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[摘要]目的:建立并验证超高效液相色谱串联质谱(UPLC-MS / MS)测定儿童血液样本中高三尖杉酯碱含量的方法。 方法:以
Waters

 

Xevo
 

TQD 为检测设备,Waters
 

BEH
 

C18(100
 

mm �2. 1
 

mm,1. 7
 

μm)为色谱柱,采用甲醇为有机相,含 0. 1%甲酸的超纯水

为无机相,进行梯度洗脱,质谱检测采用正离子,多重反应监控(MRM)模式,待测物高三尖杉酯碱(HHT)离子通道 m / z
 

546. 3→
298. 2,内标物三尖杉酯碱(HT)离子通道 m / z

 

532. 2→298. 3,锥孔电压 50
 

V,碰撞能量 28
 

V。 结果:本方法样本前处理简单,分析

速度快,结果具有较高的选择性和灵敏度,线性区间 0. 5~120. 0
 

ng,线性方程 Y= 0. 047
 

011
 

3X+0. 007
 

035
 

8(r= 0. 999
 

1),定量下限

0. 5
 

ng,日内精密度 RSD<8. 16%,日间精密度 RSD<6. 38%,准确度 94. 00% ~ 103. 95%。 结论:本方法选择性好、灵敏度高,可应

用于儿童体内 HHT 的药动学研究和血药浓度监测等相关工作。
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[Abstract]Objective:
 

To
 

establish
 

and
 

verify
 

ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry
 

( UPLC-MS /
MS)

 

method
 

for
 

content
 

determination
 

of
 

homoharringtonine
 

in
 

blood
 

sample
 

of
 

children.
 

Methods:
 

Waters
 

Xevo
 

TQD
 

was
 

used
 

as
 

detection
 

equipment,
 

with
 

Waters
 

BEH
 

C18(100
 

mm �2. 1
 

mm,
 

1. 7
 

μm)
 

as
 

separation
 

column.
 

Methanol
 

as
 

organic
 

phase
 

and
 

ultra-
pure

 

water
 

containing
 

0. 1%
 

formic
 

acid
 

as
 

inorganic
 

phase
 

were
 

used
 

for
 

gradient
 

elution.
 

Mass
 

detection
 

type
 

was
 

positive
 

mode,
 

with
 

multiple
 

reaction
 

monitoring
 

( MRM).
 

The
 

detection
 

ion
 

pair
 

of
 

harringtonine
 

( HHT)
 

was
 

546. 3→298. 2,
 

the
 

detection
 

ion
 

pair
 

of
 

internal
 

standard
 

harringtonine
 

(HT)
 

was
 

532. 2→298. 3,
 

the
 

cone
 

energy
 

was
 

50
 

V,
 

and
 

the
 

collision
 

energy
 

was
 

28
 

V.
 

Results:
 

This
 

method
 

was
 

characterized
 

by
 

simple
 

sample
 

pretreatment,
 

fast
 

analysis
 

speed,
 

and
 

high
 

selectivity
 

and
 

sensitivity,
 

with
 

a
 

linear
 

interval
 

of
 

0. 5
 

to
 

120. 0
 

ng,
 

a
 

linear
 

equation
 

of
 

Y= 0. 047,011,3X+0. 007,035,8
 

( r= 0. 999,1),
 

a
 

lower
 

limit
 

of
 

quantification
 

of
 

0. 5
 

ng,
 

an
 

intra-day
 

precision
 

of
 

RSD<8. 16%,
 

an
 

inter-day
 

precision
 

of
 

RSD< 6. 38%,
 

and
 

an
 

accuracy
 

of
 

94. 00%
 

to
 

103. 95%.
 

