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摘　 要　 目的:建立高效液相色谱-串联质谱(HPLC-MS / MS)法,测定人血浆中利伐沙班(RIV)及其主要代谢产物 M1(RIV-M1)
的浓度。 方法:采用蛋白沉淀法对样品进行前处理。 RIV 以 RIV-D4 为内标,采用电喷雾离子源正离子(ESI+)模式;色谱柱为
Agela

 

Venusil
 

MP
 

C18 柱(3
 

μm,3
 

mm×50
 

mm),流动相为 0. 1%甲酸-2
 

mmol / L 乙酸铵水溶液(A)和 0. 1%甲酸-乙腈溶液(B),流速
为 0. 5

 

mL / min。 RIV-M1 以 5-氟尿嘧啶为内标,采用负离子(ESI-)模式;色谱柱为 Waters
 

XBridge
 

BEH
 

C18 柱(3. 5
 

μm,4. 6
 

mm×
50

 

mm),流动相为 0. 1%氨水(A)和乙腈(B),流速为 0. 8
 

mL / min。 收集重庆大学附属肿瘤医院口服 RIV 的患者血浆样本进行血
药浓度检测。 结果:RIV 在 1~ 500

 

ng / mL 内线性关系良好( r2 = 0. 999
 

2),准确度为 100. 30% ~ 108. 00%;批间和批内精密度均<
6. 20%。 RIV-M1 在 5~ 200

 

ng / mL 内线性关系良好( r2 = 0. 998
 

6),准确度为 88. 30% ~ 97. 80%;批间和批内精密度均< 8. 34%。
RIV 和 RIV-M1 的提取回收率、基质效应、残留效应和稳定性均满足生物样品定量分析方法的要求。 对 6 例不同给药剂量的临床
样本进行定量检测,RIV 的浓度为 137. 00 ~ 612. 00

 

ng / mL,RIV-M1 的浓度为 5. 66 ~ 43. 10
 

ng / mL。 结论:本研究成功构建了用于
RIV 和 RIV-M1 血药浓度检测的 HPLC-MS / MS 方法,为 RIV 的药动学研究和个体化给药提供了方法学参考。
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ABSTRACT 　 OBJECTIVE:
 

To
 

establish
 

the
 

high-performance
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry
 

(HPLC-MS / MS)
 

method
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

rivaroxaban
 

( RIV)
 

and
 

its
 

major
 

metabolite
 

M1
 

( RIV-M1)
 

in
 

human
 

plasma.
 

METHODS:
 

Protein
 

precipitation
 

method
 

was
 

adopted
 

for
 

sample
 

pretreatment.
 

RIV
 

was
 

analyzed
 

by
 

using
 

RIV-D4
 

as
 

the
 

internal
 

standard
 

in
 

electrospray
 

ionization
 

positive
 

mode
 

(ESI+),
 

the
 

chromatographic
 

column
 

was
 

Agela
 

Venusil
 

MP
 

C18
 column

 

( 3
 

μm,
 

3
 

mm × 50
 

mm),
 

the
 

mobile
 

phase
 

was
 

0. 1%
 

formic
 

acid-2
 

mmol / L
 

ammonium
 

acetate
 

aqueous
 

solution
 

( A )
 

and
 

0. 1%
 

formic
 

acid-acetonitrile
 

solution
 

( B ),
 

with
 

a
 

flow
 

rate
 

of
 

0. 5
 

mL / min.
 

RIV-M1
 

was
 

analyzed
 

by
 

using
 

5-fluorouracil
 

as
 

the
 

internal
 

standard
 

in
 

electrospray
 

ionization
 

negative
 

mode
 

(ESI-),
 

the
 

chromatographic
 

column
 

was
 

Waters
 

XBridge
 

BEH
 

C18
 column

 

(3. 5
 

μm,
 

4. 6
 

mm×50
 

mm),
 

the
 

mobile
 

phase
 

was
 

0. 1%
 

ammonia
 

solution
 

(A)
 

and
 

acetonitrile
 

(B),
 

with
 

a
 

flow
 

rate
 

of
 

0. 8
 

mL / min.
 

