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超高效液相色谱串联质谱法测定２型糖尿病大鼠血浆
阿托伐他汀和沙格列汀的浓度
董 洁 １，２，汤道权 ２，肖冰心 １，王添艳 １，２，孙增先 １△

（１． 徐州医科大学附属连云港医院·连云港市第一人民医院，江苏连云港２２２０００； ２． 徐州医科大学，江苏徐州２２１００４）
摘要：目的建立同时测定２型糖尿病牗 Ｔ２ＤＭ牘大鼠血浆中阿托伐他汀和沙格列汀及其代谢物５ －羟基－沙格列汀含量的超高效液相
色谱串联质谱（ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）法。方法色谱柱为Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ１８柱（１００ ｍｍ × ２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ），流动相采用乙腈－ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
乙酸铵水溶液（梯度洗脱），流速为０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３０ ℃。质谱条件为电喷雾离子源（ＥＳＩ源），正离子模式检测，多反应监测模式扫
描（ＭＲＭ）。检测离子ｍ ／ ｚ分别为５５９． ３→４４０． ２（阿托伐他汀钙）、３１６． ２→１８０． ２（沙格列汀）、３３２． ３→１９６． ２（５ －羟基沙格列汀）、
３０４． ２→１５３． ９（维格列汀，内标）。结果阿托伐他汀、沙格列汀、５ －羟基－沙格列汀质量浓度分别在１ ～ ５００，２ ～ １ ０００，１ ～ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好；日内、日间ＲＳＤ均低于１０％，基质效应及提取回收率范围分别为８４％ ～ １０７％，８９％ ～ １０３％，ＲＳＤ ＜１１％
牗 ｎ ＝ ５ 牘；Ｔ２ＤＭ大鼠同时灌胃给予阿托伐他汀及沙格列汀，阿托伐他汀、沙格列汀及５ －羟基－沙格列汀的药代动力学参数峰浓度
（Ｃｍａｘ）分别为（４９． １７ ± ２． ７６）ｎｇ ／ ｍＬ，（１ １５５． ９７ ± １４４． ９６）ｎｇ ／ ｍＬ，（３７６． ５４ ± ２１． ８７）ｎｇ ／ ｍＬ，ｔ１ ／ ２ 分别为（４． ０８ ± １． ６４）ｈ，（１． ８４ ± ０． ４７）ｈ，
（１． ７０ ± ０． ５５）ｈ，药－时曲线下面积（ＡＵＣ０ ～ １２ ｈ）分别为（１１２． ３８ ± ２０． ９７）ｎｇ ／ ｍＬ，（１ ４７５． ５０ ± ３３７． ２３）ｎｇ ／ ｍＬ，（７００． ９１ ± １４７． ６２）ｎｇ ／ ｍＬ。
结论该方法操作简单，专一性强，稳定性好，可用于测定阿托伐他汀、沙格列汀及其代谢物５ －羟基－沙格列汀的浓度。
关键词：沙格列汀；阿托伐他汀；５ －羟基－沙格列汀；超高效液相色谱串联质谱法

中图分类号：Ｒ９６５；Ｒ９７７． １ ＋５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６ － ４９３１ 牗２０１８ 牘１７ － ００１３ － ０５

是除蛋白质外含量最丰富的含氮高分子，也是宇宙中唯
一带正电的阳性食物纤维，被科学界誉为“第六生命要
素”，被欧美国家认定为机能性免疫物质犤 ９ 犦。基础研究表
明，甲壳素具有良好的生物相容性和生物可降解性，同
时还具有促进伤口愈合、抗菌抗感染、止痛止血犤 １０ 犦，促
进人体皮肤细胞（特别是角质细胞和成纤维细胞）的生
长调节免疫、增强机体免疫、体内可降解等优点犤 １１ 犦。鼻
腔黏膜修复敷料为水凝胶，柔软、弹性好犤 １２ 犦，可与伤口
更有效、严密接触，能吸收大量伤口渗液，为伤口提供良
好的湿润环境，且不会造成敷料与创面之间的积液，更
益于伤口愈合犤 １３ 犦。本研究中按照ＧＢ ／ Ｔ１６８８６及ＧＢ ／
Ｔ１４２３３的系列标准，对３批鼻腔黏膜修复敷料进行了
生物安全性评价，结果显示，无豚鼠皮肤致敏反应，对家
兔鼻腔黏膜仅有极轻度刺激，细胞毒性不大于２级，均
在标准规定的可接受范围内。初步认为３批鼻腔黏膜修
复敷料毒性较低，有望用于临床。
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ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ牗 ＡＵＣ０ － １２ ｈ 牘 ｗａｓ 牗１１２． ３８ ± ２０． ９７牘 ｎｇ ／ ｍＬ牞 牗１ ４７５． ５０ ± ３３７． ２３牘 ｎｇ ／ ｍＬ牞 牗７００． ９１ ± １４７． ６２ 牘 ｎｇ ／ ｍＬ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ
ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ牞 ｈｉｇｈｌｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ牞 ｉｔ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ牞 ｓａｘａｇｌｉｐｔｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ５ － ｈｙｄｒｏｘｙ
ｓａｘａｇｌｉｐｔｉｎ ｉｎ Ｔ２ＤＭ ｒａｔｓ ｐｌａｓｍａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ牶 ｓａｘａｇｌｉｐｔｉｎ牷 ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ牷 ５ － ｈｙｄｒｏｘｙ ｓａｘａｇｌｉｐｔｉｎ牷 ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ

