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摘要  目的: 建立 LC - MS /MS法测定人血浆中二甲双胍的浓度。方法: 人血浆样本以乙腈沉淀蛋白后, 选用 Zorbax SB - C
18

Narrow - Bore色谱柱 ( 150 mm @ 211 mm, 5Lm ) ,以甲醇 - 10 mm o l# L- 1乙酸铵 (含 1%甲酸 ) ( 5B95)为流动相,流速为 01 3 mL

# m in- 1; 选用 API3200型三重四极杆串联质谱仪的多重反应监测 (MRM )扫描方式进行监测, 电喷雾离子化源, 正离子方式,

选择监测离子反应分别为 m /z 1301 1y m /z 711 0(二甲双胍 )和 m /z 14711y m /z 5812(内标米曲肼 )。结果:二甲双胍和米曲肼

的保留时间分别为 1127 m in和 1126 m in;血浆中二甲双胍的线性范围为 01010~ 31000 m g# L- 1 ( r> 01 99),定量下限为 01010

m g# L- 1; 日内、日间 RSD均小于 6% ;相对偏差 ( RE)均在 ? 6% 的范围以内; 平均提取回收率为 ( 8616 ? 514)% ; 稳定性试验

中, 在各种贮存条件下血浆中二甲双胍均较稳定。结论: 该方法快速、灵敏, 专属性强, 重现性好, 适用于人血浆中二甲双胍浓

度的测定, 可应用于盐酸二甲双胍肠溶片的人体生物等效性研究。
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LC-MS /M S determ ination ofmetform in in human plasma
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Abstract Objective: To develop an LC- M S /M Smethod for determ ination o fm etform in in human plasma.M eth-

ods: A fter prote in precipitation w ith acetonitrile, the analyte and interna l standard, m ildronate, w ere separated on a

Zorbax SB- C18 ( 150 mm @ 211 mm, 5 Lm) Narrow- Bore analytical co lumn using the mobile phase of methano l

and 10 mmo l# L
- 1

ammon ium acetate ( contain ing 1% form ic ac id) ( 5B95) a t a flow ra te of 013mL# m in
- 1
. D e-

tect ion w as carried out by e lectrospray positive ion izat ion m ass spectrometry in the multip le reaction mon itoring

(MRM ) mode. TheMRM transitions ofm /z 13011y m /z 7110 andm /z 14711y m /z 5812 w ere used to quant ify

metform in and in ternal standard, respectively. Results: Metform in and interna l standard w ere elu ted a t 1127 and

1126m in, respective ly. The calibration curve w as linear over the concentrat ion range of 01010- 31000 mg# L
- 1

w ith the low er lim it o f quantitation ( LLOQ) 01010mg# L
- 1
. Intra and inter day RSD were bo th less than 6%, and

the relative errors( RE ) w ere w ith in 6%. The mean extract recoveries w ere ( 8616 ? 514)%. In the stability stud-

ies, metform in in plasma w as found to be stable under various storage cond itions. Conclusion: It is a rap id, sens-i

t ive, se lective and re liab lem ethod for the determ inat ion ofm etform in in hum an plasma. The method is successfully

app lied to a b ioequ iva lence study o fmetform in hydroch lo ride enteric- coated tab lets in hea lthy vo lunteers.
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  二甲双胍 (metform in)化学名称为 1, 1-二甲基

双胍 (化学结构见图 1A ), 是治疗 Ò型糖尿病的常
用药。盐酸二甲双胍口服制剂可增强机体对胰岛素

的敏感性,加强外周组织对葡萄糖的摄取,抑制肝脏

糖异生, 减少肝葡萄糖输出, 减少肠道葡萄糖吸

收
[ 1, 2]
。临床上常用其作为单独的治疗药物, 或者

与其他药物联合用药。因此, 为进行人体药代动力

学研究和治疗药物监测,有必要建立快速、灵敏、准
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确地测定人血浆中二甲双胍浓度的方法。国内外对

生物样本中二甲双胍的测定方法有气相色谱法

( GC )
[ 3]
、毛细管电泳法 ( CE )

[ 4]
、液相色谱法 ( LC-

UV )
[ 5 ~ 9]
、液相色谱 -串联质谱联用法 ( LC- M S /

M S)
[ 10~ 19]

等, 但都存在一定的局限性, 如方法灵敏

度较低
[ 4, 5, 16 ]

、定量上限较低
[ 13~ 15 ]

,无法满足盐酸二

甲双胍口服制剂的人体药代动力学的研究; 样本处

理过程复杂
[ 3, 4, 9 ~ 13]

