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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立一种柱前衍生唱高效液相色谱法同时测定人凝血因子 Ⅷ中 ２种氨基酸含量的方法 。方法 　以 ２ ，４唱二

硝基氟苯（DNFB）为衍生剂 ，采用 C１８色谱柱 ，流动相 A为水 ，B为乙腈 ，C为含 ４ mmol／L三乙胺的 ０ ．０５ mol／L醋酸钠缓冲液
（pH ＝ ６ ．４） ，进行梯度洗脱 ，流速 １ ．０ ml／min ，检测波长 ３６０ nm 。结果 　 甘氨酸的线性范围为 ２ ．９８ ～ １４ ．９０ g／L （ r ＝
０ ．９９９ ９） ，盐酸赖氨酸线性范围为 １ ．１９５ ～ ５ ．９７５ g／L （ r ＝ ０ ．９９９ ９） ，甘氨酸和盐酸赖氨酸的平均回收率分别为 ９９ ．１％ 和

９８ ．２％ 。结论 　此方法检测结果准确 ，可用于人凝血因子 Ⅷ中甘氨酸和盐酸赖氨酸的含量测定 。
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Glycine and lysis hydrochloride assay in human coagulation factor Ⅷ by pre唱col唱
umn derivation
YAO Jiajia ，YAN Chen （Shanghai Xinxing Medicine Co ．，Ltd ，Shanghai ２００１３５ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a method of analysis for glycine and lysis hydrochloride in human coagulation factor
Ⅷ by pre唱column derivation HPLC ．Methods 　 The sample was derivatized with ２ ，４唱dinitrofluorobenzene（DNFB） ．HPLC was
performed on a C１８ column with gradient elution ．The mobile phase A was water ，B was acetonitrile and C was ０ ．０５ mol／L so唱
dium acetate buffer containing ４ mmol／L trimethylamine ．The flow rate was １ ．０ ml／min and detection wavelength was ３６０nm ．

Result 　 There was a linear range for glycine between ２ ．９８０ g／L ～ １４ ．９０ g／L （ r ＝ ０ ．９９９ ９） and lysis hydrochloride between
１ ．１９５ g／L ～ ５ ．９７５ g／L （r ＝ ０ ．９９９ ９） ．The average recovery rate of glycine and lysis hydrochloride was ９９ ．１％ and ９８ ．２％ ．

Conclusion 　 The established method is accurate and can be used to determine the contents of glycine and lysis hydrochloride in
human coagulation factor Ⅷ ．
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　 　人凝血因子 Ⅷ
［１］是由健康人的血浆经分离 、提

纯 ，并经病毒去除和灭活处理的冻干制剂 。人凝血

因子 Ⅷ是一种不稳定的蛋白 ，极易失活变性 ，为了便

于储存和运输 ，生产时通常采用冻干剂型 。上海新

兴医药股份有限公司采用甘氨酸和盐酸赖氨酸作为

人凝血因子 Ⅷ 的冻干保护剂［２ ，３］
。 ２ 种氨基酸的含

量直接影响制品冻干的效果 ，在生产过程中必须受

控在一定范围内（甘氨酸含量为 ６ ～ １５ g／L ，盐酸赖

氨酸含量应不高于 ７ g／L） ，因此需要快速准确地测

定 ２种氨基酸的含量 ，有必要建立一种能同时测定

甘氨酸和盐酸赖氨酸的检测方法 。氨基酸的分析方

法多采用将氨基酸衍生化后进行 HPLC 法 ，本实验

选用 ２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB）为衍生剂 ，氨基酸与

其反应后得到二硝基苯氨基酸 （DNP唱氨基酸 ） ，

DNP唱氨基酸在紫外线 ３６０ nm 处有较强的吸收 ，且

较稳定 ，不易分解 ，能满足 HPLC 法分离和检测的
要求 。笔者在本公司甘氨酸含量测定方法［４］的基础

上 ，结合文献中有关盐酸赖氨酸的检测方法［５］
。通

过梯度洗脱的方法 ，同时检测人凝血因子 Ⅷ 中甘氨

酸和盐酸赖氨酸的含量 。

1 　仪器与试药

　 　高效液相色谱仪 ：安捷伦 １２６０液相色谱仪 ；色

谱柱 ：安 捷 伦 ZORBAX Eclipse plus C１８ 柱

（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ，丙氨酸对照品（国药集

团化学试剂公司 ，分析纯 ，含量 ≥ ９９ ．０％ ） ；甘氨酸对

照品（Sigma公司 ，分析纯 ，含量 ≥ ９９ ．０％ ） ；盐酸赖

氨酸对照品（Sigma 公司 ，分析纯 ，含量 ≥ ９８ ．０％ ） ；

人凝血因子 Ⅷ （上海新兴医药股份有限公司 ，批号 ：
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２０１７０２０１N 、２０１７０２０２N 、２０１７０３０３N） 。
2 　方法与结果