沙格列汀（ＳＡＸ）为二肽基肽酶牗 ＤＰＰ － ４ 牘抑制剂，
单一或与其他降糖药联合使用，可控制患者血糖犤 １ 犦。
３ －羟基－ ３ －甲基戊二酰辅酶Ａ（ＨＭＧ － ＣｏＡ）还原酶抑
制剂（他汀类药物）可降低２型糖尿病牗Ｔ２ＤＭ牘患者心血
管事件风险犤２ 犦。２０１３年版美国心脏病学院／美国心脏病
协会（ＡＣＣ ／ ＡＨＡ）指南推荐犤３ 犦，４０ ～ ７５岁的Ｔ２ＤＭ患者需
服用中等强度或高强度的他汀类药物。沙格列汀经肝脏
代谢酶ＣＹＰ３Ａ４代谢生成５ －羟基－沙格列汀（５ － ＯＨ
ＳＡＸ）犤４ 犦，两者都能选择性抑制ＤＰＰ － ４活性，增强其降糖
效果。阿托伐他汀（ＡＴＯ）在体内代谢也需要ＣＹＰ３Ａ４酶
参与。目前尚未见报道沙格列汀及阿托伐他汀联合用药
的相互作用，本研究中建立超高效液相色谱串联质谱法
（ＵＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ）测定ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ的药物浓
度，用于Ｔ２ＤＭ大鼠体内药代动力学研究。现报道如下。
１ 仪器、试药与动物

仪器：Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ Ｓａｍｐｌｅ Ｍａｎｇｅ － ＦＩＮ型液相
色谱仪（美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＡＢ Ｑｔｒａｐ ４ ５００型质谱仪，
Ａｎａｌｙｓｔ １． ６． ２数据处理软件（美国Ａｐｐｌｉｃｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公
司）；Ｔ１型氮气发生器（德国普利赛斯公司）；ＡＥ － ２４０型
电子天平（瑞士梅特勒－托利多仪器有限公司）；Ｐｅｑｌａｂ多
功能高速离心机（德国Ｄｅｕｔｓｃｈｌａｎｄ公司）；Ｖｏｒｔｅｘ － ｇｅｎｉｅ
２漩涡混合器（美国Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）。

试药：阿托伐他汀钙（批号为２０１７０３２０，纯度为
９９． ９％，浙江海正药业股份有限公司）；沙格列汀水合物
对照品（批号为ＳＧ － ３１２０４００１，纯度为９４． ３６％，郑州
华文化学品有限公司）；５ －羟基－沙格列汀（批号为

２０１６０３０３，纯度为９５． ６％），维格列汀（批号为２０１５１２０３，
纯度为９９． ５％），均由江苏豪森药业有限公司提供；乙
腈（色谱纯，美国Ｔｅｄｉａ公司）；醋酸铵（分析纯，国药集
团化学试剂有限公司）；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水。

实验动物：ＳＤ大鼠，雄性，ＳＰＦ级，体质量８０ ～ １２０ ｇ，
购自上海西普尔－必凯实验动物有限公司，许可证号为
ＳＣＸＫ牗沪牘 ２０１３ － ００１６，饲养于徐州医科大学实验动物
中心。所有动物实验均按徐州医科大学动物饲养和使用
指南进行。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件与质谱条件

