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OPA-FMOC在线衍生化法测定氨基酸的含量
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［摘要］ 目的:建立了测定氨基酸的在线衍生化方法。方法:以邻苯二甲醛( OPA) 和 9-芴甲基氯甲酸酯为衍生化试剂，
对其氨基酸进行在线衍生化色谱分析。色谱柱: Zorbax Eclipse-AAA 氨基酸分析柱( 4. 6 mm × 150 mm，5 μm) ，流动相 A为 40
mmol·L －1 Na2HPO4 ( 用 8 mol·L －1氢氧化钠溶液调 pH 7. 8 ) ，流动相 B 为乙腈-甲醇-水( 45 ∶ 45 ∶ 10 ) 梯度洗脱，流速 2 mL·

min －1，检测波长 338，262 nm，柱温 40 ℃。结果:氨基酸浓度在一定范围内，此法可以测定 27 种氨基酸的含量，但不适合清
开灵注射液中氨基酸的含量测定。结论:该方法不能对清开灵注射液中氨基酸进行准确定量。
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Determination of Amino Acids with OPA-FMOC by On-line Derivatization

SU Jian-kun，WANG Xue，LU Jian-qiu，QIAO Yan-jiang，GAO Xiao-yan*

( Center of Scientific Experiment Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100029，China)

［Abstract］ Objective: To develop a method for determination of amino acids by on-line derivatization．
Method: The amino acids were analyzed by HPLC with orthophthalaldehyde ( OPA) and 9-formic acid methyl ester
of fluorene chlorine ( FMOC) on line derivatization． The sample was analyzed on a Zorbax Eclipse-AAA column
( 4. 6 mm ×150 mm，5 μm) with gradient elution of 40 mmol·L －1 Na2HPO4 ( make pH be 7. 8 with 8 mol·L －1

NaOH) ( A) and acetonitrile-methanol-water ( 45∶ 45∶ 10) ( B) at the flow rate of 2. 0 mL·min －1，detected at
338 nm and 262 nm． Result: This method could be used to analyze 27 amino acids in the range of certain
concentration，but it wasn't fit for the determination of amino acids in Qingkailing injection． Conclusion: This
method couldn't determine amino acids in Qingkailing injection accurately．
［Key words］ OPA-FMOC; on-line derivatization; amino acids; determination

关于氨基酸的测定有柱前衍生化［1-3］和柱后衍

生化法等［4-6］，两种方法操作繁琐费时，基于此方面

的不足，本文建立了在线衍生化法测定氨基酸的含

量，并将其应用于清开灵注射液中氨基酸的含量

测定。
在线衍生化检测氨基酸方法的原理是含有氨基

酸的样品在 pH 7. 8 的缓冲液中可以直接衍生化，在

3-巯基丙酸( 3-MPA) 存在下，一级氨基酸首先与邻
苯二甲醛( OPA) 反应［7］，而二级氨基酸不和 OPA反
应，然后再用 9-芴甲基氯甲酸酯( FMOC) 进行衍生;
加入的吲哚与 3-MPA 相结合可降低氨基酸的疏水
性，所以 OPA衍生化产物比 FMOC衍生化产物的色
谱出峰时间更早，过剩的 FMOC 及其降解产物在二
级氨基酸后出峰，不会干扰分析。由于在线衍生化
程序控制缓冲液和衍生化试剂的量一定，所以本方

