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LC －MS /MS 法测定乳腺癌患者血浆中拉帕替尼
浓度
Determination of lapatinib concentration in plasma of breast cancer patients by LC
－MS /MS
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摘要: 目的 建立一种快速、灵敏的液相色谱 － 串联质谱( LC － MS /MS) 法检测

乳腺癌患者血浆中拉帕替尼的浓度。方法 以厄洛替尼为内标，血浆样品经乙

腈直接沉淀蛋白后，经 CAPCELL PAK － C18 ( 50 mm × 100 mm，3. 5 μm) 色谱柱

分离，流动相为乙腈 － 水( 均含 0. 1% 甲酸水) ( 88∶ 12，v /v) ，柱温 30 ℃，分析时

间 3 min。用电喷雾离子化源，正离子方式，多反应监测( MＲM) 模式。方法验证

内容包括专属性、标准曲线与定量下限、精密度与准确度、基质效应、稳定性。
结果 拉帕替尼在 0. 02 ～ 5. 0 μg·mL －1线性关系良好( r = 0. 994 3) ; 标准曲线

方程为 Y = 2. 38X － 4. 85 × 10 －3，最低定量下限和低、中、高浓度的准确度在

94. 0% ～ 106. 0% ; 批内和批间 ＲSD 均小于 15% ; 拉帕替尼和内标的提取回收率

85. 2% ～ 94. 6%，低、中、高 质 量 浓 度 的 基 质 效 应 分 别 为 96. 0%，103. 1% 和

105. 0%，稳定性考察项目均符合要求。结论 建立的 LC － MS /MS 方法特异性

强，灵敏度高，可以满足临床药物监测及药代动力学研究的需要。
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Abstract: Objective To devolope a liquid chromatography － tandem
mass spectrometry ( LC － MS /MS ) method for the determination of
lapatinib in breast cancer patients. Methods Erlotinib was used as the
internal standard. The analyte and internal standard were extracted from
plasma by protein precipitation with acetonitrile and chromatographedon
CAPCELL PAK － C18 ( 50 mm × 100 mm，3. 5 μm) ，mobile phase was
consisted of acetonitrile － water( both of containing 0. 1% formic acid) ，

The column temperature was 30 ℃，the whole analytical time was 3 min．
Electrospray ionization ( ESI ) source was applied and operatedin the
positive multiple reaction monitoring ( MＲM ) mode. The selectivity
standard curve，precision and accuracy，extraction recoveries，matrix
effect and stability were investigated. Ｒesults The standard curves were
demonstrated to be liner in the range of 0. 02 －5. 0 μg·mL －1( r =0. 994 3) ，

the ＲSD of inter － day and intra － day for four different concentration
levels were less than 15%，The mean extract recoveries were between
85. 2% and 94. 6% . The matrix effects of LQC，MQC and HQC were
96. 0%，103. 1% and 105. 0% respectively， all stability tests met
theacceptance criteria. Conclusion The method is specific，sensitive
and suitable for clinical determination of lapatinib in breast patients plasma
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efficiently，suitable for the pharmacokinetic study of and the monitoring of plasma concentration.
Key words: lapatinib; LC － MS /MS; plasma concentration

乳腺癌是严重威胁女性健康的重大恶性疾病，

2020 年的统计数据表明，乳腺癌已经取代肺癌成为全

球发病人数最多的瘤种［1 － 2］。拉帕替尼( lapatinib) 是

一种口服的表皮生长因子受体( EGFＲ) 及抑制人表皮

生长因子受体 － 1( HEＲ －1) 、人表皮生长因子受体 －
2( HEＲ －2) 双靶点的小分子酪氨酸激酶抑制药，2007
年被美国食品药品管理局 ( FDA) 批准用于 HEＲ － 2
阳性既往接受过曲妥珠单抗治疗的晚期或转移性乳

腺癌［3 － 4］。有关拉帕替尼的血药浓度测定方法国外

已有报道［5 － 7］。本研究拟建立一种快速、简便的拉帕

替尼检测方法，并初步应用于乳腺癌患者血药浓度

测定。

材料与方法

1 材料

药 品 拉 帕 替 尼，纯 度: ＞ 99. 0%，批 号:

