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摘要

由于氨基酸特殊的化学和物理性质，⾼效液相⾊谱法分析氨基酸(AAA)⾯临独特挑战。⼤多数氨基酸不含发⾊团

，因此常利⽤衍⽣化技术（例如AccQ•Tag）以便进⾏UV分析。此外，各种氨基酸多变的化学性质也使分离⾮常

棘⼿。沃特世于2007年发布了AccQ•Tag Ultra解决⽅案，这是⼀种使⽤Waters ACQUITY UPLC系统分析各种基

质中氨基酸的全⾯解决⽅案。但是，随着仪器不断改进，需要将氨基酸分析⽅法迁移⾄更先进的系统。具体来讲

，实验室可能希望使⽤MaxPeak⾼性能表⾯技术的优势，但也需要迁移传统氨基酸分析⽅法的能⼒。

以下研究将使⽤AccQ•Tag衍⽣化的氨基酸分析⽅法从ACQUITY UPLC迁移⾄ACQUITY Premier⼆元系统。因此

，必须了解仪器设计差异对迁移过程的影响，以及如何同时保留所有关键性能特征（包括峰形、分离度、线性、

检测限/定量限和⽇内精密度/⽇间精密度等）。本应⽤纪要将展⽰在多个氨基酸应⽤领域，包括蛋⽩质⽔解产物、

细胞培养物、⻝品和饲料以及烷基化半胱氨酸样品中的氨基酸，分析⽅法从ACQUITY UPLC到ACQUITY Premier

⼆元系统的成功调整。⽅法调整后，关键性能特征得以保持。此外，多种功能饮料中⽜磺酸的定量分析得到了⼏

乎相同的结果，进⼀步证明⽅法调整取得成功。

优势
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AccQ•Tag Ultra化学品包内含⾊谱柱、标准品和试剂以及洗脱液，可实现快速、可靠且可重现的氨基酸衍⽣

化、分离和定量

■

ACQUITY Premier⼆元系统为棘⼿梯度提供了出⾊的精密度，并且加快了分析速度，可实现⾼通量分析■

MaxPeak⾼性能表⾯技术通过尽可能减少分析物与管路表⾯的相互作⽤来减少样品损失，从⽽提⾼分析物的回

收率，改善分析灵敏度和重现性

■

在⽅法调整后，所有关键性能特征（包括峰形、分离度、线性、定量限和⽇内精密度/⽇间精密度等）均得以保

持

■

简介

由于分析物的化学和物理性质，利⽤⾼效液相⾊谱法的氨基酸分析(AAA)⾯临独特挑战。此外，根据制药⾏业现状

，开发的液相⾊谱⽅法在其⽣命周期内很可能会在各种不同的硬件平台上运⾏。这⼀现象可能归结为⾏业全球化

的产物，即分析⽅法通常在全球多个实验室运⾏；也可能是硬件发展导致的，包括开发新技术和淘汰旧技术。正

确的做法是，在⽅法开发过程中评估多个硬件平台，了解仪器差异的影响，例如系统体积和扩散、⾊谱柱加热⽅

式和进样器设计等。

本研究将采⽤ACQUITY UPLC开发的传统⽅法迁移⾄更新的液相⾊谱平台：ACQUITY Premier⼆元系统，⼆者存

在⼀些明显的设计差异。从技术⻆度来看，两套系统均采⽤⼆元⾼压溶剂输送，但它们的进样器设计和⾊谱柱加

热⽅式明显不同。原ACQUITY UPLC系统使⽤固定定量环进样器和⾊谱柱被动预加热，⽽ACQUITY Premier⼆元

系统则使⽤流通针式进样器和主动溶剂预加热。由于固有的设计差异，当从原ACQUITY UPLC系统迁移⾄

ACQUITY Premier⼆元系统时，需要对⽅法做出⼀些修改以保持关键性能属性。另⼀项设计差异在于，ACQUITY 

Premier⼆元系统使⽤了MaxPeak⾼性能表⾯。但是，在氨基酸分析⽅法转移⽅⾯，这种差异不影响关键⽅法性

能特征，因此⽆需针对表⾯进⾏特定的调整。最终⽅法在峰形、分离度、线性、检测限/定量限、⽇内精密度/⽇间

精密度和未知物定量分析⽅⾯得到了⼏乎相同的结果。 

实验

样品描述
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在氨基酸⽔解产物定量分析⽅法中，校准标准品由沃特世氨基酸标准品（部件号：WAT088122 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/wat088122-amino-acid-standard-

