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邻苯二甲醛-9-氯甲酸芴甲酯柱前衍生 HPLC 法测定血必净注射液中氨基酸 

黄  浩，侯媛媛*，肖  雪，傅俊曾，宋生有，白  钢，罗国安 
南开大学 药学院，天津  300071 

摘  要：目的  通过建立 HPLC 分析法测定血必净注射液中氨基酸，为提高中药注射液质量标准提供依据。方法  通过 
OPA-FMOC 柱前衍生化法，建立同时检测血必净注射液中 18 种常见氨基酸的液相色谱法。色谱柱为 Agilent SB-C18柱（250 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相 A 为 0.02 mol/L 醋酸钠溶液（含 200 μL/L 三乙胺和 3.5 mL/L 四氢呋喃，2%醋酸溶液调 pH 
7.2±0.05），流动相 B 为 0.02 mol/L 醋酸钠溶液–甲醇–乙腈（200∶400∶400）（pH 7.2±0.05），梯度洗脱；体积流量：0～
38 min 为 1.0 mL/min；柱温 40 ℃；检测波长 0～32.5 min 为 338 nm，32.5 min 以后为 262 nm。结果  所测 18 种氨基酸在

各自的高、低质量浓度范围内线性关系良好；3 个批次血必净注射液中，游离氨基酸测定平均值为 1.320 mg/mL，总氨基酸

测定平均值为 2.027 mg/mL。结论  所建立的氨基酸定量方法结果准确可靠，重现性好，有助于血必净注射液的质量控制，

对中药注射剂安全评价标准的提高具有指导意义。 
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Determination of amino acids in Xuebijing Injection by o-phthalaldenyde-9- 
fluorenylmethyl chloroformate pre-column derivatization HPLC 
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Abstract: Objective  To enhance the standards of injection of Chinese materia medica (CMM) by establishing a RP-HPLC method 
for simultaneous quantitative determination of amino acids in Xuebijing Injection．Methods  Liquid chromatographic fingerprint 
method for simultaneous determination of 18 kinds of common amino acids was established by o-phthalaldenyde-9-fluorenylmethyl 
chloroformate (OPA-FMOC) pre-column derivatization. The column was Agilent SB-C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm), mobile phase 
consisted of 0.02 mol/L sodium acetate (A),including 200 μL/L triethylamine and 3.5 mL/L tetrahydrofuran with pH value 
(7.2±0.05) regulated by 2% acetic acid solution, and 0.02 mol/L sodium acetate- methanol-acetonitrile (200∶400∶400) with pH 
value (7.2 ± 0.05)(B)for gradient elution at the flow rate of 1.0 mL/min within 0―38 min. The detection wavelength was 338 nm 
within 0－32.5 min and 262 nm,after 32.5 min, while the column temperature was 40 ℃． Results  There wsa a good linear 
relationship of 18 kinds of amino acids with a range of 0.001 2—0.195 4 mg/mL in both high and low concentration. In three batches 
of Xuebijing Injections, the mean value was 1.320 mg/mL for free amino acids and 2.027 mg/mL for total amino acids. Conclusion  
The optimized method is accurate and reproducible, and is suitable for the determination of amino acids in Xuebijing Injection. It 
contributes to the quality control of the injection and guides the improvement of safety evaluation standard of CMM injections.  
Key words: Xuebijing Injection; amino acid; pre-column derivatization; HPLC; quality control 

血必净注射液是在血府逐瘀汤的基础上加减药

味制备的注射剂，由红花、赤芍、川芎、丹参、当

归等活血化瘀药组成，具有化瘀解毒的功效，主要

用于治疗全身炎症反应综合征[1-3]。血必净注射液中

含多种氨基酸类成分。为了更准确地控制其质量，

本实验对所含氨基酸进行了测定。由于大多数氨基

酸无紫外或荧光吸收，无法直接检测，通常的做法

是进行衍生化处理[4-5]。柱前衍生化法多用于高效液

相色谱，先用衍生试剂与氨基酸衍生化反应，再用

紫外或荧光检测器进行检测[6]。柱前衍生试剂种类

较多，均有其优缺点。虽然邻苯二甲醛（OPA）法中

过量衍生试剂不干扰检测，但却不能与二级氨基酸 
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反应，而 9-氯甲酸芴甲酯（FMOC）却可同时与一

