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复方氨基酸注射液适用于蛋白质摄入不足、吸收障

碍等氨基酸不能满足机体代谢需要的患者，临床应用广

泛犤１－３犦。处方中多含少量盐酸半胱氨酸，规格较小且共

存氨基酸较多，常用柱前或柱后衍生氨基酸分析方法进

行测定。但盐酸半胱氨酸的检测灵敏度不够强，其与共

存氨基酸的分离度欠佳，无法对盐酸半胱氨酸进行准确

地定量测定。现行国家药品标准规定的盐酸半胱氨酸测

定方法均为用甲酸和过氧化氢氧化后，通过测定氧化产

物的含量来计算含量，该方法专属性差，测定的是氧化

产物磺基丙氨酸，如原料中混入胱氨酸，或盐酸半胱氨

酸降解为胱氨酸，均会造成较大误差犤４－７犦。张莹等犤８犦采用

异硫氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）柱前衍生法测定复方氨基酸注射

液（３ＡＡ）中氨基酸含量，发现当异硫氰酸苯酯乙腈溶液
的质量浓度较低时衍生物峰面积较小，质量浓度较高又

会产生其他衍生物。阚微娜等犤９犦用异硫氰酸苯酯与氨基

衍生化后，测定了复方氨基酸注射液（９ＡＡ）中的盐酸半
胱氨酸含量，发现盐酸半胱氨酸峰极易受到相邻其他氨

基酸峰的干扰，且不易重现。涂崇范等犤１０犦采用氟苯柱前

衍生测定半胱氨酸含量，反应时间长且反应温度高。本

研究中以 ２，４－二硝基氟苯（ＤＮＦＢ）为衍生化试剂，通
过对试剂用量、试验反应温度和反应时间进行考察，优

化反应条件。该方法反应温度低，反应时间短，且简便易

操作，结果准确，可用于复方氨基酸注射液（１８ＡＡ－Ｖ）
中盐酸半胱氨酸含量的测定。现报道如下。

·质量研究·
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柱前衍生高效液相色谱法测定复方氨基酸注射液中
盐酸半胱氨酸含量

陈 娟，陈志永，孟 雪，崔小敏，任 慧，乔 园，陈瑞明△

（陕西省中医药研究院，陕西 西安 ７１００６１）
摘要：目的 建立测定复方氨基酸注射液中盐酸半胱氨酸含量的柱前衍生高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 衍生化试剂选取２，４－二硝
基氟苯（ＤＮＦＢ），色谱柱采用 ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．０１４ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钾溶液（ｐＨ＝８．２，３５∶
６５，Ｖ／Ｖ），检测波长为３６０ｎｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃。结果 盐酸半胱氨酸的衍生化反应条件为衍生化试剂－盐酸半胱氨
酸牗８０∶１，Ｖ／Ｖ牘，６０℃水浴暗处反应５ｍｉｎ；盐酸半胱氨酸进样量在０．１３２０～０．６６００μｇ（ｒ＝０．９９９７）范围内与峰面积线性关系良好；
平均回收率为９８．８５％，ＲＳＤ为０．５０％（ｎ＝６）。结论 该方法反应温度低，反应时间短，且简便易操作，结果准确，可用于复方氨基酸注

射液中盐酸半胱氨酸含量的测定。

关键词：２，４－二硝基氟苯；柱前衍生；高效液相色谱法；盐酸半胱氨酸；复方氨基酸注射液
中图分类号：Ｒ９２７．２；Ｒ９７７．４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０２０牘１７－００７４－０３

ＣｏｎｔｅｎｔＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣｙｓｔｅｉｎｅＨｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎＣｏｍｐｏｕｎｄＡｍｉｎｏＡｃｉｄＩｎｊｅｃｔｉｏｎｂｙ
Ｐｒｅ－ＣｏｌｕｍｎＤｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎＨＰＬＣ

