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摘 � 要: 建立了高效液相色谱 /二极管阵列检测法同时测定糖尿病患者尿液中二甲双胍、格列吡嗪和替米沙

坦 3种常用药物含量的方法。室温条件下以 2� 5 mm o l/L十二烷基硫酸钠 - 20 mmo l/L磷酸二氢钠 ( pH 4� 6) -

乙腈为流动相, 梯度洗脱, 实现了 3种药物的有效分离。采用 3种不同检测波长, 测得二甲双胍、格列吡嗪

和替米沙坦的检出限分别为 13� 6( �= 232 nm )、 31�5(�= 276 nm )、 57� 0 �g /L (�= 297 nm ), 对应的线性范

围分别为 1�0~ 100� 0、 1�0~ 100�0、 5�0~ 250�0 m g /L, 回收率为 82% ~ 113% , 相对标准偏差 ( RSD )为 1�5% ~

3� 1% 。利用该法对 9名糖尿病患者尿样中的 3种药物残留量进行分析, 结果表明该方法样品处理简便, 色

谱分离完全, 结果准确可靠, 为糖尿病患者尿液中的药物代谢组学研究提供了基础。
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Abstrac:t A h igh perform ance liqu id chrom atograph ic(H PLC ) m ethod w as estab lished for the simu l�
taneous de term ination o f 3 drugs for diabetic m e llitus ( DM ), inc lud ing m etform in hydroch lo ride,

glipizide and telm isartan, in urine. Them acrom olecules in urine sam ples of DM patientsw ere firstly

rem oved by acetone prec ip itat ion m ethod, and the supernatants w ere dried and red isso lved in m etha�
nol. Then the ex tracts w ere ana lyzed byHPLC coupled w ith a diode�array detector. The separation of

analytes w as perform ed on an InertsilODS column by grad ient elu tion using aceton itrile- 2�5 mm ol /L

SDS- 20 mm ol /L NaH2 PO4 so lut ion ( pH = 4�6) asm obile phase. The recoveries of 3 d iabe ticm elli�
tus drugs w ere in the range of 82% - 113% w ith relative standard deviat ions of 1�5% - 3�1% . To

obta in h ighest sensit iv ity, d ifferent w ave lengths w ere chose for different drugs. The detection lim its

w ere 13�6 �g /L form etform in hydroch lo ride at 232 nm, 31�5 �g /L for g lipizide at276 nm and 57�0
�g /L for telm isartan at 297 nm, respect ively. The linear ranges o fm etform in hydroch loride, g lipiz�
ide and telm isartan w ere in the range o f1�0- 100�0, 1�0- 100�0, 5�0- 250�0 m g /L, respective�
ly. Them ethod w as used to detect the contents of 3 drugs in rea l urine sam p les o fDM patients. The

resu lt show ed them ethod w as app licab le fo r the study of DM pharm aco m etabonom ics.

Key words: d iabetes m e llitus; urine; high perform ance liqu id chrom atography; m etform in hydro�
chloride; g lip izide; telm isartan; sim u ltaneous determ ination

糖尿病 ( D iabetes m ellitus, DM )是世界范围内的一种代谢性疾病
[ 1]
。近年来随着我国人均寿命的延

长, 糖尿病患者的数量不断上升
[ 2]
。治疗糖尿病常用的西药主要有盐酸二甲双胍 (M etform in hydrochlo�
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ride)、格列吡嗪 (G lipizide)、替米沙坦 ( Te lm isartan)等。其中盐酸二甲双胍是目前最常用的双胍类口服

降血糖药, 主要作用于胰岛外组织, 抑制肠吸收葡萄糖, 增加外周组织对葡萄糖的利用, 减少肝糖原

异生, 从而达到降低血糖的目的
[ 3]

