
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(10): 2435 −2441

基于多步衍生化的GC-MS法测定胸腺法新中D型氨基酸

林洁虹 1,2, 尹红锐 2, 邵 泓 2, 陈 钢 2*, 林 梅 2*
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治疗类单抗质量控制重点实验室, 上海 201203)

摘要: 建立多步衍生化气相色谱-质谱(GC-MS) 测定手性氨基酸的方法, 并结合氘代盐酸水解应用于胸腺法新

中 9种D型氨基酸的含量测定。以异丙醇和三氟乙酸酐为衍生化试剂, 对多步衍生化的反应条件、供试品复溶试剂

的体积、色谱及质谱条件进行优化, 建立胸腺法新中 9种氨基酸测定方法, 考察灵敏度、线性范围、精密度、准确度和

加标回收率等。结果表明, 16对D/L型氨基酸和Gly衍生物在 29 min内实现基线分离; 胸腺法新中的 9种氨基酸衍

生产物在一定浓度范围内线性关系良好 (r2>0.992 3); 定量限低至 0.09～2.79 μmol·L-1; 精密度实验结果表明RSD<

10.90%; 对照品准确性实验的平均回收率为 76.69%～128.18%; 样品平均加标回收率在 70.41%～125.39%之间。6

批胸腺法新原料药中D-Asp和D-Glu含量较高, 分别为 0.41%～0.49%和 0.25%～0.33%, 其他D-氨基酸含量均小于

0.25%。本方法高效、准确、专属性好, 可同时监控胸腺法新中 9种D型氨基酸含量, 有望为合成多肽药物全面控制

杂质提供新的研究思路。
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Abstract: We utilized a multi-step derivatization gas chromatography-mass spectrometry method for the deter‐

mination of common amino acid enantiomers, combined with deuterated hydrochloric acid hydrolysis, to identify

nine trace D-amino acids in thymalfasin. We optimized the conditions for multi-step derivatization, the volume of

reagent for redissolving samples, and the conditions for chromatography and mass spectrometry with isopropanol

and trifluoroacetic anhydride as derivatization reagents, and validated the procedure, including sensitivity, linear

range, precision, accuracy and recovery. Sixteen pairs of D/L-amino acids and glycine derivatives were separated

within 29 min, with the limit of quantification as low as 0.09-2.79 μmol·L-1. Nine amino acid derivatives of thymal‐

fasin showed a good linear relationship within the concentration range examined (r2>0.992 3). The precision results

showed that RSD values were less than 10.90%. Accuracy test results of a reference substance ranged from 76.69%

to 128.18%. Average recoveries of spiked samples ranged from 70.41% to 125.39%. For the nine D-amino acids

assayed, D-Asp and D-Glu content in six batches of thymalfasin were highest, ranging 0.41%-0.49% and 0.25%-

0.33%, respectively, with others less than 0.25%. The method is sensitive, efficient and reliable, available for

收稿日期: 2020-04-15; 修回日期: 2020-06-01.

*通讯作者Tel: 86-21-50798202, E-mail: linmeish@163.com;

Tel: 86-21-50798175, E-mail: chengang@smda.gov.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2020-0558

·· 2435



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(10): 2435 −2441

seventeen common amino acids and their enantiomers, and works well with simultaneous determination of nine

trace D-amino acids in thymalfasin, providing a reference for the comprehensive control of racemic peptide

impurities in this synthetic polypeptide drug.
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胸腺法新 (thymalfasin) 是由 10 种 L-氨基酸组成

