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ABSTRACT
Studying leuprolide pharmacokinetics using the LC-MS/MS technique to overcome selective

and sensitive detection. This study aimed to develop and validate a high throughput and
speci¦c method using liquid chromatography-tandem mass spectrometry to determine
leuprolide in dog serum. Leuprolide and internal standard (paracetamol) were prepared from
dog serum using protein precipitation followed by liquid-liquid extraction. The prepared
samples were chromatographed on a  column (50 x 2.1mm, i.d., 1.7 µm) with isocratic
elution at a °ow rate of 0.2 ml/min using acetonitrile - a solution containing 10mM ammonium
bicarbonate at suitable ratio. The ion transitions at m/z 605.4→ 249.1 (leuprolide) and m/z 152
→ 110 (paracetamol) were monitored under the positive ion mode of electrospray ionization
with multiple reaction monitoring. The standard curves were linear in the range of 0.05 to 50
ng/ml for Leuprolide with a mean correlation coe¶cient greater than 0.99. The intra-day and
inter-day precision and accuracy were within 93.9% - 119.1% with CV≤ 10%. The assay was
applied to determine concentrations of leuprolide in dog serum in pharmacokinetic and
bioavailability studies.

Keywords: dog serum, mass spectrometry, leuprolide, LC-MS/MS, protein precipitation.  
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TÓM TẮT
Nghiên cứu dược động học của leuprolid sử dụng kỹ thuật LC-MS/MS để định lượng

dược chất trong huyết thanh nhằm tăng độ chọn lọc, đặc hiệu của phương pháp. Mục đích
của nghiên cứu là xây dựng và thẩm định một phương pháp định lượng bằng LC-MS/MS
để xác định nồng độ leuprolid trong huyết thanh chó. Leuprolid và chuẩn nội
(paracetamol) được chiết tách từ huyết thanh chó bằng phương pháp tủa protein, sau đó
chiết lỏng-lỏng. Sử dụng cột C18 (50 x 2,1mm, 1,7 µm), tốc độ dòng 0,2 ml/phút, pha động
acetonitril - dung dịch amoni bicarbonat 10 mM. Giá trị m/z của ion 605,4 → 249,1
(leuprolid) and 152 → 110 (paracetamol) với nguồn ESI và kiểu MRM. Khoảng tuyến tính
của đường chuẩn 0,05 to 50 ng/ml với hệ số tương quan lớn hơn 0,99. Kết quả độ đúng
trong ngày, khác ngày trong khoảng 93,9% - 119,1% với CV≤ 10%. Phương pháp có thể áp
dụng để định lượng nồng độ leuprolid trong huyết thanh chó trong nghiên cứu dược động
học và sinh khả dụng.

Từ khóa: dog serum, mass spectrometry, leuprolide, LC-MS/MS, protein precipitation. 
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1. Giới thiệu
Leuprolid là một thuốc tương tự hormon

giải phóng gonadotropin. Thuốc được chỉ
định để điều trị ung thư tuyến tiền liệt giai
đoạn muộn, lạc nội mạc tử cung, dậy thì sớm
ở trẻ em (1). Sau khi tiêm bắp trên chó với
mức liều 3,75 mg leuprolid acetat, nồng độ
leuprolid trong huyết thanh chó tăng nhanh
và đạt đỉnh (Cmax) khoảng 25 ng/ml sau
khoảng 2 giờ, sau đó giảm và duy trì ở nồng

độ rất thấp (2). Như vậy việc xác định nồng độ
leuprolid trong huyết thanh đòi hỏi phương
pháp phân tích phải có độ nhạy, độ đặc hiệu
cao, khoảng tuyến tính rộng. Dựa trên nguyên
lý hoạt động của phương pháp sắc ký lỏng -
khối phổ, các phương pháp chiết tách và
tham khảo tài liệu (3), (4), chúng tôi đã tiến
hành nghiên cứu xây dựng phương pháp sắc
ký lỏng hiệu năng cao ghép nối với detector
khối phổ kiểu tứ cực chập ba (LC-MS/MS) có



29

Nghiên cứu Dược  & Thông tin thuốc 2023,  Tập 14, Số 3, trang 27-34

đủ độ nhạy, đặc hiệu, chính xác, định lượng
được leuprolid trong các mẫu huyết thanh
chó. Phương pháp phân tích sẽ được áp dụng
trong các nghiên cứu sinh khả dụng chế
phẩm chứa leuprolid.

