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冻速率、配液温度和 pH对澄清度影响较小。优化条件

后，最终制得的注射用奥扎格雷钠在加速考察 3个月

后，其 pH、药物含量、有关物质、澄清度 4个指标均符合

产品注册标准。关于胶塞组分中直接影响产品澄清度

的物质结构有待进一步研究。
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摘要摘要：：目的 建立测定大鼠血浆中索凡替尼浓度的超高效液相色谱串联质谱（UPLC - MS / MS）法。方法 血浆样品经沉淀蛋白处理

后进样，以卡马西平为内标。色谱柱为 Waters Acquity UPLC® BEH C18柱（50 mm × 2. 1 mm，1. 7 µm），流动相为甲酸 -氨水 -水（1∶1∶
1 000，V / V / V）-乙腈（梯度洗脱），流速为 0. 4 mL / min，柱温为 40 ℃，进样量为 1 µL，离子源为电喷雾电离（ESI），在正离子、多反应

监测模式下检测，气帘气压为 35 psi，雾化气压为 30 psi，喷雾电压为 5 500 V，离子对质荷比（m / z）分别为 m / z 481. 2 → 329. 0（索凡

替尼）和 m / z 237. 2 → 194. 0（卡马西平）。结果 索凡替尼及内标卡马西平的保留时间分别为 0. 93 min和 0. 94 min。索凡替尼的质量

浓度在 0. 1～500 ng / mL 范围内与索凡替尼和卡马西平峰面积的比值线性关系良好（r = 0. 997 2，n = 9）；精密度、稳定性、准确度、基

质效应试验的结果均符合要求；定量下限为 0. 1 ng / mL。按体质量 2 mg / kg 单次灌胃给药，达峰时间（tmax）约为 1. 33 h，峰浓度（Cmax）
约为 5. 92 ng / mL，半衰期（t1 / 2）约为 5. 31 h，平均滞留时间（MRT）约为 4. 02 h；给药 4 h后，索凡替尼的肝脏浓度（201. 2 ng / mL）远高

于血浆浓度（3. 57 ng / mL）。结论 该方法简便、快速、准确、灵敏，可用于大鼠血浆中索凡替尼浓度的快速测定。索凡替尼易在肝脏中蓄积。

关键词关键词：：超高效液相色谱串联质谱法；索凡替尼；血浆浓度；肝脏浓度；药代动力学；大鼠

Investigation of Pharmacokinetics of Surufatinib in Rats by UPLC - MS / MS
DONG Qingke1，LI Gang1，LIANG Xiufang2，QIN Yongping2
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AbstractAbstract：：Objective To establish an ultra - high performance liquid chromatography - mass spectrometry （UPLC - MS / MS）
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method for determining the concentration of surufatinib in rat plasma. Methods The plasma sample was treated with precipitated
protein before injection with carbamazepine as the internal standard. The chromatographic column was Waters Acquity UPLC® BEH
C18 column （50 mm × 2. 1 mm，1. 7 µm），the mobile phase was formic acid - ammonia - water （1∶1∶1 000，V / V / V） -
acetonitrile（gradient elution），the flow rate was 0. 4 mL / min，the column temperature was 40 ℃，and the injection volume was
1 µL. Electric spray ionization （ESI） was adopted with the positive ion and multi - reaction monitoring mode，the air curtain
pressure was 35 psi，the atomization pressure was 30 psi，and the spray voltage was 5 500 V. The ion to mass - charge - ratio
（m / z） was m / z 481. 2 → 329. 0 for surufatinib，and m / z 237. 2 → 194. 0 for carbamazepine. Results The retention times of
surufatinib and carbamazepine were 0. 93 min and 0. 94 min，respectively. The linear range of surufatinib was 0. 1 - 500 ng / mL
（r = 0. 997 2，n = 9）. The results of precision，stability，accuracy，and matrix effect tests all met the requirements. The lower limit
of quantification was 0. 1 ng /mL. After a single oral administration of 2 mg / kg body weight，the peak time （tmax） was about
1. 33 h，the peak concentration （Cmax） was about 5. 92 ng / mL，the half - life （t1 / 2） was about 5. 31 h，and the average
residence time（MRT） was about 4. 02 h. The concentration of surufatinib in liver was 201. 2 ng / mL at 4 h after administration，
which was much higher than 3. 57 ng / mL in plasma. Conclusion This method is simple，rapid，accurate，and sensitive，which
can be used for rapid determination of the concentration of surufatinib in rat plasma. Surufatinib is prone to accumulate in the liver.
Key wordsKey words：：UPLC - MS / MS；surufatinib；plasma concentration；liver concentration；pharmacokinetics；rat

