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摘要：目的　建立一种测定人血浆中克唑替尼浓度的液相色谱串联质谱
（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法，并用于非小细胞肺癌患者服药后的药物浓度测定。方法　以
奥希替尼为内标，血浆样品经乙腈蛋白沉淀预处理，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢＣ１８柱（２１ｍｍ×１０００ｍｍ，３５μｍ），流动相为１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１醋酸铵溶液

含０１％甲酸－乙腈含０１％甲酸，流速为０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３０℃，进样
时间为３ｍｉｎ。正离子模式的电喷雾电离源，多反应监测模式，克唑替尼及内标
的离子对分别为 ｍ／ｚ４５０１→２５９２和 ｍ／ｚ５００２→７２１。考察该方法的专属
性、标准曲线与定量下限、精密度与回收率、稳定性、基质效应、残留效应。该方

法经完整验证后，用于克唑替尼的血药浓度测定。结果　克唑替尼在１００～
２５０００μｇ·Ｌ－１内，线性关系良好，其标准曲线为 ｙ＝４５４×１０－３ｘ＋３２２×１０－２

（ｒ＝０９９２７）；准确度９７６６％～１０５５５％，日内和日间精密度相对标准偏差均
小于８４９％；克唑替尼平均提取回收率是 ８０１０％ ～８６０５％，基质效应在
９５２２％～１１０６６％。结论　本ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法符合生物样本分析要求，可以
快速、准确地测定克唑替尼药物浓度。
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　　肺癌在中国新增癌症病例中位居首位［１］，其中非

小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）占比
高达８５％［２］。间变性淋巴瘤激酶（ａｎａｐｌａｓｔｉｃｌｙｍｐｈｏ
ｍａｋｉｎａｓｅ，ＡＬＫ）融合型约占 ＮＳＣＬＣ的５％ ～７％，是
ＮＳＣＬＣ的重要治疗靶点［３］。克唑替尼是首个被批准

上市的间变性淋巴瘤激酶抑制药［４］。研究表明，克唑

替尼血药浓度和中位无进展生存期、药物不良反应密

切相关［５－６］。液质联用法分析时间短，且具有极佳的

特异性与灵敏度，在细胞毒性抗肿瘤药物的治疗监测

中已有报道［７］。基于已开发的浓度测定方法，本文建

立了一种快速、准确地测定人血浆中克唑替尼药物浓

度的液质联用法，便于肿瘤患者服药后的克唑替尼血

药浓度监测，为克唑替尼的临床个体化用药提供方法

学支持。

材料与方法

１　药品与仪器
克唑替尼，纯度：９８６％，批号：５１０１７３－２０２１０１，

购自中国食品药品检定研究院；奥希替尼（内标），纯

度：９８９％，批号：Ａ２５１６１２３，购自上海阿拉丁生化科
技股份有限公司。

ＡＰＩ４０００＋三重四极杆质谱仪，美国 ＡＢＳｃｉｅｘ公
司产品；Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０液相系统，美国安捷伦科技有限
公司产品。

２　测定方法
本研究方法学建立和生物样本检测由浙江医院

药代动力学实验室完成。

色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱
（２１ｍｍ×１０００ｍｍ，３５μｍ）；流动相：乙腈含
０１％甲酸（Ａ）－１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵含０１％甲酸
（Ｂ）；流速：０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；进样量：
１０μＬ。梯度洗脱程序（Ａ∶Ｂ）：０～０５ｍｉｎ，２０∶８０；
０５～２０ｍｉｎ，９４∶６；２０～３０ｍｉｎ，２０∶８０。

质谱条件　用正离子模式的电喷雾电离源

（ｅｌｅｃｔｒｏｎｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ），扫描方式为多反应监
测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）；雾化气 １：
３４４５ｋＰａ；气帘气：１３７９ｋＰａ；碰撞气：３４５ｋＰａ；雾化
气２：３４４５ｋＰａ；喷雾电压：５５００Ｖ；离子源温度：
４５０℃。克唑替尼和内标的去簇电压分别为 １０５和
５５Ｖ；碰撞能量分别为３５和３０Ｖ；用于定量分析的离
子对分别为ｍ／ｚ４５０１→２５９２和ｍ／ｚ５００２→７２１。

克唑替尼系列对照溶液与质控溶液的制备　称
取２份克唑替尼对照品，用甲醇充分溶解稀释至质量
浓度为１００μｇ·ｍＬ－１的储备液２份，分别用于配制标
准系列工作液与质控样品。克唑替尼储备液用甲醇

