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摘要:
 

以1 (5 氟 2,4 二硝基 苯基)4 甲基哌嗪(PPZ)为衍生化试剂,建立了一种测定氨基酸含量的柱

前衍生化的高效液相色谱法(HPLC).色谱条件:采用Cica-reagent
 

Mightysil
 

RP-18
 

GP(3μm,150mm×4.6
mm)色谱柱,流动相为甲醇和水的混合液(甲醇和水的体积比为1∶1且混合液中含体积分数为0.2%的甲

酸),流速为0.3mL/min,紫外检测波长为354nm,进样体积为2μL.衍生化条件:温度为40℃,反应时间为

3h,氨基酸与衍生化试剂的摩尔比为1∶10.对复方氨基酸胶囊(8-11)中的8种氨基酸进行测定显示,在

0.5~1000μmol/L浓度范围内工作曲线呈良好线性关系,且最低检测限为0.5~5.0μmol/L,加标平均回收

率为90.0%~104.3%,相对标准偏差为0.57%~2.29%.由此表明该方法具有良好的灵敏度、重复性和准确

度,可用于测定药物中氨基酸的含量.
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Abstract:
 

A
 

pre-column
 

derivatization
 

method
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

amino
 

acids
 

by
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC)
 

was
 

developed
 

using
 

1-(5-fluoro-2,4-dinitro-phenyl)-4-methylpiperazine
 

(PPZ)
 

as
 

derivatization
 

reagent.Chromatographic
 

conditions:
 

the
 

chromatographic
 

column
 

of
 

Cica-reagent
 

Mightysil
 

RP-18
 

GP
 

(3μm,150mm×4.6mm)
 

was
 

used,
 

with
 

mobile
 

phase
 

methanol
 

and
 

water
 

volume
 

ratio
 

1∶1
 

(0.2%
 

formic
 

acid
 

by
 

volume),
 

flow
 

rate
 

of
 

0.3mL/min,
 

UV
 

detection
 

wavelength
 

of
 

354nm,
 

and
 

injection
 

volume
 

of
 

2μL.The
 

derivatization
 

conditions
 

was
 

40℃,
 

the
 

reaction
 

time
 

was
 

3h,
 

and
 

the
 

molar
 

ratio
 

of
 

amino
 

acids
 

to
 

derivatization
 

reagents
 

was
 

1∶10.The
 

analytical
 

determination
 

of
 

the
 

eight
 

amino
 

acids
 

in
 

the
 

compound
 

amino
 

acid
 

capsules
 

(8-11)
 

showed
 

good
 

linearity
 

in
 

the
 

range
 

of
 

0.5 1000μmol/L,
 

and
 

the
 

minimum
 

detection
 

limits
 

was
 

0.5 5.0μmol/L.The
 

average
 

spiked
 

recoveries
 

was
 

90.0% 104.3%,
 

and
 

the
 

relative
 

standard
 

deviations
 

was
 

0.57% 2.29%.This
 

method
 

showed
 

that
 

the
 

method
 

has
 

good
 

sensitivity,
 

reproducibility
 

and
 

accuracy
 

and
 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

amino
 

acids
 

in
 

drugs.
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0 引言

氨基酸是人体蛋白质的主要组成部分,具有

促进大脑发育、防止细胞退化等生理功能[1].研究

显示,人体缺乏氨基酸会引发多种疾病[2].复方氨

基酸胶囊(8-11)含有8种人体必需氨基酸(亮氨

酸、异亮氨酸、赖氨酸、苯丙氨酸、苏氨酸、缬氨酸、

色氨酸和甲硫氨酸)和11种维生素,对促进营养

组织细胞生长和由氨基酸缺乏导致的蛋白质合成

障碍等具有良好的改善效果[3].目前,测定氨基酸

的方法主要有高效液相色谱法(HPLC)[4]、薄层

色谱法(TLC)[5]、毛细管电泳法(CE)[6]等,其中

HPLC因具有灵敏度高和适用范围广等优点而被

广泛应用[7].但由于氨基酸具有极性高、挥发性低

以及大部分氨基酸不具有生色基团的特性,因此

对其分离和检测存在一定困难[8].目前,一般采用

衍生化试剂对氨基酸进行衍生化来提高其检测灵

敏度,通常使用的衍生化试剂主要有异硫氰酸苯

酯[9-10]、邻苯二甲醛[11-12]、2,4 二硝基氟苯[13-14]

