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HPLC-MS/MS法在伊马替尼、达沙替尼与尼洛替尼
治疗CML患者血药浓度监测中的应用
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  摘 要:目的 建立测定慢性粒细胞白血病(CML)患者血浆伊马替尼、达沙替尼与尼洛替尼浓度的高效液

相色谱-串联质谱法(HPLC-MS/MS),并应用于临床血药浓度监测。方法 血浆经甲醇沉淀蛋白处理,采用内

标法定量。色谱柱为Ultimate
 

XB-C18,柱温60
 

℃,流动相为甲醇(0.1%甲酸)和水(0.1%甲酸和2
 

mmol/L
乙酸铵),梯度洗脱。质谱检测方式为电喷雾离子阱正离子模式,多反应监测模式(MRM)扫描,监测离子对:伊

马替尼
 

m/z
 

494.3→394.1,达沙替尼
 

m/z
 

488→401,尼洛替尼
 

m/z
 

530.2→289.2。结果 伊马替尼浓度在

50~2
 

500
 

ng/mL与峰面积比值线性关系良好,Y=0.001
 

17X+0.006
 

17(r=0.999
 

5);达沙替尼浓度在1~
250

 

ng/mL与峰面积比值线性关系良好,Y=0.013
 

7X+0.000
 

435(r=0.999
 

2);尼洛替尼浓度在50~2
 

500
 

ng/mL与峰面积比值线性关系良好,Y=1.1e+0.03X+1.05e+0.04(r=0.998
 

5)。日内及日间相对标准偏

差(RSD)均小于5%,相对回收率在90.0%~110.0%。结论 该方法前处理简单,检测的特异性及灵敏度高,
可适用于CML患者血浆伊马替尼、达沙替尼与尼洛替尼血药浓度的快速、准确测定。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

HPLC-MS/MS
 

method
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

imatinib,dasatinib
 

and
 

nilotinib
 

concentrations
 

in
 

the
 

plasma
 

of
 

patients
 

with
 

chronic
 

myeloid
 

leukemia
 

(CML),and
 

apply
 

it
 

to
 

the
 

monitoring
 

of
 

cblood
 

drug
 

concentration.Methods Gradient
 

elution
 

was
 

utilized
 

to
 

separate
 

imatinib,da-
satinib

 

and
 

nilotinib,which
 

were
 

performed
 

on
 

an
 

ultimate
 

XB-C18
 

column
 

with
 

water
 

mobile
 

phase
 

(2
 

mmol/
L

 

ammonium
 

acetate
 

and
 

0.1%
 

formic
 

acid)
 

and
 

methanol
 

mobile
 

phase
 

(0.1%
 

formic
 

acid).The
 

test
 

meth-
ods

 

of
 

MS
 

are
 

ESI
 

positive,MRM
 

scanning,monitoring
 

ion
 

pairs:imatinib
 

m/z
 

494.3→394.1,dasatinib
 

m/z
 

488→401,nilotinib
 

m/z
 

530.2→289.2.Results The
 

linear
 

relationship
 

between
 

imatinib
 

concentration
 

and
 

peak
 

area
 

ratio
 

was
 

good
 

in
 

the
 

range
 

of
 

50—2
 

500
 

ng/mL,Y=0.001
 

17X+0.006
 

17(r=0.999
 

5);the
 

linear
 

relationship
 

between
 

dasatinib
 

concentration
 

and
 

peak
 

area
 

ratio
 

was
 

good
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1—250
 

ng/mL,Y=
0.013

 

7X+0.000
 

435(r=0.999
 

2);the
 

linear
 

relationship
 

between
 

nilotinib
 

concentration
 

and
 

peak
 

area
 

ratio
 

was
 

good
 

in
 

the
 

range
 

of
 

50—2
 

500
 

ng/mL,Y=1.1e+0.03X+1.05e+0.04(r=0.998
 

5).Both
 

the
 

RSDs
 

of
 

intra-
 

and
 

inter-day
 

validation
 

were
 

less
 

than
 

5%;the
 

relative
 

recovery
 

rates
 

were
 

among
 

the
 

range
 

of
 

90.0%-110.0%.Conclusion This
 

method
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

simple
 

pretreatment,high
 

specificity
 

and
 

sensitivity,and
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

the
 

rapid
 

and
 

accurate
 

determination
 

of
 

plasma
 

concentrations
 

of
 

imatinib,da-
satinib

 

and
 

nilotinib
 

in
 

CML
 

patients.
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  慢性粒细胞白血病(CML)是骨髓造血干细胞克

