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"""摘要#"目的"建立一种检测兔血浆中利格列汀浓度的超高效液相色谱!串联质谱"89:;!<=><=#的方

法& 方法"以地西泮为内标%血浆样品用乙腈沉淀后检测& 用 ?64@1AB89:;C.D;#* 柱为分离柱%流动相!

乙腈!&E#F甲酸梯度洗脱%总运行时间为 'E& /1G%利格列汀的洗脱时间为 #E&$ /1G$用?64@1ABHIJ7KLM三重

四级杆质谱仪检测%用多反应监测法测定样品中的药物浓度& 考察该方法的专属性'线性关系'精密度'准确

度和回收率及稳定性& 结果"色谱图显示血浆中的利格列汀保留时间为 #E&$ /1G%无内生峰干扰$校准曲线

的典型方程!BN&E#(+(OP&E&'&'%!N&E$$#+%线性关系良好$日内'日间精密度及准确度范围均低于 #,F$药

物回收率在 )(E&F Q*%E#F范围内$在不同储存条件下浓度的偏差在均值的 R#,F以内%较稳定& 结论"该

方法简便'快速%可用于兔血浆利格列汀的检测'药代动力学研究和药物相互作用研究&
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""利格列汀是一种新型的二肽基肽酶!

!

"T1\I\!

A1TB2\I\A1T0VI!

!

%M99!

!

#抑制剂%由美国食品和药

物管理局和欧洲药品管理局批准用于治疗 % 型糖尿

病(#%%)

& 相对于其他现有的 M99!

!

抑制剂%利格列
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汀的特异性主要为经胆汁排泄%经肾排泄较少('%+)

&

因此%它不仅可改善胰岛
"

细胞功能%还可减轻肾

脏纤维化%保护心肾功能且无需调整剂量(,)

%而其

他M99!

!

抑制剂则需根据降低肾小球滤过率来减

少剂量((%))

& 但是%使用利格列汀时可发生肝酶升

高'胰腺炎等不良反应(*)

%为了防止不良反应的发生%

应特别注意该药的药物动力学特点($)

& 目前%仅有

少数研究对利格列汀在不同物质中进行检测%方法

包括高效液相色谱法和液相二级质谱法(#& Q#%)

& 但

上述方法具有灵敏度低'运行时间长'药代动力学应

用不充分等缺点%不适于大量样品的分析& 本研究旨

在探寻一个简单'快速'灵敏的超高效液相色谱!串联

质谱"@2AZ0!\IZY7Z/0G6I214@1T 6XZ7/0A7[Z0\XB!A0GTI/

/0VVV\I6AZ7/IAZB%89:;!<=><=#方法以测定血浆中

利格列汀及其药代动力学%现报告如下&

B8材料与方法

BCB8试剂与药品8利格列汀"批号 %̀&#'&&*#%C7I!

XZ1G[IZaG[I2XI1/S7O0GIaG6公司#%纯度 b$*F$地

西泮"批号 %&#,##%'%安徽济人药业有限公司#%纯

度b$*F%作为内标"1GAIZG02VA0GT0ZT%a=#$甲醇"D9:;%

<IZ6_ ;7/\0GB#%乙腈"D9:;%<IZ6_ ;7/\0GB#%甲

酸"分析纯%北京化学试剂公司#&

BCD8仪器"超高液相色谱仪c0AIZV?64@1AB系列%包

括!#*(&!#,&#* 四元溶剂管理器'#*(&!#,&#) 自动进

样管理器和工作站%c0AIZV公司产品& 质谱仪?64@1AB!

HIJ7KLM三重四级杆质谱仪%c0AIZV公司产品& 其他

仪器!电子分析天平(?C%&+!?%梅特勒!托利多"上海#

仪器公司)& 涡旋混合器"deL!%%江苏泰县医疗器械

厂#& 超纯蒸水仪"<1221\7ZI<1221!L%CITY7ZT%<?%8=?#&

BCE8色谱和质谱条件""##色谱条件色谱柱!?64@1AB

89:;C.D;#* 柱"%E# //f,& //%#E)

#

/#$流动

相!乙腈!&E#F甲酸体系%梯度洗脱%& /1G %&F乙腈%

& Q&E' /1G 乙腈 %&F

!

$,F%&E' Q#E( /1G 乙腈

$,F%#E( Q#E) /1G乙腈 $,F

!

