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制备高效液相色谱法分离纯化乌拉立肽的研究 
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摘  要：目的  对乌拉立肽粗品纯化并制备符合纯度要求的乌拉立肽纯品。方法  采用 C18（H）ODS 柱（30 mm×250 mm，

10 μm）；流动相 A 为 0.1%甲酸–水溶液，流动相 B 为 100%乙腈；检测波长 215 nm；体积流量 30 mL/min；进样量 60 mg。
结果  RP-HPLC 一步纯化后得到乌拉立肽质量分数达到 98%。通过多次样品收集和冷冻干燥，制备了高纯度的乌拉立肽。

结论  建立了乌拉立肽的纯化工艺，制备出符合要求的乌拉立肽纯品。 
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Separation and purification of ularitide by preparative-HPLC 
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Abstract: Objective  To purify ularitide crude product and prepare qualified ularitide met to the purity requriement. Methods  The 
samples were separated on C18 (H) ODS column (30 mm×250 mm, 10 μm) with 0.1% formic acid (A) - water (B) as mobile phase at a 
flow rate of 30 mL/min. The detection wavelegth was set at 215 nm with sample volume of 60 mg. Results  The purity of ularitide 
could reach 98% after being purified once by RP-HPLC. The high purity ularitide was obtained after being lyophilized and collected for 
several times. Conclusion  The purification technology is set up for ularitide and the prepared ularitide is qualified. 
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乌拉立肽是由 32 个氨基酸残基组成的促尿钠

排泄环肽，最初是在 1988 年由 Schulz-Knappe 等从

尿液中分离得到的一种属于心房钠尿肽（atrial 
natriureticpeptide，ANP）家族的肾利钠肽[1]。内源

性乌拉立肽在肾远端肾小管细胞合成，由管腔后分

泌，在内部髓集合管与下游利钠肽 A 型受体结合，

能够调节肾脏钠和水的排泄[2]，因此乌拉立肽有舒

张血管和利钠利尿的作用，并且已证实乌拉立肽能

够降低肾脏对尿液的重吸收[3]。临床上治疗失代偿

性心力衰竭（DHF）是以缓解症状和稳定病人的血

液动力学为目标，目前使用的治疗药物包括利尿剂、

血管舒张药和增强收缩力药物，然而这些药物都存

在临床局限性[4-5]。国外对于乌拉立肽的研究已进入

二期临床[6]，二期临床研究表明，乌拉立肽能降低

心脏充盈压力和改善呼吸困难，且对 DHF 患者的

肾脏功能没有明显的不良影响，可见乌拉立肽在治

疗 DHF 中有广阔前景。本研究采用制备高效液相

色谱法对乌拉立肽粗品分离纯化，并冷冻干燥，制

备乌拉立肽纯品。 
1  仪器和材料 

D—6000 Devote 液相色谱仪（江苏迪沃特公

司），包括系统控制器、D—P6010 高压恒流泵、进

样阀、D—UV 6000 紫外–可见检测器、Devote 6000
色谱工作站。DV215CD 电子天平（美国奥豪斯公

司），Milli-Q 超纯水净水器（美国 Millipore 公司）。 
乙腈（色谱纯）；无水甲酸、三氟乙酸（分析纯）； 
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乌拉立肽粗品（自制，批号分别为 120701、120802、
120803）。 
2  方法和结果 

2.1  样品溶液的制备 
精密称定乌拉立肽粗品 8.0 g，以适量纯水溶解

配制成 20 mg/mL 的溶液，用 0.45 μm 微孔滤膜滤

除不溶物，将滤液超声处理，即得。将粗品溶液稀

释 5 倍，进行 HPLC 分析。 
2.2  色谱条件的选择 

本品的理化性质特殊，分离纯化不是简单的分

析条件的放大，因此从以下几个方面进行优化分离

纯化条件。 
2.2.1  流动相的选择  参考文献方法[7]，用 0.1%三

氟乙酸（TFA）水–0.1% TFA 乙腈系统对乌拉立肽

粗品进行分离。经检测，主峰与其后的相邻杂质峰

分离效果差。收集分离得到的主峰馏分，冷冻干燥

后用 HPLC 法分析，乌拉立肽质量分数为 72.7%。

见图 1。曾采用磷酸盐系统作为制备液相系统，但

获得的乌拉立肽馏分在冻干后发黏，不利于样品的

保存和后续的实验研究；所以采用甲酸水–乙腈系

统作为纯化的洗脱系统。使用分析型高效液相色谱

比较甲酸水–乙腈系统与磷酸盐系统对乌拉立肽粗

品的洗脱情况，发现磷酸盐洗脱分离效果更好，故

选用磷酸盐系统对纯品进行分析。 
2.2.2  洗脱梯度的选择  多肽对有机相的比例变化 

 
图 1  乌拉立肽的 HPLC 纯化分离色谱（A）和产品的 HPLC

分析色谱图（B） 
Fig. 1  Chromatograms of purification of ularitide with 

preparative-HPLC (A) and purified products (B) 

