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(57)摘要

本发明公开了一种同时测定赖氨酸和甘氨

酸含量的高效液相色谱检测方法，以含庚烷磺酸

钠溶液和乙腈的混合溶液作为流动相，能够准确

检测注射用赖氨匹林中赖氨酸和甘氨酸的含量。

本发明的方法不仅专属性强，准确度高，重复性、

中间精密度、线性和范围、耐用性良好，而且操作

简便、快速，节省了检测时间，降低了检测成本，

能够更好地应用于注射用赖氨匹林的商业化生

产中。
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1.一种同时测定注射用赖氨匹林中赖氨酸和甘氨酸的方法，其特征在于，采用以含庚

烷磺酸钠溶液和乙腈的混合溶液作为流动相的高效液相色谱法测定；

其中，与乙腈混合前，所述庚烷磺酸钠溶液的浓度为0.5‑0.7g/L，pH为2.5‑3.0；

所述高效液相色谱的色谱条件为：以氨基十六烷基硅烷键合硅胶为填充剂，以体积比

80:20的所述庚烷磺酸钠溶液:乙腈的混合溶液为流动相；检测波长为205nm‑215nm，柱温为

30℃‑40℃。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述庚烷磺酸钠溶液的浓度为0.6g/L。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述庚烷磺酸钠溶液的pH为2.8。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述庚烷磺酸钠溶液的pH采用磷酸调节。

5.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述流动相的洗脱方式为等度洗脱。

6.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述检测波长为212nm。

7.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，柱温为35℃。

8.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述高效液相色谱的色谱条件中，流速为

1.0‑1.5ml/min，和/或，所述高效液相色谱的色谱条件中，进样体积为10‑20μl。

9.根据权利要求8所述的方法，其特征在于，流速为1.2ml/min。

10.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述测定包括以下步骤：

取含有赖氨酸和甘氨酸的供试品，精密称定，加乙腈溶解并稀释，摇匀，作为供试品溶

液，注入液相色谱仪进行测定，记录色谱图；另分别取盐酸赖氨酸、甘氨酸对照品，同法测

定；按外标法以峰面积分别计算赖氨酸和甘氨酸的含量，即得；

其中，所述供试品为注射用赖氨匹林。
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一种同时测定赖氨酸和甘氨酸含量的方法