2 ．1 　溶液的制备
2 ．1 ．1 　甘氨酸和盐酸赖氨酸对照品溶液
　 　 精密称取甘氨酸对照品１ ．５０４ ６ g和盐酸赖氨
酸对照品 ６ ．０９７ g置 １００ ml容量瓶中 ，用注射用水

定容 ，得甘氨酸浓度为 １４ ．９０ g／L 和盐酸赖氨酸浓
度为 ５ ．９７５ g／L 的对照品溶液 ，备用 。

2 ．1 ．2 　供试品溶液
　 　取一瓶待检人凝血因子 Ⅷ 供试品放置至室温 ，

精密量取 １０ ml注射用水溶解样品 ，然后轻轻摇动

直至完全溶解 ，备用 。

2 ．1 ．3 　空白溶液
　 　按处方配制不含甘氨酸和盐酸赖氨酸的人凝血

因子 Ⅷ溶液 ，备用 。

2 ．1 ．4 　甘氨酸溶液
　 　精密称取甘氨酸对照品０ ．９０５ ４ g置 １００ ml容
量瓶中 ，用注射用水定容 ，得浓度为 ８ ．９６３ g ／L 的甘
氨酸溶液 。

2 ．1 ．5 　盐酸赖氨酸溶液
　 　 精密称取盐酸赖氨酸对照品 ０ ．３６５ ６ g 置
１００ ml容量瓶中 ，用注射用水定容 ，得浓度为

３ ．５８３ g／L的盐酸赖氨酸溶液 。

2 ．2 　试验方法
2 ．2 ．1 　对照品溶液和供试品溶液的制备及衍生化
　 　对照品溶液 ：精密量取 １ ml对照品溶液于试管
中 ，加入 ４ ml １畅５％ 磺基水杨酸 ，混匀 ，取上清液

１ ml于 １０ ml 容量瓶中 ，用水稀释至刻度 ，混匀备

用 。精密量取处理后的对照品溶液 ０畅２ 、０畅４ 、０畅６ 、

０畅８ 、１畅０ ml与内标溶液各 ０畅５ ml置 １０ ml容量瓶
中 ，等待衍生化反应 。

　 　供试品溶液 ：精密量取 １ ml供试品溶液于试管
中 ，加入 ４ ml １畅５％ 磺基水杨酸 ，混匀 ，取上清液

１ ml于 １０ ml 容量瓶中 ，用水稀释至刻度 ，混匀备

用 。精密量取处理后的供试品溶液 １畅０ ml与内标
溶液各 ０畅５ ml 置 １０ ml 容量瓶中 ，等待衍生化

反应 。

　 　衍生化反应 ：将上述制备好的对照品溶液或供

试品溶液各加 ０畅５ mol／L 的碳酸氢钠溶液 （pH ＝

９畅０）２ ml ，１％ ２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB）的乙腈溶液
０畅４ ml混匀 ，６０ ℃避光保温 １ h后 ，取出放冷 ，用磷

酸盐缓冲液（pH ＝ ７畅０）稀释至刻度 ，经 ０畅２２ μm 微
孔滤膜过滤 ，取过滤液进样 。

　 　空白溶液 、甘氨酸溶液 、盐酸赖氨酸溶液按照供

试品溶液制备方法处理 。

2 ．2 ．2 　色谱测定
　 　 色谱条件 ：色谱柱 ：安捷伦 ZORBAX Eclipse
plus C１８柱（２５０ mm × ４畅６ mm ，５ μm） ；柱温 ：３０ ℃ ；

流速 ：１畅０ ml／min ；紫外检测波长 ：３６０ nm ；进样量 ：

２０ μl 。以纯水为流动相 A ，以 １００％ 乙腈为流动相

B ，以含４ mmol／L三乙胺的 ０畅０５ mol／L 醋酸钠缓冲
液 （pH ＝ ６畅４ ）为流动相 C ，梯度洗脱 ３０ min
（表 １） 。

表 1 　梯度洗脱表（％ ）

时间
（t／min） 流动相 A 流动相 B 流动相 C

起始 １７ 8．５ １７ v．５ ６５ 葺
１５  １７ 8．５ １７ v．５ ６５ 葺
１８  ０ 8５０ v５０ 葺
２５  ０ 8５０ v５０ 葺
３０  １７ 8．５ １７ v．５ ６５