Plasma
 

samples
 

from
 

patients
 

received
 

oral
 

RIV
 

in
 

Chongqing
 

University
 

Cancer
 

Hospital
 

were
 

collected
 

for
 

blood
 

concentration
 

analysis.
 

RESULTS:
 

RIV
 

exhibited
 

good
 

linearity
 

( r2 = 0. 999
 

2)
 

within
 

the
 

range
 

of
 

1
 

ng / mL
 

to
 

500
 

ng / mL,
 

with
 

accuracy
 

ranging
 

from
 

100. 30%
 

to
 

108. 00%,
 

both
 

inter-batch
 

and
 

intra-batch
 

precision
 

were
 

< 6. 20%.
 

RIV-M1
 

exhibited
 

good
 

linearity
 

( r2 = 0. 998
 

6)
 

within
 

the
 

range
 

of
 

5
 

ng / mL
 

to
 

200
 

ng / mL,
 

with
 

accuracy
 

ranging
 

from
 

88. 30%
 

to
 

97. 80%,
 

both
 

inter-batch
 

and
 

intra-batch
 

precision
 

were
 

<8. 34%.
 

The
 

extraction
 

recovery
 

rates,
 

matrix
 

effects,
 

residual
 

effects
 

and
 

stabilities
 

of
 

RIV
 

and
 

RIV-M1
 

all
 

met
 

the
 

requirements
 

of
 

quantitative
 

analysis
 

methods
 

for
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biological
 

samples.
 

Quantitative
 

detection
 

for
 

clinical
 

samples
 

from
 

6
 

subjects
 

at
 

different
 

dosages
 

showed
 

that
 

the
 

concentration
 

of
 

RIV
 

ranged
 

from
 

137. 00
 

ng / mL
 

to
 

612. 00
 

ng / mL
 

and
 

the
 

concentration
 

of
 

RIV-M1
 

ranged
 

from
 

5. 66
 

ng / mL
 

to
 

43. 10
 

ng / mL.
 

CONCLUSIONS:
 

This
 

study
 

successfully
 

established
 

the
 

HPLC-MS / MS
 

method
 

for
 

detection
 

of
 

blood
 

concentration
 

of
 

RIV
 

and
 

RIV-M1,
 

which
 

provides
 

methodological
 

reference
 

for
 

pharmacokinetic
 

study
 

and
 

individualized
 

dosage
 

of
 

RIV.
KEYWORDS　 Rivaroxaban;

 

Metabolite;
 

Rivaroxaban-M1;
 

HPLC-MS / MS;
 

Blood
 

concentration

　 　 利伐沙班(rivaroxaban,RIV)为高选择性、直接抑制凝血因

子Ⅹa 的新型口服抗凝血药,通过抑制凝血酶原转化为凝血

酶,有效阻断凝血瀑布的放大效应[1] 。 RIV 主要通过细胞色

素 P450 酶(CYP) 3A4 和 CYP2J2 代谢,经过吗啉环的氧化降

解和酰胺键的水解等过程,最终生成以利伐沙班-M1 ( RIV-
M1)为代表的一系列代谢产物[2] 。 因 RIV 具有疗效确切、出
血风险小和无需常规监测凝血指标等优势,已被广泛用于非

