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  摘 要:目的 建立测定血液病患者鲁索替尼血药浓度的高效液相色谱-串联质谱法(HPLC-MS/MS),并

用于血液病患者鲁索替尼的个体化给药。方法 采用同位素内标法,通过含内标(鲁索替尼-d9)的甲醇沉淀蛋

白,萃取鲁索替尼,用HPLC-MS/MS分离和测定鲁索替尼和鲁索替尼-d9。以鲁索替尼和鲁索替尼-d9峰面积

比为定量依据,计算血浆鲁索替尼浓度,并考察其性能。结果 鲁索替尼在2.5~250.0
 

ng/mL内线性关系良

好,3个回归方程相关系数r均≥0.995
 

0,携带污染率、重复性、实验室内精密度、回收率、基质效应和稳定性均

符合性能验证要求。结论 HPLC-MS/MS可快速、特异和准确地检测血液病患者血浆鲁索替尼浓度,能为临

床合理使用鲁索替尼提供用药参考。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

HPLC-MS/MS
 

for
 

determination
 

of
 

blood
 

drug
 

concentration
 

of
 

Rux-
olitinib

 

in
 

patients
 

with
 

hematologic
 

diseases
 

and
 

to
 

be
 

used
 

for
 

individualized
 

administration
 

of
 

Ruxolitinib.
Methods Using

 

isotopic
 

internal
 

standard
 

method,the
 

Ruxolitinib-d9
 

and
 

Ruxolitinib
 

were
 

released
 

and
 

ex-
tracted

 

by
 

protein
 

precipitation
 

method.Ruxolitinib
 

and
 

Ruxolitinib-d9
 

were
 

separated
 

and
 

determined
 

by
 

HPLC-MS/MS.Ruxolitinib
 

and
 

Ruxolitinib-d9
 

peak
 

area
 

ratio
 

were
 

used
 

to
 

calculate
 

the
 

plasma
 

Ruxolitinib
 

concentration
 

and
 

the
 

performance
 

verification
 

were
 

also
 

investigated.Results Ruxolitinib
 

had
 

good
 

linearity
 

in
 

the
 

range
 

of
 

2.5-250.0
 

ng/mL,and
 

the
 

correlation
 

coefficients
 

of
 

the
 

three
 

regression
 

equations
 

were
 

all
 

higher
 

than
 

0.995
 

0.Pollution,reproducibility,laboratory
 

precision,recovery,matrix
 

effect
 

and
 

stability
 

all
 

met
 

the
 

requirements
 

of
 

performance
 

verification.Conclusion HPLC-MS/MS
 

could
 

quickly,specifically
 

and
 

accurately
 

detect
 

the
 

concentration
 

of
 

Ruxolitinib,which
 

could
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

rational
 

use
 

of
 

Rux-
olitinib

 

in
 

clinical
 

practice.
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  鲁索替尼是一种选择性酪氨酸激酶-Janus激酶

(JAK)抑制剂[1-3],可以结合到JAK1和JAK2激酶

上,抑制JAK1和JAK2信号,进而下调JAK1介导的

促炎性细胞因子,调节JAK2相关促红细胞生成及免

疫细胞活化功能,还可抑制Janus激酶/信号转导与转

录激活子(JAK-STAT)通路,从而调整下游细胞的增

殖作用,用于骨髓纤维化患者的治疗。鲁索替尼亦可

以抑制T细胞分泌炎症因子、增加受者体内调节性T
细胞的数量,进而介导免疫耐受,还可以减少T细胞

表面相关趋化因子或趋化因子受体进而改变T细胞

迁移,是治疗移植物抗宿主病(GVHD)的二线用药,
具有显著的疗效,同时保留移植物抗白血病效应[1-6]。
鲁索替尼是一种高效、选择性强的小分子药物,其口

服后吸收快,1~2
 

h达血药浓度峰值,在5~200
 

mg
内,血药浓度和曲线下面积(AUC)随剂量增加而升

高,呈线性关系,达稳态后,其血浆蛋白结合率约为

97%[7-8];主要经肝脏CYP3A4酶代谢,代谢物大部分

从尿液排出,其消除半衰期约为3
 

h[4-6];起始剂量是
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根据患者的血小板计数来确定的,并通常根据血小板

