫描时间：１００ｍｓ。卡非佐米和氯
磺丙脲（内标，ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，ＩＳ）的定量离子对分别
为ｍ／ｚ７２０５→２８９２和ｍ／ｚ２７７２→１７４９，去簇电压
分别为：８５和５５Ｖ，碰撞能分别为：４０和２０Ｖ。

储备液配制　分别称取卡非佐米、氯磺丙脲标准
品适量，精密称定１０ｍｇ，置于１０ｍＬ量瓶中，用甲醇
充分溶解并定容，混合均匀，配制成质量浓度为

１ｍｇ·ｍＬ－１卡非佐米、氯磺丙脲储备液。
标曲工作液配制　取卡非佐米储备液适量，用甲

醇稀释，配制成质量浓度为 １２５×１０４、６２５０００、
１２５０００、２５０００、５０００、１０００、５００ｎｇ·ｍＬ－１卡非
佐米工作液和 １００×１０４、１０００００、１００００、１０００
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

ｎｇ·ｍＬ－１的质量控制（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）工作液。
内标工作液配制　取氯磺丙脲储备液适量，用甲

醇∶乙腈（１∶１，ｖ／ｖ）的蛋白沉淀剂稀释，配制成质量浓
度为２５ｎｇ·ｍＬ－１的氯磺丙脲工作液。

血浆样品处理　取空白血浆样品４５μＬ，加卡非佐
米工作液５μＬ，加含内标氯磺丙脲（２５ｎｇ·ｍＬ－１）的甲
醇∶乙腈（１∶１，ｖ／ｖ）蛋白沉淀剂４５０μＬ，涡旋混合３ｍｉｎ，
以１０９００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清进样分析。
３　方法学考察

专属性　考察大鼠空白血浆（不加内标）、空白血
浆加卡非佐米工作液、大鼠给药后实际血浆样品经处

理后进样的色谱图。考察卡非佐米和内标与血浆的

内源性组分、样品中的其他成分是否彻底分离，血浆

内源性杂质是否干扰分析物的测定。

标准曲线与定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）　取空白血浆４５μＬ，分别加入系列卡非
佐米工作液５μＬ，配制成质量浓度为１２５００、６２５０、
１２５０、２５０、５０、１０、０５ｎｇ·ｍＬ－１的血浆样品。按
“血浆样品处理”操作，以分析物卡非佐米和氯磺丙脲

峰面积的比值为纵坐标 ｙ，以分析物卡非佐米浓度为
横坐标ｘ，用加权最小二乘法进行标准曲线参数拟合，
以１／Ｘ２为权重系数，回算校正标准样品浓度，绘制标
准曲线。标准曲线的最低点为ＬＬＯＱ。

残留效应　连续３次测定定量上限（ｕｐｐｅｒｌｉｍｉｔ
ｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＵＬＯＱ）样品，随即测定空白血浆样
品，计算空白样品与 ＬＬＯＱ样品峰面积比值，从而考
察残留大小［４］。

精密度与回收率　取空白血浆４５μＬ，分别加入
一定浓度卡非佐米工作液 ５μＬ配制成质量浓度为
１０００、１００、１０、１ｎｇ·ｍＬ－１的卡非佐米高浓度（ｈｉｇｈ
ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＨＱＣ）、次高浓度（ｓｕｂｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙｃｏｎ
ｔｒｏｌ，ＳＨＱＣ）、中浓度（ｍｅｄｉｕｍｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＭＱＣ）、低
浓度（ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＬＱＣ）样品和０５ｎｇ·ｍＬ－１

的ＬＬＯＱ样品，每个质量浓度样品各１５份，分为３批，
每批样品数为５。按“血浆样品处理”操作，每批次于
１ｄ内处理并测定，连续处理并测定 ３ｄ，计算偏差
（ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ，ＲＥ）和相对标准差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅ
ｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ），分别考察批内和批间准确度和精密度。
另取５份不同来源的空白血浆各４５μＬ，加入卡非佐
米ＱＣ工作液５μＬ，每个浓度的ＱＣ工作液各５份，按
“血浆样品处理”操作，进样得峰面积Ｃ。取５份不同
来源的空白血浆各 ４５μＬ，按“血浆样品处理”操作
后，取上清液，加入卡非佐米ＱＣ工作液５μＬ，每个浓
度的ＱＣ工作液各５份，涡旋混合后进样得峰面积 Ａ；

