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摘要

本应⽤纪要介绍如何应⽤Ostro直通式样品制备板去除⾎浆磷脂，以便随后对吉⾮替尼进⾏LC-MS分析。

优势

快速简单的样品制备过程■

充分去除磷脂和蛋⽩质■

简介

定量⽣物分析可提供准确且精密的全⾝药物浓度⽔平数据，有助于在药物发现和药物开发过程中做出成功的决

策。这些数据可⽤于药物发现阶段的化合物⽐较以及药物开发阶段的不同物质⽐较，并且为剂量范围研究提供

药代动⼒学数据。LC-MS是⼩分⼦定量⽣物分析的⾸选平台。通过稳定、可重现的样品前处理流程提供不含蛋

⽩质的萃取物，从⽽在测量候选药物浓度的同时保持最佳仪器性能并最⼤程度减少停机时间，是成功进⾏LC-

MS⽣物分析的必要条件。

蛋⽩沉淀法是最简单、最实惠的⾎浆/⾎清样品前处理⽅法。该⽅法采⽤有机溶剂或酸性⽔溶液减少蛋⽩质周

http://www.waters.com


围的溶剂层，使蛋⽩质聚集并从溶液中析出，从⽽发⽣沉淀。但这种⽅法得到的溶液较为复杂，通常包含⾎浆

中的残留成分，这些成分可溶于脂质、胺和⼩分⼦有机酸等⽔性有机溶剂混合物。上述残留基质组分可能会污

染质谱仪离⼦源，导致质谱仪响应能⼒减弱和系统停机。固相萃取和液-液萃取法可以显著改善萃取物的洁净

度，有利于进⾏浓缩步骤，从⽽提⾼灵敏度。但这两种⽅法都极为耗时，并且需要进⾏⽅法开发。

Ostro直通式样品制备板针对磷脂和蛋⽩质去除提供了⼀套全新的解决⽅案。该解决⽅案⽆需进⾏复杂的⽅法

开发，有助于实现快速简单的样品前处理过程（针对⾎浆/⾎清），同时可以实现优异的样品净化效果。本应

⽤纪要介绍如何应⽤Ostro直通式样品制备板去除⾎浆磷脂，以便随后对吉⾮替尼进⾏LC-MS分析。

实验

⽤四倍样品体积的甲醇或含1%甲酸的甲醇沉淀蛋⽩质，制得⼩⿏⾎浆样品。

标准⽅法是将10 μL⾎浆与40 μL包含稳定同位素标记吉⾮替尼（图1）的甲醇溶液混合，涡旋混匀，并在

25000 g离⼼⼒下离⼼5 min。取10 μL所得上清液，⽤490 μL 50:50甲醇:⽔以1:50的⽐例进⾏稀释。 

图1.吉⾮替尼的结构

Ostro样品板⽅法是将10 μL样品加⼊Ostro样品板中，再加⼊40 μL包含稳定同位素标记吉⾮替尼的甲醇溶液

，然后向样品中加⼊200 μL包含1%甲酸的甲醇溶液，⽤抽吸的⽅式混合样品（图2）。利⽤真空条件使样品

通过Ostro样品板。取50 μL所得溶液，⽤450 μL 50:50甲醇:⽔以1:10的⽐例进⾏稀释。



图2.Ostro直通式样品制备萃取⽅案

⽅法条件

⽰例参数如下所⽰，您可以根据具体实验室条件进⾏必要的调整。如果执⾏该⽅案需要使⽤⾮沃特世品牌的设

备或⼀次性设备，应详细说明。

LC条件

系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS

检测： Xevo TQ-S micro串联四极杆

质谱仪

ACQUITY UPLC BEH C18, 1.7 ⾊谱柱：



μm, 2.1 × 100 mm（部件号

：186002352）

柱温： 60℃

样品温度： 6 °C

进样体积： 2 μL

流速： 650 μL/min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液+ 10 mM醋酸

铵

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度： 线性梯度：2.9 min内，B由

5%增加⾄50%，然后⽤95% 

B冲洗1.5 min

MS条件

系统： Xevo TQ-S micro

电离模式： 正离⼦ESI

MS检测： 磷脂⺟离⼦，质量数184

MRM检测： 易瑞沙446.6⇒128.23