色谱柱：ＷａｔｅｒｓＢＥＨＳｈｉｅｌｄＲＰ１８柱（１００ｍｍ ×２． １ｍｍ，
１． ７μｍ）；流动相：１０ｍｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵水溶液（Ａ），乙腈（Ｂ），
梯度洗脱，０ ～ ２． ２ ｍｉｎ，３０％ ～ ７０％ Ｂ，２． ２ ～ ３． １ ｍｉｎ，
７０％ ～ ３０％Ｂ，３． １ ～ ５． ０ ｍｉｎ，３０％Ｂ；流速：０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温：３０ ℃；进样量：１０ μＬ。

采用电喷雾电离源（ＥＳＩ），以多反应监测（ＭＲＭ）模
式扫描，正离子方式检测。离子化电压：５ ５００ Ｖ；温度：
３５０ ℃；喷雾气（Ｎ２）压力：６０ ｐｓｉ；辅助加热气（Ｎ２）压力：
５０ ｐｓｉ；气帘气体（Ｎ２）压力：３５ ｐｓｉ；碰撞气模式：Ｍｅｄｉｕｍ；
扫描时间：１００ ｍｓ。用于定量分析的离子反应ｍ ／ ｚ
分别为５５９． ３→ ４４０． ２（ＡＴＯ），３１６． ２→ １８０． ２（ＳＡＸ），
３３２． ３→ １９６． ２（５ － ＯＨ ＳＡＸ），３０４． ２→ １５３． ９（维格列
汀，内标）。
２． ２ 溶液制备与血浆样品处理

对照品溶液：取ＡＴＯ牞 ＳＡＸ牞 ５ － ＯＨ ＳＡＸ对照品，精
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Ａ

Ｂ

Ｃ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

ｔ ／ ｍｉｎ

１． ＡＴＯ ２． ＳＡＸ ３． ５ － ＯＨ ＳＡＸ ４． ＩＳ
Ａ． 空白血浆 Ｂ． 空白血浆加入ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ及ＩＳ

Ｃ． ＳＤ大鼠灌胃ＡＴＯ，ＳＡＸ ０． ５ ｈ后的血浆样品加ＩＳ
图１ Ｔ２ＤＭ大鼠血浆中ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ典型色谱图

密称定，ＡＴＯ用水－甲醇（５０ ∶ ５０）溶解并稀释，ＳＡＸ及
５ － ＯＨ ＳＡＸ用水－乙腈（５０ ∶ ５０）溶解并稀释，配成质
量浓度皆为１ ｇ ／ Ｌ的混合对照品贮备液。用水－甲醇
（５０ ∶ ５０）将ＡＴＯ及５ － ＯＨ ＳＡＸ依次稀释成质量浓度为
１０，２５，５０，１００，２５０，５００，１ ０００，２ ５００，５ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ的
溶液，ＳＡＸ质量浓度为２０，５０，１００，２００，５００，１ ０００，
２ ０００，５ ０００，１０ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ的对照品工作液。

内标牗 ＩＳ 牘溶液：取维格列汀对照品，精密称定，用
水－乙腈（５０ ∶ ５０）溶解并稀释，配成质量浓度为１ ｇ ／ Ｌ
的内标贮备液。临用前，用水－甲醇（５０ ∶ ５０）稀释定容
至５００ ｎｇ ／ ｍＬ。配置好的对照品贮备液及内标贮备液置
－ ２０ ℃冰箱贮存，备用。
混合血浆样品：取适量ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ标

准工作液，加入空白血浆，配制成含ＡＴＯ及５ － ＯＨ ＳＡＸ
质量浓度为１，２． ５，５，１０，２５，５０，１００，２５０，５００ ｎｇ ／ ｍＬ
的溶液，ＳＡＸ质量浓度为２，５，１０，２０，５０，１００，２００，５００，
１ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ的系列混合血浆样品溶液。同法制备定量
下限、低、中、高质量浓度的质控血浆样品溶液，即ＡＴＯ
及５ － ＯＨ ＳＡＸ（１，２． ５，５０，２５０ ｎｇ ／ ｍＬ），ＳＡＸ（２，５，１００，
５００ ｎｇ ／ ｍＬ），－ ２０ ℃贮存，备用。

血浆样品处理：取空白血浆５０ μＬ，加入５００ ｎｇ ／ ｍＬ
内标工作液１０ μＬ、乙腈２５０ μＬ，涡旋振荡３ ｍｉｎ，
１３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，移取上清液，在室温下氮气
吹干。残留物用１００ μＬ水－甲醇（５０ ∶ ５０）复溶，涡旋振荡
１ ｍｉｎ，１３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ，取上清液１０ μＬ，进样。
２． ３ 方法学考察

