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高原低氧环境下盐酸二甲双胍在2型糖尿病及正常大鼠体内的药动学差异

罗 林 1，黄 冬 2，张晓静 2，李文斌 2，王 荣 1，2*

1. 兰州大学 药学院，甘肃 兰州 730000
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摘 要： 目的 建立LC-MS/MS方法研究高原低氧环境下盐酸二甲双胍在 2型糖尿病（T2DM）大鼠体内的药动学特征，并

与正常大鼠体内的药动学特征进行差异分析。方法 高糖高脂饲料喂养合并 ip链脲佐菌素（STZ）制备T2DM大鼠模型；采

用Gemini C18 （75 mm×3 mm，3 μm）色谱柱分离，乙腈-水-甲酸（85∶15∶0.1）为流动相等度洗脱，质谱正离子多反应

模式下定性定量分析；T2DM大鼠与正常大鼠分别单次 ig给予二甲双胍后，采集血样，测定血浆药物浓度，采用DAS2.0药

动学软件计算药动学参数。结果 二甲双胍质量浓度在25～16 000 ng·mL−1内线性关系良好（r＝0.999 2），定量下限为25 ng·mL−1；大鼠

单次 ig二甲双胍后，与正常大鼠组相比，T2DM大鼠二甲双胍药时曲线下面积（AUC）增加了 25.15%，峰浓度（Cmax）增

加了 28.28%，清除率（CLz/F）减小了 20.00%（P＜0.05）。结论 高原低氧环境下，与正常大鼠相比，二甲双胍在T2DM模

型大鼠体内的AUC、Cmax、CLz/F变化具有显著性差异。
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Abstract: Objective To study the pharmacokinetic difference of metformin hydrochloride in type 2 diabetes mellitus (T2DM) rats

and normal rats under high-altitude hypoxic condition based on LC-MS/MS. Methods T2DM rat model was established by using

high-sugar and high-fat diet combined with intraperitoneal injection of streptozocin (STZ). The metformin was separated with

Gemini C18 column (75 mm × 3 mm, 3 μm) and using acetonitrile-water-formic acid (85∶15∶0.1) as mobile phase for isometric

elution. Qualitative and quantitative analysis was performed in positive ion multiple reaction mode. After a single intragastric

administration of metformin in T2DM rats and normal rats, blood samples were collected, plasm drug concentration were

determined by LC-MS/MS, and the pharmacokinetic parameters were calculated by DAS2.0 pharmacokinetics software. Results The

results suggested that the mass concentration of metformin in plasma had a great linear relationship at the range of 25—16 000 ng·mL−1

(r = 0.999 2), and the lower limit of quantification was 25 ng·mL−1. After single administration of metformin, the area of

concentration-time curve (AUC) increased by 25.15%, peak concentration (Cmax) increased by 28.28% and clearance rate (Clz/F)

decreased by 20.00% in T2DM group compared with normal group (P < 0.05). Conclusion Compared with normal group, the three

pharmacokinetic parameters of AUC, Cmax and Clz/F in T2DM group were significantly different.
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2型糖尿病（T2DM）主要特征为胰岛素抵抗合

并胰岛 β细胞功能受损，为目前的高发糖尿病类型

且其发病率逐年上升［1-2］。盐酸二甲双胍为经典的

治疗T2DM 的口服降糖药，一直是国内外权威指南
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推荐的治疗 T2DM 的首选药物且为相关联合用药

