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摘要

酪氨酸激酶抑制剂(TKI)是⼀类通过改变细胞⽣⻓途径来治疗癌症的⼩分⼦药物。具体来讲，市⾯上使⽤的TKI舒尼

替尼可治疗多种癌症，包括胰腺癌。在本研究中，我们建⽴了⼀种能够对舒尼替尼及其活性代谢物进⾏治疗药物

监测的⽅法。该⽅法在Waters™ Xevo™ TQ Absolute系统上使⽤了采⽤MaxPeak™ (HPS)技术的新型CORTECS 

Premier C18⾊谱柱并结合MS检测来实现这⼀⽬标。在舒尼替尼及其活性代谢物的分析中，该⽅法提供了出⾊的

灵敏度、线性和重现性。 

优势

与传统不锈钢系统和⾊谱柱相⽐，采⽤MaxPeak技术的CORTECS Premier C18⾊谱柱可提供5倍的峰⾼和峰⾯

积信号

■

⾊谱分离在两分钟内完成■

在整个治疗剂量范围内实现了动态、灵敏的线性■
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简介

酪氨酸激酶抑制剂(TKI)是⼀类通过改变⽣物信号通路来调节细胞⽣⻓的⼩分⼦药物。TKI可⽤于癌症治疗，帮助防

⽌肿瘤的⽣⻓和扩散。舒尼替尼是市⾯上⽤于癌症治疗的众多TKI之⼀1。 它被批准⽤于多种癌症的治疗，例如在

胰腺癌中，它提⾼了患者的总⽣存率2。 药物被⾝体吸收后可能会形成⺟药的代谢物。舒尼替尼的主要活性代谢物

是N-去⼄基-舒尼替尼，据称在较⾼浓度下会引起毒性3。 因此，⽤于舒尼替尼及其代谢物的治疗药物监测(TDM)

的⽅法必须可靠且灵敏，以确保安全有效的癌症治疗。

鉴于舒尼替尼的TDM所需的灵敏度，我们应⽤了采⽤全新MaxPeak HPS技术的新型CORTECS Premier C18⾊谱柱

。MaxPeak HPS技术已被证明可以减少⼀些不需要的⾦属和分析物相互作⽤，以避免⾊谱响应降低4,5。 此外，

MaxPeak HPS技术已经在TKI上进⾏了测试，并为这些化合物的分析带来了积极变化6。

在本研究中，我们开发了⼀种能够在两分钟内分离和定量舒尼替尼及其主要活性代谢物的⽅法。该⽅法涵盖了⽂

献中记录的治疗范围，因此适⽤于舒尼替尼分析的临床领域。此外，我们还展⽰了采⽤MaxPeak HPS技术的

CORTECS Premier C18⾊谱柱对该⽅法的⾊谱分析带来的好处。 

实验

储备液和标准样的制备是基于为TKI的⽣物分析⽅法进⾏的元分析设计的7。

制备单标储备液

舒尼替尼购⾃Selleckchem（美国得克萨斯州休斯顿）。N-去⼄基-舒尼替尼盐酸盐购⾃Sigma Aldrich（威斯康

⾟州密尔沃基）。舒尼替尼-d10和N-去⼄基-舒尼替尼-d5购⾃Toronto Research Chemicals（安⼤略省多伦多

）。⼏种标准品分别在4 mL棕⾊样品瓶中⽤100%⼆甲基亚砜(DMSO)稀释，制备单标储备液，浓度为10 µ

g/mL。制备过程中考虑了任何盐因素。储备液储存于2 °C‒8 °C下。鉴于DMSO的物理特性，储备液在冷藏环境下

为凝固状态。⽤箔纸包裹样品瓶，并在设定为35 °C的培养箱中缓慢解冻约1⼩时。使⽤箔纸建⽴⿊暗的制备条件

是因为观察到舒尼替尼具有光敏性8。 制备标样之前，将解冻的储备液平衡⾄环境室温。 

制备系统适应性标样

使⽤含有50%甲醇的去离⼦⽔（稀释剂）稀释储备液。将两种氘代标准品以总体积的1%分别加⼊⾎浆中，浓度为
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1 ng/mL。使⽤氘代标准品作为内标(IS)是为了定量各分析物。使⽤浓缩的中间储备液制备含有等浓度舒尼替尼和

