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ＨＰＬＣ法测定复方氨基酸注射液（３ＡＡ）中主成分及有关物质含量

左利民１，茹仙古丽·依明２，郭鑫１，肖菁３，徐士婕１，赵婷１，

连晓芳１，刘惠一１，周怡４，山广志１

（１．中国医学科学院医药生物研究所，北京 １０００５０；２．新疆维吾尔自治区药物研究所，新疆维吾尔药重点实验室，
乌鲁木齐８３０００４；３．湖南省药品检验检测研究院，长沙 ４１０００１；４．国家药典委员会，北京 １０００６１）

摘要　目的：建立复方氨基酸注射液（３ＡＡ）的主成分和有关物质测定的高效液相色谱方法。方法：采用反
相高效液相色谱法并结合二维柱切换ＬＣ／ＭＳｎ法对制剂中主要杂质进行分离和结构鉴定，建立复方氨基酸
注射液（３ＡＡ）中缬氨酸、异亮氨酸和亮氨酸及其有关物质含量检测方法。采用 ＣａｐｃｅｌｌＰＡＫＡＱＣ１８
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱，以０２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠溶液（用磷酸调ｐＨ至２８）－乙腈（９８∶２）为
流动相，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃，检测波长２１０ｎｍ，进样量２０μＬ。采用 ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｕｃｏｒｅＡＱＣ１８
（１００ｍｍ×４６ｍｍ，２６μｍ）色谱柱，以０１％甲酸溶液为流动相Ａ，以０１％甲酸溶液 －乙腈为流动相 Ｂ，
流速０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃；质谱条件采用ＥＳＩ电离源，正离子扫描模式，扫描范围为ｍ／ｚ１００～１０００，
二级质谱采用数据依赖型扫描开展。结果：主峰和相邻杂质峰分离度良好，缬氨酸的线性范围为

１２６３～５０５０ｍｇ·ｍＬ－１，平均回收率（ｎ＝９）为９９０％；异亮氨酸的线性范围为１３５０～５４０２ｍｇ·ｍＬ－１，
平均回收率（ｎ＝９）为 ９９４％；亮氨酸的线性范围为 １６４７～６５８８ｍｇ·ｍＬ－１，平均回收率（ｎ＝９）为
９９５％。３批样品中主要杂质均为原料引入的工艺杂质，其中甲硫氨酸含量分别为４３４４、３７５１、４５０３
μｇ·ｍＬ－１，苯丙氨酸含量分别为 ４６３６、４８８９、４７５３μｇ·ｍＬ－１。其他单个未知杂质分别为 ００１％、
００２％、００１％。结论：经方法学验证，本方法可用于复方氨基酸注射液（３ＡＡ）的质量控制。
关键词：复方氨基酸注射液（３ＡＡ）；含量测定；二维柱切换；串联质谱法；有关物质；结构鉴定；质量控制
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ＨＰＬＣｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆ
ｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ）

ＺＵＯＬｉ－ｍｉｎ１，Ｒｕｘｉａｎｇｕｌｉ·Ｙｉｍｉｎｇ２，ＧＵＯＸｉｎ１，ＸＩＡＯＪｉｎｇ３，ＸＵＳｈｉ－ｊｉｅ１，
ＺＨＡＯＴｉｎｇ１，ＬＩＡＮＸｉａｏ－ｆａｎｇ１，ＬＩＵＨｕｉ－ｙｉ１，ＺＨＯＵＹｉ４，ＳＨＡＮＧｕａｎｇ－ｚｈｉ１
（１．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｅｄｉｃｉｎａｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００５０，Ｃｈｉｎａ；２．ＸｉｎｊｉａｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭａｔｅｒｉａＭｅｄｉｃａ，Ｕｒｕｍｑｉ

