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摘 要：目的：建立柱前衍生高效液相色谱法同时测定复方氨基酸注射液（18AA）中 18种氨基酸含量的
方法。方法：样品采用异硫氰酸苯酯（PITC）柱前衍生，以 Unitary-C18柱（250 mm伊4.6 mm，5 滋m）为色谱柱，检
测波长为 254 nm，醋酸钠缓冲盐及乙腈、甲醇和水的混合体系为流动相，梯度洗脱。结果：优化了衍生试剂用
量、衍生时间、缓冲盐浓度以及 pH值和柱温等影响因素，最终在 40 min内实现了 18种氨基酸的分离，在 9~
1 021 滋g·mL-1浓度范围内线性关系良好，且相关系数大于 0.997 7，平均回收率为 92.6%~110.7%，相对标准
偏差（RSD）为 0.01%~5.68%。其定量限（LOQ，S/N=10）为 0.02~13.41 滋g·mL-1。结论：该方法操作简便、灵敏
度高、准确度和精密度好，可用于复方氨基酸注射液中氨基酸的含量测定。
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氨基酸可进入组织细胞，参与蛋白质的合成代

谢，获得正氮平衡，并生成酶类、激素、抗体、结构

蛋白，促进组织愈合，恢复正常生理功能 [1]。复方氨
基酸注射液（18AA）是一类含有较高浓度的氨基酸
类药物，其种类很多，其中包含人类所需的各种氨

基酸 [2]，因此对其氨基酸含量的控制非常重要。
目前多种氨基酸同时检测方法有很多，由于大

多数氨基酸没有芳香环等生色团无法直接采用紫

外或荧光检测器检测，因此其检测方法可分为直接

分析法 [3]和间接分析法 [4]。直接分析法通常采用高效
阴离子交换色谱-积分脉冲安培检测法，此法可同
时对一级和二级氨基酸进行检测，无需柱前或柱后

衍生，直接进样，分离效果好、灵敏度高、操作简单。

但此类氨基酸分析仪专属性强，价格昂贵，大大限

制其推广应用。间接分析法则需要将其衍生成具有

紫外响应 [5]或荧光吸收 [6]的衍生物。其中柱后衍生法
是利用氨基酸在酸性条件下形成阳离子而在阳离

子交换柱中分离，再对分离后的氨基酸进行衍生检

测。但由于衍生反应需在特定反应器中，常造成色

谱峰展宽，使分离度降低 [7]。而柱前衍生高效液相色
谱法因其具有快速、灵敏，仪器实用性更广的优点

逐渐成为氨基酸检测的首要选择 [8]。目前常用的柱
前衍生试剂有邻苯二甲醛（OPA）[9，10]、芴甲氧羰酰氯
（FMOC-Cl）、异硫氰酸苯酯（PITC）[ 11，12 ]、丹磺酰氯
（Dansyl-Cl）和 6-氨基喹啉-N-羟基琥珀酰亚胺
基甲酸酯（AQC）等，以及一些合成的新型衍生试
剂 [ 13，14 ]，但无论是商品化的还是实验室合成的衍生
试剂都有其各自的优缺点：OPA 衍生法速度迅速，
但不能同时衍生一、二级氨基酸且衍生产物不稳
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定；FMOC-Cl 衍生法速度较快，产物稳定，但试剂本
身和水解产物会干扰分析；PITC 衍生法产物单一、
稳定，但残余的衍生试剂对色谱柱会有损伤；Dan原
syl-Cl 衍生法产物稳定但反应活性差，速度较慢。因
此发展一种低成本，灵敏、高效的检测方法显得尤

为重要。本文选择 PITC 作为柱前衍生试剂，在衍生
反应后用多次溶剂萃取法去除过量的衍生试剂，结

合 HPLC-UV 分析方法，实现了 18 种氨基酸的分
离，可为复方氨基酸注射液的氨基酸高效全分析提

供有力依据。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

Waters 2695 高效液相色谱仪，配备在线脱气
机、四元泵，自动进样器、柱温箱、2489 紫外检测器
（美国 Waters公司）；KH5200B超声波清洗仪（昆山禾
创超声仪器有限公司）；Milli-Q 超纯水发生器（美国
Millipore 公司）；QL-861漩涡混合器（江苏海门其林
贝尔仪器制造有限公司）；0.22 滋m 有机相针式滤器
（上海安谱学仪器有限公司）。

