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【摘要】 

目的  建立一种高效液相色谱-串联质谱法（HPLC-MS/MS）

同时测定 SD 大鼠血浆中 LMV-12（HE003）（以下简称 

LMV-12）及其活性代谢产物 M4 的方法，并开展完整的生

物分析方法学验证。 

方法   采用蛋白沉淀提取血浆中  LMV-12 及  M4，用 

HPLC-MS/MS 方法进行定量分析。采用  ACQUITY 

HPLC®CSH C18 色谱柱，以 0.3% 甲酸/40 mmol/L 甲酸铵

水溶液-乙腈为流动相进行梯度洗脱实现快速分离。质谱采

用电喷雾离子化电离源（ESI）、正离子检测模式和选择反应

监测（SRM），用于定量分析的离子反应为 m/z 674.300 → 

169.200（LMV-12），m/z 661.200 → 156.000（M4）和 m/z 

688.200 → 183.000（内标 CH3-LMV-12）。 

结果  完整的生物分析方法学验证结果显示，在本方法中 

LMV-12 血浆浓度在 20 ~ 8000 ng/ml 范围内、M4 浓度在 

5 ~ 2000 ng/ml 范围内线性关系良好，方法的选择性、残留、

准确度、精密度、基质效应、稳定性均满足生物样品定量分

析要求。 

结论  本方法检测快速、灵敏度高、操作简便、重现性好，

能同时检测出 LMV-12 原型药及其代谢产物 M4，适用于 

LMV-12 的大鼠药代动力学和毒代动力学研究。 
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LMV-12（HE003）（以下简称 LMV-12）为小

分子酪氨酸激酶抑制剂，靶向抑制 c-Met、VEGFR2 

及 RET 等信号通路而发挥抗肿瘤作用，杀死肿瘤

细胞，减少转移并抑制血管生成。本品是我国自主

研发的创新型小分子抗肿瘤药物，前期研究发现该

化合物对人肺癌细胞和人胃癌细胞裸鼠皮下移植

瘤均有明显的生长抑制作用，但该化合物在动物体

内的安全性尚待研究。同时前期药代研究发现该化 

 

合物的代谢产物 M4 在体内暴露量较高，且与其抑

制肿瘤的作用机制密切相关，故该代谢产物的安全

性和体内暴露也值得关注[1-3]。在非临床安全性研究

中开展伴随的毒代动力学研究能够评价药物暴露

与毒性反应的关系，可靠的生物分析方法是开展毒

代动力学研究的前提和基础[1-3]。LMV-12 及其代谢

产物在大鼠体内血药浓度测定的生物分析方法及

方法学验证尚未开展，亟需建立有效可靠的分析方

法、开展验证以支持相关临床前和临床研究。 

本研究优化样品前处理和检测条件，采用 

HPLC-MS/MS 方法，建立了同时实现 SD 大鼠血

浆内 LMV-12 及代谢产物 M4 的定量研究方法，

并开展了完整的方法学验证，证明该方法的选择

性、残留、标准曲线、定量下限、准确度与精密度、

基质效应、稀释可靠性等符合要求，并对生物基质

中的待测物稳定性进行了考察。为 LMV-12 的药

代动力学和毒代动力学研究提供了可靠的生物分

析方法。 

 

1  材料与方法 
1.1  材料 

1.1.1  受试物和内标  LMV-12（HE003），白色粉

末，无臭，纯度 99.6%；M4，类白色粉末，纯度 

98.2%；CH3-LMV-12，白色粉末，纯度 99.2%，均

由南昌弘益药业有限公司提供。 
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1.1.2  试剂  乙腈（HPLC 纯）、甲醇（HPLC 纯）、

甲酸（LC/MS 纯）均为美国 Fisher scientific 公司

产品；甲酸铵（质谱纯），Fluka；DMSO（GC 纯）

购自美国 Sigma 公司；超纯水由 Millipore Milli-Q 

Advantage A10 超纯水机当日制备。 

生物基质：SD 大鼠混合血浆和 SD 大鼠空白

个体血浆均自行制备，–70 ℃ 冻存。SD 大鼠混合

血浆由 6 只以上 SD 大鼠空白个体血浆混合而得。 

1.1.3  仪器  HPLC-MS/MS 仪（Accela 高效液相

色谱仪、TSQ Quantum Access 三重四级杆串联质谱

仪、电喷雾离子源（ESI）、Xcalibur 2.2 工作站）

均购自美国 Thermo Fisher 公司；5415R 离心机购

自 Eppendorf 公司；Milli-Q Advantage A10 型号超

纯水机购自 Millipore 公司；AX 205 和 PB 203-N 

型号电子天平购自  Mettler Toledo 公司；Vortex 

G560E 涡旋仪购自 Scientific Industries 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  标准储备液及标准工作液的配制  分别精

