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研究论文

高效液相色谱质谱串联法检测厄洛替尼血浆浓度
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摘要：目的　建立高效液相色谱－电喷雾串联质谱法测定人血浆中厄 洛 替 尼 的 浓 度。方 法　血 浆 样 品 经 甲 醇 蛋 白 沉

淀后，以甲醇 －（０．１％甲酸 ＋５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮＨ４Ａｃ）（６０∶４０，ｖ／ｖ）为流动相，采用Ｕｌｔｉｍａｔｅ　ＸＢ－Ｃ１８ （４．６ｍｍ×

１５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱进行分离，流速为０．９ｍＬ·ｍｉｎ－１，通 过 电 喷 雾 离 子 化 串 联 质 谱，以 多 反 应 监 测 （ＭＲＭ）

方式进行检测。结果　厄洛替尼的线性范围为１～２　０００ｎｇ·ｍＬ－１，平均方法回收率在１０３．５％～１０９．０％，日内和

日间变异均＜１５％。结论　本法简单、快速、灵敏、重现性好，成功应用于厄洛替尼的血药浓度监测。
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　　肺癌已成为严重威胁人们生命和健康的疾病，其中非小

细胞肺癌占肺癌 总 数 的７５％～８０％，约１／３的 患 者 一 经 确

诊即为晚期肺癌。厄 洛 替 尼 （ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）是 近 年 上 市 的 治 疗

晚期非小细胞肺癌药物，在国际及国内肺癌指引中厄洛替尼

均被列为晚期非小 细 胞 肺 癌 二 线 治 疗 药 物 之 一［１－２］。与 另 一

个同样作用表皮生长因子受 体 （ＥＧＦＲ）通 路 的 靶 向 药 物 吉

非替尼相比，厄洛替 尼 具 有 抑 瘤 活 性 高、药 物 暴 露 浓 度 高、

半衰期较短、可以应用最大耐受剂量进行治疗等特点。

与常规化疗相比，厄洛替尼的耐受性较好，其不良反应

较少而轻，但作为其主要不良反应如皮疹、腹泻、肝功能损

害、间质性肺炎也不 能 被 低 估。文 献 报 道１５例 服 用 厄 洛 替

尼治疗的患者其血 药 浓 度 相 差８倍［３－４］。可 见 其 药 物 动 力 学

存在明显的 个 体 差 异，有 必 要 对 其 进 行 血 药 浓 度 监 测。为

此，建立一个快速、灵敏、可靠的方法检测人血浆中厄洛替

尼的浓度，对于指导临床用药，实施个体化治疗尤为重要。

１　仪器与试药

厄洛替尼对 照 品 （Ｓｅｌｌｅｃｋ公 司，纯 度：９９％）；普 奈 洛

尔 对 照 品 （中国药品生物制品检定所，纯度：９９％ ）；甲醇
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（色谱纯，默克公司）；乙酸铵 （质谱纯，美国Ｓｉｇｍａ公司）；

甲酸 （色谱级，迪马 公 司）；水 为 重 蒸 去 离 子 水。厄 洛 替 尼

片 （规 格：１５０ ｍｇ· 粒－１，商 品 名 为 特 罗 凯，Ｓｃｈｗａｒｚ

Ｐｈａｒｍａ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｉｎｃ．）。

Ｓｈｉｍａｄｚｕ　２０Ａ高效液相 色 谱 仪 系 统 （日 本 岛 津 公 司）；

ＡＰＩ　４０００ＱＴｒａｐ串联质谱仪 （美国ＡＢＳＣＩＥＸ公司）；Ｂｅｃｋ－
ｍａｎ　ＧＳ－６Ｒ离 心 机 （美 国Ｂｅｃｋｍａｎ公 司）；Ａｎａｌｙｓｔ　１．４．２
数据处 理 工 作 站。Ｇｌａｓ－Ｃｏｌ数 字 脉 冲 旋 涡 混 合 仪 （美 国

Ｇｌａｓ－Ｃｏｌ公司）。

２　方法和结果

２．１　色谱和质谱条件

色谱柱：Ｕｌｔｉｍａｔｅ　ＸＢ　Ｃ１８ （４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；

流动相：甲醇 －（０．１％甲酸 ＋５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮＨ４Ａｃ）＝６０∶

４０；流 速：０．９ ｍＬ· ｍｉｎ－１；柱 温：室 温；进 样 体 积：

５μＬ。

离子源为电 喷 雾 离 子 源 （ＥＳＩ源），正 离 子 方 式 检 测，

用于定量分析 的 离 子 对 厄 洛 替 尼 为ｍ／ｚ　３９４．２－ｍ／ｚ　３３６．１
［裂解能量 （ＣＥ）为３４Ｖ］。内标为ｍ／ｚ２６０．２－ｍ／ｚ１１６．１
（ＣＥ为２６Ｖ），解 簇 电 压 （ＤＰ）值 为１０５Ｖ，扫 描 时 间 为

