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·药物与临床·
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摘 要 目的 建立检测伊布替尼血药浓度的方法并应用于临床。方法 以泽布替尼为内标，血浆样本以固相萃取柱处理后，采用

高效液相色谱（HPLC）法检测伊布替尼的浓度。以 Agilent 5 TC-C18（2）为色谱柱，乙腈-0.5% 磷酸二氢钾溶液（43∶57，V/V）为流动

相，流速为1 mL/min，检测波长为260 nm，柱温为40 ℃，进样量为20 μL，运行时间为25 min。采用上述方法测定9例非霍奇金淋

巴瘤患者第30天用药后2 h时血浆中伊布替尼的浓度。结果 伊布替尼检测质量浓度的线性范围为10～500 ng/mL（R 2＝0.998 9），

定量下限为10 ng/mL；批内、批间精密度试验的 RSD 均不高于12.77%；提取回收率分别为74.80%、97.70%，RSD 均小于2.90%；稳

定性试验的RSD均小于7.10%。9例患者的血药浓度为15.341～279.628 ng/mL。结论 所建立的HPLC法简单、快捷，可用于伊布

替尼血药浓度的测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish a method to detect the blood concentration of ibrutinib and apply it to the clinic. 
METHODS Using zanubrutinib as internal standard， the concentration of ibrutinib was detected by high performance liquid 

chromatography （HPLC） after plasma samples were processed by solid-phase extraction. The separation was performed on an 

Agilent 5 TC-C18（2） column with acetonitrile-0.5% potassium dihydrogen phosphate solution （43∶57， V/V） as the mobile phase at a 

flow rate of 1 mL/min， a detection wavelength of 260 nm， a column temperature of 40 ℃， a sample size of 20 μL， and a run 

time of 25 min. The concentration of ibrutinib was measured in the plasma of 9 patients with non-Hodgkin’s lymphoma 2 h after 

drug administration on the 30th day by the above method. RESULTS The linear range of the assayed mass concentration of 

ibrutinib was 10-500 ng/mL （R 2＝0.998 9）， the lower limit of quantification was 10 ng/mL， and the RSDs of the intra-batch and 

inter-batch precision tests were not higher than 12.77%. The recoveries of the extraction were 74.80% and 97.70%， with both 

RSDs＜2.90%， and the RSDs of the stability tests were not higher than 7.10%. The peak plasma concentrations of 9 patients were 

15.341-279.628 ng/mL. CONCLUSIONS The established HPLC method is simple and rapid， and can be used for the determination 

of ibrutinib concentration in plasma samples.
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伊布替尼是首个不可逆的布鲁顿氏受体酪氨酸激

酶（Bruton’s tyrosine kinase，BTK）抑制剂，可通过抑制 B

细胞受体信号来减少 B 细胞的增殖、迁移和凋亡，从而

发挥阻断 B 细胞白血病和淋巴瘤所需生长信号的作用。

临床研究证实，该药可明显延长慢性淋巴细胞白血病
（chronic lymphocytic leukemia，CLL）患 者 的 生 存 时
间[1―2]。2017年，伊布替尼获我国国家食品药品监督管理
总局批准用于治疗CLL/小淋巴细胞性淋巴瘤（small lym‐

phocytic lymphoma，SLL）、套 细 胞 淋 巴 瘤（mantle-cell 

lymphoma，MCL）和华氏巨球蛋白血症（Waldenström’s 

macroglobulinemia，WM）等非霍奇金淋巴瘤[3]。随着伊
布替尼在临床的广泛应用，该药引起的出血、房颤、腹泻、

上呼吸道感染、疲劳等常见的轻微（Ⅰ～Ⅱ级）不良反应
逐渐被发现，且房颤、出血还可能会导致Ⅲ级及以上严重
不良反应的发生，其安全性越来越受到临床关注。
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伊布替尼主要由细胞色素 P450代谢，在相同的服
药剂量下，不同人群可能存在较大的浓度差异，且这种

差异无法避免[4―5]。有研究认为，较高的伊布替尼药-时

曲线下面积（area under curve，AUC）与药物不良反应的

发生有关[6]。因此，该药的峰浓度可用于预测患者是否

存在较高的药物毒性风险。虽然有研究报道了使用液

相 色 谱 - 串 联 质 谱（liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry，LC-MS/MS）技术检测伊布替尼的血药浓

