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　　湖南省自然科学基金资助项目（２０２０ＪＪ９０５７、２０２２ＪＪ８０１１３、２０２２ＪＪ８００９７）

　通信作者　Ｔｅｌ：（０７３１）８４８０５３８０；Ｅ－ｍａｉｌ：ｔａｎｚｒ＠１６３ｃｏｍ

第一作者　Ｔｅｌ：（０７３１）８４８０５３８０；Ｅ－ｍａｉｌ：４１７０３８３７＠ｑｑｃｏｍ

ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人血浆中维格列汀浓度及其应用

王医成１，２，贺康１，彭静波１，２，饶泰１，陈尧１，２，郭莹１，２，谭志荣１，２

（１．中南大学湘雅医院临床药理研究所，长沙 ４１００７８；２．中南大学临床药理研究所，长沙 ４１００７８）

摘要　目的：建立ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人ＥＤＴＡ抗凝血浆中维格列汀的浓度，并将其应用于药代动力学
研究。方法：以稳定同位素标记１３Ｃ－１５Ｎ－维格列汀为内标，血浆样品用乙腈进行蛋白沉淀处理，采用 Ｈｙ
ｐｕｒｉｔｙＣ１８（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以甲醇－５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１甲酸铵水溶液为流动相，梯度洗脱，流速

０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃，进样量２μＬ，采用电喷雾离子源（ＥＳＩ源），多反应监测正离子模式进行检测。
用于定量分析的维格列汀监测离子对ｍ／ｚ３０４３→１５４２，内标监测离子对ｍ／ｚ３１０３→１６０３。考察其专属
性、标准曲线、定量限、精密度、回收率、基质效应、稳定性，并使用该方法对健康受试者的血浆维格列汀浓度

进行测定。结果：血浆中维格列汀质量浓度在１１１～５３４０ｎｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好。４个浓度水平
的批内、批间精密度（ＲＳＤ）均在０９％～８５％，准确度在９９８％～１０９３％。低浓度血浆样品室温放置０５、
１、２ｈ的准确度分别为 ９２０％、８７６％、７１２％，冰上放置 ０５、１、２ｈ的准确度分别为 １０２０％、９４５％、
８６６％，该结果提示维格列汀在血浆中可能存在不稳定现象。提取回收率、基质效应以及其他稳定性结果
等均符合生物样品分析的相关要求。８例健康受试者药代动力学研究结果：ｔ１／２为（１４９±０３７）ｈ，ｔｍａｘ为

（２０６±１１１）ｈ，Ｃｍａｘ为（２９０９４±１００３６）ｎｇ·ｍＬ
－１，ＡＵＣ０－２４ｈ为（１３４３４６±１８６８９）ｎｇ·ｈ·ｍＬ

－１，

ＡＵＣ０－∞为（１３５１３１±１８８７９）ｎｇ·ｈ·ｍＬ
－１。结论：该方法操作简便，特异性好，灵敏度高，成功应用于８

名健康受试者空腹口服给药５０ｍｇ维格列汀片后的药代动力学研究，可作为一种可靠的检测方法用于人体
药动学研究和治疗药物监测。

关键词：高效液相色谱质谱联用法；维格列汀；二肽基肽酶Ⅳ（ＤＤＰ－４）；稳定性；药代动力学；糖尿病；治疗
药物监测（ＴＤＭ）

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０１－００６８－０８
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４０１０７

ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｉｎ
ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＷＡＮＧＹｉ－ｃｈｅｎｇ１，２，ＨＥＫａｎｇ１，ＰＥＮＧＪｉｎｇ－ｂｏ１，２，ＲＡＯＴａｉ１，
ＣＨＥＮＹａｏ１，２，ＧＵＯＹｉｎｇ１，２，ＴＡＮＺｈｉ－ｒｏｎｇ１，２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１００７８，Ｃｈｉｎａ；

