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氨基酸分析仪测定胱氨酸片中胱氨酸的含量

李名路，庞小莲 *，陈凤

（广西壮族自治区玉林食品药品检验所，玉林 537000）

摘要　目的：《中华人民共和国药典》 （以下简称中国药典）2015 年版采用滴定法测定胱氨酸片中胱氨酸的

含量，操作烦琐，所以建立简便、快速的氨基酸分析仪测定胱氨酸片中胱氨酸含量的方法。方法：采用直接

超声溶解法上机测定，Sykam Cation Separation Coiumn（LCA KO6/Na 4.6 mm×150 mm，7 μm）分离柱，梯度

洗脱，分光光度检测器，柱温为 57~74 ℃梯度控温，反应器温度为 130 ℃，检测波长 570 nm。结果：胱氨酸

在 5.01~100.18 µg·mL-1 之间呈良好的线性关系（r=0.999 9，n=6），平均加样回收率为 100.0%（n=9），检出

限为 0.26 µg·mL-1，含量测定结果与滴定法相比较，无显著性差异。结论：与中国药典的滴定法比较，该法

准确、简易、稳定，适合胱氨酸片中胱氨酸的含量测定。
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Determination of cystine in cystine tablets by amino acid analyzer

LI Ming-lu，PANG Xiao-lian*，CHEN Feng
（Guangxi Zhuang Autonomous Region Yulin Institute for Food and Drug Control，Yulin 537000，China）

Abstract　Objective：The titration method used to measure the content of cystine in cystine tablets，which is applied in 
Chinese Pharmacopeia 2015，is tedious．In this paper，we meant to establish a simple and rapid amino acid 
analyzer for the determination of cystine in cystine tablets．Methods：The direct ultrasonic dissolving method was 
adopted for the determination．Sykam Cation Separation Coiumn（LCA KO6/Na 4.6×150 mm）was used with gradient 
elution，followed by a spectrophotometric detector. Column temperature between 57-74 ℃．Thereactor temperature was  
130 ℃．The detection wavelength was 570 nm．Results：Good linearity（r=0.999 9，n=6）can be obtained with the 
concentration of cystine among 5.01-100.18 µg·mL-1．The average sample recovery rate was 100.0%（n=9）and the 
detection limit was 0.26 µg·mL-1．Compared with the titration method，there was no significant difference in the 
detection results. Conclusion：Compared with the titration method in Chinese Pharmacopeia，this method is 
accurate，simple and stable，which is suitable for the content determination of cystine．
Keywords：amino acid analyzer；cystine tablets；cystine；content determination；comparison of methods
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胱氨酸片为氨基酸类药，其有效成分胱氨酸作

为人体所必需的重要氨基酸之一，在生理学上起着

十分重要的作用，主要用于病后和产后继发性脱发

症、慢性肝炎的辅助治疗，临床上常用胱氨酸片配

伍其他药物治疗斑秃［1-3］。胱氨酸片的含量测定，

中国药典 2015 年版二部采用滴定法［4］，虽然可以

满足胱氨酸的测定要求，但也存在不足，如滴定靠

肉眼识别判断终点，存在个人偏差，而且其终点的

颜色易受滴定温度、光照等环境因素影响，同时测

定所需的 2 种滴定液配制标定复杂，滴定液浓度易

变化，不稳定，不适合大批量检测样品。目前报道

的胱氨酸片定量测定方法除药典经典方法外，主

要还有比色法［5］、单扫描极谱法［6-7］、二次微分简

易示波伏安法［8］和分光光度法［9-10］等，氨基酸分

析仪法［11-12］、紫外光谱法［13］、荧光探针法［14］、离子

色谱安培法［15］、高效液相色谱法及结合其他设备 
法［16-19］等新型检测技术也逐步被运用于测定不同基

质中的胱氨酸含量。应用氨基酸分析仪来测定胱氨

酸片的含量，成本相对较低，专属性强，结果稳定性

高，不易受其他因素的干扰。因此，本实验利用氨基

酸分析仪，建立一种直接、快速测定胱氨酸片中胱氨

酸含量的方法。

1　仪器与试药

1.1　仪器

S433-D 氨基酸分析仪（德国赛卡姆（北京）科

学仪器有限公司），XS-205DU 电子天平，梅特勒 - 托

利多中国 METTLER TOLEDO 公司生产；SYNERGY-
UV 纯 水 机，法 国 Millipore 公 司 生 产；Ameritech 
AVP-7160 隔膜真空泵，美瑞泰克（天津）科技有限