１００ｍｓ，入 口 电 压 （ＥＰ）为１０Ｖ，出 口 电 压 （ＣＸＰ）为

８Ｖ，气帘 气 （ＣＵＲ）为２０ｐｓｉ（高 纯 氮），碰 撞 气 （ＣＡＤ）

为中度，源电压 （ＩＳ）为５　５００Ｖ，源温度（ＴＥＭ）为４００℃，

雾化气 （ＧＳ１）为５５ｐｓｉ（高纯氮），加 热 辅 助 气 （ＧＳ２）为

６５ｐｓｉ（高纯氮）。

２．２　储备液及工作溶液配制

精密称取厄洛替 尼１０ｍｇ，用 甲 醇 配 成 浓 度 为１ｍｇ·

ｍＬ－１的厄洛替尼储备液；然后将储备液用甲醇稀释成１０μｇ·

ｍＬ－１的工作液。

精密称取普奈洛尔 （内标）１０ｍｇ，用 甲 醇 配 成 浓 度 为

１ｍｇ·ｍＬ－１的普奈洛尔储备液；将储备液用６０％甲 醇 溶 液

稀释成浓度为０．０３μｇ·ｍＬ
－１的内标工作液。

２．３　样品处理方法

取 含药血浆０．１ｍＬ至１ｍＬ的尖底ＥＰ管中，精密加入

０．０３μｇ·ｍＬ
－１的内标工作液０．０５ｍＬ，快速振荡５ｓ，加入

１００μＬ甲 醇，涡 旋３０ｓ，离 心１０ｍｉｎ （１５　０００ｒ·ｍｉｎ－１），

吸取上清液即得。

２．４　方法专属性

取受试者的空 白 血 浆，按 “２．３”项 下 方 法 操 作，获 得

空白血浆样品的色谱 图１Ａ；将 一 定 浓 度 的 标 准 溶 液 和 内 标

溶液加入空白血 浆 中，依 法 操 作 获 得 相 应 的 色 谱 图１Ｂ，厄

洛替尼、内标的 出 峰 时 间 分 别 为４．１ｍｉｎ和３．０ｍｉｎ左 右；

取健康受试 者 给 药 后 收 集 的 血 浆 样 品，依 法 操 作 得 色 谱 图

１Ｃ。结果表明，空 白 血 浆 中 内 源 性 物 质 不 干 扰 厄 洛 替 尼 及

内标的测定。

２．５　标准曲线及线性范围

以１０μｇ·ｍＬ
－１的厄洛替尼工作液配成浓度为２　０００ｎｇ·

ｍＬ－１的厄洛替尼血 浆 样 品，以 空 白 血 浆 逐 步 稀 释 成 浓 度 分

别为５００、１００、２５、５、１ｎｇ·ｍＬ－１的 血 浆 样 品，然 后 按

“２．３”项下方法处理。以厄洛替尼峰面积与内标峰面积之比

（ｙ）为纵坐标，以 血 浆 厄 洛 替 尼浓度 （ｘ）为横坐标，血浆

图１　空白血浆 （Ａ）、空 白 血 浆 中 加 入 厄 洛 替 尼 对 照 品 （５ｎｇ·

ｍＬ－１）和内标 （１００ｎｇ·ｍＬ－１） （Ｂ）及服药后血浆 样 品 （厄 洛 替

尼浓度：４３３ｎｇ·ｍＬ－１）（Ｃ）的色谱图

Ｆｉｇ　１　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｆｏｒ　ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ＩＳ　ｉｎ　ｈｕ－

ｍａｎ　ｐｌａｓｍａ　ｓａｍｐｌｅｓ：（Ａ）ｂｌａｎｋ　ｐｌａｓｍａ　ｓａｍｐｌｅ；（Ｂ）ｂｌａｎｋ　ｐｌａｓｍａ

ｓｐｉｋｅｄ　ｗｉｔｈ　ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ（５ｎｇ·ｍＬ－１）ａｎｄ　ＩＳ（１００ｎｇ·ｍＬ－１）；ａｎｄ
（Ｃ）ａｐｌａｓｍａ　ｓａｍｐｌｅ　ｔａｋｅｎ　ｆｒｏｍ　ａ　ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：