２．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ＨｕｎａｎＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｈａｒｍａｃｏｇｅｎｅｔｉｃｓ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１００７８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｄｅｖｅｌｏｐａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ）ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｉｎｈｕｍａｎａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔｐｌａｓｍａｗｉｔｈｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ
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ａｃｉｄａｎｄａｐｐｌｙｉｔｔｏｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓＭｅｔｈｏｄｓ：１３Ｃ－１５Ｎ－ｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｗａｓｕｓｅｄａｓｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ
（ＩＳ）Ａｆｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｗｉｔｈａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，ａｌｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄ
ｂｙａＨｙｐｕｒｉｔｙＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ），ｕｓｉｎｇａｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆｍｅｔｈａｎｏｌａｎｄ

５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ａｍｍｏｎｉｕｍｆｏｒｍａｔｅａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，ａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ４０℃．Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅｗａｓｊｕｓｔ２μＬＰｏｓｉｔｉｖｅｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）
ｗｉｔｈｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓｏｆｍ／ｚ３０４３→１５４２ｆｏｒｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎａｎｄｍ／ｚ３１０３→１６０３ｆｏｒｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，
ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ，ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｃｏｖｅｒｙ，ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄＴｈｅｎｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｖｅｒａｇｌｉｐｔｉｎｉｎｈｅａｌｔｈｙｓｕｂｊｅｃｔｓＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｃｕｒｖｅｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｗａｓｌｉｎｅａｒｏｖｅｒｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ１１１ｔｏ５３４０ｎｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅｌｏｗ
ｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｗａｓ１１１ｎｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅｉｎｔｒａ－ａｎｄｉｎｔｅｒ－ｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓａｔｆｏｕｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
ｗｉｔｈｉｎ０９％－８５％，ａｎｄｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｗａｓｗｉｔｈｉｎ９９８％ －１０９３％Ｔｈｅｄａｔａｏｆｓｈｏｒｔ－ｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙａｔｒｏｏｍ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈａｔｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＬＱＣｓａｍｐｌｅｓｗａｓ９２０％ ｆｏｒ０５ｈｅｘｐｏｓｕｒｅ，８７６％ ｆｏｒ１ｈ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ，７１２％ ｆｏｒ２ｈｅｘｐｏｓｕｒｅＴｈｅｓｅｏｆＬＱＣｓａｍｐｌｅｓｃｈｉｌｌｅｄｏｎｉｃｅｗａｓ１０２０％ ｆｏｒ０５ｈｅｘｐｏｓｕｒｅ，９４５％
ｆｏｒ１ｈｅｘｐｏｓｕｒｅ，８６６％ｆｏｒ２ｈｅｘｐｏｓｕｒｅＴｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄａｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓａｐｏｓｓｉｂｌｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
ｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｉｎｐｌａｓｍａＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄｏｔｈｅｒｓｔａｂｉｌｉｔｙｍｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ
ｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅａｎａｌｙｓｉｓＴｈｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｈｅａｌｔｈｙｓｕｂｊｅｃｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔ１／２ｗａｓ（１４９±

０３７）ｈ，ｔｍａｘｗａｓ（２０６±１１１）ｈ，Ｃｍａｘｗａｓ（２９０９４±１００３６）ｎｇ·ｍＬ
－１，ＡＵＣ０－２４ｈｗａｓ（１３４３４６±１８６８９）

ｎｇ·ｈ·ｍＬ－１，ＡＵＣ０－∞ ｗａｓ（１３５１３１±１８８７９）ｎｇ·ｈ·ｍＬ
－１Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅ，ｈａｓ

ｈｉｇｈｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙＩｔｈａｓｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙｏｆ８ｈｅａｌｔｈｙｓｕｂｊｅｃｔｓ
ａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ５０ｍｇｖｉｇａｇｌｉｐｔｉｎｔａｂｌｅｔｓｏｎａｎｅｍｐｔｙｓｔｏｍａｃｈＴｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｉｔｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｒｅｌｉａｂｌｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｈｕｍａｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎ；ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ－４（ＤＤＰ－４）；ｓｔａｂｉｌｉｔｙ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ；ｄｉａ
ｂｅｔｅｓ；ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＴＤＭ）

