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前 言
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1. 前 言

 研究型实验室

 具备高难度项目检测能力

客户项目定位：

 科学规范高效

实验室定位：
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1. 前 言

4 2

8
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创新药

多代谢产物

内源性药物

复方药物

在研项目59项

完成申报 6项

罕见药

避光药物
• X格列汀
• BR61501
• H008
• AL58805

• 熊去氧胆酸
• 维A酸
• 谷胱甘肽
• 葡萄糖

• 注射用丹曲林钠

• 缬沙坦氢氯噻嗪
• 缬沙坦氨氯地平

• 氨氯地平
• 奥美拉唑

• 替格瑞洛
• 地儿硫卓
• 长春西汀
• 依那普利

• 咪达普利
• 阿托伐他汀
• 伊伐布雷定
• 依折麦布

实验室项目运行情况：
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案例分享
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2. 案例分享

01 创新药研究 04 阿托伐他汀

02 熊去氧胆酸 05 缬沙坦氢氯噻嗪

03 依折麦布 06 硝酸异山梨酯
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2.1 创新药研究

创新药物

研究平台

简要介绍

药物浓度检测

代谢产物鉴定
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2.1 创新药研究 简要介绍

已开展项目：

 X格列汀;

 BR61501;

 H008;

 AL58805;

可开展以下基质的药物浓度检测：

 血浆/血清/全血；

 尿液；

 粪便；

 外周血细胞；
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2.1 创新药研究 药物浓度检测

LC-MS/MS方法验证方案设计（血浆样品/尿液样品/粪便匀浆
液）：

 标准曲线

 选择性

 基质效应

 定量下限

 精密度、准确度

 残留

 稀释可靠性

 回收率

 分析批最大容量

 稳定性

 溶液稳定性

 融解基质短期稳定性

 处理后样品稳定性

 基质样品长期稳定性

 基质样品反复冻融稳定性

 全血稳定性（血浆样品）

 吸附考察（尿液样品）

 新鲜尿液冷藏放置稳定性（尿液样品）
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2.1 创新药研究 药物浓度检测

 单次给药研究（剂量爬坡）

 X格列汀爬坡32倍，线性范围，0.500～5000 ng/mL，10,000倍跨度；

 H008爬坡16倍，线性范围，0.0500～50.0，50.0～5000 ng/mL，100,000倍跨度；

 多次给药研究

 阳性对照药研究
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2.1 创新药研究 药物浓度检测

X格列汀：0.500～5000 ng/mL（ 10000倍 ）

20
18
临
床
研
究
及
生
物
样
本
分
析
峰
会
 

 
 
 
  
 （
只
供
交
流
学
习
使
用
）



北京阳光德美医药科技有限公司 / Beijing Scinovo Laboratories Ltd. 13

2.1 创新药研究 药物浓度检测

粪便空白样品

Sample Name: "26 001 DPP-IV-P1-CPK1001 DB 1"    Sample ID: "1"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "SGLT"    Mass(es): "421.200/174.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:       1     

Sample Type:     Unknown  

Concentration:      N/A            

Calculated Conc: No Intercept           

Acq. Date:       2018-09-13  

Acq. Time:       16:28:53  

 

Modified:           No    
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Sample Name: "26 001 DPP-IV-P1-CPK1001 DB 1"    Sample ID: "1"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "SGLT-d3(IS)"    Mass(es): "424.200/174.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:       1     

Sample Type:     Unknown  

Concentration:      1.00     ng/g  

Calculated Conc:    N/A            

Acq. Date:       2018-09-13  

Acq. Time:       16:28:53  

 

Modified:           No    
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Sample Name: "26 015 DPP-IV-P1-CPK1001 402 Fasted P1 02/0~24h FEC-1 1"    Sample ID: "15"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "SGLT"    Mass(es): "421.200/174.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:      15     

Sample Type:     Unknown  

Concentration:      N/A            

Calculated Conc:    0.00     ng/g  

Acq. Date:       2018-09-13  

Acq. Time:       17:31:47  

 

Modified:           No    

Proc. Algorithm: IntelliQuan - IQA II  

Min. Peak Height: 500.00   cps

Min. Peak Width:    0.00   sec

Smoothing Width:  3       points

RT Window:         30.0    sec

Expected RT:        2.06   min

Use Relative RT:    No    

 

Int. Type:        Valley  

Retention Time:    2.058   min

Area:         2.50e+005   counts

Height:         1.33e+005  cps

Start Time:         2.00   min

End Time:           2.21   min
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Sample Name: "26 015 DPP-IV-P1-CPK1001 402 Fasted P1 02/0~24h FEC-1 1"    Sample ID: "15"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "SGLT-d3(IS)"    Mass(es): "424.200/174.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:      15     

Sample Type:     Unknown  

Concentration:      1.00     ng/g  

Calculated Conc:    N/A            

Acq. Date:       2018-09-13  

Acq. Time:       17:31:47  

 

Modified:           No    

Proc. Algorithm: IntelliQuan - IQA II  

Min. Peak Height: 500.00   cps

Min. Peak Width:    0.00   sec

Smoothing Width:  3       points

RT Window:         30.0    sec

Expected RT:        2.06   min

Use Relative RT:    No    

 