ＣＨＥＮＪｕａｎ，ＣＨＥＮＺｈｉｙｏｎｇ，ＭＥＮＧＸｕｅ，ＣＵＩＸｉａｏｍｉｎ，ＲＥＮＨｕｉ，ＱＩＡＯＹｕａｎ，ＣＨＥＮＲｕｉｍｉｎｇ
（ＳｈａａｎｘｉＡｃａｄｅｍｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｘｉ′ａｎ，Ｓｈａａｎｘｉ，Ｃｈｉｎａ ７１００６１）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＬＣ）ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｐｒｅ－ｃｏｌｕｍｎｄｅｒｉｖａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒ
ｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｙｓｔｅｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ２．４－Ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｐｒｅ－ｃｏｌｕｍｎ
ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎａｇｅｎｔ．ＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ｗｉｔｈａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ：０．０１４ｍｏｌ／Ｌ
ｄｉｐｏｔａｓｓｉｕｍｈｙｄｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｐＨ＝８．２，３５∶６５，Ｖ／Ｖ）ａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓｓｅｔａｔ３６０ｎｍ，ｔｈｅ
ｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１．０ｍＬ／ｍｉｎ，ａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓｋｅｐｔａｔ３０℃．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｃｙｓｔｅｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｗａｓｔｈａｔｔｈｅｒａｔｉｏｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｄｏｓａｇｅａｎｄｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｗａｓ８０∶１，Ｖ／Ｖ，ａｎｄｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｉｎａｄａｒｋ
ｂａｔｈａｔ６０℃ ｆｏｒ５ｍｉｎ．Ｃｙｓｔｅｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０．１３２０－０．６６００μｇ（ｒ＝０．９９９７）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ９８．８５％ ｗｉｔｈＲＳＤｏｆ０．５０％（ｎ＝６）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｈａｓｌｏｗｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｓｈｏｒｔｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ，ｓｉｍｐｌｅ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｒｅｓｕｌｔｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｙｓｔｅｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎＣｏｍｐｏｕｎｄＡｍｉｎｏＡｃｉｄ
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：２．４－ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ；ｐｒｅ－ｃｏｌｕｍｎｄｅｒｉｖａｔｉｏｎ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｃｙｓｔｅｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ；Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ＡｍｉｎｏＡｃｉｄＩｎｊｅｃｔｉｏｎ



７５

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年９月５日 第２９卷第１７期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．１７牞Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ５牞２０２０

Ａ Ｂ Ｃ

ｍＡＵ
３００

２００

１００

０

０ １０ ２０ ３０
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ
３００

２００

１００

０

０ １０ ２０ ３０
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ
３００

２００

１００

０

０ １０ ２０ ３０
ｔ／ｍｉｎ

１ １

１．盐酸半胱氨酸

Ａ．空白溶液 Ｂ．对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公

司）；ＢＳ２１０Ｓ型电子天平（精度为万分之一），ＢＴ２５Ｓ型
电子天平（精度为十万分之一牘，均购自北京赛多利斯天
平有限公司；ＤＫ－９８－Ⅱ型电热恒温水浴锅（天津市泰
斯特仪器有限公司）。

１．２ 试药
盐酸半胱氨酸对照品（中国食品药品检定研究院，批

号为１４０６９９－２０１００１）；复方氨基酸注射液（１８ＡＡ－Ｖ，
湖北一半天制药有限公司，批号分别为 ２０１９０２１９，
２０１９０３１１，２０１９０３３２）；乙腈为色谱纯，水为超纯水，２，
４－二硝基氟苯（ＤＮＦＢ）为生化试剂，其他试剂均为分析纯。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件及衍生化反应条件
色谱条件：色谱柱为ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相为乙腈 －０．０１４ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钾溶液
（ｐＨ＝８．２，３５∶６５，Ｖ／Ｖ）；流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波
长为３６０ｎｍ；柱温为３０℃；进样量为２０μＬ。

衍生化反应条件：衍生化试剂 －盐酸半胱氨酸
牗８０∶１，Ｖ／Ｖ牘；反应温度为６０℃水浴；反应时间为暗处
反应５ｍｉｎ。
２．２ 溶液制备

衍生化试剂：称取２，４－二硝基氟苯（ＤＮＦＢ）适量，
加入乙腈使溶解，终浓度为１％，即得。

对照品溶液：取盐酸半胱氨酸对照品适量，精密称

定，加水溶解并制成质量浓度为 ０．４４ｍｇ／ｍＬ的溶液。
精密量取０．５ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶，加入１％ ＤＮＦＢ乙
腈溶液２ｍＬ，再加入 ５％碳酸氢钠溶液 １ｍＬ，混匀。衍
生化反应在避光条件下进行，于６０℃水浴５ｍｉｎ，取出，
室温放置，用磷酸盐缓冲液（ｐＨ＝７．０）稀释至刻度，摇
匀，即得犤１１犦。

供试品溶液：精密吸取复方氨基酸注射液０．５ｍＬ，
按对照品溶液制备方法制备供试品溶液，即得。

空白溶液：精密吸取超纯水０．５ｍＬ，按对照品溶液
制备方法制备空白溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：精密吸取空白溶液、对照品溶液和供

试品溶液各 ２０μＬ，注入液相色谱仪并分析。结果空白
溶液不干扰盐酸半胱氨酸的检测，且盐酸半胱氨酸峰与

相邻氨基酸峰达到有效分离。详见图１。
线性关系考察：取盐酸半胱氨酸对照品适量，精

密称定，加水溶解，制成 ６．６，１１．０，１７．６，２２．０，２６．４，
３３．０μｇ／ｍＬ系列对照品溶液，按拟订色谱条件进样测
定，以进样量（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标拟合标准
曲线，得回归方程 Ｙ＝６８．９５５Ｘ＋１．０８５６，ｒ＝０．９９９７
（ｎ＝６）。结果表明，盐酸半胱氨酸进样量在 ０．１３２０～
０．６６００μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

检测限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）考察：取对照品溶液
并逐步稀释，按拟订色谱条件进样测定，记录色谱峰响