８３０００４，Ｃｈｉｎａ；３．ＨｕｎａｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０００１，Ｃｈｉｎａ；４．ＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００６１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ）Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＲＰ－ＨＰＬＣｗａｓａｄｏｐｔｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ），
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ｃｏｍｂｉｎｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｕｓｅｏｆｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｃｈｉｎｇ－ＬＣ／ＭＳｎｍｅｔｈｏｄｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｓｅｐａｒａｔｅａｎｄｉｄｅｎ
ｔｉｆｙｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＴｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎＣａｐｃｅｌｌＰＡＫＡＱＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）ｃｏｌｕｍｎ

ｗｉｔｈ０２ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｏｄｉｕｍｄｉｈｙｄｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａｄｊｕｓｔｅｄｐＨｔｏ２８ｗｉｔｈｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ）－ａｃｅｔｏｎｉ
ｔｒｉｌｅ（９８∶２）ａｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅａｔｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ４０℃，ａｎｄｔｈｅｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２１０ｎｍＡｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ２０μＬＴｈｅＬＣ／ＭＳｎｍｅｔｈｏｄｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａ
ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｕｃｏｒｅＡＱＣ１８（１００ｍｍ×４６ｍｍ，２６μｍ）ｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

Ａ，０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅａｓｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ，ａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，ａｎｄａｔａｃｏｌｕｍｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ４０℃ＴｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇａｎＥＳＩｉｏｎｉｓａｔｉｏｎｓｏｕｒｃｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉ
ｔｉｖｅ－ｉｏｎｓｃａｎｎｉｎｇｍｏｄｅｗｉｔｈａｓｃａｎｒａｎｇｅｏｆｍ／ｚ１００－１０００，ａｎｄｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔ
ｂｙｄａｔａ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｃａｎｎｉｎｇＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｗｅｒｅｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｍａｉｎｃｏｎｓｔｉｔｕ
ｅｎｔｓｉｎＲＰ－ＨＰＬＣＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｖａｌｉｎｅｗａｓｌｉｎｅａｒｏｖｅｒｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１２６３－５０５０ｍｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ９９０％ （ｎ＝９）Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅｗａｓｌｉｎｅａｒｏｖｅｒｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１３５０－５４０２
ｍｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ９９４％（ｎ＝９）Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｌｅｕｃｉｎｅｗａｓｌｉｎｅａｒｏｖｅｒｔｈｅｒａｎｇｅ
ｏｆ１６４７－６５８８ｍｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ９９５％（ｎ＝９）Ｔｈｅｍａｉｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｂａｔ
ｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅａｌｌｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｆｒｏｍｔｈｅｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓ，ｗｉｔｈｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ４３４４
μｇ·ｍＬ－１，３７５１μｇ·ｍＬ－１，４５０３μｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ４６３６μｇ·ｍＬ－１，
４８８９μｇ·ｍＬ－１，４７５３μｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｍａｘｉｍｕｍｓｉｎｇｌｅｉｍｐｕｒｉｔｙｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ００１％，００２％
ａｎｄ００１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｐｒｏｖｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｖａｌｉｄａｔｉｏｎｔｈａｔｉｔｃａｎｂｅｕｓｅｄ
ｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ）
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ）；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｃｈｉｎｇ；
ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｄｒｕｇｑｕａｌｉｔｙ

　　复方氨基酸注射液（３ＡＡ）是由３种支链氨基酸
缬氨酸（Ｖａｌ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）和异亮氨酸（Ｉｌｅ）配制而
成的灭菌水溶液，输注后能纠正血浆中支链氨基酸

和芳香氨基酸失衡，防止因脑内芳香氨基酸浓度过

高引起的肝昏迷［１－２］，促进蛋白质合成以及减少蛋白

质分解。主要用于肝胆外科手术前后以及其他原因

引起的肝性脑病、重症肝炎以及肝硬化、慢性活动性

肝炎［３－４］。该品种在各国药典中均未收载，现行标准

收载于《卫生部药品标准（二部）》第六册（生化药品

第一分册）［５］。标准中采用氨基酸分析仪或高效液相

色谱法进行含量测定，未给出具体色谱条件，且标准中

未收载有关物质检查项，存在一定安全风险。２０２０年
版《中华人民共和国药典》、ＥＰ１１０、ＵＳＰ４３及 ＪＰ１８
均收载了包括缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸原料的其他