Int. Type:        Valley  

Retention Time:    2.055   min

Area:         3.91e+005   counts

Height:         2.07e+005  cps

Start Time:         1.99   min

End Time:           2.16   min

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8
Time, min

0.0

5000.0

1.0e4

1.5e4

2.0e4

2.5e4

3.0e4

3.5e4

4.0e4

4.5e4

5.0e4

5.5e4

6.0e4

6.5e4

7.0e4

7.5e4

8.0e4

8.5e4

9.0e4

9.5e4

1.0e5

1.1e5

1.1e5

1.2e5

1.2e5

1.3e5

1.3e5

1.4e5

1.4e5

1.5e5

1.5e5

1.6e5

1.6e5

1.7e5

1.7e5

1.8e5

1.8e5

1.9e5

1.9e5

2.0e5

2.0e5

2.1e5

In
te

ns
ity

, c
ps

2.055

受试者粪便样品 标准曲线（粪便）

Sample Name: "8 001 DPP-IV-P1-CPK1001 DB 1"    Sample ID: "1"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "SGLT"    Mass(es): "421.200/174.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:       1     

Sample Type:     Unknown  

Concentration:      N/A            

Calculated Conc: No Intercept           

Acq. Date:       2018-06-10  

Acq. Time:       18:10:21  

 

Modified:           No    
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Sample Name: "8 001 DPP-IV-P1-CPK1001 DB 1"    Sample ID: "1"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "SGLT-d3(IS)"    Mass(es): "424.200/174.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:       1     

Sample Type:     Unknown  

Concentration:      1.00    ng/mL  

Calculated Conc:    N/A            

Acq. Date:       2018-06-10  

Acq. Time:       18:10:21  

 

Modified:           No    
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Sample Name: "8 015 DPP-IV-P1-CPK1001 302 Fasted P1 0~4h URN-1 1"    Sample ID: "15"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "SGLT"    Mass(es): "421.200/174.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:      15     

Sample Type:     Unknown  

Concentration:      N/A            

Calculated Conc:    0.00    ng/mL  

Acq. Date:       2018-06-10  

Acq. Time:       19:13:19  

 

Modified:           No    

Proc. Algorithm: Specify Parameters - MQ III  

Noise Percentage:     95     

Base. Sub. Window:    1.00   min

Peak-Split. Factor:   2      

Report Largest Peak:   Yes   

Min. Peak Height:    100.00   cps

Min. Peak Width:       0.00   sec

Smoothing Width:       3       points

RT Window:         30.0    sec

Expected RT:        1.73   min

Use Relative RT:    No    

 

Int. Type:        Valley  

Retention Time:    1.732   min

Area:         2.26e+005   counts

Height:         1.50e+005  cps

Start Time:         1.69   min

End Time:           1.85   min
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Sample Name: "8 015 DPP-IV-P1-CPK1001 302 Fasted P1 0~4h URN-1 1"    Sample ID: "15"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "SGLT-d3(IS)"    Mass(es): "424.200/174.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:      15     

Sample Type:     Unknown  

Concentration:      1.00    ng/mL  

Calculated Conc:    N/A            

Acq. Date:       2018-06-10  

Acq. Time:       19:13:19  

 

Modified:           No    

Proc. Algorithm: Specify Parameters - MQ III  

Noise Percentage:     95     

Base. Sub. Window:    1.00   min

Peak-Split. Factor:   2      

Report Largest Peak:   Yes   

Min. Peak Height:    300.00   cps

Min. Peak Width:       0.00   sec

Smoothing Width:       3       points

RT Window:         30.0    sec

Expected RT:        1.73   min

Use Relative RT:    No    

 

Int. Type:       Base To Base  

Retention Time:    1.730   min

Area:         1.05e+005   counts

Height:         6.76e+004  cps

Start Time:         1.69   min

End Time:           1.90   min
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尿液空白样品 受试者尿液样品 标准曲线（尿液）
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2.1 创新药研究 药物浓度检测
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2.1 创新药研究 代谢产物鉴定

 Q1扫描找差异

 MRM（母离子→母离子）扫描确定差异，确定差异出现的时间

 Product full Scan 扫描子离子

 MRM（母离子→子离子）验证差异

 使用通过验证的离子对归属化合物碎裂历程

 在AB合作实验室使用TOF扫描碎裂的精确质量数以证实归属
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2.1 创新药研究 代谢产物鉴定

 Q1模式扫描给药前和给药后的基质样品，对比二者差异：

Click here to add your text. Click here to add your 

text. 

TIC of +Q1: from Sample 89 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-Run23-20180714.wiff (Turbo Spray) Max. 3.2e9 cps.
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TIC of +Q1: from Sample 90 (MD-Run23-033 411-4~8h) of MD-Run23-20180714.wiff (Turbo Spray) Max. 3.4e9 cps.

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0
Time, min
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10.213
15.63612.810

16.040
0.486

9.544
16.39613.174

19.202
7.707 9.391

17.039

14.140
7.499

7.0941.377

6.793
2.529 3.370 5.5675.170

 +Q1: 10.224 to 10.264 min from Sample 89 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-Run23-20180714.wiff (Turbo Sp... Max. 1.4e7 cps.