非常敏感。乙腈微小的变化就会对主峰的保留时间

产生很大的影响，因此必须采用线性梯度洗脱方式

分离纯化。采用 20%～38%乙腈的图谱见图 2-A；

12%～25%乙腈的图谱见图 2-B；10%～20%乙腈，

1～21 min，20%～30%乙腈，21～25 min，30%～

40%乙腈，25～32 min 的图谱见图 2-C。对洗脱时

间和流动相比例进行优选后确定以 0～25 min，
10%～30%乙腈为佳。

 

 

图 2  乌拉立肽粗品不同洗脱梯度洗脱的 HPLC 图谱 
Fig. 2  HPLC chromatograms of ularitide crude products with different elution gradients 

2.2.3  进样量的考察  按照上述洗脱条件 10%～

30%乙腈洗脱 25 min，进行上样量的调整，逐步放

大进样量。分别考察了进样量 20、40、60、80 mg
时的色谱情况。当进样量大于 60 mg 时，主峰与前

后杂质峰的分离效果变差，基本达到超载。见图 3。 
2.2.4  色谱条件的确定  制备型色谱柱 Devote C18

（H）ODS 柱（30 mm×250 mm，10 μm）；流动相 A
为 0.1%甲酸–水溶液，流动相 B 为 100%乙腈；检

测波长 215 nm；体积流量 30 mL/min。 
2.3  高效液相色谱的分离纯化 

流动相 A、B 超声脱气后，以 10% B 相、90% A
相平衡色谱柱。精密量取乌拉立肽粗品溶液 3 mL
进样，通过色谱图上的出峰情况选择性收集乌拉立

肽及其主要杂质的馏分（当乌拉立肽主峰曲线上升

到峰高1/2处时开始收集馏分至峰往下走到峰高1/2
处时停止收集。杂质收集同主峰）。之后将流动相 B
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的比例调至 60%冲洗色谱柱约 10 min，使残余在柱

上的物质完全冲洗下来，再以起始的流动相比例平

衡色谱柱，以构成一个完整的色谱过程。分离纯化

的色谱图见图 4。 
 

 

图 3  乌拉立肽粗品进样量 20 mg（A）、40 mg（B）、60 mg（C）、80 mg（D）的 HPLC 图谱  
Fig. 3  HPLC chromatograms of ularitide crude product with injection of 20 mg (A), 40 mg (B), 60 mg (C), and 80 mg(D) 

 

图 4  乌拉立肽粗品的 HPLC 纯化分离色谱图 
Fig. 4  HPLC chromatogram of separation and purification  

of ularitide crude product 

2.4  产品的检测 
收集目标峰馏分进行 HPLC 法分析，确定峰 1

为醋酸峰。收集峰 2、3、4 馏分进行 LC-MS 分析，

结果峰 3 为乌拉立肽主峰，峰 4 为相邻杂质峰。多

次进样并收集目标峰与相邻杂质峰馏分，冷冻干燥，

检测得乌拉立肽纯化物样品质量分数为 98%（图

5），相邻杂质质量分数为 95%（图 6）。乌拉立肽样

品的收率为 28.6%。 
收率=纯化后冻干得到的乌拉立肽的质量/（纯化前乌拉

立肽粗品的质量×质量分数） 

按以上方法对 3 批粗品进行纯化，结果见表 1。 

 

图 5  纯化后的乌拉立肽 HPLC 图谱 
Fig. 5  HPLC chromatogram of purified ularitide 

 

图 6  乌拉立肽相邻杂质的 HPLC 图谱 
Fig. 6  HPLC chromatogram of adjacent impurity of ularitide 

表 1  乌拉立肽纯化结果 
Table 1 Purification of ularitide 

质量分数/% 
批 号 

纯化前 纯化后 
收率/% 

120701 25.0 98.0 26.7 

120802 24.5 98.3 25.8 

120803 25.1 98.1 25.6 

 
3  讨论 

乌拉立肽由固相法合成，经氧化反应成环。产

物成分较复杂，通常是以目标物多肽为主的几种结

构相似的多肽混合物，尤其是以主成分后的相邻杂

质最为难分离，故对粗品的分离纯化研究格外重要。

为完善合成工艺过程和继续终产物的质量研究及稳

定性研究等，收集制备相邻杂质也是必要的。 
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