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摘= =要：目的= =建立定量测定重组人 fiJNO注射液中泊洛沙姆 NUU的 emiC分析方法。方法= =采用t~íerë=Aääá~åÅe系统、蒸

发光检测器、赛分 moäó=omJNMM色谱柱，以 MKNBqcA水溶液（A）JMKNBqcA乙腈溶液（_）作为流动相梯度洗脱：M～R=máå，
RMBA→RMBA；R～S=máå，RMBA→RBA；S～NO=máå，RBA→RBA；NO～NP=máå，RBA→RMBA；NP～OM=máå，RMBA→RMBA。
体积流量 NKM=miLmáå，柱温 PM℃测定重组人 fiJNO注射液中泊洛沙姆 NUU。结果= = emiC法测定泊洛沙姆 NUU的保留时间 opa=

（n＝S）为 MKNVB，峰面积 opa（n＝S）为 NKTB。泊洛沙姆 NUU在低（RMBF、中（NMMBF、高（NRMB）个浓度的回收率分别

为 VPKPB、VPKNB、VPKUB，平均回收率为 VPKQB。泊洛沙姆 NUU在 NKR～V=μg（r＞MKVV）与峰面积呈良好的线性关系。结论= =建
立了重组人 fiJNO注射液中泊洛沙姆 NUU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 P批重组人 fiJNO注射液中的泊洛沙姆 NUU的量。=
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白介素 NO（fiJNO）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 O（fiJO）协同诱导细胞毒 q

细胞和杀伤细胞，诱导自然杀伤细胞表达干扰素γxNJPz。
研究发现，fiJNO 及其诱导产生的干扰素 γ 与多种病

毒感染相关，fiJNO能促进 q细胞免疫应答xQJSz，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xTJUz，fiJNO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xVJNNz。=
泊洛沙姆 NUU（moäox~merNUU）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xNOJNQz。=
本文研究的重组人 fiJNO 注射液是某国内企业

通过基因重组技术由 Cel 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 NUU，处方量为 NMM=
μgLmi。=

《中国药典》OMNR 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xNRz，也有采用凝胶色谱法测定脂

肪乳液中泊洛沙姆含量xNSz，但未有文献载有重组蛋

白药物中泊洛沙姆 NUU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 NO（rhfiJNO）注射液

中泊洛沙姆 NUU的方法。采用反相高效液相色谱法，

将泊洛沙姆 NUU 与 rhfiJNO 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 rhfiJNO 注射

液样品中泊洛沙姆 NUU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。=
N= =材料=
NKN= =材料和试剂=

泊洛沙姆 NUU（ooÅhe，货号 NMMRMVOQ）；乙腈

（ACk）；三氟乙酸（qcA）；纯化水；赛分 moäó=omJNMM
色谱柱（货号 OSMNMMJQSOR，ORM=mm×QKS=mm，NMM=
Å，粒径 R= μm），opp~k 色谱柱 apJQNP（货号

cTMMNMNO，= NRM=mm×QKS=mm），流动相A（MKNB=qcA
水溶液）；流动相 _（MKNB=qcA的乙腈溶液）。rhfiJNO
注射液 P批，由国内某生产企业提供。=
NKO= =仪器设备=

emiC系统：t~íerë=Aääá~åÅe=OSVR，蒸发光散射

检测器（bipa）（AiiqbC），bmpowerP 操作软件

（t~íerë公司）。=
O= =方法与结果=
OKN= =泊洛沙姆 NUU标准品溶液的配制=

精密称定（NMM±NM）mg 泊洛沙姆 NUU，直接

转移至 NMM= mi 量瓶中，加适量纯化水定容至 NMM=
mi，避免气泡形成。吸取 RKM= mi此泊洛沙姆 NUU
溶液，转移至另一个 RM=mi量瓶中，加适量纯化水

定容至 RM=mi。混匀即得。样品无需任何稀释即可

进样。=
OKO= =色谱条件=

体积流量 MKU= miLmáå，进样量 SM= μi，样品温

度（NM±R）℃，柱温（QM±R）℃。bipa 参数：

气体流速 NKM= pij；雾化器温度 QR℃；蒸发温度

NMM℃。数据输出速率 NM= ez；选择检测器增益

（mjq）和光源强度（iba）设置，从而使最高标准

不超过 NKM伏满量程。=
洗脱梯度：M～R=máå，RMBA→RMBA；R～S=máå，

RMBA→RBA；S～NO=máå，RBA→RBA；NO～NP=máå，
RBA→RMBA；NP～OM=máå，RMBA→RMBA。用 RMB
流动相 A 和 _灌注 emiC 系统。用 RMB流动相 A
和 _以 MKU= miLmáå的流速平衡 emiC系统至少 PM=
máå。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 R= máå及泊洛沙姆 NUU洗脱步骤

结束后，应将流向切换至废液。=
OKP= =专属性考察=

将 rhfiJNO 注射液、泊洛沙姆 NUU 溶液（NMM=
μgLmi）、注射液缓冲液、rhfiJNO 原液、注射液缓

冲液（不含泊洛沙姆 NUU），按照 OKO项色谱条件依

次进样，考察方法专属性。rhfiJNO注射液，泊洛沙

姆 NUU 标准溶液及 rhfiJNO 注射液缓冲液中均含目

标峰，而 rhfiJNO 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

NMKVmáå）为泊洛沙姆 NUU。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 NUU。见图 N。=
OKQ= =线性关系考察=