%&F%#E) Q'E& /1G

乙腈 %&F$流速!&E+& /2>/1G$柱温!+& g%样品室

温度 + g& "%#质谱条件!离子源为电喷雾"I2I6AZ7!

V\Z0B17G1̂0A17G%.=a#离子源%正离子方式检测%利格

列汀和地西泮采用多反应监测"/@2A1\2IZI06A17G!

/7G1A7Z1G[%<S<#的方法检测%% 种物质的 <S<分

别是 />̂+)'E%

!

+%&E''/>̂%*,E%

!

#$'E%& 氮气

流速 'E& :>/1G$毛细管电压 ' _h$去溶线"TI/I2A1G[

21GI%M:#温度 %,& g$加热块温度 +&& g$压力 #E* f

#&

-'

/W0Z& 数据处理采用<0VV2BGO软件"JIZV17G +E#%

c0AIZV#&

BCF8药代动力学应用8健康 ' 月龄雄性日本大耳

白兔"% ,&& Q' ,&& [#由河南大学实验动物中心提

供& 试验方案经河南大学第一附属医院动物伦理委

员会批准"批号!%&#)?c&('#& 实验兔受试前 #% X

可以饮水但禁食& 灌胃给予利格列汀"#E& /[>_[#

后%分别于 &E&#'&E%,'&E,'&E),'#E&'#E,'%E&''E&'

+E&'(E&'*E&'#%E&'%+E& X尾静脉取血 &E' /2%注入肝

素化的试管"#E, /2#%' &&& Z\/离心 #&E& /1G后取血

浆"#&&

#

2#%-%& g冷冻保存备测& 用89:;!<=><=

方法检测血浆中利格列汀的浓度%用 M?="MZ@[0GT

=A0A1VA16V%JIZV17G %E&#程序分析计算药代动力学参数&

BCG8血浆样品的处理方法8准确吸取待测血浆样

品 #&&

#

2于 #E, /2离心管".\\IGT7ZY%.9#中%加入

#&&

#

[>/2的地西泮内标工作液 %&&

#

2"乙腈稀释#%

漩涡混匀 #E& /1G& #, &&& f[离心 #&E& /1G%取上清

液放入样品瓶中%设定 %

#

2进样检测%89:;!<=><=

系统进行分析&

BCH8方法学确证

#E(E#"专属性测定"通过将 #& /[利格列汀溶解在

#& /2甲醇中以获得 #E& /[>/2浓度的贮存液& 将贮

存液进一步用甲醇稀释以获得稀释标准溶液& 通过

用空白实验兔血浆稀释相应的稀释标准溶液来制备

血浆标准品溶液& 兔血浆中利格列汀标准品溶液终

浓度为 &E#'&E%'&E,'#E&'%E&',E&'#&E&'%&E& G[>/2&

用于质量控制的利格列汀血浆标准品溶液浓度为

&E%'%E&'#(E& G[>/2& 所有贮存溶液'稀释标准溶

液'血浆标准品溶液均立即存储在-%& g下& 样品

制备在分析之前%将血浆样品解冻至室温& 取空白

血浆%血浆标准品溶液%兔灌胃给予利格列汀后的血

浆样品%按上述+#E, 血浆样品的处理方法,操作%进

样测定&

#E(E%"线性关系测定"配成利格列汀浓度为 &E#'

&E%'&E,'#E&'%E&',E&'#&E&'%&E& G[>/2血浆标准品

溶液%按血浆样品处理方法处理后检测%测定利格列汀

峰面积?V'内标峰面积?1%以?V>?1为纵坐标"B#%浓

度为横坐标"O#绘制利格列汀的标准曲线%权重 #>O

%

&

#E(E'"精密度和准确度试验"配制低'中'高 ' 个

质量浓度"&E%'%E&'#(E& G[>/2#的利格列汀血浆标

准品溶液评估精密度和准确度%平行 ( 组%按血浆样

品处理方法处理%重复进样 ' 次%连续 ' T%测定日内

和日间精密度及准确度& 计算日内精密度%以相对

标准偏差的百分比 " \IZ6IGA0[I7YZI20A1JIVA0GT0ZT

TIJ10A17G%S=MF#表示%计算日间精密度%以相对误

差的百分比"\IZ6IGA0[I7YZI20A1JIIZZ7Z%S.F#表示&

*%%%#*

;X1GIVÌ7@ZG027YiI];21G1602<IT161GI%MI6I/WIZ%&%&%h72@/I#'%i@/WIZ#%""



