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·药物与临床·

LC-MS/MS法测定人血浆中吡咯替尼的浓度及其临床应用Δ
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摘 要 目的：建立测定吡咯替尼血药浓度的方法，并应用于临床。方法：血浆样本经甲醇沉淀蛋白后，以伊马替尼为内标，采用

液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法测定。以Ultimate AQ-C18为色谱柱，以甲醇（含0.1％甲酸）-水（0.1％甲酸）为流动相进行梯度

洗脱，流速为0.4 mL/min，柱温为40 ℃，进样量为5 µL。离子源为电喷雾离子源，以多反应监测模式进行正离子扫描，用于定量分

析的离子对分别为m/z 583.4→138.3（吡咯替尼）、494.5→393.4（内标）。选择2020年6－11月于青岛大学附属医院接受吡咯替尼

治疗的乳腺癌患者30例，测定其用药1周后的吡咯替尼稳态谷浓度。结果：吡咯替尼检测质量浓度的线性范围为5～300 ng/mL

（r＝0.999 3），定量下限为 5 ng/mL；日内、日间 RSD 均不高于 9.30％，相对误差为－6.70％～5.04％；稳定性试验的相对误差为

－1.92％～5.42％；提取方法、基质效应、残留效应均不影响待测物的定量分析。30例乳腺癌患者体内吡咯替尼的稳态谷浓度为

32.6～82.8 ng/mL，平均血药浓度为53.8 ng/mL，存在2.54倍的个体差异。结论：所建LC-MS/MS法操作简便、灵敏度和准确度较

高，可用于乳腺癌患者体内吡咯替尼的血药浓度监测。
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Determination of Pyrrotinib Concentration in Human Plasma by LC-MS/MS and Its Clinical Application
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of pyrrotinib concentration in plasma，and apply it in

clinic. METHODS：After precipitated with methanol，the plasma sample was determined by LC-MS/MS using imatinib as internal

standard. The determination was performed on Ultimate AQ-C18 column with mobile phase consisted of methanol（containing 0.1％

formic acid）and water（containing 0.1％ formic acid）（gradient elution）at the flow rate of 0.4 mL/min. The column temperature

was 40 ℃，and the sample size was 5 µL. The ion source was electrospray ionization source，and the positive ion scanning was

carried out in multiple reaction mode. The ion pairs for quantitative analysis were m/z 583.4→138.3（pyrrotinib）and m/z 494.5→

393.4（internal standard），respectively. Thirty breast cancer patients taking pyrrotinib were collected from the Affiliated Hospital of

Qingdao University during Jun.-Nov. 2020 to determine their steady-state trough concentrations of pyrrotinib after a week of

treatment. RESULTS：The linear range of pyrrotinib were 5-300 ng/mL（r＝0.999 3）. The lower limit of quantification was 5 ng/mL.

RSDs of intra-day and inter-day were not higher than 9.30％，and relative errors（REs）ranged －6.70％-5.04％. REs of stability

tests were in the range of －1.92％-5.42％. The extraction method，matrix effect and residual effect did not affect the quantitative

analysis of the substance to be tested. The steady-state trough concentrations of pyrrotinib were 32.6-82.8 ng/mL，with an average

plasma concentration of 53.8 ng/mL；there was about 2.54 fold individual difference. CONCLUSIONS：Established LC-MS/MS

method is simple，sensitive and accurate，and can be used for the plasma concentration monitoring of pyrrotinib in breast cancer

patient.
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乳腺癌是威胁女性健康的常见恶性肿瘤之一，其发

病率在女性恶性肿瘤患者中排第 1位，病死率排第 2

位[1]。有研究指出，15％～30％的乳腺癌患者的表皮生

长因子受体2（human epidermal growth factor receptor 2，

HER2）表达呈阳性，其肿瘤侵袭性强、预后差 [2 － 3]。

HER2靶向治疗药物（如曲妥珠单抗等）的上市应用明显

改善了患者的预后，显著延长了患者的生存期[4]。但是

在这些靶向药物的使用过程中，有部分患者出现了无法

耐受的情况，严重影响了临床治疗的效果[5]。吡咯替尼

是我国自主研发的小分子不可逆酪氨酸激酶抑制剂，适

用于HER2阳性患者，包括既往使用其他靶向药物反应

性不强的患者[6]。该药于 2018年 8月获批上市，多项临

床研究已证实，其用于治疗既往未接受或接受过曲妥珠

单抗的复发或转移性HER2阳性乳腺癌患者具有良好的
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效果[7－8]。由于多数靶向药物的血药浓度个体差异大，