accq-tag-pico-tag-accq-tag-ultra.html> ）制得，使⽤正缬氨酸（部件号：186009301 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009301-amino-acid-internal-

standard-norvaline.html> ）作为内标，稀释剂为0.1 N HCl。⽤0.1 N HCl制得浓度为2500 µM的内标储备液。

所有氨基酸校准品的最终浓度为1、5、10、20、50、100、200和500 μM（半胱氨酸除外，其最终浓度为0.5、

2.5、5、10、25、50、100和250 µM）。制得浓度为500 µM（半胱氨酸除外，其浓度为250 µM）的样品以评估

精密度。在所有标准品和精密度评估样品中，正缬氨酸浓度始终保持250 µM不变。

在⽇内精密度/⽇间精密度分析中，衍⽣化处理3个重复样，合并，涡旋混合。然后将样品分为3等份，在⾃动进样

器中于20 °C下储存以待分析。在每个精密度评估⽇，将同⼀个样品瓶进样6次，共持续3天（每天分析1个样品

），总进样次数为3 × 6 = 18次。 

在烷基化半胱氨酸分析中，⽤0.1 N HCl制备羧甲基半胱氨酸(CM)和吡啶⼄基半胱氨酸(PE)储备液。向氨基酸⽔解

产物标准品中添加CM、PE和正缬氨酸，使所有氨基酸的最终浓度为500 µM（半胱氨酸除外，其最终浓度为250 µ

M）。 

按照Amino Acid Standard Kits Care and Use Manual（《氨基酸标准品试剂盒维护和使⽤⼿册》）1制备氨基酸

细胞培养物标准品（部件号：186009300 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--

reagents/186009300-amino-acid-cell-culture-standard-kit.html> ）和氨基酸⻝品和饲料标准品（部件号：

186009299 <https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186009299-amino-

acid-food-and-feed-standard-kit.html> ），使所有氨基酸（包括正缬氨酸）的浓度为500 µM（半胱氨酸除外

，其浓度为250 µM）。 

未知样品：在衍⽣化之前，使⽤0.1N HCl按1:10、1:100和1:200的⽐例稀释两个功能饮料样品，并向其中添加最

终浓度为250 µM的正缬氨酸。 

所有标准品和样品的衍⽣化处理均按照Amino Acid Standard Kits Care and Use Manual（《氨基酸标准品试剂

盒维护和使⽤⼿册》）1 中提供的程序进⾏。洗脱液A1/A2和洗脱液B按照UPLC Amino Acid Analysis Solution 

Guide（《UPLC氨基酸分析解决⽅案指南》）中的说明制备。 
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梯度表（⽤于所有⽅法中）

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 FR 3

结果与讨论

原沃特世UPLC氨基酸分析(AAA)解决⽅案与Waters AccQ•Tag Ultra化学品结合⽤于氨基酸分析，开发⽬的在于

分析蛋⽩质和肽⽔解产物（鉴定和表征）、细胞培养基以及⻝品和饲料营养成分，各组分析物包含不同或额外的

氨基酸。这些⽅法是2007年基于当时开发和发布的ACQUITY UPLC系统开发的。过去14多年来，沃特世在液相⾊
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谱硬件⽅⾯推出了许多创新，因此需要对当前⽤⼾以及刚接触氨基酸分析的科学家提供在更新和/或先进液相⾊谱