计数来调整剂量。但鲁索替尼药动学个体差异大,且
该药与强CYP3A4酶抑制剂或强CYP3A4酶诱导剂

合用,其暴露量会明显增加(AUC增加91%)或减少

(AUC减少71%)[4-5],剂量增加会伴随骨髓抑制增

加,包括白细胞减少、贫血和血小板计数减低,且亦可

发生急性耐药[1-6],且仍有一部分患者出现疗效不佳

或治疗失败,除考虑依从性、药物间相互作用等可能

的原因之外,还应考虑标准剂量是否为该部分患者的

最佳治疗剂量,是否实现了鲁索替尼治疗效益最大

化,则需要通过检测药物浓度来判断患者体内真实的

鲁索替尼浓度。目前,基于高效液相色谱-串联质谱法

(HPLC-MS/MS)定量检测鲁索替尼在血浆中浓度的

研究较少,且大多采用固相萃取法同时检测多个药物

的浓度[4-9],前处理复杂,且耗时较长,不适合于本实

验室鲁索替尼单药的临床检测。由于 HPLC-MS/MS
具有专属性好、灵敏度高、试剂成本低等优点,故本实

验室采用 HPLC-MS/MS检测血液病患者鲁索替尼

血药浓度,为临床合理用药提供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取4例血液病患者的血液标本进

行检测。患者均为男性,年龄分别为17、33、37、65
岁,检测患者血浆标本中的鲁索替尼浓度。
1.2 仪器与试剂 Nexera

 

Xp型高效液相色谱仪(日
本岛津公司),带自动进样器和加热器的色谱仪;API

 

3200
 

MD串联四极杆质谱仪(美国 AB
 

Sciex公司),
自带AB质谱工作站 Analyst

 

MD
 

Version1.6.2(美
国AB

 

Sciex公司)。蒸馏水(广州屈臣氏);甲醇购自

Fisher公 司 (HPLC-Grade);甲 酸 和 乙 酸 铵 购 自

MREDA
 

TECHNOLOGY
 

INC(HPLC-Grade);鲁索

替尼购 自 北 京 百 灵 威 科 技 有 限 公 司(LOT:LF70
 

P20);鲁索替尼-d9购自TRC公司(LOT:10-MMH-
128-2)。
1.3 方法

1.3.1 储备液制备 精密称取标准品鲁索替尼1.0
 

mg,置于小烧杯中,用适量甲醇溶解,转移至10.0
 

mL
容量瓶中,用甲醇定容,混匀,得到100

 

μg/mL鲁索替

尼母液,作为储备液,-80
 

℃冰箱保存备用。然后用

甲醇依次稀释储备液,得到鲁索替尼浓度为25、50、
100、250、500、1

 

000和2
 

500
 

ng/mL各标准系列工作

液和7.5、25.0、200.0
 

ng/mL的各系列质控工作液。
鲁索替尼-d9亦依次经过称量、溶解、稀释等操作,最
终配置成浓度为25

 

ng/mL内标溶液,作为含有内标

的沉淀剂使用。
1.3.2 样品制备 将待测EDTA-K2 抗凝血3

 

500
 

r/
min离心10

 

min后,取上层血浆100
 

μL,加入100
 

μL
缓冲液(2

 

mmol/L乙酸铵+0.1%甲酸水溶液)混匀,
再加入300

 

μL鲁索替尼-d9内标液,涡旋震荡混匀1
 

min,13
 

000
 

r/min离心10
 

min。移取上清液170
 

μL
置于进样小瓶,自动进样3

 

μL。
1.3.3 高效液相色谱条件的设置 采用 Ultimate

 

XB-C18色谱柱(4.6
 

mm×50
 

mm,5
 

μm),柱温65
 

℃;
流速:0.7

 

mL/min;流动相:2
 

mmol/L乙酸铵+0.1%
甲酸水溶液(B)+0.1%甲酸甲醇溶液(A),进样量3

 

