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注射用骨肽是以新鲜或冷冻猪四肢提取的骨肽溶

液制成的无菌冻干品，含有多种多肽类骨代谢活性因

子、有机钙、磷、无机盐、氨基酸、微量元素等，是一种具

有生物活性的多组分生化药，可促进骨折愈合，修复损

伤，减轻疼痛，也可改善增生性骨关节疾病及风湿、类风

湿关节炎等症状［1 - 4］。2020年版《中国药典》未收载骨肽

类制剂。国家药品标准YBH16462005中，采用双缩脲法

测定注射用骨肽中多肽的含量，通过磺基水杨酸与蛋白

质产生沉淀，规定了蛋白质的限度，但未规定氨基酸的

含量［5 - 6］。目前，氨基酸的检测方法很多，如氨基酸自动

分析仪、气质联用仪和柱前衍生高效液相色谱（HPLC）
法［7］。柱前衍生化法属间接分析法，样品中氨基酸在特定

条件下与衍生试剂发生化学反应，生成有发色或发光的

衍生物后，再进行色谱分离和测定，广泛用于动物药中

氨基酸类成分的测定［8 - 12］。常用衍生试剂有邻苯二甲醛

（OPA）、9 -芴甲基氯甲酸酯（FMOC）、2，4 -二 -硝基氟

苯（DNFB）、异硫氰酸苯酯（PITC）等，本研究中建立了测

定注射用骨肽中门冬氨酸、谷氨酸、丝氨酸、组氨酸、甘

氨酸、苏氨酸、精氨酸、丙氨酸、酪氨酸、缬氨酸、甲硫氨

酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、赖氨酸 15种氨基酸含

量的邻苯二甲醛柱前衍生HPLC法。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Agilent 1260型高效液相色谱仪（美国 Agilent公
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摘要：目的 建立测定注射用骨肽中 15种氨基酸含量的柱前衍生高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Zorbax Eclipse AAA柱（150 mm ×
4. 6 mm，5 μm），衍生剂为邻苯二甲醛（自动衍生化进样程序），流动相 A为 40 mmol / L磷酸二氢钠溶液（pH 7. 8），流动相 B为乙腈 -
甲醇 -水（45∶45∶10，V / V / V），梯度洗脱，流速为 2. 0 mL / min，检测波长为 338 nm，柱温为 40 ℃。结果 门冬氨酸、谷氨酸、丝氨酸、组

氨酸、甘氨酸、苏氨酸、精氨酸、丙氨酸、酪氨酸、缬氨酸、甲硫氨酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、赖氨酸的质量浓度均在 0. 01～1. 59 mg / mL
范围内与峰面积线性关系良好（r ≥ 0. 997 6）；检测限为 0. 008 3 nmol / μL，定量限为 0. 025 nmol / μL，稳定性和重复性试验结果的 RSD
均小于 2. 0%（n = 6）；平均加样回收率为 92. 63%～108. 28%，RSD 为 0. 87%～2. 66%（n = 9）；3批样品中氨基酸总含量分别为 1. 83%，

1. 75%，1. 73%。结论 该方法操作简便，准确度高，稳定性和重复性均较好，可用于测定注射用骨肽中 15种氨基酸的含量。
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AbstractAbstract：：Objective To establish a precolumn derivation high - performance liquid chromatography（HPLC） method for the content
determination of 15 amino acids in Ossotide for Injection. Methods The chromatographic column was Zorbax Eclipse AAA column
（150 mm × 4. 6 mm，5 μm），the derivatization agent was O - phthaladehyde（OPA） with automatic injection procedure，the mobile
phase A was 40 mmol / L sodium dihydrogen phosphate solution（pH 7. 8），the mobile phase B was acetonitrile - methanol - water
（45∶45∶10，V / V / V） with gradient elution，the flow rate was 2. 0 mL / min，the detection wavelength was 338 nm，and the column
temperature was 40 ℃. Results The mass concentrations of aspartic acid，glutamic acid，serine，histidine，glycine，threonine，arginine，
alanine，tyrosine，valine，methionine，phenylalanine，isoleucine，leucine and lysine showed a good linear relationship with the peak area
in the range of 0. 01 - 1. 59 mg / mL（r ≥ 0. 997 6）. The limit of detection（LOD） was 0. 008 3 nmol / μL，and the limit of quantitation
（LOQ） was 0. 025 nmol / μL. The RSDs of stability and repeatability tests were less than 2. 0%（n = 6）. The average recoveries of
15 amino acids were in the range of 92. 63% - 108. 28% with RSDs of 0. 87% - 2. 66%（n = 9）. The total contents of amino acids
in three batches of samples were 1. 83%，1. 75% and 1. 73%，respectively. Conclusion The method is simple，accurate，stable and
reproducible，which can be used for the content determination of 15 amino acids in Ossotide for Injection.
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司）；Seven Easy型酸度计，XS205型电子天平（精度为十