密称取适量 LMV-12 对照品、M4 对照品置于量瓶

中，加稀释液（50% 乙腈-水）使溶解并稀释至刻

度，摇匀，得到浓度为 0.2 mg/ml 的 LMV-12 对

照品储备液和 M4 对照品储备液。储备液用稀释液

系列稀释后，得到系列标准工作液。 

1.2.2  内标储备液及工作液的配制   精密称取 

CH3-LMV-12 对照品 10 mg，置 50 ml 量瓶中，加 

200 μl DMSO 溶解并用稀释液稀释至刻度，摇匀，

得到浓度为  0.2 mg/ml 的内标储备液，进而用 

0.05% 甲酸-乙腈稀释得到内标工作液（20 ng/ml）。 

1.2.3  质控储备液及工作液的配制  质控储备液

独立配制，配制方法同标准储备液。用稀释液系列

稀释后，得到目标浓度的质控样品。 

1.2.4  高效液相色谱条件   采用  ACQUITY 

HPLC®CSH C18 色谱柱（2.1 mm × 50 mm, 1.7 µm），

配有保护柱 Phenomenex C18（4.0 mm × 3.0 mm）；

流动相：A 相：乙腈，B 相：0.3% 甲酸-40 mmol/L 

甲酸铵水溶液，梯度洗脱条件如表 1，柱温 40 ℃；

进样量 3 μl。 

1.2.5   质谱条件   采用电喷雾离子化电离源

（ESI），喷雾电压 3500 V；加热毛细管温度 350 ℃；

鞘气氮气，流速 45 Arb；辅助气氮气，流速 15 Arb；

碰撞气氩气，流速 1.5 mTorr。LMV-12、M4 和内

标的二级碰撞能量分别为 32、30 和 29 eV；正离

子方式检测；扫描方式为选择反应监测（SRM）， 

 

 

表 1  洗脱梯度设置表 

Table 1  Elution gradient settings 

时间（min）

Time (min) 

A 相（%） 

Phase A（%）

B 相（%） 

Phase B（%） 

流速(μl/min) 

Flow rate (μl/min)

0.00 40.0 60.0 250.0 

1.00 40.0 60.0 250.0 

4.00 60.0 40.0 250.0 

4.01 40.0 60.0 250.0 

5.00 40.0 60.0 250.0 

 

用于定量分析的离子反应为 m/z 674.300 → 169.200

（LMV-12），m/z 661.200 → 156.000（M4）和 m/z 

688.200 → 183.000（CH3-LMV-12）；扫描时间为 

0.5 s。 

1.2.6  标准样品和质控（QC）样品的制备  分别

精密量取 SD 大鼠空白混合血浆，添加 LMV-12 

和 M4 系列标准工作液，得到 LMV-12 浓度为 20、

50、100、200、500、1000、2000、5000、8000 ng/ml 

以及 M4 浓度为 5、12.5、25、50、125、250、500、

1250、2000 ng/ml 的校正标样。 

质控样品配制方法同标准样品。质控样品中 

LMV-12 浓度分别为 20、60、600、6000 ng/ml，

M4 浓度分别为 5、15、150、1500 ng/ml。 

1.2.7  血浆样品前处理方法  采用蛋白沉淀方 

法[4-5]去除血浆中的蛋白，同时提取待测物质：准确

吸取血浆样本 50 μl，加入内标工作液 200 μl，涡

旋 2 min 后，12 000 r/min、4 ℃ 离心 10 min，吸

取上清液，转移至进样衬管中，进样 3 μl 测定。 

另取 SD 大鼠空白混合血浆（不添加任何物

质）加入 0.05% 甲酸-乙腈 200 μl，涡旋 2 min 后，

12 000 r/min、4 ℃ 离心 10 min，吸取上清液，作

为空白样品。 

1.2.8  分析方法验证项目及标准  按照《中国 

药典》现行版《生物样品定量分析方法验证指导原

则》[6]以及《化学药物非临床药代动力学研究技术

指导原则》[1]相关要求，参考 FDA《药品和生物制

品的分析程序和方法验证行业指南》[7]、EMA《生

物样品分析方法验证指导原则》[8]以及 ICH《M10：

生物样品分析方法验证》[9]，开展完整方法学验证，

考察该方法的选择性、残留、标准曲线、准确度和

精密度、基质效应、回收率、定量下限和稀释可靠

性，并考察样品保存稳定性。 

研究中 sx   用 Excel 进行计算，计算公式

如下，判定标准按照现行版《生物样品定量分析方

法验证指导原则》[6]执行。 
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准确度：准确度用测定值与理论值的偏离程