, 色谱条件复杂
[ 13, 14, 17]

, 血浆用

量较大 ( \ 500 LL )
[ 9, 10, 18]

, 检测时间较长 ( \ 10

m in)
[ 6~ 10, 19]

等。为了研究盐酸二甲双胍口服制剂

的人体药代动力学,本实验建立高效、灵敏、准确、专

属性强的 LC - M S /M S方法, 以测定人血浆中二甲

双胍的浓度。

1 仪器与试药

API3200型三重四极杆串联质谱仪: 美国 Ap-

plied B iosystems公司产品, 配有电喷雾离子化源

( ESI)以及 Ana lyst 11412数据处理软件; P rom inence

20A液相色谱仪:日本 Sh imadzu公司产品, 包括 LC

- 20AD型二元泵, DGU - 20A3型脱气机, S IL- 20A

型自动进样器, CTO - 20A型柱温箱, CBM - 20A系

统控制器; QB- 600型高速振荡混合器:海门市其林

贝尔仪器制造有限公司产品; S igma 3- 18K台式高

速离心机:德国 Sarto rius Sted im B iotech公司产品。

盐酸二甲双胍对照品 (纯度以 C4H 11N 5 # HC l

计为 100% )购自中国药品生物制品检定所, 批号:

100664- 200602; 米曲肼 (纯度为 9815% ), 由北京

新领先医药科技发展有限公司提供; 受试制剂:盐酸

二甲双胍肠溶片,规格: 250 mg#片 - 1
(按盐酸二甲

双胍计 ) , 北京京丰制药有限公司研制并提供, 批

号: 090501;参比制剂: 盐酸二甲双胍肠溶片, 规格:

250mg#片 - 1
(按盐酸二甲双胍计 ) ,北京利龄恒泰

药业有限公司生产, 批号: 080910; 甲醇: 色谱纯,美

国 F isher公司产品, 批号: 086535; 甲酸: 色谱纯, 美

国 D ikma公司产品,批号: 14111;其他试剂均为分析

纯;空白人血浆由航天中心医院提供。

2 溶液的配制

对照品储备液: 精密称取盐酸二甲双胍对照品

6141mg(相当于二甲双胍 5100 mg ), 置 5 mL量瓶

中,加乙腈 -水 ( 1B1)的溶液溶解, 并稀释至刻度,

配制成浓度为 1100 g# L
- 1
的二甲双胍储备液。

对照品血浆:分别取适量二甲双胍储备液,用空

白血浆稀释成浓度分别为 01010, 01030, 01100,
01300, 11000, 31000mg# L

- 1
的对照品血浆。

质控样本:分别取适量二甲双胍储备液,用空白

血浆稀释成浓度分别为 01030, 01300, 21400 mg#
L

- 1
的质控样本。

质控溶液:分别取适量二甲双胍储备液,用乙腈

稀释成浓度分别为 01150, 11500, 121000 mg# L
- 1

的质控溶液。

内标溶液: 精确称取米曲肼 5108 mg, 置 5 mL

量瓶中,加乙腈 -水 ( 1B1)的溶液溶解, 并稀释至刻

度, 配制成浓度为 1100 g# L
- 1
的米曲肼储备液。取

适量米曲肼储备液, 用乙腈稀释成浓度为 2010 mg

# L
- 1
的溶液。

3 血浆样本处理

精密取血浆样本 50 LL置于 115 mL EP管中,

加入内标溶液 10 LL、乙腈沉淀剂 190 LL, 涡流 1

m in, 10000 r# m in
- 1
离心 10 m in, 将全部上清液

( 230 LL)转移至另一洁净的 115 mL EP管中,加入

醋酸溶液 ( 1 mo l# L
- 1

) 50 LL,涡流 1m in后,取 100

LL于进样瓶中进行 LC- M S /M S分析。

4 色谱条件及质谱条件
411 色谱条件  预柱:美国 Phenomenex C18保护柱

( 4 mm @ 310mm, 5 Lm);分析柱: Ag ilent Zorbax SB

- C18 N arrow- Bore柱 ( 150 mm @ 211 mm, 5 Lm );

流动相:甲醇 - 10 mmol# L
- 1
乙酸铵 (含 1%甲酸 )