隆性增殖形成的恶性肿瘤,占成人白血病的15%[1],
全球年发病率为(1.6~2.0)/10万。中国CML患者

较西方更为年轻化,国内几个地区的流行病学调查显

示CML中位发病年龄为45~50岁,而西方国家

CML的中位发病年龄为67岁[2-5]。CML患者常伴随

BCR/ABL基因突变,而伊马替尼能特异性靶向抑制

由BCR/ABL1基因编码的癌蛋白的酪氨酸激酶活

性,提高了CML患者的生存率,同时伊马替尼易诱发

耐药和患者不耐受。达沙替尼和尼洛替尼已经在世
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界范围内被批准为伊马替尼不耐受和伊马替尼耐药

患者的治疗药物[6]。达沙替尼作为CML二线治疗用

药,其可抑制BCR/ABL1激酶和SRC家族激酶以及

多种其他肿瘤中异常活化的激酶,包括C-Kit、促红细

胞生成素肝细胞(EPH)受体激酶和血小板衍生生长

因子受体β(PDGFR),可克服以下原因导致的伊马替

尼耐药:BCR/ABL1过表达、BCR/ABL1激酶区域突

变、激活包括SRC家族激酶在内的其他信号通路和

多药耐药基因过表达[7-16]。尼洛替尼是一种氨基嘧啶

衍生物,与伊马替尼相比,能更加有效和选择性地抑

制BCR-ABL1的未突变形式和大多数突变形式的酪

氨酸激酶活性[17-22]。尼洛替尼对Ph+白血病治疗有

效[19],已被批准用于伊马替尼不耐受和伊马替尼耐药

的Ph+CML 慢 性 期(CML-CP)和 CML 急 性 期

(CML-AP)患者的治疗。在CML患者的酪氨酸激酶

抑制剂治疗中,治疗性药物监测是一种新的剂量优化

策略,以获得更快、更有效的临床疗效[20],本实验室采

用高效液相色谱-串联质谱法(HPLC-MS/MS)对伊

马替尼、达沙替尼和尼洛替尼进行血药浓度检测,以
期获得此种药物最佳疗效和避免不良反应及治疗失

败的发生。
1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 主要检测仪器:AB
 

Sciex
 

4000Qtrap
质谱仪(配 有 Shimadzu

 

20A 色 谱 系 统)、Analyst
 

V

1.5.2工作站(AB公司)。主要试剂:色谱甲醇(Fisher
公司)、蒸馏水(广州屈臣氏)、色谱甲酸(迈瑞达科技有

限公司)、色谱乙酸铵(迈瑞达科技有限公司);伊马替

尼、伊马替尼-d8、达沙替尼、达沙替尼-d8、尼洛替尼、
尼洛替尼-d3均为 HPLC级,购自Toronto

 

Research
 

Chemicals公司。
1.2 方法

1.2.1 液相色谱及质谱条件 采用 Ultimate
 

XB-
C18色谱柱(4.6

 

mm×50
 

mm,5
 

μm),柱温60
 

℃,流
速:0.8

 

mL/min;流动相 A 为0.1%甲酸甲醇溶液

(A),流动相B为0.1%甲酸-2
 

mmol/L乙酸铵水溶

液,进样量为1
 

μL。梯度洗脱:0.01~0.30
 

min,60%
A;0.30~0.50

 

min,A 相 浓 度 线 性 改 变 至90%;
0.50~0.70

 

min,A相浓度线性改变至100%;0.70~
0.90

 

min,A相浓度为线性改变至90%;0.90~1.10
 

min,A相浓度线性改变至60%,保持1.90
 

min后停

止。质谱条件:电喷雾电离源(ESI),正离子检测,监
测模式为多反应监测模式(MRM);离子喷射电压为

4
 

500
 

V;辅助加热气温度(TEM)为500
 

℃;雾化气

(Gas1)为55psi;辅助加热气(Gas2)为55psi;气帘气:
30

 

psi;碰撞气压力:中等;用于定量分析的离子反应:
伊马替尼

 

m/z
 

494.3→394.1,达沙替尼
 

m/z
 

488→
401,尼洛替尼

 

m/z
 

530.2→289.2;各种质谱参数见

表1。

表1  质谱参数

药物
母离子质量

(m/z)
子离子质量

(m/z)
驻留时间

(s)
解簇电压

(V)
入口电压

(V)
碰撞室出口

电压(V)
入口电压

(V)