μL;洗脱方式:梯度洗脱,其中0.01~0.80
 

min,A相

浓度从60%降低至5%,保持1.6
 

min;0.8~2.6
 

min,A相浓度从5%升高至60%,保持0.9
 

min。
1.4 质谱条件 采用电喷雾离子源(ESI+);离子喷

射电压:5
 

500
 

V;离子源温度:500
 

℃;源内气体1压

力:50
 

psi;气体2压力:50
 

psi;帘气:20
 

psi;碰撞气

(N2)压 力:Medium;扫 描 方 式 为 多 重 反 应 监 测

(MRM)。用于定量分析的各种质谱条件参数见表1。
同时对分析物的选择性反应监测进行了交叉讨论,并
对IS的校准曲线和工作溶液进行了最高标准的检

验。采用二次、1/X2、最小二乘回归算法绘制了选择

性反应监测与浓度的峰面积比(鲁索替尼/鲁索替尼-
d9)[10]。鲁索替尼和鲁索替尼-d9的碎片离子质谱图

分别见图1A、1B,鲁索替尼的色谱图见图1C。

  注:A为鲁索替尼的质谱图;B为鲁索替尼-d9的质谱图;C为鲁索替尼的色谱图。
 

图1  质谱分析图
 

1.5 性能确证

1.5.1 选择性 选择不含分析物和内标的双空白血

浆标本来反映系统的整体背景噪音,要求在预期的保

留时间处背景噪音峰的峰面积低于分析物定量检测

下限(LLMI)峰面积的20%,并低于内标峰面积的

5%[11-13]。
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1.5.2 携带污染率 选取高、低浓度样本,按照“1.4”
的处理方法进行处理,对不同的组合进样,高-低值转换

样本均值与低-低值转换样本均值的差小于低-低值转

换样本的3SD[13]。在分析高浓度的样本之后立刻进样

1份空白样本,以评估残留情况[10]。要求分析空白样本

时的检测信号响应值应低于LLMI的25%[14-18]。

表1  质谱条件

分析物 前体离子(m/z) 产物离子(m/z) 停留时间(ms) DP(V) CE(V) CXP(V) EP(V)

鲁索替尼 307.6 186.6 100 40 20 4 10

鲁索替尼-d9 316.7 186.6 100 60
 

20
 

4 10

  注:DP为去簇电压;CE为碰撞能量;CXP为细胞出口电位;EP为排除电位。

1.5.3 基质效应 制备低、中、高(7.5、25.0、200.0
 

ng/mL)3个浓度的质控品,测定基质效应。通过将所

提取的3个浓度的分析物和内标峰面积比与从纯溶

液制备获得的分析物和内标峰面积比进行比较来确

定基质效应。按照“1.4”的处理方法对样本进行处

理,在相同浓度下,低浓度质控品下的峰面积比变异

系数(CV)应小于20%,中、高浓度质控品下的峰面积

比CV 应小于15%[13]。
1.5.4 线 性、分 析 测 量 范 围 (AMR)、定 量 下 限

(LLOQ) 选取空白血浆90
 

μL
 

7份,分别加入浓度

为25、50、100、250、500、1
 

000、2
 

500
 

ng/mL的鲁索替

尼标准品溶液10
 

μL,加入100
 

mmoL/L缓冲盐溶液

100
 

μL,加入100
 

ng/mL鲁索替尼-d9溶液300
 

μL,
涡旋振荡60

 

s,10
 

000
 

r/min离心10
 

min。吸取上清

液于样品管中,自动进样3
 

μL。经HPLC-MS/MS分

析,以鲁索替尼与内标鲁索替尼-d9峰面积比(Y)作纵

坐标,以血浆鲁索替尼浓度(X)为横坐标,得到直线

方程,采用线性方程组计算所有样品在分析范围内的

预测浓度。采用加权最小二乘法进行线性拟合,做3
批标准曲线,每天做1批,连续检测3

 

d,记录线性方

程和相关系数(r),权重为1/X2,要求r≥0.990,LL-
MI处的偏差在±20%以内,其余浓度点的偏差在±
15%以内,CV<20%,以平均信噪比(S/N)=10时的

浓度方法确定LLOQ。
1.5.5 精密度和正确度 取低、中、高3个浓度的质

控品,按照“1.4”的处理方法对样本进行处理,分别于

不同分析批、批内多次进样(n=5),连续检测3
 

d,计
算其批内和批间精密度和正确度。
1.5.6 回收率 利用低、中、高3个浓度的质控品测

定血浆回收率。将含有质控浓度的所有分析物质的

血浆样本也加入了各自的内标。按照“1.4”的处理方

法对样本进行处理,将萃取后空白血浆标本的峰值响

应与被甲醇∶水(50∶50,v/v)稀释后的空白血浆制

备的低、中、高质控标准样本的峰值响应进行比较,要
求各浓度回收率在85%~115%,低浓度点在80%~
120%,CV<15%。
1.5.7 稳定性试验 稳定性采取评估临床样本的短