的合成二十八肽, 其制剂注射用胸腺法新在临床上主

要用于免疫缺陷, 病毒感染以及肿瘤的治疗, 并且在缺

少新冠肺炎特效药的背景下作为免疫增强药物被广泛

使用, 因此该多肽药物的质量控制显得至关重要。除

中国药典 (ChP2015) 外, 其他各国药典均未收载胸腺

法新及其制剂。ChP2015中胸腺法新及其有关物质的

分析多采用基于杂质对照品的HPLC法[1-3]。消旋肽为

多肽链中含一个或多个非预期手性构型的氨基酸残基

所形成的肽链[4], 由于该类杂质与主成分的结构差异

小、色谱分离困难且合成杂质对照品的成本较高, 因此

HPLC法无法对潜在的所有消旋肽进行全面控制。目

前该类杂质的最新质控思路是将合成多肽完全水解成

游离氨基酸, 通过分离及计算D/L氨基酸的相对含量

来对消旋肽杂质进行间接控制[5]。美国药典(USP42)[6]

就是采用 GC-MS 方法对水解后艾塞那肽中 D-His 和

L-His响应值的相对比例进行测定, 以控制D-His1消旋

肽杂质含量。该方法具有无需合成多肽杂质对照品, 且

不要求消旋肽在色谱上完全分离等优势。目前USP42

的方法仅对艾塞那肽中D-His进行控制, 但GC-MS良

好的分辨率和灵敏度[7,8]有望从氨基酸角度全面监控

多肽中所有氨基酸发生消旋化的可能性。因此, 本文

旨在建立基于GC-MS的常见氨基酸分析方法并应用

于胸腺法新的质量控制。

为了测定氨基酸需要先将多肽进行水解 , 而水

解过程不可避免会引起少量手性氨基酸消旋化。因

此 , 本文采用氘代盐酸/重水溶液 (deuterium chloride/

deuterium oxide, DCl/D2O) 水解胸腺法新, 该方法可以

使在水解过程中发生外消旋的氨基酸手性碳 (α-碳) 标

记上一个氘 (分子量增加 1 Da), 进一步通过高分辨质

谱即可区分水解产生的D-氨基酸和原始的D-氨基酸。

由于氨基酸为极性物质, 需要先对其进行非手性衍生

化以提高挥发性才能用GC分析。主要的衍生化方法

有: 酯化、酰化和硅烷化等。其中, 硅烷化反应要求无

水环境, 反应条件苛刻, 且极易影响反应效率。氯甲酸

酯[9]作为酰化试剂的一种, 具有反应快速和副产物少

等优点, 但其无法对氨基酸 (如Thr和Ser) 侧链上的脂

肪族羟基衍生化, 因此导致这些极性较大的化合物难

以从色谱柱上洗脱下来。相比之下, 全氟酸酐不仅能使

氨基酸 α-碳上的氨基酰化, 还能衍生化氨基酸侧链的

羟基或氨基, 大大增加其挥发性。目前文献[9]报道中,

利用异丙醇 (isopropanol, IPA) 与三氟乙酸酐 (trifluo‐

roacetic anhydride, TFAA) 分别进行酯化和酰化的两

步衍生化方法具有较好的对映体分离度和灵敏度, 在

Chirasil-L-Val 柱上最多可成功分离 15 对 D/L-氨基酸

的N(O,S)-三氟乙酰基异丙酯衍生物, 因此是本文的主

要衍生化试剂组合候选对象。

由于合成多肽药物中含有不同氨基酸, 各氨基酸

的侧链结构不同, 其化学性质也具有较大差异, 因此针

对常见氨基酸建立 GC-MS 分析方法具有较大难度。

目前该方法待改进之处在于: ① Trp、Arg和His等具有

较高分子量和极性的氨基酸可能在柱上无限期地保

留[10]; ② Asp、Glu、Ser、Thr和Tyr等氨基酸侧链中含有

羟基, 可能影响其衍生化效率和衍生产物的稳定性[9];