４３３ｎｇ·ｍＬ－１）

中厄洛替尼浓度在１～２　０００ｎｇ·ｍＬ－１呈 良 好 的 线 性 关 系，

典型代表方程为：ｙ＝０．０６８　２ｘ－０．００５　０６ （ｒ＝０．９９９　３，权

重系数为１／ｘ２）。

２．６　基质效应及绝对回收率

通过比较３个不同条件下信号峰面积的平均值来考察基

质效应 和 绝 对 回 收 率，其 中，Ｓｅｔ１：对 照 品 用 流 动 相 配 成

低、中、高３个浓度样品，Ｓｅｔ２：用空白血浆来配制低、中、

高３个浓度，然后再进行 处 理，Ｓｅｔ３：将 空 白 血 浆 用 血 浆 处

理方法得到的上清液来配成低、中、高３个浓度样品，则绝

对回 收 率 （ＲＥ）＝Ｓｅｔ２／Ｓｅｔ１，基 质 效 应 比 值 （ＭＥ）＝
Ｓｅｔ３／Ｓｅｔ１，选取 不 同 来 源 的 空 白 基 质，厄 洛 替 尼 采 用 低

（１ｎｇ·ｍＬ－１）、中 （５０ｎｇ·ｍＬ－１）、高 （１５００ｎｇ·ｍＬ－１）

３个浓度点，内标采 用 一 个 浓 度 点 （１００ｎｇ·ｍＬ－１），各 条

件下重复测定５个样品。结果低、中、高浓度的厄洛替尼和

内标的基质效应分别为 （１０８．９±４．４）％、（１０２．３±２．５）％、
（１０４．０±３．５）％和 （９６．３±３．４）％，可见血浆基质对低中高

３种浓度药物 的 测 定 影 响 程 度 基 本 一 致；厄 洛 替 尼 低、中、

高质控的 绝 对 回 收 率 分 别 为 （１０８．３±７．０）％、（１１０．４±

１．１）％、（１０９．４±１．２）％ ，内标的 绝 对 回 收 率 为 （１０３．９±
４．８）％ 。

２．７　方法回收率及精密度

分别配制 低、中、高 浓 度 的 厄 洛 替 尼 血 浆 质 控 样 品 各

１５份，分为３批，每 批５份，并 于 每 批 的 标 准 曲 线 同 时 进

行，依 “２．３”项下方法处理后取２μＬ进样，计算质控样品

的测得浓度，求 得 本 法 的 方 法 回 收 率 和 精 密 度，厄 洛 替 尼
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低、中、高浓度的质控样品 日 内ＲＳＤ 分 别 为６．２％、４．４％
和２．８％，日间ＲＳＤ分别为８．９％、８．８％和５．１％，方法回