等.其中2,4 二硝基氟苯也称为桑格(Sanger)试

剂,目前已被用于鉴定多肽或蛋白质的 N 末端

氨基酸[15-16].2020年,邓红英等[8]采用桑格试剂

测定了复方氨基酸注射液中的氨基酸含量,但由

于该衍生化试剂存在副产物干扰较强等问题而限

制了其在氨基酸分析中的应用.为此,本文采用类

桑格试剂1 (5 氟 2,4 二硝基 苯基)4 甲基

哌嗪(PPZ)作为衍生化试剂,并以此建立了一种测

定氨基酸含量的柱前衍生化的高效液相色谱法.

1 实验部分

1.1 仪器

SPD-16高效液相色谱仪,岛津公司;AV-

300超导核磁共振仪,布鲁克公司;高效液相色

谱 质谱联用仪,安捷伦科技有限公司;N-100旋

转蒸发仪,上海爱朗仪器制造有限公司;XW-80
旋涡混合器,上海驰唐电子有限公司;HB-100恒

温金属浴,杭州大和热磁电子有限公司;TGL-

15B离心机,上海安亭科学仪器厂;0.46μm有机

相微孔滤膜,上海安谱科学仪器有限公司;pH值

测试仪、电子天平,上海奥豪斯仪器有限公司.

1.2 材料

乙腈(分析纯),上海安谱科技实验科技股份

有限公司;碳酸氢铵(分析纯),上海斯信生物科技

有限公司;甲醇(色谱级)、甲酸(色谱级),北京伊

诺凯试剂有限公司;缬氨酸、苯丙氨酸、异亮氨酸、

赖氨酸、苏氨酸、甲硫氨酸:均为分析纯,上海阿拉

丁生化科技股份有限公司;亮氨酸(分析纯),上海

皓鸿生物医药科技有限公司;色氨酸(分析纯),上

海吉尔生化有限公司;二氯甲烷(分析纯),大茂化

学试剂科技有限公司;N 甲基哌嗪(分析纯),上

海TCI化学试剂有限公司;1,5 二氟 2,4 二硝

基苯(分析纯),东京化成工业株式会社;硅胶

(37~48μm),青岛海洋化工厂分厂;聚丙烯离心

管,上海科进生物技术有限公司;复方氨基酸胶囊

(8-11),深圳万和制药有限公司;移液枪,德国普

兰德有限公司.

1.3 衍生化试剂PPZ的合成及表征

本文按照文献[17]的方法合成衍生化试剂

PPZ.在含有1mL乙腈的圆底烧瓶中加入1,5
二氟 2,4 二硝基苯(100mg,0.5mmol),然后在

搅拌下逐滴加入28μL(0.3mmol)的N 甲基哌

嗪;室温下搅拌30min,柱层析洗脱浓缩物(洗脱

液为二氯甲烷和甲醇混合液(体积比为20∶1))

后去溶剂得黄色固体60.5mg,产率为71%.ESI-

MS:m/z
 

285[M+H]+.1H
 

NMR(300MHz,

CDCl3),2.37(s,3H),2.59(t,J=6.0Hz,4H),

3.29(t,J=6.0Hz,4H),6.79(d,J=9.0Hz,

1H),8.71(d,J=9.0Hz,1H).13C
 

NMR(75

MHz,CD3OD),158.3(d,J=159.8Hz),150.2
(d,J=7.5Hz),134.4,127.4(d,J=5.3Hz),

126.5,107.7(d,J=15.8Hz),53.8,49.7,44.5.

1.4 溶液的配制

衍生化试剂:称取28.4mg的PPZ置于10

mL的容量瓶中,加入乙腈和水的混合溶液(体积

比为22∶78)将其溶解并定容至10mL,由此得

到10mmol/L的PPZ标准溶液.
标准对照溶液:首先分别称取13.1mg亮氨

酸(Leu)、13.1mg异亮氨酸(Ile)、20.4mg色氨

酸(Trp)、11.7mg缬氨酸(Val)、14.9mg甲硫氨

酸(Met)、16.5mg苯丙氨酸(Phe)、11.9mg苏氨酸
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(Thr)、14.6mg赖氨酸(Lys)置于10mL的容量