2. Phương pháp nghiên cứu
Nguyên liệu: Chất chuẩn leuprolid (chuẩn

EP, nơi sản xuất: EDQM,  lô: Batch 6, hàm
lượng: 98,0% nguyên trạng, hạn dùng: lô hiện
hành); chất chuẩn paracetatmol (nơi sản xuất:
Viện Kiểm nghiệm thuốc Trung ương, lô:
C0721019, hàm lượng: 100,0% nguyên trạng,
hạn dùng: 31/12/2024), được sử dụng làm
chất chuẩn nội. Các dung môi, hóa chất đạt
tiêu chuẩn tinh khiết dùng cho sắc ký lỏng
khối phổ. Mẫu trắng huyết thanh chó không
có leuprolid (Trường Đại học Dược Hà Nội
cung cấp, được lấy từ chó thí nghiệm không
được tiêm vi cầu leuprolid acetat).

Thiết bị: Tất cả các thiết bị phân tích đều
được chuẩn hóa đáp ứng yêu cầu của ISO/IEC
17025 và GLP bao gồm: Máy sắc ký lỏng khối
phổ kiểu tứ cực chập ba LC-MS/MS của hãng
Sciex QTrap 6500+ (Mỹ), cân phân tích
(Mettler Toledo MS105, Thụy Sĩ, độ chính xác
0,01 mg), máy siêu âm (Powersonic, Hàn
Quốc), máy lắc xoáy (Benchmark, Mỹ), tủ lạnh
âm sâu (Panasonic, Nhật); các dụng cụ thủy
tinh, bình định mức, pipet có độ chính xác
phù hợp.

Đối tượng nghiên cứu: Các mẫu huyết
thanh (HT) tự tạo chứa leuprolid (LEU) 
được chuẩn bị bằng cách hòa tan chuẩn LEU
vào các mẫu HT trắng với các nồng độ 
khác nhau.

Điều kiện sắc ký: Cột Acquity BEH C18, 50
x 2,1 mm, 1,7 µm; tốc độ dòng: 0,2 ml/phút;
thể tích tiêm mẫu: 5 µl; pha động: acetonitril
- dung dịch amonibicarbonat 10 mM (35:65)
(tt/tt). 

Điều kiện khối phổ: Nguồn ion hóa: ESI;
kiểu thu nhận tín hiệu: MRM; các thông số của
thiết bị khối phổ để phát hiện leuprolid và
chất chuẩn nội như sau:

Phương pháp chuẩn bị mẫu huyết thanh
chứa chuẩn: 

+ Dung dịch chuẩn nội: chuẩn bị dung
dịch chuẩn nội gốc paracetamol trong
methanol có nồng độ là 250 µg/ml. Từ dung
dịch chuẩn nội gốc chuẩn bị dung dịch chuẩn
nội làm việc trong nước có nồng độ là 2,5
ng/ml.

+ Các dung dịch chuẩn: chuẩn bị dung
dịch chuẩn gốc LEU trong methanol có nồng
độ là 1000 µg/ml. Từ dung dịch chuẩn gốc
chuẩn bị dung dịch chuẩn làm việc trong hỗn
hợp methanol - nước tỷ lệ (1:1,tt/tt) có nồng
độ lần lượt là 1000 ng/ml và 10 ng/ml. Từ
dung dịch chuẩn làm việc, pha dãy dung dịch
trong hỗn hợp methanol - nước tỷ lệ (1:1,tt/tt)
có nồng độ lần lượt là 1, 2, 40, 100, 200, 400,
850, 1000 ng/ml.