硬件上运⾏这些分析的指南。氨基酸分析解决⽅案中提供的⽅法旨在为所有峰提供对称峰形和⾜够⾼的分离度

，并⽤于定量分析。调整到ACQUITY Premier⼆元系统后，保持所有⽅法属性⾄关重要。

调整⽅法参数以优化⾊谱分析

由于系统之间的设计和硬件差异，为保持⾊谱性能，预计在将⽅法从ACQUITY UPLC系统转移⾄ACQUITY 

Premier⼆元系统时，需要调整某些⽅法参数。初始⽅法转换和调整使⽤⽔解产物标准品进⾏，然后扩展⾄⽤于细

胞培养物、⻝品和饲料以及烷基化半胱氨酸分析的⽅法。将所述⽅法转换到ACQUITY Premier⼆元系统后，所有

17种氨基酸均得到良好分离，但最早洗脱的氨基酸峰（组氨酸）由于强溶剂效应⽽出现伸⾆峰。这是因为进样溶液

中含有来⾃衍⽣化试剂的20%有机相，但初始条件只需0.1%的有机相即可充分分离所有先洗脱的峰。需要注意的

是，使⽤柱前在线过滤器不仅有助于通过滤除颗粒来保护⾊谱柱，⽽且增加了额外的体积，有助于缓解强溶剂效应

。为解决强溶剂效应，我们做出了多番调整。⾸先，将标准15 µL进样针替换为可选的30 µL进样针（内径更⼤）。

进样体积保持为1 µL，在使⽤更⼤的进样针时，峰形得到改善（图1A）。使⽤标准15 µL进样针时，4.4%峰⾼处的

峰不对称性为0.50；使⽤30 µL进样针时，不对称性改善为0.66。此外，使⽤两种进样针评估了1 µL进样体积的峰

⾯积精密度，结果⽆明显差异。

影响组氨酸峰形的另⼀个因素是洗针液组成。洗针液⽤于清洗进样针外部，进样针内部通过程序梯度冲洗。清洗

进样针后，少量残留的清洗溶剂可能会保留在进样针上，然后在下⼀次进样时随⽬标样品⼀起进样。由于进样体

积仅1 µL，因此，如果清洗溶剂含有⾼含量有机相组成，即使少量残留的清洗溶剂也⾜以影响峰形（图1B）。根

据实验结果，建议使⽤包含95%⽔相和5%⼄腈的洗针液。执⾏残留测试，确保建议的洗针液组成不会导致任何可

⻅残留。使⽤包含5%⼄腈的洗针液时，在进样最⾼浓度校准标准品后的空⽩样中未观察到残留。

尽管增加进样针尺⼨和改进洗针液组成能够改善组氨酸峰形，但是柱温降低时的峰形改善更为明显（图1C）。随

着柱温降低，组氨酸的峰对称性得到改善，不对称值（4.4%峰⾼处的值）从55 °C时的0.51增加到45 °C时的0.76。

但是，随着柱温降低，半胱氨酸与赖氨酸之间的分离度从55 °C时的2.55降⾄45 °C时的1.70。鉴于这两种⾏为，选

择45 °C作为最终柱温，因为这是组氨酸峰形改善与半胱氨酸-赖氨酸分离度下降之间平衡的结果。 
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图1.影响⽔解产物标准品中17种氨基酸峰形和分离度的⽅法参数。1A.进样针尺⼨对组氨酸峰形（由

4.4%峰⾼处的不对称性定义）的影响。1B.清洗溶剂组成对组氨酸峰形的影响。1C.柱温对组氨酸峰形

以及半胱氨酸与赖氨酸之间分离度的影响。
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综上，在⽔解产物分析⽅法转换中，ACQUITY Premier⼆元系统上使⽤的最终仪器和⽅法调整包括：使⽤可选的