瓣膜性心房颤动相关脑卒中、深静脉血栓和肺栓塞的预防和

治疗[3-5] 。 然而,RIV 和 RIV-M1 的体内暴露量存在显著的个

体差异,谷浓度(Cmin )变异系数为 81. 9%,体内暴露量差异可

高达 15 倍[6-8] 。 药时曲线下面积(AUC)易受肾功能、体重、年
龄和药物相互作用等多种因素影响[9-10] 。 与 CYP3A4 强抑制

剂地尔硫 联合应用,RIV 的 AUC 增加了 40%,显著增加了心

房颤动患者严重出血的风险[11-12] 。 相关指南推荐心房颤动患

者使用 RIV 抗凝治疗时的血药浓度为 12 ~ 343
 

ng / mL[13-15] 。
因此,对于特殊人群,尤其是存在突破性血栓和出血的患者,
根据 RIV 和 RIV-M1 血药浓度检测结果制定个体化药物治疗

方案具有重要的临床意义[16] 。
目前,已有多种分析方法用于 RIV 的血药浓度检测,包括

凝固法、发光法和抗Ⅹa 因子活性法等[17-20] 。 然而,上述方法

均存在特异性差等问题,容易受凝血因子缺乏和其他抗凝血

药的影响,且不适用于 RIV-M1 的血药浓度检测[21] 。 高效液

相色谱-串联质谱( HPLC-MS / MS)技术凭借其极高的灵敏度、
特异性和高通量能力,是复杂生物基质中药物及其代谢产物

定量分析的“首选方法” [22] 。 既往文献报道了采用放射性示踪

法检测14C 标记的 RIV 代谢产物,因涉及放射性暴露、操作复杂

且成本高昂,并不适用于临床血药浓度检测[23] 。 因此,本研究

旨在构建一种高度灵敏、特异、稳健的 HPLC-MS / MS 方法,用于

定量检测患者 RIV 及其代谢产物 RIV-M1 的血药浓度。
1　 材料
1. 1　 仪器

AB
 

SCIEX
 

Triple
 

QuadTM
 

4500MD 液相色谱串联质谱检测

系统,由高效液相色谱仪 ( JasperTM )、 三重四级杆质谱仪

(4500MD)和分析软件 Analyst 􀅺
 

MD(版本号 1. 6)组成(美国

AB
 

SCIEX 公司);H1-16KR 型医用离心机(湖南可成仪器设备

有限公司);SB-5200D 型超声波清洗机(宁波新芝生物科技股

份有限公司);KB3 型涡旋混合仪(南京迪乐嘉生物科技有限

公司);Milli-Q 纯水系统(美国 Millipore 公司);Quintix125D-
1CN 万分之一分析天平(SQP 型,德国 Sartorius 公司);移液器

(德国 Eppendorf 公司)。
1. 2　 药品与试剂

RIV( 批号为 C5688521,纯度 ≥ 99%)、 RIV-D4 ( 批号为

C6594264,纯度≥98%),购自上海麦克林生化科技有限公司;
RIV-M1(批号为 U56K514,纯度≥94%)、5-氟尿嘧啶(5-FU,批

号为 M17GB148678,纯度≥98%),购自上海源叶生物科技有

限公 司; 利 伐 沙 班 片 ( 批 号 为 5A0044DH6, 国 药 准 字

H20213380),购自齐鲁制药有限公司;甲醇(批号为 YCCG1H,
色谱纯)、乙腈(批号为 Z1GA1H,色谱纯),购自美国 TEDIA 公

司;甲酸(批号为 202674,色谱纯),购自赛默飞世尔科技(中

国)有限公司;乙酸铵(批号为 2019042801),购自成都市科隆

化学品有限公司;氨水(批号为 20100310),购自重庆川东化工

(集团)有限公司;水为 Milli-Q 高纯水。
2　 方法与结果
2. 1　 色谱条件

2. 1. 1　 RIV 与 RIV-D4:色谱柱为 Agela
 

Venusil
 

MP
 

C18 色谱柱

(3
 

μm,3
 

mm×50
 

mm);柱温为 40
 

℃ ;进样量为 10
 

μL;流动相

A 相为 0. 1%甲酸- 2
 

mmol / L 乙酸铵水溶液,B 相为 0. 1%甲

酸-乙腈溶液,梯度洗脱(0~1. 0
 

min,30%B;1. 0~1. 5
 

min,30% ~
90%B;1. 5~ 2. 5

 

min,90%B;2. 5 ~ 3. 0
 

min,90% ~ 30%B;3. 0 ~
3. 5

 

min,30%B);流速为 0. 5
 

mL / min。
2. 1. 2　 RIV-M1 与 5-FU:色谱柱为 Waters

 