L126696，阿 拉 丁 试 剂 提 供; 盐 酸 厄 洛 替 尼，纯 度:

99. 40%，批号: 1611701，由扬子江药业提供。
仪器 API4000 + 型三重四极杆质谱仪，美国应

用生物系统公司产品; 1290 液相系统，安捷伦科技有

限公司产品。
2 测定方法

色谱条件 色谱柱: CAPCELL PAK － C18 ( 50 mm
×100 mm，3. 5 μm) ; 流动相: 乙腈( A) － 水( B) ( 含

0. 1%的甲酸) = 88∶ 12，流速: 0. 30 mL·min －1 ; 柱温:

30 ℃ ; 进样量: 10 μL。
质谱条件 电喷雾电离源( ESI) ; 正离子方式检

测; 辅 助 气 1 ( GS1 ) : 413. 68 kPa; 气 帘 气 ( CUＲ ) :

206. 84 kPa; 碰 撞 气 ( CAD ) : 34. 47 kPa; 辅 助 气 2
( GS2) : 344. 74 kPa; 离子源电压: 5 500 V; 温度: 550
℃ ; 扫描方式为多反应监测( MＲM) ，去簇电压( DP) 分

别为 90 V( 拉帕提尼) 和 65 V( 内标) ; 碰撞能量( CE)

分别为 40 eV 和 50 eV; 用于监测的离子对分别为 m/z
581. 1→m/z 365. 0 ( 拉帕替尼 ) 和 m/z 394. 1→m/z
277. 8( 内标厄洛替尼) 。
3 工作溶液配制与血浆样品处理

拉帕替尼系列对照溶液和质控溶液的配制 精

密称取拉帕替尼对照品各 2 份，用甲醇溶解并定容，

获得质量浓度为 100 μg·mL －1的储备液 2 份，一份用

甲醇依次稀释拉帕替尼储备液，得到拉帕替尼质量浓

度分别为 0. 20，0. 50，2. 0，5. 0，10，20，50 μg·mL －1的

标准系列溶液。另一份用甲醇依次稀释后获得 0. 20，

0. 40，4. 0，40 μg·mL －1 ( 最低定量限、低、中和高质量

浓度) 质控溶液。
内标溶液 精确称取盐酸厄洛替尼对照品适量

( 相当于厄洛替尼 10. 0 mg) ，置于 100 mL 容量瓶中，

用甲 醇 溶 解 定 容 至 刻 度，配 制 成 质 量 浓 度 为 100
μg·mL －1的储备液，用甲醇稀释得到 10. 0 μg·mL －1

的工作溶液，在 4 ℃条件下保存。
血浆样 品 处 理 取 含 待 测 物 血 浆 100 μL 至

1. 5 mL EP 管中，加入 10. 0 μg·mL －1内标溶液 5 μL，

加乙腈 ( 含 0. 1% 甲酸) 0. 2 mL，涡旋混合 2 min，以

1. 3 × 104 r·min －1离心 10 min，取上清液 10 μL 进样

分析。
4 方法学考察

专属性 分别取 6 个不同来源的空白血浆、低浓

度血浆样本、患者服药后的实际血浆样品，按“血浆样

品处理”项方法处理后，进样分析记录色谱图，并与空

白样品色谱图进行对比。
标准曲线和定量下限 吸取拉帕替尼系列对照

溶液 10 μL 于 1. 5 mL EP 管中，常温氮吹仪挥干后，

加入空白血浆 100 μL，涡旋混合后配制成含有拉帕替

尼质 量 浓 度 分 别 为 0. 02，0. 05，0. 2，0. 5，1. 0，2. 0，

5. 0 μg·mL －1模拟血浆样品，自加入内标溶液开始，

按“血浆样品处理”项下的方法操作后进样，以待测物

浓度( μg·L －1 ) 为横坐标 X，待测物与内标物峰面积

比值( As /Ai ) 为纵坐标 Y，用加权( W = 1 /x2 ) 进行线性

回归分析。
精密度和准确度 制备质量浓度分别为 0. 02，

0. 04，0. 40 和 4. 0 μg·mL －1 ( 最低定量限和低、中、
高) 4 个质量浓度的质控 ( QC) 血浆样本。共配制 3
批，每一质量浓度水平 6 个样本分析，在同一批次和