度，即偏差（Deviation，Diff%）表示；计算公式如

下：Diff% =（测得浓度 – 标示浓度）/标示浓度 × 

100% 

精密度：精密度用多次测定数据的相对标准偏

差（relative standard deviation，RSD%）表示。 

RSD% = 测得浓度 SD 值/测得浓度均值 × 

100% 

1.2.9  SD 大鼠毒代动力学研究  SD 大鼠雌雄

各 8 只，经口灌胃给予 LMV-12 受试物 28 d，每

天一次，给药剂量 15 mg/kg。于首次和末次给药 

前、给药后 0.5、1、2、4、6、8、24 h，共 8 个

采血点采血。采集血液置于 EDTA 抗凝离心管中

4000 r/min，4 ℃，10 min 离心后，收集血浆分装 

2 管，其中 1 份保证在 200 μl 以上；剩余的全部

置于另 1 个收集管中，置于 –65 ℃ 以下条件保存

待测。 

 

2  结果 
2.1  质谱条件的优化 

由于 LMV-12 尚无同位素内标，故选取结构

相似的 CH3-LMV-12 为内标。取 LMV-12、M4 和

内标三种化合物的储备液，分别稀释至 0.1 mg/ml 

注入 ESI 离子源中，用正离子模式得到各自稳定

的准分子离子峰与特征碎片离子。然后将 HPLC 

与串联四极杆质谱仪连接，选择各自的监测离子

对，分别对离子传输管温度、透镜电压、鞘气压、

辅助气压等进行优化，使样品的离子化效率达到最

佳。最终确定了质谱条件。用于定量分析的离子反

应为  m/z 674.300 → 169.200（LMV-12），m/z 

661.200 → 156.000（M4）和 m/z 688.200 → 183.000

（内标）。 

2.2  色谱条件的优化 

良好的色谱条件对定量结果有重要意义。前期

方法开发中发现 LMV-12 化合物表现极为特殊，

其残留严重，可达中浓度质控（MQC）水平，经探

索发现其对所处溶液环境的极性极为敏感，本研究

从液相条件如色谱柱的选择、流动相、洗脱程序设

计等方面分别优化。 

经筛选，选用 Waters ACQUITY HPLC®CSH 

C18 色谱柱（2.1 mm × 50 mm，1.7 µm）。该色谱

柱为新一代杂化颗粒的  HPLC 超高压液相色谱

柱，CSH 颗粒在桥式亚乙基杂化颗粒技术的基础

上在其表面控制少量电荷，这种修饰能够改善离子 

 