神经内分泌瘤具有异质性和惰性［1 - 4］，可发生于全

身的多个器官，最常见于胃、肠、胰腺［5 - 6］，其发病率和

流行率在全球呈上升趋势［7 - 8］。国内已获批治疗神经内

分泌瘤的药物有奥曲肽、依维莫司和舒尼替尼，其中依

维莫司和舒尼替尼仅获批胰腺神经内分泌瘤［9 - 10］，奥
曲肽获批用于缓解与胃、肠、胰腺神经内分泌瘤相关的

症状和体征［11］。索凡替尼是我国首个自主研发和首个

获批所有来源神经内分泌瘤的抗血管生成靶向药

物［12 - 17］。越来越多的研究表明，索凡替尼治疗晚期非

小细胞肺癌［18］、胆道癌［19］等恶性肿瘤也有一定疗效。

QIAN等［20］采用液相色谱串联质谱（LC - MS / MS）法测

定健康人血浆和尿液中索凡替尼的浓度，试验中以

HM5003491为内标。但HM5003491结构未知，未见市售

产品，且人血浆量大，不适合大鼠的药代动力学研究。

本研究中以卡马西平为内标，建立了测定大鼠血浆中

索凡替尼浓度的超高效液相色谱串联质谱（UPLC -
MS / MS）法，以为索凡替尼后续胰腺神经内分泌瘤的肝

脏转移效果研究提供参考。现报道如下。

1 仪器、试药与动物

1. 1 仪器

LC - 40型超高效液相色谱系统（日本 Shimadzu公
司），配有LC - 40DX3型二元高压泵、SIL - 40CX3型自动

进样器、CTO - 40C型柱温箱；QTRAP 6500 +型质谱检

测器（美国AB Sciex公司）；XRP36型电子分析天平（瑞

士Mettler Toledo公司，精度为百万分之一）；BO - IR型

冷冻研磨仪（山东百欧医疗科技有限公司）；Milli - Q型

超纯水仪（美国Millipore公司）。

1. 2 试药

索凡替尼对照品（上海麦克林生化科技股份有限

公司，批号为 22179，纯度为 98. 65%）；卡马西平对照品

（德国DR公司，批号为G191723，纯度为 99. 52%）；二甲

基亚砜（DMSO，批号为 D68335BCA），乙腈（批号为

I1218030225），均为分析纯，购自德国Merck公司；甲醇

（广州泛宏贸易有限公司，批号为 2022070611FD）；甲酸

（分析纯，赛默飞世尔科技 < 中国 > 有限公司，批号为

214911）；氨水（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，批

号为 2119054）；水为超纯水；索凡替尼胶囊（上海国药

控股和记黄埔医药 <上海 >有限公司，批号为220307A，
规格为每粒50 mg）。

1. 3 动物

SPF级雄性 SD大鼠 6只，体质量 200～250 g，购自

珠海百事通生物科技有限公司，实验动物生产许可证

号为 SCXK（粤）2020 - 0051。饲养于 SPF级动物房，温

度21～25 ℃，相对湿度50%～65%，光照周期12 h / 12 h。
2 方法与结果

2. 1 试验条件

2. 1. 1 色谱条件

色谱柱：Waters Acquity UPLC® BEH C18柱（50 mm ×
2. 1 mm，1. 7 µm）；流动相：A为甲酸 -氨水 -水（1∶1∶
1 000，V / V / V），B为乙腈，梯度洗脱（0～1. 00 min时
40%B → 100%B，1. 00 → 1. 60 min时 100%B，1. 60～
1. 61 min 时 100%B → 40%B，1. 61～2. 20 min 时