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
m/z, Da
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236.100 287.200

224.100
207.100 281.100 356.200

447.100328.200
464.100398.300218.100 305.200183.000 299.100

271.100200.100 364.200267.000 536.300375.200173.000 403.300 445.100311.000 469.100 610.300213.100 341.100
407.100 539.200

 +Q1: 10.224 to 10.264 min from Sample 90 (MD-Run23-033 411-4~8h) of MD-Run23-20180714.wiff (Turbo Spra... Max. 1.3e7 cps.

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
m/z, Da
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171.100 330.300 447.100 464.200381.200200.100 314.100 419.200271.300 536.200364.300 445.100394.100173.100 462.200213.100 610.200274.100 503.300338.100 408.200 637.300539.100583.200

 +Q1: 10.224 to 10.264 min from Sample 89 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-Run23-20180714.wiff (Turbo Sp... Max. 1.4e7 cps.

180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
m/z, Da
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224.100
207.100 281.100 356.200
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464.100398.300218.100 305.200183.000 299.100

271.100200.100 364.200267.000 536.300375.200173.000 403.300 445.100311.000 469.100 610.300213.100 341.100
407.100 539.200

给药前样品
（Q1）

给药后样品
（Q1）

给药前样品
提取离子

给药后样品
提取离子

提取离子叠加比对
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2.1 创新药研究 代谢产物鉴定

 MRM（母离子→母离子）扫描确定差异，确定差异出现的时间：

Click here to add your text. Click here to add your 

text. 

XIC of +MRM (19 pairs): 437.100/437.100 Da  from Sample 7 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-Run2... Max. 2.0e6 cps.

8.0 8.2 8.4 8.6 8.8 9.0 9.2 9.4 9.6 9.8 10.0 10.2 10.4 10.6 10.8 11.0 11.2 11.4 11.6 11.8 12.0
Time, min

0.0

2.0e4

4.0e4
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8.0e4

1.0e5

1.2e5

1.4e5
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2.0e5
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2.4e5
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3.0e5
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11.809

11.603

9.083

11.381
9.415

9.9769.781
8.584 9.296

10.744 11.066

XIC of +MRM (19 pairs): 437.100/437.100 Da  from Sample 8 (MD-Run23-033 411-4~8h) of MD-Run23-... Max. 1.4e7 cps.

8.2 8.4 8.6 8.8 9.0 9.2 9.4 9.6 9.8 10.0 10.2 10.4 10.6 10.8 11.0 11.2 11.4 11.6 11.8 12.0
Time, min
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6.0e6

7.0e6

8.0e6

9.0e6
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10.9559.905 10.243

8.652

给药前样品（ MRM）
（母离子→母离子）

给药后样品（ MRM）
（母离子→母离子）

XIC of +MRM (19 pairs): 613.100/613.100 Da  from Sample 7 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-Run2... Max. 6.1e5 cps.

7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0
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12.286

10.96910.025 12.56211.623
12.22210.499

9.6809.0709.498

XIC of +MRM (19 pairs): 613.100/613.100 Da  from Sample 8 (MD-Run23-033 411-4~8h) of MD-Run23-... Max. 9.0e6 cps.

7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0
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0.0

5.0e5

1.0e6

1.5e6

2.0e6

2.5e6

3.0e6

3.5e6

4.0e6

4.5e6

5.0e6

5.5e6
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11.241
11.632

9.955

8.958
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2.1 创新药研究 代谢产物鉴定

结合临床前资料，用Product full Scan 扫描差异化合物的二级碎片离子：

Click here to add your text. Click here to add your 

text. 

 +MS2 (437.10) CE (33): 10.169 to 10.218 min from Sample 24 (MD-Run23-033 411-4~8h) of MD-Run2... Max. 8.4e6 cps.

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
m/z, Da

0.0
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3.5e6

4.0e6
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8.0e6

8.4e6
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256.900

206.100

214.200
232.000

216.200186.100
171.900 275.100145.100 359.300 419.200248.000

 +MS2 (437.10) CE (33): 10.169 to 10.218 min from Sample 180 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-R... Max. 6000.0 cps.

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
m/z, Da
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261.000183.100165.200 205.100

169.100137.100 201.000 297.100

213.700189.500 419.200228.900

 +MS2 (613.10) CE (33): 9.346 to 9.443 min from Sample 39 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-Run2... Max. 8666.7 cps.

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
m/z, Da
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613.200358.100

203.300

221.300

281.000 418.100 491.900326.900268.800167.200

283.300 362.300150.100 325.200

 +MS2 (613.10) CE (33): 9.346 to 9.443 min from Sample 40 (MD-Run23-033 411-4~8h) of MD-Run23-2... Max. 8.3e5 cps.
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m/z, Da
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给药前样品
（ Product full Scan ）

给药前样品
（ Product full Scan ）

给药后样品
（ Product full Scan ）

给药后样品
（ Product full Scan ）
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2.1 创新药研究 代谢产物鉴定

 MRM（母离子→子离子）验证差异：

Click here to add your text. Click here to add your 

text. 

