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液相色谱-串联质谱法测定大鼠血浆中赖脯胰岛素及其药动学研究
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摘要: 赖脯胰岛素皮下注射吸收较快, 与人胰岛素相比, 其降血糖作用起效更快, 血药浓度峰值更高, 可更好

地控制餐后高血糖。本文建立了液相色谱-串联质谱法 (LC-MS/MS) 测定大鼠血浆中的赖脯胰岛素, 并评价其药动

学特征。采用牛胰岛素作为内标, 血浆样品经过固相萃取后, 使用ACQUITY UPLC Peptide CSH C18柱 (2.1 mm ×

50 mm, 1.7 μm) 进行色谱分离。采用电喷雾离子源 (ESI源), 在正离子模式下以多反应监测模式检测, 赖脯胰岛素

和牛胰岛素 (内标) 定量的离子对分别为m/z 1 162.5→217.2和m/z 1 157.5→136.0。方法学验证结果表明, 大鼠血浆

中赖脯胰岛素的线性范围为 0.1～100 ng·mL-1, 日内、日间准确度和精密度均符合生物样品分析相关要求, 回收率在

63.1%～68.1%之间。与文献报道方法相比, 色谱分离得到改善, 回收率显著提高。本方法成功应用于大鼠的单剂

量皮下注射赖脯胰岛素的药代动力学研究。本研究中实验动物的使用已获得中国科学院上海药物研究所实验动物

管理与使用委员会的批准。
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Determination of insulin lispro in rat plasma by LC-MS/MS and
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Abstract: Compared with human insulin, insulin lispro shows a faster hypoglycemic effect and a higher peak

plasma concentration, which can better control postprandial hyperglycemia. In this study, we used a solid phase

extraction pretreatment method and liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) to quantify

insulin lispro in rat plasma. Bovine insulin was used as an internal standard. Plasma samples were separated on

an ACQUITY UPLC Peptide CSH C18 column (2.1 mm × 50 mm, 1.7 μm) after solid phase extraction. Positive

electrospray ionization was performed using multiple reaction monitoring (MRM) with transitions of m/z 1 162.5→
217.2 for insulin lispro and m/z 1 157.5→136.0 for insulin bovine (internal standard). The method validation results

showed that the linear range was 0.1 ng·mL-1 - 100 ng·mL-1; intra- and inter-day accuracy and precision met the

acceptance criteria for biological sample analysis. The recovery of insulin lispro ranged from 63.1% to 68.1%. The

method was applied in a pharmacokinetic study of insulin lispro following a single-dose subcutaneous administra‐

tion to rats. Animal experiments were approved by the Experimental Animal Ethics Committee of Shanghai Insti‐
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糖尿病是一组以高血糖为特征的代谢性疾病[1]。

根据最新统计, 全球糖尿病患者接近 4.63亿, 中国是世

界上糖尿病患病率上升最快的地区之一[2]。最新的流

行病学研究表明, 全球约 11%的人口患有糖尿病并且

仍有 50.1%的成人未得到确诊[3]。胰岛素是胰岛 β细

胞分泌的一种蛋白质激素, 并受到内源性或外源性物

质 (例如葡萄糖、乳糖、核糖、精氨酸、胰高血糖素等)