Conclusion:
 

This
 

method
 

is
 

selective
 

and
 

sensitive,
 

and
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

the
 

pharmacokinetic
 

study
 

of
 

HHT
 

in
 

children
 

and
 

the
 

monitoring
 

of
 

blood
 

drug
 

concentration
 

and
 

other
 

related
 

work.
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　 　 高三尖杉酯碱( homoharringtonine,HHT) 是我国科

研工作者于 20 世纪 70 年代从三尖杉属植物中提取分

离得到的具有治疗白血病作用的有效成分,被广泛应

用于各型非淋巴细胞白血病的化疗方案中,包括急性

髓系白血病、急性粒细胞白血病、急性早幼细胞白血

病、真性红细胞增多症、慢性髓系白血病等[1] 。 以 HHT
为基础的联合化疗方案,如 HA 方案 ( HHT、阿糖胞

苷) 、HAA 方案( HHT、阿糖胞苷、阿克拉霉素) 、 HAD
方案( HHT、阿糖胞苷、柔红霉素)等在急性髓系白血病

的治疗中发挥着重要作用[2] 。 随着靶向药物络氨酸激

酶抑制剂(伊马替尼、尼洛替尼等)在慢性髓系白血病

中的广泛应用,HHT 在慢性髓系白血病方面的治疗应

用逐渐减少,但近些年随着络氨酸激酶抑制剂耐药或

不耐受患者的广泛出现,人们又将眼光聚焦于 HHT,其

皮下制剂于 2012 年 10 月在美国正式获批用于治疗对

络氨酸激酶抑制剂耐药或不耐受的慢性髓系白血病患

者[3] 。 由于 HHT 具有广泛的细胞毒性,有报道在成人

患者中存在剂量依赖性骨髓抑制,低血压等不良反

应[4] ,而 HHT 的给药剂量说明书要求在 1~4
 

mg / (m2·d),
体内浓度水平较低,这就要求其检测方法具有较高的

灵敏度,而超高效液相色谱串联质谱( UPLC-MS / MS)
具有高专属性和灵敏度好的优点,广泛用于体内治疗

药物监测工作[5] ,目前国内应用此方法测定儿童患者

体内 HHT 含量的研究未见报道,儿童患者给予 HHT
治疗后其毒性反应与浓度相关性的研究相对匮乏,开
展此项研究具有重要的现实意义,本研究旨在建立并

验证 HHT 血清含量测定方法,为后续的研究工作打下

坚实基础。
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1　 实验方法

1. 1　 仪器与试剂

超高效液相色谱串联质谱联用仪:液相系统(ACQUITY
 

UPLC
 

Ⅰ-Class,Waters),质谱检测器(Xevo
 

TQD,Waters);超
纯水仪(Direct-Q5,默克密理博纯水机);离心机(G20,北京

白洋);电子分析天平(ME155DU/ 02,梅特勒-托利多);HHT
标准品(96. 9%,批号 111533-201904,中国食品药品检定

研究院 ); 三 尖 杉 酯 碱 ( HT ) 标 准 品 ( 98. 0%, 批 号

B25503,上海源叶);注射用阿糖胞苷(批号 GY7827,辉
瑞制药);注射用盐酸柔红霉素(批号 22083411,瀚辉制

药);甲醇、乙腈(色谱纯,德国默克);甲酸(分析纯,上海

阿拉丁)。

1. 2　 色谱条件

色谱柱:Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

C18(100
 

mm �

2. 1
 

mm,1. 7
 

μm)。 流动相:A 为含 0. 1%甲酸的水溶液;B
相为甲醇,采用梯度洗脱。 洗脱梯度:0-60

 

s,5%→10%
 

B;60-150
 

s,10%→20%
 

B;150-199
 

s,20%→25%
 

B;199-
259

 

s,25%→30%
 

B;259-319
 

s,30%→40%
 

B;319-380
 

s,
40%

 

B;380-420
 

s,40%→90%
 

B;420-450
 

s,90%→5%
 

B。
流速 0. 3

 

mL / min,柱温 40
 

℃ ,进样量 2
 

μL。

1. 3　 质谱条件

采用电喷雾离子源(ESI),正离子模式,多重反应监

控(MRM)扫描;毛细管电压 3. 8
 

kV;离子源温度 150
 

℃ ;
脱溶剂温度 500

 