度[7]，但该方法的设备价格高，操作复杂，很难在医疗机

构普及。为此，本研究建立了检测人血浆中伊布替尼浓

度的高效液相色谱（HPLC）法，并应用于临床，旨在为伊

布替尼的个体化给药及药物毒性风险预测提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 1260 Infinity Ⅱ型 HPLC

仪[安捷伦科技（中国）有限公司]，KDC-1044型低速离心

机、HC-3018型高速离心机（安徽中科中佳科学仪器有

限公司），XW-80A 型涡旋机（海门市其林贝尔仪器制造

有 限 公 司），MG-2200 型 氮 气 吹 干 仪（东 京 EYELA

公司）。

1.2　主要药品与试剂

伊布替尼对照品（批号 S81126，纯度99%）购自上海

源叶生物科技有限公司；泽布替尼对照品（内标，批号

420076-202001，纯度 99.5%）购自中国食品药品检定研
究院；乙腈、甲醇均为色谱级，甲酸、磷酸二氢钾均为分
析纯，水为注射用无菌用水。

1.3　血浆样本

空白血浆由未使用过伊布替尼或泽布替尼的健康

志愿者提供。提供者均签署了知情同意书。

2　方法与结果
2.1　色谱条件

以 Agilent 5 TC-C18（2）（250 mm×4.6 mm，5 μm）为

色谱柱，乙腈-0.5% 磷酸二氢钾溶液（43∶57，V/V）为流动

相；流速为1 mL/min；检测波长为260 nm；柱温为40 ℃；

进样量为20 μL；运行时间为25 min。

2.2　溶液的配制

2.2.1　对照品储备液与内标储备液

精密称取伊布替尼、内标对照品各 10.00 mg，分别

用甲醇溶解并定容至10 mL 容量瓶中，制得质量浓度均

为1 mg/mL 的对照品储备液和内标储备液。

2.2.2　系列标准曲线溶液、质控溶液与内标工作液

取“2.2.1”项下对照品储备液 40 μL，加入甲醇 960 

μL，制得质量浓度为40 μg/mL 的伊布替尼工作溶液，再

用甲醇稀释，得质量浓度分别为0.8、2.0、4.0、8.0、16、32、

40 μg/mL 的系列标准曲线溶液（分别以 0.8、2.0、16、32 

μg/mL 作为定量下限、低、中、高质量浓度的质控溶液）。

取“2.2.1”项下内标储备液20 μL，加入甲醇980 μL，得质

量浓度为20 μg/mL 内标溶液；取该溶液400 μL，加入甲
醇600 μL，得质量浓度为8 μg/mL的内标工作液。

2.3　样本前处理

取血浆样本780 μL，分别加入“2.2.2”项下质控溶液

10 μL 和内标工作液 10 μL，再加入水 700 μL，混匀，得

载样前样本；取该样本，经固相萃取柱（先加入甲醇 1 

mL，再加入水1 mL 活化），依次用水1 mL、甲醇-水溶液

（60∶40，V/V）1 mL 淋洗，再用甲醇-甲酸溶液（98∶2，V/V）

0.5 mL 洗脱 2次后，收集洗脱液，在 40 ℃下以氮气流吹

干，残渣用甲醇-甲酸溶液（98∶2，V/V）100 μL 复溶，以

12 000 r/min 离心10 min，取上清液进样检测。

2.4　方法学考察

2.4.1　专属性试验

取 5份不同来源的空白血浆，不加入质控溶液和内

标工作液，其余按“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项下
色谱条件进样检测，记录色谱图（图 1A）。取空白血