氨基酸（茚三酮阳性物质、有关物质）检查方法［６－９］，多

采用薄层色谱法（茚三酮显色）或氨基酸分析仪法（柱

后茚三酮衍生）检测，方法仅针对氨基基团显色，无法

全面反映制剂中杂质的整体情况［７，１０］。

近年来，针对多种氨基酸同时检测的方法大多

仍采用衍生化法，分为柱前衍生化和柱后衍生化，通

常使用邻苯二甲醛（ＯＰＡ）、异硫氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）、２，
４－二硝基氟苯（ＤＮＦＢ）及茚三酮等与氨基酸的氨基
进行反应［１１－１３］，但各种衍生化反应均存在一定的不

足，如衍生产物不稳定、前处理复杂及存在对色谱柱

损伤等［１４－１６］。本文中采用反相高效液相色谱技术，

建立了同时测定复方氨基酸注射液（３ＡＡ）主成分含
量及有关物质的新方法。通过柱切换的二维液相色

谱联用高分辨质谱技术，对产品中主要有关物质进

行结构鉴定。经方法验证显示，建立的方法灵敏度

高，专属性强，准确度高，可有效用于复方氨基酸注

射液（３ＡＡ）主成分及有关物质含量测定要求，对进
一步保障产品质量及临床用药的安全有效提供方法

参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＵｌｔｉＭａｔｅ－３０００高效液相色谱仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
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公司），ＴｈｅｒｍｏＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ高分辨质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ公司），ＸＰ２０５型十万分之一电子天平（ＭＥＴ
ＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司），Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水器（ＩＱ７０００，
ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ｐＨ计（ＳｅｖｅｎＥｘｃｅｌｌｅｎｃｅ，Ｍｅｔｔ
ｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）。
１２　试药

乙腈（北京百灵威科技有限公司，纯度９９９％，
批号Ｌ８５０Ｕ４７），磷酸二氢钠（北京市通广精细化工
公司，纯度９９０％，批号２０２００７２３），磷酸（ＴＥＤＩＡ公
司，批号１９０８０７３５），水为超纯水（实验室自制，大于
１８２ＭΩ·ｃｍ）。

对照品：缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、甲硫氨酸、

苯丙氨酸（纯度均为 ９９９％，批号为 １４０６２４－
２０１５０６，中国食品药品检定研究院）；市售复方氨基
酸注射液（３ＡＡ）（批号为 １０２００１０１０１、１０２００１０１０２、
１０２００１０１０３）。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用 ＣａｐｃｅｌｌＰＡＫＡＱＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
３μｍ）色谱柱，以 ０２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠溶液
（用磷酸调 ｐＨ至２８）－乙腈（９８∶２）为流动相，流
速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温 ４０℃，检测波长 ２１０ｎｍ，
进样量２０μＬ。
２２　溶液的制备
２２１　混合对照品溶液　精密称取缬氨酸、异亮氨
酸、亮氨酸的对照品各适量，加流动相溶解并稀释制

成每１ｍＬ约含缬氨酸２５ｍｇ、异亮氨酸２７ｍｇ、亮
氨酸３３ｍｇ的混合溶液，作为含量测定用对照品溶
液。精密称取甲硫氨酸、苯丙氨酸对照品各适量，加

流动相溶解并稀释制成每１ｍＬ中甲硫氨酸、苯丙氨
酸各含２５μｇ的混合溶液，作为有关物质检查用对照
品溶液。

２２２　供试品溶液　精密量取复方氨基酸注射液
（３ＡＡ）２ｍＬ，置 １０ｍＬ量瓶中，用流动相稀释至刻
度，摇匀，滤过，取续滤液作为含量测定用供试品溶

液。取复方氨基酸注射液（３ＡＡ）滤过，取续滤液作
为有关物质检查用供试品溶液。

２２３　对照溶液　精密量取复方氨基酸注射液
（３ＡＡ）１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，用流动相稀释至刻
度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

