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UPLC-MS/MS 检测大鼠血浆中沃诺拉赞、代谢产物沃诺拉赞羧酸(M1)
及其药动学研究 
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摘要：目的  建立一种同时快速检测大鼠血浆中沃诺拉赞及其代谢产物沃诺拉赞羧酸(M1)的超高效液相色谱串联质谱方

法 (UPLC-MS/MS)，并应用该方法开展其在大鼠体内的药动学研究。方法   使用 ACQUITY UPLC® BEH C18 柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)对沃诺拉赞和 M1 进行分离，柱温为 40 ℃；流动相为乙腈-水(含 0.1%甲酸)，梯度洗脱，流速

0.4 mL·min–1；采用 ESI+电喷雾离子源结合多反应监测模式进行检测，沃诺拉赞的定量离子对为 m/z 346.04→314.97，代

谢产物 M1 的离子对为 m/z 347.08→205.06；大鼠血浆加入内标后经乙腈沉淀去除蛋白，离心后取 2 μL 进样。所有数据应

用 DAS 3.2.7 软件进行分析得到药动学参数。结果  沃诺拉赞和 M1 的保留时间分别为 1.07 min 和 1.25 min；标准曲线显

示沃诺拉赞和 M1 分别在 5~1 000 ng·mL–1 和 10~2 000 ng·mL–1 内呈良好线性关系；沃诺拉赞和 M1 的精密度和准确度为

–4.41%~11.68%，提取回收率为 78.85%~86.05%，基质效应为 98.54%~104.08%；沃诺拉赞和 M1 的稳定性结果 RSD 均< 
15.0%。 大 鼠 灌 胃 10 mg·kg–1 沃 诺 拉 赞后 ， 体 内 药 物 和 代 谢 产 物 M1 的 曲线 下 面 积 AUC(0~t) 分 别 为 1 972.51 ，

13 232.42 μg·L–1·h，半衰期 t1/2 分别为 2.97，2.13 h，血浆清除率 CLz 分别为 5.13，0.76 L·h–1·kg–1。结论  该方法分析时

间短、操作简便，方法学均符合生物样品分析相关要求，可以适用于大鼠体内沃诺拉赞及其代谢产物 M1 浓度检测和药

动学研究。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a ultra-high-performance liquid chromatography mass spectrometry(UPLC-MS/MS) 
method for the rapid simultaneous detection of vonoprazan and its metabolite vonoprazan carboxylic acid(M1) in rat plasma and 
their application to in vivo pharmacokinetic studies in rats. METHODS  Vonoprazan and M1 were separated on an ACQUITY 
UPLC® BEH C18 column(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) with column temperature at 40 ℃. Acetonitrile-water (containing 0.1% 
formic acid) was used as the mobile phase and gradient elution was applied with the flow rate at 0.4 mL·min–1. Electrospray 
positive ionization source(ESI+) combined with multiple reaction monitoring mode was selected, with quantitative transition m/z 
346.04→314.97 for vonoprazan, and m/z 347.08→205.06 for metabolite M1. The protein was removed by acetonitrile 
precipitation after adding internal standard and 2 μL supernatant was injected. Therefore, all plasma data were analyzed by DAS 
3.2.7 software to obtain pharmacokinetic parameters. RESULTS  The retention times of vonoprazan and M1 were 1.07 min and 
1.25 min, respectively. The concentration range of 5−1 000 ng·mL–1 and 10−2 000 ng·mL–1 of vonoprazan and M1 were shown 
with good linear relationship. The precision and accuracy of vonoprazan and M1 were –4.41%–11.68%, and the extraction 
recovery rate were 78.85%–86.05%, the matrix effect were 98.54%−104.08%. Vonoprazan and M1 showed good stability under 
various experimental conditions. The stability results of vonoprazan and M1 showed that all RSD were <15.0%. After intragastric 
administration of 10 mg·kg–1 vonoprazan, the area under the curve AUC(0-t) of the drug and metabolite M1 in vivo were 1 972.51 
and 13 232.42 μg·L–1·h, respectively; the half-life t1/2 were 2.97 and 2.13 h, respectively; the plasma clearance CLz were 5.13 
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and 0.76 L·h–1·kg–1, respectively. CONCLUSION  The method has the advantages of short analysis time and simple operation, 
which meets the relevant requirements of biological sample analysis. Thus, the method can successfully applied to the 
concentration determination and pharmacokinetic study of vonoprazan and M1 in rats. 
KEYWORDS: vonoprazan; metabolite; pharmacokinetics; UPLC-MS/MS 
 