期稳定性、长期稳定性、进样器稳定性、冻融稳定性。
短期稳定性考察质控工作液样本放置于室温24

 

h的

稳定性,长期稳定性考察样本储存于-80
 

℃冰箱

30
 

d,进样器稳定性是将样本经过前处理后加入进样

小瓶内储存24
 

h,冻融稳定性是将样本反复冻融3次

进行考察,通过测量稳定样本相对于新制备的相同浓

度样本相应面积比响应(鲁索替尼/鲁索替尼-d9)来评

价血浆中的稳定性结果。选取低、中、高3个浓度的

质控样本,本实验室进行了室温6
 

h、4
 

℃保存24
 

h、进
样器24

 

h、-20
 

℃保存48
 

h和-80
 

℃反复冻融3次

5个重复试验。如果重复性测定的CV 不超过15%,
平均准确度的 CV 在±15%以内,则稳定 性 可 以

接受。
1.6 统计学处理 采用Excel对数据进行整理。
2 结  果

2.1 选择性 不含分析物和内标的双空白血浆标本

在保留时间处背景噪音峰的峰面积远低于分析物

LLMI峰面积的20%。
2.2 携带污染率 鲁索替尼在最低点和最高点的峰

面积分别为1
 

500.00、147
 

000.00;鲁索替尼-d9在最

低点和最高点的峰面积分别为39
 

100.00、53
 

100.00。
在进样线性最高点样本后,立即进样空白样本的峰面

积远远小于LLMI峰面积的20%,结果为0,无携带

污染。
2.3 基质效应 在相同的浓度下,低、中、高质控品

下的 峰 面 积 比 的 内 标 校 正 因 子 分 别 为 1.02%、
0.90%、0.95%,CV 为2%~10%,小于15%,符合最

终的准确定量分析。见表2。
2.4 线性、AMR、LLOQ 结果显示,鲁索替尼血药

浓度在2.5~250.0
 

ng/mL内线性关系良好(r=
0.996

 

7)。当S/N=10时,LLOQ 为0.06
 

ng/mL。
线性方程为Y=0.012X+0.009

 

49、Y=0.012X+
0.004

 

58、Y=0.011
 

7X+0.001
 

66,相关系数r 均≥
0.995

 

0。
2.5 精密度和正确度 对低、中、高3个浓度质控品

的标本进行精密度和正确度评估,批内精密度分别为

6.37%、3.81%和3.31%,批间精密度分别为4.25%、
4.47%、2.68%,正确度均大于100%,见表3。
2.6 回收率 在低、中、高3个浓度质控品的平均提

取回收率分别为96.55%、110.32%和106.24%,回
收率分别为84.2%~108.2%、97.5%~114.1%和
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99.2%~113.5%。见表4。
2.7 稳定性试验 重复性测定的CV 小于15%,平
均准确度的CV 在±15%以内,稳定性可以接受,符
合要求。见表5。

2.8 临床应用 4例患者检测结果见表6。可知,鲁
索替尼在不同疾病和不同患者中的血药浓度与剂量

不呈线性,差别较大。
 

表2  测定基质效应过程中低、中、高浓度质控品下的峰面积比

序号
7.5

 

ng/mL

血浆上清液加标 溶液加标

25.0
 

ng/mL

血浆上清液加标 溶液加标

200.0
 

ng/mL

血浆上清液加标 溶液加标

1 0.12 0.12 0.34 0.36 2.48 2.41

2 0.10 0.11 0.30 0.35 2.47 2.58

3 0.13 0.11 0.24 0.34 2.44 2.47

4 0.12 0.11 0.33 0.34 2.16 2.47

5 0.11 0.12 0.34 0.34 2.30 2.59

平均值 0.12 0.11 0.31 0.35 2.37 2.50

表3  精密度和正确度

分析物
浓度

(ng/mL)

批内(n=5)

测量浓度(ng/mL,x±s) 正确度(%) CV(%)

批间(n=5)

测量浓度(ng/mL,x±s) 正确度(%) CV(%)

