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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立高效液相色谱法测定人凝血因子 Ⅷ制品中甘氨酸含量的方法 。方法 　采用 Shim唱pack CLC唱ODS色
谱柱 ，以丙氨酸为内标 ，２ 、４唱二硝基氟苯（DNFB）为柱前衍生剂 ，５０％ 乙腈溶液唱０ ．０５ mol／L 醋酸钠缓冲液（３５ ∶ ６５）为流动相 ，

检测波长为 ３６０ nm 。结果 　甘氨酸在 ０ ．００６ ～ ０ ．０３０ mg／ml浓度范围内线性关系良好（r＝ ０ ．９９９ ３） ，平均回收率为 １０１ ．４％ ，

RSD为 ０ ．１４％ （n＝ ９） 。结论 　该方法简单灵敏 ，结果准确可靠 ，可用于人凝血因子 Ⅷ制品中甘氨酸含量的测定 。
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Determination of glycine in the pharmaceutical of human coagulation factor Ⅷ by
HPLC
GAO Liping ，LI Ping ，YAO Jiajia （Shanghai Xinxing Medicine Co ． ，Ltd ，Shanghai ２００１３５ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish the method for determination content of glycine in the pharmaceutical of human coag 唱
ulation factor Ⅷ by HPLC ．Methods 　 The analysis was carried on a Shim唱Pack CLC唱ODS column with a mobile phase of ５０％
acetonitrile 唱０ ．０５ mol／L sodium acetate buffer （３５ ∶ ６５） at the detection wavelength of ３６０ nm ，using alanine and ２ ，４唱dini唱
trofluorobenzene as the internal standard and derivation agent ，respectively ．Results 　 The method showed a good linearity in
the range of ０ ．００６唱０ ．０３０ mg／ml （r＝ ０ ．９９９ ３） for glycine ．The average recovery was １０１ ．４％ ，and the RSD was ０ ．１４％ （n＝
９） ．Conclusion 　 This method was simple ，sensitive ，accurate ，reliable ，and suitable for determination of glycine in the pharma唱
ceutical of human coagulation factor Ⅷ ．

　 　 ［Key words］ 　 human coagulation factor Ⅷ ；glycine ；alanine ；HPLC ；determination

　 　人凝血因子 Ⅷ是我公司研发的产品 ，临床上主

要用于预防甲型血友病和获得性凝血因子 Ⅷ缺乏所

致的出血症及这类病人的手术出血治疗［１唱３］
。 本公

司试制的人凝血因子 Ⅷ制品中加入适量甘氨酸作为

蛋白保护剂［４］
，并且规定其含量在人凝血因子 Ⅷ制

品用 １０ ml注射用水复溶后浓度在 ６ ～ １５ mg／ml范
围内 ，因此 ，须对其在制品中的含量进行检测和

控制 。

　 　据报道 ，测定甘氨酸含量的方法有非水滴定法 、

甲醛法等 。非水滴定法主要用于甘氨酸原料药中甘

氨酸的含量测定 ，因人凝血因子 Ⅷ 制品成分较为复

杂 ，存在干扰 ，所以不适合用此方法进行测定 ；甲醛

法主要用于样品中只含有单一的已知氨基酸的测

定 ，但人凝血因子 Ⅷ是一种不稳定的蛋白 ，会造成测

定结果偏高 ，因此这种方法也不能用于人凝血因子

Ⅷ中甘氨酸含量的测定 ，故笔者参考有关文献［５ ，６］
，

利用高效液相色谱法 ，采用 ２ 、４唱二硝基氟苯 （DN唱
FB）为柱前衍生剂 ，对人凝血因子 Ⅷ 制品中甘氨酸

的含量测定方法进行了研究 。

1 　材料

1 ．1 　仪器 　安捷伦 １２６０液相色谱仪 ，包含四元泵 、

自动进样器 、紫外检测器和柱温箱 。

1 ．2 　试药 　 ２ 、４唱二硝基氟苯（DNFB ，中国医药上

海化学试剂公司 ，分析纯） ；碳酸氢钠（国药集团化学

试剂公司 ，分析纯） ；丙氨酸（国药集团化学试剂公

司 ，分析纯 ，含量不少于 ９９ ．０％ ，） ；甘氨酸（国药集

团化学试剂公司 ，分析纯 ，含量不少于 ９９ ．５％ ） ；乙

腈（MERCK 公司 ，色谱纯） ；人凝血因子 Ⅷ （批号 ：

２０１３１００６N 、 ２０１３１００８N 、 ２０１４１２０２N ； 规 格 ：

２００ IU ／瓶 ，本公司研究部提供） 。

2 　方法与结果

2 ．1 　溶液的制备

９５
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2 ．1 ．1 　 对照品溶液 　 精密称取甘氨酸对照品