法只适合低浓度的氨基酸样品的测定。结果表明，
本方法不适合清开灵注射液氨基酸的含量测定。
1 仪器、试剂与样品

Agilent 1100 高效液相色谱仪( 二元泵、自动进
样器、柱温箱、二极管阵列检测器、HP 数据处理工
作站) ，KQ-250DE型数控超声波清洗器，PHS-3B 精
密 pH 计，清开灵注射液由某药厂生产 ( 批号
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011706A) ，氨基酸对照品: 谷氨酰胺( Asn) 、甘氨酸
( Gly) 、丝氨酸( Ser ) 、天门冬氨酸( Asp ) 、丙氨酸
( Ala) 、苏氨酸( Thr) 、鸟氨酸( Orn) 、谷氨酸( Glu) 、
赖氨酸( Lys) 、组氨酸( His) 、精氨酸( Arg) 、脯氨酸
( Pro) 、缬氨酸( Val) 、蛋氨酸( Met) 、酪氨酸( Tyr) 、
异亮氨酸( Ile) 、亮氨酸( Leu) 、胱氨酸( Cy2 ) 、苯丙
氨酸( Phe) 、色氨酸( Trp) 均购自北京欣经科生物技
术公司，纯度均 ＞ 99. 5% ; 天冬酰胺( Asn) 、γ-氨基
丁酸( AABA) 购自 Sigma 公司( 批号 91H0762 ) ，纯
度均 ＞ 99. 0% ; 瓜氨酸( Cit ) 、左旋羟脯氨酸( L-
Hypro) 、右旋羟脯氨酸( R-Hypro) 购自 Alfa Aesar 公
司，纯度 ＞ 98. 0% ; 肌氨酸( Sar) 购自国药集团，纯
度 ＞ 98% ; 正缬氨酸( Nva) 购自上海三杰生物技术
公司，纯度 ＞ 98. 5%。
硼酸盐缓冲液( 安捷伦 PN 5061-3339) ，OPA 试

剂( 安捷伦 PN 5061-3335 ) ，FMOC 试剂( 安捷伦 PN
5061-3337) ; 甲醇、乙腈均为色谱纯，购自德国默克
公司; 磷酸二氢钠( 含 1 分子水) 、浓盐酸、氢氧化钠
均为分析纯，购自北京化工厂，水为超纯水。
2 方法
2. 1 色谱条件 Zorbax Eclipse-AAA 氨基酸分析柱
( 4. 6 mm ×150 mm，5 μm) ，柱温 40 ℃，流动相 A为
40 mmol·L －1Na2HPO4，用 8 mol·L －1氢氧化钠溶液调

pH 7. 8，B 为 ACN-MeOH-水( 45∶ 45∶ 10) ，检测波长
338，262 nm［8-9］。自动进样程序: 从瓶 1 中吸取 2. 5
μL( 硼酸缓冲液) ; 吸 0. 5 μL 样品; 在空气中混合 3
μL，最大速度，2次; 等待 0. 5 min; 从瓶 2 吸取 0 μL
( 未加盖清水，清洗针头) ; 从瓶 3 中吸取 0. 5 μL
( OPA) ; 在空气中混合 3 μL，最大速度，6 次; 从瓶 2
吸取 0 μL( 未加盖清水，清洗针头) ; 从瓶 4 中吸取
0. 5 μL ( FMOC) ; 在空气中混合 4 μL，最大速度，6
次; 从瓶5中吸32 μL水; 在空气中混合18 μL，最大
速度，2次; 进样。梯度洗脱程序见表 1。

表 1 梯度洗脱程序

t /min B /% 流速 /mL·min －1

0 0 2

1. 9 0 2

18. 1 50 2

18. 6 100 2

22. 3 100 2

23. 2 0 2

2. 2 溶液制备
2. 2. 1 对照品溶液 分别精密称取 20 mg 的 27 种

氨基酸对照品，将其置于 100 mL 量瓶中，用 0. 1
mol·L －1盐酸溶液超声溶解，且定容至刻度，即得。
2. 2. 2 供试品溶液 将清开灵注射液 ( 批号
011706A) 吸取一定体积，然后用超纯水稀释一倍体
积，即得。
2. 2. 3 空白溶液 取 0. 1 mol·L －1的盐酸溶液一定

体积备用，即得。

A，B，D是一级衍生化氨基酸( 338 nm) ;

C，E是二级衍生化氨基酸( 262 nm)