且血药浓度与疗效、不良反应的相关性较强[9－10]，因此可

通过血药浓度监测对患者用药剂量进行个体化调整，以

在保证疗效的同时降低胃肠道等不良反应的发生风

险。此外，由于吡咯替尼为药物代谢酶细胞色素P450 3A

（CYP3A）的底物，故影响该酶活性的药物也可能会影响

吡咯替尼的血药浓度，因此在联合用药时可根据吡咯替

尼的血药浓度对其剂量进行调整[11]。

目前，关于吡咯替尼血药浓度检测的报道较少，仅

有采用放射液相色谱法和超高效液相色谱-四极杆-飞行

时间质谱（UPLC-Q-TOF-MS）法分析吡咯替尼在人体内

的药动学过程[11－12]。但是放射液相色谱法不适用于临

床血药浓度监测工作的常规开展，而UPLC-Q-TOF-MS

法所用设备十分昂贵且普及率较低，均难以满足临床吡

咯替尼血药浓度监测的需求。液相色谱 -串联质谱

（LC-MS/MS）法是目前检测小分子药物的最佳方法，该

方法灵敏度高、专属性强，在大型三级甲等医院的普及

率较高，也是国外检测小分子靶向药物血药浓度的主要

手段[13－14]。基于此，本研究建立了测定人血浆中吡咯替

尼血药浓度的LC-MS/MS法，同时采用该方法对接受吡

咯替尼治疗的乳腺癌患者体内的药物浓度进行检测，旨

在为该药的个体化应用提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有API 4000+型三重四极杆串

联质谱系统（美国AB公司），1290Ⅱ型UPHC及配套的

G7120型溶剂泵、G7167B 型进样器、G7116B 型柱温箱

（美国 Agilent 公司），5418型离心机（德国 Eppendorf 公

司），DT5-6B型低速台式自动平衡离心机（北京新时代

北利医疗器械有限公司），BF-2000型氮气吹干仪（北京

八方世纪科技有限公司），Milli-Q型超纯水机（美国Mil-

lipore公司）等。

1.2 主要药品与试剂

马来酸吡咯替尼对照品（批号 20061501，纯度＞

99％，以下简称“吡咯替尼对照品”）购自青岛英纳维生

物科技有限公司；甲磺酸伊马替尼对照品（内标，批号

S102608，纯度≥99％，以下简称“内标对照品”）购自美

国Selleck Chemicals公司；健康人空白血浆由青岛大学

附属医院输血科提供；乙腈（色谱纯）、甲醇（色谱纯）均

购自德国 Merck 公司；甲酸（色谱纯）购自美国 Tedia 公

司；其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱与质谱条件

2.1.1 色谱条件 以Ultimate AQ-C18（100 mm×2.1 mm，

3.0 µm）为色谱柱，以甲醇（含0.1％甲酸，A）-水（含0.1％

甲酸，B）为流动相进行梯度洗脱（0～0.5 min，32％A；

0.5～2.0 min，32％A→75％A；2.0～6.0 min，75％A）；流

速为0.4 mL/min；柱温为40 ℃；进样量为5 µL。

2.1.2 质谱条件 离子源为电喷雾离子源（ESI），以多

反应监测（MRM）模式进行正离子扫描；碰撞气压力为

6.00×104 Pa，气帘气压力为 2.00×105 Pa，雾化气压力为

4.48×105 Pa，辅助气压力为 4.48×105 Pa；喷雾电压为

5 500 V；雾化温度为550 ℃；去簇电压分别为80 V（吡咯

替尼）、92 V（内标）；碰撞能量分别为39 eV（吡咯替尼）、

36 eV（内标）；用于定量分析的离子对分别为 m/z

583.4→138.3（吡咯替尼）、494.5→393.4（内标）。吡咯替

尼和内标的化学结构式及二级全扫描质谱图见图1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 取吡咯替尼对照品约 10 mg，精密

称定，置于 50 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，混匀，制

成质量浓度为200 μg/mL的对照品溶液。

2.2.2 标准曲线溶液和质控样品溶液 取“2.2.1”项下

对照品溶液适量，用甲醇稀释，混匀，制成质量浓度分别

为5、10、20、50、100、200、300 ng/mL的系列工作溶液；分

别取上述系列工作溶液各 50 µL，置于试管中，于 60 ℃

下以氮气流吹干，残渣分别加入空白血浆 50 µL，混匀，

制成质量浓度分别为 5、10、20、50、100、200、300 ng/mL

的系列标准曲线溶液。同法制备吡咯替尼质量浓度分

别为10、50、200 ng/mL的质控样品溶液。

2.2.3 内标溶液 取内标对照品约10 mg，精密称定，置

于50 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，混匀，制成质量浓

度为200 μg/mL的内标贮备液；取上述内标贮备液适量，

用甲醇稀释，混匀，制成质量浓度为 150 ng/mL 的内标

图 1 吡咯替尼和内标的化学结构式及二级全扫描质

谱图

Fig 1 Chemical structures and full scan MS/MS spec-

tra of pyrrotinib and internal standard
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溶液。

