
 

 

 

利那洛肽与醋酸奥曲肽中氨基酸的分析方法 
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概述 

本实验使用Durashell AA氨基酸分析方法包，以OPA和

FMOC为衍生试剂采用自动化柱前衍生的方式对酸水解

后的多肽样品中的氨基酸进行测试。 

 

关键词 

多肽；氨基酸；Durashell AA氨基酸分析方法包。 

 

化合物信息 

表1. 化合物信息 

中文名称 英文缩写 CAS号 分子式 分子量 

天冬氨酸 Asp 56-84-8 C4H7NO4 133.1 

谷氨酸 Glu 56-86-0 C5H9NO4 147.13 

丝氨酸 Ser 56-45-1 C3H7NO3 105.09 

甘氨酸 Gly 56-40-6 C2H5NO2 75.07 

组氨酸 His 71-00-1 C6H9N3O2 155.15 

精氨酸 Arg 74-79-3 C6H14N4O2 174.2 

苏氨酸 Thr 72-19-5 C4H9NO3 119.12 

丙氨酸 Ala 56-41-7 C3H7NO2 89.09 

脯氨酸 Pro 147-85-3 C5H9NO2 115.13 

酪氨酸 Tyr 60-18-4 C9H11NO3 181.19 

缬氨酸 Val 72-18-4 C5H11NO2 117.15 

甲硫氨酸 Met 63-68-3 C5H11NO2S 149.21 

异亮氨酸 Ile 73-32-5 C6H13NO2 131.17 

亮氨酸 Leu 61-90-5 C6H13NO2 131.17 

苯丙氨酸 Phe 63-91-2 C9H11NO2 165.19 

赖氨酸 Lys 56-87-1 C6H14N2O2 146.19 

胱氨酸 Cys-Cys 56-89-3 C6H12N2O4S2 240.3 

色氨酸 Trp 54-12-6 C11H12N2O2 204.22 

正缬氨酸 Nva 2013-12-9 C5H11NO2 117.15 

肌氨酸 Sar 107-97-1 C3H7NO2 89.09 

 

 

 

 

实验部分 

3.1仪器、试剂与材料 

3.1.1主要仪器设备 

Agilent 1100高效液相色谱仪，DAD检测器 

3.1.2试剂材料 

实验用水为屈臣氏蒸馏水。 

甲醇、乙腈、磷酸为色谱纯试剂。 

盐酸、0.1mol/L盐酸、十二水合磷酸氢二钠、十

水合四硼酸钠为分析纯试剂。 

混合氨基酸标准溶液：含17种氨基酸，其中L-

天门冬氨酸、L-谷氨酸、L-丝氨酸、甘氨酸、

L-组氨酸、L-精氨酸、L-苏氨酸、L-丙氨酸、L-

脯氨酸、L-酪氨酸、L-缬氨酸、L-甲硫氨酸、

L-异亮氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸、L-赖氨

酸浓度为2.5 μmol/mL，L-胱氨酸浓度为1.25 μ

mol/mL。 

3，3-二硫代二丙酸溶液：取二硫代二丙酸，加

0.2 mol/L氢氧化钠溶液溶解制成每1.0 mL中约

含20 mg的溶液。 

内标溶液：含正缬氨酸和肌氨酸的溶液。 

OPA衍生试剂B液：80 uL/mL的3-巯基丙酸溶液，

使用硼酸盐缓冲液溶解； 

OPA衍生试剂：取Durashell AA氨基酸分析方法

包中的OPA衍生试剂A液1支，加入OPA衍生试

剂B液60 μL，混匀，既得。 

稀释剂：取水100mL，加磷酸0.5mL，混匀。 

50%乙腈溶液：取乙腈50mL，加水50mL，混匀。 

流动相A：称取十二水合磷酸氢二钠9.0g，十水

合四硼酸钠9.5g，加水2000mL，用盐酸调节pH

至8.2； 

流动相B：量取甲醇450mL，乙腈450mL，水

100mL，混匀，超声脱气。 

 