1. Asp; 2. Glu; 3. Asn; 4. Ser; 5. Gln; 6. His; 7. Gly;

8. Thr; 9. Cit; 10. Arg; 11. Ala; 12. AABA; 13. Tyr;

14. Cy2; 15. Val; 16. Met; 17. Nva; 18. Trp; 19. Phe;

20. Ile; 21. Orn; 22. Leu; 23. Lys; 24. L-Hypro;

25. R-Hypro; 26. Sar; 27. Pro

图 1 对照品溶液( A)、供试品溶液( B) 和

空白溶液( C) 液相色谱

2. 3 线性关系与检测限 由于在设定的衍生化试
剂吸取量是 0. 5 μL，所以在反应过程中衍生化试剂
可能不足以与氨基酸反应。实验过程中根据所称氨
基酸量选取 2 ～ 3 种氨基酸，使其不超过其与衍生化
试剂反应的量，按照表 2 中的顺序，依次分成 10 组，
分别进行实验。依次称量适量氨基酸置于 25 mL量
瓶中，用 0. 1 mol·L －1的盐酸溶液定容。精密吸取对
照品混合溶液 0. 1，0. 5，1. 0，2. 0，5. 0，10. 0 mL分别
置于 10 mL量瓶中，用 0. 1 mol·L －1盐酸定容。吸取
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表 2 23 种氨基酸的线性关系以及检测限

No． 成分 线性方程 r 检测限 /mg·L －1

1 天冬氨酸 Y = 157. 093X + 11. 798 0. 998 7 18. 46

2 谷氨酸 Y = 80. 020X + 10. 408 0. 997 7 36. 83

3 天冬酰胺 Y = 86. 674X + 10. 990 0. 998 6 50. 00

4 甘氨酸 Y = 337. 279X + 2. 069 0. 999 8 1. 28

5 组氨酸 Y = 27. 230X － 1. 889 0. 999 6 12. 32

6 精氨酸 Y = 154. 886X － 7. 529 0. 999 5 7. 02

7 苏氨酸 Y = 166. 340X － 27. 639 0. 997 3 4. 32

8 丙氨酸 Y = 359. 447X － 1. 854 0. 999 9 3. 29

9 瓜氨酸 Y = 116. 236X + 5. 836 0. 999 0 3. 33

10 胱氨酸 Y = 181. 431X + 16. 488 0. 997 9 4. 62

11 丝氨酸 Y = 62. 610X + 1. 230 0. 999 8 1. 46

12 酪氨酸 Y = 35. 313X + 2. 946 0. 999 3 6. 84

13 蛋氨酸 Y = 95. 744X + 4. 341 0. 999 7 12. 96

14 γ-氨基丁酸 Y = 32. 223X － 4. 152 0. 999 6 2. 92

15 亮氨酸 Y = 35. 313X + 2. 946 0. 999 3 2. 36

16 缬氨酸 Y = 59. 077X + 3. 073 0. 999 8 3. 56

17 苯丙氨酸 Y = 0. 017X － 0. 004 58 0. 999 7 4. 85

18 赖氨酸 Y = 88. 225X － 9. 011 0. 999 7 3. 38

19 色氨酸 Y = 55. 510X + 5. 771 0. 999 0 3. 36

20 鸟氨酸 Y = 136. 227X － 7. 123 0. 999 8 1. 90

21 异亮氨酸 Y = 53. 948X + 4. 578 0. 999 1 3. 99

22 L-羟脯氨酸 Y = 167. 906X + 13. 075 0. 999 2 7. 30

23 脯氨酸 Y = 752. 090X + 33. 109 0. 998 0 30. 57

0. 5 μL，注入液相色谱仪，以各种氨基酸峰面积对数
值 Y为纵坐标，氨基酸进样量 X 为横坐标，得线性
回归方程。在线性范围内，各种氨基酸的进样量与
峰面积呈现良好的线性关系。
2. 4 精密度试验 在上述色谱条件下，精密吸取对
照品混合溶液 0. 5 μL，连续进样 6 次，测定。一级
衍生化氨基酸的峰面积的 RSD 1. 81% ～ 2. 95%，二
级衍生化氨基酸的峰面积 RSD 16. 85% ～19. 51%。
2. 5 重复性试验 取同一批样品按供试品溶液制
备方法平行制备 6 份，分别进样 0. 5 μL，测定。一
级衍生化氨基酸峰面积 RSD 1. 58% ～ 3. 65%，二级
衍生化氨基酸峰面积 RSD 7. 20% ～9. 19%。
2. 6 稳定性试验 按照上述色谱条件，取同一批供
试品溶液，分别于 0，2，4，6，8，12，24，48，72 h进样 9
次，测得一级衍生化氨基酸峰面积 RSD 1. 10% ～
4. 26%，二级衍生化氨基酸峰面积 RSD 7. 58 ～
9. 32%。说明一级衍生化氨基酸日内和日间稳定性
良好，二级衍生化氨基酸一般。