+ Đường chuẩn và mẫu kiểm tra trong
huyết thanh: Chuẩn bị dãy đường chuẩn
trong huyết thanh chứa LEU có nồng độ lần
lượt là 0,05; 0,1; 2; 5; 10; 20; 42,5; 50 ng/ml.
Mẫu kiểm tra được chuẩn bị độc lập ở 3 mức
nồng độ LQC (0,15 ng/ml), MQC (20 ng/ml),
HQC (37,5 ng/ml).

Quy trình xử lý mẫu leuprolid trong huyết
thanh chó: Mẫu huyết thanh (HT) để rã đông
ở nhiệt độ phòng. Hút 200 µl mẫu, thêm 10 µl
dung dịch chuẩn nội làm việc. Thêm 400 µl
acetonitril, lắc xoáy 30s, ly tâm với tốc độ 9000
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vòng/phút trong 5 phút. Chuyển toàn bộ lớp
dịch nổi sang ống khác, thêm 100 µl dung
dịch acid formic 20%, thêm 600 µl
dicloromethan. Lắc xoáy 5 phút, ly tâm với tốc
độ 9000 vòng/phút trong 5 phút. Hút lấy lớp
dung môi phía trên để tiêm sắc ký.

Thẩm định phương pháp: Tiến hành thẩm
định độ đặc hiệu - chọn lọc, khoảng tuyến
tính, giới hạn định lượng dưới, độ đúng, độ
chính xác, tỷ lệ thu hồi hoạt chất, ảnh hưởng
của nền mẫu, độ ổn định, ... của phương pháp
theo các hướng dẫn thẩm định phương pháp
định lượng thuốc trong dịch sinh học của US-
FDA (5) và EMA (6).

3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận
3.1. Xây dựng phương pháp phân tích
3.1.1. Tối ưu hóa điều kiện khối phổ
Trên phổ khối, LEU được ion hóa mang

điện tích dương, nhận thấy ion có m/z = 605,4
ứng với số khối của ion [LEU+2H]2+ , phù hợp
với cấu trúc hóa học của chất phân tích. Do
đó, mảnh phổ ion mẹ có m/z = 605,4 được lựa
chọn để khảo sát các điều kiện tiếp theo gồm
xác định ion tạo thành, điện thế ion hóa, điện
thế chọn lọc ion, năng lượng phân mảnh,
nhiệt độ hóa hơi để tín hiệu của chất phân
tích cao và ổn định nhất. 

3.1.2. Khảo sát điều kiện sắc ký
Do tính chất thân nước của các chất phân

tích, đồng thời nền mẫu dịch sinh học sau xử
lý vẫn còn chứa nhiều tạp chất nên quá trình
sắc ký phải rửa giải, tách các chất khỏi tạp của
nền mẫu. Quá trình khảo sát trên các hệ pha
động và cột sắc ký khác nhau, lựa chọn pha
động gồm acetonitril và dung dịch
amonibicarbonat 10 mM (35:65, tt/tt) và sử
dụng cột sắc ký Acquity BEH C18 100 x 2,1
mm; 1,7µm cho thấy đáp ứng pic LEU cao hơn
rõ rệt khi sử dụng hệ pha động acetonitril -
dung dịch acid formic 0,1%.

3.1.3. Khảo sát quy trình xử lý mẫu
Dựa trên tính chất của chất phân tích và

điều kiện sẵn có, tiến hành khảo sát qui trình
xử lý mẫu bằng kỹ thuật tủa protein và chiết
lỏng – lỏng. Với kỹ thuật chiết lỏng - lỏng,
thường thu được mẫu sạch hơn kỹ thuật tủa
protein và có thể làm giàu mẫu. Tuy nhiên, do
chất phân tích có tính chất thân nước, nên tỷ
lệ thu hồi rất thấp. Với kỹ thuật tủa protein, tín
hiệu chất phân tích thu được thấp do sụt
giảm tín hiệu gây ra bởi hiệu ứng nền mẫu,
không đáp ứng yêu cầu giới hạn định lượng
cần phải đạt được. Tiến hành khảo sát phương
pháp xử lý mẫu kết hợp tủa protein và chiết
lỏng-lỏng. Sau tủa protein, mẫu được acid