万分之一），均购于瑞士Mettler Toledo公司。

1. 2 试药

标准氨基酸对照溶液（美国Waters公司，批号为

VC290480，规格为 2. 5 μmol / mL）；精氨酸对照品（中国

食品药品检定研究院，批号为 140624 - 201506，规格为

每支 100 mg，纯度为 99. 9%）；硼酸钠，二水合磷酸二氢

钠，甘露醇，均购于国药集团化学试剂有限公司；邻苯

二甲醛（Sigma - Aldrich公司）；乙腈、甲醇（色谱纯，默

克股份两合公司）；水为超纯水；注射用骨肽（批号分别为

1901161E1，1904211E1，171109E2，规格为每支含 25 mg
多肽）。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Zorbax Eclipse AAA柱（150 mm × 4. 6 mm，
5 μm）；流动相：A为 40 mmol / L磷酸二氢钠溶液（pH =
7. 8），B为乙腈 - 甲醇 - 水（45∶45∶10，V / V / V）溶液，

梯度洗脱程序见表 1；流速：2. 0 mL / min；检测波长：

338 nm；柱温：40 ℃。
表1 流动相梯度洗脱程序（%）

Tab. 1 Gradient elution program of the mobile phase（%）

时间

0～1. 9 min
1. 9～18. 1 min
18. 1～18. 6 min

流动相B
0
57
100

时间

18. 6～22. 3 min
22. 3～23. 2 min

流动相B
100
0

自动衍生化进样程序：吸取 0. 4 mol / L硼酸盐缓冲

液 2. 5 μL、待测溶液 0. 5 μL，在 100 μL自动进样器中混

合2次，等待0. 5 min；吸取邻苯二甲醛衍生溶液0. 5 μL，
在 100 μL自动进样器中混合 6次；吸取水 32 μL，在
100 μL自动进样器中混合2次，进样。

2. 2 溶液制备

取邻苯二甲醛 80 mg，精密称定，加入 0. 4 mol / L硼
酸盐缓冲液（pH 10. 2）7 mL、乙腈1 mL、巯基丙酸125 μL，
混匀，即得邻苯二甲醛衍生溶液，于 4 ℃ 保存。取硼酸

钠 15. 25 g，加水 100 mL溶解，用氢氧化钠溶液调 pH至

10. 2，即得硼酸盐缓冲液。取标准氨基酸对照溶液

（质量浓度为 2. 5 μmol / mL）作为对照品贮备液，精密

量取 4 mL，置 10 mL容量瓶中，加水稀释至刻度，混匀，

即得对照品溶液。取样品1支，精密加水5 mL，溶解，摇匀，

即得供试品溶液。取甘露醇（注射用骨肽中辅料）100 mg，
精密称定，加5 mL水溶解，即得空白溶剂。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取空白溶剂、对照品溶液和供试品溶

液各适量，按 2. 1项下色谱条件进样测定。结果空白溶

剂未出现干扰主峰测定的色谱峰，供试品溶液与对照

品溶液色谱中，氨基酸峰保留时间一致，各氨基酸间分

离度均大于1. 5。色谱图见图1。
线性关系考察、检测限和定量限确定：取对照品贮

备液 40，80，200，400，600 μL，分别加水稀释至 1 mL，
制成氨基酸质量浓度分别为 0. 10，0. 25，0. 50，1. 00，
1. 25 μmol / mL的系列溶液，取上述溶液和对照品贮备