２２４　空白溶液　取流动相作为空白溶液，滤过，
即得。

２３　二维柱切换有关物质鉴定条件
２３１　色谱条件　一维液相色谱条件同“２１”项。

二维液相色谱条件：采用ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｕｃｏｒｅＡＱＣ１８
（１００ｍｍ×４６ｍｍ，２６μｍ）色谱柱，流动相 Ａ为
０１％甲酸溶液，流动相Ｂ为０１％甲酸溶液－乙腈，
梯度洗脱［０～（ｔＲ＋１）ｍｉｎ（ｔＲ为目标杂质在一维色谱
系统的保留时间），２％ Ｂ（脱盐处理）；（ｔＲ＋１）ｍｉｎ～
（ｔＲ＋５）ｍｉｎ，９０％Ｂ；（ｔＲ＋５）ｍｉｎ～（ｔＲ＋７）ｍｉｎ，９０％
Ｂ；（ｔＲ ＋７１）ｍｉｎ～（ｔＲ ＋１０）ｍｉｎ，２％Ｂ］，流速
０４ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃。

二维柱切换构型图如图１所示，其色谱系统工
作流程：①将切换阀设为位置 Ａ，采用一维液相色谱
系统（泵１及色谱柱１）分离供试品中相关杂质，同时
二维液相色谱系统（泵２）对二维分析色谱柱（色谱
柱２）进行预平衡；②当采用一维液相色谱系统分离
的目标杂质出峰后，将切换阀设为位置 Ｂ，色谱柱１
流出组分进入切换阀１中定量环（ｌｏｏｐ），出峰结束随
即切回初始位置Ａ；③采用二维液相色谱系统将定量
环中的目标组分反冲至第二维分析色谱柱（色谱柱

２）中，并通过切换阀２脱盐处理后进入下一级质谱
检测器进行相应的结构分析。

２３２　质谱条件　采用 ＥＳＩ电离源，正离子扫描模
式，喷雾电压４５ｋＶ，加热电压２５Ｖ，离子导入电压
（ｓｋｉｍｍｅｒ电压）２０Ｖ，鞘气流速３０ａｒｂ，吹扫气流速
１０ａｒｂ，离子传输毛细管温度３７５℃，扫描范围为ｍ／ｚ
１００～１０００；二级质谱采用数据依赖型扫描（ｄａｔａｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔＭＳ／ＭＳ），用于监测一级质谱全扫描中已确
定质量数离子的二级质谱，二级质谱碰撞诱导解离

归一化能量值设置为３５％。
２４　主要杂质结构鉴定
２４１　二级色谱 －质谱联用分析　采用 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｕ３０００－ＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ二维液质联用系统，一维液相色
谱采用“２１”项色谱条件进行，将一维液相色谱图中
目标杂质切入二维液相色谱柱，使用“２３１”项的二维
液相色谱条件进行分析，洗脱液进ＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ质谱检
测器，使用“２３２”项的质谱条件进行目标化合物的一
级、二级质谱数据采集。目标杂质色谱图见图２。
２４２　杂质结构鉴定　采用建立的高效液相色谱
方法并结合二维柱切换 ＬＣ／ＭＳｎ法对样品进行有关
物质检查，样品中较大杂质分别标注为杂质Ⅰ和杂
质Ⅱ，结合强酸（２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液）、强碱
（２ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液）、氧化（１０％ 过 氧
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图１　二维柱切换－ＬＣ／ＭＳｎ构型图

Ｆｉｇ１　２Ｄｃｏｌｕｍｎｓｗｉｔｃｈｉｎｇ－ＬＣ／ＭＳｎｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍ

Ａ．杂质Ⅰ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ）　 Ｂ．杂 质Ⅱ （ｉｍｐｕｒｉｔｙⅡ）　１．缬氨

