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摘要：本实验建立了一种液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法快速、灵敏测定Sprague-Dawley

（SD）大鼠血浆中Hu7691的浓度。血浆样本以乙腈沉淀蛋白后，选用三键键合烷基色谱柱，

以0.1%甲酸水-乙腈作为流动相进行梯度洗脱，选用多重反应监测（MRM）扫描方式进行监

测。将经验证的方法应用于Hu7691在SD大鼠体内的药代动力学研究。试验结果显示，SD大

鼠口服5、10和20 mg/kg Hu7691以及静脉注射5 mg/kg的Hu7691后，大鼠血浆中Hu7691的

AUC 和Cmax 随剂量的增大而增加，生物利用度分别为50.2%、62.0%、75.7%，表明

Hu7691具有较高的胃肠吸收率和稳定的药代动力学特性。
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Abstract: A liquid chromatography-tandem mass spectrometry （LC-MS/MS） method was

developed for the rapid and sensitive determination of Hu7691 in Sprague-Dawley （SD） rat

plasma. After the plasma samples were precipitated with acetonitrile，a triple-bonded alkyl column

was used for gradient elution with 0.1% formic acid water and acetonitrile as mobile phase.

Multiple reaction monitoring （MRM） scanning was used for monitoring. The validated method

was applied to study the pharmacokinetics of Hu7691 in SD rats. The results showed that the AUC

and Cmax of Hu7691 in plasma of SD rats increased with the increase of dose after oral

administration of 5，10 and 20 mg/kg Hu7691 and intravenous injection of 5 mg/kg Hu7691，and
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the bioavailability of Hu7691 were 50.2%、62.0% and 75.7%， respectively Hu7691 has high

gastrointestinal absorption rate and stable pharmacokinetic properties.

Keywords: Liquid chromatography-tandem mass spectrometry； Hu7691； Rat plasma；

Pharmacokinetics

磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，

PKB，又称 AKT）/雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，MTOR）通路在肿瘤

细胞的生长、增殖等过程中具有重要的作用[1]。靶向 PI3K/Akt/mTOR信号通路的关键蛋白

分子成为当前抗肿瘤新药研发热点，而 AKT是 PI3K/Akt/mTOR信号通路的核心蛋白。Akt

是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，主要包括 3种亚型[2]，即 Akt1、Akt2 和 Akt3，可抑制肿瘤

细胞凋亡、促进肿瘤细胞生存[3-5]，也可促进肿瘤细胞周期运行，导致肿瘤细胞过度增殖[5-7]。

随着Akt结构、功能和作用机制的不断阐明，小分子Akt抑制剂在抗肿瘤领域的应用受到

越来越广泛的关注，目前已有大量不同结构类型的小分子Akt抑制剂被报道[8-9]。已开发的Akt

特异性抗肿瘤候选化合物大多存在稳定性差、细胞通透性和溶解度不佳等类药性问题。

4-（1-甲基-1H-吡唑-基）-N-（（3S,4S）-4-（3,4-二氟苯基）哌啶-3-基）-2-氟苯甲酰胺 L-

苹果酸盐（Hu7691）是由浙江大学自主研发的新一代Akt选择性抑制剂[10]，通过分子对接、

合理药物设计等系统优化，重点针对Akt抑制剂的激酶选择性不佳、hERG通道阻滞等问题进

行改造，在激酶选择性、体内外有效性和安全性上表现更为优异。目前国内外文献中尚无报

道Hu7691在生物样本中的检测方法，本文首次建立了测定大鼠血浆中Hu7691的超高效液相

色谱-三重四极杆质谱法，并应用该方法进行Hu7691在大鼠体内的药代动力学研究和生物利

用度研究，这项研究为该化合物的临床前和临床应用提供依据。

1 材料

1.1 仪器

Waters Xevo TQ超高效液质联用仪（美国Waters公司）； PureLab OptionS7 纯水仪（英

国ELGA LabWater 公司）；Eppendorf 5817R离心机（德国Eppendorf公司）；MTV-100 多管

漩涡混合仪（杭州奥盛仪器有限公司）；XS205电子分析天平（METTLER TOLEDO公司）。

1.2 试药和试剂
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甲醇（色谱级，美国Merck KGaA公司）；乙腈（色谱级，美国Merck KGaA公司）；甲酸

（色谱级，Sigma-Aldrich 公司）。对照品Hu7691由浙江大学（杭州）创新医药研究院提供，

内标氯雷他定购买于中国食品药品检定研究院。对照品和内标的结构图见图1。

Hu7691 氯雷他定

图1 Hu7691和氯雷他定的结构式

1.3 动物

Sprague-Dawley（SD）大鼠，SPF 级，雌雄各半，180~220g，动物生产许可证号：SCXK

（浙）2018-0001，浙江维通利华实验动物技术有限公司。

2 方法与结果

2.1 分析条件

2.1.1色谱条件

色谱柱：ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm，Waters Corporation公司）；