化小分子的峰形、载量行为和峰容量，并且使得在 

LMV-12 的分离中表现出较低的残留。 

在流动相中的水相中适当添加甲酸及甲酸铵

以提高待测物离子化效率，同时应避免流动相中离

子浓度过高导致离子抑制，经过反复优化最终采用 

0.3% 甲酸-40 mmol/L 甲酸铵水溶液和乙腈为流 

动相。 

洗脱程序中较大梯度变化将导致溶剂极性环

境变化大而造成 LMV-12 的高残留，采用 40% ~ 

60% 的弱梯度、较缓变化的梯度，可同时实现溶液

中基质内源性物质以及多种化合物的有效分离，同

时有效控制 LMV-12、M4 和内标三种化合物的残

留在指导原则规定的 20% 定量下限以下。 

通常，较高的流速有利于尖锐和对称的峰形，

但本研究发现 LMV-12 在较高的流速下会因溶液

极性变化快而出现高残留，适当降低流速有利于降

低残留，经优化最终采用流速为 250 μl/min。最终

梯度洗脱程序如表 1 所示。 

在最终色谱条件下  LMV-12  保留时间为 

1.13 min，M4 的保留时间约为 1.22 min，内标的

保留时间约为 1.40 min，三种化合物均可实现较对

称色谱峰，峰形较窄且灵敏度高，同时残留符合 

要求。 

2.3  选择性 

采用来自 6 只个体 SD 大鼠的空白血浆样品

考察基质内源性物质对待测物及内标物的干扰。上

述个体血浆经前处理后，按照已建立的分离检测条

件分析，空白基质在 LMV-12 保留时间处的响应

不超过  1.55%，M4 保留时间处的响应不超过 

1.30%，内标处的响应不超过 0.01%（图 1）。另外，

分别单独进样 LMV-12、M4 和内标，结果显示每

种化合物对其他两种组分的影响不超过 8.25%。本

方法内源性组分对待测物干扰以及三种化合物之

间的相互干扰均满足《生物样品定量分析方法验证

指导原则》的要求[6-9]。 

2.4  残留 

在注射定量上限（upper limit of quantification，

ULOQ）标样后，注射空白样品，其中 LMV-12 的

峰面积不大于注射定量下限（ lower limit of 

quantification，LLOQ）中 LMV-12 峰面积的 0.13%，

M4 的峰面积不大于  LLOQ 中  M4 峰面积的 

7.10%，内标峰面积不大于 LLOQ 内标峰面积的 

0.01%，满足指导原则对于干扰组分不高于待测物 

LLOQ 峰面积 20%、内标峰面积 5% 要求[6-9]。 
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LMV-12 M4 内标 

Internal standard  

 A

 B

图 1  空白血浆中 LMV-12、M4 和内标的图谱（A）和定量下限血浆样品中 LMV-12、M4 和内标的图谱（B） 

Figure 1  Spectrum of LMV-12, M4 and internal standard in blank plasma (A) and in LLOQ samples (B) 
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图 2  血浆中 LMV-12（A）和 M4（B）定量分析标准曲线图 

Figure 2  Calibration curve for quantitative analysis of LMV-12 (A) and M4 (B) in plasma 

 

2.5  基质效应 

6 批来自不同个体的 SD 大鼠空白血浆（其中

含 2 个溶血血浆）提取后，分别加入低、高质控

两个浓度水平的 LMV-12、M4 及内标，分别与同

浓度水平不含血浆基质的 LMV-12、M4 及内标纯

溶液的相应峰面积相比，绝对基质因子分别为 

0.98、0.93、1.08，LMV-12 和 M4 归一化的基质

因子分别为 0.92、0.86，RSD 分别为 9.40% 和 

12.98%，符合指导原则中 RSD 不大于 15% 的标

准。本品不涉及影响脂质代谢，故未在临床前研究

中考察高脂基质的基质效应，建议后续临床研究补

充开展高脂基质的基质效应考察[7]。 

 

2.6  标准曲线和灵敏度 

以待测物与内标物峰面积比值为纵坐标（y），

以待测物的理论浓度为横坐标（x），采用线性最小

二乘法（权重系数 1/x2）求得标准曲线，LMV-12 

和 M4 各评价 4 条标准曲线，所有标准曲线线性

相关性良好（r2 > 0.99），符合接受标准。LMV-12 浓

度范围为 20 ~ 8000 ng/ml，M4 浓度范围为 5 ~ 

1500 ng/ml，代表性标准曲线拟合图见图 2。两种

待测物定量范围可以大致覆盖预期的大鼠毒性研

究药物血浆暴露浓度，描述 LMV-12 和 M4 的毒

代动力学特征，灵敏度基本满足测定需求。 
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2.7  定量下限与准确度、精密度 