要求准确度在R#,F以内%日内和日间精密度值不

得超过 #,F&

#E(E+"回收率试验"配制低'中'高 ' 个浓度"&E%'

%E&'#(E& G[>/2#的利格列汀血浆标准品溶液%平行

( 组%按+#E, 血浆样品的处理方法,处理后检测&

以血浆标准的峰面积与内标的峰面积的比值计算回

收率&

#E(E,"样品稳定性分析"通过分析暴露于不同条

件的浓度为 &E%'%E&'#(E& G[>/2的利格列汀血浆

样品%将分析结果与从新鲜制备的血浆样品获得的

结果进行比较%评估利格列汀在兔血浆中的稳定性&

将加标样品在室温下暴露 ' X%然后在89:;自动进

样器中将准备注射的样品"蛋白质沉淀后#放置 %+ X

后%确定短期稳定性& 在连续的三个完整的冻融循环

" -%& Q%, g#后评估冻融稳定性& 将标准加标血浆

样品在-%& g下存储 +$ T后%评估其长期稳定性&

D8结果

DCB8专属性分析结果8用 89:;!<=><= 方法检测

兔血浆样品中的分析物的色谱结果& 利格列汀和

a=的保留时间分别是 #E&$ /1G 和 #E') /1G& 与空

白样品的色谱图相比%没有观察到内生峰的干扰&

见图 #&

"

$

空白血浆样品$

%

空白血浆样品加利格列汀"%E& G[>/2#和 a=

"#&& G[>/2#$

&

灌胃给予单剂量 #E& /[>_[利格列汀后 '& /1G 的

兔血浆样品

图 #"兔血浆样品中利格列汀和a=的代表性色谱图

DCD8线性关系分析结果"据峰面积的比值与浓度下

的线性回归分析%兔血浆中的利格列汀浓度范围应在

&E# Q%& G[>/2& 校准曲线的典型方程!BN&E#(+(OP

&E&'&'%!N&E$$#+%其中 B代表利格列汀峰面积与

内标峰面积的比值%O代表血浆浓度& 兔血浆中利

格列汀最低定量限为 &E# G[>/2&

DCE8精密度'准确度和回收率结果"在利格列汀血

浆标准品溶液中%日内精密度
"

)E)F%日间精密度
"

*E+F& 该方法的准确度范围为-)E*F Q*E#F%精

密度及准确度范围均低于 #,F& 浓度为 &E%'%E&'

#(E& G[>/2的利格列汀的提取回收率%通过分析 ( 个

重复评价%分别为")(E& R'E##F'"*%E# R'E$#F

以及")$E# R+E##F& 血浆中 a="#&& G[>/2#的回

收率为"*'E) R%E$#F& 见表 #&

表 #"兔血浆中利格列汀标准品溶液的

" "精密度!准确度和回收率结果

浓度
"G[>/2#

精密度"F# 准确度"F#

日内 日间 日内 日间

回收率
"F#

&E% )E) *E+ -)E* *E# )(E& R'E#

%E& ,E$ ,E# (E$ )E' *%E# R'E$

#(E& 'E# %E# 'E' -+E+ )$E# R+E#

DCF8稳定性试验结果"对浓度为 &E%'%E&'#(E& G[>/2

的利格列汀进行稳定性试验%在不同的存储条件下

即室温'短期'冻融和长期冷藏" -%& g%+$ T#的稳

定性& 结果表明浓度的偏差在均值的 R#,F以内%

故上述存储条件适用%所建立的方法适用于药代动

力学研究& 见表 %&

表 %"利格列汀在各种储存条件下的稳定性试验结果

"状"态 浓度"G[>/2# S."F# S=M"F#

&E% )E# -*E%

室温"' X# %E& +E( (E#

#(E& #E) -%E'

&E% *E' *E$

室温"%+ X# %E& (E, )E$

#(E& #E$ -%E%

&E% *E+ #&E+

' 次冻融 %E& (E) ,E+

#(E& %E( -'E&

&E% $E* *E'

-%& g"+$ T# %E& +E$ ,E$

#(E& %E# %E'

