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摘要

PROTAC分⼦代表了⼀种全新的候选药物设计⽅法，它能够克服许多⼩分⼦疗法所⾯临的耐药性问题，拓展了对传

统上不可成药的蛋⽩质的治疗可能性。此外，与蛋⽩质⽣物治疗药物相⽐，PROTAC分⼦还具有降低⽣产成本、减

少规模化⽣产难题、延⻓保质期、提⾼稳定性以及改善储存条件等优势。准确定量分析⾎液衍⽣体液中的PROTAC

分⼦对于发现和开发DMPK⽅法包⾄关重要。本研究开发出⼀种快速(4 min)的LC-MS/MS⽣物分析⽅法，⽤于定

量分析⼤⿏⾎浆中的PROTAC-3-吉⾮替尼和吉⾮替尼。测得10 μL样品中吉⾮替尼-PROTAC-3的检测限(LOD)为20 

pg/mL，线性动态范围为20 pg/mL‒1,000 ng/mL。该分析⽅法进⾏了为期三天的验证，LOD下的CV为5%。

优势

⾎浆中的PROTAC定量分析、LC-MS/MS、DMPK、⽣物分析。
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蛋⽩⽔解靶向嵌合体(PROTAC)是⼀类新型药物分⼦，它们通过动员泛素-蛋⽩酶体系统，利⽤细胞⾃⾝的机制

，对靶蛋⽩实现蛋⽩酶体介导的降解。PROTAC主要包含三个组成部分：i)靶点结合部分，ii)连接⼦，以及iii)泛素

E3连接酶结合部分，如图1所⽰。这些异双功能分⼦的作⽤机制是：靶点部分结合靶点蛋⽩(POI)，与此同时，E3

泛素连接酶与PROTAC分⼦的另⼀端结合。POI与连接酶结合后发⽣泛素化，然后通过细胞内的泛素-蛋⽩酶体系

统降解，在此过程中PROTAC分⼦被循环利⽤。这些PROTAC可以被视为“较⼤的⼩分⼦”，因此与⼩分⼦具有许

多共同属性，例如合成规模放⼤、⽣产成本、保质期、稳定性和给药途径。PROTAC通过降解消除靶蛋⽩的所有功

能，因此提供了差异化的药理学效果，并且不需要靶点结合基团，直接抑制蛋⽩质功能。它们还能显著拓展“可

成药”蛋⽩质的范围，为开发更安全的新型药物开辟了可能性1,2。

图1.PROTAC催化的蛋⽩质降解

吉⾮替尼是⼀种酪氨酸激酶抑制剂，⽤于治疗⾮⼩细胞肺癌，且是⼀种有效的表⽪⽣⻓因⼦受体(EGFR)抑制剂

，通过阻断细胞信号传导发挥作⽤3。 吉⾮替尼在⼤⿏和⼩⿏体内的药代动⼒学和体内代谢特征已有研究报告，结

果表明该化合物吸收良好，峰浓度出现在给药后1⼩时，估计的⼝服⽣物利⽤度为50‒60%，半衰期为3.8 h（IV途

径为2.6 h）3,4。 此前发表的⽂章已证实，PROTAC分⼦的半衰期较⻓(11‒15 h)，给药后48⼩时仍可检测到药物

浓度。为了更好地测定吉⾮替尼-PROTAC-3的药代动⼒学，我们开发了⼀种⾼灵敏度⽣物分析⽅法，可同时测定

⼤⿏⾎浆中的吉⾮替尼和吉⾮替尼-PROTAC-3，浓度范围为20 pg/mL~1000 ng/mL。
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实验

样品描述

使⽤对照Wistar⼤⿏⾎浆稀释吉⾮替尼和吉⾮替尼-PROTAC-3（图2）的确证标准品，制备标准曲线，浓度范围为

10 pg/mL~1,000 ng/mL。⽅法的开发和验证依据2018年5⽉FDA发布的⾏业⽣物分析⽅法验证指南5。 因此，确

证标准品加标溶液中的有机溶剂体积保持在5% (v/v)以下。质控品(QC)通过单独称量确证标准品以类似的⽅式制

备。在1.5 mL微量离⼼管中，将20 μL⾎浆与60 μL含有吉⾮替尼-d6（浓度为50 ng/mL）作为内标的⼄腈混合

，制备⾎浆样品。将溶液涡旋混合，并在-20 °C下储存1 h，再次涡旋混合，然后在4 °C下以25,000 g离⼼5 min。

将得到的样品转移到⾃动进样器样品瓶中进⾏分析。使⽤1/X加权的线性回归，通过内标定量⽅法估算标准品和

QC的反算浓度。

图2.PROTAC-3吉⾮替尼（虚线部分为吉⾮替尼组分）和吉⾮替尼

⽅法条件

使⽤ACQUITY™ UPLC™ I-Class与Xevo™ TQ-XS串联四极杆质谱仪（沃特世公司，英国威姆斯洛）的联⽤系统分

析⾎浆提取物(2 μL)。本研究中采⽤的⾊谱、质谱条件和信息学⽅法⻅下表。

液相⾊谱条件
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液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class