XIC of +MRM (33 pairs): 437.100/190.100 Da  from Sample 136 (MD-Run23-033 411-4~8h) of MD-Run23... Max. 3.0e6 cps.
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XIC of +MRM (33 pairs): 437.100/190.100 Da  from Sample 129 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-Run... Max. 1.4e5 cps.
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XIC of +MRM (33 pairs): 613.100/437.200 Da  from Sample 136 (MD-Run23-033 411-4~8h) of MD-Run23... Max. 2.2e6 cps.
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11.642

8.945

XIC of +MRM (33 pairs): 613.100/437.200 Da  from Sample 129 (MD-Run23-031 411--24~0h) of MD-Run... Max. 1.0e4 cps.
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2.1 创新药研究 代谢产物鉴定

前期利用三重串联四极杆质谱对样品进行的Q1全扫，针对性地进行可能的目标分子离子

峰进行Product扫描，最后用MRM模式进行确认，根据这些分析结果进行了代谢产物推断和

质谱碎片的归属随后利用高分辨质谱对前期扫描的结果再进一步确认，通过精确质量数来确认

之前所推测的代谢产物以及二级碎片归属。

通过上述手段在所选的样本中，找到可能的代谢物（同分异构）M1   3个、M2  4个、

M3  2个和M4  2个。

对代谢产物的结构鉴定还需要结合核磁共振等分析手段来确认。
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2.1 创新药研究 代谢产物鉴定

 高效、及时提供各阶段性数据，为后续试验设计提供保障

 复杂基质的方法建立及样品分析

 可提供代谢产物鉴定

 所有基质的ISR结果均满足接受标准
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2. 案例分享

02 熊去氧胆酸

04 阿托伐他汀01 创新药研究

05 缬沙坦氢氯噻嗪

03 依折麦布 06 硝酸异山梨酯
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2.2 熊去氧胆酸

• 检测要求和技术难点背景介绍

• 思路设计方法开发

• 设计、验证结果方法验证

• 生物样本的分析结果检测应用

内源性化合物生物
样品分析方法开发
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2.2 熊去氧胆酸 背景介绍

确定待测物
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2.2 熊去氧胆酸 背景介绍

熊去氧胆酸及其结合态代谢产物的检测难点

空白基质的获取：

 真实基质：含内源性物质（熊去氧胆酸约占人体胆汁酸的3%），且个体间基线浓度水平

不一致，个体自身浓度水平由于体内调节而存在波动；

 剥离基质：从真实基质中将内源性物质去除后的基质（熊去氧胆酸无法通过光照、升温、

空气暴露等方法予以去除）；

 替代基质：由于基质成份、酶系统等构成与真实基质存才较大差异，会导致基质效应、回

收率、稳定性、溶解性、特异性不佳等诸多问题；20
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2.2 熊去氧胆酸 方法开发

熊去氧胆酸及其结合态代谢产物的检测难点解决思路

 使用真实基质，同时规避内源性干扰；

 引入——替代分析物法；

 向加入真实基质中加入稳定同位素标记的物质( 即替代分析物，基质中不存在的)，用

它建立校准曲线，然后通过稳定同位素标记的物质与待测物存在着恒定的比例关系，

回算待测物浓度。
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2.2 熊去氧胆酸 方法开发

1. 假设b、d为待测物，a、c为替代分析物；

2. 替代分析物（稳定同位素标记的物质）与待测物

存在着恒定的比例关系，好比下图中的a/b；

3. c可通过仪器获得，从而计算d；

熊去氧胆酸及其结合态代谢产物的检测难点解决思路

 其他内源性物质（可离子化，能实现色谱分离）也可以参照这一解决思路，进行定量分

析；

 如在研项目：葡萄糖，维生素D的活性代谢产物等；
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2.2 熊去氧胆酸 方法开发

替代分析物方法难点

 由于替代分析物的外源性属性，采用替代分析物方法可能产生误导性的稳定性数据；

 我们对待测物和替代分析物均验证其稳定性，替代分析物采用常规方法，而待测物采用加

标回收率评价其稳定性，有效的解决的文中提出的缺陷。
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2.2 熊去氧胆酸 方法验证

LC-MS/MS方法验证方案设计：

 响应因子

 标准曲线

 精密度、准确度

 选择性

 残留效应

 稀释效应

 基质效应

 分析批最大容量

 提取回收率

 稳定性
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2.2 熊去氧胆酸 方法验证

 熊去氧胆酸及其结合态代谢产物的稳定性：需同时分装真实基质和真实基质加入待测物的质

控样本，通过扣除真实基质的本底值，获取稳定性考察数据。

 响应因子：测试前，测试结束后均应获取响应因子，并且前后两次测试响应因子需相同。

 稀释可靠性：需要注意待测物稀释过程的折算问题。

LC-MS/MS方法验证方案设计：
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2.2 熊去氧胆酸 检测应用

 方法操作简单：50μL样品沉淀蛋白

 选择性好，无干扰

 方法重现性、耐受性好

 UDCA、GDCA和TDCA  ISR均符合要求
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2. 案例分享