甘氨酸（Gly）、丝氨酸（Ser）、天门冬氨酸（Asp）、
丙氨酸（Ala）、苏氨酸（Thr）、谷氨酸（Glu）、赖氨酸
（Lys）、组氨酸（His）、精氨酸（Arg）、脯氨酸（Pro）、缬
氨酸（Val）、蛋氨酸（Met）、酪氨酸（Tyr）、异亮氨酸
（Ile）、亮氨酸（Leu）、胱氨酸（Cy2）、苯丙氨酸（Phe）、
色氨酸（Trp）等氨基酸标准品（纯度逸95%），以及盐
酸（HCl，纯度 36%~38%）、乙酸（纯度逸99.5%）均购
自上海凌峰化学试剂有限公司；甲酸 （纯度逸
99%）、三乙胺（TEA，纯度逸99%）、醋酸钠标准品
（纯度逸99%）、正己烷、乙腈、甲醇（色谱纯试剂）均
由北京百灵威科技有限公司提供；PITC 购自中国上
海阿拉丁试剂公司。

1.2 衍生方法

1.2.1 衍生试剂配制

精密量取 25 滋L PITC 和 140 滋L TEA，分别用
乙腈定容至 1 mL，配制成 0.2 mol·L-1 PITC-乙腈溶
液和 1 mol·L-1 TEA-乙腈溶液。
1.2.2 混合标准工作液及样品的衍生化

精密量取混合标准工作液和 0.1 mol·L-1 HCl
溶液（空白对照）各 200 滋L，分别置于 1 mL 离心管
中，加入 100 滋L PITC-乙腈溶液和 TEA-乙腈溶液，
涡旋，静置 1 h 后加入 400 滋L 正己烷萃取，取下层

溶液 200 滋L，加入 800 滋L水，混匀待测。复方氨基
酸注射液用 HCl溶液稀释 10倍后按上述方法制备。
1.3 色谱条件

色谱柱：华谱新创科技有限公司 Unitary C18柱
（250 mm伊4.6 mm，5 滋m）；柱温：30益；检测波长：
254 nm；进样量：5 滋L；流动相：A 相：50 mmol·L-1

醋酸钠溶液（用乙酸调节 pH 到 6.5)，B 相：乙腈 颐甲
醇 颐水= 60 颐20 颐20（V/V/V），梯度洗脱程序：0~17
min，95% ~76% A；17 ~22 min，76% ~73% A；22 ~26
min，73% ~65% A；26 ~35 min，65% ~52% A；35 ~40
min，52%~10%A。
2 结果与分析

2.1 衍生条件的优化

本文考察了衍生试剂与样品浓度用量比，分别

配制了与样品的浓度比为 1颐1、1 颐1.5、1 颐2、1颐2.5 的
PITC-乙腈溶液。结果发现，大多数氨基酸的峰面积
在衍生化实际用量与样品浓度比为 1 颐2 时达到峰
值，推测可能是过量的衍生化试剂导致副产物的出

现，使衍生主产物的峰面积有所下降。故以衍生化

试剂与样品浓度比为 1颐2 为反应最佳配比。
此外，考察了衍生化反应时间对产物浓度的影

响。采集在室温下衍生反应 20、50、60、90、120 min
的样品，按上述衍生操作后进行色谱分析。结果发

现，反应 60 min 后氨基酸均已反应完全。
2.2 色谱条件的优化

流动相的 pH 值直接影响氨基酸的分离效果，
本文考察了不同 pH 条件（4.3、4.5、5.5、6.0、6.5、
7.3）对 18 种氨基酸的分离效果的影响。结果发现，
pH臆4.5时，部分氨基酸不能分离。以 3对难分离的
氨基酸（Arg/Thr、Ala/Pro、Ile/Leu）为主要分离目标，
发现随着 pH 从 5.5 增大到 7.3 时，Arg 与 Thr 的分
离度逐渐变小，Ala 与 Pro 的分离度逐渐变大，Ile 与
Leu的分离度变化不大。综合考虑，选择 pH为 6.5。

考察了不同的醋酸钠缓冲液浓度（20、30、40、
50、60 mmol·L-1）对氨基酸分离的影响。研究发现
盐浓度对大多数氨基酸的保留时间影响不大。但

由于氨基酸种类很多，保留时间稍有变动即会影

响分离度，随着盐浓度的增大，Arg 与 Thr 的分离度
增大，而 Ala 与 Pro 的分离度逐渐变小，Ile 与 Leu
的分离效果变化不大。综合考虑，选择盐浓度为

