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精氨酸双糖苷检测方法的建立及药动学研究
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摘 要： 目的 建立快速、灵敏、高效的精氨酸双糖苷的测定方法并研究精氨酸双糖苷在大鼠体内的药动学。方法 以乌苯

美司作为内标，采用LC-MS/MS检测方法测定血浆中精氨酸双糖苷浓度，利用DAS2.0软件计算药动学相关参数，并分析方

法的可靠性。结果 空白血浆对检测物质不产生干扰，在 20～20 000 ng/mL符合线性关系，方法学中RSD以及RE值均小于

15%。结论 采用LC-MS/MS方法检测精氨酸双糖苷方法合理可靠，精氨酸双糖苷的绝对生物利用度为（4.50±3.75）%。
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Abstract: Objective To develop a quick, specific and high performance method for determination of Arginyl-fructosyl-glucose

(AFG) and to investigate pharmacokinetics of AFG in rats in vivo. Methods Bestatin is used as an internal standard, the

concentration of AFG in plasma was determined by LC-MS/MS. The DAS 2.0 software was adopted to calculate bioavailability of

AFG. Results Blank plasma does not interfere with the test substance, there is a significant correlation in the range of 20 ng/mL to

20 000 ng/mL, and the RSD and RE values are less than 15% in the method. Conclusion The average relative bioavailability of

AFG was (4.50 ± 3.75)%, The measured method of AFG by LC-MS/MS is reasonable and reliable.
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精氨酸双糖苷是从红参中发现的精氨酸与麦

芽糖发生美拉德反应的产物［1］。精氨酸双糖苷具有

增强机体免疫、抗炎［2］、抗疲劳［3］、抗氧化、改善糖尿

病肾病［4］等活性。精氨酸双糖苷是精氨酸的衍生

物，因其极性较大，已有的异硫氰酸苯脂柱前衍生

检测方法在衍生化过程中存在衍生化不完全的情

况。采用高效液相色谱法联合蒸发光检测器检

测［5］，因在检测过程中需要进行雾化以及蒸发等过

程，重复性较差。本研究以乌苯美司作为内标，建

立了快速、高效的LC-MS/MS检测方法测定精氨酸

双糖苷血药浓度，并通过测定大鼠的血药浓度，计

算了精氨酸双糖苷的绝对生物利用度。

1 材料

1.1 实验仪器

Agilent HP 1200液相系统（美国Agilent公司）；

API3200 型 三 重 四 级 杆 质 谱 仪（美 国 Applied

Biosystems公司）；XH-C型涡旋混合器（中国江苏省

金坛市医疗仪器厂）；FCR2002-UF型纯水机（德国
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FLOM 公司）；ST-16R 型高速离心机（德国 Thermo

