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引言

司美格鲁肽（Semaglutide）是2021年6月被FDA批准用于减肥

适应症，它是胰高血糖素样肽-1（GLP-1）受体激动剂，替尔泊肽

（Tirzepatide）是2023年11月8日获FDA批准用于慢性体重管理，

它是葡萄糖依赖性促胰岛素多肽/胰高血糖素样肽-1（GIP/GLP-1）

双受体激动剂。它们的作用机制类似，都能够刺激胰岛素分泌，

抑制胰高血糖素释放，调节血糖；还可以减缓胃排空，诱导饱腹

感，发挥减重作用。这些GLP-1类似物的口服生物利用度非常低，

需要高灵敏和高选择性的分析方法在生物基质中进行定量检测。

本文采用高效液相色谱串联质谱建立了司美格鲁肽和替尔泊肽在

大鼠血浆中的定量方法。司美格鲁肽和替尔泊肽在大鼠血浆中的

定量限为0.2 ng/mL。在获得优异灵敏度的同时，出色的分析重现

性、准确性和定量线性使得整个分析流程更加可靠。

前处理方法

200 µL大鼠血浆加入400 µL甲醇对血浆中的蛋白进行沉淀，涡

旋混匀2 min。离心机在15000 rpm/min转速下离心10 min。上清液

取500 µL，再加入400 µL水稀释，涡旋混匀，待净化。净化液加载

至活化过的Peptide-3-MW 96微孔板，用水淋洗微孔板，最后用洗

脱液（5%甲酸 乙醇:水=4:1）洗脱2次，涡旋混合，上机检测。

实验设备

ExionLC™ AD系统和SCIEX MS/MS系统
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Drug Discovery and Development

液相方法

色谱柱：Phenomenex Aeris Peptide XB-C18（2.1×100 mm, 2.6 μm）

流动相：A: 水 (含0.1%甲酸)； B: 乙腈 (含0.1%甲酸)