XBridge
 

BEH
 

C18 色

谱柱( 3. 5
 

μm, 4. 6
 

mm × 50
 

mm);柱温为 40
 

℃ ;进样量为

5
 

μL;流动相 A 相为 0. 1%氨水,B 相为乙腈,梯度洗脱( 0 ~
1. 5

 

min,10%B;1. 5 ~ 2. 0
 

min,10% ~ 70%B;2. 0 ~ 2. 5
 

min,70%
B;2. 5~ 3. 0

 

min,70% ~ 10% B;3. 0 ~ 4. 0
 

min,10% B);流速为

0. 8
 

mL / min。
2. 2　 质谱条件

离子源为电喷雾离子源(ESI),RIV 为正离子模式,RIV-M1
为负离子模式,多重反应监测方式采集信号,质谱参数见表 1。

表 1　 RIV 和 RIV-M1 质谱检测参数

化合物
母离子 /
(m / Z)

子离子 /
(m / Z)

去簇电压 /
V

碰撞能
量 / V

喷雾电
压 / V

离子源
温度 / ℃

RIV 436. 2 145. 0 123 37 5
 

500 550
RIV-D4 440. 0 145. 0 126 38
RIV-M1 466. 0 394. 0 -32 -12 -4

 

500 550
5-FU 129. 0 42. 0 -48 -25

2. 3　 储备溶液的配制

精密称取 RIV 和 RIV-D4 标准品,分别用二甲基亚砜溶解

后获得浓度为 1
 

mg / mL 的储备溶液,置于-80
 

℃ 冰箱冷冻保

存。 精密称取 RIV-M1 和 5-FU 标准品,分别用纯水溶解后获

得浓度为 1
 

mg / mL 的储备溶液,置于-80
 

℃冰箱冷冻保存。
2. 4　 工作溶液、质控溶液和内标的制备

将 RIV 储备溶液用甲醇稀释为 10、50、100、500、1
 

000、
2

 

500 和 5
 

000
 

ng / mL 的工作溶液,另将 RIV 储备溶液配制为

30、750 和 3
 

750
 

ng / mL 的质控溶液。 RIV-D4 储备溶液用甲

醇-乙腈(V ∶ V= 4 ∶ 1)溶液稀释至 20
 

ng / mL,于 4
 

℃ 下保存备

用。 将 RIV-M1 储备溶液用乙腈稀释为 50、100、200、400、800、
1

 

600 和 2
 

000
 

ng / mL 的工作溶液,另将 RIV-M1 储备溶液配制
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为 150、750 和 1
 

500
 

ng / mL 的质控溶液。 5-FU 储备溶液用乙

腈稀释为 100
 

ng / mL,于 4
 

℃下保存备用。
2. 5　 样本的制备

2. 5. 1　 标准样本和质控样本的制备: ( 1) 取人空白血浆

90
 

μL,分别加入“2. 4”项下不同浓度的 RIV 工作溶液和质控

溶液 各 10
 

μL, 得 到 终 浓 度 为 1、 5、 10、 50、 100、 250 和

500
 

ng / mL 的系列标准样本,以及终浓度为 3、75 和 375
 

ng / mL
的质控样本。 (2)取人空白血浆 90

 

μL,分别加入“2. 4”项下

不同浓度的 RIV-M1 工作溶液和质控溶液各 10
 

μL,得到终浓

度为 5、10、20、40、80、160 和 200
 

ng / mL 的系列标准样本,以及

终浓度为 15、75 和 150
 

ng / mL 的质控样本。
2. 5. 2　 样本前处理:采用蛋白沉淀法对样本溶液进行前处

理。 取血浆样品 100
 

μL 置于 1. 5
 

mL 离心管中,加入沉淀剂

(含内标) 300
 

μL,涡旋混合 5
 

min,随后在 4
 

℃ 、14
 

000
 

r / min
(离心半径为 86

 