③ 现有文献中GC-MS定量方法未曾应用于氘代水解

的氨基酸产物, 其定量离子和方法专属性有待研究。

本文采用的基于 IPA和TFAA衍生化的氨基酸测定方

法是对文献[9,11-14]方法的改进 (氨基酸衍生化反应通式

如图 1所示), 通过正交设计优化多步衍生化反应中的

试剂用量、反应温度和时间等条件提高氨基酸衍生产

物的衍生化效率和稳定性; 通过增加第三步操作使氯

甲酸异丁酯 (isobutyl chloroformate, IBCF) 与His侧链

上的咪唑环衍生化, 减弱其极性而得以分析, 最终该方

法可以在较短时间 (29 min) 内同时测定 17种氨基酸

(除 Asn、Gln和 Arg)。采用氘代盐酸对胸腺法新进行

水解, 对文献[10,15]报道的定量离子方法进行调整和优

化。由于胸腺法新中含有的Asn会在酸水解和衍生化

过程中转化为 Asp, 因此对胸腺法新中其他 9 种氨基

酸 (Ala、Asp、Glu、Ile、Leu、Lys、Thr、Val、Ser) 进行分

析, Asn 以 Asp 结构计算。由于胸腺法新不含 His, 因

此对氘代酸水解得到的氨基酸进行 IPA和TFAA两步

衍生化处理, 建立胸腺法新中 D-氨基酸的定量方法,

并对方法进行了方法学验证。采用已优化及验证的

GC-MS方法对 6家企业生产的胸腺法新原料药中 D-

氨基酸含量进行准确测定。本实验从氨基酸层面反映

对映体纯度, 为胸腺法新的质量控制提供新的方法, 有

望为合成多肽药物全面控制消旋肽杂质提供参考。
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材料与方法

仪器与材料 7890A/5975C气相质谱联用仪 (美国

Agilent公司); 离心机 (美国Eppendorf公司); MS-204S

电子天平 (瑞士Mettler Toledo公司); Milli-Q型超纯水

仪 (美国Millipore公司); 烘箱 (德国Memmert公司)。

氨基酸对照品: D-亮氨酸和D-赖氨酸对照品 (上

海阿拉丁生化科技股份有限公司, 中国); D-异亮氨酸

对照品 (上海麦克林生化科技有限公司, 中国); L-半胱

氨酸对照品购自国药集团化学试剂有限公司 ; 其他

L-氨基酸对照品和 D-氨基酸对照品 (Merch KGaA,

Darmstadt, 德国), 氨基酸批号信息见表 1; DCl (35%,

批号: MBBC4507)、D2O (批号: MKCG0822)、TFAA (批

号 : BCBZ4625)、三氟乙酸乙酯 (ethyl trifluoroacetate,

TFAEt) (批号: MKCC4812) 和十二烷酸甲酯 (99.95%,

批号 : BCBF7114V) 均购自 Merch KGaA (Darmstadt,

德国); 盐酸 (HCl)、IBCF (批号: 80025282) 购自国药集

团化学试剂股份有限公司; 色谱纯二氯甲烷 (CH2Cl2)

(Thermo Fisher Scientific, 美国); 色谱纯 IPA (Anaqua

Chemicals Supply, 美国)。6批胸腺法新原料药含量均

为 100%, 自编号 1～6分别对应企业A (批号: 171001)、

企业B (批号: S00620171201)、企业C (批号: 1711012)、

企 业 D ( 批 号 : THSA141101-R)、企 业 E ( 批 号 :

0281711001) 和企业F (批号: C109-A-6180101)。

色谱和质谱条件 CP-Chirasil-L-Val: N-丙酰基-L-

缬氨酸-叔丁基酰胺聚硅氧烷WCOT熔融石英毛细管

柱 (25 m×0.25 mm ID, 涂膜厚度 0.12 μm, 美国Agilent

公司); 载气: 高纯氦气; 分流比1∶50; 流速1.0 mL·min-1;