2 ．3 　保留时间的确定和专属性试验
　 　空白溶液色谱图（图 １）中仅有衍生化试剂 ２ ，４唱

二硝基氟苯 （DNFB）色谱峰唱１ ；甘氨酸溶液的色谱

图（图 ２）有衍生化试剂 ２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB）色
谱峰唱１ 、甘氨酸衍生物峰唱２ 、丙氨酸衍生物峰唱３ ；盐酸

赖氨酸溶液的色谱图（图 ３）有衍生化试剂 ２ ，４唱二硝

基氟苯（DNFB）色谱峰唱１ 、丙氨酸衍生物峰唱３ 、盐酸

赖氨酸衍生物峰唱４ ；甘氨酸和盐酸赖氨酸对照品溶

液的色谱图（图 ４）和供试品溶液的色谱图（图 ５）中

有衍生化试剂 ２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB）色谱峰唱１ 、

甘氨酸衍生物峰唱２ 、丙氨酸衍生物峰唱３ 、盐酸赖氨酸

衍生物峰唱４ 。由以上 ５幅色谱图可以看出 ，衍生化

试剂 ２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB）色谱峰唱１保留时间为

５ ．３ ～ ５ ．５ min ，甘氨酸衍生物峰唱２ 保留时间约为

６ ．６ min ，丙氨酸衍生物峰唱３保留时间约为 １０ min ，
盐酸赖氨酸衍生物峰唱４保留时间约为 ２１ ．１ min ，保
留时间上 ４个色谱峰没有互相干扰 ，且未见其他成

分及衍生化试剂对测定有干扰 。

2 ．4 　系统适应性试验
　 　甘氨酸和盐酸赖氨酸对照品溶液的色谱图中 ，

甘氨酸衍生物与相邻色谱峰之间的分离度分别为

４ ．４３３和 １０ ．５１５ 。盐酸赖氨酸衍生物与相邻的色谱

峰的分离度为 ４９ ．２８０ ，所测组分甘氨酸和盐酸赖氨

酸的衍生物色谱峰与内标丙氨酸衍生物和衍生化试

剂的色谱峰能够完全分离 ，互不干扰 。甘氨酸衍生

物的拖尾因子为 １ ．２５２ ，丙氨酸衍生物的拖尾因子

为 １ ．１９４ ，盐酸赖氨酸衍生物的拖尾因子为 １ ．１４５ ；
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图 1 　空白溶液色谱图
１ ．２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB）

图 2 　甘氨酸溶液色谱图
１ ．２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB） ；

２ ．甘氨酸衍生物 ；３ ．丙氨酸衍生物

图 3 　盐酸赖氨酸溶液色谱图
１ ．２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB） ；

３ ．丙氨酸衍生物 ；４ ．盐酸赖氨酸衍生物

图 4 　甘氨酸和盐酸赖氨酸对照品溶液色谱图
１ ．２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB） ；２ ．甘氨酸衍生物 ；