50 mmol·L-1。
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2.3 方法学评价

2.3.1 方法重复性

在选定的条件下进行系统重复性实验，平行衍

生化进样 6 次。结果 RSD 在 0.07%~0.42%之间，表
明系统适应性良好。

2.3.2 线性关系、检出限及定量限

18 种氨基酸在 9~1 021 滋g·mL-1 范围内线性
关系良好，相关系数大于 0.99，定量限（S/N逸10）、
检测限（S/N逸3）。结果见表 1。
2.3.3 产物的稳定性

本文考察了衍生产物放置 0、2、4、6、8、10、
12、24、48、60 h 后的稳定性情况。结果表明，日内
RSD臆3.1%，日间 RSD臆6.8%，其中胱氨酸（Cy2）
稳定性较差，会逐步降解成半胱氨酸（Cys）以致

峰面积下降，RSD 为 14.2%。故样品当天配置当
天测定。

2.3.4 实际样品回收率和精密度

将优化后的方法应用于复方氨基酸注射液的

分析，样品用 0.1 mol·L-1 HCl 溶液稀释 10 倍后进
样，样品色谱图如图 1，且本方法回收率等情况见表
2，可以看出在 3 个浓度添加范围内，回收率为
92.65%~110.72%，RSD 为 0.01%~5.68%，表明本方
法具有较高的准确度和精密度，可以满足实际检测

的需要。

2.4 实际样品的应用

应用建立的方法对购自 4 个不同厂家生产的
复方氨基酸注射液的氨基酸含量进行测定，检测结

果见表 3。因为胱氨酸在复方氨基酸注射液中含量

表 1 18 种氨基酸的线性方程、线性范围、相关系数、定量限和检出限
氨基酸 线性方程 线性范围/滋g·mL-1 R2 LOD/滋g·mL-1 LOQ/滋g·mL-1

Asp Y = 0.378 7伊106 X - 0.041 3伊106 17~666 0.997 7 2.41 8.05
Glu Y = 0.374 6伊106 X - 0.027 4伊106 18~736 0.999 4 4.02 13.41
Ser Y = 0.429 3伊106 X - 0.013 2伊106 13~525 0.999 9 0.01 0.03
Gly Y = 0.414 3伊106 X - 0.009 7伊106 9~375 0.999 9 0.01 0.02
His Y = 0.398 4伊106 X - 0.017 0伊106 19~776 0.999 9 0.65 2.17
Arg Y = 0.399 1伊106 X - 0.017 2伊106 22~871 0.999 9 1.81 6.04
Thr Y = 0.428 4伊106 X - 0.017 8伊106 15~596 0.999 9 1.18 3.94
Ala Y = 0.450 0伊106 X - 0.014 6伊106 11~445 0.999 9 0.83 2.76
Pro Y = 0.399 4伊106 X - 0.007 9伊106 14~576 0.999 9 0.02 0.06
Tyr Y = 0.437 3伊106 X - 0.010 7伊106 23~906 0.999 9 1.52 5.08
Val Y = 0.436 2伊106 X - 0.007 4伊106 15~586 0.999 9 1.24 4.14
Met Y = 0.466 5伊106 X - 0.014 7伊106 19~746 0.999 9 0.63 2.09
Cy2 Y = 0.623 9伊106 X - 0.042 8伊106 15~601 0.999 6 1.80 5.99
Ile Y = 0.414 8伊106 X - 0.007 9伊106 16~656 0.999 9 0.84 2.80
Leu Y = 0.460 7伊106 X - 0.008 7伊106 16~656 0.999 9 0.78 2.61
Phe Y = 0.443 8伊106 X - 0.009 5伊106 21~826 0.999 9 1.06 3.55
Trp Y = 0.494 0伊106 X - 0.013 8伊106 26~1 021 0.999 9 1.71 5.70
Lys Y = 0.578 8伊106 X - 0.024 1伊106 18~731 0.999 9 2.42 8.08
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表 2 实际样品中 18 种氨基酸的添加回收率与精密度（n=2）
氨基酸 加入量/mM 回收率/% RSD/% 氨基酸 加入量/mM 回收率/% RSD/%
Asp 0.25 109.48 5.25 Tyr 0.25 108.55 2.21

0.50 95.40 0.21 0.50 96.97 0.02
1.00 102.77 0.17 1.00 100.52 0.01

Glu 0.25 109.47 2.00 Val 0.25 102.48 4.79
0.50 97.65 0.25 0.50 93.54 0.99
1.00 102.28 0.01 1.00 100.43 0.01

Ser 0.25 98.87 2.19 Met 0.25 109.30 2.19
0.50 97.09 0.32 0.50 95.00 0.55
1.00 101.07 0.01 1.00 101.44 0.01