Hình 1: Sắc ký đồ mẫu huyết thanh trắng               Hình 2: Sắc ký đồ mẫu huyết thanh tự tạo 
chứa chuẩn LEU (0,05 ng/ml) và chuẩn nội

Sắc ký đồ tổng (a), sắc ký đồ chọn lọc ion LEU (b), sắc ký đồ chọn lọc ion chuẩn nội (c)

(a)

(b)

(c)

(a)

LEU (b)

IS (c)
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hóa và chiết lỏng-lỏng để loại tạp tan trong
pha dung môi hữu cơ, quá trình acid hóa giúp
tỷ lệ thu hồi ổn định.

3.2. Thẩm định phương pháp
3.2.1. Độ đặc hiệu – chọn lọc của phương

pháp
Phân tích các mẫu HT trắng và các mẫu HT

tự tạo chứa chuẩn LEU với nồng độ khoảng
0,05 ng/ml có chứa nội chuẩn theo phương
pháp đã được xây dựng. 

Trên sắc ký đồ mẫu HT trắng (Hình 1) tại các
thời điểm khoảng 1,21 và 0,81 phút (trùng với
thời gian lưu của LEU và IS trong sắc ký đồ mẫu
chuẩn - hình 2), không xuất hiện các pic có các
mảnh phổ khối m/z = 605,4 → 249,1 (LEU) và
m/z = 152 →110 (IS). Do vậy, phương pháp đặc
hiệu và chọn lọc đối với LEU và chuẩn nội.

3.2.2. Đường chuẩn và khoảng tuyến tính
Tiến hành pha các mẫu HT chứa chuẩn LEU

có nồng độ khoảng từ 0,05 ng/ml đến 50
ng/ml. Phân tích theo quy trình đã xây dựng.
Xác định sự tương quan giữa nồng độ LEU (x)
có trong mẫu và tỷ lệ diện tích pic LEU/IS (y)
bằng phương pháp hồi quy tuyến tính, sử
dụng hệ số tỷ trọng (1/x2). Kết quả xác định
mối tương quan tuyến tính được trình bày
trong Bảng 1.

Kết quả thẩm định cho thấy trong khoảng

nồng độ từ 0,05 ng/ml đến 50 ng/ml có sự
tương quan tuyến tính giữa nồng độ LEU với tỷ
lệ diện tích pic của LEU/IS với hệ số tương quan
xấp xỉ bằng 1. Nồng độ LEU xác định từ đường
chuẩn so với giá trị lý thuyết đều đạt xấp xỉ 100%
và nằm trong giới hạn cho phép theo qui định
của phương pháp phân tích thuốc trong dịch
sinh học. 

3.2.3. Giới hạn định lượng dưới của phương
pháp

Phân tích các mẫu huyết thanh chứa LEU với
nồng độ khoảng 0,05 ng/ml (mẫu LLOQ). Xác
định diện tích pic LEU và IS của các mẫu LLOQ
và xác định nồng độ LEU có trong các mẫu từ
đường chuẩn tiến hành làm song song trong
cùng điều kiện. Thử nghiệm lặp lại trên 3 ngày.
Kết quả thẩm định giới hạn định lượng dưới của
phương pháp được trình bày ở Bảng 2. 

Bảng 2: Kết quả xác định giá trị LLOQ

Bảng 1: Kết quả thẩm định khoảng tuyến tính của phương pháp
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Kết quả thẩm định cho thấy tỷ số tín hiệu
trên nền mẫu của pic LEU trong các mẫu LLOQ
(nồng độ khoảng 0,05 ng/ml) đều lớn hơn 10;
tỷ lệ nồng độ LEU xác định từ đường chuẩn so
với nồng độ thực có trong mẫu có độ đúng
trung bình = 112,5% và CV = 10,1 %, đáp ứng
yêu cầu giới hạn định lượng dưới của phương
pháp phân tích thuốc trong dịch sinh học.