瓶中,然后分别用乙腈和水的混合溶液(体积比为

22∶78)将其稀释至10mL,由此得到8种10

mmol/L的标准氨基酸溶液.
分别取上述 Lys、Thr、Trp、Phe、Val、Met、

Leu、Ile标准溶液10μL置于聚丙烯管,然后再加

入20μL乙腈和水的混合溶液(体积比为22∶

78),由此得到1mmol/L的8种混合标准氨基酸

溶液.
供试品溶液:取复方氨基酸胶囊(8-11)1粒

(0.35g/粒),将内容物倾出后研磨成细粉;称取

0.175g细粉置于100mL容量瓶内,加入适量乙

腈和水的混合溶液(体积比为22∶78)后超声20

min使其溶解,并定容至刻度;离心15min(8000

r/min),上清液用0.46μm的微孔滤膜过滤,所得

溶液即为供试品溶液.
缓冲溶液:称取碳酸氢铵1mmol置于100

mL容量瓶内,用超纯水将其定容至100mL后即

得pH为8.49的碳酸氢铵缓冲溶液.
上述所有溶液均在4℃下密封保存.

1.5 通用衍生化反应

分别取1mmol/L的氨基酸(10μL)、碳酸氢

铵缓冲溶液(25μL)和10mmol/L的衍生化试剂

PPZ(10μL)置于1.5mL的聚丙烯管中,用旋涡

混合器振荡1min后将试管放入恒温(40℃)金属

浴装置内反应3h.

1.6 色谱条件

色谱柱为 Mightysil
 

RP-18
 

GP(3μm,150

mm×4.6mm);流动相为甲醇和水的混合液(甲

醇和水的体积比为1∶1,且混合液中含体积分数

为0.2%的甲酸);流速为0.3mL/min;柱温为25

℃;UV检测波长为354nm;进样体积为2μL.

2 结果与分析

2.1 衍生化反应的条件

图1为PPZ与氨基酸的反应式.在碱性条件

下,氨基酸α 氨基的N端攻击PPZ的含氟碳,由

此生成稳定的氨基酸衍生物.本文以Trp、Thr和

Met来探究反应温度、反应时间和反应摩尔比对

该衍生化反应的影响.

图1 PPZ与氨基酸的反应式

2.1.1 反应时间的确定

在反应温度为40℃、氨基酸与衍生化试剂的

摩尔比为1∶10的条件下,选取不同的反应时间

(分别为0.5、1、1.5、2、2.5、3、4h)对Trp、Thr和

Met的衍生化反应进行考察.由图2可以看出,当

反应时间为3h时衍生化产物的收率最大,因此

本文确定最佳反应时间为3h.

图2 反应时间对衍生化反应的影响

2.1.2 反应温度的确定

在反应时间为3h,氨基酸与衍生化试剂的摩

尔比为1∶10的条件下,选取不同的反应温度(分

别为25、30、35、40、45℃)对Trp、Thr和 Met的

衍生化反应进行考察.由图3可以看出,在40℃
下衍生化产物的收率最大,因此本文确定最佳反

应温度为40℃.

图3 反应温度对衍生化反应的影响

2.1.3 反应摩尔比的确定

在反应温度为40℃、反应时间为3h的条件
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下,选取不同浓度的衍生化试剂(2、5、10、20、30

mmol/L)与Trp、Thr和 Met(1mmol/L)分别进

行衍生化反应(氨基酸与衍生化试剂的摩尔比分

别为1∶2、1∶5、1∶10、1∶20、1∶30).由图4可

以看出,当氨基酸与衍生化试剂的摩尔比为1∶10
时衍生化产物的收率最大,因此本文确定最佳反

应摩尔比为1∶10.

图4 反应摩尔比对衍生化反应的影响

2.1.4 色谱分离条件的确定

根据优化的衍生化反应条件对8种标准混合

氨基酸衍生物进行了 HPLC分析,结果如图5所

示.由图5可以看出,当流动相中的甲醇和水的体

积比为1∶1时,8种氨基酸的分离效果最好.

2.1.5 线性关系与检出限

根据优化的衍生化反应和色谱分离条件,在

0.5~1000μmol/L的浓度范围内对8种氨基酸

进行了衍生化反应.以氨基酸的浓度 (x)为横坐

标,以对应的衍生化产物的色谱峰面积(y)为纵

坐标,得到了8种氨基酸的工作曲线、线性方程、

相关系数及检出限(LOD),见表1.本文以各组分

信噪比满足3∶1为检出限.