定量下限及低、中、高水平的质控样品

（LMV-12 浓度分别为 20、60、600、6000 ng/ml，

M4 浓度分别为 5、15、150、1500 ng/ml），每个

添加水平重复测定 6 个样品，连续测定 4 个分析

批（3 日内），以实测值与理论值之比计算方法的

准确度，并计算批内与批间精密度（以 RSD% 计），

具体结果见表 2。 

经验证，LLOQ 样品中 LMV-12 的批内准确

度偏差在 –11.45% ~ 9.06% 之间，精密度 RSD 不

超过 17.86%；批间准确度偏差为 0.02%，批间精

密度 RSD 为 8.53%。LLOQ 样品中的 M4 的批

内准确度偏差在 –10.95% ~ 3.87% 之间，精密度 

RSD 不超过 15.65%；批间准确度偏差为 –3.19%，

批间精密度 RSD 为 7.39%。LMV-12 的定量下限

为 20 ng/ml，M4 的定量下限为 5 ng/ml。 

低、中、高浓度质控样品中 LMV-12 的批内

准确度偏差在 –9.4% ~ 6.19% 之间，精密度 RSD 

不超过 9.70%；批间准确度偏差在 –5.44% ~ –0.01% 

之间，批间精密度 RSD 不超过 4.73%。低、中、

高浓度质控样品中  M4 的批内准确度偏差在 

–12.18% ~ 3.80% 之间，精密度  RSD 不超过 

8.69%；批间准确度偏差在 –8.57% ~ –1.93% 之间，

批间精密度 RSD 不超过 4.95%。上述结果符合指

导原则对生物样品测定分析方法验证的要求[6-9]。 

2.8  提取回收率 

将低、中、高 3 个质控水平的血浆样品（带

内标），与基质提取液（带内标）中相应浓度待测

物的峰面积相比，计算得到提取回收率，3 个批 

次  3 个浓度质控样品中  LMV-12 的回收率在 

85.89% ~ 88.77% 之间，各浓度回收率的相对标准

偏差（RSD）不高于  5.82%。M4 的回收率在 

 

88.38% ~ 93.24% 之间，各浓度回收率的 RSD 不

高于 8.87%。内标的平均回收率为 109.72%，RSD 

为 5.31%。 

2.9  稀释可靠性 

含 LMV-12 浓度 12 000 ng/ml、M4 浓度 

3000 ng/ml 的样品分别稀释 2 倍、5 倍、10 倍，

各稀释因子平行 5 个样品，LMV-12 的准确度偏

差在 –9.45% ~ 7.69% 之间，精密度 RSD 在 1.49% 

~ 2.13% 之间；M4 的准确度偏差在 –2.91% ~ 

7.23% 之间，精密度 RSD 在 1.53% ~ 2.61% 之

间，表明 LMV-12 或 M4 的血浆样品稀释 2 ~ 

10 倍后测得结果可靠。 

2.10  稳定性 

LMV-12/M4 在 SD 大鼠血浆样本低、高浓度

水平的样品各 3 份，室温放置 6 h，–70 ℃ 冰箱

中保存 135 d，或者 –70 ℃ 条件下保存 24 h 以上

并经过 3 个冻融循环后，LMV-12/M4 测定结果

（表 3）的准确度偏差均在标示值的 ±15% 内，符

合指导原则要求。另外，研究结果显示 LMV-12/M4 

的血浆样品处理后的提取液于自动进样器（4 ℃）

中保存 96 h 后重新测定，准确度结果均符合指导

原则稳定性要求，显示样品稳定。 

2.11  毒代动力学样品分析 

将本方法应用于 SD 大鼠灌胃给予 LMV-12 

毒代动力学研究。将血浆样品按已验证方法前处理

后，采用新鲜配制的标准曲线样品并新鲜建立的标

准曲线，同时分析高、中、低的 QC 样品，根据当

日标准曲线求算未知样品浓度和 QC 样品浓度。末

次给药后 LMV-12 和 M4 的血药浓度药-时曲线

见图 3，从图中可以看出，LMV-12 的 Cmax 为 

201.77 ng/ml，出现在给药后 2 h，M4 的 Cmax 为 

35.54 ng/ml，出现在给药后 4 h，比 LMV-12 的时 

 

表 2  SD 大鼠血浆基质中的 LMV-12/M4 测定的准确度和精密度 

Table 2  Accuracy and precision of LMV-12/M4 in SD rat plasma matrix 

批间（n = 4）  Intra (n = 4) 分析批 1（n = 6）  Inter (n = 6) 样品 

Sample 

理论浓度（ng/ml） 

Nominal concentration 

(ng/ml) 

测定均值 

（ng/ml） 

Average (ng/ml)

批间精密度 

（RSD%） 

Precision (RSD%)

准确度偏差

（%） 

Diff% 

测定均值 

（ng/ml） 

Average (ng/ml) 

精密度 

（RSD%） 

Precision (RSD%)

