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概述 

本实验为自建方法。样品经乙腈-甲醇（25:75）提取后，

Peptide-1-MW 96孔板固相萃取净化，Luna Omega 

Polar C18（2.1×50mm 1.6μm）液相色谱柱进行检测，

采用外标法定量。结果表明，利拉鲁肽添加水平的相对

回收率为62.3%，满足检测要求。 
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化合物信息 

表1. 化合物信息 

中文名称 英文名称 CAS号 分子式 分子量 

   利拉鲁肽 Liraglutide 204656-20-2 C172H265N43O51 3751.20 

 

实验部分  

3.1仪器、试剂与材料 

3.1.1主要仪器设备 

液相色谱串联质谱仪(AB SCIEX API 5500+)，配

有电喷雾离子源(ESI)； 

孔正压装置(Agela Cleanert M96)； 

3.1.2试剂材料 

Peptide 96 Well Microlates：5mg/1mL    

Cat: Peptide-1-MW 

实验用水为屈臣氏水；乙腈、甲醇均为色谱纯

试剂；甲酸、乙酸铵为分析纯。 

3.1.3样品 

1. 利拉鲁肽标品：客户提供（500 μg/mL）； 

2. 样品基质：血浆； 

 

3.2样品前处理方法 

称量：准确吸取50μL样品基质于1.5mL离心管

中，加标； 

提取：准确加入200μL 乙腈-甲醇（25:75），涡

旋30s，冰箱冷冻10min，后以10000r/min，离

心5min，上清液待净化； 

活化：Peptide-1-MW96孔板固相萃取柱上样前 

           用900μL 甲醇、 900μL 水依次活化（适 

           当加压）； 

上样：将待净化的上清液全部加载到小柱上； 

加压：下接收集板，适当加压，使流速控制在 

           3~5s/滴，压干，待上机检测； 

 

3.3仪器检测条件 

3.3.1色谱条件 

色谱柱：Luna Omega Polar C18（2.1×50mm,    

               1.6μm, 100Å）； 

P/N: 00B-4748-AN 

流动相：A：0.1%甲酸5mM乙酸铵水溶液； 

               B：0.1%甲酸乙腈溶液； 

流  速：0.3 mL/min； 

柱  温：40 ℃； 

进样量：15 μL； 

梯度程序见表2： 

表2. 梯度条件 

时间 (min) 流速 (mL/min) A (%) B (%) 

0 0.3 80 20 

0.5 0.3 80 20 

3.0 0.3 50 50 

3.2 0.3 2 98 

4.1 0.3 2 98 

4.3 0.3 80 20 

6.0 0.3 80 20 
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3.3.2质谱条件 

离子源类型：电喷雾离子源（ESI） 

扫描方式：多反应监测正离子模式（MRM+） 

喷雾针电压：5500 V 

离子源温度：500 ℃ 

加热器（GS1）：60 psi 

辅助加热气（GS2）：60 psi  

气帘气（CUR）：40 psi 

碰撞气（CAD）：10 psi 

为获得较好的稳定和灵敏度，各化合物监测离

子对的去簇电压（DP）和碰撞电压（CE），目

标化合物定量定性离子对参数均经过系统优

化，优化信息参见表3。本案例参数仅供参考不

具备法律效力。 

 

表3. 化合物定性、定量离子和质谱分析参数 

化合物 Q1 Q3 DP/V CE/V 

利拉鲁肽 
938.9 1064.3 120 40 

938.9 683.2 120 40 

注：表3中标“*”为定量离子。 

 

3.4结果与讨论 

3.4.1基质匹配标准曲线的制备 

本实验为单点定量。精密吸取利拉鲁肽标品

（ 500µg/mL ） 2μL ， 用 基 质 空 白 定 容 至 100 μ L

（10µg/mL），液质联用仪上机测定。 

 

3.4.2方法准确度 

      本实验选择5μg/mL加标，结果由表4可得，利拉

鲁肽添加浓度的回收率为62.3%；本实验色谱图见

图。 

表4.加标回收实验结果 

化合物 理论加标浓度

（μg/mL） 

平均检测结果 

（μg/mL） 

回收率% RSD% 

利拉鲁肽 5.00 3.12 62.3 15.3 

 

3.4.3讨论 

实验对比了不同蛋白沉淀板及肽专用板。蛋白

沉淀板回收均为10%以下，而Peptide肽专用板可以得

到一个相对较好的回收，并且操作简单，通过实验

图 谱 可 以 看 到 基 质 干 扰 比 较 小 。 所 以 实 验 选 择

Peptide-1-MW进行净化。 

3.5实验谱图 

 
 

图1. 万古霉素基质标色谱图（5μg/mL） 

 

结论 

样品经乙腈-甲醇（25:75）提取后，Peptide-1-

MW 96孔板固相萃取净化，Luna Omega Polar C18

（2.1×50mm 1.6μm）液相色谱柱进行检测，采用外标

法定量。结果表明，利拉鲁肽添加水平的相对回收率为

62.3%，RSD为15.3%，满足检测要求。
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