专属性考察：分别取６个ＳＤ大鼠空白血浆样品；
空白血浆加入ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ及内标溶液；大
鼠给药０． ５ ｈ后收集血浆样品，按照２． ２项下血浆样品
操作，行ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ分析，色谱图见图１。ＡＴＯ，
ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ及ＩＳ的保留时间分别为３． ７７，１． ９１，
１． ６３，１． ６７ ｍｉｎ，保留时间１． ０１ ｍｉｎ处发现内源性物质
峰，但不干扰ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ及内标溶液的测
定，为了尽量减少内源性物质对仪器的污染，将１． ４０ ｍｉｎ
之前的组分切外，结果见图１。

标准曲线制备及定量下限考察：取２． ２项下混合血
浆样品溶液，按血浆样品处理方法处理，并按拟订色谱
及ＭＳ条件进样测定，记录色谱图。分别以待测物质量浓
度（Ｘ）为横坐标、待测物峰面积与内标峰面积比值（Ｙ）
为纵坐标，用加权（Ｗ ＝１ ／ Ｘ２）最小二乘法进行回归运算。
ＡＴＯ标准曲线为Ｙ ＝０． ００１ ４４Ｘ ＋０． ００７ ４２（ｒ ＝０． ９９８ ６），
定量限为１ ｎｇ ／ ｍＬ；ＳＡＸ标准曲线方程为Ｙ ＝０． ００４６６Ｘ ＋
０． ００２ １２（ｒ ＝ ０． ９９９ ５），定量下限为２ ｎｇ ／ ｍＬ；５ － ＯＨ
ＳＡＸ标准曲线方程为Ｙ ＝ ０． ００９ ０７Ｘ ＋ ０． ０００ ４７３（ｒ ＝

０． ９９６ ５），定量下限为１ ｎｇ ／ ｍＬ。结果表明，ＡＴＯ，ＳＡＸ，
５ － ＯＨ ＳＡＸ质量浓度在１ ～ ５００，２ ～ １ ０００，１ ～ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好。

精密度及准确度试验：分别制备含ＡＴＯ，ＳＡＸ，
５ － ＯＨ ＳＡＸ定量下限、低、中、高４个质量浓度的混合
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ＱＣ血浆样品溶液，各５份，按２． ２项下方法处理，进样
测定，并记录色谱图。连续测定３ ｄ。采用当日所建立的
标准曲线计算样品测定浓度，根据测定值与实际值进行

计算，考察方法的精密度与准确度。结果显示，３ ｄ内、日
间ＲＳＤ ＜ ９． ３４％，准确度为９２％ ～ １１０％，符合生物样
品分析的要求。结果见表１。

表２ ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ在Ｔ２ＤＭ大鼠体内的
药代动力学参数牗 Ｘ ± ｓ 牘

药代动力学参数
生物半衰期（ｔ１ ／ ２，ｈ）
达峰时间（Ｔｍａｘ，ｈ 牘
峰浓度（Ｃｍａｘ，ｎｇ ／ ｍＬ 牘
药－时曲线下面积
（ＡＵＣ０ － ｔ，ｈ·ｎｇ·ｍＬ － １）

药－时曲线下面积
（ＡＵＣｉｎｆ，ｈ·ｎｇ·ｍＬ － １）

平均驻留时间（ＭＲＴｉｎｆ，ｈ 牘

ＡＴＯ
４． ０８ ± １． ６４
０． ２５ ± ０． ００
４９． １７ ± ２． ７６
１１２． ３８ ± ２０． ９７

１３５． ７９ ± １９． ６２

５． ８４ ± ０． ８５

ＳＡＸ
１． ８４ ± ０． ４７
０． ２５ ± ０． ００

１ １５５． ９７ ± １４４． ９６
１ ４７５． ５０ ± ３３７． ２３

１ ４９６． ０９ ± ３４８． ８３

２． ０２ ± ０． ４６

５ － ＯＨ － ＳＡＸ
１． ７０ ± ０． ５５
０． ６５ ± ０． １２

３７６． ５４ ± ２１． ８７
７００． ９１ ± １４７． ６２

７０７． ３４ ± １４５． ２０

２． ５１ ± ０． ４６

表１ ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ日内及日间精密度与准确度实验结果

成分 理论质量浓度
牗 ｎｇ ／ ｍＬ牘

日内（ｎ ＝ ５） 日间（ｎ ＝ ３）

ＡＴＯ

ＳＡＸ

５ － ＯＨ ＳＡＸ

１
２． ５
５０
２５０
２
５

１００
５００
１
２． ５
５０
２５０

测定质量浓度牗 Ｘ ± ｓ，ｎｇ ／ ｍＬ牘
１． １０ ± ０． ０１
２． ５１ ± ０． ００
５０． ３４ ± ０． ４３
２５２． ０２ ± １． ３３
２． ０１ ± ０． ４
４． ９６ ± ０． ４