DCG8主要药代动力学参数结果8将该方法应用于

兔的药代动力学研究& 灌胃给予 #E& /[>_[利格列

汀后的利格列汀平均血药浓度!时间曲线%见图 %&

用非房室模型计算利格列汀的主要药代动力学参数

结果%见表 '&

图 %"灌胃给予 #E& /[>_[利格列汀后兔的利格列汀平均血

药浓度!时间曲线图

*'%%#*
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表 '"兔给予 #E& /[>_[利格列汀后的主要药代动力学

" "参数结果"

#

GR>#

"参"数 结果

A

#>%

"X#

,E#+ R%E%'

;

/0O

"G[>/2#

#%E*$ R+E(#"

K

/0O

"X#

%E'$ R&E)#

?8;

&

!

%+

"G[>/27X#

,*E#% R#+E*)

?8;

&

!

j

"G[>/27X#
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E8讨论

ECB8本研究旨在探寻一个简单'快速'灵敏的89:;!

<=><=方法测定兔血浆中利格列汀及其药代动力

学& 本研究发现该方法专属性高%分离完全%检测时

间快$药物回收率在 )(E&F Q*%E#F%日内'日间精

密度均k#,F%在不同储存条件下浓度的偏差在均

值的R#,F以内& 该方法简单'可靠'应用性强& 该

方法采用乙腈沉淀血浆蛋白%操作简单%一个样品检

测仅需 ' /1G%符合生物样品高通量检测的要求并成

功用于兔体内的药代动力学研究&

ECD8由于各种复杂因素%样品制备通常需要对生物

样品中分析物进行测定以除去可能的干扰因素%提

高选择性和灵敏度(#')

%这种情况下有两种方法可以

使用%包括蛋白质沉淀法和乙酸乙酯萃取法(#+)

& 相

比乙酸乙酯萃取法%本研究利用有机溶剂沉淀法制

备样品& 在样品制备过程中加入 %&&

#

2的乙腈%产

生了一个干净的色谱图的空白血浆样品%分析物的

回收率令人满意& 该方法的样品制备方法简单%一

步蛋白沉淀%省时'省力%满足了高效制备生物样品

的要求& 本研究对利格列汀和 a= 进行正负离子模

式测试& 基于分析物的响应%选择正离子模式检测&

当利格列汀和a=分别注入到质谱仪%强大而稳定的

(<PD)

P前体离子与丰富的碎片离子以.=a正离子

源模式产生& 最终确定利格列汀和地西泮的 <S<

分别是 />̂+)'E%

!

+%&E''/>̂%*,E%

!

#$'E%& 该

方法稳定%优化质谱条件并可快速定量利格列汀暴

露后的血浆浓度&

ECE8为了获得满意分辨率和高灵敏度%分析物进入

<=><=系统之前应基于电离效率考虑色谱分析流动

相的选择(#,)

& 强洗脱流动相可选择甲醇和乙腈(#()

&

研究表明%以乙腈为流动相的分析物的响应均高于

.=a正离子源模式下的甲醇& 为了获得最大的灵敏

度%我们研究了不同流动相 \D对离子化效率的影

响& 在流动相中含有 &E#F的甲酸时%发现分析物

具有最高的响应和最好的峰值形状& 用不同比例的

有机溶剂和在水中不同的改性剂液晶的流动相进行

优化%以获得更高灵敏度(#))

& 用梯度流动相组成的

乙腈和 &E#F甲酸水%发现 ?64@1AB89:;C.D;#*

色谱柱分离& 每个样品 ' /1G 内完成分析物的整体

分离%该方法准确'快捷%符合人体药代动力学指导

原则关于生物样品分析方法的基本要求(#*)

& 此外%

利格列汀的体内研究较少%随着液!质联用技术不断

普及(#$)

%利格列汀物质基础研究包括体内研究将越

来越多& 本研究为利格列汀的质量控制提供了依

据%且为该药在临床前及临床药代动力学等方面的

研究提供了一定的参考&

本研究开发和验证了兔血浆中用89:;!<=><=

法测定利格列汀的方法并取得满意效果& 近年来%

随着各种分析仪器'分离手段和计算机技术的迅速

发展%为药物制剂的定性'定量研究及阐明该药物制

剂的物质基础研究提供了重要手段(%&)

& 由此可知

新理论'新方法及新技术将有利于推动药物制剂的

现代化研究&
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