浆，加入“2.2.2”项下定量下限质量浓度质控溶液（0.8 

μg/mL）及内标工作液，按“2.3”项下方法处理后，再按

“2.1”项下色谱条件进样检测，记录色谱图（图 1B）。取

某患者用药（每日服用伊布替尼胶囊1次，每次420 mg，

服药 30 d）2 h 后血浆样本，加入内标工作液，按“2.3”项

下方法处理后，再按“2.1”项下色谱条件进样检测，记录

色谱图（图1C）。结果显示，伊布替尼与内标的保留时间

分别约为22.7、11.6 min，空白血浆对目标成分和内标检

测无干扰，表明本方法的专属性良好。

2.4.2　线性关系与定量下限考察

取“2.2.2”项下系列标准曲线溶液和内标工作液，按

“2.3”项下方法处理，得质量浓度分别为10、25、50、100、

200、400、500 ng/mL 的标准曲线溶液，再按“2.1”项下色

谱条件进样检测。以伊布替尼质量浓度为横坐标（x）、

伊布替尼峰面积与内标峰面积的比值为纵坐标（y），采

用加权最小二乘法进行线性回归，得伊布替尼的回归方
程为 y＝1.041 4x+0.137 9（R 2＝0.998 9），表明伊布替尼

检测质量浓度在10～500 ng/mL 范围内与峰面积比值的

线性关系良好。其定量下限为10 ng/mL。

2.4.3　准确度与精密度试验

取“2.2.2”项下质控溶液和内标工作液，按“2.3”项下

方法处理，得质量浓度分别为 10、25、200、400 ng/mL 的

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样检测，每样本平行测

定10份，考察批内精密度；每样本平行测定5份，连续测

定 3 d，考察批间精密度。将实测质量浓度与理论质量

浓度进行比较，以相对误差（relative error，RE）考察准确

度。结果显示，批内、批间精密度试验的 RSD 均不高于

12.77%，RE 为－2.14%～6.51%，表明本方法的准确度、

精密度良好。结果见表1。

2.4.4　提取回收率试验

取“2.2.2”项下低、高质量浓度的质控溶液（质量浓

度分别为 2.0、32 μg/mL）和内标工作溶液，按“2.3”项下

方法处理后，再按“2.1”项下色谱条件进样检测，记录伊

布替尼峰面积与内标峰面积的比值（A1）。取空白血浆，

按“2.3”项下方法处理后，加入相应质量浓度的质控溶液
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和内标工作液（使最终质量浓度与前者一致），再按“2.1”

项下色谱条件进样检测，记录伊布替尼峰面积与内标峰
面积的比值（A2）。每样本平行测定 5次，按下式计算提
取回收率：提取回收率＝A1/A2×100%。结果显示，提取
回 收 率 分 别 为 74.80%、97.70%，RSD 均 小 于 2.90%
（n＝5）。

2.4.5　稳定性试验
取“2.2.2”项下低、高质量浓度的质控溶液（质量浓

度分别为 2.0、32 μg/mL）和内标工作溶液，按“2.3”项下
方法处理后，再按“2.1”项下色谱条件进样检测，分别考
察处理前样本在 4 ℃下放置 12 h，－20 ℃下分别保存
30、60 d，处理后样本在自动进样器中放置12 h 时的稳定

性，每样本平行测定5份。结果显示，低质量浓度溶液稳
定 性 试 验 的 RSD 分 别 为 2.81%、2.63%、2.48%、7.06%
（n＝5），高质量浓度溶液稳定性试验的 RSD 分别为
0.79%、5.06%、1.70%、3.87%（n＝5），表明不同条件下各
样本稳定性良好。

2.5　临床应用

2.5.1　纳入与排除标准
本研究的纳入标准为：（1）年龄 18～80岁；（2）经病

理学检查明确诊断为 CLL/SLL 或 MCL 或 WM；（3）具有
完整的疗效评价资料和不良反应信息；（4）签署了知情
同意书。

本研究的排除标准为：（1）中重度肝肾功能不全者；

（2）妊娠期或哺乳期妇女；（3）依从性差者。

2.5.2　资料来源
选择2022年8月1日至2023年5月1日在安徽医科

大学第一附属医院接受伊布替尼治疗的9例非霍奇金淋
巴瘤患者（7例CLL，1例MCL，1例WM）。本研究方案经
医院医学伦理委员会批准，伦理批件号：PJ2022-11-17。

2.5.3　用药方法
所 有 患 者 均 连 用 伊 布 替 尼 胶 囊（国 药 准 字

HJ20181066，美国 Catalent CTS LLC，规格 140 mg）超过
30 d，用药频率为每天1次，用药剂量根据病情分为每天
280 mg 或 420 mg，其中 1例患者为 280 mg，8例患者为
420 mg。

2.5.4　检测方法与检测结果
从患者签署知情同意书日起连续用药至少30 d，采

集患者第 30天用药后 2 h 的静脉血[8]，按“2.3”项下方法
处理后，再按“2.1”项下色谱条件进样检测，记录峰面积
并代入随行标准曲线计算伊布替尼的血药浓度。结果
显 示，1 例 服 用 280 mg/d 患 者 的 血 药 浓 度 为 176.583 

ng/mL，8 例 服 用 420 mg/d 患 者 的 血 药 浓 度 分 别 为
15.341、15.746、21.275、26.764、37.325、117.170、169.451、