03 依折麦布

04 阿托伐他汀01 创新药研究

05 缬沙坦氢氯噻嗪02 熊去氧胆酸

06 硝酸异山梨酯
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2.3 依折麦布

• 作用机制、体内代谢背景介绍

• 思路设计方法开发

• 设计、验证结果方法验证

• 生物样本的分析结果检测应用

LC-MSMS测定人血

浆中游离依折麦布和

总的依折麦布的浓度
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2.3 依折麦布 背景介绍

摘自Teddy Kosoglou, Paul Statkevich,2 Amy O. Johnson-Levonas, 

John F. Paolini, Clin Pharmacokinet 2005; 44 (5): 467-494 

依折麦布体内代谢途径

占总量不到1%

约占总量的4%

UGT1A1, UGT1A3 and UGT2B15

葡萄糖醛酸酶的异构体
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2.3 依折麦布 方法开发

确定检测的待测物

 葡萄糖醛酸转移酶基因的多态性（UGT1A1, UGT1A3 和 UGT2B15）

 -OH位的葡萄糖醛酸结合代谢物占总量不到1%，LLOQ需要定到几pg，是否有必要花费大

量的时间去开发这个方法？

总的依折麦布=游离的依折麦布 + 酚位的葡萄糖醛酸结合物 + -OH位的葡萄糖醛酸结合?

基于灵敏度和葡萄糖醛酸转移酶的多态性，水解结合代谢物，间接测定依折麦布可行性

与准确性会更好。20
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2.3 依折麦布 方法开发

LC-MS/MS方法难点

总的依折麦布测定：

 水解酶的选择

 如何确定葡萄糖醛酸结合代谢物是否完全水解

 如何把握方法验证的科学性

游离的依折麦布测定：

 未知样品里的浓度不高，LLOQ是否能做到 0.1ng/mL

 结合代谢物对依折麦布在检测时是否存在干扰

 在采血和样本处理过程中，结合代谢物是否会向依折麦布转变
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2.3 依折麦布 方法验证

LC-MS/MS方法验证方案设计

 标准曲线

 精密度、准确度

 选择性

 基质效应

 残留

 稀释可靠性

 分析批最大容量

 国内外基质交叉验证

 人员仪器间的交叉验证

 提取回收率

 代谢物水解率

 稳定性
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2.3 依折麦布 方法验证

 游离的依折麦布方法稳定性：

• 质控样本里添加10倍量的酚位葡萄糖醛酸结合代谢物，模拟实际样本（原型和代谢物的混合

物），通过只含依折麦布的标准曲线来定量质控样本，考察稳定性。

 总的依折麦布稳定性设计：

• 依折麦布和代谢分开考察的各种条件稳定性。

 代谢物水解率的考察：

• 考察等摩尔的代谢物，在设定的条件下是否完全水解为相同摩尔的依折麦布。

LC-MS/MS方法验证方案设计
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2.3 依折麦布 方法验证

LC-MS/MS方法验证结果

线性范围（游离）：0.100~30.0 ng/mL 线性范围（总和）： 0.500~250 ng/mL
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2.3 依折麦布 方法验证

LC-MS/MS方法验证结果
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2.3 依折麦布 检测应用

 方法操作简单：沉淀蛋白、水解后沉淀蛋白（总和）；

 选择性好，无干扰；

 方法重现性、耐受性好，批次合格率达100%；

 ISR数据符合接受标准%：99.69（游离）和99.69（总和）；

依折麦布生物样本分析
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2. 案例分享

04 阿托伐他汀

03 依折麦布

01 创新药研究

05 缬沙坦氢氯噻嗪02 熊去氧胆酸

06 硝酸异山梨酯
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2.4 阿托伐他汀

• 作用机制、体内代谢背景介绍

• 思路设计方法开发

• 设计、验证结果方法验证

• 生物样本的分析结果检测应用

LC-MSMS测定人血浆中阿托伐他

汀及其代谢产物邻羟基阿托伐他汀

和对羟基阿托伐他汀的浓度
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2.4 阿托伐他汀

他汀类药物大部分都以有药物活性的羟基酸给药，只有洛伐他汀和辛伐他汀两

种以不活泼的内酯作为前药，在体内转化成它们的羟基酸形式发挥药效。

阿托伐
他汀

匹伐他
汀

辛伐
他汀

洛伐
他汀

普伐他汀

羟基酸式

内酯式

背景介绍
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2.4 阿托伐他汀

1、The interconversion between the acid and lactone forms of the 
analytes was evaluated under different experimental conditions.
摘自：Pankaj, Partani, Manaswita, et al. Simultaneous quantitation of atorvastatin and its two active metabolites in human 

plasma by liquid chromatography/(-) electrospray tandem mass spectrometry[J]. Journal of Pharmaceutical Analysis, 2014, 

4(1):26-36.

2、The stability studies aimed to establish the conditions in which the 
analytes are stable and the degree of interconversion of acid to 
lactone or lactone to acid forms.

摘自：Macwan J S, Ionita I A, Dostalek M, et al. Development and validation of a sensitive, simple, and rapid method for 

simultaneous quantitation of atorvastatin and its acid and lactone metabolites by liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS)[J]. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2011, 400(2): 423-433.

