附件2 

氨基酸分析指导原则起草说明
一、目的意义

复方氨基酸制剂、多肽类药物、蛋白质类药物、含氨基酸/多肽/蛋白质的组织提取物类药物和中药等药品中氨基酸的组成或含量的检测，需通过氨基酸分析方法来实现。现行版欧洲药典、英国药典、美国药典及日本药典中均收载了氨基酸分析指导原则，但中国药典通则中尚未收载。2020年版中国药典收载了5种复方氨基酸注射液、9种多肽类药物及1种中药品种，均需要采用氨基酸分析方法测定药品中氨基酸含量或氨基酸组成，由于氨基酸分析方法种类较多，各品种的质量标准中仅要求按适宜的氨基酸分析方法测定，为了指导药典标准执行过程中如何选择适宜的方法，国家药典委员会委托中检院牵头承担完成了“药品中氨基酸分析法的建立课题”，拟定了中国药典氨基酸分析指导原则。
二、总体思路与起草过程
按照国家药典会标准提高课题任务要求，根据对企业和药检机构常用氨基酸分析方法的调研结果，参照国外药典收载的氨基酸分析方法，确定了国内常用的较为成熟的6种药品中氨基酸分析方法及其起草复核单位（见表1和表2），并开展了药检机构的协作研究。 
表1 各国药典介绍的氨基酸分析方法

	方法名称
	EP9.0
	BP2019
	USP41
	JP17
	ChP （拟定）
	备注

	PITC柱前衍生法
	■
	■
	■
	■
	■
	

	AQC柱前衍生法
	■
	■
	■
	■
	■
	

	OPA&FMOC柱前衍生法
	/
	/
	/
	/
	■
	该方法为OPA柱前衍生析法的改进方法

	DNFB柱前衍生法
	/
	/
	/
	/
	■
	

	茚三酮柱后衍生法（包括锂离子交换系统法和钠离子交换系统法）
	■
	■
	■
	■
	■
	

	DABS-Cl柱前衍生法
	■
	■
	■
	■
	/
	

	NBD-F柱前衍生法
	■
	■
	■
	■
	/
	

	FMOC柱前衍生法
	■
	■
	■
	■
	/
	

	OPA柱前衍生法
	■
	■
	■
	■
	/
	

	OPA柱后衍生法
	■
	■
	■
	■
	/
	


欧洲药典9.0、英国药典2019版、美国药典41版及日本药典17版的氨基酸分析指导原则中都介绍了氨基酸分析的基本要求、蛋白水解方法及衍生化氨基酸测定方法的原理；美国药典还以附件的形式给出了8种氨基酸分析方法的具体测定条件（<1052> Biotechnology-Derived Articles-Amino Acid  Analysis）；而欧洲药典（2.2.56 Amino Acid Analysis）和英国药典（附录X Ⅲ L Amino Acid Analysis）及日本药典（G3 Biotechnological/Biological Products Amino Acid Analysis）均没有给出氨基酸分析的具体测定条件。

表2 氨基酸分析方法起草复核单位
	方法
	起草单位
	复核单位

	PITC柱前衍生的RP-HPLC法
	中检院
	浙江院、天津所、湖北院、辽宁院、河南所

	AQC柱前衍生的RP-HPLC法
	江苏院
	浙江院、湖北院
天津所、广东所

	OPA&FMOC柱前衍生的RP-HPLC法
	上海所
	北京所、广州所、中检院

	DNFB柱前衍生的RP-HPLC法
	天津所
	河南所、湖北院、辽宁院

	氨基酸分析仪法
	茚三酮柱后衍生法——钠系统
	河南所
	浙江所、山东院
中检院

	
	茚三酮柱后衍生法——锂系统
	上海所
	


课题组根据协作研究结果，参考国外药典收载的内容，起草了药品中氨基酸分析法（草案），并于2018年报送了药典委员会。经生化药品专委会和理化分析专委会的审议，起草小组按照各专委会的审核意见，修订标题为“氨基酸分析指导原则”，并综合上述各国药典收载的内容与体例，调整了编写提纲及其主要内容，经过多次修改规范文字描述，完成了中国药典“氨基酸分析指导原则（草案）”，通过各级审核，于2020年9月在国家药典委员会网站首次公示，面向社会各界公开征求意见。
三、首次公示稿反馈意见说明
氨基酸分析指导原则（草案）公示后，收到了来自三家企业和个人邮件的反馈意见，针对反馈意见的答复如下。
（一）有关基本要求项下的方法验证 

反馈问题与建议：对于多组分复方氨基酸注射液含量验证方法，处方中各氨基酸浓度高低不一致，如用分析方法验证指导原则（指导原则9101）进行方法学验证，可能达不到相应要求，对于商品化的氨基酸分析仪进行药物制剂中氨基酸含量方法验证，建议参照仪器使用说明书与性能条件进行相应方法验证。