伊马替尼 494.3 394.1 150 81 35 11 10

伊马替尼-d8 502.3 394.2 150 100 38 11 10

达沙替尼 488 401 150 81 35 11 10

达沙替尼-d8 496.4 406.1 150 150 48 11 10

尼洛替尼 530.2 289.2 150 150 43 11 10

尼洛替尼-d3 533.1 289.1 150 130 40 11 10

1.2.2 标准品贮备液与内标贮备液的配制 精密称

取标准品伊马替尼2.500
 

mg、达沙替尼
 

1.000
 

mg、尼
洛替尼

 

5.000
 

mg,分别置于3个小烧杯中,用适量甲

醇溶解,分别转移至3个10.0
 

mL容量瓶中,用甲醇

定容,得0.25
 

mg/mL伊马替尼、0.10
 

mg/mL达沙

替尼和0.50
 

mg/mL尼洛替尼贮备液。然后分别用

甲醇-超纯水(1∶1配制)依次稀释贮备液,得到7个

梯度(1~7号)的混合标准工作液,伊马替尼标准工作

液的浓度分别为0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、20.0、25.0
 

μg/mL;达沙替尼的浓度分别为10、50、100、250、500、
1

 

000、2
 

500
 

ng/mL;尼洛替尼的浓度分别为0.5、
1.0、2.5、5.0、10.0、20.0、25.0

 

μg/mL。精密称取标

准 品 伊 马 替 尼-d8
 

1.000
 

mg、达 沙 替 尼-d8
 

1.000
 

mg,尼洛替尼-d3
 

1.000
 

mg,分别置于3个小

烧杯中,用适量甲醇溶解,分别转移至3个10.0
 

mL
容量瓶中,用甲醇定容,得0.10

 

mg/mL伊马替尼-d8
母液、0.10

 

mg/mL达沙替尼-d8母液和0.10
 

mg/mL
尼洛替尼-d3母液,作为内标贮备液。分别移取各内

标贮备液适量,用甲醇稀释,配成一定浓度的混合内

标液使用。
1.2.3 上样检测前处理 取待测标本100

 

μL置于

1.5
 

mL
 

EP管中,然后加入0.1%甲酸-2
 

mmol/L乙

酸铵水溶液100
 

μL,涡旋振荡0.5
 

min,再加入混合内

标液800
 

μL,涡旋振荡0.5
 

min,13
 

000
 

r/min离心

10
 

min,取上清液检测。
1.2.4 标准曲线的制备 分别在7个1.5

 

mL
 

EP管
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中加入空白血浆90
 

μL,并加入含有各浓度梯度伊马

替尼、达沙替尼和尼洛替尼的标准混合工作液10
 

μL;
得伊 马 替 尼 浓 度 分 别 为50、100、250、500、1

 

000、
2

 

000、2
 

500
 

ng/mL,达沙替尼浓度分别为1、5、10、
25、50、100、250

 

ng/mL,尼洛替尼浓度分别为50、
100、250、500、1

 

000、2
 

000、2
 

500
 

ng/mL;按“1.2.3”
项下方法处理后进样检测,分别以伊马替尼/伊马替

尼-d8峰面积比值(Y)对伊马替尼浓度(X),达沙替

尼/达沙替尼-d8峰面积比值(Y)对达沙替尼浓度

(X),尼洛替尼/尼洛替尼-d3峰面积比值(Y)对尼洛

替尼浓度(X),作线性回归分析,得到伊马替尼、达沙

替尼和尼洛替尼检测的标准曲线。
1.2.5 回收率、精密度试验 分别在3个1.5

 

mL
 

EP管中加入空白血浆90
 

μL,并加入含有伊马替尼、
达沙替尼和尼洛替尼的2、3、5号标准混合工作液各

10
 

μL;得伊马替尼的浓度分别为100、250、1
 

000
 

ng/
mL,达沙替尼的浓度分别为5、10、50

 