Gly 0.25 105.27 3.76 Cy2 0.25 96.47 4.34
0.50 100.24 2.27 0.50 102.72 1.23
1.00 101.49 0.05 1.00 109.20 0.03

His 0.25 107.75 4.14 Ile 0.25 104.05 5.68
0.50 98.26 0.65 0.50 95.65 0.12
1.00 103.40 0.01 1.00 102.99 0.01

Arg 0.25 109.23 3.88 Leu 0.25 98.36 4.68
0.50 95.27 0.78 0.50 95.42 0.91
1.00 100.52 0.02 1.00 99.24 0.03

Thr 0.25 110.72 5.50 Phe 0.25 106.32 4.99
0.50 98.26 0.75 0.50 97.13 166
1.00 103.67 0.01 1.00 92.65 0.01

Ala 0.25 105.96 4.12 Trp 0.25 108.44 1.36
0.50 97.14 1.13 0.50 97.02 0.34
1.00 99.94 0.01 1.00 100.44 0.01

Pro 0.25 105.54 0.23 Lys 0.25 103.28 5.47
0.50 95.64 1.44 0.50 94.26 2.12
1.00 101.75 0.03 1.00 97.04 0.02

表 3 4 批复方氨基酸注射液中 18 种氨基酸含量（g·L-1）

氨基酸 1 2 3 4 氨基酸 1 2 3 4
Asp 2.6 5.1 3.9 1.5 Tyr 0.3 0.6 0.4 0.2
Glu 0.8 1.8 6.2 0.7 Val 3.6 6.8 4.8 1.8
Ser 1.0 1.9 2.2 0.6 Met 2.1 4.0 3.6 1.2
Gly 7.3 13.5 10.6 3.8 Cy2 0.4 - 1.7 -
His 2.0 3.7 6.3 1.1 Ile 4.0 7.3 6.7 2.0
Arg 4.4 8.4 8.1 2.2 Leu 4.9 8.9 13.0 2.5
Thr 2.3 4.4 6.3 1.2 Phe 5.5 10.2 10.2 2.9
Ala 1.9 3.5 6.0 1.0 Trp 0.7 1.8 1.6 0.6
Pro 1.1 2.2 3.8 0.6 Lys 5.0 9.3 13.8 3.0

注：“-”未检测出。
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图 1 复方氨基酸注射液样品的色谱图

注：1.Asp，2.Glu，3.Ser，4.Gly，5.His，6.Arg，7.Thr，8.Ala，9.Pro，10.Tyr，
11.Val，12.Met，13.Cy2(N.D)，14.Ile，15.Leu，16.Phe，17.Trp，18.Lys。

均很低，且易转换成半胱氨酸，所以在部分样品中

检测不到。

3 结论

本文建立了 PITC 柱前衍生测定复方氨基酸注
射液中 18 种氨基酸含量的 HPLC 分析方法。该方法
成本低，线性关系好，线性范围宽，检出限、回收率

和稳定性均可满足实际样品的检测要求，且具有较

高的灵敏度，准确度，可以大范围推广适用于其他

较复杂的基质中氨基酸的含量测定，具有较好的应

用价值。
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Content Determination of 18 Amino Acids in Compound Amino Acid Injection by HPLC with
Pre-column PITC Derivatization
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Abstract: An efficient and sensitive analytical method for the simultaneous content determination of 18 amino acids
in compound amino acid injection was developed using high performance liquid chromatography (HPLC) with pre-
column derivatization. Phenyl isothiocyanate (PITC) was used as derivatization reagent. The target compounds were
separated on a Unitary-C18 column (250 mm 伊 4.6 mm, 5 滋m) in gradient elution mode using sodium acetate and
the mixture of acetonitrile, methanol and water as mobile phases. The detection wavelength was 254 nm. The
derivatization reagent dosage, derivatization time, salt concentration, the pH and the column temperature of mobile
phase were investigated. Finally, 18 amino acids were separated within 40 minutes. The method showed that the good
linearity (r2 逸 0.997 7) was at a range from 9 滋g窑mL-1 to 1 021 滋g窑mL-1. The recoveries ranged from 92.6% to
110.7%. And the relative standard deviations (RSD) ranged from 0.01% to 5.68%. The limits of quantification (LOQ,
S/N = 10) ranged from 0.02 滋g窑mL-1 to 13.41 滋g窑mL-1. This method, which was simple, sensitive and accurate, can
be applied for the content determination of amino acids in compound amino acid injections.
Keywords: Pre-column derivatization, phenyl isothiocyanate, high performance liquid chromatography, compound
amino acid injection
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