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蒸发光散射检测法测定重组人 IL-12注射液中泊洛沙姆 188  

李  响，李永红，于  雷，贾春翠，周  勇*，饶春明* 
中国食品药品检定研究院，北京  100050 

摘  要：目的  建立定量测定重组人 IL-12注射液中泊洛沙姆 188的 HPLC分析方法。方法  采用Waters Alliance系统、蒸

发光检测器、赛分 Poly RP-100色谱柱，以 0.1%TFA水溶液（A）-0.1%TFA乙腈溶液（B）作为流动相梯度洗脱：0～5 min，
50%A→50%A；5～6 min，50%A→5%A；6～12 min，5%A→5%A；12～13 min，5%A→50%A；13～20 min，50%A→50%A。
体积流量 1.0 mL/min，柱温 30℃测定重组人 IL-12注射液中泊洛沙姆 188。结果  HPLC法测定泊洛沙姆 188的保留时间 RSD 

（n＝6）为 0.19%，峰面积 RSD（n＝6）为 1.7%。泊洛沙姆 188在低（50%)、中（100%)、高（150%）个浓度的回收率分别

为 93.3%、93.1%、93.8%，平均回收率为 93.4%。泊洛沙姆 188在 1.5～9 μg（r＞0.99）与峰面积呈良好的线性关系。结论  建
立了重组人 IL-12注射液中泊洛沙姆 188含量检测的高效液相色谱法，并对建立的分析方法进行专属性、准确度、精密度、

检测限、定量限、线性、范围和耐用性的验证，测定了 3批重组人 IL-12注射液中的泊洛沙姆 188的量。 
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Determination of Poloxamer 188 in Recombinant IL-12 Injection by 
HPLC-ELSD 
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Abstract: Objective  To develop a HPLC method for potency determination of poloxamer 188 in recombinant human IL-12 
injection. Methods  A Waters Alliance 2695 system with a sepax poly RP-100 column was used for separation and subsequent 
detection by an evaporative light scattering detector(ELSD); 0.1%TFA-water and 0.1%TFA-acetonitrile were used as eluent A and B, 
and gradient elution conditions were as follows: 0—5 min, 50%A→50%A; 5—6 min, 50%A→5%A; 6—12 min, 5%A→5%A; 12—
13 min, 5%A→50%A; 13—20 min, 50%A→50%A. The flow rate was 1.0 mL/min; the column was maintained at 30℃. Results  
The RSD of retention time and peak area for poloxamer 188 were 0.19% and 1.7%, respectively (n = 6); the recovery rates at low 
(50%), middle (100%) and high (150%) dose were 93.3%, 93.1% and 93.8%, and the average was 93.4%; the potency of poloxamer 
188 between 1.5 μg and 9.0 μg was linearly related to peak area. Conclusions  A HPLC for potency determination of poloxamer 
188 in recombinant IL-12 injection was successfully developed and validated in specificity, accuracy, precion, limit of detection 
(LOD), limit of quantitation (LoQ), linearity, detection range and robustness. The developed method was finally applied to potency 
determination of poloxamer 188 in three recombinant IL-12 injections. 
Key words: recombinant human IL-12; poloxamer 188; high-performance liquid chromatography; evaporative light scattering 
detect; pharmaceutic adjuvant 
 

白介素 12（IL-12）是目前发现的一种对人体免

疫活性细胞诱导和调节作用最强和范围最广的细胞

因子之一，可与白介素 2（IL-2）协同诱导细胞毒 T

细胞和杀伤细胞，诱导自然杀伤细胞表达干扰素γ[1-3]。
研究发现，IL-12 及其诱导产生的干扰素 γ 与多种病

毒感染相关，IL-12能促进 T细胞免疫应答[4-6]，可增 
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强或改善艾滋病、麻风、利氏曼原虫和血吸虫等慢性