　　维格列汀（ｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎ，图１）是由瑞士诺华制药
有限公司研制开发的一种选择性、竞争性、可逆的二

肽基肽酶Ⅳ（ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ－４，ＤＰＰ－４）抑制
剂，通过与ＤＰＰ－４结合形成复合物而抑制该酶的活
性，在提高胰高血糖素样肽 －１（ＧＬＰ－１）浓度，促使
胰岛 Ｂ细胞产生胰岛素的同时，降低胰高血糖素浓
度，从而降低血糖，并且对体重无明显影响［１］，因此，

２００７年获得欧盟委员会批准，用于治疗２型糖尿病，
２０１１年被正式批准在中国上市，目前已在１００多个
国家获得批准使用。

图１　维格列汀结构式

Ｆｉｇ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎ

作为一种广泛应用的抗糖尿病药物，维格列汀

在人体血浆中的定量分析对其药代动力学研究和治

疗药物监测具有重要意义。然而，迄今为止，与血浆

中维格列汀浓度的检测方法相关的文献报道并不多

见，报道的检测方法主要包括 ＲＰ－ＨＰＬＣ［２－３］和
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ［４－１０］。在这些文献中，有关方法学验证
的报道比较少，特别是对维格列汀在血浆和全血中

的稳定性更是鲜有提及。

本研究采用乙腈沉淀蛋白前处理方法，使用

ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人血浆中维格列汀的浓度，实
验中着重考察了维格列汀在血浆和全血中的稳定

性，并经过方法学验证后将此方法应用于维格列汀

片的中国健康受试者人体药代动力学研究。

１　仪器与材料
１１　仪器

Ｔｒｉｐｌｅｑｕａｄ６５００型三重四极杆串联质谱仪（ＡＢ
Ｓｃｉｅｘ公司），配备电喷雾电离源（ＥＳＩ源）；Ａｎａ
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ｌｙｓｔ１６３定量处理软件（ＡＢＳｃｉｅｘ公司）；液相色谱
为 ＮｅｘｅｒａＵＨＰＬＣ／ＨＰＬＣ系统（岛津公司），包括
ＬＣ－３０ＡＤ型输液泵、ＳＩＬ－３０ＡＣ型自动进样器、
ＤＧＵ－２０Ａ５Ｒ型脱气机和 ＣＴＯ－２０Ａ型柱温箱。氮
气发生器（ＰｅｒＭｕｔａ公司）；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ明澈 －Ｄ２４ＵＶ
型超纯水一体化系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＡＢ２６５－Ｓ型
十万之一电子天平（梅特勒 －托利多公司）；Ｍｉ
ｃｒｏｆｕｇｅ２０Ｒ高速冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１２　药品和试剂

维格列汀片（商品名为佳维乐，规格为每片

５０ｍｇ），诺华制药有限公司生产。维格列汀对照品
（批号１－ＭＬＭ－１７３－１，纯度９７０％）、同位素内标
对照品１３Ｃ－１５Ｎ－维格列汀（批号２４－ＧＨＺ－７５－１，
纯度 ９９２％）均购于 ＴｏｒｏｎｔｏＲｅｓｅａｒｃｈＣｈｅｍｉｃａｌｓ公
司。甲醇及乙腈（Ｍｅｒｃｋ公司）、甲酸铵（ＣＮＷ公司）
均为色谱纯。去离子水由 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ纯水仪制备。人
空白血浆、溶血血浆、高脂血浆及空白全血由中南大

