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摘 要 目的：建立同时测定糖尿病模型大鼠体内沙格列汀及其代谢产物5-羟基沙格列汀血药浓度的方法。方法：采用超高效液

相色谱-串联质谱法。色谱柱为Waters BEH Shield RP18，流动相为10 mmol/L乙酸铵-乙腈（70 ∶ 30，V/V），流速为0.3 mL/min，柱温

为30 ℃，进样量为10 μL；扫描模式为多反应监测，正离子模式，各离子对为m/z 316.2→180.2（沙格列汀）、m/z 332.3→196.2（5-羟

基沙格列汀）、m/z 304.2→153.9（维格列汀，内标）。取6只SD大鼠，复制糖尿病模型后，ig沙格列汀0.53 mg/kg，于给药前及给药后

0.25、0.5、0.75、1.0、1.5、2.0、4.0、6.0、8.0、12.0、24.0 h经眼眶取血0.25 mL，测定血浆中沙格列汀及其代谢物5-羟基沙格列汀的浓度，

采用Win Nonlin 6.1软件计算药动学参数。结果：沙格列汀和5-羟基沙格列汀的质量浓度线性范围为0.1～100（r＝0.997 2）、0.2～

200 ng/mL（r＝0.996 5），定量限分别为 0.1、0.2 ng/mL，日内（n＝5）、日间（n＝3）RSD 均小于 12％，准确度为 94.1％～105.4％、

91.0％～103.6％，提取回收率分别为 72.4％～87.3％、107.0％～115.3％（RSD 均小于 13.6％，n＝6），基质效应分别为 105.9％～

107.8％、83.5％～88.2％（RSD 均小于 10.3％，n＝6），稳定性的 RSD≤11.0％（n＝5）；药动学参数 cmax 分别为（49.97±11.14）、

（16.87±7.35）ng/mL，t1/2分别为（2.88±0.21）、（4.21±0.95）h，AUC0-24 h分别为（90.95±7.06）、（49.13±5.33）ng·h/mL（n＝6）。结

论：本方法简便、准确、专属性强，适用于沙格列汀及其代谢物5-羟基沙格列汀在大鼠体内的药动学研究。

关键词 沙格列汀；5-羟基沙格列汀；血药浓度；药动学；大鼠；超高效液相色谱-串联质谱法

Simultaneous Concentration Determination of Saxagliptin and Its Metabolite 5-hydroxy Saxagliptin in Plas-

ma of Diabetic Model Rats by UPLC-MS/MS
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the simultaneous concentration determination of saxagliptin and its metabo-

lite 5-hydroxy saxagliptin in diabetic model rats in vivo. METHODS：UPLC-MS/MS was performed on the column of Waters BEH
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沙格列汀（Saxagliptin，SAX）是一种强效、具有选择