的基础用药［3-4］。

高原环境主要的特点是低压、低氧，其中低氧

对机体的代谢影响最大［5］。根据课题组前期研究［6］

发现，大鼠从平原急进到高原低氧环境后，会对一

些药物在体内的代谢产生吸收加快或清除减慢的

影响，可能造成药物的蓄积或难以达到治疗效果，

从而一定程度上影响药物疗效。药动学研究是正

确用药的基础，具有一定指导作用。平原环境

下（海拔＜2 500 m）二甲双胍及其联合用药在

T2DM 大鼠模型中的药动学研究已有相关研究报

道［7］，而在高原低氧环境［8］（海拔＞2 500 m）下二甲

双胍在T2DM大鼠体内的药动学研究尚未见报道。

故本研究主要探讨高原低氧环境下二甲双胍在

T2DM大鼠体内的药动学特征，并与正常大鼠体内

药动学特征进行比较，为二甲双胍在高原环境下临

床精准应用提供参考依据。

1 材料

1.1 仪器

UFLC-20A 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

API3200三重四级杆串联质谱仪（美国应用生物系

统公司）；SH8200H超声波清洗器（上海科导超声波

仪 器 有 限 公 司 ）；Microfuge22R 型 冷 冻 离 心

机（BECKMAN COULTER公司）；ME-240型万分之

一电子天平（上海梅特勒-托利多有限公司）；卓越型

罗氏血糖仪（罗氏血糖健康医护公司）。

1.2 试剂

甲醇（色谱纯 ，德国 MERCK 公司 ，批号 ：

I1108107033）；乙腈（色谱纯，德国MERCK公司，批

号：JA107230）；甲酸（色谱纯，美国 DIMA 公司，批

号：14117）；灭菌注射用水（四川科伦药业有限公

司，批号：M21041807C）；二甲双胍对照品（中国食

品药品检定研究院，批号：100664-201805，质量分

数：99.9%）；雷尼替丁对照品（上海源叶生物科技有

限公司，批号：Y29D7C27738，质量分数≥98%）；盐

酸二甲双胍片（中美上海施贵宝制药有限公司，批

号：ABZ4043）；高糖高脂饲料（北京博泰宏达生物

技术有限公司 ，批号 ：2021070601）；链脲佐菌

素（STZ，德国Bio Froxx公司，批号：EZ6789D136）；

50%葡萄糖注射液（中国大冢制药有限公司，批号：

0L96J2）；胰岛素ELISA测试盒（南京建成生物工程

研究所，批号：20210630）。

1.3 实验动物

SPF级Wistar雄性大鼠 16只，6周龄，体质量为

180～220 g，北京斯贝福生物技术有限公司，动物许

可证号：SCXK（京）2019-0010。动物相关实验已获

中国人民解放军联勤保障部队第九四〇医院伦理

委员会审批通过（审批编号：2021KYLL189）。

2 方法与结果

2.1 液相色谱串联质谱条件

2.1.1 色谱条件 色谱柱 Gemini C18（ 75 mm×

3 mm ，3 μm），以乙腈-水-甲酸为流动相（85∶15∶

0.1），体积流量为 0.4 mL·min−1，进样量为 2 μL，分析

时间为3 min。

2.1.2 质谱条件 用正离子多反应（MRM）模式、电

喷雾离子源（ESI）进行检测，喷雾电压（IS）为400 V，温

度（TEM）为 350 ℃。二甲双胍的碰撞能量（CE）为

193.06 kPa（ 28.0 psi），去 簇 电 压（DP）为

151.69 kPa（ 22.0 psi ）；雷 尼 替 丁 的 CE 为

144.80 kPa（21.0 psi），DP为103.43 kPa（15.0 psi）。

2.2 对照品溶液及内标溶液的配制

精密称取 0.002 0 g二甲双胍对照品，溶于甲醇

中，配成质量浓度为200 μg·mL−1的二甲双胍储备液。

使用前以大鼠空白血浆将其稀释成质量浓度为

16 000、8 000、4 000、2 000、1 000、500、250、100、

50、25 ng·mL−1的血浆溶液，即二甲双胍对照品溶液。

精密称取 0.002 0 g雷尼替丁对照品，溶于甲醇

中，配制质量浓度为 200 μg·mL−1的雷尼替丁储备

液，用纯溶剂将其稀释为 500 ng·mL−1的溶液，即内

标溶液。

2.3 血浆样品的前处理

取大鼠血浆50 μL于离心管内，加入20 μL的内标

溶液，同时加入150 μL的乙腈，涡旋震荡20 s后，4 ℃、

12 000 r·min−1离心10 min，吸取50 μL上清进样分析。

2.4 二甲双胍及内标雷尼替丁质谱扫描结果

通过考察二甲双胍及内标雷尼替丁的断裂方

式和质谱扫描响应情况，确定二甲双胍对照品的离

子对为 m/z 130.2→71.0，内标雷尼替丁对照品的离

子对为m/z 315.2→176.0。

2.5 方法学考察

2.5.1 专属性考察 取空白血浆、空白血浆配制的

二甲双胍对照品及二甲双胍给药后采集的血浆样

品，按“2.3”项方法处理分析，谱图见图 1。样品中未

见二甲双胍及其内标物质的干扰峰，表明该方法选

择性好，专属性强。

2.5.2 线性范围、检测下限及定量下限 通过“2.3”项

方法处理已配制的二甲双胍对照品溶液，进行样品

分析。以峰面积对对照品质量浓度做线性回归，得
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标准曲线方程：Y＝0.003 07 X＋0.047 9（r＝0.999 2）。结