学湘雅医院提供。

１３　药动学研究血浆样品
临床试验方案经中南大学临床药理研究所伦理

委员会批准。８名符合入选标准的健康受试者在签
署知情同意书后，空腹口服维格列汀片（每片５０ｍｇ）
１片，于给药前（０ｈ）和给药后０２５、０５、１、１５、２、
２５、３、４、５、６、８、１０、１２、１６、２４ｈ由肘前静脉采血 ４
ｍＬ至ＥＤＴＡ抗凝负压管中，０５ｈ内置于低温离心
机中离心（４℃，３５００ｒ·ｍｉｎ－１）１０ｍｉｎ，分离获得血
浆样品，并立即置于－８０℃冰箱中保存待测。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用 Ｔｈｅｒｍｏ公司 ＨｙｐｕｒｉｔｙＣ１８（１５０ｍｍ×２１
ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以 ５ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵水溶液
（Ａ）－乙腈（Ｂ）为流动相，梯度洗脱（０～０５ｍｉｎ，７０％
Ｂ；０５～２０ｍｉｎ，７０％Ｂ→９０％Ｂ；２０～３５ｍｉｎ，９０％Ｂ；
３５～４０ｍｉｎ，９０％Ｂ→７０％Ｂ；４０～６０ｍｉｎ，７０％Ｂ），
流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃，进样量２０μＬ。
２２　质谱条件

离子源为电喷雾电离源（ＥＳＩ源），正离子方式检
测；扫描方式为多反应监测（ＭＲＭ），源喷射电压为
５５００Ｖ；温度为 ５００℃；离子源气体 １（Ｎ２）压力为
３７９ｋＰａ；离子源气体２（Ｎ２）压力为３７９ｋＰａ；气帘气体
（Ｎ２）压力为２４１ｋＰａ；碰撞气压力为６２ｋＰａ；扫描时间
为１００ｍｓ。维格列汀监测离子对为 ｍ／ｚ３０４３→

１５４２，去簇电压（ＤＰ）为５０Ｖ，射入电压（ＥＰ）为１０Ｖ，
碰撞能量（ＣＥ）为２３ｅＶ，碰撞室的射出电压（ＣＸＰ）为
１０Ｖ；内标监测离子对为 ｍ／ｚ３１０３→１６０３，ＤＰ为
８０Ｖ，ＥＰ为１０Ｖ，ＣＥ为２４ｅＶ，ＣＸＰ为１０Ｖ。
２３　系列标准血浆样品、质控血浆样品及内标工作
溶液的制备

分别精密称取维格列汀对照品适量共２份，用甲
醇溶解并定容，配制得质量浓度为１０６８、１０７０ｍｇ·
Ｌ－１的维格列汀储备液，分别用于配制系列标准样品和
质控样品。用甲醇 －水（５０∶５０，ｖ／ｖ）分别稀释储备
液，获得质量浓度为 ２２２５、４４５０、８９００、１７８００、
５３４００、１１８６６７、３５６０００、１０６８０００ｎｇ·ｍＬ－１的系
列标准溶液和质量浓度为 ２２２５、４４５０、５３５００、
８５６０００ｎｇ·ｍＬ－１的质控溶液；取上述系列标准溶液
和质控溶液各５μＬ，分别加入人空白血浆９５μＬ，涡旋
３０ｓ，获得质量浓度为１１１、２２３、４４５、８９０、２６７０、
５９３３、１７８００、５３４００ｎｇ·ｍＬ－１的系列标准血浆样品
和质量浓度分别为 １１１、２２３、２６７５、４２８００ｎｇ·
ｍＬ－１的定量限、低、中、高浓度质控血浆样品。

