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摘要：目的　建立液相色谱－串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法测定人血浆中伏美替尼
浓度，并将此方法应用于非小细胞肺癌患者服药后的血药浓度测定。方法　伏
美替尼－ｄ３为内标，血浆样品用乙腈沉淀蛋白，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０
ＳＢ－Ｃ１８（２１ｍｍ×１０００ｍｍ，３５μｍ），流动相 Ａ为１０ｍｍｏＬ

－１醋酸铵溶液，流

动相Ｂ为乙腈，梯度洗脱，进样时间为３ｍｉｎ。用电喷雾离子源，正离子模式，多
反应监测（ＭＲＭ）扫描方式进行检测。考察该方法的专属性、线性范围、精密度
与准确度、提取回收率、基质效应和稳定性。结果　伏美替尼在０５０～１００００
μｇ·Ｌ－１标准曲线为 ｙ＝３９５×１０－２ｘ－４１６×１０－４（ｒ＝０９９５４），准确度在
９５８％～１０７３％；批内（ｎ＝６）和批间（ｎ＝３）精密度良好，变异系数（ＣＶ）均小
于１５％；伏美替尼和内标的提取回收率在 ８３１％ ～８８２％，基质效应在
９４６％～１０５８％。结论　建立的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法测定伏美替尼浓度符合生物
样本分析要求，可用于临床伏美替尼的浓度测定。
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　　伏美替尼是第３代表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）酪氨酸激酶抑制药，目前
用于治疗既往经ＥＧＦＲ－酪氨酸激酶抑制药（ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＴＫＩｓ）治疗后出现疾病进展，且存在
ＥＧＦＲＴ７９０Ｍ突变阳性的局部晚期或转移性非小细胞肺

癌（ｎｏｎｓｍａｌｌ－ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）［１］。有关伏美
替尼的血药浓度测定方法国外已有报道［２－３］，国内有

关伏美替尼人血浆中的测定方法和血药浓度数据报

道较少。因此，本试验在文献［２－３］的基础上，建立
了一种快速、灵敏的测定人血浆中伏美替尼的浓度液

相色谱 －串联质谱（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法，并将该方法应用
于肿瘤患者服药后血药浓度的测定，为后续系统的伏

美替尼临床药代动力学研究提供方法支持。

材料与方法

１　材料
药品与试剂　伏美替尼，纯度：９９６％，批号：

Ｂ１２２２０５０１；伏美替尼 －ｄ３，纯度：９８４％，批号：
ＣＮ２１０４０１，均为上海艾力斯医药科技股份有限公司提
供。肝素钠抗凝空白血浆或全血，由健康志愿者

提供。

仪器　ＡＰＩ４０００＋三重四极杆质谱仪，美国应用
生物系统公司产品；Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０液相系统美国安捷
伦科技有限公司产品。

２　测定条件与血浆样品处理
色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＳＢ－Ｃ１８

（２１ｍｍ×１０００ｍｍ，３５μｍ）；流动相组成：乙腈
（Ａ）－１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵（Ｂ）；０～０５ｍｉｎ２５％Ａ；
０５～１０ｍｉｎ９２％Ａ，１０～２０ｍｉｎ９５％Ａ；２０～３０
ｍｉｎ２５％Ａ。流速：０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；进样
量２０μＬ。

质谱条件　电喷雾电离源（ｅｌｅｃｔｒｏｎｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＥＳＩ）；正离子方式检测；辅助气１：３４４５ｋＰａ；气
帘气：１３７９ｋＰａ；碰撞气：３４５ｋＰａ；辅助气 ２：３４４５
ｋＰａ；离子源电压：５５００Ｖ；温度：４５０℃；扫描方式为
多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ），去簇

电压分别为９０Ｖ（伏美替尼）和１００Ｖ（内标）；碰撞能
量均为 ４０Ｖ；用于定量分析的离子反应分别为 ｍ／ｚ
５６９１→４４１０（伏美替尼）和ｍ／ｚ５７２２→４４１１（内标
伏美替尼－ｄ３）。

血浆样品处理　取含药血浆 １００μＬ至 １５ｍＬ
ＥＰ管中，加入０１９７μｇ·ｍＬ－１内标溶液５μＬ，加入
乙腈０２ｍＬ，涡旋混合２ｍｉｎ，以１３×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，取上清液每次进样２０μＬ。
３　溶液配制

对照溶液和质控溶液　称取伏美替尼对照品
２份，用 甲 醇 溶 解 并 定 容，获 得 质 量 浓 度 为
１００μｇ·ｍＬ－１的储备液２份，分别用于配制标准系列
样品和质控样品。用甲醇依次稀释伏美替尼储备液，