公司生产；S470-B 多参数测试仪，梅特勒 - 托利多

中国 METTLER TOLEDO 公司生产；KQ-250DB 型数

控超声波清洗器（舒美牌台式），昆山市超声仪器有

限公司生产。

1.2　试药

胱氨酸对照品（中国食品药品检定研究院，批

号：140624-201506，供鉴别和含量测定用，含量为

99.8%）；胱氨酸片（山西云鹏制药有限公司 / 山西

汾河制药有限公司，规格每片 50 mg，批号 A160102、
A160401、150201、160201）；甲醇为色谱纯；乙二胺

四乙酸、柠檬酸钠、氢氧化钠、苯酚、硼酸均为优级纯，

购于天津市科密欧化学试剂有限公司；三水醋酸钠、

醋酸、盐酸、醋酸钾均为优级纯，购于国药集团化学试

剂有限公司；无水乙醇为分析纯，购于广东光华科技

股份有限公司；柠檬酸为优级纯，购于天津市光复科

技有限公司；水合茚三酮为优级纯，购于上海三爱思；

实验用水为超纯水。

2　方法与结果 
2.1　样品稀释液的制备

取柠檬酸钠 19.60 g 于 1 L 的烧杯中，分别加无

水乙醇 20 mL，硼酸 1.20 g，盐酸 17.3 mL，水约 800 
mL，搅拌溶解，转移溶液至 1 000 mL 量瓶中，最后用

水定容至刻度，摇匀，制得样品稀释液，待用。

2.2　对照品溶液的制备

精密称量胱氨酸对照品 50.19 mg 于 100 mL 量

瓶中，加入稀盐酸溶液 2 mL 摇匀，再加样品稀释液适

量，超声（250 W，100 kHz）5 min，放冷至室温后，用样

品稀释液定容至刻度，摇匀，制得浓度为 0.50 mg·mL-1

的对照品溶液，待用。

2.3　样品溶液的制备

取本品 20 片，精密称定，研匀，精密称量胱氨酸粉

末约 10 mg，置 100 mL 量瓶中，加入适量的样品稀释液，

超声（250 W，100 kHz）15 min，放冷至室温后，再用样

品稀释液定容至刻度，摇匀，过 0.45 µm 滤膜，即得。

2.4　色谱条件

采用 Sykam Cation Separation Coiumn（LCA KO6/Na 4.6 
mm×150 mm）分离柱，LCA KO4/Na （4.6 mm×100 mm）

预柱，以洗脱泵 0.45 mL·min-1+ 衍生泵 0.25 mL·min-1

为流速，分光光度检测器，进行梯度洗脱，柱温为 57~ 
74 ℃梯度控温，反应器温度为 130 ℃，检测波长 570 
nm，进样量 20 µL。流动相组成详见表 1，柱温程序详见

表 2。
2.5　专属性考察

取“2.2”项下对照品溶液、“2.3”项下样品溶液，

精密吸取 20 µL，按上述色谱条件上机进行测定。结

果见图 1，图上无明显杂质峰，表明其专属性强。

2.6　线性关系考察

取“2.2”项下对照品溶液 0.10、0.20、0.50、1.00、
1.50、2.00 mL，分别置 10 mL 量瓶中，然后用上述

样品稀释液定容至刻度，配制成质量浓度为 5.01、
10.02、25.04、50.09、75.14、100.18 µg·mL-1 的 溶 液，

精密吸取 20 µL，在“2.4”项色谱条件下测定。以胱

氨酸对照品峰面积的积分值为纵坐标，浓度为横坐

标，作线性回归分析，得回归方程：

Y=141.45X-95.179　r=0.999 9
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表 1　流动相组成

