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反相高效液相色谱法分析纤溶酶纯度的方法研究

郜昭慧，周长明，王 静*

北京市药品检验所 中药成分分析与生物评价北京市重点实验室，北京 102206

摘 要：目的 建立纤溶酶反相高效液相色谱纯度测定方法。方法 采用SHISEIDO CAPCELL PAK C18 SG300（250 mm×

4.6 mm，5 μm），以 0.1%三氟乙酸溶液-乙腈（95∶5）为流动相A，以 0.08%三氟乙酸溶液-乙腈（20∶80）为流动相B，

进行梯度洗脱，体积流量为0.7 mL·min−1，检测波长280 nm，柱温40 ℃。参照2020年版《中国药典》四部9101药品质量标

准分析方法验证指导原则进行专属性、检测限、耐用性考察。应用所建立的方法和分子排阻色谱法对 3批样品纯度进行检

测。结果 建立的反相色谱法专属性强，检测限为 0.01%，耐用性强。对 3批样品进行检测，质量分数在 93.5%～96.9%，结

果准确。结论 建立反相色谱法测定纤溶酶纯度，分辨率更高、重现性更好，可进行更好的质量控制。
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Abstract: Objective To establish a method of reversed-phase high performance liquid chromatography to determine the purity of

fibrinolytic enzyme. Methods Using SHISEIDO CAPCELL PAK C18 SG300 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) or equivalent performance

column. The mobile phase A was 0.1% trifluoroacetic acid solution - acetonitrile (95: 5), and the mobile phase B was 0.08%

trifluoroacetic acid solution: acetonitrile (20:80) with gradient elution at the flow rate of 0.7 mL·min−1, the detection wavelength was

280 nm, and the column temperature was 40 ℃ . The specificity, detection limit and durability were investigated by referring to the

guiding principles of drug quality standard analysis method validation of IV 9101 of Chinese Pharmacopoeia (2020 edition). The

method and molecular exclusion chromatography were used to detect the purity of three batches of samples. Results The established

reversed-phase chromatography has strong specificity, detection limit of 0.01% and durability. Three batches of samples were tested,

the mass fraction was 93.5%—96.9%, and the results were accurate. Conclusion A reversed-phase chromatography method was

established for the determination of plasminase purity with higher resolution, better reproducibility and better quality control.
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随着经济的发展，国民生活方式和饮食习惯发

生了改变，血栓栓塞性疾病越来越成为重大的健康

问题，在血栓病治疗的过程中，选用快速有效的溶

栓药物是重中之重。纤溶酶是从长白山白眉蝮蛇

蛇毒中提取的蛋白水解酶，具有降纤抗凝、溶解血

栓等作用，其制剂广泛地应用于临床治疗脑卒中等

疾病［1-3］。国家药品标准第九册［4］中收载了纤溶酶，

纯度检查是蛋白质药物检测的重要指标之一，蛋白

纯度分析通常要求采用基于不同分析原理的方法，

但纤溶酶现行质量标准中两个纯度检查法分别采

用 SDS 凝胶电泳和分子排阻色谱，都是分子筛原

理，没有建立反相高效液相色谱测定纯度的方法，

目前也尚未见到利用高效液相色谱法检测纤溶酶

纯度的文献报道。本研究建立了反相高效液相色
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谱法对纤溶酶纯度进行测定，为评价和控制原料药

的质量提供实验依据。

1 仪器和试药

LC-20AT 型高效液相色谱仪、SPD-M20A 二极

管阵列检测器、LC-solution 色谱工作站（日本岛津

公司）；乙腈、三氟乙酸为色谱纯（美国 Fisher

Scientific 公司）；水为去离子水；纤溶酶（北京赛升

药业股份有限公司，批号 220180915、220180922、

220180929）。

2 方法与结果

2.1 溶液的制备

供 试 品 溶 液 A：精 密 称 取 纤 溶 酶（ 批 号

220180915）10.02 mg，置 10 mL量瓶中，加水稀释至

刻度，摇匀；供试品溶液 B：精密称取纤溶酶（批号

220180915）9.04 mg，加水稀释至 3.0 mL，摇匀。空

白溶液：流动相A∶流动相B（55∶45）。

2.2 色谱条件［5-6］

色 谱 柱 ：SHISEIDO CAPCELL PAK C18

SG300（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相A：0.1%三

氟乙酸溶液-乙腈（95∶5），流动相B：0.08%三氟乙酸

溶液-乙腈（20∶80），采用梯度洗脱（表1）；检测波长

280 nm；体积流量0.7 mL·min−1；柱温 40 ℃；进样体积

50 μL。参照 2020年版《中国药典》四部 9101药品质

量标准分析方法验证指导原则［7］进行方法学考察。

2.3 专属性考察

取空白溶液、供试品溶液 A 进样，纤溶酶峰与

相邻色谱峰的分离度大于 1.5，空白溶液不干扰检

测，色谱图见图1-A、B。

2.3.1 强光照射破坏 取 1.5 mL供试品溶液A，在

强光下（4 700 lx）照射 24 h，按“2.2”项色谱条件进

样，色谱图见图 1-C，与图 1-B对比，在相对保留时间

0.81倍的位置产生了 1个杂质峰，且能与主峰有效

分离。

2.3.2 高温破坏 取 1.5 mL供试品溶液A，在 55 ℃

放置 1 h，放冷至室温，按“2.2”项色谱条件进样，色

谱图见图1-D，与图1-B对比，样品有较大的破坏，在

相对保留时间 0.81～0.94倍的位置产生了多个杂质

峰，且均能与主峰有效分离。

2.3.3 酸破坏 取供试品溶液B 200 μL，加5 mmol·L−1

的盐酸溶液 200 μL，摇匀，放置30 min，加5 mmol·L−1氢

表 1 流动相洗脱梯度

Table 1 Elution gradient of mobile phase

t/min

0

5

30

30.1

35

流动相比例/%

A

55

55

32

55

55

B

45

45

68

45

45 图1 空白（A）、供试品溶液A（B）以及经光照破坏（C）、经高

温破坏（D）、经酸破坏（E）、经碱破坏（F）、经氧化破坏（G）的

供试品色谱图

Fig. 1 HPLC chromatogram of blank solution (A), sample

A solution (B), and sample destroyed by light (C), high

temperature (D), acid (E), alkali (F), oxidation(G)
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氧化钠溶液 200 μL，摇匀，按“2.2”项色谱条件进样，