得到伏美替尼质量浓度分别为 ０５０、１０、２０、５０、
１００、２００、５００和１０００μｇ·Ｌ－１的标准系列溶液。
另一份用甲醇依次稀释后获得质量浓度分别为０５０、
１５０、１５００和７５００μｇ·Ｌ－１（定量下限、低、中和高
质量浓度）的质控溶液。

内标溶液　适量甲醇多次润洗内标伏美替尼－ｄ３
１ｍｇ于５０ｍＬ棕色容量瓶中，加入甲醇稀释定容，得
伏美替尼－ｄ３内标标准储备液１９６６ｍｇ·Ｌ－１，用甲
醇稀释伏美替尼 －ｄ３储备液得到１９７μｇ·Ｌ－１的工
作溶液，在４℃条件下保存。
４　方法学考察

专属性　分别取６个不同来源的空白血浆，空白
血浆中加入一定浓度的对照品溶液和内标溶液、患者

服药后的血浆样品加内标处理后样品，按“血浆样品

处理”项方法处理后，进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
标准曲线与定量下限　吸取伏美替尼系列对照

溶液１０μＬ于１５ｍＬＥＰ管中，配制成含有伏美替尼
质量浓度为 ０５０、１０、２０、５０、１００、２００、５００和
１０００μｇ·Ｌ－１模拟血浆样品，自加入内标溶液开始，
按“血浆样品处理”项下的方法操作后进样，每一浓度

平行２样本。以待测物浓度 ｘ（μｇ·Ｌ－１）为横坐标，
待测物与内标物峰面积比值（Ａｓ／Ａｉ）ｙ为纵坐标，用加
权（Ｗ＝１／ｘ２）最小二乘法计算标准曲线。

精密度与回收率　分别取伏美替尼质控（ｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）溶液１０μＬ，按“标准曲线与定量下限”项
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下方法操作，制备成质量浓度分别为 ０５０、１５０、
１５００和７５００μｇ·Ｌ－１（定量下限、低、中和高）４个
质量浓度的 ＱＣ血浆样本。共配制３批，每一质量浓
度水平分析样本６个。计算血浆中伏美替尼批内和
批间的相对标准差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ），
并以实测值与加入量之比求算方法准确度。按照上

述方法，分别配制含伏美替尼的低、中、高（１５０、
１５００和７５００μｇ·Ｌ－１）３个质量浓度的ＱＣ血浆样
本，按“血浆样品处理”项下操作，每个质量浓度平行

测定６个样本，得峰面积 Ａ；将人空白血浆处理后操
作至取上清液，加入适量伏美替尼对照品溶液配制成

对应ＱＣ质量浓度的样品，涡旋混合后离心，进样得峰
面积Ｂ，每个质量浓度平行６样本测定。伏美替尼提
取回收率＝Ａ／Ｂ×１００％，同法计算内标提取回收率。

基质效应　取６份不同来源的空白血浆，经蛋白
沉淀后，取上清液，加入相应ＱＣ浓度的伏美替尼和内
标溶液，峰面积记为Ｃ；以水代替空白血浆其余操作同
上，峰面积记为Ｄ，以Ｃ／Ｄ×１００％分别计算分析物和内
标的基质效应因子。再以分析物的基质效应因子除以

内标的基质效应因子计算内标归一化基质效应因子。

稳定性 　 配制质量浓度为 １５０和 ７５００
μｇ·Ｌ－１２个浓度的 ＱＣ血浆样本，每个浓度平行配
制３个样本，分别考察样品室温放置５ｈ、处理后自动
进样器４℃放置１２ｈ，反复冻融３次，于 －８０℃环境
中放置３０ｄ后的稳定性。
５　方法学应用

本研究经浙江医院伦理委员会批准［伦理批号：

（２０１７）临审第（５７Ｋ）号］。受试者均免除签署知情同
意书。在我院住院确诊的服用伏美替尼治疗的晚期

ＮＳＣＬＣ患者，服药７ｄ后，分别于第８天空腹采集静
脉血。

结　　果

１　方法学评价
专属性　如图１所示，血浆中的内源性物质不干

　　

图 １　伏美替尼血浆样品的典型色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｆｕｒｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂｉｎ
ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｆｕｒｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂ（５０μｇ·Ｌ－１）

ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（１９７μｇ·Ｌ－１ｆｕｒｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂｂ－ｄ３）；Ｃ：Ｐｌａｓｍａ

ｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ８０ｍｇｏｆｆｕｒｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂｏｎｃｅｄａｉｌｙ；Ⅰ：

Ｆｕｒｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂ；Ⅱ：Ｆｕｒｍｏｎｅｒｔｉｎｉｂｂ－ｄ３

扰待测物伏美替尼和内标的测定。伏美替尼和内标

的保留时间分别为１７５和１７０ｍｉｎ。
标准曲线和定量下限　伏美替尼直线回归方程

为ｙ＝３９５×１０－２ｘ－４１６×１０－４（ｒ＝０９９５４），结果
表明伏美替尼在血浆浓度０５０～１００００μｇ·Ｌ－１线
性关系良好，连续测定 ６份定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）样本，准确度为 ９５８％，变异系
数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）为７３６％。定量下限
为０５０μｇ·Ｌ－１。