取 MKN=mgLmi的泊洛沙姆 NUU标准溶液，进样

体积 NR、PM、QR、SM、TR、VM=μi作为标曲。重复

操作，平行制备 P份样品，按照 OKO 项色谱条件依

次进样，记录泊洛沙姆 NUU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（oO），计算每次测定

泊洛沙姆 NUU的质量浓度区间范围。平行 P次试验

的回归方程分别是：vZQTT= RNNu−RNT= PNV，oOZ= =
MKVVS= N；vZRQR= MMNu−RMQ= MPR，oOZMKVVTU；vZ= = = =
RSM=QPVu−RQM=SRS，oOZMKVVS=P。泊洛沙姆 NUU在质

量浓度范围 NKR～VKM=μg线性关系良好。=
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图 N= =空白对照（A）、样品（B）、不同进样量的泊洛沙姆 NUU（C）的标准色谱图=
cigKN= = emiCJbipa=of=blank=reference=EAFI=rhfiJNO=with=poloxamerNUU=EBFI=different=content=poloxamer=NUU=standards=ECF=

OKR= =精密度和重复性试验=
取 rhfiJNO 注射液，按照“OKO”项色谱条件进

样，样品连续进样 S针，计算泊洛沙姆 NUU含量测

定结果 opa为 NKTB，精密度良好。=
OKS= =稳定性试验=

取 rhfiJNO注射液，分别在 M、OQ=h后按照“OKO”
项色谱条件连续进样 S针，考察日间稳定性（opa）
为 NKVB，稳定性良好。=
OKT= =准确度、回收率试验=

将 rhfiJNO注射液分成 P份，每份 NMM= μi，分

别加入 RM、NMM、NRM= μgLmi 泊洛沙姆标准品溶液

NMM=μi，按照“OKO”项色谱条件依次进样，考察低、

中、高 P 个浓度的回收率情况。P 个不同质量浓度

的泊洛沙姆 NUU 的回收率分别为 VPKPB、VPKNB、

VPKUB。=
OKU= =定量限、检测限试验=

将 NMM=μgLmi泊洛沙姆 NUU标准溶液用流动相

梯度稀释到浓度大约为 pLkZNM，重复操作制备 R份
样品，按照 OKO 项色谱条件依次进样，当泊洛沙姆

NUU稀释到 O=μgLmi时，其 pLk值在 Q～U，方法检

测限小于 MKO=μg。当泊洛沙姆 NUU稀释到 Q=μgLmi，
其 pLk值在 V～NP，方法定量限约为 MKQ=μg。=
OKV= =耐用性试验=

改变色谱柱使用昭和（ëhodex）apJQNP检测样

品中的泊洛沙姆 NUU含量，按照“OKO”项色谱条件

依次进样，重复检测 P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（NMKV=máå）无变化，

泊洛沙姆 NUU 质量浓度分别为 VOKN、VQKM、VRKR=
μgLmi，opa（nZP）为 NKUB。=

改变检测条件，漂移管温度、载气体积流量分

别设为 UM℃、NKM=iLmáå和 NMM℃、NKR=iLmáå，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 NUU检测值 opa分别为

OKVB和 NKTB。=
OKNM= = rhfiJNO 注射液中泊洛沙姆 NUU 含量测定结

果=
按照上述建立的 emiC方法，测定 P批 rhfiJNO

注射液中泊洛沙姆 NUU质量浓度分别是 VOKU、VMKO、
VQKM= μgLmi。样品中泊洛沙姆 NUU 含量理论值在

VM～NMM= μgLmi，泊洛沙姆 NUU含量检测值 opa≤
QB，符合标准规定。=
P= =讨论=

rhfiJNO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 NUU 与 rhfiJNO 注射液中

的其他物质进行分离是最常用的方法，泊洛沙姆

NUU具有高亲水性，lap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L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 NUU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xNTz，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 NUU。=
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 QM℃
时，目标峰检测不到，漂移管温度 UM～NMM℃，气

体体积流量 NKM～NKR= iLmáå目标峰保留时间基本不

变，检测值与正常条件下相比 opa均小于 RB。选

择实验检测条件为温度 NMM℃，气体体积流量= = = =
NKM=iLmáå。=

在试验中，样品进样后，目标峰出现前后（M～

= = Q= = = = S= = = = U= = = NM= = = NO= = = NQ= = = NS= = = NU=
t=L=máå=

= = Q= = = = S= = = = U= = = NM= = = NO= = = NQ= = = NS= = = NU=
t=L=máå=

= = Q= = = = S= = = = U= = = NM= = = NO= = = NQ= = = NS= = = NU=
t=L=máå=
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R=máå，NO～OM=máå）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 NUU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xNUz。本文基于高效液相技术采

用蒸发光检测器，建立了 rhfiJNO 注射液中泊洛沙

姆 NUU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 NUU的含量测定，提供了方法学

参考，有利于质量控制。=
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ëíámuä~íoró=f~ÅíorW=Åh~r~Åíeráz~íáoå=of=íhe=reëpoåder=Åeääë=
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