279.628 ng/mL。结果见图2。

3　讨论
Ezzeldin 等[9]使用 LC-MS/MS 技术检测了人血浆中

伊布替尼的浓度，使用液-液萃取法进行样本前处理，线
性范围为5～1 000 ng/mL。本研究在文献报道的基础上
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图2　9例患者第 30天用药后 2 h 的伊布替尼血药浓度
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B. 空白血浆+内标+定量下限质量浓度质控溶液
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图1　伊布替尼定量分析的HPLC图

表1　准确度与精密度试验结果

理论质量浓度/

（ng/mL）

10

25

200

400

批内（n＝10）

实测质量浓度/（ng/mL）

10.65

25.48

195.71

392.84

精密度 RSD/%
8.63

9.43

3.86

2.81

RE/%
6.51

1.92

－2.14

－1.79

批间（n＝15）

实测质量浓度/（ng/mL）

10.28

25.37

210.45

419.96

精密度 RSD/%
12.77

8.52

6.12

3.48

RE/%
2.79

1.50

5.22

4.13
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进行了调整，以不同比例的甲醇-水溶液作为固相萃取
的淋洗液和洗脱液，能有效去除杂质，提高伊布替尼回
收率，且试剂简单易得，方法简便快捷，故选择甲醇-水
溶液作为样本前处理试剂。在选择流动相时，本研究使
用乙腈-0.5% 磷酸二氢钾溶液为流动相，当二者比例为
40∶60～50∶50（V/V）时，所得色谱峰峰形良好；随后将乙
腈以1% 的比例梯度增加，当二者比例为43∶57（V/V）时，

所得色谱峰峰形最优，故选择乙腈-0.5% 磷酸二氢钾溶
液（43∶57，V/V）为流动相。

有文献指出，非复发型 CLL 患者服用伊布替尼 420 

mg/d 后，第 1 天 血 药 浓 度 为 140.93 ng/mL，第 8 天 为
82.80 ng/mL，且患者可耐受该药的不良反应[10]。本研究
中，有1例患者因服用伊布替尼420 mg/d 后出现心悸、房
颤等不良反应，医师在评估临床疗效及不良反应后给予
减量（280 mg/d）处理；经剂量调整后，患者服用280 mg/d

的伊布替尼仍有效，其血药浓度为176.583 ng/mL；8例服
用伊布替尼420 mg/d 的患者中，血药浓度最低为15.341 

ng/mL，而本方法的定量下限为10 ng/mL，表明本方法可
以满足临床治疗药物监测的需求。本研究所得线性范
围为 10～500 ng/mL，患者可在 25 min 内完成血浆浓度
的检测，对设备要求不高，适宜常规医疗机构开展血药
浓度检测。此外，因泽布替尼与伊布替尼有相近的理化
性质且与伊布替尼同属 BTK 抑制剂，故选择泽布替尼为
内标；同时，本研究建立的方法也可用于后续拓展检测
泽布替尼的血药浓度。

非霍奇金淋巴瘤是一种惰性肿瘤，绝大部分的
CLL、WM 初诊患者和部分 MCL 患者无明显症状。有研
究发现，虽然伊布替尼可延长患者的生存时间[11]，但也
会因药物的相互作用[如同时使用肝药酶抑制剂（酮康
唑）]或者禁食而导致伊布替尼血药浓度发生变化，甚至
可能加重伊布替尼引起的出血、房颤等不良反应[12]。伊
布替尼主要通过细胞色素 P450代谢，由于患者代谢酶
差异而可能导致个体间药物浓度不同[13]。本研究中，8

例服用相同剂量伊布替尼患者的血药浓度为 15.341～

279.628 ng/mL，这提示该药的个体差异较大。有文献指
出，伊布替尼的血药峰浓度大于 70 ng/mL，对 CLL 或
MCL 有治疗作用[14]。因此，通过检测伊布替尼的血药浓
度及临床生化指标，可对其用药剂量进行及时调整，从
而实现个体化给药。

综上所述，本研究所建立的 HPLC 法简单、快捷，可
用于伊布替尼血药浓度的测定。
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