提取回收率＝Ｃ／Ａ×１００％［５］。

稀释效应　配制超出线性范围的高浓度样品，用
空白血浆稀释，分别得到稀释因子为１０倍、２０倍的血
浆样品，分别考察６份不同稀释因子的稀释效应。

基质效应　取 ６份不同来源的空白血浆各
４５μＬ，按“血浆样品处理”操作后，取上清液，加入卡
非佐米ＱＣ工作液５μＬ，每个质量浓度的 ＱＣ工作液
各６份，涡旋混合后进样得峰面积 Ａ；取 ６份纯水
４５μＬ，其余同上，进样得峰面积 Ｂ。基质因子 ＝
Ａ／Ｂ×１００％。内标归一化基质因子 ＝分析物基质因
子／内标基质因子×１００％［４］。

稳定性　取空白血浆４５μＬ，分别加入卡非佐米
ＱＣ工作液５μＬ，配制成质量浓度为 １０００、１００、１０、
１ｎｇ·ｍＬ－１的卡非佐米血浆样品各５份，分别考察样
品未处理时在室温放置４ｈ、样品冷冻 －解冻３次冻
融循环、－４０℃冰箱长期冷冻；样品处理后在４℃自
动进样器放置１０ｈ的稳定性。
４　方法学应用

取健康雄性ＳＤ大鼠６只，适应性饲养７ｄ后，于
给药前１２ｈ禁食不禁水，尾静脉注射４ｍｇ·ｋｇ－１卡非
佐米，大鼠分别于给药前及给药后 ５、１０、１５、２０、３０、
６０、１２０、２４０、４８０、７２０、１４４０ｍｉｎ各时间点从眼内眦取
血０５ｍＬ，置于肝素化抗凝离心管中，以 １０９００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上层血浆，置于 －４０℃冰箱
保存待测。

５　统计学处理
大鼠血浆卡非佐米浓度用ＤＡＳ３０软件处理，模

拟平均血药浓度 －时间曲线，计算主要药代动力学
参数。

结　　果

１　方法学评价
专属性　卡非佐米和氯磺丙脲的保留时间分别

为１８５和０６７ｍｉｎ，结果表明，本实验所建方法选择
性高，干扰组分的响应低于卡非佐米 ＬＬＯＱ响应的
２０％，并低于内标响应的５％，血浆内源性杂质不干扰
分析物的测定，见图１。

标准曲线与 ＬＬＯＱ　卡非佐米在０５～１２５００
ｎｇ·ｍＬ－１线性关系良好，ＬＬＯＱ为０５ｎｇ·ｍＬ－１，信噪
比（ｓｉｇｎａｌ－ｔｏ－ｎｏｉｓｅｒａｔｉｏ，Ｓ／Ｎ）大于１０，标准曲线方
程为ｙ＝２４０×１０－２ｘ＋６８１×１０－２（ｒ＝０９９６４），其
准确度和精密度均符合生物样品定量分析方法验证

指导原则的要求。
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图 １　卡非佐米（Ⅰ）及氯磺丙脲（Ⅱ）的高效液相色谱特征
图谱

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂ（Ⅰ）ａｎｄ
ｃｈｌｏｒｐｒｏｐａｍｉｄｅ（Ⅱ）ｂｙｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；Ｂ：Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｗｉｔｈ

ｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂ（０５ｎｇ·ｍＬ－１）ａｎｄｃｈｌｏｒｐｒｏｐａｍｉｄｅ（２５ｎｇ·ｍＬ－１）；Ｃ：

Ｒａｔｐｌａｓｍａｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍａｔ１５ｍｉｎｕｔｅｓａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

　　残留效应　卡非佐米的残留峰面积为 ＬＬＯＱ峰
面积的７６４％，为内标峰面积的１００％，样品残留符
合要求。

精密度与回收率　卡非佐米样品的批内、批间准
确度和精密度及提取回收率结果均符合要求，见表１。

稀释效应　卡非佐米样品稀释１０倍和２０倍的
ＲＳＤ分别为 ３８０％、４７３％，ＲＥ分别为 ２９１％、
１６５％。样品测定结果的精密度和准确度均在
±１５％，符合要求。
基质效应　经内标归一化的基质效应的 ＲＳＤ≤

４５７％，结果符合相关要求。
稳定性　结果表明样品未处理时在室温放置４ｈ

的ＲＳＤ≤５０１％，样品冷冻 －解冻 ３次冻融循环的
ＲＳＤ≤４３８％，－４０℃冰箱长期冷冻的 ＲＳＤ≤
７４１％，样品处理后在４℃自动进样器放置１０ｈ的条
件下的ＲＳＤ≤６９４％，结果均符合要求。
２　方法学应用