精密称取内标对照品适量，用甲醇溶解并定容，

配制得质量浓度为０３１５ｍｇ·ｍＬ－１的内标储备液，
并用乙腈稀释获得质量浓度为３１５ｎｇ·ｍＬ－１的内
标工作溶液备用。

２４　血浆样品预处理
取血浆样品１００μＬ至２ｍＬＥＰ管中，加入内标工

作溶液１０ｍＬ，振荡器上涡旋震荡５ｍｉｎ，离心（１５０００
ｒ·ｍｉｎ－１）１０ｍｉｎ，吸取上清液５０μＬ至另一干净２ｍＬ
ＥＰ管中，再加入５ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵水溶液与乙腈混合
液（１∶１）３００μＬ，涡旋震荡２ｍｉｎ，离心（１５０００ｒ·ｍｉｎ－１）
５ｍｉｎ，转移上清至进样瓶，进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
２５　方法验证
２５１　专属性　分别取６个不同来源的人空白血浆
样品和含内标３１５ｎｇ·ｍＬ－１的血浆样品（取内标溶
液５μＬ，加入人空白血浆 ９５μＬ，涡旋 ３０ｓ），按
“２４”项下方法处理（不加内标工作液，加入乙腈
１０ｍＬ），然后进行 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析测定。另取６
个不同来源的人空白血浆配制含维格列汀１１１ｎｇ·
ｍＬ－１的标准血浆样品以及受试者服药１ｈ后的血浆
样品，按“２４”项方法处理后进行 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析
测定。结果显示，维格列汀和内标的保留时间分别

为２２７和２２８ｍｉｎ（见图２），无内源性物质干扰维
格列汀和内标的测定。
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图２　空白血浆样品（Ａ）、含维格列汀１１１ｎｇ·ｍＬ－１标准血浆样品（Ｂ）、含内标３１５ｎｇ·ｍＬ－１的血浆样品（Ｃ）、受试者服药１ｈ后血浆样品（Ｄ）
Ｆｉｇ２　Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ（Ａ），ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ１１１ｎｇ·ｍＬ－１ｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎ（Ｂ），ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ３１５

ｎｇ·ｍＬ－１ＩＳ（Ｃ），ａｎｄ１ｈｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｔａｂｌｅｔｓａｎｄｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈＩＳ（Ｄ）
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２５２　标准曲线和定量下限　取“２３”项下制备的
系列标准血浆样品，按“２４”项下方法处理后进行
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析测定；以维格列汀浓度（Ｘ）为横坐
标，维格列汀与内标的峰面积比值（Ｙ）为纵坐标，采
取加权（Ｗ＝１／ｘ２）最小二乘法进行线性回归运算，获
得标准曲线。取定量下限质控血浆样品进行６样本
分析，测定３ｄ，根据当日标准曲线计算每一样本测
得浓度，求得维格列汀的定量下限。结果显示，血浆

维格列汀质量浓度在１１１～５３４００ｎｇ·ｍＬ－１范围
内线性关系良好，典型标准曲线回归方程为

Ｙ＝００３８３Ｘ－０００７７１　ｒ＝０９９８５

定量限为１１１ｎｇ·ｍＬ－１。
２５３　精密度与准确度　取“２３”项下制备的定量
限、低、中、高 ４个浓度的质控血浆样品，分别按
“２４”项下方法处理后进行 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析测定，
每一浓度进行６样本分析并在３ｄ内测试，根据当日
标准曲线计算质控血浆样品的浓度，然后计算批内、

批间精密度与准确度，结果见表 １。批内精密度
（ＲＳＤ）在 ０９％ ～５２％，准 确 度 在 １０４６％～
１０９３％，批间精密度（ＲＳＤ）在１６％～８５％，准确度
在９９８％～１０８２％；日内和日间的精密度和准确度
均符合生物样品测定相关要求［１１－１２］。

表１　维格列汀质控样品精密度和准确度
Ｔａｂ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅｓ

理论浓度

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

批内（ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈ）（ｎ＝６） 批间（ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ）（ｎ＝３）

实测值

（ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ）±ＳＤ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

准确度

（ａｃｃｕｒａｃｙ）／

％

精密度

（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）

ＲＳＤ／％

实测值

（ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ）±ＳＤ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