性的二肽基肽酶4（DPP-4）抑制剂，用于治疗2型糖尿病

（T2DM）[1-2]。DPP-4可裂解肠促胰素，肠促胰素主要包

括胰高血糖素样肽1（GLP-1）和葡萄糖依赖的促胰岛素

分泌多肽（GIP），GLP-1具有葡萄糖依赖性促胰岛素分

泌的特性，可在血糖升高时发挥促胰岛素分泌作用，在

血糖恢复正常时消失；同时，GLP-1还可促进胰岛B细胞

增殖，改善其功能 [3]。体内产生的 GLP-1半衰期仅为

1.5～2 min，其氨基末端前2个氨基酸可被DPP-4快速裂

解而失去促胰岛素分泌活性，使GLP-1无法在体内达到

治疗浓度[4]。DPP-4抑制剂通过竞争性结合DPP-4活化

部位，降低酶的催化活性，抑制GLP-1降解，提升内源性

GLP-1的浓度，促进餐后胰岛素分泌，改善 T2DM 患者

的血糖水平[5-6]。

沙格列汀在体内经细胞色素P4503A4/5代谢，主要代

谢产物为 5-羟基沙格列汀（5-hydroxy saxagliptin），其代

谢产物也是一种选择性DPP-4抑制剂，活性是沙格列汀

的 50％[7]。目前，同时检测生物样品中沙格列汀及其代

谢产物5-羟基沙格列汀的文献报道较少[8-10]。因此，本研

究建立超高效液相色谱-串联质谱法（UPLC-MS/MS）

同时测定沙格列汀和5-羟基沙格列汀在大鼠体内的血药

浓度，计算相关药动学参数，为其进一步应用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

Eksigent Ekspert Ultra LC110 XL 超高效液相色谱

（UPLC）仪、AB Qtrap 4500质谱仪（美国Applied Biosys-

tems 公司）；T1氮气发生器（瑞士普利赛斯公司）；AE-

240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，离心

半径：8.4 cm）。

1.2 药品与试剂

沙格列汀一水合物（以下简称沙格列汀）对照品（郑

州华文化学品有限公司，批号：SG-31504001，纯度：

94.36％）；5-羟基沙格列汀对照品（批号：20160303，纯

度：95.6％）、维格列汀对照品（内标，批号：20151203，纯

度：99.5％）均购自江苏豪森药业有限公司；链脲佐菌素

（美国Sigma公司，批号：B57426，纯度：99.89％）；乙腈为

色谱纯；乙酸铵为分析纯。

1.3 动物

SPF级SD大鼠，♂，体质量为 80～120 g，由徐州医

科大学实验动物中心提供，购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司（实验动物许可证号：SCXK[沪]2013-0016）。

2 方法与结果
2.1 色谱条件与质谱条件

色谱柱：Waters BEH Shield RP18（100 mm×2.1 mm，

1.7 μm）；流动相：10 mmol/L乙酸铵-乙腈（70 ∶ 30，V/V）；

流速：0.3 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：

550 ℃；喷雾气（N2）压力：50 psi（1 psi＝6.859× 10 － 3

MPa）；辅助加热气（N2）压力：60 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

量分析的离子对为：m/z 316.2→180.2（沙格列汀）、m/z

332.3→196.2（5-羟基沙格列汀）、m/z 304.2→153.9（内

标），取“2.2”项下标准工作液进样测定，质谱图见图1。

2.2 溶液的制备

精密称取沙格列汀对照品、5-羟基沙格列汀对照品

各适量，用 50％乙腈溶解并稀释，制成质量浓度均为 1

mg/mL的对照品贮备液，置于4 ℃冰箱保存。对照品贮

备液用 10％甲醇稀释成相应质量浓度的标准工作液，

备用。

精密称取维格列汀（内标）对照品适量，用50％乙腈

溶解并稀释，制成质量浓度为 1 mg/mL的内标贮备液。

内标贮备液用 10％甲醇稀释成质量浓度为 50 ng/mL的

Shield RP18 with mobile phase of 10 mmol/L ammonium acetate-acetonitrile（70 ∶ 30，V/V）at a flow rate of 0.3 mL/min，column

temperature was 30 ℃，and injection volume was 10 μL. Scanning mode was multi-reactive monitoring with positive ion mode，

and each ion pair was m/z 316.2→180.2（saxagliptin），m/z 332.3→196.2（5-hydroxy saxagliptin）and m/z 304.2→153.9（vilda-

gliptin，internal standard）. 6 SD rats were selected and intragastric administred saxagliptin 0.53 mg/kg after inducing diabetic mod-

els. Blood sample 0.25 mL was taken from eyes before administration and after 0.25，0.5，0.75，1.0，1.5，2.0，4.0，6.0，8.0，

12.0，24.0 h of administration. Plasma concentration of saxagliptin and its metabolite 5-hydroxy saxagliptin were determined，and