40%B）；流速：0. 4 mL / min；柱温：40 ℃；进样量：1 µL；
进样室温度：15 ℃；运行时间：2. 2 min。
2. 1. 2 质谱条件

检测方式：多反应监测（MRM），正离子化方式；离

子源：电喷雾电离（ESI）；气帘气压：35 psi；雾化气压：

30 psi；加热辅助气压：30 psi；喷雾电压：5 500 V；离子
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源温度：600 ℃；去簇电压：100 V；碰撞能量：40 V；离子

对质荷比（m / z）：m / z 481. 2 → 329. 0（索凡替尼），m / z
237. 2 → 194. 0（卡马西平）。

2. 2 药物制备、给药与血样采集

取索凡替尼胶囊 1粒，用 50 mL水充分溶解，即得

质量浓度为 1 mg / mL的药液。将 6只 SD大鼠分为两组，

其中 3只按体质量 2 mg / kg单次灌胃给药，于给药前、

给药后 5，15，30 min及 1，2，4，8，12，24 h时采集尾静脉

全血，将大鼠放入固定器内，用酒精棉球反复擦拭尾部，

使尾静脉充分充血，用注射针刺入尾静脉，抽取 200 µL
血液，先靠近尾末端抽取，后逐渐向近心端穿刺，每次

采集完毕后用纱布压迫止血，置含肝素钠抗凝剂的离心

管中，采血后30 min内离心（温度为4 ℃，2 000 g）10 min，
分离血浆；另外 3只大鼠按相同方法给药，于给药后 4 h
采血，并在麻醉后取出肝脏，用纯水冲洗干净后置 - 80 ℃
冰箱，待测。

2. 3 溶液制备

取索凡替尼对照品，精密称定，用DMSO溶解成质

量浓度为 0. 1 mg / mL的索凡替尼贮备液。取适量，用

50%乙腈溶液逐级稀释成质量浓度分别为 2，4，10，40，
200，1 000，5 000，9 000，10 000 ng / mL的标准曲线工作

液，以及质量浓度分别为 2，6，400，8 000 ng / mL的定量

下限（LLOQ）、低浓度质控（LQC）、中浓度质控（MQC）、

高浓度质控（HQC）工作液。

取卡马西平对照品适量，精密称定，用甲醇溶解成

质量浓度为 0. 5 mg / mL的卡马西平贮备液，用乙腈稀

释成质量浓度为2 ng / mL的内标工作液。

将标准曲线工作液和质控工作液与大鼠空白血浆

按 5∶95（V / V）的比例混合，涡旋，混匀，即得索凡替尼

质量浓度分别为 0. 1，0. 2，0. 5，2，10，50，250，450，
500 ng / mL的标准曲线血浆样品，以及质量浓度分别为

0. 1，0. 3，20，400 ng / mL的 LLOQ，LQC，MQC，HQC血

浆样品。

2. 4 样品预处理

血浆：取血浆样品 10 µL，置EP管中，加乙腈（仅方

法学考察时加入双空白样品）或内标工作液（质量浓度

为 2 ng / mL，除双空白样品外，其他样品均加入内标工

作液）90 µL，立即涡旋约 10 s进行蛋白沉淀，离心（温度

为 25 ℃，转速为 13 000 r / min）10 min，取上清液 50 µL，
再加入50 µL水混匀，进样。

肝脏：称取肝脏组织适量，用剪刀剪碎，按肝脏与

纯水 1∶2（m / V）的比例混合，置冷冻研磨仪中，以 40 Hz
频率研磨至呈浆液状态，取匀浆液 10 µL，按血浆样品

预处理方法处理后进样。

2. 5 方法学考察［21］

选择性试验：取 6个来源的大鼠空白血浆及其分别

配制的LLOQ血浆样品、给药后大鼠血浆样品，按2. 4项
下方法进行预处理，按 2. 1项下试验条件进样，记录色

谱图。结果索凡替尼的保留时间为 0. 93 min，内标（卡马

西平）的保留时间为 0. 94 min，且大鼠血浆中的内源性

组分对索凡替尼无干扰，表明选择性良好。详见图1。
标准曲线和LLOQ：取 2. 3项下标准曲线血浆样品，

1. 索凡替尼 2. 卡马西平

A1 - A2. 空白血浆 B1 - B2. 定量下限血浆 C1 - C2. 给药后血浆

图1 索凡替尼与卡马西平溶液超高效液相色谱串联质谱图

1. Surufatinib 2. Carbamazepine
A1 - A2. Blank plasma B1 - B2. Plasma with lower limit of quantitation C1 - C2. Plasma after administration