３ ．丙氨酸衍生物 ；４ ．盐酸赖氨酸衍生物

符合拖尾因子为 ０ ．９５ ～ １ ．４０的要求［６］
。

2 ．5 　线性关系考察
　 　取甘氨酸和盐酸赖氨酸对照品溶液按“２ ．２”项

处理 ，进行色谱分析 。 以甘氨酸衍生物对丙氨酸衍

生物峰面积比（X）对甘氨酸含量（Y ）进行线性回归 ，

图 5 　供试品溶液色谱图
１ ．２ ，４唱二硝基氟苯（DNFB） ；２ ．甘氨酸衍生物 ；

３ ．丙氨酸衍生物 ；４ ．盐酸赖氨酸衍生物

得到回归方程 Y ＝ ３ ．９９０ ２ X ＋ ０ ．１２２ ２ ，r ＝
０ ．９９９ ９ 。以盐酸赖氨酸衍生物对丙氨酸衍生物峰面

积比（X）对盐酸赖氨酸含量（Y ）进行线性回归 ，得到

回归方程 Y ＝ ６ ．６ ．３２７ １X － ０ ．３３１ ７ ，r ＝ ０ ．９９９ ９ 。结

果表明甘氨酸浓度在 ２ ．９８ ～ １４ ．９０ g ／L 范围内 ，盐

酸赖氨酸浓度在 １ ．１９５ ～ ５ ．９７５ g／L范围内 ，与峰面

积比呈良好的线性关系 。

2 ．6 　精密度试验
　 　精密量取甘氨酸和盐酸赖氨酸对照溶液０ ．６ ml
按“２ ．２”项下方法处理 ，进行色谱分析 ，连续测定 ６

次 ，计算得到甘氨酸的峰面积比的 RSD 为 ０ ．１％ ，

盐酸赖氨酸的峰面积比的 RSD 为 ０ ．０９％ ，表明精

密度良好 。

2 ．7 　重复性试验
　 　取 ６份人凝血因子 Ⅷ样品（批号 ：２０１７０２０１N ） ，

分别进行样品处理 ，进样后根据所得到的色谱图分

别计算甘氨酸和盐酸赖氨酸的含量 。甘氨酸的含量

平均值为 ８ ．６５２ g ／L ，RSD为 ０ ．３％ ；盐酸赖氨酸的

含量平均值为 ３ ．３９２ g／L ，RSD 为 １ ．９％ 。 说明此

方法重复性良好 。

2 ．8 　回收率试验
　 　精密称取（０ ．０７０ ± １０％ ） g 甘氨酸和（０ ．０２９ ±

１０％ ） g 盐酸赖氨酸 ３ 份 ，精密称取 （０ ．０９０ ±

１０％ ） g甘氨酸和 （０ ．０３６ ± １０％ ） g 盐酸赖氨酸 ３

份 ，精密称取（０ ．１００ ± １０％ ） g 甘氨酸和（０ ．０４３ ±

１０％ ） g盐酸赖氨酸 ３份 ，共计 ９份 ，加不含甘氨酸

和盐酸赖氨酸的人凝血因子 Ⅷ 溶液定容至 １０ ml 。
上述 ９份溶液按“２ ．１”项进行样品处理 ，色谱分析 ，

根据所得色谱图分别计算甘氨酸和盐酸赖氨酸的含

量 ，结果见表 ２ 。

3 　讨论

　 　人凝血因子 Ⅷ中含有甘氨酸和盐酸赖氨酸 ２种

氨基酸 ，作为冻干保护剂 ，需对这两种氨基酸的含量
（下转第 ３８４页）
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表 2 　人凝血因子 Ⅷ回收率试验结果

成分
理论浓度

（ρB ／g · L － １ ）

测得浓度
（ρB ／g · L － １ ）

回收率
（％ ）

平均
回收率
（％ ）

甘氨酸 　 　 ７ 6．４０ ７ K．３８ ９９ 7．７３ ９８ 骀．８

６ 6．８７ ６ K．７９ ９８ 7．８４

７ 6．１８ ７ K．１５ ９９ 7．５９

９ 6．０４ ８ K．８０ ９７ 7．３５

８ 6．９５ ８ K．９９ １００ 7．４５

８ 6．６２ ８ K．５５ ９９ 7．１９

１０ 6．９３ １０ K．９７ １００ 7．３７

１０ 6．０４ ９ K．８０ ９７ 7．６１

９ 6．９０ ９ K．５０ ９５ 7．９６

盐酸赖氨酸 ３ 6．０５ ３ K．０５ １００ 7．００ ９８ 骀．８

２ 6．８１ ２ K．７１ ９６ 7．４５

２ 6．９０ ２ K．８３ ９７ 7．５９

３ 6．７４ ３ K．８０ １０１ 7．６１

３ 6．６４ ３ K．６５ １００ 7．２８

３ 6．５８ ３ K．５２ ９８ 7．３３

４ 6．３８ ４ K．３３ ９８ 7．８６

４ 6．４５ ４ K．３８ ９８ 7．４３

４ 6．２９ ４ K．１７ ９７ 7．２１

同时进行检测 ，但目前枟中华人民共和国药典枠和文

献中尚无适当的检测方法 。本实验选用 ２ ，４唱二硝

基氟苯（DNFB）为衍生剂 ，采用梯度洗脱的方法 ，使

人凝血因子 Ⅷ中的甘氨酸和盐酸赖氨酸分离完全 ，

可以同时测定这 ２ 种氨基酸的含量 ，简化了检测程

序 ，同时保证了结果的准确 、可靠 。
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