级和二级氨基酸反应[7]。本实验采用 OPA-FMOC 联

用柱前衍生法，让样品先与 OPA 充分反应，使一级

氨基酸完全反应，继而样品中剩余的二级氨基酸再

与 FMOC 反应，以测定血必净注射液中所含的 18
种氨基酸。 

1  仪器与材料 
Agilent 1200 液相色谱仪，包括在线真空脱气

机，二元梯度泵，DAD 二极管阵列检测器，柱温箱，

自 动 进 样 器 （ 美 国 Agilent 公 司 ）； Agilent 
ChemStation 工作站；Agilent SB-C18 柱（美国 Agilent
公司）；XP205 型十万分之一电子天平（瑞士 Mettler 
Toledo）；KQ—500E 超声波处理器（昆山超声设备

有限公司）；Millipore Elix 5 超纯水仪（美国

Millipore）。 
血必净注射液（天津红日药业股份有限公司，

批号 10022402、10030901、10030602）。乙腈（J.T. 
Baker 公司）、甲醇（Fisher 公司）均为色谱纯；水

为超纯水；其他试剂均为分析纯；FOMC、OPA、

巯基丙酸及各氨基酸对照品均为 Sigma 公司产品，

其中天冬氨酸（Asp，批号 2009082601）、谷氨酸

（Glu，批号 032K0183）、天冬酰胺（Asn，批号

082K5418）、丝氨酸（Ser，批号 2009112505）、甘

氨酸（Gly，批号 42K2506）、苏氨酸（Thr，批号 
32K0896）、胱氨酸（Cys，批号 2009101501）、丙

氨酸（Ala，批号 042K0900）、精氨酸（Arg，批号

9081211）、酪氨酸（Tyr，批号 2009112505）、蛋氨

酸（Met，批号 2009112505）、缬氨酸（Val，批号

12K0903）、色氨酸（Try，批号 91103001）、苯丙氨

酸（Phe，批号 61K0883）、异亮氨酸（Ile，批号

59H07111）、亮氨酸（Leu，批号 91K0906）、赖氨

酸（Lys，批号 32K1110）、脯氨酸（Pro，批号

U32K0881）。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的配制 
2.1.1  OPA 衍生试剂的配制  精密称取 OPA 40 
mg，加入 0.4 mol/L 硼酸盐缓冲液（pH 10.4）3.5 
mL，乙腈 0.5 mL，巯基丙酸 63 μL，混匀，0.45 μm
针头滤器滤过，即得。 
2.1.2  FOMC 衍生试剂的配制  精密称取 FMOC 
25 mg，加入 5 mL 乙腈溶解，0.45 μm 针头滤器

滤过，即得。 
2.1.3  混合对照品溶液的配制  精密称取各氨基

酸对照品适量，一起置于 100 mL 量瓶中，1%盐

酸溶解，定容，0.45 μm 针头滤器滤过，即得。 
2.1.4  游离氨基酸供试品溶液的配制  取血必净

注射剂原液，直接用 0.45 μm 针头滤器滤过，即得。 
2.1.5  总氨基酸供试品溶液的配制  分别取各注

射液 1 mL于具塞试管中，加入 6 mol/L盐酸 9 mL，
充氮气封口，盖紧瓶盖，置于 110 ℃恒温干燥箱

中水解 24 h，取出后将样品倒入蒸发皿中，水浴

中蒸干，然后加入 1%盐酸 2 mL，超声处理 10 min，
0.45 μm 针头滤器滤过，即得。 
2.2  色谱条件 

Agilent SB-C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相 A 为 0.02 mol/L 醋酸钠溶液（含 200 μL/L
三乙胺和 3.5 mL/L 四氢呋喃，2%醋酸溶液调 pH 
7.2±0.05）（A），流动相 B 为 0.02 mol/L 醋酸钠溶