30 µL进样针、95:5⽔:⼄腈的洗针液组成以及45 °C的柱温。图2展⽰了在ACQUITY UPLC系统上使⽤原始⽅法的

500 µM氨基酸标准品⽰例⾊谱图，以及在ACQUITY Premier⼆元系统上使⽤调整后⽅法条件的⽰例⾊谱图。

图2.在ACQUITY UPLC系统上使⽤原始⽅法的氨基酸标准品(500 µM)的⽰例⾊谱图，以及在ACQUITY 

Premier⼆元系统上使⽤调整后⽅法条件的⽰例⾊谱图。

两个关键的⾊谱要求是：先洗脱的组氨酸峰获得良好峰形，以及所有峰总体分离。⽅法修改后，在ACQUITY 

Premier⼆元系统上获得的⾊谱图满⾜这两个要求，得到的组氨酸USP拖尾因⼦为0.88，且半胱氨酸与赖氨酸之间

的分离度为1.6。

⽔解产物⽅法性能验证

调整⽅法条件后，下⼀步是在ACQUITY Premier⼆元系统上验证⽅法性能，确保与之前在ACQUITY UPLC上使⽤

AccQ•Tag Ultra⽅法的结果等效2。 性能验证包括，评估线性、定量限(LOQ)以及⽇内精密度和⽇间精密度。在

ACQUITY Premier⼆元系统上，使⽤上述调整的⽅法（30 µL进样针，洗针液组成 = ⽔:⼄腈(95:5)，柱温 = 45 °

C）采集数据。

对于所有氨基酸，在先前确定的浓度范围1~500 µM（半胱氨酸的浓度范围为0.5~250 µM）内评估线性。利⽤正

8从ACQUITY UPLC到ACQUITY Premier⼆元系统进⾏柱前衍⽣氨基酸分析的仪器注意事项



缬氨酸作为内标，并且⽤正缬氨酸制得中等校准范围浓度250 µM的标准品。由各浓度⽔平下的单次进样⽣成校准

曲线。由于数据量⼤，四种⽰例化合物的R2和校准偏差结果如表1所⽰，它们代表在梯度程序的各个区域洗脱的氨

基酸。

表1.校准曲线数据⽰例。在ACQUITY Premier⼆元系统上实现了良好线性

，相对于标⽰浓度的偏差较低。

在ACQUITY Premier⼆元系统上运⾏调整后的⽅法得到了⾮常⾼的回归系数(R2)，且相对于标⽰浓度的百分⽐偏

差⾮常低，在定量限（1 µM；半胱氨酸除外，其定量限为0.5 µM）和校准曲线的低浓度端尤其如此。由此证明

，这是⼀种⾼度准确且可靠的定量⽅法。

在三天内将制得的最⾼校准浓度（500 µM；半胱氨酸除外，其最⾼校准浓度为250 µM）氨基酸标样重复进样6次

，以评估⽇内及⽇间保留时间和浓度精密度。表2展⽰了ACQUITY Premier⼆元系统的⽇内精密度和⽇间精密度值

。
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表2.ACQUITY Premier⼆元系统的⽇内及⽇间保留时间和浓度精密度(RSD)

结果

⽇内及⽇间保留时间精密度结果表现出⾮常低的%RSD，表明⽅法重现性良好。在三天内观察到的最⾼保留时间

RSD为0.6%，对应的保留时间标准偏差⼩于1 s。此结果突出表明，在ACQUITY Premier⼆元系统上能够实现优异

的梯度精度。此外，⽇内及⽇间浓度精密度结果也表明，所有氨基酸浓度的%RSD⾮常低，6次重复进样的最⾼总

体%RSD仅为0.4%。由总共18次进样（在三天内每天进样6次）计算得出的⽇间精密度结果也表现出⾮常低的%

RSD。在3天的分析中测得的最⼤⽇间浓度RSD仅为0.25%。ACQUITY Premier⼆元系统上出⾊的⽇内精密度和⽇

间精密度结果进⼀步证明，⽅法调整取得成功。

细胞培养物、⻝品和饲料以及烷基化半胱氨酸分析⽅法调整

然后将使⽤氨基酸⽔解产物标准品确定的⽅法调整应⽤于细胞培养基、⻝品和饲料以及烷基化半胱氨酸分析⽅法

。针对各种应⽤领域开发出氨基酸分析解决⽅案，每个标准品均为量⾝定制，以包含相关的氨基酸。这些⽅法未

经深⼊的⽅法验证，包括线性、精密度和定量限评估。⽽仅对每种分析⽅法使⽤适当的标准品和正缬氨酸作为内

标验证了⾊谱分离性能。

使⽤与氨基酸⽔解产物标准品相同的⽅法和仪器条件分析市售氨基酸⻝品和饲料标准品以及⼿动制备的烷基化半

胱氨酸样品。氨基酸⻝品和饲料标准品包含17种氨基酸⽔解产物以及⽜磺酸、α-氨基丁酸(AABA)、甲硫氨酸砜(

MetSO2)和磺基丙氨酸。由于磺基丙氨酸先洗脱（在组氨酸之前），因此强溶剂效应给添加磺基丙氨酸带来了潜
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在挑战，⽽添加MetSO2也可能具有挑战性，因为需要与天冬酰胺实现所需的分离度。通过修改⽅法改善组氨酸峰