进样量1.0 μL; 进样口温度: 200 ℃; 柱温: 程序升温, 初

始温度 98 ℃, 维持 8 min, 以 8 ℃·min-1升温至 170 ℃,

维持 0 min, 以 10 ℃·min-1升温至 190 °C, 维持 10 min。

离子源: 电子轰击源 (EI); 电子能量 70 eV; 离子源温

度: 230 ℃; 四极杆温度: 150 ℃。采集方式: 选择离子

扫描 (SIM), 定量离子见表2。

数据处理 通过GC-MS Advanced software (美国

Agilent公司) 获得各氨基酸衍生产物的提取离子流图

(EIC), 并对各待测化合物的峰响应值进行记录, 采用

公式 (1) 进行定量分析。

Content =
AD

AL + AD + AD*

× 100% (1)

式 (1) 中 AD为样品溶液中各 D-氨基酸的峰值响

应, AL为样品溶液中对应 L-氨基酸的峰值响应, AD*为

水解中由 L-氨基酸外消旋化产生的 D-氨基酸的峰值

响应。

氨基酸对照品溶液制备 精密称取各氨基酸对照

品约 10 mg于 50 mL量瓶, 加水溶解并定容至刻度, 即

得。内标溶液: 适量称取十二烷酸甲酯, 用 CH2Cl2配

成2 mg·mL-1溶液

供试品溶液制备 氘代盐酸溶液: 精密量取 35%

DCl与 D2O以 1∶1 (v/v) 混合即得, 随配随用。取胸腺

法新原料药约 1 mg加入氘代盐酸溶液 350 μL溶解, 充

氮, 密封, 置 110 ℃烘箱放置 20 h, 放冷, 用氮气流吹干

过量试剂, 进行衍生化反应。

Figure 1 Mechanism of two-step derivatization of amino acids

by isopropanol and trifluoroacetic anhydride

Table 1 Information of reference amino acids

Compound
Glycine
L-Isoleucine
L-Alanine
L-Serine
L-Valine
L-Glutamate
L-Leucine
L-Arginine
L-Histidine
L-Aspartate
L-Methionine
L-Threonine
L-Proline
L-Tyrosine
L-Tryptophan
L-Phenylalanine
L-Cysteine
L-Lysine hydrochloride
D-Isoleucine
D-Alanine
D-Serine
D-Valine
D-Glutamate
D-Leucine
D-Arginine
D-Histidine
D-Aspartate
D-Methionine
D-Threonine
D-Proline
D-Tyrosine
D-Tryptophan
D-Phenylalanine
D-Cysteine
D-Lysine

Lot
CDBD2562
BCBD5312V
BCBN6412V
BCBS0964V
BCBX9525
BCBT9726
BCBV1129
BCBT7444
BCBS6622V
BCBN3442V
BCBQ3447V
BCBM6171V
BCBP4505V
BCBP3212V
1400132V
BCBV5213
20181107
SLBV3250
C10078800
SLBN6572V
SLBV0162
MKBX8389V
WXBB1225V
C1615043
SLBG5802V
SLBP9924V
WXBB6018V
SLBT8189
BCBC9133V
10701PHV
WXBB3084V
MKCG3209
SLBV7131
BCBT8508
L1510059

Content
100.0%
100.0%
100.0%
100.0%
100.0%
100.0%
100.0%
100.0%
100.0%

99.8%
100.0%
100.0%
100.0%

99.8%
100.0%
100.0%

99.1%
99.9%

100.4%
100.0%
100.0%
100.0%
100.0%

99.219%
100.0%
100.0%

99.4%
100.0%
100.0%

99.0%
100.0%

99.5%
100.0%

≥99%
99.315%
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衍生化反应方法 取 1～2 mg供试品水解物或氨