MRM检测： 内标(d6) 452.6⇒134.23

⽑细管电压： 2 kV

碰撞能量： 33



锥孔电压： 30 V

数据管理

数据采集软件： MassLynx 4.2版

数据处理和定量分析软件： TargetLynx

结果与讨论

有⼤量⽂献记载，磷脂会引起离⼦抑制和离⼦源污染，对LC-MS定量分析的性能产⽣不利影响1,2。去除基质中

的这些磷脂可提⾼分析灵敏度、稳定性和精密度。为评估Ostro样品制备板的磷脂去除率，本研究选择利⽤常

规发现DMPK分析对吉⾮替尼进⾏定量分析。吉⾮替尼是⼀种处⽅药，⽤于治疗乳腺癌、肺癌及其它癌症，药

品名为“易瑞沙”（图1）。吉⾮替尼的分⼦式为C22H24ClFN4O3，平均分⼦量为446.902 g/mol，单⼀同位

素分⼦量为446.152。该化合物的⽣物利⽤度为60%，蛋⽩结合率⾼于90%，并在肝脏中发⽣⾸过代谢(

CYP3A4)形成o-去甲基代谢物3。

之前的数据表明，⽤⼄腈进⾏蛋⽩沉淀的结果较差，因此本实验采⽤甲醇进⾏蛋⽩沉淀。Ostro样品制备板萃

取吉⾮替尼也采⽤相同的溶液进⾏。萃取完成后稀释样品，确保最终体积和浓度保持恒定。利⽤反相梯度⾊谱

法分析样品，并在正离⼦模式下采⽤m/z = 184的⺟离⼦进⾏监测，检测样品中的磷脂组分。有机溶剂蛋⽩沉

淀法和Ostro直通式样品制备板所得的⾊谱图如图3所⽰；从图中可以看到，经Ostro样品制备板萃取所得样品

表现出的磷脂信号（红⾊迹线），明显低于有机溶剂法萃取所得样品的信号（绿⾊迹线）。



图3.利⽤Ostro样品制备板（红⾊迹线）和有机溶剂蛋⽩沉淀法（绿⾊迹线）得到的m/z = 184的⺟离⼦的LC-

MS⾊谱图

为进⼀步说明样品中的磷脂污染，研究合并了3.4〜4.8 min⾊谱区域内的质谱图。得到的质谱图如图4所⽰

（上⽅迹线采⽤有机溶剂法获得，下⽅迹线采⽤Ostro样品制备板获得）。从图中可以看出，有机溶剂法获得

的样品中存在与溶⾎磷脂酰胆碱(LPC)⺟离⼦m/z = 496、520、524、544和568以及磷脂酰胆碱(PC)⺟离⼦

m/z = 758、782、786、806和834相关的较⾼质谱信号。还存在清晰可⻅的鞘磷脂(d18:1/16:0)信号。与之相

⽐，在经过Ostro样品制备板萃取所得样品的同⼀实验结果（下⽅迹线）中，⾊谱图相同区域未显⽰m/z = 

184通道的⺟离⼦信号。上述结果说明Ostro样品制备板可有效去除⾎浆样品中的磷脂和蛋⽩质。



图4.图3中3.4 min⾄4.8 min之间⾊谱图的累加谱图⽐较。谱图分别对应为：(A)有机溶剂蛋⽩沉淀法(B)Ostro样

品制备板。



给药后24 h内，吉⾮替尼的全⾝暴露⽔平通常为50〜7000 ng/mL。研究证明，使⽤1/x权重和内标校准时

，吉⾮替尼分析⽅法在15〜7500 ng/mL范围内呈线性（图5）。相关系数为(r2)为0.998810，截距为

0.03067。吉⾮替尼标准品和QC样品的信号响应在蛋⽩沉淀法所得信号响应的95%以内，由此可证明，即使在

低浓度下，也没有发⽣分析物吸附到样品板上的情况。

图5.使⽤Ostro直通式样品制备板时，⼩⿏⾎浆中吉⾮替尼（易瑞沙）在15〜7500 ng/mL范围内

的校准曲线。

结论

去除⽣物体液基质（例如⾎浆、⾎清或尿液）中的污染物，是减少离⼦抑制效应和避免质谱仪离⼦源污染的关

键。Waters Ostro直通式样品制备板使⽤简单通⽤的⽅法去除⾎浆样品中的所有磷脂成分，⽆需经过复杂的样

品前处理，并且⽆需进⾏复杂的⽅法开发和优化。与有机溶剂蛋⽩沉淀法相⽐的结果表明，分析物响应没有下

降。研究表明，所得分析⽅法在15〜7500 ng/mL的范围内具有线性响应。
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