形后，磺基丙氨酸的峰形也⾮常出⾊，⽆需进⼀步调整。此外，MetSO2与天冬酰胺之间的分离度为1.6，⾜以满

⾜⼤多数定性和定量⽅法的要求，并与采⽤ACQUITY UPLC所获得的历史数据相当。

对于烷基化半胱氨酸样品，使⽤包含17种氨基酸⽔解产物的标准品，并向其中添加吡啶⼄基半胱氨酸(PE Cys)和

羧甲基半胱氨酸(CM Cys)。由于半胱氨酸在⽔解过程中不稳定，⽽烷基化形式的稳定性较⾼并可⽤于定量，因此

半胱氨酸的烷基化是⼀种常⽤的分析⽅法3。 这些额外峰的洗脱⾮常接近丙氨酸，因此同样需要确保使⽤调整后的

⽅法分析时，所有峰均得到良好的分离度。CM Cys-Ala和Ala-PE Cys的分离度值分别为1.8和2.5，符合定性和定

量⼯作的要求（图3）。

图3.ACQUITY Premier⼆元系统的氨基酸分析⻝品和饲料标准品（顶部）以及烷基化半胱氨酸（底部

）代表性⾊谱图。除半胱氨酸的浓度为250 µM外，所有其他氨基酸的浓度均为500 µM。

在ACQUITY Premier⼆元系统上考察的最后⼀种氨基酸应⽤是氨基酸细胞培养物标准品。该样品的分离使⽤浓度

更⾼的洗脱液A，并且包含17种氨基酸⽔解产物标准品以及额外的9种氨基酸。系统设置包括柱温设置为50 °C，并

使⽤30 µL进样针以及由⽔:⼄腈(95:5)组成的清洗溶剂。氨基酸细胞培养物标准品（使⽤正缬氨酸作为内标）的代

表性⾊谱图如图4所⽰。
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图4.在ACQUITY Premier⼆元系统上采集的氨基酸细胞培养物标准品代表性⾊谱图。除半胱氨酸的样

品浓度为250 µM外，所有其他氨基酸的浓度均为500 µM。

由于细胞培养物标准品中包含9种额外的氨基酸，因此数对关键分析物的分离度是使⽤调整后⽅法参数时的⼀个重

要要求。由于丝氨酸(Ser)、精氨酸(Arg)和⽢氨酸(Gln)三种化合物⼀起洗脱，因此⾕氨酰胺的添加具有挑战性。

调整后的⽅法条件使Ser-Gln、Gln-Arg和Arg-Gly的分离度分别为2.4、1.2和1.6，与使⽤ACQUITY UPLC和原始

⽅法所获得的分离度⼏乎相同3。 其他氨基酸在获得⾜够的分离度⽅⾯不存在任何困难。羟脯氨酸的添加提供了另

⼀种先洗脱的化合物，需要与组氨酸充分分离并获得不受强溶剂效应影响的对称峰形。使⽤改进后的⽅法条件

，组氨酸与羟脯氨酸之间的分离度达到1.5，并且均得到对称峰形。总体结果同样与采⽤ACQUITY UPLC系统所开

发的原始⽅法相当。

功能饮料样品分析

为进⼀步证明在ACQUITY UPLC上开发的原始⽅法成功调整到ACQUITY Premier⼆元系统上运⾏的⽅法条件，通

过定量分析⽰例对两套系统进⾏了⽐较。采⽤的定量⽅法为两种功能饮料样品中⽜磺酸含量的分析。使⽤⻝品和

饲料标准品制备浓度范围为10~500 µM的校准曲线，使⽤正缬氨酸作为内标。在衍⽣化之前，将未知样品按

1:10、1:100和1:200的⽐例稀释。在按1:10稀释后的样品中，⽜磺酸响应⾼于最⾼浓度的校准标准品，其余两个

样品的结果如表3所⽰。
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表3.ACQUITY UPLC系统和ACQUITY Premier⼆元系统的2种未知功能饮料

样品⽜磺酸定量值⽐较

这两套液相⾊谱系统的定量结果值表现出⾮常出⾊的⼀致性，四份样品制剂的最⾼差异⼩于1.0%。由此进⼀步确

认，ACQUITY Premier⼆元系统上的⽅法调整取得成功并且适⽤于定量分析。

结论

在制药和⽣物制药⾏业中，⼀些常⻅⽅法已经使⽤多年甚⾄数⼗年。此外，新仪器的开发和旧技术的淘汰是⼀个

⾃然演变过程。具体来讲，实验室可能希望使⽤MaxPeak⾼性能表⾯技术的优势，但也需要迁移传统⽅法的能⼒

，例如氨基酸分析⽅法。因此必须调整⽅法，使其能够在新仪器上运⾏，⽽不损失关键的定性和/或定量性能。在

本应⽤纪要中，针对氨基酸分析开发的原始ACQUITY UPLC⽅法已成功调整到ACQUITY Premier⼆元系统，且⽅

法性能没有损失。两套系统之间的峰形、分离度、线性、精密度和检测限等关键参数得以保留。最后，采⽤

ACQUITY UPLC系统和ACQUITY Premier⼆元系统定量分析功能饮料中的⽜磺酸得到⼏乎相同的结果，证明⽅法

调整取得成功。 
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