不同批次按“血浆样品处理”项所述处理方法处理及

分析。计算血浆中拉帕替尼批内和批间的相对标准

差( ＲSD) ，并以实测浓度与理论浓度之比求算方法准

确度。
提取 回 收 率 配 制 含 拉 帕 替 尼 的 低、中、高

( 0. 04，0. 40 和 4. 0 μg·mL －1 ) 3 个质量浓度的质控

血浆样本，按“血浆样品处理”项下操作，得峰面积 A;

用人空白血浆处理后的上清液，配制成对应拉帕替尼

质控浓度的样品，涡旋混合后离心，进样得峰面积 B，
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每个质量浓度平行 6 个样本测定。拉帕替尼提取回

收率 = A /B × 100%，同法计算内标提取回收率。
基质效应 取 6 份不同来源的空白血浆，经蛋白

沉淀后，取上清液，加入相应质控浓度的拉帕替尼和

内标溶液，所得样品和内标峰面积记分别为 A1 和 B1 ;

以水代替空白血浆提取液其余操作同上，峰面积分别

记为 A2和 B2，经内标校正后，拉帕替尼的基质效应

( 内 标 归 一 化 基 质 因 子 ) = ( A1 /A2 ) / ( B1 /B2 ) ×
100%。

稳定性 分别考察拉帕替尼和内标储备液室温

放置 12 h、经冰箱 － 20 ℃避光放置 30 d 稳定性。配

制质量浓度分别为 0. 04 和 4. 0 μg·mL －1的质控血浆

样本，每个质量浓度平行配制 3 个样本，分别考察样

品室温放置 8 h、处理后自动进样器 4 ℃放置 12 h，反

复冻融 3 次，于 － 70 ℃环境中放置 30 d 后的稳定性。

结 果

1 方法学评价

专属性 内标和拉帕替尼的保留时间分别约为

1. 17 和 1. 77 min，峰形良好，血浆中的内源性物质不

干扰测定。结果见图 1。

图 1 拉帕替尼血浆样品的典型色谱图

Figure 1 Ｒepresentative chromatograms of lapatinib in human plasma
A: Blank plasma; B: Blank plasma spiked with Lapatinib( 0. 40 μg·mL －1 ) and IS( 10. 0 μg·mL －1 ) ; C: Plasma sample after oral administration of 1250

mg of lapatinib once daily; 1: Erlotinib; 2: Lapatinib

标准曲线与定量下限 拉帕替尼直线回归方程

为 Y = 2. 38X － 4. 85 × 10 －3 ( r = 0. 994 3) ，结果表明拉

帕替尼血浆浓度在 0. 02 ～ 5. 0 μg·mL －1 线性关系良

好，准 确 度 为 94. 0%，ＲSD 为 6. 4%。定 量 下 限 为

0. 02 μg·mL －1。
精密度和准确度 拉帕替尼 4 个质量浓度的质

控样品批内、批间 ＲSD 在 3. 3% ～ 7. 2%，准确度均在

94. 0% ～106. 0%。结果见表 1。

表 1 方法精密度和准确度测定结果

Table 1 Precision and accuracy for the determination of lapatinib

in human plasma

Concentration

( μg·L －1 )

Intra － day ( n = 6) Inter － day ( n = 3)

Accuracy

( % )

Precision

( ＲSD% )

Accuracy

( % )

Precision

( ＲSD% )

0. 02 94. 0 6. 4 95. 3 7. 2.
0. 04 98. 2 5. 4 99. 1 6. 6
0. 40 102. 4 4. 6 103. 2 5. 8
4. 0 106. 0 3. 3 104. 5 5. 4