流动相：0.1%甲酸水-乙腈（0.00-0.50 min：90:10，0.50-1.50 min：90:10→10:90，1.50-3.50 min：

90:10， 3.50-3.51 min：10:90→90:10， 3.51-5.00 min：90:10）；流速为0.300 ml/min，进样

量为5 μl；柱温40℃；总运行时间为5min。

2.1.2质谱条件

质谱条件离子化电源，正离子检测；电离电压：3. 00 kV；锥孔电压：30 V；离子源温

度：150℃；脱溶剂气温度350°C，碰撞气流速0.15 mL/min，脱溶剂气流速650 L/h。采用多

反应监测（MRM）模式下进行监测，Hu7691采用MRM方式检测，母离子m/z：415.11，子

离子m/z：196.09，裂解电压：5 V，碰撞能量：22 eV。内标氯雷他定采用MRM方式检测，

母离子m/z：383.08，子离子m/z：267.02，裂解电压：5 V，碰撞能量：32 eV。总分析运行

时间为5分钟。
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2.2 溶液的制备

2.2.1标准品储备液

精密称取Hu7691标准对照品适量，用甲醇定容配制成浓度为1 mg/ml的Hu7691储备液，

置冰箱（2～8℃）保存备用。

2.2.2内标储备液及内标工作液的配制

精密称取氯雷他定适量，用甲醇定容配制成浓度为1 mg/ml氯雷他定储备液，置冰箱（2～

8℃）保存备用。试验前精密量取氯雷他定储备液适量，用乙腈稀释成浓度为4 ng/ml的氯雷

他定内标工作液。

2.3 样品处理

血浆样本使用6倍量乙腈沉淀蛋白处理。精密吸取50 μl 匀浆液加入到1.5 ml 离心管中，

加入300 μl乙腈溶液（含质量浓度为4 ng· ml -1的氯雷他定内标溶液），涡旋10 min，12 000

r· min -1离心10 min，取上清液LC-MS /MS分析。

2.4 方法学考察[11]

2.4.1方法专属性

取 6只不同SD大鼠的空白血浆各50 μl，置1.5 ml离心管中，除不加内标外，其余按“2.3”

项下方法操作，在本实验LC-MS/MS条件下进样分析，获得空白血浆色谱图（图1A）；将一

定浓度的Hu7691标准液及内标工作液加入空白血浆中，同法操作获得相应的色谱图（图1B）；

取给药Hu7691后的2 h时间点的血浆样本，同法操作得相应的色谱图（图1C）。

该分析条件下，Hu7691的保留时间为1.90 min，内标氯雷他定的保留时间为2.27 min。

结果表明，在本实验条件下，Hu7691对照品和内标氯雷他定分离良好，血浆中的内源性杂

质不干扰测定。
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图2 Hu7691血浆样品LC-MS/MS图

空白血浆；B-空白血浆+对照品，其中Hu7691浓度为5 ng/ml；

C-取SD大鼠给予Hu7691后2 h后的血浆

2.4.2线性范围和定量限

取空白 SD大鼠血浆 47.5 μl，加入 Hu7691系列标准液 2.5 μl，配制成一系列浓度为 5、

10、20、50、100、200、500、1000 ng/ml的血浆工作曲线。按“2.3”项进行处理，在本实验

条件下进样分析。所得结果以待测物浓度为横坐标，待测物峰面积与内标峰面积的比值为纵

坐标，用加权最小二乘法进行回归运算，求得的直线回归方程 Y=0.0146x+0.0129（r=0.9960）。

在 5～1000 ng/ml内，线性关系良好。

取 5 ng/ml模拟血浆样本 5份，按“2.3”项进行处理，在本实验 LC-MS/MS 条件下进样分

析。测得结果平均值为 1.01 ng/ml，RSD为 1.66%，RE为-1.56%，故定量下限为 5 ng/ml，

满足方法学样品测定要求。

2.4.3精密度和准确度

取空白 SD 大鼠血浆 47.5 μl 加入 1.5 ml 离心管中，分别加入浓度为 0.3、8、16 µg/ml

的 Hu7691质控溶液 2.5 μl混匀，配制浓度为 15、400、800 ng/ml 的 Hu7691血浆质控样品。

按“2.3”项进行处理，在本实验 LC-MS/MS条件下进样分析，每一浓度 5份样品，连续测定

3批，考察Hu7691批内及批间精密度，结果显示，Hu7691质控样品批内精密度在 0.90～2.86%
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之间，批间精密度在 3.64～6.36%之间，批内准确度在-8.48～12.92%之间，批间准确度在