mm)条件下离心 10
 

min,取上清液 200
 

μL 至

棕色进样瓶中,待 HPLC-MS / MS 检测。
2. 6　 临床样本收集

收集 2025 年 9 月重庆大学附属肿瘤医院 6 例接受 RIV 治

疗的患者全血样本,患者连续服用 RIV
 

3
 

d 后,在下次给药前

0. 5~ 1
 

h(谷浓度)或服药后 2~ 3
 

h(峰浓度)抽取静脉血,分别

测量 RIV 和 RIV-M1 的稳态浓度(Css )。
2. 7　 方法学验证

2. 7. 1　 选择性:分别取 6 名不同来源的人空白血浆,按

“2. 5. 2”项下方法处理,并进行样本分析。 RIV 和 RIV-D4 的保

留时间均为 1. 67
 

min,见图 1;RIV-M1 和 5-FU 的保留时间分别

为 2. 68 和 0. 63
 

min,见图 2。 血浆中内源性物质的响应值均低

于待测物定量下限(LLOQ)的 20%,且不高于内标响应的 5%。

A. RIV 空白血浆样本;B. RIV 的 LLOQ 血浆样本;C. RIV-D4
空白血浆样本;D. RIV-D4 的 LLOQ 血浆样本。

图 1　 RIV 和 RIV-D4 的选择性色谱图

2. 7. 2　 标准曲线和定量下限:以“2. 5. 1”项下的 7 个梯度浓

度标准样本作为标准曲线的校正浓度水平,按“2. 5. 2”项下方

法处理,并进样分析。 以待测物与内标物的峰面积比值为纵

坐标(Y),待测物浓度( ng / mL)为横坐标(X),采用加权( ω =
1 / X2 )最小二乘法构建线性回归方程,并计算 r2 值。 结果显

A. RIV-M1 空白血浆样本;B. RIV-M1 的 LLOQ 血浆样本;
C. 5-FU 空白血浆样本;D. 5-FU 的 LLOQ 血浆样本。
图 2　 RIV-M1 和 5-FU 的选择性色谱图

示,RIV 在 1~ 500
 

ng / mL 内具有良好的线性关系,线性回归方

程为 Y= 0. 028
 

3
 

X+ 0. 005
 

2,r2 = 0. 999
 

2,LLOQ 为 1
 

ng / mL;
RIV-M1 在 5~ 200

 

ng / mL 内具有良好的线性关系,线性回归方

程为 Y= 0. 019
 

3
 

X+0. 015,r2 = 0. 998
 

6,LLOQ 为 5
 

ng / mL。
2. 7. 3　 准确度和精密度:取 LLOQ 工作溶液和低、中、高 3 个

浓度的质控溶液各 6 份,连续测定 3
 

d,评估分析方法的批内

(n= 6)和批间(n = 3)准确度和精密度。 结果显示,准确度均

不超过质控样品标示浓度的±15%,精密度 RSD 不超过 15%,
见表 2。

表 2　 RIV 和 RIV-M1 的准确度和精密度结果

化合物
标示浓度 /
(ng / mL)

准确度 / % 精密度 RSD / %
批内 批间 批内 批间

RIV 1 106. 50 108. 00 4. 59 0. 93
3 106. 33 103. 67 3. 17 6. 20

75 100. 03 102. 27 4. 71 2. 43
375 104. 09 107. 36 2. 09 3. 32

RIV-M1 5 88. 30 97. 80 7. 47 8. 34
15 91. 33 97. 07 7. 03 6. 12
75 93. 44 95. 87 5. 36 5. 46

150 95. 44 96. 31 4. 79 4. 37

2. 7. 4　 提取回收率和基质效应:取 6 批不同来源的人空白血

浆和低、中、高 3 个浓度水平的质控溶液,按“2. 5”项下方法处

理并进样分析,得到待测物的峰面积 A1;另取人空白血浆,按
“2. 5. 2”项下方法处理后,取上清液 90

 