基酸对照品 , 加 DCl/IPA 溶液 (1∶5, v/v) 250 μL, 置于

110 ℃酯化反应 50 min。冷却后开盖, 用氮气流吹干

过量试剂。加 TFAA/TFAEt 溶液 (1∶1, v/v) 250 μL 溶

解产物, 置于 130 ℃酰化反应 20 min。冷却后用氮气

流吹干过量试剂。His需要进行第三步衍生化, 即加

IBCF 100 μL溶解产物, 置于 120 ℃酰化反应 20 min。

冷却后用氮气流吹干过量试剂, 用适量CH2Cl2复溶最

终产物, 转移至进样小瓶, 进样。

衍生化条件的优化 正交设计考察DCl/IPA酯化

试剂中不同用量比例 [250 μL (1∶5, v/v)、250 μL (1∶2,

v/v)、400 μL (1∶2, v/v)]、酯 化 反 应 温 度 (90、100、

110 ℃)、酯化反应时间 (20、30、50 min)、TFAA/TFAEt

酰化试剂用量 (80∶160、100∶200、125∶125 μL)、酸酐酰

化反应温度 (100、110、130 ℃)、酸酐酰化反应时间

(10、20、30 min)、第三步酰化反应试剂及用量 (IBCF

50 μL、IBCF与CH2Cl2各 50 μL、IBCF 100 μL)、IBCF酰

化反应温度 (100、110、120 ℃) 和 IBCF酰化反应时间

(10、15、20 min) 对衍生化效率的影响。

供试品复溶试剂体积的优化 参照胸腺法新中各

L-氨基酸的摩尔比关系, 分别配制L-氨基酸储备液 (L-

Ser、L-Glu、L-Thr、L-Ala、L-Val、L-Ile、L-Leu、L-Lys和L-

Asp 浓度分别为 7.11、14.20、7.08、7.09、7.09、2.37、

2.40、9.45 和 9.47 mmol·L-1) 和 D-氨基酸储备液 (D-

Ser、D-Glu、D-Thr、D-Ala、D-Val、D-Ile、D-Leu、D-Lys

和 D-Asp浓度分别为 1.41、2.84、1.42、1.42、1.42、0.48、

0.47、1.89和1.90 mmol·L-1)。取D-氨基酸溶液适量, 加

入到 L-氨基酸溶液中 , 分别配成各 D-氨基酸浓度为

0.25%、0.50%、1.00%和 2.00%的混合氨基酸对照品溶

液, 每个样品平行制备 3份衍生物, 以D-氨基酸的平均

回收率为指标, 单因素考察复溶样品的溶剂 (CH2Cl2)

体积 (1、2、5、10、20、30 mL) 对各氨基酸衍生物平均回

收率的影响。

方法学考察

系统适用性 将混合氨基酸对照品溶液, 按上述

方法操作, 制备衍生产物, 加入内标溶液50 μL, 连续重

复进样 6次, 记录各氨基酸衍生物和内标物的响应值

比值Aaa/AIS, 并计算RSD。

线性关系和定量限 将混合氨基酸对照品的衍生

产物稀释成一系列梯度溶液以衍生物峰的响应值 (Y)

及相应的浓度 (X) 进行线性回归。以各化合物的信噪

比为 3计算检测限 (LOD), 以信噪比为 10计算定量限

(LOQ)。

精密度 取胸腺法新原料药按上述方法操作制备

供试品衍生产物, 平行6份, 其中一份连续进样6次, 按

上述方法测定, 记录各衍生物峰响应值, 按公式 (1) 计

算D-氨基酸含量及其RSD。

准确度 按“供试品复溶试剂体积的优化”操作配

成CD/(CD+CL) 浓度比为 0.25%、0.50%、1.00%和 2.00%

的氨基酸对照品溶液, 按上述方法操作制备混合对照品

衍生产物, 按上述方法测定, 每个浓度平行3份, 计算对

照品平均回收率。

加标回收率 取胸腺法新原料药氘代盐酸水解产物

加入混合氨基酸对照品, 使各待测D-氨基酸的最终含量

为 0.50%～1.00%, 按上述方法操作制备供试品衍生产

物, 平行6份, 按上述方法测定, 计算平均加标回收率。

Table 2 The MS parameters of amino acids for quantification and confirmation

Derivative

D,L-Ala
D,L-Val
D,L-Thr (bis-acylated)
Gly
D,L-Ile
D,L-Pro
D,L-Leu
D,L-Ser (bis-acylated)
Methyl dodecanoate
D,L-Cys (bis-acylated)
D,L-Asp (bis-esterified)
D,L-Met
D,L-Phe
D,L-Glu (bis-esterified)
D,L-Tyr (bis-acylated)
D,L-Lys (bis-acylated)
D,L-Trp (bis-acylated)
D,L-His (tri-acylated)