应用编号：AP10721 

 

 



 

 

3.1.3 多肽样品酸水解方法： 

称取多肽样品，加0.1 mol/L盐酸溶解并稀释制

成每1.0 mL中约含2.0 mg的溶液，移取样品溶液

50μL、内标溶液50 μL，置10 mL玻璃样品瓶中，

于50 ℃下氮吹至干，加入3，3-二硫代二丙酸

溶液200 μL，异丙醇100 μL，于50 ℃下氮吹至

干，向残渣中加入6 mol/L盐酸溶液（含0.1%苯

酚）1.0 mL，摇匀，充氮3 min后密封，置110 ℃

下水解24小时或150 ℃水解1.5小时。取出冷却

至室温。 

混合氨基酸对照品溶液：量取Durashell AA氨基

酸分析方法包中的混合氨基酸标准溶液100 μL，

内标溶液50 μL，置10 mL样品瓶中，于50 ℃下

氮吹至干，加入3，3-二硫代二丙酸溶液200 μL，

异丙醇100 μL，于50 ℃下氮吹至干。向残渣中

加入6 mol/L盐酸溶液（含0.1%苯酚）1.0 mL，

摇匀，充氮3 min后密封，置110 ℃下水解24小

时。或150 ℃水解1.5小时。取出冷却至室温。 

衍生用多肽样品和氨基酸混合对照溶液： 

将酸水解后的多肽溶液和氨基酸混合对照溶液

于50℃下氮吹至干，向残渣中加入 0.1 mol/L盐

酸0.5 mL，超声溶解，摇匀，经0.22 μm尼龙滤

膜过滤，取续滤液待测。 

 

3.2仪器检测条件 

色谱柱：Durashell 3μm AA，4.6×150mm； 

柱  温：45 ℃； 

波  长：338nm，带宽10nm；参比波长：

390nm，带宽20nm；（一级氨基酸）； 

262nm，带宽16nm，参比波长：324nm，带宽

8nm；（二级氨基酸）； 

狭缝：4nm，峰宽＞0.03min； 

表2.梯度洗脱程序 

时间/min 流动相A% 流动相B% 流速mL/min 

0 94 6 1.6 

6 90 10 1.6 

8 90 10 1.6 

10 84 16 1.3 

23 60 40 1.0 

30 50 50 1.6 

31 0 100 1.6 

34 0 100 1.6 

35 94 6 1.6 

38 94 6 1.6 

 

安捷伦进样器自动衍生程序： 

序

号 
进样器程序 

衍生用试剂的分装与

放置位置 

1 从1号瓶中吸取硼酸盐缓冲液5 μL 

往2mL进样瓶中加入

1mL硼酸盐缓冲液，

加带密封垫的螺旋

盖，密封，置于进样

器样品架的1号位置 

2 从样品瓶中吸取样品2 μL 

衍生用氨基酸标准溶

液及样品溶液置于进

样器样品架的8-100号

位置 

3 在空气中以最大的速度混合7μL，6次  

4 等待0.5分钟  

5 从2号瓶中吸取水0μL 

向2mL样品瓶中加入

2mL水，加不带密封

垫的螺旋盖，置于进

样器样品架的2号位置 

6 从3号瓶中吸取OPA衍生剂1μL 

向带内插管的棕色样

品瓶中加入200μL 

OPA衍生试剂，加带

密封垫的螺旋盖，密

封，置于进样器样品

架的3号位置 

7 在空气中以最大的速度混合8μL，6次  

8 从6号瓶中吸取水0μL 

向2mL样品瓶中加入

2mL水，加不带密封

垫的螺旋盖，置于进

样器样品架的6号位置 

9 从4号瓶中吸取FMOC衍生剂1μL 

向带内插管的棕色样

品瓶中加入200μL 

FMOC衍生试剂，加

带密封垫的螺旋盖，

密封，置于进样器样

品架的4号位置 

10 在空气中以最大的速度混合9μL，10次  

11 从7号瓶中吸取50%乙腈溶液0μL 

向2mL样品瓶中加入

50%乙腈溶液2mL，加

不带密封垫的螺旋

盖，置于进样器样品

架的7号位置 

12 从5号瓶中吸取稀释剂32μL 

向2mL样品瓶中加入

稀释剂2mL，加带密

封垫的螺旋盖，密

封，置于进样器样品

架的5号位置 

13 在空气中以最大的速度混合41μL，8次  

14 进样  

辅助：吸液速度：200 μL/min； 

           喷液速度：600 μL/min 

           吸液位置：0.0mm 

 

