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临床研究⼈员⽬前正在重新调整⼩分⼦抗病毒和抗炎药的⽤途，以治疗SARS-CoV-2引起的新型冠状病毒病(

COVID-19)。研究阶段通常需要进⾏剂量研究，⽽药代动⼒学(PK)和药效学(PD)是该过程的关键组成部分。针对这

些候选药物，需要采⽤探索性的检测⽅法来协助完成此项⼯作。LC-MS/MS作为⼀种定量分析⽅法，能够通过单次

运⾏完成多种药物的测定并缩短周转时间，符合上述需求。

本研究开发了⼀种使⽤50 µL样品分析⾎浆中法匹拉⻙、瑞德西⻙(GS-5734)、GS-441524、氯喹、羟氯喹、脱⼄

基氯喹、洛⽪那⻙、利托那⻙和地塞⽶松的⽅法。使⽤含内标的溶液沉淀样品，然后稀释上清液，再进样⾄

ACQUITY UPLC I-Class/Xevo TQ-S micro IVD系统。分离采⽤CORTECS T3, 2.1 mm x 50 mm, 2.7 µm⾊谱柱以

梯度洗脱⽅式进⾏，所⽤流动相由甲酸铵、甲酸和甲醇组成。

结果表明，该⽅法能够发挥出⾊的分析灵敏度、线性、精密度和准确度，⽽且在相关分析物范围内具有可重现的

提取效率和基质效应。本研究评估了样品在⾎浆中的稳定性，并推断应限制样品暴露于室温下，以尽量减少含瑞

德西⻙样品的降解。

在临床研究中，该⽅法为能够测定⼩分⼦抗病毒和抗炎药的分析⽅法提供了⼀个良好的开端。

优势

样品前处理⽅法简单，可实现⾼样品通量■

可对9种抗病毒和抗炎药进⾏快速稳定的⾊谱分离■

采⽤Xevo TQ-S micro系统，可在宽动态范围内进⾏⾼分析灵敏度检测■

简介

为快速应对新型冠状病毒病(COVID-19)疫情，研究⼈员正在对各种抗病毒和抗炎药进⾏临床研究试验，以期通过

阻碍病毒融合和复制以及后续的过度刺激炎症反应来减少SARS-CoV-2病毒的影响。对于这些重新调整⽤途的药物

，由于尚未完全掌握⼀些新型抗病毒药物的药代动⼒学和药效学作⽤，因此确定其正确给药⽅案就变得尤其重要

。

为全⼒⽀持与这些调查相关的研究，需要使⽤合适的分析⽅法以提供精准数据。LC-MS/MS作为⼀种定量分析⽅法

，能够通过单次运⾏完成多种药物的测定并缩短周转时间，符合上述需求。 

本研究开发了⼀种在临床研究中分析⾎浆中法匹拉⻙、瑞德西⻙(GS-5734)、GS-441524、氯喹、羟氯喹、脱⼄基

氯喹、洛⽪那⻙、利托那⻙和地塞⽶松的LC-MS/MS⽅法。该⽅法先进⾏简单的蛋⽩沉淀，然后进样⾄ACQUITY 

UPLC I-Class PLUS系统，并使⽤Xevo TQ-S micro质谱仪进⾏检测。该⽅法使⽤CORTECS 2.7 µm⾊谱柱快速分
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离化合物（进样间运⾏时间为4 min，图1），并且在剂量递增研究期间，Xevo TQ-S micro系统的宽动态范围为

这些化合物的分析提供了灵活性。

 
图1.使⽤CORTECS T3 2.7 µm⾊谱柱分析抗病毒和抗炎药获得的⾊谱分离结果

实验

样品描述：

使⽤100 µL含内标的30/70 (v/v)甲醇/0.1M ZnSO4（⽔溶液）沉淀50 μL⾎浆。充分混合，然后在

4000 g离⼼⼒下离⼼5 min。先⽤100 µL流动相A稀释50 µL上清液，再进样。

LC条件

LC系统： ACQUITY UPLC I-ClassFL

⾊谱柱： CORTECS T3, 2.1 mm x 50 mm, 2.7 µm

柱温： 45 °C

样品温度： 8 °C
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进样体积： 15 µL

流动相A： 含10 mM甲酸铵和0.2%甲酸的⽔溶液

流动相B： 甲醇

运⾏时间： 3.3 min

梯度表

MS条件

MS系统： Xevo TQ-S micro

电离模式： ESI+

采集模式： MRM（多反应监测） 详细参数⻅表格

⽑细管电压： 0.50 kV

离⼦源温度： 150 °C

脱溶剂⽓温度： 500 °C

锥孔⽓流速： 125 L/h
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脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

MRM参数

定性离⼦参数⻅括号内。（*利托那⻙使⽤洛匹那⻙-2H8 作为内标，原因是在⽅法开发期间使⽤利托那⻙13C3作为

标记物时，观察到⾼浓度利托那⻙产⽣了影响线性的⼲扰。）

数据管理

MS软件： MassLynx软件4.2版⾃带的TargetLynx XS

应⽤管理软件

结果与讨论
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根据FDA 2018版《⽣物分析⽅法验证⾏业指南》(Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry)评