沃诺拉赞是 2014 年日本研发的一种新型口服

生物可利用的钾离子竞争性酸阻滞剂，主要用于治

疗与酸相关的疾病(如糜烂性食管炎、胃溃疡、十二

指肠溃疡和反流性食管炎)，并可与抗菌药物联合用

于根除幽门螺杆菌[1]。它通过可逆地竞争 K+来抑制

H+，K+-ATP 酶(质子泵)的活性，作用效果优于兰索

拉 唑 [2] 。 与 传 统 的 质 子 泵 抑 制 剂 (proton-pump 
inhibitor，PPI)相比，沃诺拉赞具有更快的起效时间，

更高的亲和力，更慢的解离速度，更长的血浆半衰

期，更持久的抑酸作用，从而实现对胃酸分泌的长

期抑制。现有文献报道的含沃诺拉赞根除方案均经

验性延续传统 PPI的给药习惯，使用沃诺拉赞 20 mg
每日 2 次的给药剂量[3]，但沃诺拉赞 20 mg 每日 1
次给药已较雷贝拉唑 10 mg/20 mg 每日 2 次或艾司

奥美拉唑 20 mg 每日 2 次具有更强、更持久的胃内

抑酸效果[4]。此外，口服沃诺拉赞后，其吸收较快，

同时可以获得更持久的抑酸效果[5-7]。药动学研究表

明，沃诺拉赞主要被 CYP450 3A4 (CYP3A4)代谢为

非活性物质沃诺拉赞羧酸(M1)、M2 和 N-去甲基沃

诺拉赞[8-9]，仅少部分被 CYP450 2C19(CYP2C19)
代谢。PPI 主要被 CYP2C19 代谢，CYP2C19 基因

多态性导致 PPI 血药浓度及抑酸效果存在较大个体

差异 [10]，而沃诺拉赞的抑酸作用已被证实不受

CYP2C19 基因多态性的影响。目前检测大鼠血浆中

沃诺拉赞的方法主要是 HPLC-MS/MS，但是关于其

代谢产物 M1 的检测方法较少[11-12]。本研究将建立

一套快速、高效和稳定地检测沃诺拉赞和 M1(结构

式见图 1)浓度的 UPLC-MS/MS 方法，为制定及优

化含沃诺拉赞四联方案及指导临床合理应用沃诺

拉赞提供理论依据。 
 

 
 

图 1  沃诺拉赞及其代谢物 M1 结构式图 
Fig. 1  Structural formulas of vonoprazan and its metabolite M1 

1  仪器与试药 
1.1  仪器 

ACQUITY I-Class 超 高 效 液 相 色 谱 仪 和

XEVO TQD 三重四级杆质谱仪均为美国 Waters 公

司生产，配有 Masslynx 4.1 处理软件进行数据分

析；Smart-Q15 超纯水机(上海和泰仪器有限公司)；
5430R 台式高速冷冻离心机(德国 Eppendorf 有限

公司)；QUINTIX65-1CN 分析天平(德国赛多利斯

有限公司)。 
1.2  试药 

沃诺拉赞(北京太阳花科技有限公司，批号：

1-BSR-15-26；纯度：98%)；M1(江苏无锡药明康

德科技有限公司，批号：1240949-51-2；纯度：98%)；
咪达唑仑注射液(江苏恩华制药有限公司，批号：

MD210909；规格为 1 mL∶5 mg)；色谱级甲醇和

色谱级乙腈均由德国默克公司生产；其余分析纯

化学试剂均购自北京伊诺凯试剂公司。 
1.3  动物 

SD 大鼠 6 只，♂，体质量(220±20)g，购自温

州医科大学实验动物中心，实验动物生产许可证

号：SCXK(浙)2020-0001；动物使用许可证号：

SYXK(浙)2020-0014。本实验经温州医科大学伦理

委员会批准，伦理批号为 wydw2019-650。大鼠饲

养在 25 ℃，湿度为(60±5)%，12 h/12 h 黑暗-光照

周期的动物实验室中，正常摄食和饮水。在开始

动物实验之前，大鼠适应上述条件 2 周。 
2  方法与结果 
2.1  液相条件和质谱条件 

液相条件：色谱柱为 ACQUITY UPLC® BEH 
C18 柱 (100 mm×2.1 mm ， 1.7 μm) ， 柱 温 设 置 为

40 ℃。流动相为乙腈(A)-水(B)(含 0.1%甲酸)，流

动相流速为 0.4 mL·min–1。梯度系统：初始比例为

10%A，0~0.5 min 内调整至 30%A，接着在 0.5 min
之内将 A 比例调整至 90%并维持 1 min，最后在

0.3 min 之 内 调 整 至 初 始 比 例 10% A 并 平 衡

0.7 min，总运行总时间为 3 min。进样针定量环为

20 μL，每次进样体积为 2 μL，内标采用咪达唑仑。 
质谱条件：采用电喷雾离子源(ESI+)和正离子

检测模式。其中源温度为 150 ℃，毛细管电压为
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3.0 kV，脱溶剂气温度为 600 ℃，锥孔气流量为