液–甲醇–乙腈（200︰400︰400）（2%醋酸溶液

调 pH 7.2±0.05）；柱温 40 ℃；检测波长：0～32.5 
min 为 338 nm，32.5 min 以后为 262 nm；洗脱梯

度、体积流量见表 1。 

表1  流动相梯度及体积流量 
Table 1  Gradient elution and flow rate of mobile phase  

时间/min 流动相B/% 体积流量/(mL·min−1) 

0.0   0 1.0 

12.0  22 1.0 

15.0  22 1.0 

30.0  70 1.0 

35.0  70 1.0 

38.0 100 1.5 

49.0 100 1.5 

2.3  方法学考察 
2.3.1  线性范围  最初考察了从母液至稀释30倍
样品的一系列质量浓度梯度，结果发现受衍生反应

动力学影响，在该范围内氨基酸混合对照品溶液标

准曲线不呈线性，而近乎呈现一级动力学曲线。最

后，分别考察了小范围内较高质量浓度梯度和较低

质量浓度梯度，发现各氨基酸线性关系均良好。结

果见表2。 
2.3.2  精密度试验  取氨基酸混合对照品溶液，按

上述色谱条件进样分析，连续进样6次，记录各氨基

酸色谱峰的保留时间和峰面积，并计算其RSD，结

果见表3。可知大部分氨基酸的精密度较好，RSD
值小于2%；只有Tyr和Pro的精密度稍差，RSD分别 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 26 卷  第 1 期    2011 年 1 月 

 

• 60 • 

表2  18种氨基酸的回归方程及线性范围 
Table 2  Regression equations and linear ranges of 18 kinds of amino acids  