６０ mg ，置 １００ ml容量瓶中 ，用注射用水定容 ，得浓

度为 ０ ．６ mg ／ml的甘氨酸对照品溶液 ，备用 。

2 ．1 ．2 　 内标溶液 　 精密称取丙氨酸 ２０ mg ，置
１００ ml容量瓶中 ，用注射用水定容 ，得浓度为

０ ．２ mg／ml的丙氨酸内标溶液 ，备用 。

2 ．1 ．3 　供试品溶液 　 取一瓶待检人凝血因子 Ⅷ供

试品平衡至室温 ，用 １０ ml注射用水溶解样品 ，然后

轻轻地混匀 ；精密吸取复溶后样品 １ ．０ ml ，用４ ．０ ml
１ ．５％ 磺基水杨酸沉淀蛋白质 ，放置 ２ h 后
３ ０００ r／min离心 １０ min ，取上清液 １ ．０ ml ，置 １０ ml
容量瓶中 ，用生理盐水稀释至刻度 ，混匀 ，备用 。

2 ．1 ．4 　空白对照溶液 　精密吸取按处方配制的不

含甘氨酸的人凝血因子 Ⅷ 样品溶液 １ ．０ ml ，照供试
品溶液的制备方法制得 。

2 ．2 　衍生化反应 　精密量取适量体积的甘氨酸对

照品溶液或供试品溶液 １ ．０ ml与内标溶液 ０ ．５ ml
于 １０ ml 容量瓶中 ，加入 ０ ．５ mol／L 碳酸氢钠
（pH９ ．０）溶液 １ ．０ ml ，摇匀 ，再加入 １％ DNFB衍生
溶液 ０ ．１ ml ，混匀 ，避光 ，于６０ ℃ 恒温水浴中衍生

１ h ，取出 ，放置冷却 。加入磷酸盐缓冲液 （pH７ ．０）

定容 ，摇匀 ，放置 １５ min后经 ０ ．４５ μm 微孔滤膜过
滤 ，取过滤液进样 。

2 ．3 　 色谱条件 　 色谱柱 Shim唱pack CLC唱ODS
（６ ．０ mm × １５０ mm ，５ μm） ；流动相 ：５０％ 乙腈溶液唱

０ ．０５ mol／L醋酸钠缓冲液 （３５ ∶ ６５ ） ；检测波长 ：

３６０ nm ；流速 ：１ ．０ ml／min ；柱温 ：３０ ℃ ；进样量 ：

２０ μl 。
2 ．4 　专属性试验 　精密吸取按“２ ．１ ．４”项下方法制

备的空白对照溶液 １ ．０ ml置 １０ ml容量瓶中 ，不加

丙氨酸内标溶液 ，按“２ ．２”项下方法进行衍生化 ，并

按 “２ ．３” 色谱条件操作 ，记录色谱图 ；另外精密吸

取按“２ ．１”项下方法制备的对照品溶液 ０ ．４ ml 、供
试品溶液 １ ．０ ml与内标溶液 ０ ．５ ml分别置 １０ ml
容量瓶中 ，按上述方法操作 ，记录色谱图 。 从图 １

（A）可知 ，图谱中只有衍生化试剂（DNFB）色谱峰 ，

保留时间约为 １０ ．０１ min ，说明处方中其他成分对
甘氨酸含量测定无干扰 ；从图 １（B）可知 ，甘氨酸衍

生物峰与丙氨酸衍生物峰完全分离 ，保留时间分别

为１２ ．６４ min和 １９ ．４６ min ；从图 １（C）可知 ，甘氨酸

衍生物峰与丙氨酸衍生物峰 、其他杂质峰完全分离 ，

分离度均大于 １ ．５ ，互不干扰 ，专属性好 。

图 1 　 HPLC色谱图
A ．空白对照溶液 ；B ．对照品溶液 ；C ．供试品溶液 ；１ ．DNFB ；２ ．甘氨酸衍生物 ；３ ．丙氨酸衍生物

2 ．5 　线性关系考察 　精密吸取按“２ ．１”项下方法配

制的甘氨酸对照品溶液 ０ ．１ 、０ ．２ 、０ ．３ 、０ ．４ 、０ ．５ ml
与内标溶液 ０ ．５ ml ，分别置 １０ ml 容量瓶中 ，按

“２ ．２”项下方法进行衍生化 ，并按 “２ ．３” 色谱条件

操作 ，记录色谱图 。以甘氨酸浓度 X （mg ／ml）对甘
氨酸衍生物峰面积与丙氨酸衍生物峰面积比 Y 进
行线性回归 ，得线性回归方程为 Y ＝ １ ．４２６ ４ × １０