的调控, 它也是体内唯一的降血糖激素[4]。皮下注射

胰岛素是降低血糖的最有效方法, 对人体健康具有重

要意义[5]。胰岛素类似物主要分为短效胰岛素和长效

胰岛素。前者以赖脯胰岛素和门冬胰岛素为代表, 后

者以甘精胰岛素为代表。它们都是通过在人胰岛素结

构上改变一些氨基酸的结构或添加脂肪酸链而制成

的[6]。赖脯胰岛素 (insulin lispro) 作为市面上第一个速

效胰岛素类似物, 对糖尿病患者具有重大意义, 它的结

构仅通过在人胰岛素B链的 28和 29位上的赖氨酸和

脯氨酸交换而获得 (图1), 这种交换使得分子在血液中

形成六聚体的速度减缓, 从而快速发挥降糖作用[7], 它

也替代了传统的使用人胰岛素治疗糖尿病的方法[8]。

在药代动力学研究的样品分析测定中, 液相色谱-

串联质谱法 (LC-MS/MS) 已成为不可替代的检测手

段[9], 与其他方法相比, 它具有更好的专属性和更高的

灵敏度。在先前的胰岛素分析中, 有文献报道了放射免

疫分析 (RIA) 和 LC-MS/MS进行了直接比较, 与 RIA

相比, LC-MS/MS分析显示出更高的灵敏度[10]。其他

方法 (例如免疫测定) 则会产生交叉反应, 在胰岛素类

似物或甘精胰岛素代谢物的交叉反应中, 其变化范围

为 0～264%, 无法实现应用[11]。过去几年中有文献报

道了混合模式固相萃取 (SPE) 和多维液相色谱联用的

方法用于定量人血浆中完整的人胰岛素和 5种胰岛素

类似物[12]。与其他技术相比, 使用SPE和液相色谱-质

谱联用技术进行胰岛素定量具有显著的优势[13]。最新

文献报道了使用阳离子交换吸附SPE进行样品处理来

测定多种胰岛素类似物, 但赖脯胰岛素的回收率仅为

42%[14]。综上, 胰岛素类似物经过 SPE后低回收率问

题仍然没有得到很好的解决。

先前的研究已经表明胰岛素类似物对于降低血糖

维持体内稳态具有重要作用[15], 因此检测其在血浆中

浓度水平具有重要意义。因此本文参考了现有的文

献[16], 建立并验证了一种灵敏和准确的 LC-MS/MS方

法测定大鼠血浆中的赖脯胰岛素, 本方法显著提高了

待测物的回收率, 可以作为赖脯胰岛素药动学研究的

一种快速简便的检测方法。

材料与方法

对照品和试剂 赖脯胰岛素 (批号: T8220, 纯度≥
99.0%, 上海陶素生化科技有限公司); 牛胰岛素 (批号:

ZZS-20-H270-A2, 纯度 98.0%, 上海甄准生物有限公

司); 乙酸溶液和氢氧化铵溶液 (色谱级, ≥ 99.99%, 美

国 Sigma 公司); 乙腈、甲醇和异丙醇 (色谱级 , 德国

Merck公司)、甲酸 (液相色谱-质谱级, 98%, 北京百灵

威科技有限公司); 盐酸 (分析级, 36.0%～38.0%, 国药

控股化学试剂有限公司); 去离子水由法国 MilliQ®

Advantage A10超纯水仪制得。

仪器 Waters Acquity UPLC 超高效液相色谱系

统、Waters Xevo TQ-S三重四级杆串联质谱, 配备电喷

雾电离源 (ESI 源)、Waters 正压 96 孔固相萃取装置、

Waters Oasis MAX 96-well μElution固相萃取板, 美国

Waters公司; 罗氏活力型血糖仪, 德国罗氏公司。

动物 从北京维通利华实验动物技术有限公司

(中国北京) 购买 Sprague Dawley大鼠 18只 (雄性, 体

重 200 g ± 20 g), 使用许可 SYXK (沪) 2017-0014。标

准环境 (18 ℃～26 ℃, 避光) 饲养一周熟悉环境, 自由

饮水进食。本研究中动物实验方案已获得中国科学院

Figure 1 Sequences of insulin lispro and bovine insulin (internal standard). Amino acids different from human insulin are marked in blue
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上海药物研究所实验动物伦理委员会的批准(IACUC