１０２． ９１ ± ０． ８０
５０２． ５２ ± ０． ３８
１． ０５ ± ０． ０３
２． ５１ ± ０． ０１
５０． ２８ ± ０． ５６
２５０． ８３ ± １． １３

ＲＳＤ（％ 牘
０． ８７
０． １８
０． ８６
０． ５３
２． ０４
０． ８１
０． ７８
０． ０８
２． ７４
０． ４３
１． １１
０． ４５

准确度牗 Ｘ ± ｓ，％ 牘
１０９． ７９ ± ０． ９６
１００． ４２ ± ０． １８
１００． ６７ ± ０． ８７
１００． ８１ ± ０． ５３
１００． ３９ ± ２． ０４
９９． ２１ ± ０． ８０
１０２． ９１ ± ０． ８０
１００． ５０ ± ０． ０８
１０４． ５５ ± ２． ８７
１００． ５９ ± ０． ４３
１００． ５５ ± １． １１
１００． ３３ ± ０． ４５

测定质量浓度牗 Ｘ ± ｓ，ｎｇ ／ ｍＬ牘
０． ９７ ± ０． ０７
２． ３２ ± ０． １３
５１． ４１ ± ４． ７１
２４６． ０１ ± １０． ８０
２． ０３ ± ０． ０８
４． ８１ ± ０． ２１

１００． ５１ ± ２． ７０
４８６． ６１ ± １７． ２６
１． ０２ ± ０． ０３
２． ３８ ± ０． ０８
５１． ２１ ± ４． ７８
２４７． ３４ ± １３． ５７

ＲＳＤ（％ 牘
７． ５７
５． ４３
９． １７
４． ４０
４． ０８
４． ２９
２． ６９
３． ５４
３． ３８
３． ５４
９． ３４
５． ４９

准确度牗 Ｘ ± ｓ，％ 牘
９７． ３０ ± ７． ３７
９２． ８９ ± ５． ０４
９２． ８９ ± ５． ０４
９８． ４１ ± ４． ３２
１０１． ８１ ± ４． １６
９６． ２０ ± ４． １２
１００． ５１ ± ２． ７０
９７． ３２ ± ３． ４５
１０２． １６ ± ３． ４５
９５． １３ ± ３． ３７
１０２． ４１ ± ９． ５７
９８． ９４ ± ５． ４３

提取回收率和基质效应试验：取ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ
ＳＡＸ混合ＱＣ血浆样品（ｎ ＝ ５），按２． ２项下方法操作，
进样分析，记录相应分面积（Ａ）。取空白血浆５０ μＬ，加
入乙腈２５０ μＬ，涡旋，离心，吹干上清液，在残渣中加入
５ μＬ含ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ的混合标样溶液（浓度
与相应的质控样品一致），１０ μＬ内标，溶液１００ μＬ
水－甲醇（５０ ∶ ５０）涡旋混匀，离心，取上清液进样分析，
记录各组分峰面积（Ｂ）。以纯水代替空白血浆，进行上
述操作，进样分析，记录各组分峰面积（Ｃ）。基质效应＝
Ａ ／ Ｃ × １００％，提取回收率＝ Ａ ／ Ｂ × １００％。结果表明，
ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ及内标的基质效应为８４％ ～
１０７％，提取回收率为８９％ ～１０３％（ｎ ＝ ５），ＲＳＤ ＜ １１％。
表明在本试验所选择的色谱条件下，可忽略基质效应
影响。

稳定性试验：分别考察混合质控血浆样品在不同
保存条件下的稳定性（ｎ ＝ ３）。血浆样品在室温下放置
２４ ｈ，－ ８０ ℃保存６０ ｄ及反复冻融３次等处理后，按
２． ２项下方法操作，进样分析。结果ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ
ＳＡＸ的相对误差牗 ＲＥ 牘值分别为０． ７ ～ １０． ６，０． ８ ～ ８． ７，
２． １ ～ １０． １。
２． ４ 药代动力学研究

