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摘要 � 目的: 建立 HPLC法测定人纤维蛋白粘合剂中盐酸精氨酸和亮氨酸的含量。方法:采用 Sh im�pack CLC�
ODS色谱柱,柱前衍生化,流动相 A为 50%乙腈,流动相 B为醋酸盐缓冲液;检测波长 362 nm;用外标法检测。

结果:本色谱条件下 2种氨基酸衍生物能良好地分离, 衍生化试剂对氨基酸分析无干扰。平均回收率:盐酸精

氨酸为 102. 8%, RSD为 0. 83%;亮氨酸为 103. 8%, RSD为 0. 92%。结论: 本方法准确,方便,费用低,可用于人

纤维蛋白粘合剂中 2种氨基酸含量的控制。
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ABSTRACT� Objective: To se t up a m ethod for de term ina tion o f arg inine and leucine in hum an fibrin sealan t k it. M ethods: A

Shim�pack CLC�ODS column w as used a fter pre�co lum n der ivatization w ith 2, 4�din itrobenzene fluor ide, w ith the mob ile phase o f 50%

ace ton itrile and 0. 05m o l/L aceta te bu ffer, and theUV de tection w ave length w as 362 nm. The conten tw as ana lyzed by ex ternal standard

m ethod. R esu lts: These two am ino acid der ivatives can be w e ll separated under the chrom atographic cond itions. The average recovery

w as 102. 8% (RSD = 0. 83% ) fo rA rg, and 103. 8% (RSD = 0. 92% ) fo r Leu. Conclusion: Them ethod is accurate, conven ient, low�

cost and su itab le for de term ina tion o f the tw o am ino�ac ids in hum an fibr in sea lant kit.
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� � 人纤维蛋白粘合剂为新兴医药有限公司研制的

新产品,在配方中加入了盐酸精氨酸和亮氨酸,起助

溶和干热保护的作用。根据中国药典要求, 必须对

注射剂中的添加剂进行含量测定, 本测定采用高效

液相色谱法,以 2, 4�二硝基氟苯 ( DNFB )为衍生剂,

柱前衍生化
[ 1, 2]
梯度洗脱测定人纤维蛋白粘合剂中

盐酸精氨酸和亮氨酸的含量
[ 3]
。

1� 仪器与试药

1. 1� 仪器和试药 � 日立高效液相色谱仪, L�7100泵,

L�7420紫外可见分光检测器, L�7610真空脱气机。2,

4�二硝基氟苯 (中国医药上海化学试剂公司, 分析

纯 );碳酸氢钠,盐酸精氨酸 (日本味之素,分析纯, 含

量不少于 99. 5% ), 亮氨酸 (日本味之素, 分析纯, 含

量不少于 99. 5% );乙腈 (MERCK公司,色谱纯 )。

1. 2 � 试剂的配制 � 2, 4�二硝基氟苯乙腈溶液
( 1% ) ;碳酸氢钠溶液 ( 0. 5 mo l /L, pH9. 0 ); 磷酸盐

缓冲液 ( pH 7. 0) ; 醋酸盐缓冲液 ( 0. 05 mo l/L, pH6.

4);乙腈溶液 ( 50% ); 盐酸精氨酸对照品溶液 ( 0. 8

mg /mL) ;亮氨酸对照品溶液 ( 0. 256mg /mL)。

2� 方法与结果

2. 1� 色谱条件 � 色谱柱: Shim�pack CLC�ODS色谱

柱 ( 6. 0mmID  150 cm, 5 �m);流动相 A: 50%乙腈

溶液;流动相 B: 0. 05 mo l/L醋酸钠缓冲液; 检测波

长: 362 nm; 流速: 1. 0 mL /m in;柱温:常温; 进样量:

20 �L。采用梯度洗脱,流动相比例见表 1。

2. 2� 对照品溶液的制备 � 精密称取干燥至恒重的

盐酸精氨酸、亮氨酸对照品各 80mg、25. 6mg置 100

mL量瓶中加水适量,超声溶解,用水稀释至刻度,摇
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匀,作为对照品溶液。

表 1� 流动相比例

时间 (m in)
流动相

A (% ) B (% )

0 35 65

16 35 65

20 80 20

38 80 20

40 35 65

2. 3� 供试品溶液的制备 � 按标示量用注射用水溶
解冻干样品,精密量取 1 mL溶解后的样品加入 1.