批准号: 2020-02-YY-10)。

色谱条件 色谱柱: Waters公司的ACQUITY UPLC

Peptide CSH C18 色谱柱 (130 Å, 1.7 μm, 2.1 mm ×

50 mm), 柱温为 60 ℃。流动相: 含 0.1%甲酸的水溶液

(A)-含0.1%甲酸的乙腈溶液 (B)。流速为0.5 mL·min-1。

线性梯度洗脱程序如下: 0～0.5 min, 20% B; 0.5～4.0 min,

20%～25% B; 4～4.5 min, 25%～90% B; 4.5～5.0 min,

20% B。自动进样器温度设置为10°C, 进样量为30 μL。

质谱条件 离子源为ESI源, 正离子模式检测; 毛

细管电压为3.0 kV, 脱溶剂气流速1 000 L·h-1, 锥孔气流

速 50 L·h-1, 雾化气压力 7.0 bar, 碰撞气体 (氩气) 流速

0.15 mL·min-1, 去溶剂温度为 500 ℃; 扫描方式为选择

反应监测 (SRM); 待测物和内标的离子反应分别为: 赖

脯胰岛素 (m/z 1 162.5→217.2)、牛胰岛素 (m/z 1 157.5→
136.0); 扫描时间为200 ms。

对照品溶液和质控样品配制 精确称量两份赖脯

胰岛素和一份牛胰岛素对照品, 分别用 10 mmol·L1的

稀盐酸 (pH ≈ 3) 配制成 2 mg·mL-1的储备液, 分别用于

配制赖脯胰岛素制标准系列溶液、质控溶液和内标工

作溶液。

用甲醇-水-乙酸 (60∶30∶10, v/v/v) 并添加 0.1%的

空白大鼠血浆配制 , 获得 2.00、4.00、6.00、20.0、60.0、

200、600 和 2 000 ng·mL-1 的胰岛素标准工作溶液和

2.0、5.0、1 000和 1 500 ng·mL-1的质控 (QC) 溶液以及

质量浓度为 100 ng·mL-1的内标工作液。取 10 μL 标

准工作溶液和质控溶液加入空白大鼠血浆 190 μL, 以

获得血浆浓度分别为 0.10、0.20、0.30、1.0、3.0、10.0、

30.0和 100 ng·mL 1标准系列样品以及 0.10、0.25、50和

75 ng·mL-1的质控样品。

血浆样品预处理 取血浆样品 200 μL, 加入

100 ng·mL-1内标溶液 10 μL, 混合均匀 , 加入 5% 氨水

200 μL等体积混匀后待上样。取 200 μL甲醇和水分

别加入 Oasis MAX 96-well μElution 板中使填料平衡

和活化, 然后将 400 μL混匀血浆样品上样, 控制压力

在 2 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa) 左右防止液滴流速过快; 分别

用 200 μL 5%氨水和甲醇-水-乙酸 (5∶94∶1, v/v) 洗涤;