2.3 血浆样品的预处理

取血浆样品 50 µL，置于 1.5 mL 的离心管中，加入

“2.2.3”项下内标溶液 150 µL，涡旋混匀 2 min，以 12 000

r/min离心10 min，取上清液，置于进样瓶中，待测。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性考察 分别取空白血浆、空白血浆+吡咯

替尼（质量浓度为 10 ng/mL）、患者血浆样品，按“2.3”项

下方法预处理（空白血浆不加内标）后，再按“2.1”项下色

谱与质谱条件进样分析，记录色谱图。结果显示，吡咯

替尼和内标的保留时间分别约为3.7、3.5 min，空白血浆

中的磷脂、氨基酸等小分子内源性物质对吡咯替尼及内

标的测定无干扰，表明该方法专属性良好。结果见图2。

2.4.2 线性关系考察 取“2.2.2”项下系列标准曲线溶

液，按“2.3”项下方法预处理后，再按“2.1”项下色谱与质

谱条件进样分析，记录峰面积。以待测物的质量浓度

（x，ng/mL）为横坐标、待测物与内标的峰面积之比（y）为

纵坐标进行加权线性回归（权重为 1/x2），得吡咯替尼的

回归方程为 y＝6.9×10－3x+1.9×10－2（r＝0.999 3），表明吡

咯替尼检测质量浓度的线性范围为5～300 ng/mL，定量

下限为5 ng/mL。

2.4.3 精密度与准确度试验 取“2.2.2”项下质量浓度

为 5 ng/mL（即定量下限）的标准曲线溶液和 10、50、200

ng/mL的质控样品溶液各 5 份，于 1 d内按“2.3”项下方

法预处理，再按“2.1”项下色谱与质谱条件进样分析，考

察日内精密度；连续 3 d 按“2.3”项下方法预处理，再按

“2.1”项下色谱与质谱条件进样分析，考察日间精密度。

以实测质量浓度与理论质量浓度进行比较，用相对误差

（RE）考察准确度。结果显示，各样品的日内、日间RSD

均不高于9.30％，RE为－6.70％～5.04％，符合生物样品

定量分析的相关要求[15]。结果见表1。

2.4.4 稳定性试验 按“2.2.2”项下方法制备 10、50、

200 ng/mL 的质控样品溶液，分别于室温下放置 24 h、

－20 ℃冰箱中放置30 d、反复冻融（－20 ℃～室温）3次

后，按“2.3”项下方法预处理，再按“2.1”项下色谱与质谱

条件进样分析，记录峰面积，以实测质量浓度与理论质

量浓度进行比较，用RE考察样品在室温下放置、低温下

长期储存和反复冻融条件下的稳定性。另取 10、50、

200 ng/mL的质控样品溶液，按“2.3”项下方法预处理后，

于4 ℃自动进样器中放置12 h，再按“2.1”项下色谱与质

谱条件进样分析，记录峰面积，以实测质量浓度与理论

质量浓度进行比较，用RE考察经预处理后样品在待测过

程中的稳定性。每质量浓度各条件均平行 5份操作，结

果见表2。由表2可知，各样品的RE为－1.92％～5.42％，

表明其在上述各种条件下的稳定性良好。

2.4.5 提取回收率与基质效应考察 按“2.2.2”项下方

法制备10、50、200 ng/mL的质控样品溶液，分别按“2.3”

项下方法预处理后，再按“2.1”项下色谱与质谱条件进样

分析，记录峰面积 A。取“2.2.1”项下对照品溶液，用

75％甲醇稀释，制成质量浓度分别为 10、50、200 ng/mL

的对照工作溶液，按“2.3”项下方法预处理后，再按“2.1”

项下色谱与质谱条件进样分析，记录峰面积B。取空白

血浆，按“2.3”项下方法预处理后，于60 ℃下以氮气流吹

干，得空白基质，用上述10、50、200 ng/mL的对照工作溶

液复溶，再按“2.1”项下色谱与质谱条件进样分析，记录

峰面积C。提取回收率＝A/C×100％，基质效应＝C/B×

100％。每质量浓度平行5份操作。结果显示，吡咯替尼

的平均提取回收率为93.52％～95.93％（RSD≤4.42％），

注：1.吡咯替尼；2. 内标

Note：1. pyrrotinib；2. internal standard

图2 人血浆中吡咯替尼定量分析专属性试验的典型MRM图

Fig 2 Typical MRM chromatograms of specificity tests of quantitative analysis for pyrrotinib in human plasma
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平均基质效应为 96.08％～97.53％（RSD≤3.05％）；内