液各适量，注入高效液相色谱仪，记录色谱图。以质量

浓度（X，μmol / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行

线性回归，分别计算 14种氨基酸（除精氨酸）的回归方

程。取精氨酸 49. 80 mg，精密称定，置 25 mL容量瓶中，

加水溶解并定容，作为精氨酸对照品贮备液，精密量取

0. 2，1. 6，3. 2，4. 8，6. 4，8. 0 mL，分别置 10 mL容量瓶

中，加水稀释并定容，摇匀，即得精氨酸线性溶液。结果

见表 1。以信噪比（S / N）为 3∶1时的质量浓度为检测

限，S / N为 10∶1时的质量浓度为定量限。结果检测限

和定量限分别为0. 008 3 nmol / μL和0. 025 0 nmol / μL。
重复性试验：取样品 1支，精密加入 5 mL水，按 2. 1

项 下 色 谱 条 件 进 样 测 定 。结 果 峰 面 积 的 RSD 为

0. 25%～1. 64%，表明方法重复性良好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品溶液适量，分别于

0，2，4，8，12，24 h时进样测定，记录色谱图，按外标法计

算 15种氨基酸的含量。结果的RSD为 0. 37%～1. 64%，

表明供试品溶液在24 h内稳定性良好。

1. 门冬氨酸 2. 谷氨酸 3. 丝氨酸 4. 组氨酸 5. 甘氨酸 6. 苏氨酸 7. 精氨酸 8. 丙氨酸 9. 酪氨酸 10. 缬氨酸

11. 甲硫氨酸 12. 苯丙氨酸 13. 异亮氨酸 14. 亮氨酸 15. 赖氨酸

A. 空白溶剂 B. 对照品溶液 C. 供试品溶液

图1 高效液相色谱图

1. Aspartic Acid 2. Glutamate 3. Serine 4. Histidine 5. Glycine 6. Threonine 7. Arginine 8. Alanine 9. Tyrosine 10. Valine
11. Methionine 12. Phenylalanine 13. Isoleucine 14. Leucine 15. Lysine

A. Blank solvent B. Reference solution C. Test solution
Fig. 1 HPLC chromatograms
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加样回收试验：取样品（批号为 1901161E1）3支，精

密加入 5 mL水溶解，摇匀，作为本底溶液。精密量取本

底溶液 0. 5 mL，分别加入氨基酸对照品溶液 0. 25，
0. 50，0. 75 mL，水0. 75，0. 50，0. 25 mL，按2. 1项下色谱

条件进样测定 3次，记录色谱图。按外标法计算样品中

15种氨基酸的回收率，结果见表2。
表2 15种氨基酸线性关系考察与加样回收试验结果（n = 9）

Tab. 2 Results of the linear relation test and the recovery test
of 15 amino acids（n = 9）

氨基酸

门冬氨酸

谷氨酸

丝氨酸

组氨酸

甘氨酸

苏氨酸

精氨酸

丙氨酸

酪氨酸

缬氨酸

甲硫氨酸

苯丙氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

赖氨酸

线性方程

Y = 76. 305X + 4. 910 5
Y = 82. 072X - 1. 482 8
Y = 85. 571X + 3. 258 5
Y = 52. 17X + 1. 789 8
Y = 89. 263X + 3. 147 5
Y = 83. 906X + 3. 184 1
Y = 93. 843X + 4. 652 4
Y = 91. 165X + 3. 149 5
Y = 81. 255X + 3. 382 4
Y = 100. 7X + 3. 241 5
Y = 87. 297X + 2. 418 7
Y = 81. 31X + 4. 102 9
Y = 85. 376X + 3. 508 9
Y = 86. 927X + 3. 638 3
Y = 150. 64X + 5. 503 9