最后将样品用甲醇-水-乙酸 (60∶30∶10, v/v/v) 25 μL

洗脱两次, 加入水50 μL稀释, 混合离心后待进样。

方法学考察 对建立的方法进行方法学验证, 参

照 2020版中国药典指导原则[17], 对方法的选择性、定

量下限和线性、基质效应、准确度精密度、回收率和稳

定性进行了验证。

选择性 使用 6只用EDTA-K2抗凝空白大鼠血浆

作为基质, 分别对其进行了分析和干扰评估。当干扰

组分的响应小于分析物定量下限 (LLOQ) 响应的 20%

且小于内标响应的5%时作为接受标准。

定量下限和线性 标准曲线应包括 8个非零浓度

点且样品按照“血浆样品预处理”项下操作, 以待测物

浓度作为横坐标, 待测物与内标的峰面积比值为纵坐

标, 使用加权 (W = 1/x2) 最小二乘法进行线性回归运

算, 求得的直线回归方程即为标准曲线, 其相关系数应

大于0.99, 标准曲线的最低点作为定量下限。

基质效应 分别取 6 个不同来源的空白大鼠血

浆, 按“血浆样品预处理”项下操作, 分别考察低浓度质

控样品 (LQC)、高浓度质控样品 (HQC) 两个浓度水平

的基质效应, 每一浓度水平六样本分析。通过比较经

过萃取空白基质后加标的样品和同浓度下的标准溶液

的峰面积比值 × 100%分析基质效应。

回收率 根据优化的方法选择了低、中、高三个质

控样品 (LQC、MQC和HQC) 浓度水平测试了回收率,

每种浓度 6样本分析。按“血浆样品预处理”项下处理

后测定药物峰面积A1; 取空白血浆 (不含分析物) 经过

预处理后再向提取后的基质中加入对照品, 测定药物

峰面积A2; 通过A2与A1的比值 × 100%计算回收率。

准确度与精密度 根据“血浆样品预处理”分别制

备定量下限、低、中和高四个浓度的质控样品, 每一浓

度6样本, 分3天分别考察了日内、日间准确度和精密度。

稳定性 考察了赖脯胰岛素的低浓度质控样品

LQC和高浓度质控样品HQC两个浓度标准血浆样品

在各条件下的稳定性。包括: 室温 (24 h), 4 ℃ (24 h),

70 ℃ (冻融循环3次) 和-70 ℃放置60天长期稳定性。

药动学研究 将 18只动物随机分为 3组, 每组 6

只 (n = 6), 皮下注射剂量为 90 μg·kg-1 的赖脯胰岛

素[18,19]。分别于给药后 5、15、30、45、60、90、120、180和

240 min, 从眼眶静脉处收集约 400 μL全血 (采用交叉

取血法, 每组采集三个时间点), 用EDTA-K2作抗凝剂,

取3 μL滴入血糖监测试纸记录血糖值。将收集的样品

在4 ℃下以15 000 r·min-1离心10 min, 血浆样品保存在

70 ℃待测。采用Phoenix WinNonlin 6.3 (美国Pharsight

公司) 软件以非房室模型对测得的药动学数据进行处

理和统计分析。

结果

1 质谱分析

多肽一般在正离子模式下带多电荷, 通常选择在

正模式下进行分析。牛胰岛素不同于人胰岛素的结构

在图 1中用蓝色标出, 作为胰岛素类似物的类似肽, 是

内标的合适选择。如图 2A和图 2C所示是赖脯胰岛素

和牛胰岛素的全扫描质谱图, 由于赖脯胰岛素和牛胰
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岛素的分子量较大, 因此选择了赖脯胰岛素的五电荷

前体 [M+5H]5+ (m/z 1 162.5) 和牛胰岛素五电荷前体

[M+5H]5+ (m/z 1 157.5) 作为母离子。赖脯胰岛素的选

定离子对为m/z 1 162.5→217.2 (图 2B), 牛胰岛素的选

定产物离子对为 m/z 1 157.5→136.0 (图 2D)。虽然牛

胰岛素的六电荷前体[M+6H]6+离子响应较高, 但进一

步研究发现其作为母离子产生的峰形较差, 产生的基

线噪音也高, 所以选择[M+5H]5+作为母离子, 并进一步

优化了碰撞能量等质谱参数, 以获得更高的分子离子

信号强度。

2 方法学验证

2.1 选择性 图 3显示了赖脯胰岛素和牛胰岛素 (内

标) 的典型色谱图, 从左到右分别是空白血浆色谱图、

LLOQ色谱图和给药后 30 min的色谱图。赖脯胰岛素

的出峰时间为 2.80 min, 内标为 2.92 min。结果显示内

源性物质对胰岛素的干扰为 7.44%, 并不会干扰胰岛

素的测定, 内标与待测物也互无干扰。

2.2 定量下限和线性范围 赖脯胰岛素线性范围在0.1～

100 ng·mL-1之间。标准曲线的线性的回归方程为 y =

0.527 1 x + 0.046 67, r2 = 0.996。定量下限为0.1 ng·mL-1,

符合接受标准。

2.3 基质效应 考察了低和高两个浓度质控样品的

基质效应, 基质效应在 98.4%～113.1%之间, 表明电离

增强或抑制产生的基质效应并不会影响分析。

2.4 准确度和精密度 赖脯胰岛素的日内和日间精密

度分别为5.0%～9.8%和5.1%～9.5%, 准确度在93.7%～

101.1%之间, 符合生物样品分析相关要求。

2.5 回收率 赖脯胰岛素在低、中和高浓度下质控样

品的回收率分别为 63.1%、65.7% 和 68.1%, 达到了较

高水平。

2.6 稳定性 结果表明, 赖脯胰岛素在不同储存条件

下准确度偏差在-7.9%～10.4%之间, 表明样品在上述

条件下稳定。

3 药动学研究

大鼠的单剂量皮下注射 90 μg·kg-1的药时曲线和

血糖值曲线见图 4, 其药代动力学参数见表 1。结果表

Figure 2 Full scan mass spectra of insulin lispro (A) and insulin bovine (C), and MS2 spectra of insulin lispro (B), and insulin bovine (D)

Figure 3 Representative chromatograms of insulin lispro (2.80 min), insulin bovine (2.92 min). A: Blank rat plasma sample; B: Blank plasma

sample spiked with insulin lispro (LLOQ) and internal standard; C: Rat plasma samples obtained 30 min after subcutaneous administration
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明, 建立的LC-MS/MS方法适用于赖脯胰岛素药代动