必须抑制阿托伐他汀内酯和阿托伐他汀羧酸式之间的转换：

背景介绍
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2.4 阿托伐他汀

 血浆样品抗凝剂的选择。

• 人的血浆中他汀类药物的酶促转化主要通过PON3对氧磷酶作介质的（Suchocha et al.,2006）。

• 由于对氧磷酶是对钙依赖的酶，用EDTA螯合钙有利于酶活性的抑制。

• 因此，在EDTA作抗凝剂的人血浆中的他汀类药物比肝素钠作抗凝剂的人血浆中的转化程度小。

 血浆样品稳定性的控制条件优化——样品pH值的调节，处理温度的控制。

 色谱分离内酯干扰，质谱参数优化，样品前处理是否酸化。

方法开发
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2.4 阿托伐他汀

摘自《液相色谱-质谱生物分析手册：最
佳实践、实验方案及相关法规》

基质类型 10%磷酸水溶液的含量 pH值

6种不同来源的人空白血浆 2% 5.95~6.05

6种不同来源的人空白血浆 4% 4.55~5.15

6种不同来源的人空白血浆 4.5% 4.20~5.00

实
际
实
验
结
果

取480μL血
浆样品，加
20μL10%磷
酸水溶液

pH值 4~5

方法开发

调节pH值

20
18
临
床
研
究
及
生
物
样
本
分
析
峰
会
 

 
 
 
  
 （
只
供
交
流
学
习
使
用
）



北京阳光德美医药科技有限公司 / Beijing Scinovo Laboratories Ltd. 48

2.4 阿托伐他汀

摘自 Macwan J S, Ionita I A, Dostalek M, et al. Development and validation of a sensitive, simple, and rapid method for simultaneous quantitation of 

atorvastatin and its acid and lactone metabolites by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)[J]. Analytical and Bioanalytical 

Chemistry, 2011, 400(2): 423-433.

质控样品中添加
内酯的浓度是羧
酸式的2倍

方法开发

添加内酯的浓度依据
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2.4 阿托伐他汀

①文献多以固相萃取方法为主，高成本，操作繁琐，耗时长；

②本方法使用 TRIPLE  QUAD 5500 ，为快速处理样品，首选开发蛋白沉淀法；

③但因4-AT的灵敏度较低，必须优化流动相的组成能够有效解决；

序号 流动相A 流动相B 4-AT的0.025ng/mL
的响应信噪比

1 0.1%乙酸水溶液 甲醇 --

2 0.1%乙酸水溶液 0.1%乙酸-甲醇 --

3 0.1%乙酸水溶液 0.1%乙酸-乙腈 --

4 0.05%甲酸水溶液 0.05%甲酸-甲醇 --

… … … …

n 0.05%甲酸-10%甲醇-水溶液 0.05%甲酸-40%甲醇-60%乙腈 最优

注：流动相的制备必须精确，否则易导致峰位漂移。

方法开发

优化流动相组成
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2.4 阿托伐他汀

实验设计：配制含有阿托伐他汀及其代谢产物的血浆样品，分组：

酸式 内酯形式 缓冲液（pH在4~5） 温度

Test 1： ✔ 室温

Test 2： ✔ ✔ 室温

Test 3： ✔ ✔ ✔ 室温

Test 4： ✔ ✔ 2~8℃

Test 5： ✔ ✔ ✔ 2~8℃

方法开发

稳定性实验设计
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2.4 阿托伐他汀

AT-D5 离子通道（564.4—445.3）干扰峰 AT-D5 离子通道（564.4—297.0）无干扰峰

方法开发

离子通道干扰
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2.4 阿托伐他汀

内酯化合物源内转换，干扰酸式化合物峰形，线性梯度短时间无法分离

方法开发

内酯的分离度

20
18
临
床
研
究
及
生
物
样
本
分
析
峰
会
 

 
 
 
  
 （
只
供
交
流
学
习
使
用
）



北京阳光德美医药科技有限公司 / Beijing Scinovo Laboratories Ltd. 53

2.4 阿托伐他汀

内酯化合物源内转换，干扰酸式化合物峰形，非线性梯度短时间内可以达到基线分离

方法开发

内酯的分离度
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2.4 阿托伐他汀

通过

批内、批间准确度与精密度

基质效应，选择性

稀释可靠性，残留

提取回收率，选择性

溶液稳定性，样品稳定性

全血样品冰水浴放置2h稳定性

处理后样品2~8℃放置77h，样品室温
放置10h和冰浴放置10h均稳定。

方法验证
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2. 案例分享

05 缬沙坦氢氯噻嗪

03 依折麦布

01 创新药研究 04 阿托伐他汀

02 熊去氧胆酸

06 硝酸异山梨酯
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2.5 缬沙坦氢氯噻嗪

• 作用机制、体内代谢背景介绍

• 思路设计方法开发

• 设计、验证结果方法验证

• 生物样本的分析结果检测应用

LC-MS/MS同时测定人血浆中缬

沙坦和氢氯噻嗪的浓度
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2.5 缬沙坦氢氯噻嗪

相关文献

 文献一：受试者单次口服160mg/25mg（缬沙坦/氢

氯噻嗪）后，缬沙坦的Cmax约3190 ± 1670 ng/mL，

氢氯噻嗪的Cmax约131± 39ng/mL。

 文献二：受试者单次口服80mg/12.5mg（缬沙坦/氢

氯噻嗪）后，缬沙坦的Cmax约1309 ± 631 ng/mL，氢

氯噻嗪的Cmax约69± 22 ng/mL。

FDA指导原则

背景介绍
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2.5 缬沙坦氢氯噻嗪 方法开发

LC-MS/MS方法重点和难点

• 同时测定缬沙坦和氢氯噻嗪；

• 缬沙坦和氢氯噻嗪极性相差大，色谱保留行为差异

大（缬沙坦极性小，氢氯噻嗪极性大）；

• 氢氯噻嗪给药剂量低，检测限是否满足1.0ng/mL；

• 临床样本量较大，方法的耐用性和重复性要求高；

• 缬沙坦的系统残留大。

最终选择：沉淀蛋白法(protein precipitation)