准确度

（ａｃｃｕｒａｃｙ）／

％

精密度

（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）

ＲＳＤ／％

１１１ １２２±００６ １０９３ ５２ １１１±０１０ ９９８ ８５

２２３ ２３３±０１０ １０４６ ４１ ２３２±０１７ １０４０ ７５

２６７５ ２８０４±０２５ １０４８ ０８８ ２８５３±０４６ １０６７ １６

４２８００ ４６２０６±６３２ １０８０ １４ ４６２９９±９７３ １０８２ ２１

２５４　基质效应　分别取６份不同来源的人空白血
浆、３份溶血空白血浆、３份高脂空白血浆各１００μＬ，
分别加入内标工作溶液１０ｍＬ，涡旋震荡５ｍｉｎ后，
离心（１５０００ｒ·ｍｉｎ－１）１０ｍｉｎ，取上清液１０００μＬ，
再分别加入低、中、高质控溶液５μＬ涡旋混匀后，吸
取上清液５０μＬ至另一干净２ｍＬＥＰ管中，再加入５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵水溶液与乙腈混合液（１∶１）３００
μＬ，涡旋震荡２ｍｉｎ，离心（１５０００ｒ·ｍｉｎ－１）５ｍｉｎ后
进样分析，得到相应峰面积（Ａ）；同时另取水１００μＬ

代替空白血浆，按上述方法处理并进样分析后得到

相应峰面积（Ｂ）。将同一浓度采用上述２种方法处
理后得到的峰面积进行比较计算分别获得分析物和

内标的基质效应（Ａ／Ｂ×１００％），再将分析物和内标
的基质效应进行比较计算得到内标归一化的基质效

应。结果见表２，正常血浆、溶血血浆和高脂血浆的
内标归一化基质效应 ＲＳＤ均在４６％以内。结果表
明，维格列汀和内标在本方法的色谱和质谱条件下，

可忽略基质效应的影响。

表２　不同血浆的基质效应
Ｔａｂ２　Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｓｍａ

理论浓度

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

正常血浆（ｎｏｒｍａｌｐｌａｓｍａ） 高脂血浆（ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ） 溶血血浆（ｈｅｍｏｌｙｚｅ）

基质效应

（ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ）／％

ＲＳＤ／

％

基质效应

（ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ）／％

ＲＳＤ／

％

基质效应

（ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ）／％

ＲＳＤ／

％

２２３ １１４２３±４７１ ４１ １１２１２±５１１ ４６ １１６２７±５３３ ４５

２６７５ １１０９２±１７６ １５ １１００４±１３２ １２ １１１１６±１９７ １８

４２８００ １１１７８±１３４ １２ １１１１３±０７１ ０６１ １１３６４±１３８ １２
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２５５　回收率　取低、中、高质控血浆样品，按
“２４”项下方法操作，每一浓度进行６样本分析。同
时另取人空白血浆１００μＬ，按“２５４”项下方法处理
后进样分析。以每一浓度采用２种处理方法后得到
的峰面积比值计算处理回收率。结果显示维格列汀

在低、中、高浓度的回收率分别为８５０％、８９２％和
８４９％。
２５６　稳定性　文献报道维格列汀易发生氰化水
解而不稳定［１３］，因此，在建立检测方法时，全面考察

了维格列汀的稳定性，包括质控血浆样品室温放置

０５、１、２ｈ；冰上（４℃）放置０５、１、２ｈ；质控全血样
品（取质控溶液５μＬ，加入人空白全血９５μＬ，涡旋
３０ｓ得到）室温放置０５、１、２ｈ；质控血浆样品预处
理后在自动进样器放置３０ｈ；质控血浆样品３次冷
冻－解冻循环和－８０℃放置９０ｄ；以及维格列汀储
备液和系列标准溶液室温放置６ｈ、低温长期放置的

稳定性。考察时，每个方法均考察低、高２个质控浓
度水平各６个样品。

验证结果见表３，低浓度质控血浆样品在室温放
置０５、１、２ｈ的准确度从９２０％降至７１２％，冰上
（４℃左右）放置０５、１、２ｈ，准确度从１０２０％降至
８６６％；低浓度质控全血样品室温放置０５、１、２ｈ，
准确度从１０２４％降至８６５％；高浓度质控血浆样品
和质控全血样品的准确度则无明显降低。质控血浆