5%磺基水杨酸溶液 4mL混匀, 室温放置 2 h, 3 000

r /m in离心 10m in, 取上清 1mL于 10mL容量瓶中,

用生理盐水稀释至刻度,摇匀, 作为供试品溶液。

2. 4� 对照品及样品的衍生化及色谱分析 � 精密量

取 2. 3中处理后样品 1 mL置 10mL量瓶中, 加 0. 5

mo l/L的碳酸氢钠溶液 ( pH9. 0) 1 mL, 1% DNFB150

�L混匀, 60 ! 避光保温 1 h后,取出放冷,用磷酸盐

缓冲液稀释至刻度。精密量取对照品溶液 1 mL置

10 mL量瓶中,同法操作。取 20 �L注入高效液相

色谱仪进行分析,以保留时间定性。见图 1。

图 1� 对照品色谱图
1�DNFB残留; 2�盐酸精氨酸衍生物; 3�亮氨酸衍生物

2. 5� 干扰试验 � 按处方要求配制不含盐酸精氨酸

和亮氨酸的溶液,按 2. 4测定法测定,结果盐酸精氨

酸和亮氨酸衍生物处无干扰峰出现, 表明处方中其

它成分对氨基酸的含量测定无干扰。

2. 6� 线性关系考察 � 精密量取对照品溶液 0�2、
0�4、0�6、0�8、1�0 mL进行衍生化。按上述色谱条

件和测定方法各进样 20 �L,进样测定。结果表明,

2种氨基酸衍生物的浓度 X (mg /mL)与峰面积 Y之

间呈良好的线性关系。见表 2。

2. 7� 进样精密度试验 � 取对照品溶液 1. 0 mL,按

上述色谱条件和测定方法连续进样 5次, 每次 20

�L,测定各氨基酸的峰面积。见表 3。

2. 8� 空白加样回收试验 � 精密加入处方量的

80%, 100%, 120%的 2种氨基酸于空白人纤维蛋白

原中,照 ∀ 2. 2#项下方法制备供试品溶液,衍生, 测

定其含量,计算空白加样回收率。见表 4。

表 2� 盐酸精氨酸和亮氨酸线性范围与回归方程

组份 线性范围 (m g/mL) 回归方程 相关系数

盐酸精氨酸 0. 16�0. 80 y = 1. 720 9  105 +

4. 1649  106x

r = 0. 999 8

亮氨酸 � � 0. 051�0. 256 y = 1. 084 0  105 +

2. 749 9 106x

r = 0. 998 8

表 3� 供试品溶液精密度试验结果

峰面积 平均值 RSD (% )

盐酸精氨酸

4171122

4140470

4185949 4159957 0. 89

4105875

4196369

亮氨酸 � �

2885569

2841654

2872698 2859310 0. 84

2869256

2827375

表 4� 加样回收率试验结果

组份
实测浓度

( mg /mL)

理论浓度

(m g /m L)

回收率

(% )

平均回收率

(% )

RSD

(% )

盐酸精氨酸 21. 9 21. 5 101. 9

25. 9 25. 2 102. 8 102. 8 0. 83

31. 7 30. 6 103. 6

亮氨酸 6. 5 6. 2 104. 8

8. 5 8. 2 103. 7 103. 8 0. 92

10. 5 10. 2 102. 9

2. 9� 衍生化后样品稳定性试验 � 取衍生化后对照

样品于 0、4、8、20、24 h依法测定, 结果见表 5。

表 5� 供试品衍生化后溶液稳定性试验结果

组份 时间 ( h) 峰面积 平均值 RSD (% )