鲁索替尼 7.5 8.25±0.53 110 6.37 8.42±0.36 112 4.25

25.0 25.68±0.98 103 3.81 26.66±1.19 106 4.47

200.0 206.20±6.83 103 3.31 206.47±5.53 103 2.68

表4  测定回收率过程中低、中、高3个浓度质控品下的峰面积比(n=5)

序号
7.5

 

ng/mL

血浆加标 血浆上清液加标

25.0
 

ng/mL

血浆加标 血浆上清液加标

200.0
 

ng/mL

血浆加标 血浆上清液加标

1 0.12 0.12 0.35 0.34 2.58 2.48

2 0.11 0.10 0.35 0.30 2.45 2.47

3 0.11 0.13 0.33 0.24 2.51 2.44

4 0.11 0.12 0.32 0.33 2.36 2.16

5 0.11 0.11 0.36 0.34 2.69 2.30

平均值 0.11 0.12 0.34 0.31 2.52 2.37

表5  稳定性试验(%,n=3)

浓度(ng/mL)
室温6

 

h

准确度 CV

4
 

℃保存24
 

h

准确度 CV

进样器24
 

h

准确度 CV

-20
 

℃保存48
 

h

准确度 CV

-80
 

℃反复冻融3次

准确度 CV

7.5 114 3.17 112 3.18 109 3.11 111 7.08 114 14.78

25.0 110 7.29 106 2.93 110 1.66 105 1.66 101 0.46

200.0 109 2.32 104 2.17 107 5.57 106 2.85 102 1.42

表6  4例患者检测结果

患者

编号
性别

年龄

(岁)
诊断 鲁索替尼剂量

鲁索替尼浓度

(ng/mL)

1 男 17 骨髓增生异常综合征 5
 

mg,2次/天 20.1
 

2 男 33 慢性粒单核细胞白血病 10
 

mg,2次/天 1.0
 

3 男 37 骨髓纤维化 10
 

mg,2次/天 77.4
 

4 男 65 慢性骨髓增殖性肿瘤 15
 

mg,2次/天 18.0

3 讨  论

  鲁索替尼作为骨髓增殖性疾病的一线用药和白

血病患者移植后GVHD的治疗用药,其同一用药剂

量下不同患者血药浓度结果不同,治疗效果亦不同,
且易受CYP450酶的诱导剂和抑制剂影响,对鲁索替

尼进行血药浓度监测就显得尤为重要。本文采用

HPLC-MS/MS测 定 血 浆 鲁 索 替 尼 浓 度,通 过 对
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HPLC-MS/MS条件的优化,使得各项性能指标符合

行业相关标准[19-21],达到专属性较好且无残留(结果

为0);基质效应为2%~10%,小于15%,满足临床试

验的基本要求;线性较好(r=0.996
 

7>0.99);批内

和批间精密度均较小,其重复性好(精密度2.0%~
8.1%),说明该方法较稳定;低、中、高3个浓度质控

品的平均提取回收率分别为96.55%、110.32%和

106.24%,说明试剂萃取效率高、完全,检测结果正确

度高,受相应基质干扰较小;对鲁索替尼的稳定性进

行验证,除了低浓度质控品(7.5
 

ng/mL)在-80
 

℃反

复冻融3次条件下的CV 为14.78%(<15%)外,可
能与人为操作有关,其余均<10%,说明鲁索替尼受

前处理方式和温度及时间的影响较小;且鲁索替尼物

理化学性质较稳定,满足临床常规项目开展的要求。
文献[4-5]中建立的 HPLC-MS/MS法,需要通过微

柱或者针头滤膜进行过滤,且有时需要氮吹进行富

集,达到多种物质响应都较好的目的;且由于检测多

种物质,其总分析时间较长,并且每种待测物质不同

时间都有自身的同位素内标。而本文前处理采用含

有同位素内标的甲醇直接沉淀蛋白,操作简单,并且

总分析时间为每针3.5
 

min,提高了工作效率,符合本

院患者进行鲁索替尼血药浓度测定的需要。由此可

见,本实验室建立的用于鲁索替尼浓度测定的HPLC-
MS

 

/MS法具有较高的灵敏度,适用于对临床标本进

行定量检测,能为临床个体化用药和药物代谢动力学

研究提供参考。
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