Retention time

/min

2.72-3.192
3.684-4.227
4.021-4.750
4.505
4.863-6.338
6.570-6.743
6.955-9.326

7.15-8.446
11.590
12.694-13.224
12.779-13.069
14.182-14.927
15.348-15.889
15.590-16.099
18.216-18.559
21.201-21.620
23.360-23.819
24.556-24.925

Relative

retention time

0.23-0.28
0.32-0.36
0.35-0.41
0.39
0.42-0.55
0.57-0.58
0.60-0.80
0.62-0.73
1.00
1.10-1.14
1.10-1.13
1.22-1.29
1.32-1.37
1.35-1.39
1.57-1.60
1.83-1.87
2.02-2.06
2.12-2.15

Molecular ion

peak (m/z)

227
255
353
213
269
253
269
339
-

355
313
287
303
327
415
380
438
490

Quantification

ion (m/z)

140
168
153
126
182
166
140
139

74
140
186
171
190
154
205
180
285
306

Other important

ions (m/z)

69/141/168
55/153
69/152/266
69/154
69/153/171
69/96
69/153/182
69/110/138
55/87/143
69/154/268

141/214/228
61/75/153/213

148/91/216
182/200/228

69/262/304
67/126/294
69/131/228
57/206/393

Adaptability

RSD/%

0.31
1.32
1.74
0.79
1.59
3.81
3.45
5.36

2.14
0.75
1.52
3.43
3.01
3.91
1.05
1.59
6.97
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结果

1 衍生化条件优化

综合极差分析结果和单因变量的多因素方差分析

结果, 得到适用于 17种氨基酸衍生化反应的整体最优

因素水平分别是: 第一步酯化反应试剂为 250 μL DCl/

IPA (1∶5, v/v)、酯化反应温度为 110 ℃、酯化反应时间

为 50 min; 第二步酰化反应试剂为 250 μL TFAA/

TFAEt溶液 (1∶1, v/v)、酰化反应温度为 130 ℃、酰化反

应时间为 20 min; 仅针对 His的第三步酰化反应试剂

为 100 μL IBCF溶液、酰化反应温度为 120 ℃、酰化反

应时间为20 min。

2 供试品复溶试剂体积的优化

结果表明 , 各氨基酸衍生物的平均回收率随着

复溶样品的溶剂体积的变化而变化, 且每种浓度的样

品得到的测定结果RSD (n = 3) 均小于 10.42%。其中,

D-Ala、D-Ile和D-Ser在CH2Cl2体积为 1 mL时, 可以得

到最佳的平均回收率范围为80.78%～128.18%; D-Val、

D-Leu和D-Glu在CH2Cl2体积为2 mL时可以得到最佳

的平均回收率范围为77.75%～125.48%; D-Thr在CH2Cl2

体积为 5 mL 时可以得到最佳的平均回收率范围为

81.88%～99.93%; D-Asp 在 CH2Cl2体积为 10 mL 时可

以得到最佳的平均回收率范围为 76.69%～105.01%;