流速: 0.3 mL/min；

梯度洗脱

图1. ExionLC™ AD系统和SCIEX MS/MS系统

时间（min） A% B%

0 70 30

0.5 70 30

3.0 35 65

3.5 35 65

4.0 2 98

5.5 2 98

5.6 70 30

7.0 70 30

表1. 液相梯度条件
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质谱方法

数据采集方法：MRM（多反应监测）

离子源：ESI源正模式

气帘气CUR：35 psi IS电压：5500 V

源温度 TEM：450 ℃ 雾化气Gas1：60 psi 

辅助气Gas2：60 psi 碰撞气 CAD：High

多反应监测离子通道如表2

Compound ID Q1 mass Q3 mass DP CE

Semaglutide 1 1029.3 1238.5 40 41

Semaglutide 2 1029.3 1110.3 40 39

Tirzepatide 1 1204.2 396.3 67 36

Tirzepatide 2 1204.2 910.0 67 33

表2. Semaglutide和Tirzepatide的MRM离子对信息

图2. 典型色谱图（上图为Semaglutide和Tirzepatide空白血浆基质提取离子

色谱图，下图为0.2ng/mL基质加标样品提取离子色谱图）

图3. Semaglutide和Tirzepatide标准曲线和线性回归方程，线性相关系数

r>0.995

图4. LOQ标点连续进样6针峰面积、保留时间、准确度和RSD列表

数据处理

采用SCIEX OS软件，版本3.3。使用MQ4算法进行积分，权重

为1/x2。

实验结果

1.  灵敏度和线性

本实验配制大鼠血浆标准工作溶液至0.2 ng/mL，0.5 ng/mL, 

1 ng/mL，5 ng/mL，10 ng/mL，20 ng/mL，50 ng/mL和100 ng/mL，经

过蛋白沉淀和96孔板后上机分析。血浆基质定量下限（LOQ）可

达0.2 ng/mL，空白干净无干扰，方法特异性好、灵敏度高(图2)。

Semaglutide和Tirzepatide化合物线性范围和回归方程（图3），

Semaglutide和Tirzepatide在0.2~100ng/mL的浓度范围内线性良

好。每个标点连续进样3针，RSD%均小于10%（表3），偏差小。

2.  重现性
为考察方法的重现性和准确性，分别将处理好的LOQ浓度点

0.2 ng/mL样本进行重复性考察。6针样品(图5)连续采集，精密度

（RSD）分别为1.81%和3.00%，准确度在91.01%~110.51%之间。

图 4. LOQ 标点连续进样 6 针峰面积、保留时间、准确度和 RSD列表

3. 回收率

取 9 份大鼠空白血浆，平行制备三份加标溶液，浓度分别在 LQC，MQC

和 HQC 作为质控样品，净化液上机检测。测定结果请见表 3。加标样品的准

确度均在 95.89-111.74%，平行样品的 RSD%＜5%，准确度和重现性均满足测

试要求，测试结果良好。

表 4. 3 种不同添加浓度样本回收率表

化合物 质控点 理论浓度（ng/mL）
实测浓度平均值

（ng/mL）

相对标准偏差

RSD(%)
准确度（%）

Semaglutide

LQC 2 2.235 2.92 111.74

MQC 25 23.973 1.31 95.89

HQC 75 75.550 2.60 100.73

Tirzepatide

LQC 2 2.069 1.80 103.45

MQC 25 24.342 1.63 97.37

HQC 75 76.927 0.49 102.57

符合法规要求的 SCIEX OS 软件

SCIEX OS 软件是一个封闭系统，记录和签名以电子方式存储，符合 21 CFR

Part 11 中列出的法规要求。SCIEX OS 软件可以通过指定的处理工作站，从封闭
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浓度
（ng/mL)

实测浓度
（ng/mL) 平均值 RSD% 实测浓度

（ng/mL) 平均值 RSD%

0.2

0.213

0.201 6.46

0.202

0.196 6.510.187 0.205

0.204 0.181

0.5

0.508

0.477 5.72

0.525

0.518 1.440.456 0.510

0.468 0.519

1

1.110

1.047 9.78

1.102

1.021 7.020.929 0.966

1.104 0.995

5

5.483

5.454 4.48

5.224

5.208 4.995.682 5.460

5.196 4.941

10

10.089

9.807 2.62

9.455

9.847 5.119.584 10.414

9.747 9.673

20

19.294

19.649 2.67

18.744

19.311 2.6619.402 19.745

20.252 19.444

50

49.250

48.823 1.57

51.018

50.842 0.8747.937 51.168

49.283 50.340

100

97.985

96.218 1.59

96.759

95.426 1.6195.322 93.739

95.347 95.779

表3. 不同浓度标点重复进样3针RSD%

图5. SCIEX OS软件可用于监控审计跟踪、执行采集、处理数据和配置用户

访问

3.  回收率

取9份大鼠空白血浆，平行制备三份加标溶液，浓度分别在

LQC，MQC和HQC作为质控样品，净化液上机检测。测定结果请

见表3。加标样品的准确度均在95.89-111.74%，平行样品的RSD%
＜5%，准确度和重现性均满足测试要求，测试结果良好。

符合法规要求的SCIEX OS软件

SCIEX OS软件是一个封闭系统，记录和签名以电子方式存储，

符合21 CFR Part 11中列出的法规要求。SCIEX OS软件可以通过指定

的处理工作站，从封闭网络内的任何可见存储位置打开原始数据

文件。图5展示了SCIEX OS软件的特点，用于监控审计跟踪、执行

采集、处理数据和配置用户访问。审计跟踪功能使用户能够监控

高风险事件并评估数据完整性。中央管理员控制台(CAC)功能允许

用户将采集和处理集中在一个平台上，以提高实验室的效率。使

用配置模块，用户可以分配角色和访问管理员、方法开发人员、

分析师和审核员。

化合物 质控点
理论
浓度

（ng/mL）

实测浓度
平均值

（ng/mL）

相对标
准偏差
RSD(%)

准确度
（%）

Semaglutide

LQC 2 2.235 2.92 111.74

MQC 25 23.973 1.31 95.89

HQC 75 75.550 2.60 100.73

Tirzepatide

LQC 2 2.069 1.80 103.45

MQC 25 24.342 1.63 97.37

HQC 75 76.927 0.49 102.57

表4. 3种不同添加浓度样本回收率表

网络内的任何可见存储位置打开原始数据文件。图 5 展示了 SCIEX OS 软件的特

点，用于监控审计跟踪、执行采集、处理数据和配置用户访问。审计跟踪功能使

用户能够监控高风险事件并评估数据完整性。中央管理员控制台(CAC)功能允许

用户将采集和处理集中在一个平台上，以提高实验室的效率。使用配置模块，用

户可以分配角色和访问管理员、方法开发人员、分析师和审核员。

图 5. SCIEX OS 软件可用于监控审计跟踪、执行采集、处理数据和配置用户访问

总结

本文使用 SCIEX LC-MS/MS 系统建立了 LC-MS/MS 方法测定大鼠血浆中

Semaglutide 和 Tirzepatide 的含量。结果表明，该方法的特异性好，无干扰；线

性范围为0.2ng/mL-100ng/mL，在线性范围内线性关系良好，相关系数大于0.995；

低、中、高浓度的 QC 加标准确度以及重现性良好，满足方法学要求。
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总结

本文使用SCIEX LC-MS/MS系统建立了LC-MS/MS方法测定大鼠

血浆中Semaglutide和Tirzepatide的含量。结果表明，该方法的特

异性好，无干扰；线性范围为0.2 ng/mL-100 ng/mL，在线性范围

内线性关系良好，相关系数大于0.995；低、中、高浓度的QC加标

准确度以及重现性良好，满足方法学要求。
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