果表明，二甲双胍对照品在 25～16 000 ng·mL−1内

线性关系良好 ，定量下限为 25 ng·mL−1［信噪

比（S/N）＞10］。

2.5.3 精密度及准确度的考察 用空白血浆配制

质量浓度为 16 000、1 000、25 ng·mL−1［15］的对照品溶

液，按“2.3”项方法前处理后进样分析。根据样品测

定时长，选择 1 d内的 3个不同时间点及连续 2 d在

相同时间点进行样品测定，以考察样品日内与日间

的精密度与准确度，每个样品测定 5次。结果（表 1）

表明血浆中二甲双胍的日内准确度RE在±1.6%以

内，精密度（RSD）为 0.9%～4.3%；日间准确度 RE

在±2.8%以内，精密度RSD为 1.7%～6.3%，可用于

样品分析。

2.5.4 基质效应和提取回收率 取大鼠空白血浆

按“2.3”项方法进行前处理得到空白基质，配制质量

浓度分别为 16 000、1 000、25 ng·mL−1的空白血浆对

照品溶液，并加入内标溶液，测定待测物峰面积为

A1；同时用甲醇配制相同质量浓度的对照品溶液，加

入内标溶液，测定待测物峰面积为A2。基质效应＝

A1/A2。通过对比二甲双胍和内标雷尼替丁的响应值，判

断是否对其测定产生干扰。结果（表2）表明，血浆中二甲

双 胍 基 质 效 应 在 85.4%～98.9%，RSD 小 于

2.5%，被测物二甲双胍及内标的质谱响应值受

干扰程度低。

用大鼠空白血浆配制 16 000、1 000、25 ng·mL−1

的 3个质量浓度空白血浆对照品溶液，加入内标溶

液，样品前处理后，测定待测物峰面积为A1；另取大

鼠空白血浆，前处理后，配制相同质量浓度的空白

血浆对照品样品，加入内标溶液，测定待测物峰面

积为A2，提取回收率＝A1/A2。结果表明提取回收率

在 98.9%～99.9%，RSD均小于 3.1%，测定方法符合

生物样品检测要求。

2.5.5 样品稳定性考察 用大鼠空白血浆配制二

甲双胍对照品溶液，以室温放置 24 h，−80 ℃反复冻

融 3次及−80 ℃放置 10 d考察样品稳定性。按“2.3”

项方法处理并分析，结果见表 3，经上述条件保存

后，二甲双胍的准确度RE均在±3.3%以内，精密度

RSD小于3.6%。

2.6 T2DM模型制备与药动学实验

2.6.1 T2DM 大鼠模型制备 将 16 只 Wistar 雄性

大鼠随机分为T2DM模型组与对照组，每组各 8只。

根据文献报道［9-12］的T2DM模型建立方法，T2DM模

型组大鼠给予高糖高脂饲料（蛋白质24.2%、碳水化合物

42.1%、脂肪 25.4%，其他 8.3%）喂养 28 d 后，禁

表2 大鼠血浆样品中二甲双胍的提取回收率与基质效应（n = 5）

Table 2 Recoveries and matrix effect of metformin in rat

plasma sample（n = 5）

质量浓度/

（ng·mL−1）

25

1 000

16 000

回收率/%

数值

98.9

99.2

99.9

RSD

3.1

2.5

1.8

基质效应/%

数值

85.4

90.4

98.9

RSD

2.5

1.4

0.6

A-空白血浆；B-空白血浆+二甲双胍对照品；C-给药后二甲双胍血浆样品

A-blank plasma；B-blank plasma+metformin reference substance；C-metformin plasma samples after administration

图1 二甲双胍及内标HPLC色谱图

Fig. 1 HPLC Chromatogram of metformin and internal standard substance

表1 大鼠血浆中二甲双胍的准确度和精密度（n = 5）

Table 1 Accuracy and precision for detection of

metformin in rat plasma（n = 5）

质量浓度/

（ng·mL−1）

25

1 000

16 000

日内

RE/%

−1.6

−0.2

0.6

RSD/%

4.3

1.4

0.9

日间

RE/%

2.8

−0.3

−0.5

RSD/%

6.3

1.6

1.7
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食不禁水 12 h，ip STZ 30 mg·kg−1 ，3 d 后禁食不