应值。以ＬＯＤ（Ｓ／Ｎ≥３）和ＬＯＱ（Ｓ／Ｎ≥１０）为考察指
标，计算得盐酸半胱氨酸的 ＬＯＤ为 ０．１０１４ｎｇ，ＬＯＱ为
０．２８３８ｎｇ。

重复性试验：取样品（批号为２０１９０２１９），依法平行
制备供试品溶液６份，按拟订色谱条件进样测定，记录峰
面积。结果盐酸半胱氨酸含量的 ＲＳＤ为０．５７％（ｎ＝６），
表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一衍生化供试品溶液，室温条件

下分别于０，２，４，６，８ｈ时按拟订色谱条件进样测定，记
录峰面积。结果盐酸半胱氨酸峰面积的 ＲＳＤ为０．３２％
（ｎ＝５），表明供试品溶液在室温条件下８ｈ内稳定。

加样回收试验：取盐酸半胱氨酸对照品 ４４ｍｇ，精
密称定，共６份，分别置 １００ｍＬ容量瓶，加入样品稀释
液至刻度，溶解，摇匀。取０．５ｍＬ置２０ｍＬ容量瓶，依法
制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，并计算回

收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取３批样品，依法制备衍生化供试品溶液。按拟订
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样品含量（ｍｇ）

４０．０８
４０．０８
４０．０８
４０．０８
４０．０８
４０．０８

加入量（ｍｇ）

４４．１２
４４．５１
４４．７８
４４．２８
４４．２４
４４．６６

测得量（ｍｇ）

８３．４６
８４．１０
８４．４０
８４．２４
８３．７０
８４．１０

回收率（％）

９８．３２
９８．９０
９８．９７
９９．７３
９８．６０
９８．５７

Ｘ（％）

９８．８５

ＲＳＤ（％）

０．５０

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

本栏目由

国药控股云南有限公司

协 办

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果３批样品（批号分
别为 ２０１９０２１９，２０１９０３１１，２０１９０３３２）的含量分别为
９１．１０％，９１．５２％，９０．６８％。
３ 讨论

３．１ 测定波长选择
盐酸半胱氨酸对照品溶液经衍生化后，在 ２２０～

５００ｎｍ波长范围内进行紫外扫描，结果显示，在３６０ｎｍ
波长处有最大吸收，故选择３６０ｎｍ作为检测波长。
３．２ 流动相选择及优化

曾考察甲醇和乙腈，发现选用乙腈时峰形较好；同

时，考察了醋酸钠溶液、磷酸氢二钠溶液和磷酸氢二钾

溶液，发现选用磷酸氢二钾溶液时峰形较好。通过调整

乙腈和磷酸氢二钾溶液比例，最终确定体积比为

３５∶６５，盐酸半胱氨酸出峰时间约为 １７ｍｉｎ，与其他干
扰峰达到良好分离。

３．３ 衍生化反应条件选择
衍生试剂加入量考察：精密吸取２．２项下对照品溶

液 ６份，以加入不同量（８，１６，４０，８０，１６０，３２０倍）的衍
生化试剂考察，并进行液相分析，进样量为２０μＬ。结果
表明，当衍生化试剂与盐酸半胱氨酸体积比大于４０∶１
时，样品中衍生化产物的峰面积无变化，故本试验中选

择体积比为８０∶１。
衍生化反应时间考察：精密吸取２．２项下对照品溶

液 ５份，以不同反应时间（５，１０，１５，２０，３０ｍｉｎ）进行考
察，制备样品进行液相分析，进样量为 ２０μＬ。结果表
明，衍生化反应时间超过５ｍｉｎ，衍生化产物的峰面积无
明显变化。故本试验中优选的反应时间为５ｍｉｎ。

衍生化反应温度考察：精密吸取２．２项下对照品溶
液 ５份，以不同反应温度（室温，４０，６０，８０℃）进行考
察，并进行液相分析，进样量为 ２０μＬ。结果表明，当反

应温度高于６０℃
时，样品衍生化

产物的峰面积

无变化，故优选

的反应温度为

６０℃。

氨基酸含量的测定通常选用柱前衍生法。本试验中

分别从衍生化试剂的加入量、试验的反应温度及反应时

间进行考察，得到优选条件：衍生化试剂 －盐酸半胱氨
酸牗８０∶１，Ｖ／Ｖ牘，反应温度为 ６０℃水浴，于暗处反应
５ｍｉｎ。徐崇范等犤１０犦选用 ８０℃水浴中加热 ３０ｍｉｎ测定
依达拉奉注射液中盐酸半胱氨酸含量；徐伟娜等犤１１犦选

用 ６０℃水浴暗处反应 ２０ｍｉｎ进行乙酰氨基酚注射液
中盐酸半胱氨酸的测定。本研究中的衍生化反应条件与

其相比，反应温度低，且反应时间短，节约了检测时间。

３．４ 方法评价
本研究中建立的测定复方氨基酸注射液中盐酸半

胱氨酸含量的方法操作简便，准确稳定，重复性好，可用

于复方氨基酸注射液的质量控制。
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