价所开发的⽅法1。 ⾊谱分离采⽤CORTECS T3, 2.1 mm x 50 mm, 2.7 µm⾊谱柱。此⽅法使⽤的梯度条件能够保

留极性分析物，例如法匹拉⻙(0.85 min)和GS-441524(1.05 min)，同时对⾮极性化合物，例如利托那⻙(2.76 

min)和洛匹那⻙(2.82 min)具有⾊谱选择性，还能分离瑞德西⻙-13C6⾮对映异构体内标（⽤于准确定量瑞德西⻙

）（图2）。

 
图2.瑞德西⻙及其内标（瑞德西⻙-13C6⾮对映异构体）的⾊谱分离结果

结果表明，该⽅法⽤于所有分析物时，5次独⽴运⾏的校准曲线（1/x权重）均呈线性，r2均> 0.995，证明该⽅法

能够在宽动态范围内分析这些化合物（表1）。低浓度校准品的信噪⽐(S/N)评估结果证明了该⽅法对这些分析物

的分析灵敏度。结果表明，这些低浓度校准品的S/N在5次独⽴运⾏中均⼤于25:1。

 
表1.提取的⾎浆中，抗病毒和抗炎药校准品的校准范围、平均相关系数以及最低浓度校准品的平均S/N (PtP)
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我们在五天内每天对三个浓度的QC样品进⾏提取和定量分析，每个浓度五个重复样(n = 30)，确定⽅法的总精密度

。每个QC⽔平设置五个重复样，以评估⽅法的重复性。法匹拉⻙、氯喹、羟氯喹、脱⼄基氯喹、洛匹那⻙和利托

那⻙的低、中、⾼浓度分别为40、400、3000 ng/mL；瑞德西⻙的分别为2、400、3000 ng/mL；GS-441524的

分别为20、200和1500 ng/mL；地塞⽶松的分别为1、20和200 ng/mL。QC准确度范围为94%~108％，所有分析

物三种浓度下的总精密度和重复性均≤ 9.1％（图3）。

 
图3.在内部QC⾎浆样品中，提取的⾎浆中抗病毒和抗炎药分析的总精密度(a)和重复性(b)

由于之前已确定室温下瑞德西⻙在⾎浆中不稳定2，因此本研究评价了⾎浆样品中分析物在室温和冻融条件下的稳

定性，以掌握分析物不稳定性在样品储存和前处理过程中的影响。低浓度和⾼浓度下2 h和4 h的平均室温稳定性以

及3次冻融的稳定性⻅表2。
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表2.⾎浆中抗病毒和抗炎药的冻融稳定性（3次）和室温稳定性（2 h和4 h）

结果表明，应尽可能减少含瑞德西⻙样品暴露于室温下的情况，样品在3次冻融评估期间保持稳定。此外，还研究

了提取样品上样到⾃动进样器后的稳定性，结果表明样品可在8℃下稳定储存124 h。

使⽤单个⾎浆供体样品（BioIVT，n = 6）进⾏了分析物的基质效应研究。基质因⼦计算结果⻅图4。基于分析物

:内标响应⽐率计算归⼀化的基质因⼦，结果表明内标可以补偿观察到的所有离⼦抑制效应，并且该结果在单个样

品中可重现。

 
图4.⾎浆中抗病毒和抗炎药的提取效率(a)。基于⾎浆中抗病毒和抗炎药的峰⾯积和峰⾯积/内标响应⽐率计算得到

的基质因⼦(b)。

提取效率的评价⽅法是在三种浓度下评估提取的⾎浆样品，然后将其与后加标的空⽩⾎浆样品进⾏⽐较。结果表
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明，每种分析物在不同浓度下的提取效率均可重现，⽽⾮极性化合物的回收率较低（图3b）。

结论

本研究利⽤ACQUITY UPLC I-Class/Xevo TQ-S micro IVD系统开发了⼀种简单、快速的LC-MS/MS⽅法，⽤于在

临床研究中分析⾎浆中的抗病毒和抗炎药。 

该⽅法采⽤简单的蛋⽩沉淀法从⾎浆中提取药物，然后使⽤CORTECS T3⾊谱柱进⾏⾊谱分析，以便有选择性并

且快速地从提取样品中分离出药物。分析灵敏度、线性、精密度和准确度⾮常出⾊，提取效率和基质效应亦可重

现。

关于这些药物及其代谢物对SARS-CoV-2治疗效果的临床研究仍在进⾏中。⽬前我们尚未对RNA聚合酶抑制剂的磷

酸化代谢物进⾏评估，⽽核苷三磷酸化瑞德西⻙是外周⾎单核细胞(PBMC)中的主要代谢物，这可能成为另⼀个研

究热点3。 由于磷酸化分⼦能够与⾦属结合，因此使⽤LC-MS/MS⽅法实现稳定、可重现的定量分析是⼀道棘⼿难

题。未来在研究LC-MS/MS法对磷酸化分⼦进⾏可靠定量分析的⽅法时，可以使⽤螯合剂添加剂或⾼性能表⾯(

HPS)技术弥补现有不⾜。
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ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>■

Xevo TQ-S micro三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134798856>■

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

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