Win Nonlin 6.1 software was used to calculate the pharmacokinetic parameters. RESULTS：The mass concentration of saxagliptin

and 5-hydroxy saxagliptin ranged in 0.1-100，0.2-200 ng/mL（r＝0.997 2，0.996 5）；limits of quantitation were 0.1，0.2 ng/mL；in-

ter-day and intra-day RSDs were less than 12％（n＝5，3）；accuracy was 94.1％-105.4％，91.0％-103.6％；extraction recoveries

were 72.4％ - 87.3％，107.0％ -115.3％（RSD＜13.6％，n＝6）；matrix effects were 105.9％ -107.8％，83.5％ -88.2％（RSD＜

10.3％，n＝6）；RSD of stability was less than 11.0％（n＝5），respectively；and pharmacokinetic parameters as cmax were（49.97±

11.14），（16.87±7.35）ng/mL，t1/2 were（2.88±0.21），（4.21±0.95）h，AUC0-24 h were（90.95±7.06），（49.13±5.33）ng·h/mL

（n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate，specific，and suitable for the pharmacokinetics research of saxagliptin

and its metabolite 5-hydroxy saxagliptin in diabetic rats in vivo.

KEYWORDS Saxagliptin；5-hydroxy saxagliptin；Plasma concentration；Pharmacokinetics；Rat；UPLC-MS/MS
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内标溶液，置于4 ℃冰箱保存，备用。