盐酸精氨酸 0 4171122

4 4105875

8 4140470 4121957 0. 82

20 4085949

24 4106368

亮氨酸 0 2885569

4 2841654

8 2826056 2847008 1. 12

20 2809063

24 2872698

2. 10� 样品含量测定 � 取 2种氨基酸对照品及产品

3批,按含量测定法,用各峰面积的外标法计算各批

中 2种氨基酸的含量。
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表 6� 3批样品含量测定结果 (m g /mL)

批号 盐酸精氨酸 亮氨酸

050301 24. 9 8. 1

050302 25. 1 7. 8

050903 24. 7 7. 9

3� 讨论

3. 1� 衍生化反应为氨基酸与 DNFB在碱性条件下

的缩合反应,过量的 DNFB及反应副产物的色谱峰

对测定无干扰;

3. 2� 因人纤维蛋白粘合剂蛋白含量高,粘度大,不

去除蛋白影响含量测定, 故采用 1. 5%磺基水杨酸

去除,方法简单,方便;

3. 3� 衍生化产品在室温条件下 24 h内能保持较好

的稳定性;

3. 4� 本法分离效果、重现性、稳定性均好, 专属性

强, 可用于监控氨基酸的含量。
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表 2� 血浆中盐酸米诺环素回收率考察 (n = 5)

加入浓度 (�g /mL) 回收率 (m ean ∃ SD , ng /mL) RSD (% )

0. 20 101. 15 ∃ 5. 36 5. 3

1. 0 92. 66 ∃ 5. 02 5. 4

5. 0 105. 94 ∃ 0. 12 0. 1

2. 4� 稳定性考察 � 本试验考察了米诺环素血浆

样品经历 3次冷冻 - 解冻循环的稳定性以及血浆

样品经样品处理后室温放置 24 h的稳定性。配制

米诺环素浓度为 0�2、1�0、5�0 �g /mL的血浆质控

样品,按 ∀ 1. 4#项下方法操作, 每一浓度水平进行

3样本分析, 结果显示替米沙坦血浆样品经历 3次

冷冻 �解冻循环后稳定, RSD为 8�8% ; 血浆样品经

样品处理后室温放置 24 h的稳定, RSD为 7�1%。
2. 5� 药物动力学研究 � 10例健康志愿者单剂量

静脉滴注 200 mg盐酸米诺环素, 结果平均血药浓

度 �时间曲线见图 2。主要药代动力学参数见表 3。

图 2� 10名健康受试者单剂量静脉滴注

200 mg盐酸米诺环素后的药 -时曲线

表 3� 10名健康志愿者单剂量静脉滴注 200 mg

盐酸米诺环素后主要药代动力学参数

参数 静脉滴注 ( 200 m g)

t1 /2 ( h) 18. 10 ∃ 4. 07

C
m ax

( m g /L) 4. 744 ∃ 0. 887

t
max

(m in) 2

AUC0- 72 ( m g� h /L ) 75. 71 ∃ 10. 68

AUC0- % (m g� h /L ) 79. 90 ∃ 12. 81

3� 讨论

本实验中用 HPLC测定志愿者体内血浆中盐

酸米诺环素浓度, 结果表明, 该方法灵敏、精确、可

靠,可满足盐酸米诺环素药代动力学研究需要, 为

临床设计给药方案提供实验依据。

盐酸米诺环素极易被氧化,血浆样品提取过程中

加少量抗坏血酸、L�半胱氨酸等稳定剂,可减少被氧

化破坏。同时在提取挥发过程中,需控制水浴温度,

以防氧化破坏。采用加少量三氟乙酸流动相体系,样

品色谱分离峰形对称,出峰时间短。

10例健康受试者单剂量静脉滴注 200 mg盐酸

米诺环素, 2 h滴注完毕, 主要药动学参数 t1 /2为

18�1 h; Cmax为 4�744mg /L与文献报道一致
[ 1~ 3 ]
。
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