标的平均提取回收率为96.37％（RSD＝3.51％），平均基

质效应为97.67％（RSD＝2.63％），表明基质不干扰样本

和伊马替尼的测定。结果见表3。

表3 不同质量浓度质控样品的提取回收率和基质效应

试验结果（n＝5）

Tab 3 Results of extraction recovery and matrix ef-

fect tests of various concentrations of quality

control plasma samples（n＝5）

待测成分

吡咯替尼

内标

理论质量浓度，ng/mL

10

50

200

150

提取回收率，％
结果（x±s）

93.52±4.13

95.93±2.97

93.71±3.83

96.37±3.38

RSD

4.42

3.10

4.09

3.51

基质效应，％
结果（x±s）

96.08±2.93

97.53±1.85

96.62±2.49

97.67±2.57

RSD

3.05

1.90

2.58

2.63

2.4.6 残留效应考察 取“2.2.2”项下300 ng/mL的标准

曲线溶液，按“2.3”项下方法预处理后，再按“2.1”项下色

谱与质谱条件进样分析，同法测定空白血浆以考察方法

的残留效应。结果显示，在吡咯替尼和内标对应的保留

时间处，空白血浆未见明显的色谱峰，且噪音与5 ng/mL质

控样品相应色谱峰峰面积的比值小于0.17％，表明残留

效应不影响后续血浆样品的测定。

2.5 临床应用

2.5.1 纳入与排除标准 本研究的纳入标准为：（1）年

龄大于18岁，体质量不限；（2）经病理学检查确诊为乳腺

癌，原发病灶或转移病灶经荧光原位杂交技术检测并确

诊为 HER2 阳性；（3）服用吡咯替尼 1周以上且规律服

药，中途无中断或更改剂量；（4）均签署了知情同意书。

本研究的排除标准为：（1）连续服用吡咯替尼短于1周或

1周内更改剂量者；（2）不耐受不良反应而擅自减少药物

剂量或中断服药者；（3）1周内服用CYP3A或P-糖蛋白

强抑制剂或诱导剂者；（4）妊娠期或哺乳期妇女。

2.5.2 资料来源 收集 2020年 6－11月于青岛大学附

属医院接受吡咯替尼治疗的30例乳腺癌患者，平均年龄

（49.2±5.3）岁。本研究方案经医院医学伦理委员会审

核批准，批件号为QYFYWZLL26449。

2.5.3 用药方法 所有患者均口服马来酸吡咯替尼

片[江苏恒瑞医药股份有限公司，国药准字H20180013，

按C32H31ClN6O3计 80 mg]每天 1次，每次 400 mg，连续服

用至少1周。

2.5.4 检测方法与检测结果 待患者血药浓度达到稳

态后，于下次用药前采集患者静脉血3～5 mL，置于乙二

胺四乙酸（EDTA）抗凝管中，以3 500 r/min离心10 min，

分离上层血浆，置于EP管中，于－20 ℃保存。取上述血

浆样本，按“2.3”项下方法预处理后，再按“2.1”项下色谱

与质谱条件进样分析，记录峰面积，并根据随行标准曲

线计算患者血浆中吡咯替尼的质量浓度。每个样本检

测1次。结果显示，30例患者的吡咯替尼稳态谷浓度为

32.6～82.8 ng/mL，高浓度约为低浓度的2.54倍，提示不

同患者体内吡咯替尼的血药浓度差异较大；平均血药浓

度为 53.8 ng/mL，所有结果均在定量分析线性范围内。

结果见图3。

3 讨论
本课题组前期研究发现，吡咯替尼易于形成[M+H]+

峰，且该母离子易形成更小的碎片离子，故采用MRM模

式进行正离子检测时的灵敏度较高；随后对去簇电压和

碰撞能量等质谱参数进行优化，以进一步提高检测的灵

敏度，最终得到了“2.1.2”项下质谱条件。

因伊马替尼与吡咯替尼化学结构相似且色谱保留

时间相近，理化性质稳定且提取率高，加之方法学验证

的各项指标均能满足生物样品定量分析的相关要求[15]，

故本研究选择伊马替尼为内标。本课题组前期预测了

所测样本的质量浓度，故在样本预处理时采用甲醇蛋白

沉淀法。结果显示，吡咯替尼和内标的提取率高且稳

表1 人血浆中吡咯替尼定量分析的精密度与准确度试

验结果

Tab 1 Results of precision and accuracy tests of quan-

titative analysis for pyrrotinib in human plasma

理论质量浓度，
ng/mL

5

10

50

200

实测质量浓度（x±s），
ng/mL

5.21±0.29

10.50±0.85

52.52±4.21

186.59±12.22

精密度，％
日内RSD（n＝5）

5.50

8.10