提取回收率 拉 帕 替 尼 3 个 质 控 浓 度 和 内 标

的 的 提 取 回 收 率 在 85. 2% ～ 94. 6% ，ＲSD 在

6. 2%～9. 0%。
基质效应 低、中和高质量浓度拉帕替尼经内标

校 正 后 的 基 质 效 应 分 别 为 96. 0%，103. 1% 和

105. 0%，ＲSD 在 6. 8% ～9. 3%。因此，本实验建立的

LC － MS /MS 方法不受基质效应的影响。
稳定性 拉帕提尼和内标储备液经室温放置 6 h

和经 － 20 ℃避光放置 30 d 后，峰面积 ＲSD 均 ＜ 5% ;

在考 察 的 条 件 下，拉 帕 替 尼 质 控 样 品 的 准 确 度 在

92. 1% ～105. 7%，ＲSD 在 2. 1% ～ 8. 8%，结果表明拉

帕替尼在上述条件下均保持稳定。
2 方法学应用

收集 6 例，年龄为( 57. 4 ± 7. 7) 岁，在我院收治的

晚期乳腺癌胞患者，经临床诊断口服拉帕替尼 1 250
mg·d －1。分别于第 8 天空腹取静脉血 2 mL，分离血

浆后用本方法测定血浆中拉帕替尼浓度，测得血药浓

度在 0. 42 ～ 1. 06 μg·mL －1。

讨 论

关于人血浆样本中拉帕替尼的分析测定鲜有国

内文献报道，本文建立的 LC － MS /MS 分析方法与文
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献报道的方法相比［7 － 8］，样品处理简单快捷，血浆用

量少，灵敏度更高，分析时间更短，可以更好地满足临

床样本快速检测分析需求。
对比 ZOＲBAX SBC18、CAPCELL PAK C18、Waters

Symmetry C18不同类型的色谱柱，结果表明待测物和

内标在 CAPCELL PAK － C18 ( 50 mm × 100 mm，3. 5
μm) 色谱柱上峰形较好，保留时间比较合适。

考察流动相系统时，对比甲醇 － 水和乙腈 － 水作

为流动相，拉帕替尼质谱信号响应值相当，甲醇为有

机相时低浓度样品峰形较差，最后选择乙腈，流动相

加入 0. 1%的甲酸后，拉帕替尼和内标物质离子化完

全，响应值有所提高。
内标选择过程中，分别考察了苯海拉明、普瑞巴

林和厄洛替尼，结果发现厄洛替尼质谱和色谱行为与

拉帕替尼较为相似，回收率与基质效应与待测物接

近，因此，选用厄洛替尼作为内标，另外与文献报道的

同位素内标相比更易获得［9］，更具有普遍适用性。
测 得 的 6 例 患 者 浓 度 范 围 在 0. 42 ～ 1. 06

μg·mL －1，差别较大，拉帕替尼主要经 CYP3A4 代谢，

且食物对其吸收具有一定程度的影响［10 － 12］，浓度最

低的患者回顾其治疗用药发现，患者因为疼痛治疗需

要，同时服用 CYP3A4 诱导剂卡马西平，可能是其血

药浓度偏低的重要因素［13］。拉帕替尼治疗浓度范围

尚未 确 定，但 有 研 究 认 为 将 其 稳 态 浓 度 在

0. 55 μg·mL －1以上治疗效果较好［14］。拉帕替尼引

起的药物不良反应( 如皮疹、腹泻) 的毒性血药浓度范

围目前尚不明确，有研究显示拉帕替尼引起的皮疹可

能与其暴露量有关，当其血药浓度范围在 0. 539 ～
1. 899 μg·mL －1时发生皮疹可能性较高［15］。其中浓

度较高的 2 例患者在服药期间发生了较为严重的腹

泻伴有不同程度的皮疹，对症处理后得以好转。拉帕

替尼在体内的血药浓度与药物不良反应是否具有一

定的量效关系，值得进一步研究。本方法的建立为可

以用于大批量的生物样品分析和后续的相关研究。
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