色谱图见图 1-E，与图 1-B对比，样品有较大的破坏，

在相对保留时间 0.39～0.93倍的位置产生了多个杂

质峰，且均能与主峰有效分离。

2.3.4 碱破坏 取供试品溶液B 200 μL，加30 mmol·L−1

的氢氧化钠溶液 200 μL，摇匀 ，放置 30 min，加

30 mmol·L−1盐酸溶液 200 μL，摇匀，按“2.2”项色谱

条件进样，色谱图见图 1-F，与图 1-B 对比，样品

有较大的破坏，在相对保留时间 0.29～1.10 倍

的位置产生了多个杂质峰，且均能与主峰有效

分离。

2.3.5 氧化破坏 取供试品溶液 A 200 μL，加 1%

的过氧化氢 10 μL，摇匀，放置 15 min，按“2.2”项色

谱条件进样，色谱图见图1-G，与图1-B对比，未产生

新的明显杂质峰，表明氧化对本品没有明显破坏，

即纤溶酶氧化稳定性较好。

2.4 检测限

精密量取供试品溶液 A 1 mL，置 100 mL 量瓶

中，加水稀释至刻度，摇匀，再精密量取上述溶

液 1 mL，置 100 mL 量瓶中，加水稀释至刻度，摇

匀，作为检测限溶液，按“2.2”项色谱条件进样，记录

色谱图，以信噪比 3∶1计算检测限，见图 2。经计算，

检测限为0.01%。

2.5 耐用性

使用岛津CAPCELL PAK C18 SG300（250 mm×

4.6 mm，5 μm）色谱柱，改变柱温分别为 35、45 ℃，

精密量取供试品溶液 A 50 µL，其余色谱条件

同“2.2”项，进样测定，色谱图见图 3。主峰与相邻色

谱峰的分离度符合系统适用性要求。

改变体积流量分别为 0.67、0.96 mL·min−1，精密

量取供试品溶液A 50 µL，其余色谱条件同“2.2”项，

进样测定，主峰与相邻色谱峰的分离度符合系统适

用性要求。

使用相同品牌不同批号的色谱柱，按“2.2”项色

谱条件，精密量取供试品溶液A 50 µL进行测定，主

峰与相邻色谱峰的分离度符合系统适用性要求。

2.6 样品测定

2.6.1 反相高效液相色谱法 取纤溶酶样品，用流

动相稀释制成 1 mg·mL−1的蛋白溶液，取 50 μL注入

液相色谱仪，记录色谱图，按面积归一法计算，检测

结果在 93.5%～96.9%，供试品中纤溶酶峰相对质量

分数不低于90.0%。

2.6.2 分子排阻色谱法 参照国家药品标准第九

册［4］中收载的纤溶酶质量标准进行检测，按面积归

一化法计算，供试品中纤溶酶峰相对质量分数不得

低于95.0%。结果见表2。

3 讨论

3.1 色谱柱的选择

纤溶酶属于蛋白质大分子，采用反相色谱法检

测时选用了大孔径的C18色谱柱，不但有利于有关蛋

白的检出，而且色谱峰的峰型和分离效果也更好。

3.2 进样量的选择

考察了不同进样量（30、50 μL）对峰面积的影

响，同一个样品，进样量为 30 μL时，杂质量为 5.4%，

进样量为 50 μL时，杂质量为 6.3%。随着进样量的

增加，检测的灵敏度也越高，杂质峰更容易检出，但

主峰的残留也会增大，如有连续多批样品需要同时

检测，可以在供试品后插入空白溶剂，将残留完全

洗脱出来，不会对后一批样品的纯度结果造成

图2 检测限色谱图

Fig. 2 HPLC chromatogram of detection limit

图3 35 ℃（A）、45 ℃（B）色谱图

Fig. 3 HPLC chromatogram of 35 ℃ (A) and 45 ℃ (B)

表2 样品测定结果

Table 2 Test results of samples

样品

220180915

220180922

220180929

纤溶酶相对质量分数/%

反相高效液相色谱

96.9

93.7

93.5

分子排阻色谱法

98.3

98.8

99.3
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影响。

3.3 柱温的影响

分别在柱温 25、35、40、45 ℃取样测定，结果表

明随着温度的升高，色谱峰的分离度越好，考虑到

色谱柱的温度适用范围，最终选择40 ℃作为柱温。

3.4 纯度结果的比较

采用分子排阻色谱法检查纯度，检测结果均高

于 95.0%，而用建立的反相色谱法测得 3 批样品检

测结果均在 93.5%～96.9%。就实验结果看，新建立

的反相高效液相色谱法主峰峰形好，与相邻杂质峰

分离度高，考虑到分子排阻色谱法本身的局限性，

反相高效液相色谱法分辨率更高、重现性更好，可

以更好地对纯度进行分析。

本研究建立了反相高效液相色谱法分析纤溶

酶纯度的方法，该方法专属性强、耐用性好，有利于

对该产品进行更好的质量控制。
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