( 5B95 ); 洗脱方式: 等度洗脱; 流速: 013 mL #
m in

- 1
; 柱温: 40 e ;进样量: 2 LL。

412 质谱条件  离子源: 电喷雾离子源 ( ESI) , 正

离子方式监测; 离子喷射电压: 112 kV; 温度: 550

e ; 源内气体 1 ( GS1, N2 )压力: 345 kPa; 气体 2

( GS2, N2 )压力: 517 kPa; 气帘气体 ( N 2 )压力: 138

kPa; 碰撞气 ( CAD, N 2 )压力: 34 kPa; 扫描方式为多

重反应监测 (MRM );用于定量分析的离子反应分别

为 m /z 13011y m /z 7110(二甲双胍 )和 m /z 14711
ym /z 5812(米曲肼 ), 解簇电压 ( DP)分别为 29 V

和 18 V,碰撞能量 ( CE)分别为 30 eV和 38 eV; Q1

和 Q3分辨率均为 UN IT。

5 分析方法确证
511 质谱分析  分别将二甲双胍、米曲肼储备液用

乙腈稀释成浓度为 01100mg# L
- 1
和 1100mg# L

- 1

的溶液,采用蠕动泵以 10 LL# m in
- 1
的恒定速度泵

入 MS /M S系统, 进行碎片离子分析, 相应的二级全

扫描质谱图见图 1。

512 特异性  分别取 6名健康志愿者的空白血浆

(加入乙腈代替内标溶液 ) ,对照品血浆 (加入内标

溶液 )和一名健康志愿者口服盐酸二甲双胍肠溶片

500 mg后 4 h的血浆样本 (加入内标溶液 ) , 按 / 30、

)318) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 2)



图 1 二甲双胍 (A )和米曲肼 ( B) [M + H ] +的二级全扫描质谱图

Fig 1 Ful l- scan p roduct ion sp ectra of [M + H ] + form etform in ( A )

and m ildronate ( B)

/ 40项操作,其色谱图见图 2。二甲双胍和米曲肼的

保留时间分别为 1127m in和 1126m in,血浆中内源

性物质在二甲双胍和内标出峰处均无杂峰。

图 2 二甲双胍 ( Ñ )和米曲肼 ( Ò )的典型色谱图

Fig 2 Ch rom atogram s ofm etform in( Ñ ) andm ild ronate ( Ò )

A.空白血浆 ( b lank p lasm a)  B101010 m g# L- 1二甲双胍对照品血

浆 [ standard samp le ( 01010m g# L- 1 ) add ed in tern al standard]

C.志愿者口服盐酸二甲双胍肠溶片 500m g后 4 h的血浆样本 ( p las-

m a sam ple from a h ealthy volun teer 4 h after a sing le oral adm in istrat ion

of 500m g m etform in hyd roch lorid e enteric- coated tab lets)

513 基质效应  取空白血浆 ( 6个不同来源 ) 50

LL,除不加内标溶液,且加入乙腈沉淀剂体积改为

200 LL外,按 / 30项操作, 离心后将全部上清 ( 230

LL)转移至另一干净 115 mL EP管中, 分别加入内

标溶液和相应浓度的质控溶液 ( 01150, 11500,
121000mg# L

- 1
二甲双胍的乙腈溶液 )各 10 LL, 及

醋酸溶液 ( 1 mo l# L
- 1

) 50 LL,涡流 1m in,每一浓度

进行 6样本分析 (每一浓度均有 6个不同来源的空

白血浆各 1份 ) ,按 / 40项操作。另取水 30 LL,加入

乙腈 200 LL,分别加入内标溶液和相应浓度的质控

溶液 ( 01150, 11500, 121000 mg# L
- 1
二甲双胍的乙

腈溶液 )各 10 LL,及醋酸溶液 ( 1 mo l# L
- 1

) 50 LL,

涡流 1 m in, 每一浓度进行 6样本分析, 按 / 40项操

作。以每一浓度 2种处理方法的峰面积比值, 计算

血浆中内源性物质对二甲双胍和米曲肼的基质效

应
[ 20]
。血浆中内源性物质对低、中、高 3个浓度的

二甲双胍的基质效应分别为 ( 8715 ? 519)% , ( 8510
? 415)%, ( 8819 ? 413)% ;平均基质效应为 ( 8711
? 419)%, 血浆中内源性物质对内标米曲肼的基质

效应为 ( 7610 ? 518)%。
514 标准曲线和定量下限
分别取对照品血浆 50 LL,按 / 30、/ 40项操作。

以血浆中待测物浓度为横坐标 X ( mg# L
- 1

), 待测

物与内标物的峰面积比值为纵坐标 Y, 用加权 (W =

1 /x
2
)最小二乘法进行回归运算,求得的直线回归方

程为:

Y= 3102X - 01311 @ 10
- 4  r= 019988

本方法测定人血浆中二甲双胍的线性范围为 01010
~ 31000mg# L

- 1
。

取浓度为 01010mg# L
- 1
的对照品血浆 50 LL,

按 / 30、/ 40项操作,进行 6样本分析,连续测定 3 d。

根据当日的标准曲线, 计算每一样本的浓度。准确

度与精密度结果列于表 1, 本方法测得人血浆中二

甲双胍的定量下限为 01010 mg# L
- 1
。

515 准确度与精密度  分别取质控样本 50 LL, 按

/ 30、/ 40项操作,每一浓度进行 6样本分析, 连续测

定 3 d。根据当日的标准曲线,计算质控样本的测定

浓度。准确度与精密度结果列于表 1, 相对偏差

( RE )均在 ? 6%的范围以内, 日内、日间 RSD均小

于 6%。

516 提取回收率  分别取质控样本 50 LL,按 / 30

项操作, 离心后将全部上清 ( 230LL)转移至另一洁

)319)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 2)



表 1 人血浆中二甲双胍 LC-M S/M S测定

方法的准确度与精密度结果 (n = 18)

Tab 1 R esu lts of prec ision and accuracy for the

determ ina tion of m etform in in hum an p lasma

浓度 ( concentra tion) /mg# L- 1 精密度 ( prec ision)RSD /%

加入量

( added)

测定量

( found)

日内

( intra- day )

日间

( inter- day )

准确度

( a ccuracy,

RE) /%

01010 01010 ? 01001 515 614 010

01030 01030 ? 01002 515 316 010

01300 01308 ? 01006 119 219 217

21400 21272 ? 01037 117 019 - 513

净 115mL EP管中,加入乙腈 20 LL,及醋酸溶液 ( 1

mo l# L
- 1

) 50 LL,涡流 1 m in, 每一浓度进行 6样本

分析, 按 / 40项操作。另取空白血浆 50 LL,除不加

内标溶液,且加入乙腈沉淀剂体积改为 200 LL外,

按 / 30项操作, 离心后将全部上清 ( 230 LL)转移至

另一干净 115 mL EP管中, 分别加入内标溶液和相

应浓度的质控溶液 ( 01150, 11500, 121000 mg# L
- 1

二甲双胍的乙腈溶液 )各 10 LL, 及醋酸水溶液 ( 1

mo l# L
- 1

) 50 LL,涡流 1 m in, 每一浓度进行 6样本

分析, 按 / 40项操作。以每一浓度 2种处理方法的

峰面积比值,计算血浆中二甲双胍和米曲肼的提取

回收率。血浆中低、中、高 3个浓度的二甲双胍的提

取回收率分别为: ( 8219 ? 618)%, ( 8818 ? 314)% ,

( 8812 ? 411 )% , 平均提取回收率为 ( 8616 ?
514)%, 血浆中米曲肼的提取回收率为 ( 6418 ?
514)%。
517 稳定性试验  分别取质控样本 50 LL,按 / 30、
/ 40项操作, 每一浓度进行 3样本分析,考察血浆样

本室温放置 8 h、经 3次冻融、- 50 e 冰冻放置 2个

月,以及血浆样本经处理后于自动进样器中室温放

置 8 h后二甲双胍的稳定性。结果列于表 2,测定浓

度与理论浓度的 RE均在 ? 7%以内, 表明在血浆样

本室温放置、反复冻融、长期冰冻放置过程中, 以及

处理后分析测定过程中,二甲双胍均较为稳定,各种

贮存条件不影响对样本浓度进行准确测定。

6 方法应用
22名中国健康男性志愿者, 平均年龄 ( 24 ? 3)

岁,体重 ( 6411 ? 616) kg,身高 ( 1173 ? 0106)m, 体重
指数 ( 21 ? 1) kg# m

- 2
,采用随机双周期自身交叉对

照试验设计,口服盐酸二甲双胍肠溶片受试制剂和

参比制剂,给药剂量均为 500 mg。应用本方法测定

志愿者口服受试制剂和参比制剂后不同时间血浆中

二甲双胍的浓度,计算药代动力学参数,研究受试制

剂的相对生物利用度,并进行生物等效性评价。

22名志愿者口服盐酸二甲双胍肠溶片 (受试制

表 2 各种贮存条件下血浆中二甲双胍
稳定性试验结果 ( n= 3)

Tab 2 R esults of stab ility stud ies ofm etform in in

p lasm a under variou s storage cond ition s

贮存条件

( sto rag e cond itions)