准确度偏差

（%） 

Diff% 

LLOQ   20   20.00 8.53 0.02   21.81 17.86 9.07 

LQC   60   58.59 3.15 –2.36   60.44  0.73 0.73 

MQC  600  599.91 4.18 –0.01  590.44  4.15 –1.59 

LMV-12 

HQC 6000 5673.20 4.73 –5.44 5805.64  7.86 –3.24 

LLOQ    5    4.84 7.39 –3.19    5.09 15.65 1.84 

LQC   15   13.72 3.05 –8.57   13.83  8.69 –7.82 

MQC  150  146.34 1.53 –2.44  149.49  3.52 –0.34 

M4 

HQC 1500 1471.08 4.95 –1.93 1539.36  2.71 2.62 
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表 3  SD 大鼠血浆内 LMV-12 及 M4 稳定性测试结果 

Table 3  Stability of LMV-12 and M4 in SD rat plasma 

室温稳定性 

Room temperature stability 

长期稳定性（–70 ℃） 

Long time stability (–70 ℃)

3 次冻融循环（–70 ℃） 

Stability after 3 freeze-thaw 

cycles (–70 ℃) 

提取液稳定性（4 ℃） 

Extract stability (4 ℃) 

样品 

Sample 

理论浓度 

（ng/ml） 

Nominal 

concentration 

(ng/ml) 

sx   

（ng/ml） 

准确度 

偏差（%） 

Diff% 

sx   

（ng/ml） 

准确度 

偏差（%）

Diff% 

sx   
（ng/ml） 

准确度 

偏差（%） 

Diff% 

sx   
（ng/ml） 

准确度 

偏差（%）

Diff% 

LMV-12   60 59.60 ± 0.44 –0.67 54.96 ± 2.19 –8.41 52.57 ± 0.48 –12.38 56.88 ± 0.39 –5.20 

 6000 6015.24 ± 196.58 0.25 5268.80 ± 51.08 –12.19 5238.49 ± 0.48 –12.69 5657.38 ± 132.61 –9.04 

M4   15 14.18 ± 1.03 –5.45 13.19 ± 0.55 –12.05 13.98 ± 0.29 –6.80 14.93 ± 0.98 –0.48 

 1500 1518.29 ± 60.65 1.22 1439.01 ± 32.03 –4.07 1469.95 ± 24.36 –2.00 1475.00 ± 41.30 –1.67 
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图 3  SD 大鼠灌胃给予 LMV-12 28 d 后血浆中 LMV-12 及 M4 浓度-时间曲线 

Figure 3  The concentration-time curve of LMV-12 and M4 in plasma after administration of LMV-12 in SD rats for 28 days 

 

间滞后。测试过程分析批均满足《生物样品定量分

析方法验证指导原则》的要求[6-9]和毒代动力学研究

的要求[1-3]。 

 

3  讨论 
本研究针对创新型抗肿瘤化合物 LMV-12，建

立了采用高效液相色谱-串联三重四极杆质谱同时

测定血浆中 LMV-12 原型及其代谢产物 M4 的方

法，通过对样品前处理、色谱/质谱条件的优化，有

效降低了残留，完整方法学验证结果显示该方法操

作简单、回收率高、方法重现性好，各项验证指标

均满足生物样品定量分析[6-9]的要求。进一步将本方

法应用于 LMV-12 大鼠毒代动力学研究，将为本

品临床前乃至临床研究提供重要信息。 

 

参考文献 

[1] China Food and Drug Administration. Guidelines for non-clinical 

pharmacokinetic studies of drugs. (2014-05-13) [2021-03-12]. 

https://www.nmpa.gov.cn/xxgk/ggtg/qtggtg/20140513120001448.html. 

(in Chinese) 

 

国家食品药品监督管理总局. 药物非临床药代动力学研究技术指

导原则. (2014-05-13) [2021-03-12]. https://www.nmpa.gov.cn/xxgk/ 

ggtg/qtggtg/20140513120001448.html. 

[2] China Food and Drug Administration. Guidelines for toxicokinetics 

Studies of drugs. (2014-05-13) [2021-03-12]. https://www.nmpa.gov. 

cn/xxgk/ggtg/qtggtg/20140513120001448.html. (in Chinese) 

国家食品药品监督管理总局. 药物毒代动力学研究技术指导原则. 

(2014-05-13) [2021-03-12]. https://www.nmpa.gov.cn/xxgk/ggtg/ 

qtggtg/20140513120001448.html. 

[3] The International Council for Harmonisation of Technical 

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use. Note for guidance 

on toxicokinetics: the assessment of systemic exposure in toxicity 

studies s3a. (Current Step 4 version). (1994-10-27) [2021-03-12], 

https://database.ich.org/sites/default/files/S3A_Guideline.pdf. 