μL,加入质控溶液

10
 

μL 及内标工作液 300
 

μL,配制成低、中、高 3 个浓度水平的

质控样本各 6 份,得到待测物峰面积 A2。 以 A1 与 A2 的比值

计算提取回收率,RSD 均≤15%,见表 3。 取纯水 90
 

μL 代替

人空白血浆,加入质控溶液 10
 

μL 及内标工作液 300
 

μL,配制

成低、中、高 3 个浓度水平的质控样本各 6 份,得到待测物峰

面积 A3。 以 A2 与 A3 的比值计算经内标归一化的基质因子,
RSD 均≤15%,见表 3。 结果表明,样品前处理方法适用于待

测物的提取分析,且基质对样品分析没有影响。
2. 7. 5　 残留效应:在进样定量上限(ULOQ)样本后,立即进样

一针不含分析物和内标的处理过的空白血浆样品溶液。 通过

比较空白血浆样品中目标分析物的响应与 LLOQ 的响应,来
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　 　 　 　表 3　 RIV 和 RIV-M1 的提取回收率和基质效应结果

化合物
标示浓度 /
(ng / mL)

提取回收率 基质效应
回收率 / % RSD / % 基质因子 RSD / %

RIV 3 65. 00 3. 89 0. 87 2. 27
75 63. 00 3. 21 0. 86 3. 78

375 61. 00 3. 17 1. 09 3. 24
RIV-M1 15 101. 02 11. 71 1. 97 10. 98

75 101. 64 9. 99 1. 87 13. 22
150 97. 88 7. 63 2. 06 13. 05

确认残留效应。 结果显示,RIV 和 RIV-M1 均无残留,见图 3。

A. RIV 的残留效应;B. RIV-M1 的残留效应。
图 3　 RIV 和 RIV-M1 的残留效应

2. 7. 6　 稳定性:取 LLOQ 工作溶液和低、中、高 3 个浓度的质

控溶液各 3 份,经室温(25
 

℃ )放置 8
 

h、进样器(15
 

℃ )放置

12
 

h、-80
 

℃放置 7
 

d 或反复冻融 3 次后测定,以评估样本的稳

定性。 结果显示,在上述条件下,RIV 和 RIV-M1 的平均浓度

和标示浓度的偏差均<15%,表明本方法在检测所需的环境下

保持稳定,见表 4。
表 4　 RIV 和 RIV-M1 的稳定性结果

化合物
标示浓度 /
(ng / mL)

偏差 / %

25
 

℃ ,8
 

h 15
 

℃ ,12
 

h
-20

 

℃ ,12
 

h,
3 个循环

-80
 

℃ ,7
 

d

RIV 1 9. 33 5. 00 5. 73 2. 87
3 7. 78 -7. 00 0. 22 -3. 00

75 5. 07 -1. 16 -2. 40 -1. 42
375 8. 00 5. 24 -2. 67 4. 89

RIV-M1 5 6. 87 -1. 93 13. 47 9. 87
15 4. 00 0. 44 -4. 44 7. 33
75 2. 98 -2. 44 -3. 11 -2. 04

150 -2. 67 3. 78 -5. 78 3. 11

2. 8　 临床样本检测结果

共收集 6 例患者的临床样本,血药浓度检测结果显示,
RIV 的 Css 为 137. 00~ 612. 00

 

ng / mL,RIV-M1 的 Css 为 5. 66 ~
43. 10

 

ng / mL,4 号患者 RIV 的 Css,max 超出线性范围的 ULOQ,
其余均在所建方法的线性范围内,见表 5。

表 5　 RIV 和 RIV-M1 的临床样本检测结果
患者编号 给药剂量 浓度类型 RIV 浓度 / (ng / mL) RIV-M1 浓度 / (ng / mL)
1 10