℃ ;脱溶剂气流速 1
 

000
 

L / h;锥孔气流速

20
 

L / h。 HHT 离子通道为 m / z
 

546. 3→298. 2,锥孔电压

50
 

V,碰撞能量 28
 

V;内标 HT 离子通道为 m / z
 

532. 2→
298. 3,锥孔电压 50

 

V,碰撞能量 28
 

V。

1. 4　 工作溶液的制备

1. 4. 1　 标准品、质控品储备液及工作液的配制 　 精密

称取 2 份 HTT 标准品 10. 00
 

mg,分别置于 10
 

mL 容量瓶

中,用 20%甲醇溶解,制成浓度为 1. 0
 

mg / mL 的溶液,分
别作为标准品储备液和质控品储备液,置-80

 

℃ 冰箱保

存。 取其中一份 HTT 储备液,用 20%甲醇定量稀释,制
成质 量 浓 度 分 别 为 17. 5、 70、 350、 1

 

750、 3
 

500、
4

 

200
 

ng / mL 的系列标准品工作溶液;取另一份 HTT 储

备液,将其稀释为质量浓度为 17. 5、52. 5、1
 

400、3
 

150
 

ng / mL
的质控(QCs)工作溶液。 将两种工作液置于-20

 

℃ 冰箱

中保存。
1. 4. 2　 内标储备液及工作溶液的配制 　 精密称定 HT
标准品 10. 00

 

mg,置于 10
 

mL 容量瓶中,用 20%甲醇溶

解,制成浓度为 1. 0
 

mg / mL 的溶液,作为内标 HT 的储备

液,置-80
 

℃冰箱保存。 取 HT 储备液,用 20%甲醇定量

稀释成浓度为 700
 

ng / mL 的内标工作溶液,置-20
 

℃ 冰

箱中保存。
1. 4. 3　 标准曲线和质控样品的配制及实际样本的制备

及前处理 　 标准曲线及质控品的制备:取促凝管采集,
4

 

℃ 条件下 3
 

500
 

r / min 离心 5
 

min 后所得的健康体检儿

童残存上层血清混合而成的空白血清 80
 

μL 于 1. 5
 

mL

离心管中,分别加入不同质量浓度的 HHT 标准品工作

液以及 4 个不同浓度的质控工作液各 10
 

μL,然后加入

内标 HT 工作溶液 10
 

μL,涡旋混匀,即得浓度为 1. 75、
7、35、175、350、420

 

ng / mL 的系列标准品工作溶液及浓

度为 1. 75、5. 25、140、315
 

ng / mL 的质控( QCs) 工作溶

液。 取上述所得溶液加入乙腈-甲醇( 2 ∶ 3) 混合溶液

250
 

μL,形成总体积为 350
 

μL 的混合溶液,对应形成浓

度分别为 0. 5、2、10、50、100、120
 

ng / mL 的标准系列溶液

以及浓度分别为 0. 5、1. 5、40、90
 

ng / mL 质控溶液。 空白

血清对照样本制备只需用 20
 

μL
 

20%甲醇替代内标工作

液和标准品工作液即得;只含内标血清样本的制备只需

用 10
 

μL
 

20%甲醇替代标准品工作液,同时加入 10
 

μL
内标溶液即得;实际待测样本的制备需取 4

 