2.2 复方氨基酸胶囊(8-11)的HPLC分析

根据优化的衍生化反应和色谱分离条件对复

方氨基酸胶囊(8-11)中的8种氨基酸衍生物进行

HPLC分析,结果见图6.由图6可以看出,当流

动相中的甲醇和水的体积比为1∶1时,8种氨基

酸的分离效果最好.

2.3 方法学研究

2.3.1 样品含量的测定及重复性试验

根据优化的衍生化反应和色谱分离条件对复

方氨基酸胶囊(8-11)中的8种氨基酸衍生物进行

HPLC分析,平行3次,并计算复方氨基酸胶囊样

品中各氨基酸的质量,结果见表2.由表2可以看

出,测定结果的RSD为0.18%~0.65%,这表明

本文方法的重复性良好.

 1为Lys-PPZ,
 

2为PPZ,
 

3为Thr-PPZ,
 

4为Trp-PPZ,
 

5为 Met-PPZ,
 

6为Val-PPZ,
 

7为Phe-PPZ,

8为Ile-PPZ,
 

9为Leu-PPZ

图5 8种标准氨基酸衍生物的HPLC图

表1 8种氨基酸的线性范围、线性方程、相关系数和最低检测限

氨基酸 线性范围/(μmol·L-1)  
 

 线性方程 相关系数 检出限/(μmol·L-1)

Lys 0.5~1000 y =608x+11973 0.9983 0.5
Thr 2.5~1000 y =673x+1098 0.9958 2.5
Trp 1.0~1000 y =1871x+13445 0.9996 1.0
Met 1.0~1000 y =663x+13346 0.9965 1.0
Val 1.0~1000 y =661x+15210 0.9975 1.0
Phe 1.0~1000 y =1190x+19099 0.9970 1.0
Ile 5.0~1000 y =260x+1825 0.9988 5.0
Leu 1.0~1000 y =276x+1969 0.9989 1.0
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 1为Lys-PPZ,
 

2为PPZ,
 

3为Thr-PPZ,
 

4为Trp-PPZ,
 

5为 Met-PPZ,
 

6为Val-PPZ,
 

7为Phe-PPZ,

8为Ile-PPZ,
 

9为Leu-PPZ

图6 复方氨基酸胶囊(8-11)衍生物的HPLC图

表2 胶囊中8种氨基酸的含量及重复性测定结果

氨基酸 标示值/mg 测定值/mg 平均值/mg RSD/%

Lys 12.50 10.88 10.92 10.92 10.91 0.18
Thr 2.10 2.38 2.38 2.39 2.38 0.23
Trp 2.50 2.26 2.27 2.27 2.27 0.22
Met 9.20 7.71 7.66 7.65 7.67 0.40
Val 3.35 3.68 3.71 3.71 3.70 0.42
Phe 2.50 2.63 2.63 2.64 2.64 0.25
Ile 2.95 6.84 6.86 6.90 6.87 0.46
Leu 9.15 10.68 10.78 10.82 10.76 0.65

2.3.2 加标回收试验

取1.4中配制的供试品溶液6份(每份10

μL)置于聚丙烯管中,并分成2组(每组3份);在

各组中分别加入1mmol/L的标准对照溶液10、

50μL,然后将其定容至100μL(加标量分别为

0.1、0.5mmol/L).根据优化的衍生化反应和色谱

分离条件测定各氨基酸的色谱峰面积,并根据峰

面积的变化计算回收率(结果见表3).由表3可

知,8种氨基酸的加标平均回收率为90.0%~

104.3%,其RSD为0.57%~2.29%.上述结果表

明该方法具有良好的准确度.

     表3 加标回收率(n=6) % 

氨基酸 平均回收率 RSD

Lys 94.6 1.61
Thr 104.3 0.80
Trp 93.4 2.29
Met 90.0 0.57

氨基酸 平均回收率 RSD

Val 101.0 2.13
Phe 94.8 1.69
Ile 92.0 1.41
Leu 92.5 1.20

3 结论

利用本文建立的PPZ柱前衍生化 HPLC法

对复方氨基酸胶囊(8-11)中的8种氨基酸含量进

行测定显示,该方法具有重现性好、检出限低、准

确度高等优点,因此该方法可为检测药物中的氨

基酸提供参考.在本文研究中,衍生化试剂存在衍

生化时间较长的缺点,因此在今后的研究中我们

将探讨如何优化衍生化试剂以提高本文方法的适

用性.
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