感染宿主的细胞免疫功能[7-8]，IL-12可以明显抑制肿

瘤的生长和转移，延长荷瘤动物生存时间，在抗感染

及抗肿瘤免疫中有着广泛的应用前景[9-11]。 
泊洛沙姆 188（Poloxamer188）是一种高分子

非离子表面活性剂，是优良的药物制剂新辅料，无

毒，对皮肤黏膜无刺激性、过敏性，对人体十分安

全，现已广泛用于制药工业，主要作乳化剂、稳定

剂、增溶剂和分散剂[12-14]。 
本文研究的重组人 IL-12 注射液是某国内企业

通过基因重组技术由 CHO 细胞高效表达，高度纯

化后得到的重组蛋白药物。目前处于临床试验申报

阶段。其制剂中含有泊洛沙姆 188，处方量为 100 
μg/mL。 

《中国药典》2015 年版中未有记载泊洛沙姆含

量测定方法，文献记载的泊洛沙姆的检测方法很少，

主要有分光光度法[15]，也有采用凝胶色谱法测定脂

肪乳液中泊洛沙姆含量[16]，但未有文献载有重组蛋

白药物中泊洛沙姆 188含量检测的相关方法，本着

对药用辅料含量的质量控制，本文建立了反相色谱

蒸发光散射检测重组人白介素 12（rhIL-12）注射液

中泊洛沙姆 188的方法。采用反相高效液相色谱法，

将泊洛沙姆 188 与 rhIL-12 注射液中的其他物质进

行分离并用蒸发光检测器检测，确定 rhIL-12 注射

液样品中泊洛沙姆 188的量。并对所建方法进行了

专属性、准确度、精密度、重复性、检测限、定量

限、线性、范围和耐用性的验证。 
1  材料 
1.1  材料和试剂 

泊洛沙姆 188（Roche，货号 10050924）；乙腈

（ACN）；三氟乙酸（TFA）；纯化水；赛分 Poly RP-100
色谱柱（货号 260100-4625，250 mm×4.6 mm，100 
Å，粒径 5 μm），RSpak 色谱柱 DS-413（货号

F7001012， 150 mm×4.6 mm），流动相A（0.1% TFA
水溶液）；流动相 B（0.1% TFA的乙腈溶液）。rhIL-12
注射液 3批，由国内某生产企业提供。 
1.2  仪器设备 

HPLC系统：Waters Alliance 2695，蒸发光散射

检测器（ELSD）（ALLTEC），Empower3 操作软件

（Waters公司）。 
2  方法与结果 
2.1  泊洛沙姆 188标准品溶液的配制 

精密称定（100±10）mg 泊洛沙姆 188，直接

转移至 100 mL 量瓶中，加适量纯化水定容至 100 
mL，避免气泡形成。吸取 5.0 mL此泊洛沙姆 188
溶液，转移至另一个 50 mL量瓶中，加适量纯化水

定容至 50 mL。混匀即得。样品无需任何稀释即可

进样。 
2.2  色谱条件 

体积流量 0.8 mL/min，进样量 60 μL，样品温

度（10±5）℃，柱温（40±5）℃。ELSD 参数：

气体流速 1.0 SLM；雾化器温度 45℃；蒸发温度

100℃。数据输出速率 10 Hz；选择检测器增益

（PMT）和光源强度（LED）设置，从而使最高标准

不超过 1.0伏满量程。 
洗脱梯度：0～5 min，50%A→50%A；5～6 min，

50%A→5%A；6～12 min，5%A→5%A；12～13 min，
5%A→50%A；13～20 min，50%A→50%A。用 50%
流动相 A 和 B灌注 HPLC 系统。用 50%流动相 A
和 B以 0.8 mL/min的流速平衡 HPLC系统至少 30 
min。为避免试剂中蛋白或其他辅料对检测器的污

染，在进样后的前 5 min及泊洛沙姆 188洗脱步骤

结束后，应将流向切换至废液。 
2.3  专属性考察 

将 rhIL-12 注射液、泊洛沙姆 188 溶液（100 
μg/mL）、注射液缓冲液、rhIL-12 原液、注射液缓

冲液（不含泊洛沙姆 188），按照 2.2项色谱条件依

次进样，考察方法专属性。rhIL-12注射液，泊洛沙

姆 188 标准溶液及 rhIL-12 注射液缓冲液中均含目

标峰，而 rhIL-12 原液及注射液空白缓冲液（不含

泊洛沙姆）均无目标峰，可证实目标峰（保留时间

10.9min）为泊洛沙姆 188。其峰形良好，附近无其

他杂峰干扰，由此可见本方法可很好地分离和检测

样品中的泊洛沙姆 188。见图 1。 
2.4  线性关系考察 

取 0.1 mg/mL的泊洛沙姆 188标准溶液，进样

体积 15、30、45、60、75、90 μL作为标曲。重复

操作，平行制备 3份样品，按照 2.2 项色谱条件依

次进样，记录泊洛沙姆 188标准品不同进样量的峰

面积，以进样量与标准品的峰面积做线性回归，得

标准曲线方程。计算相关系数（R2），计算每次测定

泊洛沙姆 188的质量浓度区间范围。平行 3次试验

的回归方程分别是：Y=477 511X−517 319，R2=  
0.996 1；Y=545 001X−504 035，R2=0.9978；Y=    
560 439X−540 656，R2=0.996 3。泊洛沙姆 188在质

量浓度范围 1.5～9.0 μg线性关系良好。 
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图 1  空白对照（A）、样品（B）、不同进样量的泊洛沙姆 188（C）的标准色谱图 
Fig.1  HPLC-ELSD of blank reference (A), rhIL-12 with poloxamer188 (B), different content poloxamer 188 standards (C) 