禁水 12 h，测定大鼠空腹血糖。当空腹血糖值≥
11.1 mmol·L−1 ，出现多饮、多食、多尿且葡萄糖

耐量受损及胰岛素抵抗时 ，表明模型制备成

功。对照组大鼠给予普通饲料正常饲养。

2.6.2 口服葡萄糖耐量（OGTT）实验 T2DM模型

组与对照组大鼠禁食不禁水 10 h后，ig给予 2 g·kg−1

的 50%葡萄糖溶液，分别于给予葡萄糖前及给予葡

萄糖后 30、60、120 min 尾部采血，测定大鼠的血

糖值。

2.6.3 胰岛素抵抗检测 T2DM模型组与对照组大

鼠分别禁食不禁水 10 h，尾尖取血，血糖仪测定空腹

血糖值。大鼠分别眼眶采血，静置 30 min后，4 ℃、

8 000 r·min−1 离心 10 min 得血清样本，使用胰岛

ELISA测试盒测定血清样品中的胰岛素水平，计算

胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）。

HOMA-IR=（空腹胰岛素值×空腹血糖值）/22.5

2.6.4 二甲双胍在大鼠体内药动学实验 将T2DM

模型组与对照组大鼠从甘肃兰州（海拔为 1 500 m）

通过航空及陆运急进高原至青海省玉树藏族自治

州玉树市巴塘乡（海拔为 4 010 m）进行实验。

T2DM模型组与对照组大鼠分别禁食不禁水 12 h后

开始药动学实验。称取盐酸二甲双胍片（研钵研磨

至粉末状，溶于适量灭菌注射用水中），T2DM模型

组与对照组大鼠分别给予二甲双胍 80 mg·kg−1（相

当于成人用药量850 mg·d−1），ig给药，分别于给药后

0、0.083、0.25、0.50、0.75、1.00、1.50、2.00、4.00、6.00、

8.00、12.00、24.00 h眼眶取血，4 ℃、5 000 r·min−1离

心 10 min，吸取上层血浆样本，置于−80 ℃冰箱中保

存待测。

2.6.5 数据处理 将所得血药浓度 -时间数据用

DAS 2.0软件分析计算药动学参数，采用 SPSS 21.0

软件统计处理数据，结果以 x̄ ± s表示，组间比较采

用 t检验，P＜0.05表示差异具有统计学意义。

2.7 T2DM模型评价及药动学实验结果

2.7.1 T2DM模型建立成功指标 以大鼠 ip STZ前

后空腹血糖、OGTT及HOMA-IR变化来评价模型建

立成功与否，结果见图 2。高脂或正常饲料喂养 4周

期间 ，对照组与 T2DM 模型组大鼠体质量随

时 间 而 增 加 ，当 第 4 周 T2DM 模 型 组 大 鼠 ip

表3 大鼠血浆样品中二甲双胍稳定性结果（n = 5）

Table 3 Stability of metformin in rat plasma（n = 5）

条件

室温放置24 h

冻融循环3次

−80 ℃放置10 d

质量浓度/（ng·mL−1）

25

1 000

25

1 000

25

1 000

RE/%

1.3

−0.5

2.7

1.4

3.3

−0.7

RSD/%

3.3

0.9

3.6

1.2

2.9

0.5

A-体质量；B-空腹血糖；C-OGTT；D-HOMA-IR；与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001

A-body weight；B-fasting glucose ；C-OGTT；D-HOMA-IR；*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 vs control group

图2 T2DM模型不同评价指标（（x
—

±s，，n=8））

Fig. 2 Different evaluation indicators of T2DM model (x
—

±s, n=8)
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STZ后体质量开始出现下降，对照组大鼠体质量保