 



 

 

3.3多肽水解液测试结果 

表3.混合氨基酸对照溶液峰面积 

   水解条件 

氨基酸名称 英文缩写 保留时间/min 110 ℃ 150 ℃ 

门冬氨酸 Asp 1.269 193.5 195.4 

谷氨酸 Glu 1.695 205.9 211.3 

丝氨酸 Ser 4.989 191.7 208.7 

组氨酸 His 6.885 120.5 126.4 

甘氨酸 Gly 7.814 220.1 228.4 

苏氨酸 Thr 8.546 194.8 211.8 

半胱氨酸 Cys-X 9.613 165.3 189.6 

精氨酸 Arg 11.563 262.8 276.1 

丙氨酸 Ala 12.775 276 289.2 

酪氨酸 Tyr 15.633 265.8 275.5 

缬氨酸 Val 19.574 314 320.9 

甲硫氨酸 Met 19.918 303.9 332.8 

正缬氨酸 Nva（内标） 20.695 277.4 299.5 

苯丙氨酸 Phe 22.470 319.4 336.5 

异亮氨酸 Ile 22.966 315 332.8 

亮氨酸 Leu 24.202 336.3 319.3 

赖氨酸 Lys 24.703 495.1 425 

肌氨酸 Sar（内标） 29.484 293.1 316.3 

脯氨酸 Pro 30.518 200.7 213.9 

 

表4.利那洛肽样品溶液110℃下水解测试数据 

   氨基酸比值 

氨基酸名称 英文缩写 峰面积 测试值 要求范围 

门冬氨酸 Asp 53.4 1.06 0.85-1.15 

谷氨酸 Glu 53.7 1.00 0.85-1.15 

甘氨酸 Gly 57.6 1.00 0.85-1.15 

苏氨酸 Thr 50.3 0.99 0.85-1.15 

半胱氨酸 Cys-X 252.6 5.85 5.1-6.9 

丙氨酸 Ala 67.9 0.94 0.85-1.15 

酪氨酸 Tyr 115.5 1.66 1.7-2.3 

正缬氨酸 Nva（内标） 274.1   

肌氨酸 Sar（内标） 268.7   

脯氨酸 Pro 50 0.95 0.85-1.15 

 

表5.利那洛肽样品溶液150℃下水解测试数据 

   氨基酸比值 

氨基酸名称 英文缩写 峰面积 测试值 要求范围 

门冬氨酸 Asp 53.9 1.02 0.85-1.15 

谷氨酸 Glu 52.5 0.98 0.85-1.15 

甘氨酸 Gly 57.7 1.00 0.85-1.15 

苏氨酸 Thr 52.8 0.98 0.85-1.15 

半胱氨酸 Cys-X 306.3 6.28 5.1-6.9 

丙氨酸 Ala 73.9 0.99 0.85-1.15 

酪氨酸 Tyr 127.6 1.89 1.7-2.3 

正缬氨酸 Nva（内标） 295.2   

肌氨酸 Sar（内标） 312.2   

脯氨酸 Pro 58.6 1.07 0.85-1.15 

 

表6.醋酸奥曲肽样品溶液110℃下水解测试数据 

   氨基酸比值 

氨基酸名称 英文缩写 峰面积 测试值 要求范围 

苏氨酸 Thr 76.4 0.99 0.8-1.2 

半胱氨酸 Cys-X 130.6 2.00 1.7-2.3 

正缬氨酸 Nva（内标） 273.4   

苯丙氨酸 Phe 244 1.93 1.8-2.2 

赖氨酸 Lys 208.5 1.07 0.9-1.1 

 

