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引言

米波美生(Mipomersen)是一种人工合成的反义寡核苷酸药物，
通过靶向载脂蛋白B(ApoB)mRNA，抑制其翻译，从而减少低密度
脂蛋白的合成。作为大分子寡核苷酸药物，需针对其大分子、高
极性和多电荷等特点开发专属的LC-MS/MS定量方法。

液相色谱-串联质谱(LC-MS/MS)技术凭借其高灵敏度、高选择
性以及宽线性范围的特点，已成为生物样本中核酸类药物定量检
测的重要手段。本研究基于SCIEX Triple Quad™ 4500MD 平台，结
合固相萃取前处理方法，开发了一种用于人血浆中米波美生定量
检测的分析方法。通过系统优化质谱参数、色谱分离条件及前处
理流程，实现了对血浆样本中米波美生的准确定量。

实验部分

1. 前处理方法

(1)  样品预处理

使用Eppendorf低吸附管，取200 μL 样本，加入400 μL裂解
液，于55 °C、1000 rpm条件下震荡孵育30分钟，随后加入600 μL

水，混合均匀后等待SPE上样。标准曲线/质控样本使用空白血浆
配制，取20 μL工作液与180 μL空白血浆混合，再按上述步骤处
理。

(2)  固相萃取(SPE)前处理流程

采用TUP寡核苷酸专用SPE板进行样品净化，操作步骤如右表
(表1)：

2. 色谱方法

采用Oligo C18寡核苷酸专用色谱柱(TUP)进行色谱分离，流动
相A为含10 mM DIEA和100 mM HFIP的水溶液，流动相B为含10 mM 

DIEA和100 mM HFIP的乙腈，色谱柱温50 °C，进样体积5 μL，梯度
洗脱条件见表2。

3. 质谱条件

采用电喷雾离子源(ESI)和多反应监测(MRM)模式，在负离子
模式下进行分析。米波美生属于大分子寡核苷酸，在负离子模式
下，以母离子m/z 716.7(带10个电荷)为主要定量离子，对应MRM的
去簇电压(DP)和碰撞电压(CE)经系统优化，离子对参数见表3。

步骤 操作方法

活化 1 mL甲醇

平衡 1 mL pH 5.5的50 mM乙酸铵溶液

上样 样品预处理液 (约1.2 mL)，分两次加入SPE板

淋洗1 1 mL pH 5.5的50 mM乙酸铵溶液

淋洗2 1 mL 50 mM 乙酸铵 : 乙腈 (1 : 1，V/V)，清洗完后吹干

洗脱 600 μL含0.3%氨水的100 mM TEA (溶于50%甲醇水
中)，洗脱两次，共1.2 mL

氮吹干燥 收集洗脱液于玻璃瓶中，40 °C氮吹干燥

复溶 120 μL 10 mM pH 8.0 Tris-HCl缓冲液复溶，涡流混匀后
上机检测

表1. 采用TUP寡核苷酸专用SPE板进行样品净化，操作步骤



方法验证
血浆加标样本中，米波美生的加标回收准确度均在

91.98%~98.88%内，各浓度水平重复性(RSD)均不超过12.0%，基质
效应为12%。实验数据表明，该方法准确度及重复性良好，满足生
物样本定量分析要求。

总结

本研究基于SCIEX Triple Quad™ 4500MD 系统，结合TUP寡核
苷酸色谱柱及SPE固相萃取前处理技术，开发了一种用于人血浆中
寡核苷酸药物米波美生的定量分析方法，该方案重现性好稳定性
强，可用于血浆样本中米波美生的准确定量，为寡核苷酸类药物
的PK研究及治疗药物监测提供可靠的分析工具。

仅限专业展会等使用、仅向专业人士提供的内部资料。

表3. 分析物MRM离子对参数

分析物 Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP (V) CE (V)

米波美生 (定量)
716.7 94.9 -85 -118

716.7 318.8 -85 -35

米波美生 (定性) 796.4 318.8 -85 -37

Time (min) Flow (mL/min) B%

0 0.3 13

0.5 0.3 13

1 0.3 80

2 0.3 90

2.5 0.3 90

2.6 0.3 5

3 0.3 5

3.3 0.3 95

3.8 0.3 95

4 0.3 13

5.5 0.3 13

表2. 液相梯度洗脱条件

结果

图谱与线性
在血浆基质中，基于TUP寡核苷酸分析专用柱，米波美生峰型

锐利、对称，且响应好，典型的图谱如图1所示。线性结果表明，
米波美生在5~200 ng/mL范围内线性良好，相关系数r > 0.998，可
稳定重现。
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图1. 米波美生的典型图谱