•50 L 血浆样品
•200 L 乙腈

•涡流

•进行LC-MS/MS分析

•离心

•转移
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2.5 缬沙坦氢氯噻嗪 方法验证

LC-MS/MS方法验证方案设计

 标准曲线

 精密度、准确度

 选择性

 基质效应

 残留

 稀释可靠性

 分析批最大容量

 国内外基质交叉验证

 提取回收率

 稳定性

• 溶液稳定性

• 融解基质短期稳定性

• 处理后样品稳定性

• 基质样品长期稳定性

• 基质样品反复冻融稳定性
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2.5 缬沙坦氢氯噻嗪

缬沙坦的线性范围：30.0 ~ 6000 ng/mL

Sample Name: "12 003 PN-2017004-MV STD1 1 1"    Sample ID: "3"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "VAL"    Mass(es): "434.300/350.300 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:       3     

Sample Type:     Standard  

Concentration:      30.0    ng/mL  

Calculated Conc:    0.00    ng/mL  

Acq. Date:       2017-08-23  

Acq. Time:       20:19:06  

 

Modified:           No    

Proc. Algorithm: Analyst Classic  

Bunching Factor:    1     

Noise Threshold:   29.66   cps

Area Threshold:  148.28   cps

,Num. Smooths:       2     

Sep. Width:         0.20  

Sep. Height:        0.01  

Exp. Peak Ratio:    5.00  

Exp. Adj. Ratio:    4.00  

Exp. Val. Ratio:    3.00  

RT Window:         30.0    sec

Expected RT:        1.81   min

Use Relative RT:    No    

 

Int. Type:       Base To Base  

Retention Time:     1.82   min

Area:         2.05e+004   counts

Height:         9.70e+003  cps

Start Time:         1.76   min

End Time:           1.87   min
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Sample Name: "12 003 PN-2017004-MV STD1 1 1"    Sample ID: "3"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "VAL-IS(IS)"    Mass(es): "437.300/350.300 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:       3     

Sample Type:     Standard  

Concentration:      1.00    ng/mL  

Calculated Conc:    N/A            

Acq. Date:       2017-08-23  

Acq. Time:       20:19:06  

 

Modified:           No    

Proc. Algorithm: Analyst Classic  

Bunching Factor:    1     

Noise Threshold:    5.66   cps

Area Threshold:   28.31   cps

,Num. Smooths:       2     

Sep. Width:         0.20  

Sep. Height:        0.01  

Exp. Peak Ratio:    5.00  

Exp. Adj. Ratio:    4.00  

Exp. Val. Ratio:    3.00  

RT Window:         30.0    sec

Expected RT:        1.80   min

Use Relative RT:    No    

 

Int. Type:       Exponential Skim  

Retention Time:     1.81   min

Area:         8.19e+005   counts

Height:         3.75e+005  cps

Start Time:         1.67   min

End Time:           1.87   min
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缬沙坦LLOQ 30.0 ng/mL

氢氯噻嗪的线性范围：1.00 ~ 200 ng/mL

氢氯噻嗪LLOQ 1.00 ng/mL

Sample Name: "12 003 PN-2017004-MV STD1 1 1"    Sample ID: "3"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "HCT"    Mass(es): "296.000/269.100 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:       3     

Sample Type:     Standard  

Concentration:      1.00    ng/mL  

Calculated Conc:    0.00    ng/mL  

Acq. Date:       2017-08-23  

Acq. Time:       20:19:06  

 

Modified:           No    

Proc. Algorithm: Analyst Classic  

Bunching Factor:    1     

Noise Threshold:    3.22   cps

Area Threshold:   16.08   cps

,Num. Smooths:       3     

Sep. Width:         0.20  

Sep. Height:        0.01  

Exp. Peak Ratio:    5.00  

Exp. Adj. Ratio:    4.00  

Exp. Val. Ratio:    3.00  

RT Window:         30.0    sec

Expected RT:        1.19   min

Use Relative RT:    No    

 

Int. Type:        Valley  

Retention Time:     1.20   min

Area:         1.61e+003   counts

Height:         6.22e+002  cps

Start Time:         1.15   min

End Time:           1.26   min
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Sample Name: "12 003 PN-2017004-MV STD1 1 1"    Sample ID: "3"    File: "Run.wiff"
Peak Name: "HCT-IS(IS)"    Mass(es): "299.000/270.000 Da"
Comment: "none"    Annotation: ""

Sample Index:       3     

Sample Type:     Standard  

Concentration:      1.00    ng/mL  

Calculated Conc:    N/A            

Acq. Date:       2017-08-23  

Acq. Time:       20:19:06  

 

