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引言

复方氨基酸注射液作为重要的肠外营养药，广泛应用于临

床，满足患者体内氨基酸需要[1]。其处方中含有甲硫氨酸、精氨

酸、苯丙氨酸、色氨酸、亮氨酸等几种到几十种氨基酸。其中，

甲硫氨酸作为人体内必需氨基酸，因其结构中含有巯基，易被氧

化降解成甲硫氨酸亚砜，对人体健康有害，被作为氨基酸注射液

中的药物杂质。此外复方注射液（20AA）中的N-乙酰-半胱氨酸的

也存在药物杂质半胱氨酸。虽然现行药典上并未对二者的含量有

明确的规定，但甲硫氨酸砜和半胱氨酸杂质的存在对复方氨基酸

注射液的临床用药安全构成了潜在的威胁[2]。

由于复方氨基酸类产品处方成分较复杂，并且大多数成分结

构近似，很容易干扰杂质的测定，并且半胱氨酸和甲硫氨酸亚砜

的化学性质不稳定，很容易发生氧化，也为其准确测定含量带来

相当的挑战。因此，需建立一种专属性强、简便可行的检测方

法，用于准确测定复方氨基酸产品中氨基酸杂质的含量。本文通

过定量分析复方氨基酸注射液中杂质甲硫氨酸亚砜、半胱氨酸的

灵敏度、重现性、加标回收率等，建立了复方氨基酸注射液中甲

硫氨酸亚砜、半胱氨酸两种杂质的准确测定方法。

仪器设备

 ExionLC™ AD系统 和SCIEX Triple Quad™ 系统
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Drug Discovery and Development

液相条件

色谱柱： BEH Amide (100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm)

柱温：40℃

流动相：A为水（含0.2%甲酸, v/v），

 B为乙腈（含0.2%甲酸, v/v）

流速：0.4 mL/min

质谱条件

本土化SCIEX Triple Quad™ 质谱条件

离子源为ESI源；

扫描方式为MRM采集模式 ，正离子扫描；
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15℃放置16h后下降了2/3左右，在0.1%甲酸条件下两种化合物相对

稳定。此外，还考察了抗氧化剂二丁基羟基甲苯(BHT)和0.2%的盐

酸条件下两种化合物的稳定性情况，峰面积均有所下降。

2. 灵敏度和重现性

SCIEX Triple Quad™系统的灵敏度高。甲硫氨酸亚砜和半胱氨

酸的最低定量下限为0.1 ng/ml，色谱图见图2；在标准品最低定量

下限连续进样6针，RSD为4.93%。

Time (min) %A %B

0.0 10 90

1.0 10 90

4.0 40 60

5.0 60 40

6.0 60 40

6.1 10 90

9.0 10 90

表1. 液相梯度洗脱，液相总运行时间为9 min

IS电压: 5500 V； 气帘气CUR: 35 psi；

雾化气GS1: 50 psi;  辅助气: 50 psi；

离子源温度: 550 ℃;  碰撞气: 9

各化合物质谱参数见表2

No Compound Q1 Q3 DP CE

1 甲硫氨酸亚砜
（Methionine sulfoxide）

166.2 74* 30 17

2 甲硫氨酸亚砜
（Methionine sulfoxide）

166.2 102.0 30 19

3 半胱氨酸（Cysteine） 122.2 76* 55 18

4 半胱氨酸（Cysteine） 122.2 59.1 55 32

表2. 质谱参数

*定量离子MRM通道

实验结果

1. 稳定性考察

甲硫氨酸亚砜的二硫键在会受到温度或光照的影响，被氧化

成甲硫氨酸砜；半胱氨酸的巯基也不稳定，易被氧化成胱氨酸或存

在分解。因此，对两种化合物的稳定性进行考察。分别在溶剂中加

入1.25%抗氧化剂维生素C、0.1%甲酸，考察甲硫氨酸亚砜和半胱

氨酸在进样室15℃下放置15h的稳定性（图1）。从图中可以看出，

在加入1.25%维生素C的条件下甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的峰面积

图1. 不同体系下氨基酸杂质的稳定性考察（图A、B分别表示1.25%维生素C
条件下甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的提取离子流图；图C、D分别表示0.1%FA
条件下甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的提取离子流图，其中粉色代表15℃放置