, 在临床得到广泛应用
[ 4]
。格列吡嗪是第二代磺酰脲类降血糖药,

通过直接刺激胰岛 �细胞, 促进内源性胰岛素分泌
[ 5 - 6 ]
。临床上, 盐酸二甲双胍和格列吡嗪常共同使

用治疗 2型糖尿病。糖尿病常伴有高血压症, 替米沙坦作为一种非肽类血管紧张素 �受体拮抗剂, 可

选择性地、不可逆转地阻滞 AT1受体, 是一种长效、低毒的新型降压药
[ 7]
。因此临床上应用于伴高血

压的非胰岛素依赖性糖尿病人。

目前这 3种药物的分离分析方法主要有紫外分光光度法、毛细管电泳高频电导检测法、H PLC、GC-

M S和 H PLC- M S法等
[ 8- 13]

, 但现有报道均仅针对其中的 1种或 2种药物进行定量定性分析。由于这 3

种药物的物理、化学性质存在很大差异, 采用上述方法无法同时对其分析。而尿液作为唯一能够在无

创条件下大量获得的体液
[ 4]

, 建立一种对尿液中这 3种药物同时分析的方法有着非常重要的意义。本

文通过监测尿液中这 3种药物的含量, 为研究药物在体内的分布、排泄及药物代谢动力学提供了研究

基础
[ 15- 17]

。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
梅特勒 -托利多 M P230 pH M eter; 高速冷冻离心机 ( Coulter Avan ti J�25, 美国 B eckm an公司 ) ; C18

SPE柱 ( 3 m L /500 m g, 美国 Ag ilent公司 ) ; 高纯水系统 (韩国 C lassic UF)。日本岛津高效液相色谱系

统, 包括 LC�10Avp液相色谱仪, SIL�10AD自动进样器、 SPD�M 10A vp二极管阵列检测器和 LC So lu tion

工作站。

甲醇、乙腈 (色谱纯, S igm a公司 ); 盐酸二甲双胍 (中美上海施贵宝制药有限公司 )、格列吡嗪片

(海南赞邦制药有限公司 )、替米沙坦片 (北京京丰制药有限公司 )及其他试剂均为分析纯; 实验用水为

M illi�Q超纯水。

1�2� 液相色谱条件
色谱柱: InertsilODS�3�5 �m ( 150 mm � 4�6 mm, 3�5 �m ); 流动相: A相为 pH 4�6的十二烷基硫

酸钠 ( SDS, 2�5 mm o l /L) -磷酸二氢钠 ( 20 mm o l/L )溶液, B相为乙腈; 梯度洗脱程序: 0~ 2 m in, 5%

B; 2~ 12 m in, 5% ~ 60% B; 12~ 17 m in, 60% B; 流速: 1�0 mL /m in; 柱温: 室温; 进样量: 20 �L;

用二极管阵列检测器在 200~ 400 nm波长范围内对待测组分进行光谱扫描, 选择保存波长 190~ 400 nm

的紫外光谱图。

1�3� 标准溶液的配制
用 C18固相萃取柱对市售盐酸二甲双胍、格列吡嗪、替米沙坦进行提纯, 并准确配成 1 g /L的标准

储备液, 于冰箱冷藏保存。

1�4� 样品处理
1�4�1� 生物样品采集 � 9份 2型糖尿病患者晨尿 (新疆维吾尔自治区人民医院、新疆医科大学第六附

属医院提供 ) , 包括 6男 3女, 年龄 ( 60 � 12)岁, 体重 ( 71 � 15) kg。其中服用二甲双胍患者尿样 6份

(编号为 M 1~ M 6), 服用格列吡嗪和二甲双胍患者尿样 1份 (编号 G1) , 服用替米沙坦和二甲双胍患者

尿样 2份 (编号 T1~ T2)。

1�4�2� 样品预处理 � 量取 20 mL尿样于 100 mL离心管中, 冰浴, 加冷丙酮 80 mL, 4 � 静置 5 h, 以

保证尿液中的蛋白质大分子充分沉淀; 8 000 g离心 15 m in除去蛋白质; 将上清液真空干燥, 并用 4

mL甲醇复溶作为样品原液。取样品原液 50 �L稀释至 1 mL, 过 0�45 �m膜, 备用。

2� 结果与讨论

2�1� 流动相的选择
盐酸二甲双胍极性较强, 使用水 -乙腈体系时, 在反相柱上无保留。为改善其在 C18柱上的保留行

为, 加入 SDS作为离子对试剂, 可明显增加盐酸二甲双胍的保留值。在此基础上分别考察了 3种药物
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图 1� 3种 DM药物的色谱图