50 L·h−1，脱溶剂气流量为 1 000 L·h−1。采用多反

应监测模式进行检测，具体信息见表 1。 
 

表 1  多反应监测模式中各化合物质谱条件 
Tab. 1  Mass spectrometry of all compounds with multiple 
reaction monitoring mode 

化合物 母离子/ 
m/z 

子离子/ 
m/z 

停留 
时间/s 

锥孔 
电压/V

碰撞 
电压/V

沃诺拉赞 346.04 314.97 0.108 20 10 

M1 347.08 205.06 0.108 40 15 

咪达唑仑 325.98 291.06 0.108 50 26 
 

2.2  对照品溶液的配制 
精密称取 5.0 mg 沃诺拉赞和 1.0 mg M1 对照品

并分别置于 10 mL 量瓶中，加入甲醇溶解后稀释至

刻度线，即得浓度为 500 μg∙mL–1 和 100 μg∙mL–1 的

沃诺拉赞和 M1 对照品储备液，放置于 4 ℃冰箱备

用。精密吸取咪达唑仑并用甲醇稀释至 100 ng∙mL–1

作为内标溶液。 
2.3  血浆处理方法 

精密吸取 50 μL 血浆样品，加入 20 μL 内标

溶液和 150 μL 乙腈并涡旋 2 min，在 4 ℃条件下

15 294×g 离心 15 min，转移 150 μL 上清至内插

管中。 
2.4  系统适应性及专属性考察 

系统中沃诺拉赞、M1 和内标的保留时间分别

为 1.07，1.25，1.13 min，三者之间分离良好，且

相互之间没有干扰，见图 2。 
2.5  标准曲线 

用甲醇稀释“2.2”项下沃诺拉赞和 M1 对照品

储备液至相应浓度，用大鼠空白血浆配成 5，10，

25，50，100，250，500，1 000 ng·mL–1 沃诺拉赞

血浆标准品溶液和 10，25，50，100，250，500，1 000，

2 000 ng·mL–1 的系列 M1 血浆标准品溶液，按“2.3”

项下方法处理并进样，将峰面积和相应浓度用最小

二乘法进行线性回归，标准曲线中沃诺拉赞线性关

系良好，回归方程为 Y=0.009 142 08X+1.137 95，

r=0.996 7，最低定量限为 5 ng·mL–1(n=6，RSD= 
5.88%)；标准曲线中 M1 线性关系良好，回归方程

为 Y=0.011 656 6X+0.017 307 5, r=0.999 8，最低定

量限为 10 ng·mL–1(n=6，RSD=4.85%)。 
2.6  精密度、准确度、回收率和基质效应试验 

沃诺拉赞配制浓度为 5，6，90 和 900 ng·mL–1

血浆质控(quality control，QC)样品，M1 配制浓度 

 
 

图 2  沃诺拉赞、M1 及内标的代表性色谱图 
A–空白血浆；B–空白血浆加沃诺拉赞，M1 和内标；C–大鼠口服沃诺

拉赞后 3 h 时血浆样品。a–沃诺拉赞；b–M1；c–咪达唑仑；d–总离子

流图。 
Fig. 2  Representative chromatograms of vonoprazan, M1 
and internal standard 
A–blank plasma; B–blank plasma spiked with vonoprazan, M1 and 

internal standard; C–plasma sample of rats after oral administration of 
vonoprazan for 3 h. a–vonoprazan; b–M1; c–midazolam; d–total ion 
chromatogram. 
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为 10，12，180 和 1 800 ng·mL–1 血浆 QC 样品，并

按“2.3”项下方法处理后分别在 1 d 内和连续 3 d
进样。考察沃诺拉赞和 M1 日内、日间精密度 RSD
和准确度，每个浓度水平测定 6 次。同法配制浓度

为 5，6，90，900 ng·mL–1 的沃诺拉赞血浆 QC 样

品和 10，12，180，1 800 ng·mL–1 的 M1 血浆 QC
样品，每个浓度平行 6 个样品，按“2.3”项下方法

处理后进样，检测面积为 A1；取空白血浆，按“2.3”