依次稀释，得到质量浓度分别为 ０１０、０２０、０５０、
１００、２５０、５００、１０００、２５００μｇ·ｍＬ－１的标准系列
溶液。另一份储备液同法稀释后获得最低定量限、

低、中、高 质 量 浓 度 （０１０、０２５、４００、２０００
μｇ·ｍＬ－１）的质控溶液。

内标溶液的配制　称取奥希替尼对照品用甲醇
溶解并定容，获得质量浓度为１００μｇ·ｍＬ－１的储备
液，用甲醇稀释至终质量浓度为２５μｇ·ｍＬ－１，置于
４℃条件下保存，备用。

血浆样品处理　吸取含药血浆 １００μＬ，置于
１５ｍＬＥＰ管中，加入２５μｇ·ｍＬ－１内标溶液５μＬ，后
加入乙腈０２５ｍＬ，涡旋混合２ｍｉｎ，以１３×１０４ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，取上清液，每次进样１０μＬ。
３　方法学考察

专属性　分别取６份不同来源的空白血浆、加入
克唑替尼工作液的空白血浆、患者给药后的血浆，按

“血浆样品处理”项方法处理后，进样分析。

标准曲线与定量下限　将克唑替尼标准系列溶
液１０μＬ加入 １５ｍＬＥＰ管中，用空白血浆稀释至
１００μＬ，得到克唑替尼质量浓度为 １０、２０、５０、１００、
２５０、５００、１０００、２５００μｇ·Ｌ－１的标准曲线，按“血浆
样品处理”项下的方法操作后进样。以克唑替尼质量

浓度（ｘ，μｇ·Ｌ－１）为横坐标，克唑替尼与内标峰面积
之比（ｙ，Ａｓ／Ａｉ）为纵坐标，用最小加权二乘法拟合克
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唑替尼的标准曲线。定量下限为标准曲线的最低质

量浓度点，并符合信噪比≥１０的要求。
精密度与回收率　分别取克唑替尼质控溶液

１０μＬ，按“血浆样品处理”项下方法操作，以克唑替尼
与内标峰面积之比，代入标准曲线，求得相应的质量

浓度，每个质量浓度平行５份样本，计算血浆中克唑
替尼日内的准确度与精密度。同上述操作，连续测定

３ｄ，考察日间的准确度与精密度。配制克唑替尼的
高、中、低质量浓度的质控样品，按“血浆样品处理”项

下方法处理，进样测得峰面积（Ａ１）；空白血浆乙腈沉
淀后的上清液加入克唑替尼对照溶液，使得最终浓度

与质控样品浓度相同，涡旋混合后离心，进样得峰面

积（Ａ２）。克唑替尼提取回收率为Ａ１／Ａ２×１００％，内标
提取回收率同法可得。

稳定性　配制高、低质量浓度的质控血浆样本考
察在室温放置６ｈ、自动进样器４℃下放置１８ｈ，反复
冻融３次，－８０℃条件下放置３０ｄ后的稳定性。按
上述条件放置后，按“血浆样品处理”项下方法处理，

每个质量浓度平行测定３次。
基质效应　取５份不同来源的空白血浆，经蛋白

沉淀后，取上清液，加入克唑替尼工作液与内标溶液，

涡旋离心，配制出低、中、高的质控样品浓度的基质样

品，测定的峰面积记为（Ｂ１）；以流动相代替空白血浆
配制理论浓度相同的克唑替尼和内标溶液，进样测定

的峰面积记为（Ｂ２），以 Ｂ１／Ｂ２×１００％分别计算待测
物和内标的基质效应因子。经内标归一化基质效应

因子通过克唑替尼的基质效应因子除以内标的基质

效应因子计算可得。

残留效应　为考察进样残留情况，以标准曲线最
高浓度校正标样后，连续分析３个空白人血浆样品进
行评估。

４　统计学处理
用Ａｎａｌｙｓｔ１６２软件（美国 ＡＢＳｃｉｅｘ公司）对血

药浓度数据进行处理。

结　　果

１　方法学评价
专属性　在上述条件下，克唑替尼和奥希替尼的

保留时间分别为１２７和１９０ｍｉｎ，血浆中的内源性
物质不干扰待测物克唑替尼与内标的测定，见图１。

标准曲线与定量下限　克唑替尼在血浆浓度
１００～２５０００μｇ·Ｌ－１内，线性关系良好，其标准曲
线回归方程为 ｙ＝４５４×１０－３ｘ＋３２２×１０－２（ｒ＝

　　