样品瓶： TruView LCMS认证透明螺纹颈⼝玻璃全回收样品

瓶，P/N：186005669CV

⾊谱柱： ACQUITY HSS T3™ C18 2.1 x 50 mm 1.7 µm⾊谱

柱，P/N：186009467

柱温： 60 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 2 µL

流速： 600 µL/min

流动相A： 0.1% FA (v/v)的1 mM甲酸铵⽔溶液

流动相B： 0.1% FA (v/v)的ACN溶液，含1 mM甲酸铵⽔溶液

梯度： ⻅下⽂

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪

电离模式： 正离⼦电喷雾电离(ESI+)

MRM通道：

吉⾮替尼-PROTAC-3： m/z=934.33 > 617.34（CV=60 V，CE=34 eV）
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吉⾮替尼： m/z=447.25 > 128.20（CV=36 V，CE=30 eV）

吉⾮替尼-d6： m/z=453.16 > 134.2（CV=50 V，CE=48 eV）

⽑细管电压： 2 kV

数据管理

数据采集软件： MassLynx™ V 4.2

数据处理软件： TargetLynx™ XS

结果与讨论

本研究开发的⽣物分析⽅法可同时定量分析吉⾮替尼(C22H24ClFN4O3)和吉⾮替尼-PROTAC-3 (C47H57ClFN7O8

S)。⾊谱分离经过优化，能够检测吉⾮替尼和吉⾮替尼-PROTAC-3的给药化合物及代谢物。使⽤⼤⿏⾎浆样品评

估了校准范围（10 pg/mL~1,000 ng/mL）。

质谱分析

使⽤MassLynx Intellistart™软件评估了每种分析物的质谱MRM⽅法参数。各分析物溶液（100 nL/mL，50:50⼄

腈:⽔+0.1%甲酸）以10 µL/min的流速单独进样（使⽤质谱仪的机载流路）。在ESI+和ESI-模式下评估了⺟离⼦

、⼦离⼦、锥孔电压和碰撞能量。三种分析物在ESI+模式下均显⽰出最强的信号响应，下⾯的图3显⽰了吉⾮替尼

-PROTAC-3分析物的IntelliStart优化报告⽰例。结果表明，分析物产⽣质⼦化⺟离⼦，质荷⽐为m/z=934.33，并

在m/z=617.34和182.06处检测到主要碎⽚离⼦。对于m/z=617.34离⼦，两种分析物的锥孔电压曲线相当平坦，优

化为88 V，最佳碰撞能量分别确定为34和58 eV。由于通道m/z=934.17‒617.34的响应更强，因此被选为吉⾮替尼

-PROTAC-3的定量通道，使⽤通道m/z=447.25‒128.20（CV=36 V，CE=30 eV）监测吉⾮替尼，使⽤通道m/z=

=453.29‒134.25（CV=50 V，CE=48 eV）监测吉⾮替尼-d6。⽤于吉⾮替尼浓度采集的质谱采集条件采⽤了Molly

等⼈先前报道的使⽤串联四极杆质谱仪的条件，这些条件已在上⾯的⽅法学部分列出4。
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图3.吉⾮替尼-PROTAC-3的Intellistart正离⼦ESI MRM优化