ng/mL,得尼洛

替尼的浓度为100、250、1
 

000
 

ng/mL;按“1.2.3”项下

方法处理后进样测定,各浓度日内重复测定5次,计
算相对回收率及日内精密度,并连续测定5

 

d以计算

日间精密度,精密度以相对标准偏差(RSD)表示。
1.2.6 稳定性试验 分别在3个1.5

 

mL
 

EP管中加

入空白血浆90
 

μL,并加入含有伊马替尼、达沙替尼和

尼洛替尼2、3、5号标准混合工作液各10
 

μL;得伊马

替尼浓度分别为100、250、1
 

000
 

ng/mL,达沙替尼浓

度分别为5、10、50
 

ng/mL,伊马替尼浓度分别为100、

250、1
 

000
 

ng/mL;取1批标本按“1.2.3”项下方法处

理后置于4
 

℃自动进样器中,放置72
 

h后分别测定

各标本的浓度;其余标本于4
 

℃冰箱中放置72
 

h后取

出放至室温,然后按“1.2.3”项下方法处理后进样测

定,考察其稳定性。
1.2.7 临床应用 收集2015年11月至2018年5月

于河北燕达陆道培医院服用伊马替尼、达沙替尼和尼

洛替尼治疗的CML患者血浆标本共530例,其中伊

马替尼治疗患者标本249例,达沙替尼治疗的患者标

本278例,尼洛替尼治疗的患者标本3例。纳入研究

的患者均肝肾功能均正常,自愿签署了知情同意书;
伊马替尼和达沙替尼均为1天1次给药,而尼洛替尼

为1天2次给药。临床标本采集时间为患者下一次

服药前,采集静脉血3
 

mL,混匀,EDTA抗凝,对由于

抽血错误和服药错误导致的异常值标本予以剔除。
室温(20~25

 

℃)下标本存放时间不超过4
 

h,当日进

行HPLC-MS/MS法检测。
1.3 统计学处理 检测数据呈正态分布用x±s表

示,检测数据呈偏态分布用以M(P25~P75)表示。
2 结  果

2.1 色谱质谱行为 伊马替尼-d8、达沙替尼-d8、尼
洛替尼及尼洛替尼-d3二级碎片离子质谱图,见图1。
伊马替尼、达沙替尼和尼洛替尼质谱色谱图见图2,血
中没有物质干扰伊马替尼、达沙替尼和尼洛替尼的测

定,出峰时间分别是1.72、2.15、2.64
 

min,各个峰型

良好,可采用面积定量。

  注:A为伊马替尼-d8;B为达沙替尼-d8;C为尼洛替尼;D为尼洛替尼-d3。

图1  二级扫描碎片离子

2.2 标准曲线 伊马替尼标准曲线回归方程:Y=
0.001

 

17X+0.006
 

17(r=0.999
 

5),表明伊马替尼在

50~2
 

500
 

ng/mL线性关系较好,可用于定量,其最

低定量限为5
 

ng/mL;达沙替尼标准曲线回归方程:Y

=0.013
 

7X+0.000
 

435(r=0.999
 

2),表明达沙替尼

在1~250
 

ng/mL线性关系较好,可用于定量;尼洛替

尼的回归方程:Y=1.1e+0.03X+1.05e+0.04(r=
0.998

 

5),表明尼洛替尼在50~2
 

500
 

ng/mL线性关
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系较好,可用于定量。见图3。

图2  伊马替尼、达沙替尼和尼洛替尼质谱色谱图
 

  注:A为伊马替尼;B为达沙替尼;C为尼洛替尼。

图3  各药物的标准曲线

2.3 方法学评价 伊马替尼、达沙替尼和尼洛替尼

的相对回收率和日内、日间精密度见表2。伊马替尼、
达沙 替 尼 和 尼 洛 替 尼 的 相 对 回 收 率 在90.0%~
110.0%,日内及日间精密度RSD均小于5%,表明该

方法的准确度和重复性均较好。
表2  回收率和精密度试验结果(n=5,x±s)

药物
浓度

(ng/mL)
相对回收率

(%)
日内精密度

(%)
日间精密度

(%)