收率分别为１０３．５％、１０９．０％和１０３．７％。

２．８　稳定性考察

分别考察了厄洛替尼低、中、高浓度的质控血浆样品室

温放置２４ｈ，冻融３次，－２０℃冻 存４个 月 以 及 经 预 处 理

后置于６℃自 动 进 样 器２４ｈ的 稳 定 性。每 个 浓 度１５份 样

品，稳定性＝ （测定值／加入值）×１００％。结果表明厄洛 替

尼低、中、高浓度的质控 样 品 在 上 述４种 条 件 下 是 稳 定 的，

ＲＳＤ均＜９．６％。

３　应用

建立的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法主要应用于厄洛替尼血药浓

度的测定，根 据 测 定 的 结 果 指 导 临 床 用 药。８位 患 者 （男５
人，女３人，年龄为５６±１０岁）均 口 服 厄 洛 替 尼１月 以 上，

１次·ｄ－１，１５０ｍｇ·次－１。给药第３０日达稳态后，于服药前

采集肘静脉血３ｍＬ于ＥＤＴＡ 抗凝管，离心后分 离 血 浆，于

－２０℃保存备用。血浆样品照 “２．３”项下方法操作，以随行

的标准曲线分别计算厄洛替尼的血药浓度。样品测定时随行

６支质控 （低、中、高浓 度 各２支）以 进 行 质 量 控 制。如 所

测样品浓度超出标准曲线的最大范围则用空白血浆将该样品

按一定比例稀释，得到的结果再乘以稀释倍数即为未知样品

浓度。结果表明实验的标准曲线的线性良好，各浓度的质控

都在允 许 范 围 之 内，８个 样 品 所 得 到 的 结 果 分 别 为１　８４４、

１　３４０、３９４、２　４６０、５１７、４３３、８７１、６０５ｎｇ·ｍＬ－１。

４　讨论

目前检测血浆中厄洛替尼的方法主要有液相色谱质谱联

用法［５－７］，然而有 些 检 测 方 法 存 在 样 品 处 理 过 程 冗 长 复 杂，

灵敏度较低，样品采集时间或分析周期较长等缺陷，本文在

这些文献的基础上进行了改进，建立了一个快速灵敏、稳定

可靠、线性范围更宽的液相色谱质谱联用方法，提高了灵敏

度，缩短了样本分析时间，并且成功应用于厄洛替尼的血药

浓度监测。

我们的结果证实厄洛 替 尼 血 药 浓 度 有 较 大 的 个 体 差 异，

与文献［３］报道吻合，这表明厄洛替尼的血药浓度监测是必要

的。代谢酶的遗传变异、性别、年龄、合并用药、是否吸烟

等因素也许是造成这些差异的原因，需要进一步的研究。

目前，已有证 据 显 示 吸 烟 史 是 厄 洛 替 尼 的 疗 效 预 测 因

子［８－９］。在 一 项 厄 洛 替 尼 治 疗 非 小 细 胞 癌 的 临 床 研 究

（ＢＲ．２１）发现，吸烟 史 为 唯 一 一 个 与 厄 洛 替 尼 疗 效 显 著 相

关、可预测疗效的因素：与目前或既往吸烟者相比，厄洛替

尼在从不 吸 烟 者 中 的 疗 效 更 好［１０－１３］。另 一 方 面，在 药 物 动

力学 （ＰＫ）和代 谢 研 究 中，进 一 步 探 讨 了 吸 烟 状 态 对 治 疗

结果的影响。一 项 采 用ＰＫ分 析 的 研 究 检 测 了 患 者 基 线 特

征、人口学特征、ＣＹＰ４５０诱导剂／抑制剂伴随治疗、实验室

化学参数对厄洛替尼 暴 露 的 影 响 作 用，在 所 有 检 测 变 量 中，

吸烟状态对厄洛替尼暴露的影响最大［１４］。在ＢＲ．２１研究中，

当前吸烟者显示稳态谷浓度中位值仅为非吸烟者的５０％［１５］。

除了保持较高的药物暴露程度之外，非吸烟者还显示药物有

关不良事件 的 发 生 率 较 高，如 皮 疹 和 腹 泻［１６］。这 些 结 果 显

示吸烟状态通 过 降 低 厄 洛 替 尼 暴 露 程 度 而 直 接 影 响 治 疗 结

果。目前认为吸烟对厄洛替尼血浆浓度的影响主要是通过增

加药物代谢酶活性引起的。在肝脏等多种组织中，厄洛替尼

通过ＣＹＰ３Ａ４、ＣＹＰ１Ａ２和ＣＹＰ２Ｃ８进行代谢、清除。在吸

烟者中，多种参与多 环 芳 香 烃 代 谢 的 细 胞 色 素 酶ＣＹＰ１Ａ２、

ＣＹＰ１Ｂ１和ＣＹＰ１Ａ１等 高 表 达 可 能 导 致 药 物 血 浆 浓 度 降

低［１７－２０］。因此，通过药物 动 力 学 研 究，特 别 是 血 药 浓 度 监

测，明确个体药物代谢特点，是肿瘤患者实现个体化治疗的

重要途径之一。
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高效液相色谱－示差折光检测法
测定补中益气丸中蜂蜜的含量

刘雁鸣１，彭飞城２＊，龙海燕１，陈得雨１ （１．湖南药用辅料检验检测中心，长沙　４１００１４；２．湖南省药品检验所，长

沙　４１０００１）

摘要：目的　建立补中益气丸 （蜜 丸）蜂 蜜 中 葡 萄 糖、果 糖、蔗 糖、麦 芽 糖 含 量 测 定 方 法，以 监 控 补 中 益 气 丸 质

量。方法　采 用 高 效 液 相 色 谱－示 差 折 光 检 测 （ＨＰＬＣ－ＲＤ）法；色 谱 柱 为 Ｐｒｅｖａｉｌ　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　ＥＳ（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈－水 （７５∶２５）；流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃。结果　葡 萄 糖、果 糖、蔗 糖、

麦芽糖对照品分别在１７．８６８～１７９．１４、１６．１４４～１６１．４４、３．０１６～３０．１６、６．５６５～９８．４７５μｇ线性关系良好，４种成

分加样回收率分别为９７．１％、１０１．９％、１０２．６％、９５．９％，ＲＳＤ分别为０．８％、２．０％、０．８％、１．３％ （ｎ＝６）。结

论　该方法操作简便，灵敏度高，重复性好，可用于补中益气丸中蜂蜜的含量测定。

关键词：补中益气丸；高效液相色谱法；蜂蜜；葡萄糖；果糖；蔗糖；麦芽糖
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