3.2.4. Độ đúng, độ lặp lại của phương pháp
Tiến hành thẩm định độ đúng, độ lặp lại

trên 4 mức nồng độ LLOQ, LQC, MQC và HQC
chứa LEU có nồng độ tương ứng là 0,05; 0,15;
20 và 37,5 ng/ml. Xác định hàm lượng LEU có
trong mẫu bằng phương pháp đường chuẩn
và tỷ lệ phần trăm giữa nồng độ xác định
được từ đường chuẩn so với nồng độ lý
thuyết. Kết quả xác định độ đúng, độ lặp lại
của phương pháp được trình bày ở Bảng 3.

Kết quả thẩm định cho thấy ở các khoảng
nồng độ thấp; trung bình và cao, phương
pháp có độ đúng trong ngày, khác ngày xấp
xỉ 100%; độ lặp lại trong ngày, khác ngày với

giá trị CV < 15,0%; đáp ứng các yêu cầu về độ
đúng, độ lặp lại của phương pháp phân tích
thuốc trong dịch sinh học theo hướng dẫn
của US-FDA và EMA. 

4.2.5. Tỷ lệ thu hồi dược chất
Xác định tỷ lệ thu hồi LEU và IS bằng cách

so sánh diện tích pic LEU và IS trong các lô
mẫu có qua chiết tách và không qua chiết
tách (mẫu pha trong nền mẫu). Kết quả xác
định tỷ lệ thu hồi của LEU và IS ở cả ba khoảng
nồng độ thấp, trung bình và cao được trình
bày trong Bảng 4.

Kết quả khảo sát cho thấy, phương pháp
xử lý mẫu cho hiệu suất chiết dược chất cao
(> 70%) và ổn định (CV% < 15%; sai khác giữa
các nồng độ không quá 10%).

3.2.6. Xác định ảnh hưởng của nền mẫu
Chuẩn bị các lô huyết thanh trắng từ 6 con

chó khác nhau, tiến hành xử lý theo qui trình
thu được các dung dịch nền mẫu. Chuẩn bị
các mẫu chuẩn ở nồng độ LQC và HQC trong
các dung dịch nền mẫu tương ứng. Song

Bảng 3: Kết quả thẩm định độ đúng, độ lặp lại trong ngày và khác ngày

Bảng 4: Kết quả khảo sát tỷ lệ thu hồi của LEU và IS
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song chuẩn bị các mẫu chuẩn ở nồng độ LQC
và HQC trong pha động. Đánh giá sự ảnh
hưởng của nền mẫu qua tỷ số MFLEU/MFIS

trong đó MFLEU, MFIS được xác định bằng cách
so sánh diện tích pic của LEU và IS của các
mẫu pha trong nền mẫu so với diện tích pic
của các mẫu pha trong trong pha động. Kết
quả đánh giá sự ảnh hưởng của nền mẫu
được trình bày trong Bảng 5.

Bảng 5: Kết quả đánh giá sự ảnh hưởng của
nền mẫu

Kết quả cho thấy không có sự sai khác giữa
các nền mẫu khác nhau với tỷ số MFLEU/MFIS

có giá trị CV < 15%.
3.2.7. Độ ổn định của dược chất trong huyết

thanh
Tiến hành nghiên cứu độ ổn định của LEU

trong HT trên các lô mẫu LQC và HQC. Đánh

giá độ ổn định của LEU trong HT bằng cách so
sánh nồng độ LEU có trong mẫu được bảo
quản ở những điều kiện nhất định với nồng
độ pha thực tế. Kết quả nghiên cứu độ ổn
định của LEU trong huyết thanh ở cả hai
khoảng nồng độ thấp và cao được trình bày
trong Bảng 6.