Tab. 1　Composition of mobile phase

时间 
（time）/min

缓冲液 A
（buffer A）/%

缓冲液 B
（buffer B）/%

再生液 D
（regeneration 

fluid D）/%

洗脱泵流速

（elution pump velocity）/ 
（mL·min-1）

衍生泵流速

（derived pump velocity）/ 
（mL·min-1）

初始（the initial） 100.00 0.00 0.00 0.45 0.25
2.50 100.00 0.00 0.00 0.45 0.25

11.00 85.00 15.00 0.00 0.45 0.25
17.00 80.00 20.00 0.00 0.45 0.25
23.00 67.00 33.00 0.00 0.45 0.25
27.00 20.00 80.00 0.00 0.45 0.25
29.00 20.00 80.00 0.00 0.45 0.25
30.00 0.00 100.00 0.00 0.45 0.25
31.00 0.00 0.00 100.00 0.45 0
35.00 100.00 0.00 0.00 0.45 0

表 2　柱温程序

Tab. 2　Column temperature program
时间

（time）/min
温度

（ temperature）/℃

初始的（the initial） 57

22.00 57

27.00 74

35.00 57

图 1　胱氨酸对照品（A）、胱氨酸片样品（B）色谱图

Fig. 1　Chromatograms of cystine standard（A）and cystine tablets 
sample（B）

胱氨酸的线性范围在 5.01~100.18 µg·mL-1 之

间。表明该方法有良好的线性关系。

2.7　精密度试验

取“2.6”项下质量浓度为 75.14 µg·mL-1 的对

照品溶液，连续进样 6 次，按上述“2.4”项下的色谱

条件进行精密度测定。结果胱氨酸峰面积的 RSD 为

0.10%（n=6），表明该方法的仪器精密度令人满意。

2.8　重复性试验

取胱氨酸片（批号：A160102）供试品 6 份，按

“2.3”项下方法制备胱氨酸供试品溶液，然后在“2.4”
项色谱条件下测定。测得胱氨酸平均含量（标示量

%）为 97.38%，RSD 为 0.22 %（n=6），表明该方法的

重现性良好。

2.9　稳定性试验

取同一份供试品（批号：A160102），按“2.3”项

下方法制备供试品溶液，分别在 0、2、4、8、12、24 h
进样 20 µL，在“2.4”项下色谱条件测定。测得胱氨

酸峰面积的 RSD 为 0.19%（n=6），表明供试品溶液在

24 h 内稳定性良好。

2.10　回收率试验和检测下限

精密称取已知含量供试品片粉9份（批号A160102），
每3份一组，置于 100 mL量瓶中，分别加入“2.2”项

下对照品溶液 3、4.5、6 mL，再加样品稀释液适量，超

声（250 W，100 kHz）15 min，放冷至室温后，用样品

稀释液定容至刻度，摇匀，过 0.45 µm 的微孔滤膜，即

得低、中、高 3 种不同浓度的回收溶液。在“2.4”项

色谱条件下测定，由回归方程算出该方法的回收率。

结果胱氨酸 3 个加入量所对应的平均回收率分别为

99.4%、100.1%、100.6%，RSD 分 别 为 1.0%、0.68%、
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0.69%，总平均回收率为 100.0%（n=9）。以对照品
溶液 3.15 的信噪比计算该方法的检出下限，结果为 
0.26 µg·mL-1。
2.11　样品测定
2.11.1　滴定法　取胱氨酸片 4 批（批号 A160102、
A160401、150201、160201），每批取供试品 10 份，按
中国药典 2015 年版方法测定胱氨酸的含量（标示量
%），结果均符合中国药典规定且 RSD 均小于 0.50%，
见表 3。

表 3　样品测定结果和两法比较结果

Tab. 3　Results of sample determination with two methods

批号

（lot 
No.）

滴定法（titration） 本文方法（this method）

t 平均含量

（average 
content ）/%

RSD/%
平均含量

（average 
content ）/%

RSD/%

A160102 97.20 0.47 97.33 0.30 0.77

A160401 98.04 0.40 98.22 0.25 1.20

150201 97.39 0.37 97.51 0.35 0.77

160201 96.36 0.24 96.51 0.22 1.41

2.11.2　本文方法　取胱氨酸片 4 批（批号 A160102、
A160401、150201、160201），每批取供试品 10 份，按“2.3”
项下方法制备供试品溶液，按“2.4”项下色谱条件测
定含量，通过回归方程计算胱氨酸的含量（标示量
%），结果均符合中国药典规定且 RSD 均小于 0.50%，
结果见表 3。
2.12　两法的测定结果比较