酸（ｖａｌｉｎｅ）　２．异亮氨酸（ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）　３．亮氨酸（ｌｅｕｃｉｎｅ）

图２　复方氨基酸注射液（３ＡＡ）有关物质测定谱图

Ｆｉｇ２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｃｏｍｐｏｕｎｄ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ）

化氢溶液）、高温（１０５℃加热）及光照（紫外光３６５
ｎｍ）条件强制降解试验分析，２个杂质均为工艺杂
质而非降解生成，首先对复方氨基酸注射液（３ＡＡ）
杂质Ⅰ的一、二级质谱图进行分析，确定加合物及
二级碎片裂解规律。如图 ３所示，杂质Ⅰ所得
ｍ／ｚ１５００５８１５分子离子峰，根据高分辨数据推测
元素组成与［Ｍ＋Ｈ］＋Ｃ５Ｈ１２ＮＯ２Ｓ相匹配（偏差
值 －１１７×１０－６）。二级质谱图主要碎片离子包括
ｍ／ｚ１３３１１、８７８９离子，其中 ｍ／ｚ１３３１１离子为
母离子丢失１分子 ＮＨ３后的产物，该离子进一步分
别丢失 ＨＣＯＯＨ后得到 ｍ／ｚ８７８９离子，根据高分
辨质量数元素匹配及碎片信息推测，鉴定杂质Ⅰ为

甲硫氨酸。杂质Ⅱ所得 ｍ／ｚ１６６０８６１０分子离子
峰，根据高分辨数据推测元素组成与［Ｍ＋Ｈ］＋ Ｃ９
Ｈ１２ＮＯ２相匹配（偏差值 －０９３×１０

－６）。二级质谱

图主要碎片离子包括 ｍ／ｚ１４９０４、１２０００离子，在
该正离子模式下，ｍ／ｚ１４９０４离子为母离子丢失１
分子 ＮＨ３后的产物，另外母离子丢失 ＨＣＯＯＨ后得
到 ｍ／ｚ１２０００离子，推测鉴定杂质Ⅱ为苯丙氨酸，
相关质谱图见图４。
２５　含量测定方法学考察
２５１　专属性试验　分别量取空白溶液、混合对
照品溶液和供试品溶液，按“２１”项下色谱条件进
样测定，记录色谱图。在该色谱条件下，缬氨酸、

异亮氨酸和亮氨酸分别在３８２、６３９和６９４ｍｉｎ
出峰（图５）。取复方氨基酸注射液（３ＡＡ）（批号
１０２００１０１０１）各２ｍＬ置 １０ｍＬ量瓶中，分别进行
强酸降解（２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液 ２ｍＬ，破坏 ２ｈ）、
强碱降解（２ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液 ２ｍＬ，破坏
２ｈ）、氧化降解（１０％过氧化氢溶液 ２ｍＬ，放置
２ｈ）、高温降解（１０５℃加热破坏２ｈ）和光照降解
（紫外光３６５ｎｍ下照射 ２４ｈ），酸碱降解后进行中
和，用流动相稀释至刻度，摇匀，滤过。取各强制

降解后供试溶液测定，结果表明，３个氨基酸完全
分离且峰形良好，空白溶液不干扰待测组分测定，

供试溶液在各降解条件下较为稳定，无较明显杂

质生成。色谱图中杂质峰与主成分峰的分离度

良好。
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图３　杂质Ⅰ一级和二级质谱图

Ｆｉｇ３　ＭＳ１ａｎｄＭＳ２ｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ

图４　杂质Ⅱ一级和二级质谱图

Ｆｉｇ４　ＭＳ１ａｎｄＭＳ２ｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙⅡ

１．缬氨酸（ｖａｌｉｎｅ）　２．异亮氨酸（ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）　３．亮氨酸（ｌｅｕｃｉｎｅ）

ａ．空白溶液（ｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ）　ｂ．混合对照品溶液（ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂ

ｓｔａｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）　ｃ．复方氨基酸注射液（３ＡＡ）溶液［ｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ）］