 

mg,1 日 1 次 Css,max 329. 00 21. 00
2 10

 

mg,1 日 1 次 Css,max 233. 00 43. 10
3 20

 

mg,1 日 1 次 Css,max 294. 00 41. 70
4 20

 

mg,1 日 1 次 Css,max 612. 00 33. 90
5 15

 

mg,1 日 2 次 Css,min 137. 00 5. 66
6 15

 

mg,1 日 2 次 Css,max 351. 00 39. 00
　 　 注:Css,max 为稳态峰浓度,Css,min 为稳态谷浓度。

3　 讨论
本研究在系统优化色谱-质谱条件与样本前处理流程的基

础上,成功建立了快速简便的 HPLC-MS / MS 方法,以定量检测

RIV 及其代谢产物 RIV-M1 的血药浓度。 一方面,相比于凝固

法、发光法和抗Ⅹa 因子活性法,具有更高的准确性、特异性和

灵敏度,其结果直接反应 RIV 和 RIV-M1 的体内真实药物浓

度,不受肝肾功能不全,联合应用肝素、直接凝血酶抑制剂和

其他Ⅹa 因子抑制剂的影响[17-20] ;另一方面,相较于成本高且

操作繁琐的固相萃取法,蛋白沉淀法不仅操作简便、回收率

高,且灵敏度完全满足检测要求[24] 。
结合化合物的理化性质和相关文献[25-27] ,本研究对色谱

和质谱条件进行了系统性优化。 离子抑制通常源于流动相与

目标物质的竞争电离,优化流动相组成和梯度洗脱条件,可以

改变目标物质与干扰物的色谱保留行为,实现更有效的分离。
RIV 初始采用水(A)-乙腈(B)进行梯度洗脱,分析物的响应值

不稳定且重现性差,提示可能存在离子化效率波动问题[28-29] 。
为提高稳定性和离子化效率,本研究系统性考察了添加挥发

性酸(0. 1%甲酸,V / V)和缓冲盐(乙酸铵,2
 

mmol / L)的效果,
最终确定 A 相为 0. 1%甲酸-2

 

mmol / L 乙酸铵水溶液,B 相为

0. 1%的甲酸-乙腈溶液。 RIV-M1 采取电喷雾离子源负离子模

式,在 0. 1%甲酸-水溶液(A)和 0. 1%甲酸-乙腈( B)条件下进

行等度洗脱和梯度洗脱,响应值低且无法定量分析。 使用碱

性流动相通常可以提高分析物的响应信号,经过系统性考察

添加挥发性碱( 0. 05%氨水,V / V;0. 1%氨水,V / V)的效果,最
终确定流动相 A 为 0. 1%氨水、B 为乙腈。 另外,选择 Waters

 

XBridge
 

BEH
 

C18 色谱柱(pH = 1~ 12),可以更好地耐受碱性流

动相,结果更加稳定。 最后,通过优化梯度洗脱条件,实现了

RIV、RIV-M1 与内源性杂质的有效分离,显著降低了离子抑制

效应和基质干扰。 经验证,本方法同时满足美国食品药品监

督 管 理 局 《 Bioanalytical
 

Method
 

Validation
 

Guidance
 

for
 

Industry》和《中华人民共和国药典(四部)》9012 生物样品定量

分析方法验证指导原则中所有生物样品分析的要求。
虽然目前尚无 RIV 准确的血药浓度范围,药动学研究结

果推荐 RIV
 

10
 

mg / d 的谷浓度为 4 ~ 51
 

ng / mL,峰浓度为

7~ 273
 

ng / mL,20
 

mg / d 的谷浓度为 12 ~ 137
 

ng / mL,峰浓度为

184~ 343
 

ng / mL,本方法的线性范围可以满足临床检测需

求[14] 。 4 号患者的 RIV 的 Css,max 为 612
 

ng / mL,超出了本方法

的 ULOQ,考虑为个体间差异所致。 为了满足异常值的检测,
进一步验证本方法的稀释效应,将 800

 

ng / mL 标准样本溶液

稀释至 80
 

ng / mL 后,检测结果的准确性为 104. 15%,精密度

RSD 为 5. 44%,提示样品稀释不影响检测结果的准确度和精

密度,进一步扩大了本方法的临床适用范围。
综上所述,本研究构建的 HPLC-MS / MS 法具有良好的科

学性、规范性与实用价值,为 RIV 及其代谢产物的药动学研究

和个体化给药策略制定提供了可靠的分析工具。 而 RIV 在不

同给药剂量下的血药浓度范围需要在更大范围的样本中进一

步研究。
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