线性范围（mg / mL）
0. 013 31～0. 332 8
0. 014 71～0. 367 8
0. 010 51～0. 262 7
0. 015 51～0. 387 8
0. 007 51～0. 187 7
0. 011 91～0. 297 8
0. 039 80～1. 592 0
0. 008 91～0. 222 8
0. 018 12～0. 453 0
0. 011 72～0. 292 9
0. 014 92～0. 373 0
0. 016 52～0. 413 0
0. 013 12～0. 328 0
0. 013 12～0. 328 0
0. 023 12～0. 462 4

r
0. 999 1
0. 999 1
0. 998 5
0. 998 7
0. 998 5
0. 998 9
0. 998 5
0. 998 4
0. 998 6
0. 997 6
0. 999 0
0. 999 7
0. 998 8
0. 998 6
0. 999 5

X（%）

103. 37
102. 80
104. 87
100. 81
102. 68
92. 63
105. 18
108. 28
101. 51
106. 01
99. 54
99. 92
103. 67
98. 51
106. 64

RSD（%）

1. 76
1. 03
1. 31
1. 29
2. 11
2. 27
2. 12
2. 03
1. 10
2. 66
0. 87
1. 83
2. 03
1. 50
2. 11

2. 4 样品含量测定

取 3批样品，按 2. 1项下色谱条件测定样品中 15种
氨基酸的含量。结果见表3。

表3 3批注射用骨肽中15种氨基酸的含量测定结果（%）
Tab. 3 Results of content determination of 15 amino acids in

three batches of Ossotide for Injection（%）

氨基酸

门冬氨酸

谷氨酸

丝氨酸

组氨酸

甘氨酸

苏氨酸

精氨酸

丙氨酸

酪氨酸

缬氨酸

甲硫氨酸

苯丙氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

赖氨酸

氨基酸总含量

1901161E1
0. 026 0
0. 057 9
0. 024 1
0. 028 6
0. 028 8
0. 030 4
0. 757 7
0. 053 2
0. 138 1
0. 051 1
0. 053 1
0. 134 7
0. 066 6
0. 127 3
0. 247 4
1. 83

1904211E1
0. 026 9
0. 060 6
0. 023 6
0. 033 0
0. 027 0
0. 029 2
0. 682 3
0. 058 1
0. 137 6
0. 053 1
0. 053 5
0. 131 7
0. 067 0
0. 127 7
0. 241 4
1. 75

171109E2
0. 025 5
0. 055 7
0. 022 8
0. 026 5
0. 026 9
0. 029 4
0. 730 0
0. 051 4
0. 134 1
0. 049 2
0. 051 3
0. 128 5
0. 064 6
0. 122 9
0. 214 7
1. 73

RSD（%）

0. 82
0. 95
0. 92
1. 64
0. 94
1. 07
0. 25
1. 38
1. 37
1. 13
1. 20
1. 12
1. 08
1. 12
1. 02

3 讨论

注射用骨肽是结构复杂、多组分的生化药，其回收

试验与组分单一、纯度高的化学药相比，要求规范操作，

精确取样，以减少误差。注射用骨肽中 15种氨基酸的加

样回收试验按1∶0. 5，1∶1. 0，1∶1. 5设计，结果回收良好。

另外，样品中精氨酸质量浓度为 0. 72 mg / mL，远高于其

他氨基酸的质量浓度，单独制备精氨酸的线性溶液，考察

精氨酸质量浓度与峰面积的线性关系，结果较好。

注射用骨肽是从动物组织中提取的药物，成分的

含量会影响药效及不良反应，质量可控性不够一直制

约着骨肽类药物的应用和发展。注射用骨肽质量标准

中并未规定氨基酸检查项，若控制每种氨基酸的含

量，会增加企业生产成本，但通过测定注射用骨肽中

氨基酸总含量，可为生产企业控制注射用骨肽的质

量、监控生产工艺提供参考，也可供类似品种的质量

控制参考。

本研究中建立的方法操作简便，灵敏度高，结果准

确，重复性和稳定性均较好，可实现在线衍生，减少人

员误差，可用于测定注射用骨肽中15种氨基酸的含量。
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