N-去⼄基-舒尼替尼的混标，然后以总体积的4%加⼊含有IS的⾎浆中。对加标⾎浆校正标样进⾏蛋⽩沉淀：使⽤

100%⼄腈以3倍⾎浆体积在1.5 mL离⼼管中发⽣反应。将沉淀反应涡旋⼤约5秒。然后以15,000 rpm和4 °C离⼼

5分钟。最后在⼀个⼩体积棕⾊HPLC样品瓶中混合100 µL上清液与100 µL稀释剂。

制备线性和定量限标样

使⽤含有50%甲醇的去离⼦⽔（稀释剂）稀释储备液。将两种氘代标准品以总体积的1%分别加⼊⾎浆中，浓度为

1 ng/mL。使⽤氘代标准品作为内标(IS)是为了定量各分析物。使⽤浓缩的中间储备液制备校正曲线中的各个浓度

点，然后以总体积的4%加⼊含有IS的⾎浆中。对加标⾎浆校正标样进⾏上述相同的蛋⽩沉淀。

结果与讨论

分离⽅法的结果

使⽤该⽅法进样10次后，舒尼替尼、N-去⼄基-舒尼替尼和相关氘代标准品的保留和分离获得可重现的结果。IS校

正分析物的峰⾯积和保留时间%RSD均<5%（表2和表3）。下⾯的10次进样的叠加⾊谱图清楚地展⽰了⽅法性能

（图1a和1b）。 

表2.TKI混标的响应表（含%RSD）
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表3.TKI混标的保留时间表（含%RSD）

在不锈钢系统上⽐较该⽅法的性能，来展⽰采⽤MaxPeak HPS技术的CORTECS Premier C18⾊谱柱对TKI分析的

改进。在每种仪器配置中各进样10次系统适应性标准品。下⾯⽐较了两种系统的结果（表4和5，图2a和2b）。 

与传统不锈钢系统设置相⽐，MaxPeak Premier HPS系统设置提供了5倍的峰⾼和峰⾯积响应。这将为TKI测试提

供优势，因为这些增加将带来更灵敏的分析物检测。 

线性结果

对SUN和NDSUN进⾏线性分析以证明该⽅法的定量适⽤性，线性范围是通过参考对舒尼替尼进⾏的TDM研究确定

的。《英国临床药理学杂志》(British Journal of Clinical Pharmacology)建议舒尼替尼的治疗性⾎药浓度范围

为“连续给药37.5‒60 ng/mL，间歇给药50‒80 ng/mL”9。 因此，我们将SUN和NDSUN的⾎药浓度范围设置为

0.1 ng/mL~100 ng/mL。与⽂献中以前的SUN TDM⽅法相⽐，这些范围实现了更低的定量限10,11。 SUN和

NDSUN的曲线如下（图3a和3b）。

定量限结果

将SUN和NDSUN曲线的最低点浓度进样6次，以确定定量下限(LLOQ)的重现性。根据美国⻝品药品监督管理局现

⾏⽣物分析⽅法验证指南的建议，LLOQ的准确度和精密度应在±20% RSD以内12。 表6和7以及图4a和4b清楚地

展⽰了该⽅法的LLOQ结果。 
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表6.SUN和NDSUN的准确度结果。平均响应根据标准样的理论浓度定量和

测定。此LLOQ代表在进⾏蛋⽩沉淀和稀释以供分析之前，⾎浆中的0.01 

ng/mL SUN 或 NDSUN。经过沉淀和稀释后，注⼊⾊谱柱的最终SUN或

NDSUN样品的理论浓度为12.5 pg/mL。 
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图4a.与空⽩⾎浆进样相⽐，SUN LOQ MRM通道的叠加⾊谱图⽰例

图4b.与空⽩⾎浆进样相⽐，NDSUN LOQ MRM通道的叠加⾊谱图⽰例
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结论

本研究表明，与传统不锈钢⾊谱设置相⽐，借助采⽤MaxPeak HPS技术的CORTECS Premier C18⾊谱柱和系统改

进了TKI的分析。使⽤MaxPeak HPS技术，SUN和NDSUN的峰⾼和峰⾯积增加到5倍。此外，该⽅法⽀持在动态

线性范围进⾏TDM，在2分钟内即可提供可重现的结果。 
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