图５　复方氨基酸注射液（３ＡＡ）专属性谱图

Ｆｉｇ５　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ）

２５２　线性关系考察　精密称取缬氨酸、异亮氨酸
和亮氨酸的对照品各适量，加流动相溶解并稀释得

到系列浓度的混合对照品溶液（缬氨酸质量浓度为

１２６３、１５１２、２０１６、２５２５、５０５０ｍｇ·ｍＬ－１，异亮
氨酸 质 量 浓 度 为 １３５０、１６２１、２１６１、２７０１、
５４０２ｍｇ·ｍＬ－１，亮氨酸质量浓度为１６４７、１９７６、
２６３５、３２９４、６５８８ｍｇ·ｍＬ－１）。取系列浓度的混
合对照品溶液各２０μＬ注入液相色谱仪，记录峰面
积，以浓度（Ｘ）为横坐标、色谱峰面积（Ｙ）为纵坐标
进行线性回归，得复方氨基酸注射液（３ＡＡ）中缬氨
酸、异亮氨酸和亮氨酸的线性回归方程。见表１。

表１　缬氨酸、异亮氨酸和亮氨酸线性范围、回归方程
Ｔａｂ１　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ，ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒａｎｇｅｏｆＶａｌ，ＩｌｅａｎｄＬｅｕ

成分（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　 线性范围（ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒａｎｇｅ）／（ｍｇ·ｍＬ－１） 回归方程（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ） ｒ

缬氨酸（ｖａｌｉｎｅ） １２６３～５０５０ Ｙ＝９５４５６Ｘ＋０２４０３ １０００

异亮氨酸（ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ） １３５０～５４０２ Ｙ＝８７２５３Ｘ＋０１１２８ １０００

亮氨酸（ｌｅｕｃｉｎｅ） １６４７～６５８８ Ｙ＝８８４２４Ｘ＋０２３９１ １０００
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２５３　精密度和重复性试验　精密称取对照品缬
氨酸５０５０２ｍｇ、亮氨酸６５８８１ｍｇ、异亮氨酸５４０２０
ｍｇ，置同一１００ｍＬ量瓶中，加流动相溶解并稀释至
刻度，摇匀。精密量取５ｍＬ置１０ｍＬ量瓶中，用流
动相稀释至刻度，摇匀。按“２１”项色谱条件进样分
析。３个主成分连续进样测定 ６次，峰面积的 ＲＳＤ
分别为０３１％、０２９％和０３１％，表明仪器的精密度
良好。

取 复 方 氨 基 酸 注 射 液 （３ＡＡ） （批 号
１０２００１０１０１）６份，分别按“２２２”项下的方法制备供
试品溶液，进样测定，结果缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸

的平均含量分别为 ９８１３％、９７９１％和 ９７３０％，
ＲＳＤ分别为０８９％、０８９％、０８７％，表明该方法重
复性良好。

２５４　稳定性试验　取复方氨基酸注射液（３ＡＡ）
（批号１０２００１０１０１），按“２２２”项下方法制备供试
品溶液，在室温下分别于０、２、４、６、８、１２ｈ进行测定。
结果供试品溶液中缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸浓度的

ＲＳＤ分别为０１３％、０１１％、０１１％，表明供试品溶
液在室温条件下放置１２ｈ，稳定性良好。
２５５　回收率试验　分别精密称取对照品缬氨酸
２５２１３ｍｇ、亮氨酸２６９７１ｍｇ、异亮氨酸３３０２３ｍｇ，
置同一１００ｍＬ量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻
度，摇匀，作为混合对照品溶液。精密量取复方氨基

酸注射液（３ＡＡ）（批号１０２００１０１０１）１ｍＬ，９份，每３
份为一组，分别置１０ｍＬ量瓶中，每组分别精密加入
混合对照品溶液４、５、６ｍＬ，用流动相稀释至刻度，摇
匀，滤过，取续滤液，即得低、中、高浓度的供试溶液