Fig. 1 UPLC - MS / MS chromatograms of surufatinib and carbamazepine solution
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按 2. 4项下方法进行预处理，按 2. 1项下试验条件进样

分析，以索凡替尼的质量浓度为横坐标（X，µg / mL）、索

凡替尼和卡马西平峰面积的比值为纵坐标（Y）进行加

权（1 / X2）线性拟合回归，得回归方程 Y = 0. 08 X +
0. 001 08（r = 0. 997 2，n = 9）。结果表明，索凡替尼的质

量浓度在 0. 1～500 ng / mL范围内与索凡替尼和卡马

西平峰面积的比值线性关系良好。以标准曲线的最低

点作为 LLOQ，结果为 0. 1 ng / mL，3次测定的平均值为

0. 101 5 ng / mL，符合相关要求。

准确度试验和精密度试验：取 2. 3项下 LLOQ，
LQC，MQC，HQC血浆样品（质量浓度分别为 0. 1，0. 3，
20，400 ng / mL），各平行 5份，按 2. 4项下方法进行预处

理，按 2. 1项下试验条件进样分析，考察批内准确度和

精密度；配制 3批标准曲线与质控血浆样品（临用新

配），按 2. 1项下试验条件连续 2 d进样分析，考察批间

准确度和精密度。准确度试验结果以质控血浆样品标

示值的偏差表示，精密度试验结果以变异系数表示。结

果见表1，表明准确度与精密度均良好。

表1 索凡替尼准确度与精密度试验结果（%）
Tab. 1 Results of accuracy and precision tests of surufatinib（%）