公司）。

1.2 药品与主要试剂

精氨酸双糖苷（纯度＞98.0%，本实验室自制）；

乌苯美司（纯度＞99.0%，深圳万乐药业）；乙腈（色

谱纯，美国Tedia公司）；三蒸水（本实验室自制）。

1.3 实验动物

SPF级Wistar大鼠，体质量180~220 g，雄性，购自大

连医科大学，生产许可证号SCXK（辽）2008-0002。

2 实验方法及结果

2.1 色谱条件

采用Ultimate Hilic silica（5 μm，150 mm×4.6 mm，

月旭科技（上海）股份有限公司）色谱柱，进样量为4 μL，体

积流量为 0.8 mL/min；柱温 30℃；流动相采用 60%

乙腈-水体系。

2.2 质谱条件

离子源为电喷雾电离源（ESI），检测方式为正

离子；气帘气（N2）体积流量 35 L/h；电喷雾电压（IS）

5 500 V；气化温度（TEM）500 ℃；MRM 方式扫描；

离子通道：精氨酸双糖苷 m/z499.2～481.2；碰撞能

29 eV；乌苯美司 m /z 309.1～120.5；碰撞能 30 eV。

参数设置、数据采集和分析采用Analyst 1.6.3软件。

质谱图见图1。

2.3 标准曲线和质控样品制备

2.3.1 储备液和工作液 精密称取精氨酸双糖苷

10.0 mg，三蒸水将其准确定容至 10 mL量瓶中，混

合均匀，得到 1 mg/mL储备液，用水稀释，得到系列

浓度工作液，备用。

精密称取乌苯美司标准品 10.0 mg，乙腈将其定

容至 10 mL量瓶中，混合均匀，乙腈稀释配制终浓度

为0.25 μg/mL的内标溶液，备用。

2.3.2 标准曲线和质控样本 精密取 50 μL 工作

液，加入 50 μL空白血浆，得到精氨酸双糖苷血浆标

准曲线，终浓度为 20、80、200、800、2 000、8 000、

20 000 ng/mL。

重新称取精氨酸双糖苷 10.0 mg，按照以上方

法，配制低、中、高 3个浓度的质控样本（QC），浓度

为50、1 000、14 000 ng/mL。

2.4 生物样品制备

取含药血浆样品 50 μL，加入 50 μL乌苯美司内

标溶液，加入 100 μL乙腈溶液，加入 50 μL三蒸水，

涡旋混匀后离心（15 000×g，15 min），取上清液 200

μL，LC-MS/MS检测。

2.5 方法学验证

2.5.1 专属性 取 6只大鼠的空白血浆，按“2.3”项

下方法，配制精氨酸双糖苷和乌苯美司不含血浆样

品及含血浆样品，考察空白血浆中的成分是否对精

氨酸双糖苷以及乌苯美司存在干扰。精氨酸双糖

苷的保留时间为 4.45 min，乌苯美司保留时间为

2.62 min（2.43～2.82 min 以及 4.03～4.82 min 两个

时间段采集质谱数据）。色谱图如图 2所示，结果表

明未有内源性物质对精氨酸双糖苷以及乌苯美司

产生干扰。

2.5.2 定量下限 按“2.3”项下方法，制备 20 ng/mL

精氨酸双糖苷血浆样品溶液，进行 6样本分析。根

据标准曲线 ，求出在 20 ng / mL 浓度下的精密

度（RSD）和准确度（RE）。精密度为 2.10%，准确度

为0.83%，该方法的定量下限为20 ng/mL。

2.5.3 线性和灵敏度 按“2.3”项下方法，制备精氨

酸双糖苷标准曲线，横坐标为精氨酸双糖苷浓
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图1 精氨酸双糖苷（A）以及乌苯美司（B）化学结构以及［M+H］+质谱图

Fig. 1 The estimated chemical structures and product ion spectra of［M+H］+ of AFG（A）and bestatin（B）

··1142



Drug Evaluation Research 第42卷第6期 2019年6月

度（X），纵坐标为精氨酸双糖苷与乌苯美司峰面积

比值（Y）。进行回归运算，绘制出精氨酸双糖苷的

标 准 曲 线 ，计 算 回 归 系 数 r2 ，得 到 标 准 曲 线

Y=0.000 645 X+0.002 84，r2=0.998 4。精氨酸双糖苷

的线性范围为20～20 000 ng/mL。

2.5.4 精密度和准确度 按照“2.3”项下方法，制备

低、中、高 3个剂量的质控样本（QC），同一天内对同

批次 3个剂量的质控样本进行 6样本分析，并且需

要连续检测 3 d，根据标准曲线，计算质控样本的浓

度。并根据所求数据，计算出日内精密度以及日间

精密度以及准确度，通过连续检测 3 d精氨酸双糖

苷的QC（50、1 000、14 000 ng/mL）样本，日内精密度

与日间精密度的 RSD 与 RE值均小于 15%，该方法

的日内精密度和准确度以及日间精密度和准确度

如表1所示。

2.5.5 回收率和基质效应 按照“2.3”项下方法，制

备低、中、高 3个浓度的QC血浆样本，进行 6样本分

析，通过LC-MS/MS检测，为样本Ⅰ。

取 6只大鼠空白血浆样本，先用乙腈沉淀蛋白，

按照“2.3”项下方法处理样品，使样品最终浓度为50、
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1-精氨酸双糖苷；2-乌苯美司

1-arginyl-fructosyl-glucose; 2-bestatin
图2 精氨酸双糖苷样品（A）、精氨酸双糖苷血浆样品（B）、乌苯美司样品（C）和乌苯美司血浆样品（D）色谱图

Fig. 2 Chromatogram of AFG sample（A），AFG plasma（B），Bestatin sample（C），and Bestatin plasma sample（D）

表1 精氨酸双糖苷在大鼠血浆中测定的精密度和准确度（n=6）

Table 1 Precision and accuracy for AFG in rat plasma（n=6）

成分

精氨酸双

糖苷

加入量/（ng∙
mL−1）

50

1 000

14 000

日内

实测值/（ng∙mL−1）

52.22±0.65

1 003.00±17.85

13 880.00±235.97

RSD/%

1.25

1.78

1.70

RE/%

4.43

0.30

-0.86

日间

实测值/（ng∙mL−1）

49.70±2.46

1 012.47±42.59

14 039.40±733.99

RSD /%

4.95

4.21

5.23

RE/%

-0.60

1.25

0.28
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1 000、14 000 ng/mL，通过LC-MS/MS检测，为样本Ⅱ。