技术领域

[0001] 本发明属于化学分析技术领域，具体涉及一种采用高效液相色谱法同时测定药品

中赖氨酸和甘氨酸含量的方法及其应用。

背景技术

[0002] 赖氨匹林是赖氨酸和阿司匹林组成的复盐，临床上主要用于发热及轻至中度疼痛

的治疗，也用于急性冠状动脉综合征和心肌梗死的治疗。目前，赖氨匹林上市剂型以粉针

剂、散剂为主，上市国家主要有欧盟和中国。赖氨匹林对湿、热高度敏感，长期存放易降解产

生游离水杨酸，严重危害患者健康，因此在做成制剂过程中通常会加入适量的甘氨酸作为

稳定剂，抑制水杨酸的生成，同时起到减轻注射刺激的作用。据药品说明书和文献报道，

Sanofi  Aventis  France生产的注射用赖氨匹林(商品名 )以及Bayer  Vital  GmbH

生产的注射用赖氨匹林(商品名 i.v.)中均添加了约10％的甘氨酸。

[0003] 氨基酸的检测方法主要有液相柱前衍生化法、氨基酸分析仪法、电位滴定法、凯氏

定氮法等。上述几种方法常用于药品中单个氨基酸含量的检测，操作相对复杂，成本相对较

高，而对于药品中含有两种或两种以上氨基酸不适用，容易产生干扰，影响检测的准确度。

注射用赖氨匹林中同时含有赖氨酸和甘氨酸两种氨基酸，采用现有检测方法无法实现准确

定量。

[0004] 因此，开发一种操作简便且能同时准确定量注射用赖氨匹林中赖氨酸和甘氨酸含

量的方法，具有非常重要的意义。

发明内容

[0005] 为了解决上述技术问题，本发明提供一种同时测定赖氨酸和甘氨酸含量的方法。

[0006] 本发明提供一种同时测定赖氨酸和甘氨酸的方法，采用以含庚烷磺酸钠溶液和乙

腈的混合溶液作为流动相的高效液相色谱法测定。

[0007] 本发明所述庚烷磺酸钠溶液是指庚烷磺酸钠的水溶液。

[0008] 在一些实施方案中，与乙腈混合前，所述庚烷磺酸钠溶液的浓度为0.5‑0.7g/L，优

选的浓度为0.6g/L。

[0009] 在一些实施方案中，与乙腈混合前，所述庚烷磺酸钠溶液的pH为2.5‑3.0，优选的

pH为2.8；进一步优选地，使用磷酸调节所述庚烷磺酸钠溶液的pH。

[0010] 在一些实施方案中，所述庚烷磺酸钠溶液与乙腈以体积比(75‑85):(15‑25)混合；

优选地，所述庚烷磺酸钠溶液与乙腈以体积比80:20混合。

[0011] 在一些实施方案中，所述流动相的洗脱方式为等度洗脱。

[0012] 在一些实施方案中，所述高效液相色谱的色谱条件中，色谱柱以氨基十六烷基硅

烷键合硅胶为填充剂。

[0013] 在一些实施方案中，所述高效液相色谱的色谱条件中，检测波长为205nm‑215nm，

优选地，所述高效液相色谱的检测波长为212nm。
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[0014] 在一些实施方案中，所述高效液相色谱的色谱条件中，色谱柱的柱温为30℃‑40