取６只ＳＤ大鼠，普通饲料适应性喂养１周，给以
高脂饲料喂养４周，大鼠禁食、不禁饮１２ ｈ，给以链脲佐
菌素（ＳＴＺ，４０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射，诱导糖尿病模型，选择
造模成功的大鼠模型进行实验。Ｔ２ＤＭ大鼠同时给予
ＳＡＸ及ＡＴＯ各１０ ｍｇ ／ ｋｇ灌胃。分别于给药前后０，０． ２５，

０． ５，０． ７５，１，１． ５，２，３，４，６，８，１２ ｈ时采血，各０． ５ ｍＬ，置
ＥＰ管，血样在４ ℃下，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１５ ｍｉｎ，取上层
血浆于－ ８０ ℃冰箱保存。采用ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ法测定
不同时间点的ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ的血药浓度和药－
时曲线，详见图２。采用Ｗｉｎ Ｎｏｌｉｎ ６． １软件按照非房室模
型进行处理，计算药代动力学参数，结果见表２。

图２ Ｔ２ＤＭ大鼠体内ＡＴＯ，ＳＡＸ，５ － ＯＨ ＳＡＸ的药－时曲线

·研究·
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３ 讨论
Ｔ２ＤＭ患者需服用调脂药及降糖药，以预防心血管

疾病风险，故可同时测定ＡＴＯ及ＳＡＸ药物浓度的方法
对其药代动力学研究至关重要。目前，国内外与ＡＴＯ及
ＳＡＸ血药浓度测定的方法有很多，可采用ＲＰ － ＨＰＬＣ ／
ＵＶ犤５ 犦，ＬＣ － ＥＳＩ － ＭＳ，ＧＣ － ＭＳ犤６ 犦及ＨＰＴＬＣ － ＵＶＤ犤７ 犦等方
法测定血浆中ＡＴＯ浓度，ＳＡＸ的测定主要采用ＧＣ犤８ 犦，
ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ犤９ 犦等方法。相对于本研究中所描述的方法，
均具有检测灵敏度不足、采集样本量大、出峰时间长等
缺点，且不能同时测定血浆样品中ＡＴＯ及ＳＡＸ药物浓
度。故对其作适当改进，增强检测灵敏度，样品保留时间
缩短到５ ｍｉｎ，提高了分析准确度、灵敏度及分析效率。

优化固定相时，曾尝试Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ Ｃ１８色
谱柱、Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱及Ｗａｔｅｒｓ ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ Ｃ１８色
谱柱，结果发现，ＡＴＯ在Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ Ｃ１８色谱
柱无吸收峰，使用Ｗａｔｅｒｓ ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱，待测物都能
检测出，但其中５ － ＯＨ ＳＡＸ的响应值过低，但这些问题
在Ｗａｔｅｒｓ ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ Ｃ１８色谱柱上均能改善，待测物具有
很好的灵敏度及峰形。在流动相条件优化时，曾采用
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵－乙腈为流动相，开始时尝试等度洗
脱，大水相条件下，ＳＡＸ及其代谢物５ － ＯＨ ＳＡＸ能分
开，但ＡＴＯ不能很好地分离，随着有机相比例的增加，
最终在有机相为７０％时，ＡＴＯ被很好地分离出来。故待
测物在梯度洗脱条件下，有很好的响应值及峰形。

血浆样品前处理对于色谱方法的建立至关重要，将直
接影响待测物的可靠性及准确性。通过查阅文献犤１０ －１１犦
发现，ＡＴＯ及ＳＡＸ都有采用乙腈沉淀蛋白的方法提取
样品，由于ＳＡＸ极性大，而ＡＴＯ极性小，因而在吹干后
的复溶采用５０％的甲醇。结果表明，采用乙腈蛋白质沉
淀法处理血浆样品，待测物的基质效应及提取回收率均
符合规定犤 １２ 犦。

本研究中采用ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ法同时测定Ｔ２ＤＭ
大鼠灌胃给药后血浆中ＡＴＯ，ＳＡＸ及５ － ＯＨ ＳＡＸ的含
量，以维格列汀为内标，在正离子模式下检测。结果表
明，此方法具有良好的精密度与准确度，符合生物样品
分析方法要求，灵敏度和专属性高。研究了ＡＴＯ联合
ＳＡＸ在Ｔ２ＤＭ大鼠体内的药代动力学过程，确定了本研
究中所建立的方法在非临床药代动力学研究中的适用
性，可为其非临床药代动力学及毒理学等研究提供分析
方法。
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