答复：仪器性能验证方法不能代替药品检测方法的验证，根据建议对方法验证要求进一步说明，详见第二次公示稿。 

（二）有关氨基酸测定法 

反馈问题与建议：复方氨基酸注射液[如复方氨基酸注射液（18AA）]如何进行系统适用性试验？氨基酸注射液产品种类繁多，建议指导原则仅说明各方法的原理、特点、色谱分析的概要条件（如反相色谱法、内标法），而不对具体色谱分析条件、试剂浓度等参数做详细的说明。 

答复：可采用混合氨基酸对照品溶液进行系统适用性试验，规定所有氨基酸或某几个氨基酸之间的分离度；本指导原则中列出的氨基酸测定方法是指导性方法，并非针对特定品种的方法，给出具体实验条件的目的就是为了给使用者在建立针对具体品种的氨基酸测定方法时提供参考和指导，使用者可以根据自己的实验室条件及分析品种的特点，验证或确认所选方法对分析样品的适用性。
（三）有关方法3-柱前OPA和FMOC衍生氨基酸测定法 

反馈问题与建议：可否改为由自动进样器自动衍生？建议该方法特点项下增加“若需测定半胱氨酸和胱氨酸的总量，需增加前处理衍生过程”。
答复：方法的分离效果与仪器、色谱柱、流动相等因素有关，使用者可对方法进行适当优化，以满足测定分离度要求。该方法的特点中已说明可以由具有自动衍生功能的进样器完成，在与方法规定的相同进样量的情况下，可根据方法中规定的供试品溶液量取体积与各种衍生用试剂的体积的比例不变的情况下，由自动进样器自动衍生。本指导原则中列出的氨基酸测定方法为指导性方法，非针对特定品种方法。特定品种的样品前处理一般在各品种正文项下进行规定。 

（四）有关方法4-柱前DNFB衍生氨基酸测定法 

反馈问题与建议：采用氨基酸测定方法4柱前DNFB衍生氨基酸测定法分析18种氨基酸，部分氨基酸间分离度低于1.5，是否与色谱柱有关？柱前DNFB衍生氨基酸测定法可以有效检测胱氨酸吗？ 

答复：方法的分离效果与仪器、色谱柱、流动相等因素有关。柱前DNFB衍生氨基酸测定法可以有效检测胱氨酸。本指导原则中列出的柱前DNFB衍生氨基酸测定法为药品检验机构常用的方法，并经多家检验机构复核可行。 

（五）有关方法6-柱后茚三酮衍生钠离子交换系统测定法 

反馈问题与建议：方法6的色谱条件是否适用于175mm的色谱柱？ 

答复：在方法建立过程中，使用者可以根据实验中使用的仪器、色谱柱内径与长度、填充剂粒径适当调整流动相流速、流动相组分比例、进样量等参数。 
四、第二次公示稿修订说明

根据首次公示稿的反馈意见和建议，国家药典委员会组织召开了相关专业委员会进行研讨，按照反馈意见和专委会审核意见，在公示稿的基础上增补了部分内容，并进行了部分文字修改与规范。在前言部分增加了游离氨基酸测定的主要方法；在基本要求部分增加了内标物使用目的的描述，对方法验证的要求细化说明，删去水解管的清洗与要求；在蛋白质和多肽样品的水解部分增加了使用水解管的要求；对氨基酸测定法引言、各测定法及数据处理等部分内容进行了文字修改、调序、精简与规范。
修改后的氨基酸分析指导原则第二次公示稿，主要内容包括前言、基本要求、蛋白质和多肽样品的水解、氨基酸测定法、数据处理五部分。 

    前言：介绍了氨基酸分析的定义、氨基酸分析的主要方法、制定本指导原则的目的与适用范围； 
基本要求：介绍了用于氨基酸分析的仪器种类、内标物的作用和选择、方法学验证要求；
蛋白质和多肽样品的水解：分别介绍了我国常用的5种水解方法的具体操作过程：① 盐酸水解法；② 氢氧化钠水解法；③ 过甲酸氧化酸水解法；④ 二硫代二乙酸或二硫代二丙酸还原酸水解法；⑤ 双（1,1-三氟乙酰氧基）碘苯还原酸水解法。 

氨基酸测定法：分别介绍了药品中氨基酸测定常用6种方法的原理、特点、色谱条件、测定法，6种方法分别为：① 柱前PITC衍生氨基酸测定法；② 柱前AQC衍生氨基酸测定法；③ 柱前OPA和FMOC衍生氨基酸测定法；④ 柱前DNFB衍生氨基酸测定法；⑤ 柱后茚三酮衍生氨基酸锂离子交换系统测定法；⑥ 柱后茚三酮衍生氨基酸钠离子交换系统测定法。
数据处理：介绍了氨基酸含量、蛋白或多肽含量及氨基酸比值或氨基酸残基数预测的计算方法。
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