8.01

6.55

日间RSD（n＝15）

9.30

8.75

6.56

5.26

RE（n＝5），
％

4.12

5.02

5.04

－6.70

表 2 人血浆中吡咯替尼定量分析的稳定性试验结果

（n＝5）

Tab 2 Results of stability tests of quantitative analysis

for pyrrotinib in human plasma（n＝5）

储存条件
室温下放置24 h

－20 ℃冰箱中放置30 d

反复冻融3次

4 ℃自动进样器中放置12 h

理论质量浓度，ng/mL

10

50

200

10

50

200

10

50

200

10

50

200

实测质量浓度（x±s），ng/mL

9.97±0.82

52.71±3.59

203.34±11.34

10.32±0.69

50.09±3.41

200.94±11.27

9.89±0.82

49.94±2.82

196.16±12.61

10.16±0.95

51.39±3.06

202.98±11.79

RE，％
－0.34

5.42

1.67

3.16

0.18

0.47

－1.08

－0.12

－1.92

1.62

2.78

1.49

图3 乳腺癌患者体内吡咯替尼血药浓度的散点图

Fig 3 Plasma concentration scatter map of pyrrotinib

in patients with breast cancer
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70.0

60.0
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40.0
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稳
态

谷
浓

度
，n

g/
m

L

样本数
平均值±标准差
中位数
最小值
最大值
四分位距
变异系数

30例
（53.8±13.0）ng/mL
52.0 ng/mL
32.6 ng/mL
82.8 ng/mL
18.7 ng/mL
24.18％
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定，虽然对样本有一定程度的稀释，灵敏度略有下降，但

该方法操作简便、快捷，灵敏度能满足临床血药浓度监

测的要求。在采用等度洗脱方式分离吡咯替尼和伊马

替尼时，所得色谱峰较宽且拖尾严重，待测成分易受基

质效应的干扰，因此采用梯度洗脱，结果所得色谱峰峰

形尖锐、不拖尾，基质效应不干扰测定。本课题组前期

还发现，流动相中甲酸的浓度会显著影响吡咯替尼和伊

马替尼的峰面积，为了提高检测的准确性，本研究在有

机相和水相中均加入了甲酸，随着流动相中甲酸浓度的

升高，吡咯替尼和伊马替尼的响应强度均有所增强，当

甲酸浓度达到0.1％时，响应强度增加不明显，故为避免

甲酸对色谱柱的损害，本研究选择流动相中甲酸的浓度

为0.1％。

目前，色谱法被认为是小分子靶向药物血药浓度监

测的理想方法，主要包括液相色谱-紫外（LC-UV）法和

LC-MS/MS法，但哪种方法更适合则主要由样本中代谢

产物的性质和浓度所决定[16]。有的小分子靶向药物，如

伊马替尼在患者体内的血药浓度较高，采用 LC-UV 法

基本能满足临床需求。但随着新药开发的不断进展，新

一代小分子靶向药物的活性更强、血药浓度更低，LC-UV

法已不能满足临床需求，而LC-MS/MS法专属性较强，

可以降低内源性物质和患者服用的其他药物的干扰，更

适合低血药浓度药物的监测[17]。考虑到吡咯替尼在患

者体内的血药浓度较低，本研究选择了灵敏度更高的

LC-MS/MS法，该方法操作简便，灵敏度和检测效率均

较高，适用于吡咯替尼的血药浓度监测。本研究结果显

示，30例患者体内吡咯替尼的稳态谷浓度为 32.6～82.8

ng/mL，高浓度约为低浓度的 2.54倍，个体差异较大，这

可能与吡咯替尼的体内代谢和转运有关[9，11]。

综上所述，本研究所建方法操作简便、灵敏度和准

确度较高，可用于乳腺癌患者体内吡咯替尼的血药浓度

监测。但由于该药上市较晚，目前尚无明确的与有效性

和安全性相关的血药浓度范围，虽然本研究初步测得部

分患者的吡咯替尼稳态谷浓度，但个体差异较大，因此

在后续研究中将扩大样本量，并收集疗效、不良反应等

数据，以获取该药的临床药动学数据，并确保其疗效和

安全性。
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