3.2. Thảo luận
Sau khi tiêm bắp 11,25 mg vi cầu leuprolid

tác dụng kéo dài, nồng độ leuprolid trong
huyết thanh người tăng nhanh và đạt đỉnh
(Cmax) khoảng 36,3 ng/ml sau khoảng 4 giờ,
sau đó giảm và duy trì ở nồng độ rất thấp
(0,23 ± 0,09 ng/ml) trong khoảng thời gian
kéo dài tới 3-12 tuần (7). Trong nghiên cứu
này, chúng tôi phát triển phương pháp định
lượng leuprolid trong huyết thanh chó sau khi
tiêm bắp với mức liều 3,75 mg leuprolid
acetat, với nồng độ Cmax khoảng 25 ng/ml (2),
nồng độ leuprolid trong huyết thanh phần
lớn rất thấp (nhỏ hơn 1 ng/ml), vì vậy, ngoài
việc định lượng mẫu bằng phương pháp LC-
MS/MS, các công bố chủ yếu chiết mẫu huyết
thanh bằng phương pháp chiết pha rắn (2),
(3), (4), (8), tuy nhiên, đây là phương pháp chi
phí tốn kém, người thực hiện chiết tách cũng
phải có kinh nghiệm để thực hiện, do đó, xử
lý mẫu huyết thanh bằng phương pháp chiết
pha rắn chưa phổ biến, phù hợp với thực tế ở
Việt Nam. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã
chiết mẫu bằng phương pháp tủa kết hợp với
chiết lỏng - lỏng, là một phương pháp chiết
tách đơn giản, dễ thực hiện, chi phí thấp. 

Phương pháp đã xây dựng có điều kiện sắc
ký với pha động đơn giản, chạy đẳng dòng.
Trong khi một số nghiên cứu để rửa giải dược
chất cần chạy gradient phức tạp (2), (9) hoặc
sử dụng pha động phức tạp, nhiều thành
phần (8). Các phương pháp đã công bố, điều
kiện khối phổ của mỗi thiết bị, mỗi phương
pháp có thể khác nhau nhưng đều là điều
kiện khối phổ tối ưu của mỗi thiết bị để cho
tín hiệu của chất chuẩn LA cao và ổn định
nhất (2), (4), (8), (9). 

Nghiên cứu đã khảo sát để giới hạn định

Bảng 6: Kết quả nghiên cứu độ ổn định của
LEU trong huyết thanh
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lượng giới đạt được thấp nhất có thể, mà vẫn
đảm bảo các yêu cầu của một phương pháp
định lượng thuốc trong dịch sinh học. Mặc dù
chiết mẫu bằng phương pháp tủa kết hợp
chiết lỏng - lỏng, nhưng giới hạn định lượng
dưới (LLOQ) của phương pháp đã xây dựng và
thẩm định là 0,05 ng/ml nhỏ hơn một số
nghiên cứu đã công bố (2), (9). Khoảng đường
chuẩn 0,05 - 50 ng/ml, với giới hạn định lượng
trên của đường chuẩn (ULOQ) 50 ng/ml bằng
khoảng 2 lần giá trị Cmax để đảm bảo bao phủ
khoảng nồng độ trong huyết thanh chó khi
sử dụng mức liều 3,75 mg leuprolid acetat. 

Phương pháp đã được thẩm định đầy đủ,
đáp ứng các yêu cầu của một phương pháp
phân tích thuốc trong dịch sinh học theo
hướng dẫn của US-FDA (5) và EMA  (6). 

4. Kết luận 
Nghiên cứu đã xây dựng được phương

pháp định lượng leuprolid trong huyết thanh
chó bằng LC-MS/MS với giá trị giới hạn định
lượng dưới thấp (0,05 ng/ml), khoảng tuyến
tính rộng (từ 0,05 đến 50 ng/ml), độ đúng, độ
lặp lại cao, phương pháp xử lý mẫu nhanh,
đơn giản, chi phí thấp và thời gian phân tích
ngắn (3 phút cho mỗi mẫu). Phương pháp
phân tích có thể ứng dụng trong các nghiên
cứu sinh khả dụng các chế phẩm thuốc chứa
dược chất leuprolid.

Lời cảm ơn
Nhóm nghiên cứu cảm ơn Bộ Y tế Việt Nam

đã tài trợ cho nghiên cứu.
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