16h后的色谱图）

图2. 6针LLOQ色谱图

图图1. 不不同同体体系系下下氨氨基基酸酸杂杂质质的的稳稳定定性性考考察察（（图图A、、B分分别别表表示示1.25%维维生生素素C条条件件下下甲甲硫硫氨氨酸酸亚亚
砜砜和和半半胱胱氨氨酸酸的的提提取取离离子子流流图图；；图图C、、D分分别别表表示示0.1%FA条条件件下下甲甲硫硫氨氨酸酸亚亚砜砜和和半半胱胱氨氨酸酸的的提提

取取离离子子流流图图，，其其中中粉粉色色代代表表15℃放放置置16h后后的的色色谱谱图图））
 

用 90%乙腈逐级稀释甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸标准工作溶液

至0.1 ng/mL, 1 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 125 ng/mL和250 ng/ml
分别进样分析，以峰面积对浓度做标准曲线，线性范围内线性关

系良好，相关系数 R2 > 0.99，标曲各点准确度在90.83%-104.8%。

表3、4及图3为测定甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的标准曲线和相关系

数。

图图2. 6针针LLOQ色色谱谱图图
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符合合规性要求的 SCIEX OS 软件

SCIEX OS 软件需要以电子方式存储记录和签名，符合 21 CFR 
第 11 部分中概述的规定。SCIEX OS 软件可以使用指定的处理工作

站从封闭网络中的任何可见存储位置打开原始数据文件。图4 说明

了 SCIEX OS 软件用于监控审计跟踪、执行采集、处理数据和配置

用户访问的功能。审计跟踪功能使用户能够监控高风险事件并评

估数据完整性。The Central Administrator Console（CAC） 功能允

许用户将采集和处理集中在一个平台中，从而为多仪器实验室提

供更高的效率，满足受监管和非受监管的合规标准。使用配置模

块，用户可以为管理员、方法开发人员、分析人员和审阅者分配

角色和访问权限。

表3. 甲硫氨酸亚砜的标准曲线

表4. 半胱氨酸的的标准曲线

图3. 甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的线性曲线

图4. SCIEX OS 软件上用于监控用户访问和评估审计跟踪的功能。审计跟踪

视图允许用户轻松过滤高风险事件，并启用数据完整性功能以满足合规性

要求。该软件具The Central Administrator Console （CAC）可集中监控所有

系统的采集和处理。CAC 功能支持受监管和不受监管的合规性标准。配置

模块使用户能够轻松设置管理员、方法开发人员、分析人员和审阅者角色

的角色和访问级别。

表表3. 甲甲硫硫氨氨酸酸亚亚砜砜的的标标准准曲曲线线

表表4. 半半胱胱氨氨酸酸的的的的标标准准曲曲线线

图图 3. 甲甲硫硫氨氨酸酸亚亚砜砜和和半半胱胱氨氨酸酸的的线线性性曲曲线线

3. 加标回收率

以复方氨基酸注射液作为基质溶液，稀释50倍，分别加入低

浓度和高浓度的甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的标准品溶液，加标溶

液平行制备三份，进样分析。测定结果如表5。加标低浓度和高浓

度的的甲硫氨酸亚砜回收率为97.21%、99.14%，半胱氨酸加标低

浓度和高浓度的的回收率分别为88.49%、93.16%。三针平行样品

峰面积偏差RSD%<5%，甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的加标回收率和

相对偏差均满足测试要求。

表5. 甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的加标回收率（n=3）

化合物 低浓度加标 高浓度加标

回收率(%) RSD (%) 回收率(%) RSD (%)

甲硫氨酸亚砜 97.21 1.72 99.14 2.58

半胱氨酸 88.49 3.54 93.16 4.17
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图4

总结

本文使用SCIEX Triple Quad™ 质谱系统建立了复方氨基酸注

射液中杂质甲硫氨酸亚砜和半胱氨酸的分析方法。结果表明，该

方法的特异性好，无基质干扰；两种化合物的线性范围为 0.1 ng/

mL-250 ng/mL，在线性范围内线性关系良好，相关系数大于0.99。

低、高浓度加标回收率以及定量下限重现性良好，方法稳定可

靠。
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