用 SPSS 统计软件对 2 种方法的测定结果进行
统计分析，发现其 t 值均小于查表的 t0.05/2，18=2.101，
故 P>0.05，差异无统计学意义。结果表明：同一批号
的胱氨酸片采用不同方法测定胱氨酸的含量，2 种测
定结果无显著性差异。
3　讨论

3.1　样品处理方法
本法采用直接超声溶解法处理样品后，上机测

定胱氨酸片中胱氨酸的含量，发现其峰形和重复性良
好，精密度高，专属性强，且操作简便，引入误差机会
少，干扰少，适合大批量检测样品。实验发现，中国药
典采用滴定法对胱氨酸片中胱氨酸进行含量测定时，
样品前处理步骤烦琐，耗时较长，检验效率偏低，易受
其他因素干扰，容易造成误差，不适合大批量检测样品。
3.2　样品稀释液

胱氨酸不仅具有比较活泼的还原性质，而且

也属于人体氨基酸中含硫的氨基酸，因此容易被氧
化。本法使用柠檬酸三钠 - 盐酸 - 无水乙醇 - 苯
酚作为样品稀释液，发现胱氨酸片在其中易溶，峰形
较良好，无分差，无干扰，且稳定性好；添加适量的苯
酚可以使其稳定保存，故选用此样品稀释液进行含
量测定。但采用上述样品稀释液直接溶解其高浓度
的对照品胱氨酸时，发现需要超声很久才能使其完
全溶解。通过实验，发现胱氨酸易溶于稀酸，且加入
稀酸后上机测定，发现其峰形和峰面积未受到影响，
故在处理对照品胱氨酸时，先加入 2 mL 的稀盐酸 
溶液。
3.3　色谱条件

胱氨酸具有含硫基团，在空气中不稳定，对照品
和供试品溶液需临用新制。采用本法处理后的对照
品或供试品溶液均稳定，且可以使用氨基酸分析仪装
机推荐的方法，无需修改色谱条件，便可进行测定，且
胱氨酸的峰形良好，无拖尾峰，其余氨基酸对于胱氨
酸出峰时间和位置无干扰，而且没有其他明显的干扰
峰等。本实验不需要考察新的色谱条件，就可以直接
上机测定，大大地提高了检验效率。梯度洗脱和梯度
控温也可根据实际需要和具体样品进行调整，以缩短
出峰时间，提高检验效率。
3.4　本法与滴定法比较

比较本法与中国药典滴定法［4］的含量测定结
果，本法结果稍偏高，可能是由于滴定法在硫代硫
酸钠滴定过程中因溴的挥发，使得滴定结果偏低所
致。但同一批号的胱氨酸片采用 2 种不同的方法
来测定其胱氨酸的含量，结果无显著性差异。滴定
法易受其他因素影响，如操作过程烦琐，需要肉眼判
断滴定终点，容易出现操作误差，滴定终点的判断受
温度、光照等环境影响；同时，采用对照品溶液来滴
定，滴定液配制复杂，浓度易变化，不稳定，且易过
期，不适合大批量检测样品。本法采用样品稀释液
直接超声溶解样品，前处理简单，外界环境干扰少，
溶液稳定；使用氨基酸分析仪可以准确、快速地测出
胱氨酸片中胱氨酸的含量，并且该仪器的专属性强，
灵敏度高，适用于大批量胱氨酸片中胱氨酸的含量 
测定。
4　结论

本实验使用氨基酸分析仪，建立一种测定胱氨酸
片含量的方法，与中国药典的滴定法比较，分析速度、
操作方法等方面有了大幅度提升，可以进行大批量样

品检测，为使用氨基酸分析仪进行胱氨酸片的含量测

定提供一种更快速、简便的新方法。
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