力学研究。

讨论

胰岛素作为6 000 Da分子质量左右的小分子蛋白,

电喷雾离子源是最适合的选择。在色谱分离上尝试过提

高流动相中甲酸的比例: 0.1%～1%, 高比例的甲酸虽

然能够提高化合物质子化能力并增强响应, 但是信噪

比也成比例的增加, 且甲酸量过大会减少仪器寿命[20],

考虑到仪器状态, 所以最终使用了 0.1%的甲酸; 肽的

色谱分离通常使用CSH (带电杂化颗粒) 类的色谱柱,

对 ACQUITY PREMIER Peptide CSH C18 Column 和

ACQUITY UPLC Peptide CSH C18 Column 两根 C18 反

向柱进行了考察, 前者对肽类的残留问题有较好解决,

但后者峰形更好、重复性更高, 因此选择后者。柱温由

45 ℃提高至60 ℃后色谱峰的拖尾情况得到改善。

胰岛素的回收率低一直无法得到很好的解决, 主

要有几个原因: 胰岛素本质上是肽, 而肽会产生非特异

性吸附, 这一点在低浓度下的胰岛素溶液上尤其显著,

因此要尽量避免在聚丙烯塑料管或玻璃小瓶中制备低

浓度的胰岛素溶液[21]。在尝试使用低蛋白吸附离心管

后 , 发现此类 Lobind-Eppendorf管对胰岛素类似物等

多肽的解吸附并没有明显作用, 需要在稀释剂中添加

空白大鼠血浆才能解决[22], 在稀释剂中添加了 0.1%的

大鼠空白血浆来饱和容器的吸附位点, 结果显示胰岛

素的吸附问题得到了较好的解决; 预处理的过程也是

导致回收率低的一大原因, 用不同比例的有机溶剂沉

淀蛋白是实验室常用方法, 相比较固相萃取技术, 虽然

步骤简单但是信噪比会更高, 加入沉淀剂后赖脯胰岛

素可能和血浆中的一些蛋白发生共沉淀现象, 导致样

品也无法富集, 回收率降低[23]。在对比MCX阳离子交

换吸附剂后选用了适用于酸性化合物混合模式阴离子

交换吸附剂的固相萃取板, 其 pKa值 > 18, 适用于在高

pH 下带负电的胰岛素。Oasis MAX 96-well μElution

板的填料是一种新型的混合模式聚合物吸附剂, 可实

现更高的选择性和灵敏度, 以萃取含阴离子交换基团

的酸性化合物[24]。通过优化各项预处理步骤并显著提

高了胰岛素经过固相萃取后的回收率, 以获得更低的

定量下限。在活化平衡后将血浆样品等体积混入 5%

氨水碱化后上样, 再用 5%的氨水和 50%甲醇水来清

洗, 不同的洗脱方案对回收率有较大影响, 经优化后选

择用中性的甲醇水溶液来替代, 最后避免了氮气吹干

的操作方法, 使得回收率提升至63.1%～68.1%。

药动学结果显示皮下注射后赖脯胰岛素的浓度在

15 min内迅速达峰, 随后开始快速下降, 在 2 h内几乎

已经完成代谢, 符合速效胰岛素的代谢情况[25]。血糖

值也在 15 min内迅速降低, 并在 15～90 min内维持在

较低水平后拉升, 值得注意的是 180 min处的血糖值

略高于正常大鼠的血糖范围 (4.77～8.27 mmol·L1), 推

测是一段时间内的过低血糖导致大鼠体内胰高血糖素

的分泌增加, 促使多种升糖途径的共同作用, 包括肝糖

原转化、脂肪的 β氧化分解和糖异生等, 异常一小时后

重回正常范围, 表明实验大鼠给药后仍拥有调节体内

血糖稳态的能力。

本文建立了测定大鼠血浆中赖脯胰岛素浓度的

LC-MS/MS方法, 并成功运用于大鼠的皮下注射单剂

量药代动力学研究。经过优化前处理的方式提高了赖

脯胰岛素经过固相萃取后的低回收率。0.1 ng·mL-1的

定量下限充分满足了药代动力学实验要求。方法学考

察结果表明, 该方法灵敏度高、重现性好, 能够作为实

验室检测的一种快速简便的方法。
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