浓度 ( concentrat ion) /mg# L - 1

加入量

( added)

测定量

( found)

RE

/%

血浆样本于室温放置 8 h( in human 01 030 01031 ? 01001 212

plasma at room tempera ture for 8 h) 01 300 01308 ? 01010 218

21 400 21318 ? 01030 - 314

血浆样本于- 50 e 冰冻、室温熔融 01 030 01031 ? 01001 313

3次 ( in human pla sma after 3 freeze- 01 300 01312 ? 01002 319

thaw cycles) 21 400 21255 ? 01040 - 610

血浆样本于- 50 e 冰冻放置 2个月 01 030 01031 ? 01000 313

( in human plasma a t - 50 e for 01 300 01310 ? 01002 312

2 months) 21 400 21268 ? 01052 - 515

血浆样本经处理后于自动进样器中室 01 030 01031 ? 01001 414

温放置 8 h( in the auto sampler at room 01 300 01308 ? 01002 216

temperature for 8 h) 21 400 21297 ? 01041 - 413

剂 )和盐酸二甲双胍肠溶片 (参比制剂 )后平均血药

浓度 - 时间曲线示于图 3, 主要药代动力学参数

Cmax分别为 ( 11349 ? 01575) mg# L
- 1
和 ( 11496 ?

01903) mg# L
- 1
, Tm ax分别为 ( 4136 ? 0185 ) h和

( 4118 ? 0196) h, t1 /2分别为 ( 3153 ? 0167) h和 ( 4100
? 1197) h;采用梯形法计算, AUC0~ t分别为 ( 71277
? 21696) mg# h# L

- 1
和 ( 71940 ? 21905) mg# h#

L
- 1
, AUC0 ~ ] 分别为 ( 71407 ? 21707) mg# h# L

- 1
和

( 81203 ? 21981)mg# h# L
- 1
;盐酸二甲双胍肠溶片

受试制剂相对于参比制剂的平均相对生物利用度为

( 9711 ? 3316)% (以 AUC0~ t计 ), ( 9611 ? 3316)%
(以 AUC0~ ] 计 )。主要药代动力学参数 Cmax、

AUC0 ~ t、AUC0~ ] 对数转换后进行方差分析、双向单

侧 t检验和 90%置信区间计算, Tm ax采用配对W ilc-

oxon法检验,结果表明 2种制剂具有生物等效性。

图 3 22名健康志愿者口服盐酸二甲双胍肠溶片 500 mg后二甲双

胍的平均血药浓度 -时间曲线

F ig 3 M ean p lasm a concentrat ion - tim e p rofiles of m etform in in 22

h ealthy volun teers after a single ora l adm in istrat ion of 500 m g m etform in

hydroch loride en ter ic- coated tab lets
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7 讨论
二甲双胍的极性较强,在一般反相高效液相色

谱 ( RP- HPLC )柱中难以保留, 采用 RP - HPLC-

M S /M S法测定二甲双胍浓度时,血浆的基质容易对

方法的准确性、重现性等造成较大的影响。采用亲

水相互作用色谱 - 串联质谱联用法 ( H ILIC- M S /

M S)测定血浆中二甲双胍的浓度
[ 15]

, 可以减少分析

测定方法受到的基质效应, 该方法定量范围为 015
~ 500 Lg# L

- 1
,然而盐酸二甲双胍口服制剂的人体

药代动力学参数个体差异较大,采用该方法测定二

甲双胍浓度时,凡是浓度大于 500 Lg# L
- 1
的血浆

样本需经过稀释才可定量, 样本的稀释复测导致工

作量的增加,因此该方法虽然具有较高的灵敏度,但

对于盐酸二甲双胍口服制剂的人体药代动力学的研

究并不合适。

本研究建立了测定人血浆中二甲双胍的 LC-

M S /M S法, 并进行了系统的方法学确证。沉淀蛋白

前处理方法简单快速, 优化后的等度洗脱色谱条件

不仅极大缩短检测时间, 同时也解决了二甲双胍因

极性强在一般反相 C18色谱柱难以保留的问题,减少

了沉淀蛋白后生物样本中基质对二甲双胍的测定影

响。每个样本分析仅需 117 m in, 每 8 h可分析测定

200~ 250个样本,实现了高通量测定。本方法灵敏

度高,血浆用量仅 50 LL,定量范围为 01010~ 31000
mg# L

- 1
,能够满足二甲双胍的人体药代动力学研

究的需要。
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