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测 试 报 告  
 

样品信息 

样品名称 多肽水解氨基酸测定 编号 W20140504-001 

样品重量 \ 剂型 \ 

收样日期 2014/05/04 测试期间 2014/05/04-05/08 

样品描述  

测试需求 

测试成分 含测 

参考标准 

参考标准 高效液相色谱法 标样 有 

仪器信息 

测试仪器 高效液相色谱仪 仪器型号 安捷伦 1260 

 

l 色谱条件： 

色谱柱： 月旭 Amino Acid，4.6×250mm，5µm 

流动相： 流动相 A： 0.1mol/L 醋酸钠溶液（pH 6.5）：乙睛＝93：7 

流动相 B： 水：乙腈＝20：80 

检测波长： 254 nm 

柱温： 40℃ 

流速： 1 ml/min 

进样量： 2.5 µl 

注意事项：  
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l 流动相配置： 

流动相 A： 0.1mol/L 醋酸钠溶液（pH 6.5）：乙睛＝93.0：7.0 

配制方法：准确称取三水合醋酸钠 13.6g 于 1000ml 水中，搅拌均匀，使之溶解，用冰醋酸

或氢氧化钠溶液调 pH 值至 6.50；准确量取配制好的三水合醋酸钠溶液 930ml 和

乙腈 70ml，混合均匀，抽滤过 0.45µm 滤膜；   

流动相 B：水：乙腈＝20.0：80.0 

配制方法：准确量取水 200ml 和乙腈 800ml，混合均匀，抽滤过 0.45µm 滤膜； 

 

梯度程序： 

T(min) 流动相 A（% ） 流动相 B（%） 

0.01 100.0 0.0 

11 93.0 7.0 

13.9 88.0 12.0 

14 85.0 15.0 

29 67.0 33.0 

32 30.0 70.0 

35 0.0 100.0 

42 0.0 100.0 

45 100.0 0.0 

60 100.0 0.0 

 

 

 

l 溶液配制： 

1）0.1mol/L 盐酸溶液：量取 9.0mL 浓盐酸，加去离子水稀释至 1000mL。 

2）正亮氨酸内标溶液：称取正亮氨酸约 10.08mg，加 0.1mol/L 盐酸溶液 10mL 溶解，混匀。 

3）6mol/L 盐酸溶液配制：取浓盐酸 10mL 和水 10mL 溶解，混匀。 

4）混合氨基酸标准溶液（标液氨基酸浓度见表一）：准确取氨基酸标准溶液 1.0mL，置于 10mL 容

量瓶中，加水定容至刻度。（该溶液在 4°C可保存 2个月，在-20°C 下可保存 6个月）。 

5）衍生试剂配制：分别取 A，B两种衍生试剂用稀释剂稀释各稀释 5倍，混匀。 
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l 样品溶液配制： 

1、对照品溶液的制备 

表一  17 种氨基酸对照品溶液稀释 10 倍后的浓度为 

Name M.W. 
标准值

C(mmol/L) 
浓度

C(mg/mL) 
Name M.W. 

标准值
C(mmol/L) 

浓度
C(mg/mL) 

门冬氨酸 133.10 0.25 0.03328 氯化铵 53.49 0.25 0.01337 

谷氨酸 147.13 0.25 0.03678 酪氨酸 181.19 0.25 0.04530 

丝氨酸 105.09 0.25 0.02627 缬氨酸 117.15 0.25 0.02929 

甘氨酸 75.067 0.25 0.01877 蛋氨酸 149.21 0.25 0.03730 

组氨酸 155.15 0.25 0.03879 异亮氨酸 131.17 0.25 0.03279 

精氨酸 174.20 0.25 0.04355 亮氨酸 131.17 0.25 0.03279 

苏氨酸 119.12 0.25 0.02978 苯丙氨酸 165.19 0.25 0.04130 

丙氨酸 89.093 0.25 0.02227 赖氨酸 146.19 0.25 0.03655 

脯氨酸 115.13 0.25 0.02878     

 
2、供试品溶液制备 

酸水解法： 

准确称取样品 1.92 mg，置于 50mL 碘量瓶中，加入 10mL 的 6mol/L 盐酸, 振摇使样品溶解或使样

品均匀分散于溶液中，密封，然后置 110±1℃加热回流水解 24 小时, 取出冷却，打开碘量瓶，将

水解液全部转移到 50mL 容量瓶内，用超纯水定容至刻度，混匀, 精密量取 40ml 溶液用蒸发皿中挥

干，再量取 4ml 超纯水分两次润洗，混合溶液供衍生使用。 

 