F ig� 1� H PLC chrom atogram s o f 3 DM drugs standards
A. m etform in hydroch loride ( 100 m g /L) , B. gl ip iz ide( 100 m g /L) ,

C. telm isartan( 250 mg /L) ; in jected volum e 20 �L; detect ion

w avelength: A. 232 nm, B. 276 nm, C. 297 nm

在不同浓度磷酸二氢钠及 SDS溶液、不同 pH值

以及不同有机相 (甲醇、乙腈 )比例下的色谱行

为, 最终确定以 2�5 mm o l/L SDS- 20 mm o l/L磷

酸二氢钠 ( pH 4�6) - 乙腈为流动相。在此色谱

条件下, 3种常见 DM药物的 H PLC色谱图见图

1。由图可见, 二甲双胍、格列吡嗪和替米沙坦

的保留时间分别 14�52、 13�50、 10�89 m in。

2�2� 方法的线性范围及检出限
精密量取 1 g /L的二甲双胍和格列吡嗪标准

储备溶液各 100 �L, 分别用甲醇定容至 1 mL,

得到 100 m g /L的药物储备液。用甲醇依次将二

甲双胍和格列吡嗪稀释配成质量浓度为 1�0、
5�0、10�0、 50�0、 100�0 m g /L 的系列标准溶

液; 将 1 g /L替米沙坦标准储备溶液配成质量浓

度分别为 5�0、 10�0、25�0、 50�0、 250�0 m g /L

的系列标准溶液, 按 � 1�2 � 方法进行处理和分析。以峰面积 y和质量浓度 �( m g /L )做标准曲线, 以 3

倍信噪比 (S /N = 3)确定检出限。 3种药物的线性方程、相关系数、线性范围及检出限见表 1。由表 1

可以看出, 本方法具有良好的线性关系, 相关系数均大于 0�999。

表 1� 3种 DM药物的线性方程与线性范围

Table 1� Regress ion equa tions and linear ranges o f 3 DM drug s

D rug Regression equation r Lin ear range�/ (m g� L- 1 ) D etect ion lim it �/ (�g� L- 1 )

M etform in hydroch loride y= 58�78�+ 0�743 6 0�999 8 1�0~ 100�0 13�6

G lip iz ide y= 10�80�+ 0�022 2 0�999 2 1�0~ 100�0 31�5

Telm isartan y= 12�41�- 0�009 2 0�999 2 5�0~ 250�0 57�0

2�3� 实际样品的测定

2�3�1� 实际尿样中药物回收率与精密度实验 � 人的尿液成份复杂, 经丙酮沉淀法处理后, 上清液中

仍有大量的小分子化合物, 可能对待测组分有较严重的干扰。为验证方法的可行性, 将 3种药物分别

加入已去除蛋白质等高分子的尿液中, 测定 3种药物的回收率和精密度。由于人个体之间及同一个体

不同时间点, 因生理因素及摄入水量的不同, 晨尿总量存在着较大的差异, 导致尿液中内源性代谢物

的浓度会随之发生改变。为减小这些因素对最终实验结果的影响, 提高药代组学研究的准确性、代表

性, 用尿液体积作为归一化方法。取 DM患者尿样 20 mL经 � 1�4�2� 处理后, 先用 H PLC进行分析,

分别测定二甲双胍、格列吡嗪和替米沙坦的含量, 然后采用标准加入法对二甲双胍、格列吡嗪和替米

沙坦进行定量分析, 测定尿样中药物的含量, 计算平均回收率, 并测定峰面积的相对标准偏差, 实验

结果见表 2。结果表明 3种常见糖尿病药物的平均回收率为 82% ~ 113% , 峰面积的 RSD均不大于

3�1% , 表明方法的重复性良好, 所建立的方法可用于实际样品中 3种糖尿病常用药物的分离分析。

表 2� 3种 DM常见药物的回收率和相对标准偏差 ( n= 3)