2.3 混合血浆样品和质控样品的制备

精密吸取沙格列汀及 5-羟基沙格列汀标准工作液

各10 μL，加入空白血浆80 μL，涡旋混匀30 s，制成含沙

格列汀质量浓度为0.1、1、5、10、20、40、50、80、100 ng/mL

及 5-羟基沙格列汀质量浓度为 0.2、2、10、20、40、80、

100、160、200 ng/mL的系列混合血浆样品。

同法制备含沙格列汀低、中、高（0.4、25、75 ng/mL）

及含 5-羟基沙格列汀低、中、高（0.8、50、150 ng/mL）3个

质量浓度的混合质控样品。

2.4 血浆样品处理

取 100 μL 血浆样品于 1.5 mL 离心管中，分别加入

50 ng/mL 内标溶液 50 μL、乙腈 500 μL，涡旋 2 min，以

13 500 r/min离心10 min；移取上清至 1.5 mL离心管中，

室温下氮气吹干，残留物用 200 μL 10％甲醇复溶，涡旋

1 min，以 13 500 r/min离心 5 min，取上清液 10 μL，进样

测定。

2.5 专属性考察

分别取6只大鼠空白血浆样品（不加内标）、空白血

浆加入沙格列汀和5-羟基沙格列汀、大鼠给药0.5 h后收

集的血浆样品，均按“2.4”项下方法处理后，按“2.1”项下

色谱条件进样分析。结果，沙格列汀、5-羟基沙格列汀

及内标的保留时间分别为1.29、1.09、1.15 min；在保留时

间0.74 min处，发现内源性物质峰，但不干扰沙格列汀、

5-羟基沙格列汀及内标的测定，为了尽量减少内源性物

质对仪器的污染，0.8 min之前的组分切到质谱外，色谱

图见图2。

2.6 标准曲线与定量下限考察

取“2.3”项下系列混合血浆样品，按照“2.4”项下方

法处理后，按“2.1”项下色谱条件进样测定，以待测物质

量浓度（ng/mL）为横坐标（x）、待测物与内标的峰面积比

值为纵坐标（y）进行线性回归。结果，沙格列汀、5-羟基

沙格列汀的回归方程分别为 y＝4.7×10－3x－5.63×10－5

（r＝0.997 2）、y＝1.06×10－3x+5.53×10－7（r＝0.996 5），线

性范围分别为0.1～100、0.2～200 ng/mL，定量下限分别

为0.1、0.2 ng/mL。

2.7 精密度、准确度、提取回收率、基质效应与稳定性

试验

按照相关要求进行操作。结果，沙格列汀和5-羟基

沙格列汀的日内（n＝5）、日间（n＝3）精密度试验峰面积

的RSD均小于12％；准确度为94.1％～105.4％、91.0％～

103.6％；提取回收率分别为 72.4％～87.3％、107.0％～

115.3％（RSD 均小于 13.6％，n＝6）；基质效应分别为

105.9％～107.8％、83.5％～88.2％（RSD均小于 10.3％，

n＝6）；稳定性试验（室温放置 24 h、－80 ℃和室温下反

复冻融3次、－80 ℃冻存90 d及吹干后残渣在室温放置

24 h）峰面积的RSD≤11.0％（n＝5）。

2.8 药动学研究

取6只大鼠，高脂饲料喂养1个月后，ip 链脲佐菌素

诱导T2DM模型。造模前禁食、自由饮水12 h。按临床

上沙格列汀给药剂量进行换算，ig 0.53 mg/kg沙格列汀

溶液，分别于给药前和给药后 0.25、0.5、0.75、1.0、1.5、

2.0、4.0、6.0、8.0、12.0、24.0 h 经大鼠眼眶静脉丛取血

0.25 mL，置于经抗凝处理的离心管中，3 500 r/min离心

图1 二级碎片全扫描质谱图

Fig 1 Full scanning production spectra of the second-

ary fragments
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5 min，分离血浆，置于－80 ℃冰箱保存，备用。采用超

高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）法测定不同时

间点的沙格列汀和5-羟基沙格列汀的血药浓度，药-时曲

线见图3。采用 Win Nolin 6.1软件按照非房室模型进行

处理，计算药动学参数，结果见表1。

3 讨论

本文建立了稳定性好、通用性强、可灵敏快速测定

大鼠血浆中沙格列汀及其代谢物 5-羟基沙格列汀血药

浓度的方法，并成功地应用于大鼠药动学研究。本实验

起初采用BEH C18色谱柱，使用甲醇作为流动相，结果5-

羟基沙格列汀的定量下限达不到检测要求；在流动相中

添加乙腈后5-羟基沙格列汀的响应值提高，但检测物峰

形变差。使用 Waters BEH Shield RP18色谱柱摸索方法

时流动相水相尝试过0.1％甲酸、0.1％甲酸-5 mmol/L甲

酸铵，但是随着水相比例的增加检测物的峰形变差且分

叉成双峰，故选择不添加甲酸，且试验发现添加乙酸铵

比添加甲酸铵灵敏度高、响应好，故最终选择10 mmol/L

乙酸铵-乙腈作为流动相体系。

样品处理时考虑到沙格列汀游离碱在水中微溶，在

二氯甲烷及乙酸乙酯中溶解，但5-羟基沙格列汀的水溶

性好，用乙酸乙酯、二氯甲烷基本无法提取，因此液液萃

取同时提取两者比较困难，常规的液液萃取处理方法不

适合该血浆样品的处理。而乙腈蛋白质沉淀法处理血

浆样品的基质效应及提取回收率均满足相关的要求[11]，

故最终采用乙腈蛋白质沉淀法预处理。

综上所述，本研究建立的方法简便、准确、专属性

强，适用于沙格列汀及其代谢产物5-羟基沙格列汀在大

鼠体内的药动学研究。
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图3 沙格列汀与5-羟基沙格列汀在糖尿病模型大鼠体

内的药-时曲线

Fig 3 Concentration-time curves of saxagliptin and 5-

hydroxy saxagliptin in diabetic model rats in vi-

vo
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表1 沙格列汀与5-羟基沙格列汀在糖尿病模型大鼠体

内的药动学参数（x±±s，n＝6）

Tab 1 Pharmcokinetic parameters of saxagliptin and

5-hydroxy saxagliptin in diabetic model rats in

vivo（x±±s，n＝6）

药动学参数
t1/2，h

tmax，h

cmax，ng/mL

AUC0-24 h，ng·h/mL

AUC0-∞，ng·h/mL

沙格列汀
2.88±0.21

0.25±0.01

49.97±11.14

90.95±7.06

91.72±7.57

5-羟基沙格列汀
4.21±0.95

0.54±0.10

16.87±7.35

49.13±5.33

51.85±4.85
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