3、氨基酸标准溶液和样品溶液的衍生 

氨基酸样品溶液：准确量取样品溶液 1ml，置于试管中，准确加入 50μl 正亮氨酸内标溶液，混匀，

再加入稀释后的 A溶液 0.5ml 和稀释后的 B溶液 0.5ml，摇匀；在 50±1℃水浴中加热 45 分钟，取

出，加入正己烷溶液 1ml 振摇，室温放置 30 分钟后，取澄清的下层液用 0.45µm 小滤器过滤。 

 

氨基酸标准溶液：精密量取上述对照品溶液 1ml，置于试管中，准确加入 50μl 正亮氨酸内标溶液，

再加入稀释后的 A溶液 0.5ml 和稀释后的 B溶液 0.5ml，摇匀；在 50±1℃水浴中加热 45 分钟，取

出，加入正己烷溶液 1ml 振摇，室温放置 30 分钟后，取澄清的下层液用 0.45µm 小滤器过滤。 

 
 
 
 
 
 

l 谱图和数据： 
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1、氨基酸空白 

 
 
 
 

2、氨基酸标准品 
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1. 门冬氨酸 10. 氯化铵 

2. 谷氨酸 11. 酪氨酸 

3. 丝氨酸 12. 缬氨酸 

4. 甘氨酸 13. 蛋氨酸 

5. 组氨酸 14. 异亮氨酸 

6. 精氨酸 15. 亮氨酸 

7. 苏氨酸 16. 正亮氨酸 

8. 丙氨酸 17. 苯丙氨酸 

9. 脯氨酸 18. 赖氨酸 
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3、多肽氨基酸水解样品 

 
 

 
 
 

六.计算  
样品溶液中各种氨基酸浓度（mg/mL） =f1/f2×C 

其中： f1=样品溶液中各氨基酸峰面积/内标峰面积 

f2=混合氨基酸标准溶液中各氨基酸峰面积/内标峰面积 

C=氨基酸对照品浓度（mg/mL） 

样品氨基酸质量 M（样）=C（样）×V（样） 
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计算结果： 

 

样品名称 样品氨基酸浓度

（mg/ml） 

样品氨基酸质量

（mg） 

氨基酸总质量/多

肽样品氨基酸质

量(mg/mg) 

氨基酸比值 

门冬氨酸 0.04986 0.20493 0.106734 1.0274 

谷氨酸 0.03917 0.19585 0.102005 0.8883 

甘氨酸 0.02323 0.11615 0.060495 1.0325 

脯氨酸 0.03606 0.18030 0.093906 1.0450 

氯化铵 0.05786 0.28930 0.150677 - 

酪氨酸 0.04157 0.20785 0.108255 0.7652 

异亮氨酸 0.03830 0.19150 0.09974 0.9742 

亮氨酸 0.04059 0.20295 0.105703 1.0325 

 

氨基酸比值的测定：以样品中门冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸、脯氨酸、异亮氨酸和亮氨酸这六种氨基

酸的摩尔数之和的六分之一为基准，以样品中各种氨基酸的摩尔数除于基准摩尔数即为氨基酸的比

值。门冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸、脯氨酸、异亮氨酸和亮氨酸这六种氨基酸的氨基酸比值应在 0.9-1.1

范围内；酪氨酸的氨基酸比值范围应在 0.7-1.05 范围内；半胱氨酸的氨基酸比值范围应在 1.4-2.1

范围内。 

 

 

 

报告签字 

测试:  张厚才                                                日期: 2014-5-30          

审核:  薛昆鹏                                                日期: 2014-5-30 