质量浓度

0. 1 ng / mL
0. 3 ng / mL
20 ng / mL
400 ng / mL

准确度试验

1
18. 40
14. 20
13. 40
1. 82

2
17. 20
11. 80
12. 00
2. 80

3
6. 17
11. 50
14. 80
5. 11

批间

14. 48
12. 50
13. 30
3. 24

精密度试验

1
5. 46
0. 73
3. 92
2. 68

2
5. 83
3. 54
2. 19
1. 60

3
5. 30
6. 36
1. 67
2. 09

批间

6. 97
4. 04
2. 81
2. 43

基质效应：取 6个来源的大鼠空白血浆各 10 µL，加
90 µL乙腈，涡旋振荡 10 s，离心（温度为 25 ℃，转速为

13 000 r / min）10 min，取 50 µL上清液，加 50 µL LQC，
MQC，HQC工作液，混匀，按 2. 1项下试验条件进样分

析，得峰面积为A；取 10 µL纯水，加 90 µL乙腈，涡旋振

荡10 s，离心（温度为25 ℃，转速为13 000 r / min）10 min，
取 50 µL，加入 50 µL LQC，MQC，HQC质控工作液，混

匀，按 2. 1项下试验条件进样分析，得峰面积为 B。按
公式计算基质效应（ME），ME（%）= A / B × 100%，内

标归一化基质效应（%）= ME索 / ME卡 × 100%。结果

索凡替尼内标归一化基质效应的变异系数均低于

5%，表明不同来源大鼠血浆对索凡替尼的检测结果

无影响。

稳定性试验：1）贮备液和工作液稳定性。以 50%乙

腈溶液为溶剂，将索凡替尼和卡马西平贮备液制成与

LLOQ质量浓度（2 ng / mL）一致的溶液，平行 3份，以峰

面积比值计算偏差，考察贮备液的稳定性；将相应工作

液配制成与MQC质量浓度（400 ng / mL）一致的溶液，

以峰面积比值计算偏差，考察工作液的稳定性。结果平

均稳定性的偏差均小于 10%，符合要求，表明贮备液和

工作液的稳定性均良好。2）样品稳定性。取 2. 3项下

LQC，MQC，HQC血浆样品（质量浓度分别为 0. 3，20，
400 ng / mL），按 2. 4项下方法进行预处理，分别考察大

鼠血浆中索凡替尼的 - 20 ℃长期稳定性（10 d），25 ℃短

期稳定性（6 h），- 20 ℃反复冻融 3次的稳定性，样品

进样室 15 ℃短期放置稳定性（30 h）及 4 ℃短期放置

稳定性（32 h），按 2. 1项下试验条件进样分析 3次，

以峰面积比值计算偏差，考察样品的稳定性。结果样

品与理论值的偏差均在 ± 15%范围内，符合要求，表

明在考察条件内，索凡替尼在血浆样品中稳定。

2. 6 大鼠血浆与肝脏中索凡替尼浓度测定与药代动

力学参数

大鼠按体质量2 mg / kg单次灌胃给药，采用UPLC -
MS / MS法按 2. 1项下试验条件进样分析 3次，平均血

药浓度 - 时间曲线见图 2。主要药代动力学参数：达峰

时间（tmax）约为 1. 33 h，峰浓度（Cmax）约为 5. 92 ng / mL，
半衰期（t1 / 2）约为 5. 31 h，平均滞留时间（MRT）约为

4. 02 h。本研究中根据血浆标准曲线计算肝脏匀浆液浓

度为 a，由于肝脏与纯水混合比例为 1∶2（m / V，约 2 g），

故肝脏浓度C = a × 3（ng / g），为方便与血浆浓度比较，

将肝脏浓度近似为ng / mL。结果给药4 h后，索凡替尼的肝

脏浓度（201. 2 ng / mL）远高于血浆浓度（3. 57 ng / mL），表
明索凡替尼易在肝脏蓄积，有望用于胰腺神经内分泌

瘤肝转移及肝脏肿瘤研究。详见表2。
平均血药浓度 /（ng·mL - 1）
8

6

4

2

0 t / h
0 6 12 18 24

图2 血浆中索凡替尼平均血药浓度 - 时间曲线（n = 3）
Fig. 2 Mean plasma concentration - time curve of surufatinib

（n = 3）

表2 大鼠单次给药4 h后索凡替尼的血浆浓度与肝脏浓度（ng /mL）
Tab. 2 The concentrations of surufatinib in rat plasma and liver

after 4 h of single administration（ng / mL）

序号

1
2

血浆浓度

2. 97
4. 09

肝脏浓度

243. 0
171. 6

序号

3
X

血浆浓度

3. 65
3. 57

肝脏浓度

189. 0
201. 2
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3 讨论

3. 1 内标选择

考虑同位素内标价格昂贵，且文献报道的内标结

构未知，曾尝试采用实验室常见的标准品卡马西平作

为内标。结果显示，卡马西平与索凡替尼在 2. 1项下试

验条件下的色谱行为相似。方法学考察结果也显示，以

卡马西平为内标，方法学考察结果均符合要求。故内标

选择卡马西平。

3. 2 色谱条件优化

本研究中曾考察不同流动相体系［甲酸 - 水（2∶
1 000，V / V），甲酸 -水（1∶1 000，V / V），甲酸 -氨水 -水

（1∶0. 5∶1 000，V / V / V），甲酸 - 氨水 - 水（1∶1∶1 000，
V / V / V），甲酸 - 氨水 - 水（1∶1. 5∶1 000，V / V / V）］作

为 A相时索凡替尼的响应强度和峰形。结果显示，甲

酸 -氨水 -水（1∶1∶1 000，V / V / V）作为A相时索凡替

尼的响应强度远高于前 3种，且峰形也有较大改善；甲

酸 - 氨水 - 水（1∶1. 5∶1 000，V / V / V）作为A相时，索

凡替尼的响应强度过高，超出质谱响应的线性范围。故

流动相最终选择甲酸 -氨水 -水（1∶1∶1 000，V / V / V）
作为A相，乙腈作为B相。通过调节A相与B相的比例，

使索凡替尼与干扰物分离，使其检测不受干扰。

3. 3 方法评价

本研究中建立的测定大鼠血浆中索凡替尼浓度的

UPLC - MS / MS法简便、快速、灵敏度高、采血量小，可

用于大鼠血浆中索凡替尼浓度的快速测定。药代动力

学研究结果显示，索凡替尼易在肝脏蓄积。
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