℃ 条件下

3
 

500
 

r / m 离心 5
 

min 后的实际用药患者上层血清

80
 

μL,加 10
 

μL
 

20% 甲醇,再加入内标 HT 工作溶液

10
 

μL 即得,将所得样本涡旋振荡
 

2
 

min,16
 

000
 

r / min 离

心 8
 

min,取上清液 150
 

μL 于 96 孔板中,上机进行含量

测定,实际生物样本的浓度 C实 = C测 ×3. 85(3. 85 为稀释

倍数)。

1. 5　 方法学考察

方法学验证参照欧洲药品管理局国际人用药品注

册技术要求协调会( ICH) 2022 版指导原则[6] 及国内现

行指导原则[7] 。 具体方法验证包括选择性、专属性、线
性范围、携带效应、精密度及准确度、稳定性、基质效应

等相关内容。
1. 5. 1　 专属性及选择性实验　 分别取 6 个批次的空白

混合血清(健康体检儿童残存血清)按照“1. 4. 3”项下的

操作方法进行处理,考察目标待测物,内标物附近的干

扰情况,考察残存血清作为空白基质的可行性,随后以

空白残存血清为基质,依次考察空白血清加内标,空白

血清加内标及待测物情况下,含药血清中加入阿糖胞苷

和柔红霉素后,待测物 HTT 的含量测定有无受干扰的

情况。
1. 5. 2　 标准曲线及线性范围 　 按照“1. 4. 3”项下的操

作方法,制备不含 HTT 及 HT 的空白血浆样品 1 份,不含

HTT 只含内标 HT 的空白血浆样品 1 份,浓度为 0. 5、2、
10、50、100、120

 

ng / mL 的标准曲线血浆样品 6 份,进样

测定。 以 HTT 浓度( ng / mL)为横坐标(X),HHT 与 HT
峰面积的比值为纵坐标(Y),采用加权最小二乘法进行

回归运算计算直线回归方程,并确定待测物的线性区间

及定量下限。
1. 5. 3　 准确度和精密度　 取空白血清各 80

 

μL,分别加

入 HHT 质控工作液 1. 75、5. 25、140、315
 

ng / mL
 

4 个浓度

及 HT 内标液各 10
 

μL,每一浓度 5 份样本,按照“1. 4. 3”
项下方法处理,同时配置标准曲线及空白基质,空白含

内标基质进行测定,连续测定 3 天,根据当日的标准曲

线,计算准确度和日内、日间精密度。
1. 5. 4　 提取回收率和基质效应实验 　 按照“1. 4. 3”项

下的操作方法配制和处理 3 个不同浓度的质控血浆样

品,每个浓度 6 份,然后进行测定,定为 A1 组;取 6 个不
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同来源的空白血浆,加入乙腈-甲醇(2 ∶ 3)混合溶液进

行蛋白沉淀后取上清液,再分别加入等量 HHT 三个不

同浓度质控溶液和 HT 内标溶液,定为 A2 组;以 A1 组中
 

HHT 和 HT 峰面积之比与 A2 组中 HHT 和 HT 峰面积之

比的比值比计算提取回收率。 以等体积纯化水代替空

白血浆,分别加入等量 HHT 三个不同浓度质控溶液和

HT 内标溶液,按照“1. 4. 3”项下方法处理后测定,定为

A3 组;以 A3 组 HHT 和 HT 峰面积之比与 A2 组中 HHT
和 HT 峰面积之比的比值比计算基质效应。
1. 5. 5　 稀释完整性考察　 制备浓度为 400

 

ng / mL 的高

浓度质控样本,用空白血清稀释 4 倍,按“1. 4. 3”项下方

法处理后测定,计算准确度和精密度,考察稀释完整性,
用于评价样本浓度超线性范围后如何测定。
1. 5. 6　 高脂血和溶血基质效应　 收集健康体检残存高

脂和溶血样本各 6 份,按“1. 4. 3”项下方法,中浓度质控

样本各 5 份,考察临床特殊样本对测定结果的影响。

1. 5. 7　 稳定性考察　 采用低、高 2 个质控浓度样本,每
一浓度 3 份样本,按照“1. 4. 3”项下方法处理和测定,考
察样本在室温放置 6、24

 