Tab le 2� Recover ies and relative standard dev iations o f 3 DM drugs( n= 3)

Drug S amp le C onten tm /�g Addedm /�g Foundm /�g Average recovery �R /% RSD sr /%

M etform in hydroch lorid e M 1 12�39 10�00 22�57 104 2�2

M 2 7�31 10�00 16�97 92 1�7

M 3 9�19 10�00 21�77 113 2�7

M 4 6�82 10�00 15�91 95 2�8

M 5 11�61 10�00 19�56 91 2�4

M 6 3�92 10�00 12�69 87 1�5

G lip izid e G1 1�06 10�00 11�82 106 1�8

Telm isartan T1 7�15 10�00 15�26 88 3�1

T2 11�62 10�00 17�79 82 1�9
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2�3�2� 患者尿样测定 � 将服用二甲双胍、格列吡嗪和替米沙坦的糖尿病患者尿样经 � 1�4�2� 方法处
理后, 按 � 1�2� 条件进行测定, DM患者信息及测定结果见表 3。患者尿样的 H PLC色谱图见图 2。依

据图 1中 3种药物的保留时间定性, 图 2中色谱峰 a、 b、 c分别为二甲双胍、格列吡嗪、替米沙坦。 3

种药物的色谱图分别在各自的最大吸收波长下检测得到。

由表 3数据可知, 随着糖尿病患者的年龄、体重以及患病时间的变化, 尿液中的药物残留量存在

较大的个体差异。以二甲双胍为例, 摄入量均为 500�0 m g /12 h, 晨尿中二甲双胍含量的变化范围为

1�91~ 8�98 m g /20 mL, 最高值和最低值相差近 5倍, 而尿液中替米沙坦的含量差异约 17倍, 这种现

象不能仅用排尿总量解释, 应与患者的实际病情有关。

� � �

图 2� 9名 DM患者尿样的 HPLC色谱图

F ig� 2� Chrom atogram s o f different urine sam ples o f 9 DM pa tients

M1 - M6: treated w ith m etform in hyd rochloride, G1: treated w ith glip izid e and

m etform in hyd roch loride, T1- T2: treated w ith telm isartan and m etform in hydroch lorid e;

detect ion w avelength: A. 232 nm, B. 276 nm, C. 297 nm

表 3� 实际尿样检测结果 ( n= 3)

Tab le 3� Ana ly tica l resu lts o f 3 DM drugs in ur ine sam ples o f DM patien ts( n= 3)

D rug Sam ple Gender A ge( y) W eight( kg) DM ( y) Dose of d rug (m g /12 h) C onten t in urine (m g /20 mL)

M etform in hydroch loride M 1 M ale 60 69 10 500�0 4�76

M 2 Fem ale 60 56 3 500�0 3�51

M 3 M ale 72 77 3 500�0 3�77

M 4 Fem ale 57 61 16 500�0 2�78

M 5 M ale 52 73 3 500�0 4�76

M 6 M ale 71 80 14 500�0 1�91

G1 Fem ale 63 65 10 500�0 8�98

T1 M ale 48 78 7 500�0 1�68

T2 M ale 62 86 9 500�0 1�95

G lip iz ide G1 Fem ale 63 65 10 5�0 0�42

Telm isartan T1 M ale 48 78 7 80�0 0�15

T2 M ale 62 86 9 80�0 2�45

3� 结 � 论

本文采用反相高效液相色谱法, 针对不同目标药物在不同特定波长下有最大吸收波长, 利用二极

管阵列检测器全波段扫描的优点, 分别在 232、276、297 nm处对 3种 DM常见药物进行定性分析, 以

降低杂质干扰, 提高方法的灵敏度。同时测定了 3种药物在糖尿病患者尿液中的残留量, 实验结果准

确可靠; 为生物样品中 DM药物的检测提供了一种快捷、有效的分析方法。方法可用于 DM患者尿液

及其它体液样品的应急检测, 并为 DM患者尿液中药物代谢组学的研究提供了方法学依据。
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