６只大鼠的平均血药浓度 －时间曲线见图２。卡
非佐米的主要药代动力学参数：Ｃｍａｘ为（１１０×１０

６±
５４５×１０５）ｎｇ·Ｌ－１；ｔ１／２为（２３１０±７３８）ｍｉｎ；
　　

表１　用高效液相色谱－串联质谱法检测卡非佐米在大鼠血浆中的日内、日间精密度和准确度及回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｔｒａｄａｙａｎｄｄｉｕｒｎａｌｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｉｎｒａｔｐｌａｓｍａｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－
ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝５） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝１５）

Ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％，珋ｘ±ｓ）

０５０ ０４８±００４ ７５１ －３２１ ０５１±００４ ８１６ ２００ －
１００ ０９５±００７ ７３７ －４５４ ０９７±００６ ６１９ －２６２ ９２４９±４１４
１０００ １０２０±０４４ ４３５ ２０２ ９７５±０５３ ５４６ －２５３ ９６１３±５０４
１００００ １０５１４±５０８ ４８３ ５１４ １０８２６±４１７ ３８５ ８２６ ９５０３±７６７
１０００００ ９８３７４±３５８４ ３６４ －１６３ ９５５８５±３１７１ ３３２ －４４１ １０８３３±３４１

ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ；ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

图 ２　卡非佐米在大鼠体内的平均血药浓度－时间曲线图
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｐｌａｓｍａｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆ
ｃａｒｆｉｌｚｏｍｉｂｉｎｒａｔｓ

ＭＲＴ０－∞为（８６２±２７０）ｍｉｎ；表观分布容积 Ｖ为
（９２３±５６０）Ｌ·ｋｇ－１；清除率 ＣＬ为（０２９±０１８）
Ｌ·ｍｉｎ－１·ｋｇ－１；血药浓度－时间曲线下面积ＡＵＣ０－ｔ
为（１８５×１０７±９８５×１０６）ｎｇ·Ｌ－１·ｍｉｎ，ＡＵＣ０－∞为
（１８７×１０７±１００×１０７）ｎｇ·Ｌ－１·ｍｉｎ。

讨　　论

本研究基于 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法建立了大鼠血浆
中卡非佐米的含量测定方法，该方法快速、灵敏、特异

性强。实验用２ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵－００２％甲酸水－
甲醇作为流动相改善了加入基质后样品测定的峰型，
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且ＬＬＯＱ灵敏度更高。更换色谱柱后，有效避免峰型
的拖尾现象。血浆样品前处理时，比较了液液萃取法

和蛋白沉淀法，在提取回收率方面无太大差异且蛋白

沉淀法操作简单、快速，同时比较了纯甲醇、纯乙腈以

及甲醇 －乙腈（１∶１，ｖ／ｖ）３种蛋白沉淀剂，当使用甲
醇－乙腈（１∶１，ｖ／ｖ）作为蛋白沉淀剂时，峰型较好、基
质效应较低［６－８］。

本研究实验中生物样品分析方法的验证遵循《中

华人民共和国药典２０２０年版》［４］，本法结果准确，系
统稳定。但由于关于卡非佐米的相关文献及研究资

料欠缺，本研究中取血点的设置较不完善，本实验在

给予大鼠单次静脉注射卡非佐米后，其血药浓度 －时
间曲线在初始阶段呈现出极为陡峭的态势，具有迅速

的代谢过程和较短的半衰期［９－１０］。取血点设计到给

药后１４４０ｍｉｎ，但测得给药后２４０ｍｉｎ的血药浓度均
已低于ＬＬＯＱ，由于个体差异较大，样本量较少，还需
要进一步完善实验研究。卡非佐米代谢较迅速、半衰

期较短的特点在其后期基础试验研究及涉及给药周

期的临床实验中应重点考虑。

卡非佐米通过不可逆地对蛋白酶体的糜蛋白

酶样活性进行抑制而发挥作用，导致比第 １代 ＰＩ
（硼替佐米）更持久的抑制效果和更强的靶特异

性［２］。卡非佐米自上市以来，临床应用广泛，但基

础研究较少，本研究建立并验证了大鼠血浆中卡非

佐米 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ含量测定方法，所建立的方法
选择性强，灵敏度高，操作简单，测定时间较短。适

用于大鼠血浆样品中卡非佐米的测定分析，为卡非

佐米的进一步研究提供依据。对卡非佐米的相关

研究可能为含硼替佐米方案未获成功的患者带来

额外的临床益处。
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