h,样本处理后进样器中放置

24
 

h,反复冻融 5 次,-80
 

℃ 放置 5
 

d、10
 

d 情况下,样本

的稳定性情况。

2　 结果

2. 1　 选择性和专属性验证

在优化的 UPLC-MS / MS 条件下,HHT 和 HT 的保留

时间分别为 4. 88、5. 87
 

min,峰形良好,血清中内源性物

质在 HHT 和 HT 吸收峰处干扰较少,不影响相关物质的

含量测定,结果见图 1,而中浓度含药质控血清中加入

100
 

ng / mL 盐酸柔红霉素和阿糖胞苷后,HHT 测得值的

相对误差为 4. 3%,而其相对标准偏差(RSD)为 2. 10%,
满足定量标准±15%的要求,说明同时使用这两种药物

并不会干扰结果的测定。

A. 空白血清;B. 空白血清+HHT;C. 空白血清+HHT+HT;D. 患儿血清

图 1　 HHT血清样本的 UPLC-MS / MS色谱图

2. 2　 标准曲线和定量下限确立

HHT 的直线回归方程 Y=0. 047
 

011
 

3X+0. 007
 

035
 

8(r=
0. 999

 

1),线性范围 0. 5~ 120
 

ng / mL,定量下限 0. 5
 

ng / mL,
S / N>10,重复测定 5 份样本,其准确度偏差-2%,RSD 为

8. 16%,均符合目标要求(在定量下限±20%)。

2. 3　 精密度和准确度

在定量下限 ( LLOQ )、 低 ( LQC )、 中 ( MQC )、 高

(HQC)4 个水平上,日内精密度 RSD<8. 16%,日间精密

度 RSD < 6. 38%,准确度 94. 00% ~ 103. 95%,相对误差

(RE)均在目标值 ± 15% 的范围内,满足在定量下限 ±
20%要求,见表 1。

2. 4　 提取回收率和基质效应

质控样本的提取回收率为 88. 67% ~ 92. 49% (RSD =
5. 35%),基质效应因子 87. 67% ~93. 54%(RSD = 5. 21%),结
果表明该方法的提取回收率较好,样本测定基本不受生物

基质的影响。

表 1　 精密度和准确度实验结果

项目
HHT 浓度

水平

理论浓度 /
(ng / mL)

实测浓度 /
(ng / mL)

RSD / % RE / % n

日内 LLOQ 0. 50 0. 49±0. 04 8. 16 2. 00 5

LQC 1. 50 1. 49±0. 06 4. 03 0. 67 5

MQC 40. 00 40. 71±0. 45 1. 11 1. 78 5

HQC 90. 00 87. 33±3. 75 4. 29 2. 97 5

日间 LLOQ 0. 50 0. 47±0. 03 6. 38 6. 00 15

LQC 1. 50 1. 50±0. 05 3. 33 0. 00 15

MQC 40. 00 41. 58±1. 34 3. 22 3. 95 15

HQC 90. 00 89. 56±3. 13 3. 49 0. 49 15

2. 5　 样本稳定性

样本在室温放置 24
 

h 的情况下分解较为严重,相
对误差( RE)高达 40%,已经完全达不到生物样本测定

的需求,故样本最好在放置 6
 

h 内完成测定工作。 见

表 2。
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表 2　 血清样本中 HHT在不同条件下的稳定性数据

条件
理论浓度 /
(ng / mL)

实测浓度 /
(ng / mL)

RSD / % RE / % n

室温放置 6
 

h 1. 50 1. 54 4. 31 2. 67 3
90. 00 81. 38 3. 40 -9. 58 3

采样器中放置 24
 

h 1. 50 1. 52 5. 97 1. 33 5
90. 00 92. 68 0. 71 2. 98 5

室温放置 24
 

h 1. 50 1. 09 31. 50 -27. 33 3
90. 00 53. 33 5. 47 -40. 74 3

冻融 5 次 1. 50 1. 59 7. 09 6. 00 3
90. 00 82. 59 2. 75 -8. 23 3

-80
 

℃放置 5
 

d 1. 50 1. 45 8. 25 -3. 33 3
90. 00 81. 54 2. 51 -10. 5 3

-80
 

℃放置 10
 

d 1. 50 1. 42 0. 81 -5. 33 3
90. 00 92. 54 7. 65% 2. 82 3

2. 6　 携带效应

内标 HT 的携带效应为 0,待分析物 HHT 的携带效
应 10. 88%,满足待分析物如果存在携带效应,其主峰面
积应低于 LLOQ 浓度主峰面积 20%的要求,故认为携带
效应不影响待分析物的测定。