项下方法处理后，配制 5，6，90，900 ng·mL–1 的

沃诺拉赞 QC 样品和 10，12，180，1 800 ng·mL–1

的 M1 QC 样品，每个浓度平行 6 个样品，进样测

定，检测面积为 A2；用甲醇配制 5，6，90，900 ng·mL–1

的沃诺拉赞 QC 样品和 10，12，180，1 800 ng·mL–1

的 M1 QC 样品，平行 6 份进行测定，检测面积为

A3，回收率为 A1/A2，基质效应为 A2/A3，结果见表

2。分别配制最低定量限浓度的沃诺拉赞和 M1 血

浆样品，处理方法同上，得最低定量限浓度时沃诺

拉赞和 M1 的回收率为 82.82%和 82.13%，RSD 为

4.01%和 8.11%，均<15%。 
2.7  稳定性试验 

按 “ 2.6 ” 项 下 方 法 配 制 浓 度 为 6 ， 90 ，

900 ng·mL–1 的沃诺拉赞血浆 QC 样品和 12，180，

1 800 ng·mL–1 的 M1 血浆 QC 样品，每个浓度平行

6 个样品，分别置于室温 24 h，4 ℃ 4 h，–80 ℃ 30 d，

以及反复冻融 3 次，按“2.3”项下方法处理后进样

检测，结果显示各浓度的 RSD 均<15.0%，见表 3。

表明样品中沃诺拉赞和 M1 在不同条件下均能稳定

保存。 
2.8  大鼠药动学研究 

给予 SD 大鼠灌胃剂量为 10 mg·kg−1 沃诺拉

赞，于给药前(空白)和给药后 5，15，30 min，1，

2，3，4，6，8，12 h 从尾静脉采血 300 μL 于肝素

化的 EP 管中，收集后 1 699×g 离心 15 min 收集

血浆上清并转移至–80 ℃冷冻保存。给药沃诺拉赞

后，沃诺拉赞和 M1 在大鼠体内的平均血药浓度随

时间变化曲线见图 3。药动学参数是由 DAS 3.2.7
软件分析得到，见表 4。 

 

 
 

图 3  大鼠单次 10 mg·kg−1给药沃诺拉赞后沃诺拉赞和M1
的平均血药浓度随时间变化曲线图( sx ± ，n=6) 
Fig. 3  Mean plasma concentration-time profiles of 
vonoprazan and M1 in rats following intragastric 
administration of 10 mg·kg−1 vonoprazan ( sx ± , n=6)  

 
表 2  血浆样品中沃诺拉赞和 M1 的日内和日间精密度、准确度、回收率和基质效应(n=6) 
Tab. 2  Intra-day and inter-day precision, accuracy, recovery rate and matrix effect of vonoprazan and M1 in plasma sample(n=6) 

物质 加入量/ng·mL–1 
RSD/% 准确度/% 

回收率/% 基质效应/% 
日内 日间 日内 日间 

沃诺拉赞 

5 6.99 6.97 10.62 11.68 82.82±3.32 99.32±2.60 
6 4.12 5.56 2.76 3.65 81.91±3.18 102.54±3.98 

90 4.35 3.39 –1.65 1.83 83.99±3.98 99.12±4.89 
900 6.05 4.91 –2.41 –1.51 86.05±7.32 98.54±4.91 

M1 

10 4.53 4.96 6.13 7.11 82.13±6.66 102.08±4.51 
12 7.95 7.43 5.10 6.42 83.85±9.56 104.08±8.74 

180 1.12 2.11 1.14 –1.03 81.94±9.19 101.34±1.38 
1 800 5.76 2.14 –2.82 –4.41 78.85±3.67 99.03±5.83 

 
表 3  不同条件下血浆样品沃诺拉赞和 M1 稳定性(n=6) 
Tab. 3  Stability of vonoprazan and M1 in plasma samples under various conditions(n=6) 

物质 加入量/ 
ng·mL–1 

室温 24 h 4 ℃ 4 h 3 次冻融 –80 ℃, 30 d 

RSD/% 准确度/% RSD/% 准确度/% RSD/% 准确度/% RSD/% 准确度/% 

沃诺拉赞 
6 10.56 10.78 6.98 –3.25 –3.25 3.95 –6.85 5.11 

90 3.56 6.78 5.68 2.95 2.95 2.27 –1.65 3.65 
900 4.05 8.65 1.26 3.17 3.17 5.87 2.86 3.64 