较高质量浓度 较低质量浓度 
氨基酸 

线性范围/(μg·mL−1) 回归方程 r2  线性范围/(μg·mL−1) 回归方程 r2 值 

Asp 21.6～129.4 Y＝58.662 X－ 0.857 1 0.999 5 3.6～ 6.7 Y＝2.10 X＋16.680 0.994 4

Glu 44.8～268.6 Y＝116.76 X－ 1.510 5 0.999 9 7.5～14.0 Y＝4.03 X＋16.970 0.996 2

Asn 12.8～ 76.8 Y＝34.846 X＋ 0.042 4 0.999 9 2.1～ 4.0 Y＝1.22 X＋ 5.220 0.995 7

Ser 10.7～ 64.3 Y＝37.557 X－ 0.146 2 0.999 3 1.8～ 3.4 Y＝1.19 X＋10.490 0.938 3

Gly 32.6～195.4 Y＝161.31 X－ 4.641 4 0.999 9 5.4～10.2 Y＝5.53 X＋23.990 0.995 3

Thr 7.2～ 43.0 Y＝22.065 X＋26.516 0 0.999 1 1.2～ 2.2 Y＝0.79 X＋29.370 0.855 9

Cys 20.8～124.9 Y＝11.854 X－ 0.409 2 0.999 9 3.5～ 6.5 Y＝0.43 X＋ 1.590 0.989 8

Ala 28.5～171.1 Y＝121.64 X－ 1.258 1 0.999 9 4.8～ 8.9 Y＝4.14 X＋18.580 0.996 1

Arg 29.6～177.5 Y＝65.119 X－ 1.324 3 0.999 9 4.9～ 9.2 Y＝2.21 X＋ 9.310 0.996 5

Tyr 8.3～ 50.0 Y＝14.857 X－ 2.549 6 0.995 5 1.4～ 2.6 Y＝0.60 X＋ 2.180 0.992 3

Met 8.2～ 49.1 Y＝21.049 X－ 0.149 3 0.999 6 1.4～ 2.6 Y＝0.73 X＋ 2.550 0.992 0

Val 25.3～152.0 Y＝84.534 X－ 2.390 4 0.999 7 4.2～ 7.9 Y＝3.06 X＋11.660 0.993 9

Try 9.9～ 59.4 Y＝16.157 X－ 0.255 7 0.998 9 1.7～ 3.1 Y＝0.54 X＋ 2.400 0.982 5

Phe 15.5～ 93.0 Y＝35.345 X－ 1.486 2 0.999 6 2.6～ 4.8 Y＝0.88 X＋ 6.140 0.984 2

Ile 16.7～100.1 Y＝51.749 X－ 4.061 3 0.996 4 2.8～ 5.2 Y＝1.90 X＋ 7.520 0.992 1

Leu 28.2～169.0 Y＝83.238 X－ 0.893 1 0.999 3 4.7～ 8.8 Y＝3.04 X＋11.860 0.994 1

Lys 7.9～ 47.5 Y＝25.006 X－ 1.920 0 0.999 2 1.3～ 2.5 Y＝0.68 X＋ 2.760 0.988 0

Pro 39.1～234.7 Y＝131.93 X＋ 5.626 7 0.998 4 6.5～12.2 Y＝6.67 X＋28.590 0.959 6

表3  方法学试验结果（n＝6） 
Table 3  Results of methodology (n＝6) 

精密度RSD/% 稳定性RSD/% 重现性RSD/% 氨基酸 
保留时间 峰面积 保留时间 峰面积 保留时间 峰面积 

Asp 0.103 0.994 0.258 0.864 0.091 2.9 
Glu 0.414 0.565 0.552 0.473 0.220 2.1 
Asn 0.285 1.381 0.350 1.191 0.330 2.8 
Ser 0.191 1.261 0.219 1.113 0.210 2.9 
Gly 0.217 0.441 0.249 0.564 0.076 2.2 
Thr 0.133 0.527 0.171 0.586 0.061 3.4 
Cys 0.158 0.884 0.164 1.241 0.038 2.4 
Ala 0.135 0.539 0.204 0.421 0.046 2.2 
Arg 0.148 0.509 0.208 0.381 0.033 2.0 
Tyr 0.139 2.564 0.178 2.632 0.160 13 
Met 0.093 0.561 0.096 0.383 0.009 1.2 
Val 0.088 0.611 0.094 0.488 0.009 2.4 
Try 0.078 0.579 0.089 0.506 0.011 2.4 
Phe 0.067 0.757 0.077 0.961 0.012 3.9 
Ile 0.061 0.669 0.071 0.548 0.009 2.2 
Leu 0.057 0.626 0.066 0.492 0.009 2.2 
Lys 0.059 0.894 0.076 0.806 0.016 5.0 
Pro 0.048 2.516 0.061 1.714 0.020 11 
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为2.564%、2.516%，这可能与其衍生化反应程度或

衍生物的稳定性有关。 
2.3.3  稳定性试验  取氨基酸混和对照品溶液，按

上述色谱条件进样分析，分别于0、2、4、8、12、
24 h进样分析，记录各氨基酸色谱峰的保留时间和

峰面积，并计算其RSD，结果见表3。可知除Tyr
（2.632%）外，其余氨基酸稳定性均较好。 
2.3.4  重现性试验  取血必净注射液适量（批号

10022402），稀释10倍，滤过，平行操作，配制3个

样品，进样，结果见表3。绝大多数氨基酸重现性良

好，RSD值小于5%。 
2.4  样品的测定 

取3批血必净注射液（批号分别为10022402、
10030901、10030602），按上述方法分别制备游离氨

基酸和总氨基酸供试液，按色谱条件测定，以外标

法计算游离氨基酸和总氨基酸，结果见图1、表4。
可计算出游离氨基酸测定平均值为1.320 mg/mL，总
氨基酸测定平均值为2.027 mg/mL。 

 

t/min 

t / min 
1-Asp  2-Glu  3-Asn  4-Ser  5-Gly  6-Thr  7-Cys  8-Ala   9-Arg  10-Tyr  11-Met  12-Val  13-Try  14-Phe  15-Ile  16-Leu  17-Lys  18-Pro 