2. 7 加样回收率试验 在回收率试验中，当清
开灵注射液中氨基酸含量测定达到定量限的一

级衍生化氨基酸的加样回收率均在 82. 7% ～
109. 2% ( 除酪氨酸外，酪氨酸的回收率达到
127. 8% ) 。二级衍生化氨基酸的加样回收率只
有 49. 6%。而低于定量限的氨基酸不符合要求，
误差较大。
2. 8 样品测定 将 2. 2. 2 项下的供试品溶液按照
2. 1 项下色谱条件进样，测定清开灵注射液( 批号
011706A) 中 23 种氨基酸的含量( 外标一点法计
算) ，各种氨基酸测定结果见表 3。
3 讨论
线性方法学考察时，由于自动进样程序中衍生

化试剂量不足，所以在试验过程中溶液中只含有 2
种或者 3 种氨基酸，而且最大浓度的氨基酸进样时，
已不成线性关系，所以只取了前 5 个点。从这一点
可以看出，本方法不适合较大浓度的氨基酸含量

测定。
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表 3 清开灵注射液中各种氨基酸的含量

成分
质量浓度
/ g·L －1 成分

质量浓度
/ g·L －1

天门冬氨酸 0. 261 胱氨酸 0. 566

谷氨酸 0. 555 缬氨酸 0. 178

天门冬酰胺 0. 027 蛋氨酸 0. 029

丝氨酸 0. 130 色氨酸 0. 056

组氨酸 0. 018 苯丙氨酸 0. 207

甘氨酸 0. 514 异亮氨酸 0. 174

苏氨酸 0. 055 鸟氨酸 0. 285

瓜氨酸 0. 039 亮氨酸 0. 566

精氨酸 0. 566 赖氨酸 0. 167

丙氨酸 0. 547 L-羟脯氨酸 0. 054

γ-氨基丁酸 0. 066 脯氨酸 1. 264

酪氨酸 0. 124

精密度、重复性、稳定性、加样回收率实验时，二
级衍生化氨基酸结果均不理想。脯氨酸在清开灵注
射液中含量较高，稀释一倍的清开灵注射液中氨基

酸含量也不能满足与衍生化试剂反应的量［10］。而
且在做加样回收率时，由于 9 种氨基酸未达到定量
限，所以不能对这 9 种做定量。为了使其浓度达到
定量限浓度，进行样品前处理，使其浓度增大，但是

结果却使得衍生化试剂反应量远远达不到需求。
此方法不适合高浓度氨基酸样品的含量测定，

以甘氨酸为例，且以程序进样程序吸取邻苯二甲醛

衍生化试剂量为标准，对其甘氨酸量做了线性浓度

方面的考察，最终确定甘氨酸浓度在 0. 134 ～ 56. 18
mmol·L －1呈现良好的线性关系，即邻苯二甲醛与含

有一个氨基的氨基酸( 所测氨基酸中色氨酸 Mmax =
204 g·mol － 1、甘氨酸 Mmin = 75 g·mol － 1，且 1 mol 的
精氨酸、鸟氨酸、赖氨酸可以与 2 nmol 的 OPA 衍生
化试剂反应) ，最大反应量为 4. 2 ～ 11. 46 g·L －1，而

根据 PITC柱前衍生化法测定结果可知，清开灵注射
液中游离氨基酸( 一级氨基酸) 11. 095 g·L －1，所以

OPA试剂极有可能不满足其一级氨基酸的含量
测定。
从色谱图中可见，一级衍生完以后，在二级衍生

色谱图相应的出峰时间还会产生信号，产生检测信

号的原因有二:①衍生化不完全，二级衍生化试剂和
一级氨基酸反应，会产生检测信号; ②一级衍生化
氨基酸在二级检测波长下也有不同程度的吸收，导

致在二级衍生化时，也会产生光吸收信号。
本实验方法不能测定清开灵注射液中氨基酸的

原因是因为衍生化试剂反应量不足，试图改变自动

进样程序中衍生化试剂的量，但是导致其各种试剂

与样品反应不充分。所以在线衍生化不能准确测定
清开灵注射液中氨基酸的含量。
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