℃，优选地，所述色谱柱的柱温为35℃。

[0015] 在一些实施方案中，所述高效液相色谱的色谱条件中，流速为1.0‑1 .5ml/min，优

选的流速为1.2ml/min。

[0016] 在一些实施方案中，所述高效液相色谱的色谱条件中，样品的进样体积为10‑20μ

l。

[0017] 在一些实施方案中，所述测定包括以下步骤：

[0018] 取含有赖氨酸和甘氨酸的供试品，精密称定，加乙腈溶解并稀释，摇匀，作为供试

品溶液，注入液相色谱仪进行测定，记录色谱图；另分别取盐酸赖氨酸、甘氨酸对照品，同法

测定；按外标法以峰面积分别计算赖氨酸和甘氨酸的含量，即得。

[0019] 在一些实施方案中，所述供试品或者同时含有赖氨酸和甘氨酸的样品为注射用赖

氨匹林。

[0020] 作为优选的技术方案，本发明提供一种采用高效液相色谱法同时测定注射用赖氨

匹林中赖氨酸和甘氨酸含量的方法，色谱条件为：以氨基十六烷基硅烷键合硅胶为填充剂，

以含庚烷磺酸钠溶液和乙腈(体积比为(75‑85):(15‑25))的混合溶液为流动相，检测波长

为205nm‑215nm，柱温为30℃‑40℃。

[0021] 作为进一步优选的技术方案，本发明所述的测定方法包括以下步骤：

[0022] 色谱条件与系统适用性试验：以氨基十六烷基硅烷键合硅胶为填充剂，以0.6g/L

庚烷磺酸钠溶液(用磷酸调节pH至2.8):乙腈(80:20)为流动相，检测波长为212nm，柱温为

35℃，流速为1.2ml/min。理论塔板数分别按赖氨酸和甘氨酸计算，均不低于3000。

[0023] 测定法：取注射用赖氨匹林供试品，精密称定，加65％乙腈溶解并稀释制成每1ml

中约含赖氨酸2mg、甘氨酸0.4mg的溶液，摇匀，作为供试品溶液，精密量取20μl，注入液相色

谱仪，记录色谱图；另分别取盐酸赖氨酸、甘氨酸对照品适量，同法测定。按外标法以峰面积

分别计算赖氨酸和甘氨酸的含量，即得。

[0024] 本发明的有益效果如下：

[0025] 本发明提供了一种能够同时准确测定注射用赖氨匹林中赖氨酸、甘氨酸含量的高

效液相色谱方法，不仅专属性强，准确度高，重复性、中间精密度、线性和范围、耐用性良好，

能同时检测两种氨基酸，且不会产生干扰；而且操作简便、快速，节省了检测时间和成本，对

药品注射用赖氨匹林生产过程中的质量控制和成品检验具有非常重要的意义。

附图说明

[0026] 图1：实施例2中赖氨酸含量测定线性图。

[0027] 图2：实施例2中甘氨酸含量测定线性图。

[0028] 图3：实施例7中盐酸赖氨酸对照品溶液色谱图。

[0029] 图4：实施例7中甘氨酸对照品溶液色谱图。

[0030] 图5：实施例7中191205批供试品溶液色谱图。

[0031] 图6：实施例7中GY302批供试品溶液色谱图。

说　明　书 2/7 页

4

CN 112305138 B

4



具体实施方式

[0032] 以下实施例用于说明本发明，但不用来限制本发明的范围。

[0033] 1.色谱条件

[0034] 以氨基十六烷基硅烷键合硅胶为填充剂，以0.6g/L庚烷磺酸钠溶液(用磷酸调节

pH至2.8):乙腈(80:20)为流动相，检测波长为212nm，柱温为35℃，流速为1.2ml/min。

[0035] 2.供试品

[0036] 注射用赖氨匹林：规格0.9g(以赖氨匹林计)，批号：191205、191206、191207，蚌埠

丰原涂山制药有限公司生产。

[0037] 注射用赖氨匹林：规格0 .5g(以阿司匹林计)，批号：GY302，Sanofi  Aventis 

France生产。

[0038] 3.对照品

[0039] 盐酸赖氨酸：批号140673‑201509，含量99.8％，来自中国食品药品检定研究院。

[0040] 甘氨酸：批号140689‑201605，含量100.0％，来自中国食品药品检定研究院。

[0041] 实施例1：系统适用性试验

[0042] 分别取盐酸赖氨酸、甘氨酸对照品适量，精密称定，加65％乙腈溶解并稀释制成每

1ml中约含赖氨酸2mg、甘氨酸0.4mg的溶液，摇匀，作为系统适用性溶液。精密量取20μl，注

入液相色谱仪，连续进样6次，记录色谱图。结果表明，赖氨酸、甘氨酸峰面积及保留时间RSD

均小于1.0％；理论塔板数均大于3000，说明本方法系统适用性良好。试验结果见表1。

[0043] 表1系统适用性试验结果

[0044]

[0045] 实施例2：线性试验和范围

[0046] 对照品储备液：分别取盐酸赖氨酸对照品约250mg、甘氨酸对照品约40mg，置于

50ml量瓶中，加65％乙腈溶解并稀释至刻度，配制成每1ml中约含赖氨酸4mg、甘氨酸0.8mg

的溶液，摇匀。

[0047] 系列线性溶液：精密量取对照品储备液3ml、4ml、5ml、6ml、7ml分别置于10ml量瓶

中，加65％乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀，分别配制成浓度级别为60％浓度、80％浓度、

100％浓度、120％浓度、140％浓度的系列线性溶液。

[0048] 精密量取上述系列线性溶液各20μl，注入液相色谱仪，记录色谱图。以进样浓度为

x轴，峰面积为y轴，作线性回归。结果表明，赖氨酸在1.1784mg/ml‑2.7496mg/ml、甘氨酸在

0.2407mg/ml‑0.5617mg/ml的浓度范围内线性关系良好。试验结果见表2，线性回归曲线见

图1、图2。

[0049] 表2线性试验结果

说　明　书 3/7 页

5

CN 112305138 B

5



[0050]

[0051]

[0052] 实施例3：准确度试验

[0053] 对照品溶液：分别取盐酸赖氨酸对照品约125mg、甘氨酸对照品约20mg，置50ml量

瓶中，加65％乙腈溶解并稀释制成每1ml中约含赖氨酸2mg、甘氨酸0.4mg的溶液，摇匀。

[0054] 供试品储备液：精密称取注射用赖氨匹林(批号191205)1.0g，置100ml量瓶中，加

65％乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀。

[0055] 供试品溶液：精密量取供试品储备液2ml，置10ml量瓶中，加65％乙腈溶解并稀释

至刻度，摇匀。

[0056] 回收率溶液：精密量取供试品储备液1ml，置10ml量瓶中，精密加入对照品溶液

3ml，用65％乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀，平行配制3份，作为低浓度回收率溶液。同法配制

中浓度、高浓度回收率溶液各3份(仅对照品溶液加入量分别为5ml、7ml，其它不变)。

[0057] 分别取上述对照品溶液、供试品溶液、回收率溶液各20μl，注入液相色谱仪，记录

色谱图，按外标法计算含量和加样回收率。试验表明，本方法准确度较高。结果见表3。

[0058] 表3回收率试验结果

[0059]