-4.82～4.30%之间。

2.4.4回收率

取空白 SD大鼠血浆 47.5 μl加入 1.5 ml离心管中，加入浓度为 0.3、8、16 µg/ml的Hu7691

质控溶液 2.5 μl混匀，配制浓度为 15、400 和 800 ng/ml 的 Hu7691 血浆质控样品，每一浓

度 3份样品，按“2.3”项进行处理，在本实验 LC-MS/MS条件下进样分析；同时，取空白 SD

大鼠血浆 47.5 μl，按“2.3”项进行处理后添加相应浓度的 Hu7691质控溶液 2.5 μl，每一浓度

各 3份，在本实验 LC-MS/MS条件下进样分析。计算峰面积比值得到该方法下血浆回收率。

得到该方法下 Hu7691提取回收率为 100.26～109.70%。

2.4.5基质效应

取6只SD大鼠的空白血浆 47.5 μl，按“2.3”项进行处理后再分别加入浓度为0.3、16 µg/ml

的 Hu7691质控溶液 2.5 μl混匀，每一浓度 6份，在本实验 LC-MS/MS条件下进样分析；同

时取水 47.5 μl，加入浓度为 0.3、16 µg/ml的 Hu7691质控溶液 2.5 μl混匀，每一浓度 6份，

按“2.3”项进行处理，在本实验 LC-MS/MS 条件下进样分析。以峰面积比值计算基质效应

（ME）。得到ME为 96.82%～98.55%，表明基质效应可以忽略。

2.4.6稳定性

配制 Hu7691在血浆中低、高 2个浓度分别为 15和 800 ng·mL-1的质控样品，考察生物

样本稳定性，样本冰盒放置 4 h稳定，偏差为-5.73%～0.90%；样本处理后室温放置 5 h稳定，

偏差为-4.20%～-2.44%；样品置-20℃冰箱保存 30 d 稳定，偏差为-11.56% ～-5.84%；样品

反复冻融解冻 3次稳定，偏差为-0.93%～5.42%。

3 Hu7691的大鼠血浆动力学试验

3.1 试验过程

选用 SD大鼠 32只，随机分成灌胃低、中、高剂量组和静脉注射组 4组，每组 8只，雌

雄各半。灌胃给药，低、中、高剂量组的剂量分别为 5、10和 20 mg/kg，静注组的剂量为 5 mg/kg。

灌胃给药的血样采集时间分别为给药前、给药后 0.25、0.5、1、2、4、6、8、10、12、24和

48 h。静脉给药的血样采集时间分别为给药前、给药后 0.083、0.25、0.5、1、2、4、6、8、

12和 24 h。各组大鼠于给药前和给药后尾静脉采血 0.2 ml左右，血液于 4000 r min -1 离心 10

min，取上层澄清血浆，迅速贮存于-20℃冰箱。样品测定前从冰箱取出，室温融化，按“2. 3”

项下方法处理，根据当日标准曲线计算血浆中药物浓度。
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3.2 结果

采用 DAS3.1药动学软件选择非房室模型计算主要动力学参数 AUC（0-t）、Cmax、Tmax

等，结果见表 1。大鼠单次灌胃给予 5、10和 20 mg/kg 的 Hu7691后血药浓度-时间曲线见图

3，低、中、高剂量组的绝对生物利用度分别为 50.2%、62.0%、75.7%。随着给药剂量的增加，

大鼠血浆中 Hu7691的 AUC 和 Cmax 随剂量的增大而增加。

表1 各组大鼠给予Hu7691后的药代动力学参数

剂量

（mg/kg）

Cmax

（ng/ml）
T1/2 （h） MRT0–t（h）

AUC0–t

（ngh/ml）

AUC 0-∞

（ngh/ml）
F （%）

5 （p.o.） 53.9±30.6 5.1±2.9 6.7±2.5 673±564 770±662 50.2

10 （p.o.） 123.3±78.9 5.2±3.0 7.6±3.5 1662±1494 1771±1568 62.0

20 （p.o.） 278.9±134.8 5.3±2.6 8.0±3.6 4057±3321 4164±3339 75.7

5 （i.v.） 687.8±109.1 5.8±3.1 4.6±2.6 1340±679 1504±779 -

图3 大鼠灌胃5、10、20 mg/kg Hu7691 后的血药浓度-时间曲线

4 结论

本研究建立了一种选择性佳、分离度高、快速的 LC-MS/MS方法用于测定大鼠血浆中

Hu7691浓度。通过线性、精密度和稳定性等考察生物分析方法验证合格，分析的定量限范围

为 5-1000 ng/ml。并将该方法应用于Hu7691在大鼠体内的药代动力学研究和生物利用度研究，

描述了 Hu7691在大鼠体内的吸收情况，研究结果显示 Hu7691具有较高的胃肠吸收率和稳定

的药代动力学特性，适合用于口服给药。为该药临床研究提供非临床的动物试验依据，为该

药物的进一步开发提供参考依据。
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