[4] Liu SJ, Yu M, Wang Y, et al. Establishment and validation of 

UPLC-MS/MS method for determination of an innovative antitumor 

drug SM-1 in plasma of Beagle dogs. Chin J New Drugs, 2020, 29(12): 

1349-1354. (in Chinese) 

刘淑洁, 于敏, 王宇, 等. 超高效液相色谱-串联质谱法测定 Beagle

犬血浆中抗肿瘤新药 SM-1 的方法研究及验证. 中国新药杂志, 

2020, 29(12):1349-1354. 

[5] Yu M, Zhang SQ, Sun X, et al. Stability of andrographolide sodium 

bisulfite in plasma of different species by ultra performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometry. Chin J Pharm Anal, 2012, 

32(12):2144-2149. (in Chinese) 



432                                      中国医药生物技术  2021 年 10 月第 16 卷第 5 期    Chin Med Biotechnol, October 2021, Vol. 16, No. 5 

 
于敏, 张双庆, 孙旭, 等. 超高效液相色谱-串联质谱法研究亚硫酸

氢钠穿心莲内酯在不同种属血浆中的稳定性. 药物分析杂志, 2012, 

32(12):2144-2149. 

[6] Chinese Pharmacopoeia Commission. Pharmacopoeia of the People's 

Republic of China. Volume 4, 2020. Beijing: China Medical Science 

Press, 2020: 9021. (in Chinese) 

国家药典委员会. 中华人民共和国药典. 2020 年版四部. 北京: 中

国医药科技出版社, 2020:9021. 

[7] U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug 

Administration, Center for Drug Evaluation and Research (CDER), et 

al. Analytical procedures and methods validation for drugs and 

 
biologics -- Guidance for industry. (2015-07) [2021-03-12]. https:// 

www.fda.gov/media/87801/download. 

[8] European Medicine Agency. Guideline on bioanalytical method 

validation. (2011-07-21) [2021-03-12]. https://www.ema.europa.eu/ 

en/documents/scientific-guideline/guideline-bioanalytical-method-vali

dation_en.pdf. 

[9] The International Council for Harmonisation of Technical Requirements 

for Pharmaceuticals for Human Use. Bioanalytical method validation 

M10. (2019-02-26) [2021-03-12]. https://database.ich.org/sites/default/ 

files/ M10_EWG_Draft_Guideline.pdf. 

 

Determination of LMV-12(HE003) and its metabolite M4 in SD rats plasma by high 
performance liquid chromatography tandem mass spectrometry 
LIU Shu-jie, WEN Nie, WANG Yu, HUANG Shu-jia, DAN Mo, TANG Yao, WANG Xiao-xia, TAO Lin, GENG Xing-chao, 

WANG San-long, LIU Li 

 

【Abstract】 

Objective  We aim to establish a method for simultaneous determination of LMV-12(HE003) (called LMV-12 for short) and its 

metabolite M4 in SD rat plasma by ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). 

Methods  Protein precipitation was used for extraction. HPLC-MS/MS was used for quantitative analysis with CH3-LMV-12 

as the internal standard. An ACQUITY HPLC®CSH C18 column was used for chromatographic separation, and 0.3% formic 

acid/40 mmol/L ammonium formate solution-acetonitrile was used as mobile phase for gradient elution to achieve rapid separation. 

The electrospray ionization source (ESI), positive ion detection mode and selective reaction monitoring (SRM) were used. The ionic 

reactions for quantitative analysis were m/z 674.300 → 169.200 (LMV-12), m/z 661.200 → 156.000 (M4) and m/z 688.200 → 

183.000 (CH3-LMV-12) respectively.  

Result  Results showed that the quantification linear relationship was qualified for LMV-12 in range of 20 - 8000 ng/ml and for M4 

in range of 5 - 2000 ng/ml. The selectivity, residue, accuracy, precision and matrix effect of the method can well meet the 

requirements. The stability was proved for LMV-12 and M4 frozen at –70 ℃ for 135 days, after 3 freeze-thaw cycles or stored at 

room temperature for 6 h. The post-extraction plasma sample was stable for 96 h in automatic sampler. 

Conclusion  The method is rapid, sensitive, simple and reproducible for simultaneous detection of the prototype and metabolites of 

LMV-12. 

【Key words】 High performance liquid chromatography tandem mass spectrometry;  LMV-12;  M4;  SD rats;  bioanalysis;  

protein precipitation;  method validation 
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