直接配制 50、1 000、14 000 ng/mL 含内标的工

作液，通过LC-MS/MS检测，为样本Ⅲ。回收率=样

本Ⅰ/样本Ⅱ，基质效应=样本Ⅱ/样本Ⅲ，计算回收率以

及基质效应 ，低、中、高浓度的平均回收率为

105.38%、104.67%、97.93%，基 质 效 应 分 别 为

82.53%、83.04%、80.53%，结果见表2。

2.5.6 稳定性 按照“2.3”项下方法，考察精氨酸双

糖苷分析方法的稳定性，分别将精氨酸双糖苷样品

于 4℃放置 2 h，样品处理后室温放置 24 h，精氨酸双

糖苷血浆样品经过 3次冷冻-解冻循环，以及样品放

置于-20 ℃冰箱中冷冻保存 15 d，4种方式考察稳定

性，分析结果显示，精氨酸双糖苷的RSD以及RE均

小于 15%，未存在显著性差异，符合稳定性要求。

结果见表3。

2.6 药动学实验

此分析方法用于检测精氨酸双糖苷在大鼠血

浆中的浓度（n=6），Wistar大鼠禁食 24 h，自由饮水，

分别于颈静脉iv以及ig给予精氨酸双糖苷10 mg/kg，给

药后 1、5、10、30、60、90、120、150、180、240、360、

480、600 min 取血液样本 200 μL，4℃下 4 500×g 离

心 10 min。取血浆，按“2.4”项下方法处理样品，LC-

MS/MS检测。血药浓度-时间曲线见图 3，将实验数

据用DAS 2.0软件进行分析，计算得出精氨酸双糖

苷的绝对生物利用度［F（%）=（AUCig/AUCiv）×100］

表2 精氨酸双糖苷回收率和基质效应（n=6）
Table 2 Absolute relative recovery and matrix effect for

AFG（n=6）

成分

精氨

酸双

糖苷

质量浓度/（ng∙mL−1）

50

1 000

14 000

回收率/%

105.38±3.74

104.67±3.33

97.93±3.26

基质效应/%

82.53±3.06

83.04±4.10

80.53±3.89

表3 精氨酸双糖苷在大鼠血浆中的稳定性（n=3）

Table 3 Stability of AFG in rat plasma under various storage conditions（n=3）

放置条件

4℃放置2 h

室温放置24 h

3次冷冻-解冻循环

-20℃冰箱中冷冻保存15 d

加入量/（ng·mL⁃1）

50

1 000

14 000

50

1 000

14 000

50

1 000

14 000

50

1 000

14 000

实测值/（ng·mL⁃1）

51.26±1.17

1020±20

14 000±346.41

50.53±1.03

961±31.19

13 533.33±152.75

48.57±4.92

942.33±12.10

13 800±264.58

47.97±2.70

988±27.87

14 133.33±602.77

RSD/%

2.28

1.96

2.47

2.03

3.25

1.13

10.13

1.28

1.92

5.63

2.82

4.26

RE/%

2.53

2.00

0.00

1.07

-3.90

-3.33

-2.87

-5.77

-1.43

-4.07

-1.20

0.95
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图3 精氨酸双糖苷 ig（A）和 iv（B）给药后平均血药浓度-时间曲线（x
—

±s，n=6）

Fig. 3 Mean plasma concentration-time curves after ig（A）and iv（B）adminstration of AFG in rats（x
—

±s，n=6）
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为（4.50±3.75）%。

3 讨论

实验采用 LC-MS/MS 测定血中的精氨酸双糖

苷的浓度，以乌苯美司为内标，乌苯美司及精氨酸

双糖苷的保留时间分别为 2.62 min 以及 4.45 min。

采用该方法分析精氨酸双糖苷简便快速，质谱检测

避免了化合物在紫外条件下响应值较低的缺点。

通过考察分析该方法的最低下限为 20 ng/mL。该

方法检测灵敏度较高，线性、回收率和基质效应均

符合检测方法要求，精密度和准确度及稳定性，RSD

及 RE 值均小于 15%，证实该方法用于检测精氨酸

双糖苷合理可靠，并且快速高效。采用 Hilic silica

类型色谱柱，可以分析氨基酸类化合物及极性较大

的化合物，并且可以与基质物质达到良好的分离，

同时，LC-MS/MS方法具有普遍适用性。

统计结果发现精氨酸双糖苷的绝对生物利用

度较低，但本实验只做了药动学的初步研究，造成

生物利用度低的原因还需进行深入的药动学研究，

从而阐明其机制。
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