[0060]

[0061] 实施例4：重复性试验

[0062] 对照品溶液：取准确度试验的对照品溶液。
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[0063] 供试品溶液：精密称取注射用赖氨匹林(批号191205)0.1g，置50ml量瓶中，加65％

乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀。平行配制6份。

[0064] 分别取上述对照品溶液、供试品溶液各20μl，注入液相色谱仪，记录色谱图，按外

标法计算含量。试验表明，本方法重复性良好。结果见表4。

[0065] 表4重复性试验结果

[0066]

[0067] 实施例5：中间精密度试验

[0068] 试验由另一位分析人员，使用不同的仪器，在不同时间进行。

[0069] 对照品溶液：取准确度试验的对照品溶液。

[0070] 供试品溶液：精密称取注射用赖氨匹林(批号191205)0.1g，置50ml量瓶中，加65％

乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀。平行配制6份。

[0071] 分别取上述对照品溶液、供试品溶液各20μl，注入液相色谱仪，记录色谱图，按外

标法计算含量。与实施例4中重复性试验6次测定结果汇总计算RSD。试验表明，本方法中间

精密度良好。结果见表5。

[0072] 表5重复性试验结果

[0073]

[0074] 实施例6：耐用性试验

[0075] 试验分别选择柱温30℃、35℃、40℃；流动相体积比例分别为75:25、80:20、85:15；

流速分别为1.0ml/min、1.2ml/min、1.4ml/min，其它相应的色谱条件不变。

[0076] 对照品溶液：取准确度试验的对照品溶液。

[0077] 供试品溶液：精密称取注射用赖氨匹林(批号191205)0.1g，置50ml量瓶中，加65％

乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀。

[0078] 取上述对照品溶液、供试品溶液各20μl，注入液相色谱仪，记录色谱图，按外标法

计算含量。试验表明，本方法耐用性良好。结果见表6和表7。

[0079] 表6赖氨酸含量测定耐用性试验结果
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[0080]

[0081]

[0082] 表7甘氨酸含量测定耐用性试验结果

[0083]

[0084] 实施例7：样品测定

[0085] 按照上述高效液相色谱检测方法，分别测定不同厂家批号分别为191205、191206、

191207、GY302批注射用赖氨匹林中赖氨酸和甘氨酸的含量，结果见表8。对照品和供试品色

谱图见图3‑图6。

[0086] 表8样品检测结果

说　明　书 6/7 页

8

CN 112305138 B

8



[0087]

[0088]

[0089] 试验表明，本发明的方法能同时准确测定注射用赖氨匹林中赖氨酸和甘氨酸含

量，专属性强，准确度高，重复性、中间精密度、线性和范围、耐用性良好。本发明的方法操作

简便、快速，节省了检测时间和成本，对药品注射用赖氨匹林生产过程中的质量控制和成品

检验具有非常重要的意义。

[0090] 比较例1：

[0091] 色谱条件：以氨基十六烷基硅烷键合硅胶为填充剂，以0.6g/L庚烷磺酸钠溶液(用

磷酸调节pH至2.8):乙腈(65:35)为流动相，检测波长为212nm，柱温为35℃，流速为1.2ml/

min。

[0092] 系统适用性试验：分别取盐酸赖氨酸、甘氨酸对照品适量，精密称定，加65％乙腈

溶解并稀释制成每1ml中约含赖氨酸2mg、甘氨酸0.4mg的溶液，摇匀，作为系统适用性溶液。

精密量取20μl，注入液相色谱仪，连续进样6次，记录色谱图。系统适用性试验结果见表9。

[0093] 表9系统适用性试验结果

[0094]

[0095] 由以上数据可知，将流动相中0.6g/L庚烷磺酸钠溶液(用磷酸调节pH至2.8)和乙

腈的体积比调整为65:35时，赖氨酸、甘氨酸峰面积及保留时间的RSD与实施例1相比均有明

显升高；赖氨酸峰的保留时间与实施例1相比有明显延长；赖氨酸、甘氨酸峰理论塔板数均

低于3000，达不到系统适用性要求。

[0096] 虽然，上文中已经用一般性说明、具体实施方式及试验，对本发明作了详尽描述，

但在本发明基础上，可以对之作一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。

因此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范

围。
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图1

图2

图3
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图4

图5

图6
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