M1 
12 3.68 13.05 5.05 4.36 4.36 1.57 3.46 8.97 

180 2.54 10.01 6.65 9.87 9.87 3.65 5.46 7.46 
1 800 2.97 5.68 3.65 6.98 6.98 9.87 8.79 1.64 
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表 4  大鼠口服沃诺拉赞后体内沃诺拉赞和 M1 的主要药

动学参数( sx ± , n=6) 
Tab. 4  Primary pharmacokinetic parameters of vonoprazan 
and M1 after oral administration of vonoprazan in rats( sx ± , 
n=6)  

药动学参数 沃诺拉赞 M1 

AUC(0-t)/μg·L−1·h 1 972.51±460.00 13 232.42±2 371.45 

AUC(0-∞)/μg·L−1·h 2 061.08±538.08 13 585.87±2 479.03 

MRT(0-t)/h 2.78±0.19 3.33±0.20 

MRT(0-∞)/h 3.35±0.69 3.63±0.16 

t1/2z/h 2.97±1.55 2.13±0.31 

Tmax/h 0.83±0.26 1.50±0.55 

CLz/F/L·h−1·kg−1 5.13±1.27 0.76±0.13 

Cmax/μg·L−1 627.08±187.25 3 165.10±622.82 
 

3  讨论 
全球幽门螺杆菌(H.pylori)感染率>50%[13]，根

除 H.pylori 可治疗活动性胃炎、消化性溃疡，延缓

胃黏膜萎缩及胃癌的进展。以 PPI 为基本配伍用药

的铋剂四联疗法是《第五次全国幽门螺杆菌感染

处理共识报告》(以下简称“共识报告”)推荐的一

线根除方案[14]，其中 PPI 作为经典抑酸剂，可为

抗菌药物杀灭 H.pylori 提供适宜的胃内 pH 环境[15]。

但 PPI 为前药，起效慢，半衰期短，普遍存在夜间

酸突破现象，沃诺拉赞原型发挥作用，起效快，半

衰期长，抑酸作用持久，弥补了 PPI 的缺陷[4,16]，

有望提高 H.pylori 根除率。Kong 等[17]成功地开发

了胃的生理性药动学-药效学(physiologically based 
pharmacokinetic-pharmacodynamic，PBPK- PD)模
型，使用体外药动学和药效学参数同时预测了沃

诺拉赞对大鼠、狗和人口服或静脉内给药后的药

动 学 和 胃 酸 分 泌 抑 制 作 用 ， 为 动 物 开 发 的

PBPK-PD 模型被进一步外推以对人类进行预测。

沃诺拉赞单剂量和多剂量人体给药后预测的沃诺

拉赞血浆浓度及其抗胃酸分泌作用与临床观察结

果相当，进一步验证了所开发的 PBPK-PD 模型的

临床应用，证明大鼠和人有相似的 PK 过程。本研

究建立了沃诺拉赞和代谢产物 M1 的 UPLC-MS/ 
MS 检测方法，操作简便，检测速度快，所需进样

量少。从色谱图中可以看出，液相分离效率高，

各物质之间没有相互干扰，峰形良好。色谱柱的

类型、流动相种类和流速都会影响色谱分离过程。

本实验通过预试验比较了 Waters 公司的 3 款色谱

柱 BEH C18 柱，HSS T3 柱和 CORTECS C18 柱，色

谱柱长度均为 100 mm，粒径为 1.7，1.8，1.6 μm。

同时比较了甲醇和乙腈当流动相的有机相，流速

比较了 0.3 ，0.35，0.4 mL·min−1，通过条件优化

后选择 BEH C18 柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)为色

谱柱，乙腈为流动相的有机相，流速为 0.4 mL·min−1。

以上条件对沃诺拉赞、代谢产物 M1 和内标咪达唑

仑之间具有较好的分离度，且相互之间没有干扰。 
血浆样本前处理方法通常分为固相萃取、液

液提取和蛋白沉淀等。固相萃取和液液萃取的方

法步骤较为复杂，不能达到快速测定的目的，且

液液萃取的回收率较低[18]。本实验采用了沉淀蛋

白的方法，先后分别比较了甲醇沉淀蛋白和乙腈

沉淀蛋白，由于甲醇沉淀容易出现溶剂峰，影响

峰型和出峰时间，而乙腈沉淀就不会出现上述问

题，故本实验采用乙腈沉淀处理血浆蛋白。 
综上，本实验采用 UPLC-MS/MS 检测血浆中

沃诺拉赞和 M1 浓度，色谱峰单一性好，检测一个

样本仅需要 3 min，可以达到快速、稳定检测血浆

中沃诺拉赞和 M1 浓度的目的，方法特异性高，非

常适用于沃诺拉赞相关的药物-药物相互作用研究。 
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