精密度与提取回收率　如表１所示：伏美替尼４个
质量浓度的质控样品批内、批间ＣＶ在５３７％～８８９％，
　　

表１　用液相色谱与串联质谱法测定伏美替尼的精密度、准确度和提取回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｖｏｒｍｅｔｉｎｉｂｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｃ（μｇ·Ｌ－１）
Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝６） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝３）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ（μｇ·Ｌ－１） ＣＶ（％） Ｍｅａｓｕｒｅｄ（μｇ·Ｌ－１） ＣＶ（％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙ

（珋ｘ±ｓ，％）

０５０ ０４８±００３６ ７５９ ０４９±００４ ８８９ －
１５０ １５３±０１２ ７６４ １５７±０１１ ７１４ ８３８９±３５６
１５００ １５５６±０８４ ５３７ １５７８±０９８ ６１８ ８７２２±４３１
７５００ ８０５２±５０９ ６３２ ７９９７±５１２ ６４０ ９０６７±８２４

ＣＶ：Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

准确度均在９５８％～１０７３％。
基质效应　伏美替尼低、中和高经内标校正的基

质效应分别为 ９４６％、９７７％和 １０５８％，ＣＶ在
５９６％～９０８％。因此，本实验建立的测定方法不受
基质效应的影响。

稳定性　在考察的条件下，伏美替尼 ＱＣ样品的
准确度在９３４％～１０４５％，ＣＶ在６４％～１０６％，表
明伏美替尼在上述条件下稳定性良好。

２　血药浓度测定
将建立的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法用于伏美替尼的稳态

谷浓度测定。４例（男性３例，女性１例）受试者，年龄
为６５～７３岁，在我院住院确诊且服用伏美替尼治疗的
晚期ＮＳＣＬＣ。３例患者口服伏美替尼片８０ｍｇ，１例患
者口服伏美替尼１６０ｍｇ，按照样品采集的方法要求，
分离血浆后用本方法测定血浆中伏美替尼浓度，测得

血药浓度在４６～２３９μｇ·Ｌ－１。

讨　　论

本研究在建立 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析方法过程中，对
色谱、质谱条件以及生物样品前处理方法进行了优

化。根据伏美替尼结构特征，选择用 ＥＳＩ正离子作为
电离模式，伏美替尼在乙腈中的信号要比在甲醇中

高，故选用乙腈作为有机相。流动相的酸度对待测物

的分离和保留时间有显著影响，本研究发现流动相中

加入０１％甲酸后分析组分的色谱行为较好，同时甲
酸有利于伏美替尼的离子化，可以得到较高的检测灵

敏度，加入１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵有利于保留时间稳
定。本方法用同位素作为内标，在生物样品的分析过

程中，由于同位素内标与待测物具有相同的化学结

构，二者在样品中的行为相似，这有助于减少基质效

应和其他干扰，从而提高分析的精确度和准确度。本

研究在提取方法的选择过程中，尝试了蛋白沉淀与液

液萃取，分别用乙腈和甲醇作为蛋白沉淀剂，液液萃

取分别尝试了甲基叔丁基醚和乙酸乙酯，发现与乙腈

沉淀比较，液液萃取回收率较低，本研究用乙腈对血

浆样品进行蛋白沉淀，操作简单方便，并且基质效应

影响低、回收率高。本研究将分析时间缩短至 ３０
ｍｉｎ，显著提高了分析效率，可满足临床高通量分析的
需要。对本研究方法的选择性、线性、准确度、精密

度、灵敏度、稳定性、基质效应等项目进行了系统的方

法学验证，可满足药物临床药代动力学研究的技术要

求。本测定方法样品处理简单快捷，血浆用量少，分

析时间短。测得的 ４例患者血药浓度范围在
４６～２３９μｇ·Ｌ－１，差别较大。伏美替尼是细胞色
素Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ＣＹＰ）３Ａ４底物和 ＣＹＰ３Ａ４
诱导药，联合用药期间应注意药物相互作用，这可能

是稳态浓度差异大的原因［４］。伏美替尼累积发生率

较高的药物不良反应包括谷丙转氨酶升高、腹泻、谷

草转氨酶升高和皮疹［５］，其中３例患者在服药期间发
生了不同程度的谷丙转氨酶升高、腹泻和皮疹，这是

否与伏美替尼在体内的血药浓度相关，值得进一步研

究。本方法可以用于伏美替尼血药浓度的分析和后

续的相关研究。
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