２

X － ０ ．２４６ ３ ，r ＝ ０ ．９９９ ３ 。结果表明甘氨酸浓度在

０ ．００６ ～ ０ ．０３０ mg／ml范围内与峰面积比呈良好线
性关系 。

2 ．6 　 加样回收率试验 　 精密称取甘氨酸对照品

８２ ．１ 、１０３ ．３ 、１１９ ．０ mg分别置 １０ ml容量瓶中 ，加

入不含甘氨酸的人凝血因子 Ⅷ 溶液并定容至刻度 ，

配制成 ８ ．２１ 、１０ ．３３ 、１１ ．９０ mg ／ml的溶液 ，按“２ ．１”

项下方法制备供试品溶液后 ，取 １ ．０ ml 按“２ ．２”项

下方法进行衍生化 ，并按 “２ ．３” 色谱条件操作 ，记

录色谱图 。结果见表 １ 。

2 ．7 　精密度试验 　精密吸取按“２ ．１”项下方法配制

的甘氨酸对照品溶液 ０ ．５ ml与内标溶液 ０ ．５ ml置
１０ ml容量瓶中 ，按“２ ．２”项下方法进行衍生化 ，并

按 “２ ．３”色谱条件检测 ，连续测定 ５次 ，计算得其峰

面积比的 RSD为 ０ ．０７％ ，表明精密度良好 。

2 ．8 　稳定性试验 　精密吸取按“２ ．１”项下方法配制

的供试品溶液 １ ．０ ml（批号 ２０１３１００６N ）与内标溶
液 ０ ．５ ml置 １０ ml容量瓶中 ，按“２ ．２”项下方法进

行衍生化 ，分别于 ０ 、４ 、８ 、１３ h按 “２ ．３” 色谱条件检

０６
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表 1 　加样回收率试验结果（n＝ ９）

甘氨酸
理论浓度
（mg ／ml）

甘氨酸
测得浓度
（mg ／ml）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

８ `．２１ ８ 灋．２７ １００  ．７

８ `．２１ ８ 灋．２７ １００  ．７

８ `．２１ ８ 灋．２８ １００  ．９

１０ `．３３ １０ 灋．５２ １０１  ．８

１０ `．３３ １０ 灋．４８ １０１  ．５ １０１ 耨．４ ０  ．１４

１０ `．３３ １０ 灋．５１ １０１  ．７

１１ `．９０ １２ 灋．１２ １０１  ．８

１１ `．９０ １２ 灋．０８ １０１  ．５

１１ `．９０ １２ 灋．１１ １０１  ．８

测 。结果 ，甘氨酸衍生物峰面积与丙氨酸衍生物峰

面积比分别为２ ．２９０ １ 、２ ．２９４ １ 、２ ．２９０ ２ 、２ ．２８８ ５ ，

RSD为 ０ ．０６％ ，表明衍生化样品在 １３ h 内稳定性
良好 。

2 ．9 　重复性试验 　 取同一批（批号为 ２０１４１２０２N ）
样品 ６ 份 ，按“２ ．１”项下方法制备供试品溶液 ，按

“２ ．２”项下方法进行衍生化 ，并按 “２ ．３” 色谱条件

检测 。结果制品中甘氨酸平均含量为 ８ ．６６ mg／ml ，
RSD为 １ ．７６％ （n＝ ６） ，表明方法重复性良好 。

2 ．10 　样品含量测定 　 精密吸取按“２ ．１”项下方法

制备的供试品溶液 １ ．０ ml （批号 ２０１３１００６N 、

２０１３１００８N 、２０１４１２０２N） ，按“２ ．２”项下方法进行衍

生化 ，并按 “２ ．３” 色谱条件检测 。结果见表 ２ 。

表 2 　样品中甘氨酸含量测定结果（n＝ ３）

批号 含量（mg ／ml） RSD（％ ）

２０１３１００６N ８ 7．８９ ０ -．１

２０１３１００８N ８ 7．５６ １ -．６

２０１４１２０２N ８ 7．６０ ０ -．５

3 　讨论

3 ．1 　本实验采用丙氨酸为内标是因为它与甘氨酸

差一个基团唱CH２唱 ，接近于同质 ，分离度大于 １ ．５ ，互

不干扰 ；空白人凝血因子 Ⅷ 样品色谱图在甘氨酸和

丙氨酸衍生物峰位置处无相应峰出现 ，说明处方中

其他成分对测定无干扰 。

3 ．2 　本实验采用磺基水杨酸为蛋白质沉淀剂 ，２ 、４唱

二硝基氟苯为柱前衍生剂 ，衍生化反应为氨基酸在

碱性条件下定量地与过量的 DNFB 迅速缩合生成
二硝基苯氨基酸（DNP唱氨基酸） ，该衍生化后产物可

采用紫外检测器检测 。

3 ．3 　本实验仪器配置要求不高 ，普通的带紫外检测

器的高效液相设备即可进行 ，同时衍生化试剂用量

少 ，成本低 ，易于购买 。

3 ．4 　本实验操作简单 、方法灵敏 ，测定结果准确可

靠 ，可用于人凝血因子 Ⅷ制品中甘氨酸的含量测定 。
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