各３份，按“２１”项下条件进样测定，计算平均回收
率和ＲＳＤ。结果显示，在标示浓度的８０％～１２０％范
围内，缬氨酸平均回收率（ｎ＝９）为 ９９０％，ＲＳＤ＝
０９０％；异亮氨酸平均回收率（ｎ＝９）为 ９９４％，
ＲＳＤ＝０８２％；亮氨酸平均回收率（ｎ＝９）为９９５％，
ＲＳＤ＝０７７％，表明该方法准确度良好。
２６　有关物质方法学考察
２６１　线性关系考察及定量限、检测限测定　精密
称取甲硫氨酸、苯丙氨酸的对照品各约２５ｍｇ，置同
一１００ｍＬ量瓶中，用流动相溶解并稀释至刻度，摇
匀，作为混合对照品储备液。精密量取上述储备液

逐级进行稀释，得到质量浓度为 ２５、５、１０、２５、
５０μｇ·ｍＬ－１的系列混合对照品溶液。取各浓度混
合对照品溶液２０μＬ注入液相色谱仪，记录峰面积，
以质量浓度（Ｘ）为横坐标、色谱峰面积（Ｙ）为纵坐标
进行线性回归，得甲硫氨酸和苯丙氨酸的线性回归

方程。将混合对照品储备液加流动相逐级稀释成所

需的不同浓度，进样测定，以信噪比（Ｓ／Ｎ）为１０∶１时
的浓度为定量限，以信噪比（Ｓ／Ｎ）为３∶１时的浓度为
检测限。结果见表２。

表２　甲硫氨酸、苯丙氨酸杂质线性范围、回归方程、定量限及检测限
Ｔａｂ２　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ，ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒａｎｇｅ，ＬＯＱａｎｄＬＯＤｏｆｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅａｎｄｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

杂质　　

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ）　　

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒａｎｇｅ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

回归方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ）

ｒ

定量限

（ＬＯＱ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

检测限

（ＬＯＤ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

甲硫氨酸（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ） ２６４９～５２９８ Ｙ＝０１８７７Ｘ－００１４３ １０００ ０１０２２ ００５１１

苯丙氨酸（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ） ２６２２～５２４４ Ｙ＝０８７５２Ｘ－００５１７ １０００ ００７０９ ００３５４

２６２　精密度和重复性试验　精密称取甲硫氨酸、
苯丙氨酸的对照品各适量，加流动相溶解并稀释制

成每１ｍＬ中均含２５μｇ的混合对照品溶液，连续进
样６次，记录色谱图，甲硫氨酸、苯丙氨酸色谱峰面
积的ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为０７４％和０４７％。精密量
取复方氨基酸注射液（３ＡＡ）（批号 １０２００１０１０１）６
份，分别滤过，取续滤液作为供试品溶液，按“２１”项
下条件进样测定，甲硫氨酸、苯丙氨酸的含量均值

（ｎ＝６）分别为３９２、４８３μｇ·ｍＬ－１，其ＲＳＤ分别为

１２％和０６０％。表明仪器精密度及方法重复性均
良好。

２６３　稳定性与回收率试验　取由复方氨基酸注
射液（３ＡＡ）（批号１０２００１０１０１）制备的供试品溶液，
在室温下分别于０、２、４、６、８、１２ｈ进行测定，记录色
谱图。供试品溶液中甲硫氨酸峰面积的 ＲＳＤ为
０９２％，苯丙氨酸峰面积的ＲＳＤ为０６２％，表明供试
品溶液在室温条件下稳定性良好。

精密量取复方氨基酸注射液（３ＡＡ）（批号
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１０２００１０１０１）５ｍＬ，９份，每 ３份为一组，分别置
１０ｍＬ量瓶中，每组分别精密加入“２６１”项下混
合对照品储备液 ０８、１、１２ｍＬ，用流动相稀释至
刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得低、中、高浓度供