图1  氨基酸混和对照品（A）、血必净注射液中游离氨基酸（B）、总氨基酸（C）的色谱图 
Fig.1  HPLC chromatograms of amino acid mixed standards (A), free amino acid in Xuebijing Injection  

(B), and total amino acid (C) 

表4  血必净注射液中氨基酸测定结果 
Table 4  Determination of amino acids in Xuebijing Injection 

批号10022402 批号10030901 批号10030602 
氨基酸 游离氨基酸/ 

 (mg·mL-1) 
总氨基酸/ 
 (mg·mL-1) 

游离氨基酸/
 (mg·mL-1) 

总氨基酸/ 
 (mg·mL-1) 

游离氨基酸/ 
 (mg·mL-1) 

总氨基酸/ 
 (mg·mL-1) 

Asp 0.015 0.114 0.015 0.128 0.015 0.118 
Glu 0.010 0.138 0.013 0.140 0.011 0.138 
Asn 0.030 － 0.021 － 0.023 － 
Ser 0.008 0.226 0.014 0.292 0.017 0.258 
Gly 0.120 － 0.129 － 0.125 － 
Thr 0.053 0.028 0.054 0.056 0.056 0.062 
Cys － － － － － － 
Ala 0.552 0.972 0.518 0.188 0.330 0.096 
Arg 0.160 0.022 0.017 0.020 0.018 0.024 
Tyr 0.051 0.058 0.017 0.054 0.055 0.062 
Met － 0.022 － 0.022 － 0.042 
Val 0.045 0.058 0.046 0.054 0.052 0.062 
Try 0.017 0.022 0.018 0.024 0.018 0.026 
Phe 0.045 0.052 0.043 0.046 0.050 0.054 
Ile 0.030 0.050 0.022 0.036 0.032 0.046 

Leu 0.042 0.072 0.041 0.056 0.047 0.066 
Lys 0.165 0.128 0.175 0.164 0.116 0.248 
Pro 0.158 0.046 0.173 0.300 0.177 0.326 
总和 1.501 3.014 1.316 1.572 1.142 1.494 
－未检出 

－not detected

   
0    5    10    15    20   25    30    35    0    5    10    15    20   25    30    35   0    5    10    15    20   25    30    35 

A B C
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3  讨论 
通过OPA-FMOC联用柱前衍生HPLC法很好地

分离检测了血必净注射液中18种氨基酸，分离度良

好，精密度和稳定性均满足定量要求，绝大多数氨

基酸的重现性良好。本实验所建立的HPLC分析方

法对氨基酸的检测选择性好，可用于血必净注射液

中氨基酸的检测及其质量控制。 
由样品测定结果可知：在游离氨基酸中Ala较 

多；在总氨基酸的测定中，由于酸的水解作用，注

射液样品经酸水解后氨基酸的量和种类均有不同程

度的增加，说明注射液中有一定量的结合氨基酸存

在，其中Glu的量增加显著。另外，注射液经酸水解

后，图谱中除氨基酸的峰外，其他峰较水解前显著

减少。但也有少数几种氨基酸的量在水解后反而减

少，如天冬酰胺在酸性条件下，酰胺键断裂而形成

羧基；色氨酸含有吲哚基团，吲哚在强酸性条件下

不稳定，其氮原子易被质子化，从而破坏了吲哚原

有的芳香结构，稳定性下降，易发生开环、聚合、

氧化等副反应，从而使其量减少。 
按照《国家中药注射液安全再评价标准》的规

定：“多成分制成的注射剂，所测成分应大于总固体

量的80%；而经质量研究明确结构的成分，应当在

指纹图谱中得到体现，一般不低于已明确成分的

90%”。血必净注射液中含有多种氨基酸，质量分数

约占总固体的13%，因此测定其中氨基酸的量势在

必行。当前中药注射液的不良反应中以过敏反应最

为明显，引起过敏的异体蛋白可能和其中所含结合 
氨基酸有关[8]。本实验中氨基酸类成分研究可为更

好地探究中药注射液的物质基础提供依据，以期达

到临床安全用药的目的。 
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