持上升趋势，结果见图 2-A。注射STZ前，对照组与

T2DM模型组大鼠空腹血糖水平差异无显著性；注

射 STZ 后，T2DM 模型组大鼠空腹血糖值显著上

升（P＜0.001），结果见图 2-B。OGTT试验 ig 50%葡

萄糖注射液后，对照组大鼠血糖值上升不明显，且

给予葡萄糖后 2 h血糖值与给予葡萄糖前血糖值比

较无明显变化；T2DM模型组大鼠血糖值在给予葡

萄糖 1 h内显著增加，2 h时血糖值较 1 h下降，但较

给予葡萄糖前相比显著增加（P＜0.05），结果见图2-C。

ip STZ 后，与对照组大鼠相比，T2DM 模型组大鼠

HOMA-IR显著升高（P＜0.001），结果见图 2-D。结

果均表明T2DM大鼠模型建立成功。

2.7.2 二甲双胍平均血药浓度-时间曲线 T2DM

模型组及对照组大鼠 ig二甲双胍后体内的血药浓

度-时间曲线见图3。

2.7.3 药动学参数比较 测得的二甲双胍血药浓

度，采用 DAS 2.0 药动学软件计算二甲双胍在

T2DM 模型组与对照组大鼠体内的药动学参

数，结果见表 4。分析结果可知，高原低氧环境

下，与对照组大鼠相比，T2DM 模型组大鼠二甲

双 胍 药 时 曲 线 下 面 积（AUC）显 著 增 加（P＜

0.05），峰浓度（Cmax）也显著增加（P＜0.05），清

除率（CLz/F）显著减小（P＜0.05）。

3 讨论

为提高测定的准确度，分别考察了不同比

例的乙腈（70%、80%、85%、90%）对二甲双胍及

内标雷尼替丁的分离效果及响应能力，结果表

明当乙腈的体积分数在 85% 时，二者能得到较

好分离。但峰形存在拖尾现象 ，因此考察了

0.1%、0.2%、0.3% 不同比例的甲酸［ 13］对拖尾的

改善效果。结果表明，当加入 0.1% 甲酸时，改

善峰形拖尾效果最好且不影响二甲双胍的响应

信号。因此最终选择以乙腈-水-甲酸溶液（85∶15∶

0.1）作为流动相。

同时本研究采用了蛋白沉淀法处理血浆样

品，由于二甲双胍几乎不与血浆蛋白结合，因

此考察了血浆样品与蛋白沉淀剂乙腈［1 4 - 1 5］比例

分别为 1∶2、1∶3、1∶4时对二甲双胍的提取效率的影

响。结果表明，当血浆样品与乙腈比例为 1∶3时提

取效果好且对二甲双胍稀释作用小，结果最终选择

血浆样品与乙腈比例为1∶3。

STZ 能选择性破坏胰岛 β细胞，被广泛用于

诱导糖尿病模型的建立。本研究采用高糖高脂

饲料合并注射 STZ 的方法，可先致大鼠产生一

定的胰岛素抵抗，可使药物使用剂量减少，降

低对外周组织的毒性，成模率高且稳定［ 16］。如

图 4-B，当大鼠注射 STZ 后，其空腹血糖急剧升

高且 HOMA-IR 增加显著，表明 T2DM 模型建立

的成功。

二甲双胍口服经肠道吸收后，不经肝脏代

谢，以原型形式经肾脏排泄。在高原低氧环境

下，T2DM 大鼠单次 ig 二甲双胍后，与正常大鼠

相比，其 AUC 增加，CLz/F 减小，说明其在体内的

代谢减慢，存在药物蓄积。这可能是由缺氧导

致肾组织损伤及相关代谢转运体表达变化所引

起的［ 17-18］。同时机体组织处于高糖环境下，可

能会对药物在体内的生物转化有所影响［ 19］。

图3 高原低氧环境下正常大鼠与T2DM大鼠二甲双胍药

时曲线（（x
—

±s，，n=8））

Fig. 3 Concentration-time curve of metformin in Control

and T2DM rats under plateau (x
—

±s, n=8)

表4 高原条件下二甲双胍在正常大鼠与T2DM大鼠体内

主要药动学参数（（x
—

±s，，n=8））

Table 4 Main pharmacokinetic parameters of metformin

in control and T2DM model rats under plateau (x
—

±s, n=8)

参数

AUC0～t

AUC0～∞

MRT0～t

MRT0～∞

t1/2z

tmax

Cmax

CLz/F

Vz/F

单位

h·μg·L−1

h·μg·L−1

h

h

h

h

μg·L−1

L·kg·h−1

L·kg−1

对照

61 009.24±5 064.11

61 847.21±6 169.73

4.75±1.02

5.06±1.45

3.12±1.39

1.50±0.50

11 731.67±2 195.05

1.30±0.13

5.69±1.99

T2DM模型

76 354.17±7 471.49*

77 311.57±7 494.27*

4.52±0.79

4.83±0.92

3.89±0.57

1.25±0.28

15 050.00±3 481.61*

1.04±0.09*

5.86±1.13

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group
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这些都可能是导致高原低氧环境下二甲双胍在

T2DM 大鼠体内消除减慢的原因。

本研究结果表明，高原环境下二甲双胍在

T2DM 大鼠体内消除减慢，其在体浓度升高，抑

制肝糖异生作用增强，可能会引发乳酸水平升

高，反向抑制二甲双胍的降糖作用。因此在保

证有效的药物治疗浓度下，可延长二甲双胍的

用药时间间隔。
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