Modified:           No    

Proc. Algorithm: Analyst Classic  

Bunching Factor:    1     

Noise Threshold:    3.80   cps

Area Threshold:   19.02   cps

,Num. Smooths:       3     

Sep. Width:         0.20  

Sep. Height:        0.01  

Exp. Peak Ratio:    5.00  

Exp. Adj. Ratio:    4.00  

Exp. Val. Ratio:    3.00  

RT Window:         30.0    sec

Expected RT:        1.19   min

Use Relative RT:    No    

 

Int. Type:        Valley  

Retention Time:     1.19   min

Area:         3.26e+003   counts

Height:         1.26e+003  cps

Start Time:         1.12   min

End Time:           1.26   min
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方法验证

方法验证结果：
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2.5 缬沙坦氢氯噻嗪

 同时分析缬沙坦和氢氯噻嗪，且两个化合物的峰型较好；

 方法操作简单：沉淀蛋白；

 选择性好，无干扰；

 灵敏度满足要求；

 方法重现性、耐受性好；

 ISR数据符合接受标准%：94.81%（缬沙坦）；98.52%，（氢氯噻嗪）。

检测方法优点：

检测应用
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2. 案例分享

06 硝酸异山梨酯03 依折麦布

01 创新药研究

05 缬沙坦氢氯噻嗪02 熊去氧胆酸

04 阿托伐他汀
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2.6 硝酸异山梨酯

LC-MSMS同时检测血浆中硝酸异

山梨醇酯、5-单硝酸异山梨醇酯和

2-单硝酸异山梨醇酯方法开发
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2.6 硝酸异山梨酯 背景介绍

待测物特点：

• 小分子；

• 电负性；

• 酸碱热不稳定；

检测方法：

• GC-ECD；

• GC-MS；

• LC-MSMS；

口服首过效应明显：

• t1/2(ISDN)约为1h；

• t1/2(5-ISMN)约为5h；

• t1/2(2-ISMN)约为2h
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2.6 硝酸异山梨酯

前处理 LLE LLE LLE-DCM LLE

检测方法 GC-ECD GC-ECD GC-ECD LC-MS/MS

剂型及给药方式 口服片剂 table spray 缓释片剂，单次给药 口服ISDN片剂

给药剂量 20 mg 3.75 mg 40 mg 120mg

ISDN
Cmax 9.912 ng/mL 31.383±13.3 ng/mL 9.2±6.7 ng/mL 58.6±12.2ng/mL

最低定量限或线性范围 2 ng/mL 2-60 ng/mL 0.5-75 ng/mL
2-100ng/mL

2-ISMN
Cmax 39.537 ng/mL 68.672±21.34 ng/mL 50.9±14.9 ng/mL

N/A

最低定量限或线性范围 3 ng/mL 1-20 ng/mL 2-175 ng/mL
N/A

5-ISMN
Cmax 171.9 ng/mL 8.61±4.04 ng/mL 267.5±75.2 ng/mL

429.5±112 ng/mL

最低定量限或线性范围 5 ng/mL 1-20 ng/mL 5-450 ng/mL
20-1000 ng/mL

文献的检测方法概述

背景介绍
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2.6 硝酸异山梨酯

5-ISMN和ISDN有少量文献报道，2-ISMN尚未查到文献报道LC-MS/MS方法检测；

方法难点：

• 中性分子，难被离子化，且刚性结

构，带电不稳定；

• 5-ISMN与2-ISMN同一组定量离子

对，需要达到比较好的分离度；

• 分子量小，检测背景基线高。

已有的质谱方法：

• ESI负离子模式检测，

[M+AC]-→AC-或者[M+NO3]-

→NO3-，

• SRM或MRM检测

LC-MSMS检测方法

背景介绍
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思 考
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实验室管理的思考

 研究型思路

 严格的管理制度

 人员培养与考核

 质量体系的持续提高

 重视每一次稽查核查反应出的问题

 重视客户的反馈和投诉

2018/10/30
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致 谢

北京阳光德美医药科技有限公司简介

在国家医药产业波澜壮阔的变革浪潮中，北京阳光德美医药科技有

限公司应运而生，于2016年11月注册成立，注册资金2000万元。为更好的

吸引人才和为员工创造更好的工作条件，公司在丰台区总部基地第一期投

资1800万元建设1100多平米的检测实验室。实验室从设计规划到建设均采

用国际标准，主要的检测设备采用美国FDA推荐AB公司的API 4000、4500、

5500型质谱仪，并配备了国际通用的Watson LIMS实验室管理系统。随着

检测工作的深入开展和公司业务需求的上升，在2017年9月又追加第二期

投资1500万，增加仪器与人才队伍建设。

阳光德美专注于生物样品的分析检测，实验室重点开展仿制药一致

性评价/生物等效性研究/创新药物I期临床生物样品检测分析等业务，依托

国际一流的检测平台以及高素质的人才队伍，阳光德美与多家国内大型制

药企业和临床研究机构建立了战略合作关系，致力于打造符合中国和国际

标准的开放式能力与技术平台公司，为全球制药、生物技术以及医疗器械

等领域提供从药物发现、开发到市场化的全方位一体化的实验室研发和生

产服务。
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感谢您的聆听！

北京阳光德美医药科技有限公司

Beijing Scinovo Laboratories Ltd.

手 机 号：18810342641

微 信 号：hgtlovejltt

电子邮件：hgt@bjscinovo.com
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