⾊谱分析

先前针对吉⾮替尼体内代谢的研究确定了⼏种极性代谢物，为防⽌这些代谢物与吉⾮替尼共洗脱，需要使⽤低有

机相组成起始的反相梯度3,4。 ⽽吉⾮替尼-PROTAC-3需要使⽤⾼有机相浓度的流动相才能实现洗脱。因此，为了

分离吉⾮替尼、吉⾮替尼-PROTAC-3以及任何潜在⽣物转化，我们对⾊谱分析进⾏了优化。最终条件采⽤

ACQUITY UPLC HSS T3⾊谱柱，柱温60 °C，梯度为：2 min内5‒95%⼄腈-⽔相，95%⼄腈保持2 min，然后在

4.1 min返回初始条件，流速为600 μL/min。在这些条件下，吉⾮替尼和吉⾮替尼-PROTAC-3洗脱的保留时间tR

分别为1.40 min和1.86 min。

样品前处理

如前⽂所述，使⽤1:3的样品(20 μL)与有机溶剂⽐率，通过蛋⽩沉淀法制备⾎浆样品。

校准范围

在10 pg/mL~1,000 ng/mL的范围内评估了吉⾮替尼-PROTAC-3⽅法的检测下限(LLoD)和可⽤线性动态范围。⼤

⿏⾎浆中的检测限为20 pg/mL（柱上进样量2.5 fg），代表性⾊谱图⻅图5。使⽤内标定量⽅法和1/x加权，确定

标准曲线的线性范围约为5个数量级(20 pg/mL‒1,000 ng/mL)。代表性标准曲线⻅图6，相关系数r2=0.998，负值
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截距为-152.165。

图5.使⽤2.1 x 50 mm ACQUITY HSS T3 1.7 µm C18⾊谱柱在正离⼦模式下对20 pg/mL吉⾮替尼-

PROTAC-3标准品进⾏LC-MS/MS分析，柱温维持在60 °C，采⽤5‒95%⽔‒⼄腈（含1 mM甲酸铵和

0.1%甲酸）的梯度洗脱，梯度时间为2分钟，并保持2分钟。

测得吉⾮替尼的检测限为0.05 ng/mL，相关系数为0.997，⼤⿏⾎浆提取物中吉⾮替尼的典型标准曲线和LOQ标

准品如图7所⽰。

为期三天的验证研究

之前的研究表明，⼩⿏和⼤⿏PO给药后吉⾮替尼吸收良好，在给药后1⼩时观察到⾎浆峰浓度，以50 mg/kg的剂

量向⼩⿏给药时，峰浓度值为7 µg/mL4。 ⾎浆浓度迅速下降，半衰期为3.8 h，给药后24 h⼏乎检测不到药物。因

此，在剂量⽔平通常为1-10 mg/kg的典型临床前安全性评估研究中，选择0.5-1000 ng/mL的分析浓度范围，对吉
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⾮替尼和吉⾮替尼-PROTAC-3的⽣物分析⽅法进⾏了为期三天的验证。在三天内按以下顺序分析三批样品：溶剂

空⽩；空⽩；标准曲线（0、0.5、1、2、5、10、20、50、100、500和1000 ng/mL）；基质空⽩；QC（3、

75、800 ng/mL）样品；空⽩；提取的⾎浆样品；QC（3、75和800 ng/mL）；空⽩；标准曲线（0、0.5、1、

2、5、10、20、50、100、500和1000 ng/mL）；空⽩。为期三天的验证结果表明，两种化合物均表现出优异的

重现性和准确度，如表1和表2所⽰。

表2.在为期三天的验证中，吉⾮替尼的定量分析结果总结（每种标准品和QC共进⾏6次分析）

通过分析QC样品（3、75和800 ng/mL），测定吉⾮替尼和吉⾮替尼-PROTAC-3的冻融稳定性。样品制备完成后

，在-20 °C下进⾏三次冻融循环，然后直接分析。结果表明，吉⾮替尼和吉⾮替尼-PROTAC-3的实测浓度准确度

%范围分别为102.9%-108.1%和69.7%-109.1%。
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结论

蛋⽩⽔解靶向嵌合体(PROTAC)通过与泛素E3连接酶结合的蛋⽩质靶向配体，实现蛋⽩酶体介导的靶蛋⽩降解，其

分⼦量范围为700‒1000 Da。在药物发现和开发过程中，需要确定PROTAC分⼦的DMPK特性，其研究⽅法与所有

⼩分⼦和⽣物制剂类似；因此需要⼀种⾼灵敏度的⽣物分析⽅法。本研究使⽤沃特世串联四极杆质谱仪开发并验

证了⼀种反相梯度LC-MS/MS⽣物分析⽅法，⽤于定量分析⼤⿏⾎浆中的吉⾮替尼-PROTAC-3。检测限为20 

pg/mL（柱上进样量2.5 fg），动态范围为0.02~1,000 ng/mL。在1~1,000 ng/mL浓度范围内对该⽅法进⾏了为

期三天的验证。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134889751>

MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>

TargetLynx <https://www.waters.com/513791>
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