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前言

近年来各种大分子药物在疾病治疗中发挥了重要作用，全球

医药市场对生物药的需求也越来越多。抗体类药物作为生物大分

子药物的重要组成部分，其在临床中的应用也越来越广泛。英夫

利昔单抗（infliximab, IFX）是一种大分子类单克隆抗体药物，通

过中和TNF-α的生物学活性而发挥作用，主要用于一些免疫系统

紊乱的自身免疫疾病如克罗恩病、银屑病、类风湿性关节炎等的

治疗。

尽管抗体类药物有诸多优点，但不同患者在接受抗体药物治

疗后的反应不尽相同，为了在最大程度上保证抗体类药物的安全

性，实现个体化给药方案，临床上需要对抗体类药物进行治疗药

物监测（TDM）。抗体类药物的常规检测方法是免疫学方法，然

而免疫学方法特异性差，灵敏度较低，无法实现英夫利昔单抗的

精确定量。近些年来液相色谱串联质谱法由于其高选择性、高准

确度、高精密度的特点，被广泛应用于大分子研究领域，尤其是

单抗药物的生物分析方法之中。相较于其它已建立的方法，液相

色谱串联质谱方法拥有很多优势。鉴于液相色谱串联质谱在大分

子药物生物分析领域的重要作用，本文介绍了一种基于LC-MS/MS

定量测定人体血浆中IFX的方法。

本方法具有以下特点：

● 样本用量较少（25 μL）

● 无需免疫富集，简便经济

● 采用单抗药物作为内标
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● 采用胰蛋白酶酶解结合SPE的前处理方法

● 选择性高，稳定性好

1.  实验部分 

1.1.  样品前处理

变性&还原：取25 μL标准曲线样品/质控样品/血浆样品，分别

加入内标，加入盐酸胍及二硫苏糖醇DTT，涡旋混匀后，于55℃反

应60 min；

烷基化：还原完成的样本放至室温后加入碘乙酰胺IAM，避光

放置30 min；

酶解：体系中加入NH4HCO3，加入胰蛋白酶，涡旋混匀，37℃

过夜反应；

终止：反应完成后加入甲酸终止反应，混匀待SPE处理；

SPE：取酶解完成的样品上样至提前活化好的SPE 96孔板上，

上样完成后加入淋洗试剂，最后加入洗脱剂进行洗脱，洗脱液稀

释后进样分析。

备注：本实验采用曲妥珠单抗作为内标，当待测样本存在联

合用药情况时可考虑替换为其他单抗类内标或者同位素标记内

标。

1.2. 色谱条件

色谱柱为Kinetex F5。流动相采用水（0.2%甲酸）和乙腈，柱

温设定为40℃。进样量为 10 μL。洗脱梯度表见表1。 
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英夫利昔单抗制备标准曲线上各浓度点的准确度在

91.72%~109.76%范围内，各点准确度偏差小于±15%，满足定量

分析需求（如图2）。

表1. 洗脱梯度

时间（min） 流速(mL/min) B(%)

1.20 0.25 18

6.00 0.25 40

6.30 0.25 95

8.00 0.25 95

8.10 0.25 18

10.00 0.25 18

1.3. 质谱条件

采用电喷雾离子源（Electrospray Ionization，ESI）和多反应

监测（Multiple Reaction Monitoring，MRM）模式进行质谱扫描。

离子源参数：加热气（GS1）和辅助加热气（GS2）分别为55 psi

和50 psi，脱溶剂气温度为 500℃；气帘气（ Curtain Gas，CUR）

为 35 psi，碰撞气（Collision Gas，CAD）为9；喷雾针（Ionspray，

IS）电压为 5500 V。为了获取较好的稳定性和灵敏度，各化合物

监测离子对的去簇电压（Declustering Potential，DP）和碰撞

电压（Collision Energy，CE），目标物及内标物监测离子对等参数

均经过系统优化，离子对信息见表2。

表2. 待测组分和内标物质的质谱参数

Q1 Q3 ID DP/V CE/V

536.8 902.5 Infliximab1-1 80 28.3

536.8 773.4 Infliximab1-2 80 28.3

536.8 587.3 Infliximab1-3 80 34.3

648.8 1039.5 Infliximab2-1 75 27.8

648.8 876.4 Infliximab2-2 75 30.8

648.8 763.4 Infliximab2-3 75 30.8

545.3 597.3 Trastuzumab-1 80 31.7

363.8 597.3 Trastuzumab-2 80 21.5

415.7 660.3 Trastuzumab-3 80 22.4

2.  结果与讨论

2.1. 回归方程及线性

在本实验条件下，英夫利昔单抗在0.5~500 μg/mL的范围内标

准曲线线性良好，r 值大于0.997（如图1）。

图1. 英夫利昔单抗标准曲线

图2. 英夫利昔单抗标准曲线各浓度点准确度

图3. 标准曲线样品中英夫利昔单抗和曲妥珠单抗的色谱图
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Calibration for Infliximab_HC2-3: y = 1.12183e-4 x + 2.94098e-5 (r = 0.99782)  (weighting: 1 / x^2)

图 1. 英夫利昔单抗标准曲线

图 2. 英夫利昔单抗标准曲线各浓度点准确度

2.2. 样本采集谱图

血浆制备标准曲线样品中分析物英夫利昔单抗目标肽段和内

标曲妥珠单抗目标肽段的色谱图如图3，待测样品人血浆中英夫利

昔单抗目标肽段和内标曲妥珠单抗目标肽段的色谱图如图4，该方

法能将内源性干扰物同目标物完全分离，色谱信号明显，色谱峰

峰形良好。

Infliximab
Standard

IS-Trastuzumab
Standard

图 3. 标准曲线样品中英夫利昔单抗和曲妥珠单抗的色谱
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总结 

本方法基于SCIEX液相色谱串联质谱系统开发，建立了用于英

夫利昔单抗准确定量检测的液相色谱串联质谱方法。前处理过程

通过还原变性及胰酶酶解等过程，将英夫利昔单抗酶解为特征性

肽段，结合SPE过程进行样本净化，很好的排除内源性干扰。同

时，基于LC-MS/MS方法的高灵敏度和高特异性的特点，本方法针

对特征性肽段的MRM检测，满足了药物浓度监测对英夫利昔单抗

监测的灵敏度要求，并且通过方法验证证实方法稳定性好准确性

高。本方法的建立有助于更准确的检测血浆中英夫利昔单抗的浓

度，可用于临床药物浓度监测的指导和参考。

仅限专业展会等使用、仅向专业人士提供的内部资料

Infliximab
Human sample

IS-Trastuzumab
Human sample

图 4. 血浆样品中英夫利昔单抗和曲妥珠单抗的色谱图
图 4. 血浆样品中英夫利昔单抗和曲妥珠单抗的色谱图

2.3. 方法验证

采用低、中、高三个浓度水平的质控品，每个浓度平行测定

3次，根据测定结果计算精密度RSD以及准确度Accuracy；结果表

明在本方法下，英夫利昔单抗测试精密度RSD在1.88%~7.31%范围

内，添加准确度在89.82%~101.73%（表3），符合方法学分析要

求。

表3. 英夫利昔单抗不同浓度质控样品准确度及精密度

质控样本 测定浓度 平均浓度 Accuracy(%) RSD(%)

LQC

1.5

1.41

1.50 100.16 7.311.47

1.62

MQC

20

20.79

20.35 101.73 1.8820.09

20.17

HQC

400

363.78

359.27 89.82 3.19346.23

367.78
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