D-Lys在CH2Cl2体积为 30 mL时可以得到最佳的平均

回收率范围为80.65%～96.32%。这是因为多步衍生化

的最后一步氮气吹干后, 复溶样品所用的CH2Cl2体积

决定了样品中 L-氨基酸的进样浓度, 而数据处理的公

式 (1) 不仅与D-氨基酸含量有关, 还与L-氨基酸终浓度

有密切的联系, 因此为准确测定胸腺法新中不同D-氨

基酸含量 , L-Ala、L-Ile、L-Ser、L-Val、L-Glu、L-Leu、L-

Thr、L-Asp 和 L-Lys 最佳的进样浓度分别为 1 011.25、

335.96、1 009.17、507.01、1 006.97、171.2、201.3、133.96

和44.71 μmol·L-1。

3 方法学验证

3.1 专属性 在上述色谱和质谱条件下, 16对D/L-氨

基酸和Gly在 29 min内实现基线分离。由于Chirasil-

L-Val色谱柱的手性材料中 L-缬氨酸的空间构型使与

其手性中心相连的二酰基结构和待测L-氨基酸上的羰

基形成更强的分子内氢键, 从而导致 L-氨基酸衍生物

在色谱柱中的保留时间延长, 因此D-氨基酸衍生物在

相应的L-对映体之前出峰[16,17], 见图 2。系统适应性实

验结果显示各氨基酸衍生物的相对标准偏差 RSD<

6.97%, 表明方法的系统适用性良好。各氨基酸衍生

物的分子质量、保留时间、定量离子和定性离子信息见

表2。由于Gln和Asn在衍生和水解反应中会完全水解

成Glu和Asp, 而Arg侧链上胍基的氮无法全部被TFAA

或 IBCF 酰化 , 分子极性大且沸点高 , 因此无法检测

Gln、Asn和Arg衍生产物。

3.2 线性关系和定量限 结果显示, 在设计的进样浓

度范围内各化合物线性关系良好 , r2均大于 0.992 3。

各氨基酸衍生物的检测限和定量限范围分别为 0.05～

1.40 μmol·L-1和 0.09～2.79 μmol·L-1, 表明该方法灵敏

度良好。结果见表3。

3.3 精密度 实验表明, 6份供试品溶液中 9种D-氨

基酸峰测定结果的RSD均小于 10.90%, 连续重复进样

Figure 2 TIC of amino acids derivatives. 1: D-Alanine; 2: L-Ala‐

nine; 3: D-Valine; 4: D-Threonine; 5: L-Valine; 6: Glycine; 7: L-

Threonine; 8: D-Isoleucine; 9: L-Isoleucine; 10: D-Proline; 11: L-

Proline; 12: D-Leucine; 13: D-Serine; 14: L-Serine; 15: L-Leucine;

16: Methyl dodecanoate (internal standard); 17: D-Cysteine; 18: D-

Aspartic; 19: L-Aspartic; 20: L-Cysteine; 21: D-Methionine; 22: L-

Methionine; 23: D-Phenylalanine; 24: D-Glutamate; 25: L-Phenyl‐

alanine; 26: L-Glutamate; 27: D-Tyrosin; 28: L-Tyrosin; 29: D-Ly‐

sine; 30: L-Lysine; 31: D-Tryptophan; 32: L-Tryptophan; 33: D-

Histidine; 34: L-Histidine

Table 3 Regression data, limit of quantification (LOQ) and limit of detection (LOD) of nine amino acids derivatives in thymalfasin. Y:

Peak response; X: Concentration of compound (μmol·L-1)

Compound
Lys
Ser
Thr
Ile
Asp
Glu
Ala
Val
Leu

Regression equation
Y = 7×109X - 192 174
Y = 2×109X - 607 427
Y = 2×109X - 399 160
Y = 2×108X - 48 099

Y = 2×109X - 181 929
Y = 4×108X - 11 588
Y = 2×109X - 1×106

Y = 1×109X - 251 578
Y = 1×109X - 133 302

r2

0.997 9
0.996 2
0.995 0
0.995 6
0.998 9
0.997 5
0.992 3
0.997 1
0.998 0

Linear range/μmol·L-1

0.06-4 732.07
0.72-22 395.09
0.61-18 964.07
0.94-18 731.42
0.27-17 039.48
0.27-16 872.83
2.77-55 359.75
1.86-18 629.96
0.27-17 038.96