样品３次冷冻 －解冻循环和 －８０℃放置９０ｄ均稳
定；质控血浆样品预处理后自动进样器放置３０ｈ亦
稳定。甲醇溶解配制的维格列汀储备液在室温放置

６ｈ和－２０℃超低温冰箱放置４３ｄ，甲醇水溶液稀释
配制的系列标准溶液在室温放置 ６ｈ以及冷藏
（２～８℃）１５ｄ之后与新鲜配制的相同浓度溶液进
行峰面积比较，偏差分别是１８％、０８７％、－２０％
和０５９％。

表３　维格列汀在不同条件下的稳定性考察结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ３　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

稳定性试验　　　　

（ｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｔｅｍ）　　　　

２２３ｎｇ·ｍＬ－１ ４２８００ｎｇ·ｍＬ－１

实测值

（ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ）±ＳＤ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

准确度

（ａｃｃｕｒａｃｙ）／

％

实测值

（ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ）±ＳＤ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

准确度

（ａｃｃｕｒａｃｙ）／

％

冻融３次（ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗｔｈｒｅｅｃｙｃｌｅｓ） ２１１±００９ ９４７ ４６４７３±３９３ １０８６

－８０℃放置９０ｄ（ｓｔｏｒａｇｅａｔ－８０℃ ｆｏｒ９０ｄ） ２０９±００４ ９３７ ４８８９１±４２４ １１４２

自动进样器放置３０ｈ（ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒｆｏｒ３０ｈ） ２０４±００８ ９１６ ４２７７９±１１６７ １０００

室温放置０５ｈ（ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ０５ｈ） ２０５±００８ ９２０ ４６５０９±２３４ １０９３

室温放置１ｈ（ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ１ｈ） １９４±００４ ８７６ ４６４１５±４６６ １０８５

室温放置２ｈ（ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ２ｈ） １５９±００３ ７１２ ４６３５０±２１４ １０８３

冰上放置０５ｈ（ｓｔｏｒａｇｅｏｎｉｃｅｆｏｒ０５ｈ） ２２７±０１３ １０２０ ４６８７６±７０５ １０９１

冰上放置１ｈ（ｓｔｏｒａｇｅｏｎｉｃｅｆｏｒ１ｈ） ２１１±００５ ９４５ ４６５０８±２８３ １０８７

冰上放置２ｈ（ｓｔｏｒａｇｅｏｎｉｃｅｆｏｒ２ｈ） １９３±０１０ ８６６ ４６４０１±３２６ １０８４

全血室温放置０５ｈ（ｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｂｌｏｏｄａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ０５ｈ） ２２８±０１１ １０２４ ４４０２３±９４６ １０２９

全血室温放置１ｈ（ｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｂｌｏｏｄａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ１ｈ） ２１９±００８ ９８２ ４４１９６±７１７ １０３３

全血室温放置２ｈ（ｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｂｌｏｏｄａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ２ｈ） １９３±００７ ８６５ ４４２４７±５７３ １０３４

２５７　稀释效应　质控血浆样品用人空白血浆稀
释５倍后，测定维格列汀的精密度和准确度分别为
０８％和１０１１％；结果表明血浆样品经空白血浆稀
释５倍后测定不影响结果的准确性。
２５８　药动学研究血浆样品再分析　选取３２个达

峰浓度点及消除相末端浓度点附近的血浆样品进行

再分析，占研究样品总数量的２５％。按“２４”项下方
法操作，测定结果显示，３２个血浆样品再分析的结果
与原始值的差异在 －１７２４％～１０４７％，１００％达到
了接受标准。
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２６　人体药代动力学研究
将建立并经过验证的方法应用于维格列汀片

的人体药代动力学研究，８名受试者空腹口服维格
列汀片５０ｍｇ，经检测并统计得到的结果显示：维格
列汀ｔ１／２为（１４９±０３７）ｈ，ｔｍａｘ为（２０６±１１１）ｈ，
Ｃｍａｘ为（２９０９４±１００３６）ｎｇ·ｍＬ