伊马替尼 100 101.1±1.60 1.47 1.85

250 99.36±1.03 1.01 1.74

1
 

000 100.80±2.15 0.78 2.71

5 100.64±0.91 1.21 2.16

达沙替尼 10 98.34±2.74 1.40 3.94

50 100.48±2.73 0.59 3.94

100 101.70±2.58 1.11 3.50

尼洛替尼 250 99.04±1.27 1.16 1.51

1
 

000 101.43±0.84 0.22 1.09

2.4 稳定性考察结果 在4
 

℃条件下,血浆标本/处

理后的血浆标本放置72
 

h后,伊马替尼、达沙替尼和

尼洛替尼浓度均基本保持不变,在此条件下测定

CML患者血浆中伊马替尼、达沙替尼和尼洛替尼浓

度的稳定性良好,见表3。

表3  稳定性考察结果(n=3,x±s)

药物
浓度

(ng/mL)
血浆标本于

4
 

℃放置72
 

h

处理后的血浆

标本于4
 

℃放置72
 

h

伊马替尼 100 105.0±5.0 97.0±7.0

250 246.0±20.0 238.0±15.0

1
 

000 1
 

090.0±100.0 980.0±35.0

5 4.6±0.9 5.2±0.5

达沙替尼 10 9.8±1.4 9.5±0.9

50 50.4±2.7 51.2±3.4

100 101.0±3.0 96.0±5.0

尼洛替尼 250 244.0±16.0 251.0±10.0

1
 

000 1
 

050.0±35.0 980.0±20.0

2.5 临床应用结果 伊马替尼血药浓度为1
 

400
(1

 

030~1
 

845)ng/mL,符合伊马替尼有效谷浓度>
1

 

000
 

ng/mL的要求,有个别几例患者检测结果偏

高,易产生急性毒性,与临床符合。达沙替尼血药浓

度为7(3~14)ng/mL,符合达沙替尼100
 

mg每日1
次给药谷浓度<2.5

 

ng/mL的要求,其不良反应较

小;峰浓度>50
 

ng/mL,表明达沙替尼吸收较好,有
效。尼洛替尼3例,结果均在线性范围内。见图3。
由此可见,建立的 HPLC-MS/MS法能满足临床对伊

马替尼、达沙替尼和尼洛替尼血药浓度检测的需求。

图4  血药浓度结果箱式图

3 讨  论

  伊马替尼和达沙替尼二级碎片离子质谱图详见

王磊等[22]的前期研究。本实验采用 HPLC-MS/MS
法同时检测伊马替尼、达沙替尼和尼洛替尼,前处理

采用甲醇蛋白沉淀,高速离心的方法去除蛋白,各峰

型良好,出峰时间短,3
 

min内各检测物均被检测。另

外采用同位素内标法定量,可最大限度避免基质效应

的影响。该方法检测灵敏度高、准确度好,可满足临

床对CML患者血药浓度检测的需求。
酪氨酸激酶抑制剂的药物浓度监测仍处于初级

阶段,但已经积累的证据表明,基于药物动力学指标

·5991·检验医学与临床2020年7月第17卷第14期 Lab
 

Med
 

Clin,July
 

2020,Vol.17,No.14



的剂量调整对大多数CML患者接受酪氨酸激酶抑制

剂治疗有益[20]。CML患者酪氨酸激酶抑制剂血药浓

度监测结合BCR-ABL监测,能更好地实现CML患

者的无病生存,提高CML患者的生存率[21-22]。进行

酪氨酸激酶抑制剂血药浓度检测有助于保证治疗效

果,另外,还可以避免不良反应,能为适时减少剂量提

供参考依据,一定程度上减轻患者经济负担。本课题

组建立的 HPLC-MS/MS法可同时检测一代和二代

酪氨酸激酶抑制剂,有助于CML患者合理使用药物,
避免药物剂量不足导致的疗效欠佳和剂量过大导致

的毒性反应;同时,还有助于避免耐药的发生,可为患

者更换酪氨酸激酶抑制剂提供参考。酪氨酸激酶抑

制剂血药浓度检测有望被临床纳入日常血药浓度监

测的范围,尤其对长期服用酪氨酸激酶抑制剂的

CML患者尤为重要。
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