LOQ/μmol·L-1

0.09
0.70
0.63
0.92
0.27
0.51
2.79
2.11
0.54

LOD/μmol·L-1

0.05
0.21
0.32
0.27
0.10
0.15
1.40
0.63
0.16
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6针的结果RSD均小于10.43%, 表明方法的精密度良好。

3.4 准确性和加标回收率 对照品准确性实验结果表

明, 各氨基酸得到的平均回收率为 76.69%～128.18%,

且每种浓度的样品测得结果的 RSD (n = 3) 均小于

10.42%。其中, Ala、Ile、Val、Leu、Thr和 Glu适用的 D-

氨基酸浓度范围为 0.50%～2.00%; Ser适用的 D-氨基

酸浓度范围为 1.00%～2.00%; 而 Asp和 Lys由于定量

限较低, 因此可准确检测的D-氨基酸浓度低至 0.25%,

综上说明大多数D-氨基酸在 0.50%～2.00%浓度内的

回收率良好。加标回收实验结果表明, 胸腺法新原料药

中9种D-氨基酸的平均加标回收率为70.41%～125.39%,

RSD 在 2.15%～10.91% 之间 , 说明该方法在 0.50%～

1.00%浓度范围内测定的准确度良好。

4 样品测定

检测 6 批不同厂家的胸腺法新原料药 , D-Asp 和

D-Glu含量较高, 分别为0.41%～0.49%和0.25%～0.33%,

其他D-氨基酸响应值比值均小于0.25%, 结果见表4。

讨论

本文建立了多步衍生化GC-MS法测定胸腺法新

中 9种D-氨基酸含量的方法, 具有如下优点: ① 衍生

化效率较高且衍生产物稳定, 极大缩短分析时间, 在

29 min内 16对D/L-氨基酸和Gly实现基线分离; ② 氨

基酸对映体测定种类增加至17种; ③ 可用于胸腺法新

中 D-氨基酸含量测定, 且重复性、精密度及回收率等

良好, 相比HPLC法, 该方法无需合成消旋肽杂质对照

品, 能快速反映胸腺法新中非预期氨基酸对映体含量。

多步衍生化反应条件优化是手性氨基酸定量分析

的关键因素。本实验以 17种氨基酸衍生产物与内标

的峰值响应比值为指标, 对多步衍生化反应的反应试

剂用量、反应温度和反应时间等进行正交设计实验考

察, 得到整体最优的衍生化反应条件。当氨基酸个别

因素的最佳水平不完全与预选方法组合相同时, 进一

步通过方差分析验证了在该预选方法组合条件下, 所

有显著性影响 (P<0.05) 各氨基酸衍生效率的关键因

素均处于最佳水平, 而个别氨基酸未满足最佳水平的影

响因素恰好为非关键因素 (P>0.05), 对衍生化效率影响

不明显, 因此该整体最优反应条件组合适用于 17种氨

基酸衍生化。通过对色谱和质谱条件优化, 在 29 min

内实现了各氨基酸对映体的有效分离; 为了实现原始

存在和水解过程产生D-氨基酸的区分, 本实验采用了

氘代盐酸水解并基于定量离子结构式包含α-碳及其上

氢离子的原则调整了 17种氨基酸的定量离子; 同时对

胸腺法新供试品复溶体积进行优化, 对已优化的方法

进行线性、定量限、精密度、准确性和加标回收率等方

法学考察, 验证了定量方法准确可靠。

本方法成功应用于对胸腺法新中 9 种 D 型氨基

酸的定性和定量测定, 发现各厂家产品的D型氨基酸

含量趋势一致, 其中 D-Asp和 D-Glu含量较高。虽然

ChP2015仅列出常见的 [D-Ser1-胸腺法新] 杂质结构,

但实验结果表明胸腺法新原料药还可能存在含其他

D-氨基酸的消旋肽杂质。该结果提示, 厂家在生产过

程中应关注以上D-氨基酸存在的原因, 进一步考察氨

基酸原料药纯度或合成工艺的影响因素。
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