表7.醋酸奥曲肽样品溶液150℃下水解测试数据 

   氨基酸比值 

氨基酸名称 英文缩写 峰面积 测试值 要求范围 

苏氨酸 Thr 65 1.00 0.8-1.2 

半胱氨酸 Cys-X 122.8 2.11 1.7-2.3 

正缬氨酸 Nva（内标） 287.7   

苯丙氨酸 Phe 195.0 1.89 1.8-2.2 

赖氨酸 Lys 144.7 1.11 0.9-1.1 

 

3.4实验谱图 

 
图1. 混合氨基酸对照溶液色谱图(一级氨基酸) 

 
图2. 混合氨基酸对照溶液色谱图(二级氨基酸) 

 

图3. 利那洛肽样品溶液色谱图(一级氨基酸) 
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图4. 利那洛肽样品溶液色谱图(二级氨基酸) 

 
图5. 醋酸奥曲肽样品溶液色谱图(一级氨基酸) 

 
图6. 醋酸奥曲肽样品溶液色谱图(二级氨基酸) 

        结果表明，利那洛肽经酸性水解后进行各氨基

酸比值分析与理论值相符，该方法可作为多肽类药

物水解后经衍生检测氨基酸比值的手段，同时，建

议根据不同多肽氨基酸组成优化水解温度、时长及

巯基保护试剂以获得更好结果。 

订购信息： 

 Durashell 氨基酸分析方法试剂包中，含有以下各组件： 

货号 产品名称 产品描述 数量 

DAA-Kit 
Durashell 氨基酸分析方

法试剂包 

包含 DAA-P*1，DAA-OA*4，DAA-

OB*2，DAA-F*4，DAA-SS17*2，

DAA-SS02*1 

  

DAA-P DAA 缓冲液 硼酸缓冲液，10 mL/瓶 1瓶 

DAA-OA DAA OPA 衍生试剂A液 邻苯二甲醛，0.6 mL/瓶 4瓶 

DAA-OB DAA OPA 衍生试剂B液 3-巯基丙酸，0.3 mL/瓶 2瓶 

DAA-F DAA FMOC 衍生试剂 氯甲酸-9-芴基甲酯，0.6mL/瓶 4瓶 

DAA-

SS17 

DAA 氨基酸标准溶液

(含 17 种氨基酸) 

L-门冬氨酸、L-谷氨酸、L-丝氨酸、

甘氨酸、L-组氨酸、L-精氨酸、L-苏

氨酸、L-丙氨酸、L-脯氨酸、L-酪氨

酸、L-缬氨酸、L-甲硫氨酸、L-异亮

氨酸、L-亮氨酸、L-苯丙氨酸、L-赖

氨酸浓度为 2.5 μmol/mL, L-胱氨酸浓

度为 1.25 μmol/mL，溶于 0.1 mol/L 

HCl 溶液，1 mL/瓶 

2瓶 

DAA-

SS02 

DAA 氨基酸标准溶液

(含 2 种氨基酸） 

正缬氨酸，肌氨酸浓度为 0.5 

mg/mL，溶于 0.1 mol/L HCl 溶液，10 

mL/瓶 

1瓶 

可选试剂： 

货号 产品名称 产品描述 

DAA-SS01-Trp DAA 氨基酸标准溶液-Trp 色氨酸，100 mg 

DAA-SS01-Hyp DAA 氨基酸标准溶液-Hyp 羟脯氨酸，100 mg 

 

 

 

min0 5 10 15 20 25 30

归一化

0

20

40

60

80

 2
9.

46
6

 3
0.

50
4

min0 5 10 15 20 25 30

归一化

0

20

40

60

80

 8
.5

65
 9

.6
37

 2
0.

72
1

 2
2.

51
1

 2
4.

73
3

min0 5 10 15 20 25 30

归一化

0

20

40

60

80

 2
9.

49
2



  

 
 

 