试溶液各３份。按“２１”项下色谱条件分别进样，
测定甲硫氨酸、苯丙氨酸的含量，计算回收率。在

限度浓度的 ８０％～１２０％范围内，甲硫氨酸的平均
回收率（ｎ＝９）为１０２２％（ＲＳＤ＝０６７％），苯丙氨
酸的 平 均 回 收 率 （ｎ＝９）为 ９９８％ （ＲＳＤ＝

０７０％），表明方法准确度良好。
２７　样品测定

取不同批号的复方氨基酸注射液（３ＡＡ），按
“２２”项方法制备供试品溶液、对照品溶液及对
照溶液，并按“２１”项色谱条件进行分析，测定峰
面积。采用外标法计算缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸

以及杂质甲硫氨酸、苯丙氨酸的含量，未知杂质含

量采用异亮氨酸主成分自身对照法计算，结果

见表３。

表３　复方氨基酸注射液（３ＡＡ）含量及有关物质测定结果
Ｆｉｇ３　Ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（３ＡＡ）

批号

（ｂａｔｃｈ）

主成分含量（ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）／％ 有关物质含量（ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ）

缬氨酸

（ｖａｌｉｎｅ）

异亮氨酸

（ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）

亮氨酸

（ｌｅｕｃｉｎｅ）

甲硫氨酸

（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

苯丙氨酸

（ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

单个杂质

（ｓｉｎｇｌｅ

ｉｍｐｕｒｉｔｙ）／％

总杂质

（ｔｏｔａｌ

ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）／％

１０２００１０１０１ ９７５１ ９７１５ ９６６０ ４３４４ ４６３６ ００１ ００１

１０２００１０１０２ ９９９７ ９９６３ ９８９６ ３７５１ ４８８９ ００２ ００２

１０２００１０１０３ ９７７５ ９７３９ ９６７５ ４５０３ ４７５３ ００１ ００１

３　讨论
３１　方法选择及建立

参考美ＵＳＰ４３中收载的缬氨酸、亮氨酸和异亮
氨酸原料药有关物质检测方法，缬氨酸原料有关物

质检测方法采用氨基柱，在基于磷酸盐 －乙腈体系
下填料流失较为严重，稳定性低，方法耐用性有一定

限制；亮氨酸和异亮氨酸原料有关物质检测方法均

采用反相Ｃ１８柱，经实验测定各成分峰形较好，本研
究在此基础上进行方法优化。

３２　色谱方法优化
本实验中通过优化流动相组成、ｐＨ、柱温及色

谱柱规格等，对各实验条件下主成分分离保留及杂

质分析进行了评估，结果显示，在磷酸盐缓冲液

（ｐＨ２８）－乙腈条件下，各色谱峰对称性更优；柱
温升高至 ４０℃，在聚合物包被型 ＡＱ色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）条件下，亮氨酸和异亮
氨酸分离度可达到２５以上，各主成分及杂质分离
效果更优，并且在高水相条件下该方法色谱柱耐用

性更好。方法使用紫外末端吸收，不需要特殊设

备，通用性较强。

３３　二维色谱质谱联用鉴定杂质
由于建立的液相色谱方法中采用磷酸盐为流动

相，不适用于直接进行 ＬＣ／ＭＳ分析。二维液相色
谱－质谱联用技术通过在线联用的自动化操作，可
在一维液相色谱体系中使用质谱不兼容流动相对目

标杂质进行分析，通过柱切换技术实现对组分的捕

集和脱盐，并转移至二维液相色谱中进行质谱采集，

使用适宜的流动相进行组分结构鉴定。本研究采用

在线二维液相质谱联用技术对复方氨基酸注射液

（３ＡＡ）中２个主要杂质峰进行了结构解析，确定了
产品中２个主要杂质为原料药的工艺杂质甲硫氨酸
和苯丙氨酸。

本文建立了反相高效液相色谱法并利用柱切

换技术联合高分辨质谱鉴定了复方氨基酸注射液

（３ＡＡ）中 ２个主要杂质，对复方氨基酸注射液
（３ＡＡ）进行含量及有关物质检测。该方法专属性
强，准确度高，可有效地控制复方氨基酸注射液

（３ＡＡ）的产品质量。
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