2.5  精密度和重复性试验 
取 rhIL-12 注射液，按照“2.2”项色谱条件进

样，样品连续进样 6针，计算泊洛沙姆 188含量测

定结果 RSD为 1.7%，精密度良好。 
2.6  稳定性试验 

取 rhIL-12注射液，分别在 0、24 h后按照“2.2”
项色谱条件连续进样 6针，考察日间稳定性（RSD）
为 1.9%，稳定性良好。 
2.7  准确度、回收率试验 

将 rhIL-12注射液分成 3份，每份 100 μL，分

别加入 50、100、150 μg/mL 泊洛沙姆标准品溶液

100 μL，按照“2.2”项色谱条件依次进样，考察低、

中、高 3 个浓度的回收率情况。3 个不同质量浓度

的泊洛沙姆 188 的回收率分别为 93.3%、93.1%、

93.8%。 
2.8  定量限、检测限试验 

将 100 μg/mL泊洛沙姆 188标准溶液用流动相

梯度稀释到浓度大约为 S/N=10，重复操作制备 5份
样品，按照 2.2 项色谱条件依次进样，当泊洛沙姆

188稀释到 2 μg/mL时，其 S/N值在 4～8，方法检

测限小于 0.2 μg。当泊洛沙姆 188稀释到 4 μg/mL，
其 S/N值在 9～13，方法定量限约为 0.4 μg。 
2.9  耐用性试验 

改变色谱柱使用昭和（shodex）DS-413检测样

品中的泊洛沙姆 188含量，按照“2.2”项色谱条件

依次进样，重复检测 3次，检查不同色谱柱方法的

可靠性、耐用性。结果发现，检测条件发生一定偏

差的情况下，目标峰保留时间（10.9 min）无变化，

泊洛沙姆 188 质量浓度分别为 92.1、94.0、95.5 
μg/mL，RSD（n=3）为 1.8%。 

改变检测条件，漂移管温度、载气体积流量分

别设为 80℃、1.0 L/min和 100℃、1.5 L/min，检查

目标峰保留时间及样品检测值，结果发现，在改变

气体体积流量或温度的情况下，目标峰保留时间无

变化，对同一样品泊洛沙姆 188检测值 RSD分别为

2.9%和 1.7%。 
2.10  rhIL-12 注射液中泊洛沙姆 188 含量测定结

果 
按照上述建立的 HPLC方法，测定 3批 rhIL-12

注射液中泊洛沙姆 188质量浓度分别是 92.8、90.2、
94.0 μg/mL。样品中泊洛沙姆 188 含量理论值在

90～100 μg/mL，泊洛沙姆 188含量检测值 RSD≤
4%，符合标准规定。 
3  讨论 

rhIL-12注射液是一种重组蛋白药物，采用反相

色谱梯度洗脱将泊洛沙姆 188 与 rhIL-12 注射液中

的其他物质进行分离是最常用的方法，泊洛沙姆

188具有高亲水性，ODS柱难以保留，采用具有强

疏水性能基质（如高交联度的聚苯乙烯/二乙烯基

苯）的柱子，更适合分析分离该类物质的反相分析。 
泊洛沙姆 188没有紫外吸收，不能采用常用的

紫外检测器，可以选择通用型检测器如示差折光检

测和蒸发光散射检测，由于示差折光检测很难采用

梯度洗脱[17]，且考虑到反相有机流动相的易挥发特

性，更适合蒸发光散射检测器，本实验优先选用反

相梯度洗脱，蒸发光散射检测泊洛沙姆 188。 
实验比较了不同的漂移管温度、载气体积流量

下目标峰保留时间及样品检测值漂移管温度 40℃
时，目标峰检测不到，漂移管温度 80～100℃，气

体体积流量 1.0～1.5 L/min目标峰保留时间基本不

变，检测值与正常条件下相比 RSD均小于 5%。选

择实验检测条件为温度 100℃，气体体积流量    
1.0 L/min。 

在试验中，样品进样后，目标峰出现前后（0～
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5 min，12～20 min）可用切向阀切换，已避免高强

信号物质干扰或者污染蒸发光检测器。 
随着药品质控标准的不断完善，对重组蛋白药

物中的药用辅料含量的准确控制越来越受到关注，

药用辅料含量的可控性关乎生产工艺的稳定，药品

安全性及稳定性和有效性。随着药品配方的升级，

新型药用辅料种类不断增加，泊洛沙姆 188已经应

用到多种重组蛋白药物制剂中，研究建立相关的检

测分析方法十分必要[18]。本文基于高效液相技术采

用蒸发光检测器，建立了 rhIL-12 注射液中泊洛沙

姆 188的含量测定方法。该方法还可为其他重组蛋

白药物中泊洛沙姆 188的含量测定，提供了方法学

参考，有利于质量控制。 
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