图 １　克唑替尼和奥希替尼（内标）的血浆样品色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂａｎｄｏｓｉｍｅｒ
ｔｉｎｉｂ（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ２５０μｇ·Ｌ－１ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂａｎｄ
２５００μｇ·Ｌ－１ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ＩＳ）；Ｃ：Ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓ
ｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ２５０ｍｇｏｎｃｅｄａｉｌｙ；１：Ｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂ；２：Ｏｓｉｍｅｒｔｉｎｉｂ

０９９２７），连续测定５份最低定量下限样本，准确度为
９７６６％，相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，
ＲＳＤ）为８０１％，定量下限为１００μｇ·Ｌ－１。

精密度与回收率　克唑替尼质控样品日内、日间
精密度在 ４６１％ ～８４９％，准确度在 ９７６６％ ～
１０５５５％内，结果如表１所示，提示该方法的准确度高，
重现性佳。克唑替尼与内标的绝对提取回收率在

８０１０％～８７２４％，相对标准偏差在２７２％～４０４％。
基质效应　经内标校正，克唑替尼低、中和高质

控样品的基质效应分别为 ９５２２％、１０１７２％和
１１０６６％，ＲＳＤ在５３７％ ～８４５％，提示本方法受基
质效应影响较小。

稳定性　经不同条件下考察，克唑替尼质控样品
的准确度在 ８７６８％ ～１１２８５％，ＲＳＤ在 ５８８％ ～
６７５％，其稳定性良好。

残留效应　空白人血浆中的克唑替尼和内标干
扰组分的峰面积分别低于同批次定量下限中克唑替

尼峰面积的 ３６７％和内标峰面积的 ２９３％，提示本
方法残留效应可以忽略。

２　方法学应用
将建立的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法用于克唑替尼的稳态

谷浓度测定，本试验经浙江医院伦理委员会批准［伦

理批号：２０２１临审第（２４Ｋ）号］。５例（男性４例，女
性１例；年龄为５７～７１岁）在我院服用克唑替尼治疗
的晚期ＮＳＣＬＣ患者服药７ｄ后，收集第８天空腹血浆
样本，用本方法测定血浆中克唑替尼的浓度，其血药

浓度 分 别 为 ５４５７３、４５８６２、１２０７８、２３４８９和
１３６２４μｇ·Ｌ－１。
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表１　用液相色谱串联质谱法检测克唑替尼的精密度、准确度和提取回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｃｒｉｚｏｔｉｎｉｂｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·Ｌ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝５） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝１５）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（μｇ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（μｇ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（ｎ＝５，％，珋ｘ±ｓ）

Ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（ｎ＝５，％，珋ｘ±ｓ）

１０００ ９７６±０７８ ８０１ －２３４ １００２±０８５ ８４９ ０２４ － －
２５００ ２５３６±１５２ ５９８ １４４ ２５８１±１８１ ７０１ ３２５ １０８４８±５７８ ８０１０±３１５
４００００ ４０４２±１８６５ ４６１ １０５ ４０９９３±２３０７ ５６３ ２４８ １００８７±６９７ ８４７４±４０４
２０００００ １９８７８±１００２４ ５０４ －０６１ ２１１０９３±１４６８５ ６９６ ５５５ １１２３７±４２０ ８６０５±２７２
ＩＳ － － － － － － － ８７２４±３７１

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ

讨　　论

在建立ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析方法过程中，优化质谱
参数、色谱条件及生物样品预处理方法是提高灵敏度

与选择性的重要内容［８］。根据克唑替尼结构特征，选

择用ＥＳＩ正离子作为电离模式，内标化合物选择范围
更广，减少正负离子模式切换引起的占空比上升与离

子利用率的降低。本研究建立的方法用奥希替尼作

为内标，与同位素内标相比，经济易获得，与克唑替尼

比较，提取回收率与保留时间相近。选择乙腈作为沉

淀剂进行蛋白沉淀批量处理，用梯度洗脱的方式可以

较好地排除了血浆中内源物质的干扰。在建立分析

方法时首先对流动相进行了优化选择，经比较发现，

有机相选择乙腈时峰型较甲醇好，用１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋
酸铵溶液代替水时，峰型改善且信噪比增加，噪声较