－１，血浆 ＡＵＣ０－２４ｈ
为（１３４３４６±１８６８９）ｎｇ·ｈ·ｍＬ－１，ＡＵＣ０－∞为
（１３５１３１±１８８７９）ｎｇ·ｈ·ｍＬ－１，维格列汀的平均
药时曲线见图３。

图３　受试者空腹口服维格列汀片５０ｍｇ后的药时曲线（ｎ＝８）

Ｆｉｇ３　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｉｎ

ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈ５０ｍｇｖｉｌｄａｇｌｉｐｔｉｎｔａｂｌｅｔｓ，

ｅａｃｈｐｏｉｎｔａｎｄｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍｅａｎ±ＳＤ

３　讨论
本方法在建立的过程中对色谱条件如色谱

柱、流动相组合、流动相比例、流速等均进行了优

化考察。色谱柱考察了 ＨｙｐｕｒｉｔｙＣ１８、ＬｕｎａＣ１８、
ＡＣＥＳｕｐｅｒＣ１８柱等不同填料和粒径的色谱柱，流
动相试用过甲醇 －水、乙腈 －水等组合，以及水中
加入不同浓度的甲酸铵、甲酸等试剂，流动相比例

则考察了等度和梯度洗脱，测试了 ０３、０４、０５
ｍＬ·ｍｉｎ－１等流速，最终选择 ＨｙｐｕｒｉｔｙＣ１８（１５０
ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ）色谱柱，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵
水溶液 －乙腈组合，梯度洗脱，０５ｍＬ·ｍｉｎ－１的
流速等色谱条件，可以获得最佳的色谱保留和峰

形。在样品处理方面，有的报道采用固相萃取

法［７－１０］，但这些方法的过程繁杂且成本高；有的

报道采用液液萃取法［４］，其过程同样繁杂不易操

作。本研究采用蛋白沉淀法，研究过程中尝试过

甲醇、甲醇含甲酸等溶剂进行提取，效果并不理

想，最终采用乙腈进行蛋白沉淀，可以获得最佳的

提取效率，并将内标直接配制在乙腈中，减少额外

加入内标带来的溶剂效应。此外，血浆样品在沉

淀蛋白离心后，取上清液用流动相混合液进行稀

释，能够获得更佳的峰形。

相较于其他文献［４－１０］，本研究进行了相对完整

的方法学验证，包括维格列汀在全血中的稳定性、高

脂血浆和溶血血浆基质效应。并且在稳定性验证过

程中发现维格列汀存在不稳定现象，这在其他文献

中没有报道过。不稳定的现象在血浆和全血中均存

在，且在低浓度血浆样品中比较明显，而高浓度血浆

样品则不明显，低温（４℃左右）情况下，不稳定的现
象可以得到延缓。可能的原因是维格列汀的结构中

含有氰基，在弱碱性的血浆和全血中发生了氰基水

解，但水解的量较少，因此，对低浓度血浆样品影响

较明显，但对高浓度血浆样品则无明显影响。本研

究的稳定性结果提示，在研究维格列汀人体药动学

的临床试验过程中，采血后分离血浆应该在低温（４
℃）环境下１ｈ内完成，并应立即转移至超低温（－８０
℃）条件下保存待测。

本研究定量限为１１１ｎｇ·ｍＬ－１，明显低于其他
文献［４－１０］报道。最终，本方法经过验证后成功应用

于人体药代动力学研究，８名受试者空腹口服维格列
汀片５０ｍｇ后，经检测和数据统计，血浆中的主要药
动学参数 ＡＵＣ、Ｃｍａｘ、ｔｍａｘ和 ｔ１／２与文献报道

［７－１０，１４－１５］

基本一致。

综上所述，本研究成功建立了一种 ＨＰＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ法测定人ＥＤＴＡ抗凝血浆中维格列汀的浓度，本
方法具有较高的灵敏度、准确度与精密度，检测线性

范围宽，检测时间短，可作为一种可靠的检测方法用

于人体药动学研究和治疗浓度监测。
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