2. 7　 稀释完整性

质控浓度 400
 

ng / mL 经空白血清稀释 4 倍后进行测
定,测得值相对误差为 4. 05%,

 

RSD 为 1. 97%,满足精密
度、准确度±15%的要求,表明高浓度样本经空白血清稀
释后并不影响实验结果的测定。

2. 8　 高脂和溶血样本考察结果

溶血样本的相对误差为 4. 35%,RSD 为 4. 37%,高脂样
本的相对误差为 11. 55%,RSD 为 5. 81%,结果表明溶血对测
定结果的影响相对较小,脂质含量高的样本对测定结果有
一定影响,但依然能够满足生物样本的测定要求。

2. 9　 实际临床样本测定结果

通过收集用于生化测定的实际用药患者残存血清
6 份,测定其中 HHT 的含量,测定结果依次为 0. 68、
0. 33、1. 60、0. 79、1. 14、1. 09

 

ng / mL,通过校正对应实际
样本浓度为 2. 62、1. 27、6. 16、3. 04、4. 39、4. 20

 

ng / mL,其
中 1 份样本测定结果低于 LLOQ,通过对病例信息进行
调阅,发现该份样本距离给药结束接近 40

 

h,而其余
5 份样本距离给药结束时间为 24

 

h 左右,通过对实际样
本的验证,证明该方法适用于 HTT 的含量测定,可以满
足后续的相关研究。

3　 讨论

由于儿童群体的特殊性,采用健康体检儿童残存混
合血清进行方法学开发具有较大的优点,既能够避免额
外采血对儿童导致的创伤,又可以避免基质不等价影响
测定结果的准确性,使儿童群体获益。 高脂和溶血样本
是临床常见的样本类型,通过对这两种特殊生物基质的
考察,可以确定其对待测物的干扰情况,本研究发现溶
血不会影响结果的测定,而高脂样本对结果的测定有一
定影响,导致测定值偏大,因此对于肥胖患者,应作相应
的校正以保证结果的可靠性。 白血病的治疗往往存在

联合用药的相关情况,而联合化疗方案中会同时采用阿
糖胞苷和盐酸柔红霉素,通过将阿糖胞苷、柔红霉素加
入待测血清中,考察其对测定结果的影响,结果发现这
两种药物对结果的测定尚不构成影响,进一步证明本方
法稳定可靠。

目前国外关于 UPLC-MS / MS 测定 HHT 的方法学采
用的是同位素内标[8] ,而国内 HHT 的同位素内标无法
获取,本研究采用的内标物是与 HHT 具有相似结构的
HT,不仅获取容易,而且价格低廉,为普通实验室的开展
相关研究工作提供了可能,但由于内标与待测物具有相
似的结构特征,需要优化色谱条件进行有效的分离工
作,本方法通过对色谱条件进行优化,使得色谱峰分离
度及对称性均能够满足测定的要求。 既往关于 HHT 测
定方法通常都需要对待测组分进行萃取、氮气吹干等复
杂的操作过程[9] ,而本研究样品前处理过程简单,无需
复杂的前处理步骤,样本回收率高,更能适应临床检测
需求,通过对实际用药患者用于其他检测项目的残存血
样进行测定的结果,可以证明该方法稳定可靠,可以用
于后续的儿童体内药动学及剂量效应关系研究。

本研究开发的方法样本前处理过程简单,样本需求量
少,灵敏度高,有利于常规临床监测工作的顺利开展,这为
儿童患者后续的临床药代动力学和药效学相关关系研究
以及剂量依赖性毒性的相关研究,提供了技术性支撑。
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