低，待测物的响应提高。目前，已有国内外多篇关于

克唑替尼人血浆中浓度测定方法的报道，其中部分方

法线性范围（１～５００μｇ·Ｌ－１和５～１０００μｇ·Ｌ－１）
较窄，不能满足多重用药情况下克唑替尼高暴露的治

疗药物监测［９－１０］。同时，联合测定多种酪氨酸激酶抑

制药的液质联用法分析时间为７～１１ｍｉｎ，且血浆样
本量为５０～２００μＬ［１１－１３］。综上所述，本方法样品处
理简单快捷，血浆用量少，分析时间更短。

克唑替尼固定剂量给药，多剂量组的血药浓度 －
时间曲线下面积、峰浓度个体间变异系数分别可达

３７％和３０％［１４］。克唑替尼主要通过细胞色素 Ｐ４５０
家族中细胞色素Ｐ４５０３Ａ途径代谢，并且作为不同转
运蛋白底物或抑制药，较易发生药代动力学的相互作

用［１５－１６］。用药过程中，克唑替尼常见肝毒性、腹泻、

恶心、呕吐等药物不良反应，严重时需要减量，甚至停

用，从而影响 ＮＳＣＬＣ患者的治疗［１７］。ＫＵＲＡＴＡ等［６］

研究发现，克唑替尼高谷浓度组（≥５０８５μｇ·Ｌ－１）
发生粒细胞减少、肝功能异常、ＱＴｃ间期延长等药物

不良反应累计发生频次显著增加。ＳＨＵ等［１８］报道与

恩替卡韦联合应用时，克唑替尼稳态药时曲线下面积

增加２０％，同时，发生视觉障碍、腹泻、呕吐风险升高
至１６～２３倍。本研究测得的５例患者浓度范围在
１２０７８～５４５７３μｇ·Ｌ－１，其中谷浓度结果为４５８６２
μｇ·Ｌ－１和５４５７３μｇ·Ｌ－１的２例患者在服药期间均
发生了严重程度３级的肝酶升高（谷丙转氨酶４０２１
Ｕ·Ｌ－１，谷草转氨酶２４５６Ｕ·Ｌ－１）。因此，本方法
的建立可以用于克唑替尼的药物浓度监测，以期为临

床克唑替尼的用药安全及个体化治疗提供参考。
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·科学文摘·

舒格利单抗联合化疗治疗晚期胃癌患者的临床研究

引自：ＺＨＡＮＧＸＴ，ｅｔａｌ．Ｆｉｒｓｔ－ｌｉｎｅｓｕｇｅｍａｌｉｍａｂｐｌｕｓｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ：ＴｈｅＧＥＭＳＴＯＮＥ－３０３
ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＪＡＭＡ，２０２５，３３３（１５）：１３０５—１３１４．

ＺＨＡＮＧ等比较了舒格利单抗联合ＣＡＰＯＸ化疗方案（奥沙利铂＋卡培他滨）对比安慰剂联合化疗方案在无
法行手术切除的程序性死亡配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ－ｌｉｇａｎｄ１，ＰＤ－Ｌ１）联合阳性评分（ｃｏｍｂｉｎｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｓｃｏｒｅ，
ＣＰＳ）≥５分的局部晚期或转移性胃腺癌或胃食管结合部腺癌患者中的临床疗效和安全性。ＧＥＭＳＴＯＮＥ３０３是
一项Ⅲ期、随机、双盲、安慰剂对照研究，于 ２０１９－０４－０９—２０２１－１２－２９在中国 ５４个中心开展，随访截至
２０２３－０７－０９。将患者随机分为试验组（舒格利单抗１２００ｍｇ，静脉注射，每３周１次 ＋ＣＡＰＯＸ治疗，每３周
１次）和安慰剂组（安慰剂＋ＣＡＰＯＸ治疗，每３周１次），持续治疗６个周期。主要结局是总生存期和研究者评
估的无进展生存期。

该研究共纳入 ４７９例受试者，其中，试验组 ２４１例、安慰剂组 ２３８例。试验组在中位生存期［１５６个月
（９５％置信区间为１３３～１７８）ｖｓ１２６个月（９５％置信区间为１０６～１４１），风险比为０７５（９５％置信区间为
０６１～０９２），Ｐ＜００１］和无进展生存期［７６个月（９５％置信区间为６４～７９）ｖｓ６１个月（９５％置信区间为
５１～６４），风险比为０６６（９５％置信区间为０５４～０８１）Ｐ＜０００１］２个方面均表现出显著改善作用。试验组
和安慰剂组分别有５３９％和５０６％的患者发生３级或更高级别治疗相关不良事件。

该研究表明：舒格利单抗联合化疗能显著延长既往未治疗的不可切除的局部晚期或转移性胃或胃食管结合

部腺癌患者的总生存期和无进展生存期，且安全性可控。


