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摘要!建立了高效液相色谱法检测肝素钠中核苷酸杂质含量的方法并进行了方法学研究# 结果表明"适当的酶解时间约为

< 0$酶解溶液在 "o下 #< 0内稳定$本检测方法重复性检查的D!Q为 =[!VX$U 种核苷酸在 )[)$" #̂$["

*

HC1T范围内线性良

好"D

/

%)[UUU ;")[UUU V&$! 个水平的腺苷加样回收率均在 U)X以上"D!Q为 #[!;X# 该方法具有较好的可信度"可操作性

强"可用于肝素中核苷酸含量的测定#
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::肝素是一种复杂的黏多糖聚合物"是最早的生

物聚合体类药物及糖类药物之一"广泛应用于抗凝

血+抗血栓+抗炎等领域)#*

# 目前的肝素产品多提

取自猪肠黏膜"是短期内难有人工合成替代品的资

源性产品)$ B!*

# $))V 年春"多国发生肝素召回事

件)=*

"残留核苷酸杂质是导致肝素不良反应的重要

原因之一)#"= B"*

# 因此"$)## 年 U 月"新版\IN的肝

素钠原料各论纳入了关于残留核苷酸的检查

规定)<*

#

肝素成分复杂"质量控制须采用多成分定量+多

指标质量控制的模式$同时"其化学对照品性质不稳

定且成本高昂"与'一测多评(分析法的适用体系一

致);*

# 王悦等)<*的研究指出"$vB脱氧胞苷+尿苷+

$vB脱氧鸟苷+鸟苷的色谱峰的相对保留时间漂移较

大"建议在鉴别溶液中加入腺苷对照品# 据此"以腺

苷等 U 种核苷酸标准品配制鉴别溶液#

:;实验部分

:?:;仪器$试剂与材料

岛津公司T/B$)#)/高效液相色谱仪及 T/I+d

4682+.色谱工作站#

腺苷购自\IN$尿苷购自北京索莱宝科技有限

公司$超纯核酸酶购自上海拜朗生物科技有限公司$

磷酸二酯酶5%N%a5&购自南京森贝伽生物科技有

限公司$碱性磷酸酶+胞苷+$vB脱氧胞苷+鸟苷+$vB

脱氧鸟苷+"B甲基B$vB脱氧胞苷+$vB脱氧腺苷+胸苷

,);#,
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均购自 I2H13BA4,-2'0 公司$六水合氯化镁+三羟甲

基氨基甲烷%>-27&为进口分装试剂$乙酸铵+冰乙

酸+盐酸+氯化钠+甘油为国产分析纯试剂$乙腈为色

谱纯试剂#

:?<;溶液配制

腺苷标准溶液!精密称取 \IN腺苷"制备质量

浓度为 $[" l#)

B"

1HC1T的腺苷溶液#

系统适用性溶液!质量浓度为 " l#)

B;

1HC1T

的腺苷溶液#

核苷鉴别溶液!每 # 1T溶液中含胞苷+$vB脱氧

胞苷+尿苷+鸟苷+$vB脱氧鸟苷+"B甲基B$vB脱氧胞

苷+胸苷+$vB脱氧腺苷 $[" l#)

B"

1H的混合液#

酶反应缓冲液!每 # 1T溶液中含氯化镁+>-27

各 $ 1+4"氯化钠 # 1+4的溶液"并以 # 1+4CT的盐酸

调节 OR为%;[U w)[#&#

酶消化液!将酶反应缓冲液与甘油等比例混合

制得N%a5稀释剂"精密称取 N%a5+核酸酶和碱性

磷酸酶"以N%a5稀释剂为溶剂"使每毫升溶液中含

N%a5$[" \"核酸酶 ")) \"碱性磷酸酶 $$[$ \#

供试品溶液!配制质量浓度为 $) 1HC1T的样

品溶液"将样品溶液与酶消化液等体积混合即得"进

样前在%!; w#&o下放置 < 0#

:?@;实验条件

#[![#:色谱条件

色谱柱!N0&.+1&.&SI9.&-H2@\I5ZcBLN/

#V

%=[< 11l$") 11"=

*

1&$流动相 A!)[)$ 1+4CT

乙酸铵溶液"以冰乙酸调节 OR为%=[= w)[$&$流动

相K!乙腈$采用低压线性梯度洗脱"流动相 A+K的

初始体积比为 U;q!"" 12. 时变为 V=q#<"$)[# 12.

变回 U;q!"平衡 V[" 12.#

#[![$:实验方法

酶解时间!按 #[$ 所述方法配制供试品溶液"从

) 0开始"每隔 # 0进样 # 次"确定适当的酶解时间#

酶解后放置稳定性!酶解完成后溶液置于 "o

下"从酶解后第 ) 0开始"每隔 = 0进样 # 次"确定酶

解后溶液放置稳定时间#

回收率!向供试品溶液中添加 \IN腺苷标准

品"使各供试品溶液中分别含有低+中+高 ! 种不同

质量浓度的腺苷"每个浓度制备 ! 份样品"按 #[$ 所

述进样"计算腺苷回收率#

#[![!:计算方法

记录色谱图"按美国药典规定的方法计算"公式

如下!

5S%#)-&F%!F#& %#&

核苷酸%X& g

-

)%0!F-!& X-

%

X%C

Q

CDD?%&* X

%Q?F:& l#))X %$&

式中!5为最小积分峰面积$-为系统适用性溶液色

谱图峰面积$!F#为信噪比$0! 为腺苷标准溶液质

量浓度%1HC1T&$-!为腺苷标准溶液色谱图峰面积

平均值% * g<& $-

%

为供试品所含核苷%的峰面积

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((

"

::!上接第 #<U 页$

用峰面积与浓度进行线性回归# 定量方法使用归一

化法#

<?A;新旧方法分析数据对比

利用丙烯酸异辛酯反应物料在新+旧方法各自

的色谱条件下进行分析"分析结果对比如表 ; 所示#

由表 ; 可以看出"$ 种分析方法的结果相差较大#

表 K;分析结果对比表

化合物
分析结果CX

旧方法 新方法

水 )[!"# )[;=<

甲苯 "[$<" =[;!V

丙烯酸 ;[$=; V[$$"

$B乙基己醇 $)[V=$ $#[);!

醋酸辛酯 )[#$) )[$"#

丙烯酸 $B乙基己酯 <=[!"= <$[)V<

羟基丙酸异辛酯 未检出 未检出

::经过一系列测试表明"新方法的分析数据更能

满足生产装置的要求#

@;结束语

将不锈钢填充柱色谱法改为毛细柱色谱法后"

分别对方法改进前后各组分的检出限+重复性和实

际样品等分析数据进行分析"结果表明"改进的分析

方法解决了分析工作中存在的实际问题"为保证装

置长周期平稳运行并指导工艺生产提供了更准确的

分析数据#
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可根据核苷鉴别溶液的出峰位置确定$C

Q

为相对分

子质量系数%见表 $"其中"未知组分按 #[)) 计算&$

DD?%为相对吸收系数%如表 $ 所示"其中"未知组分

按 #[))计算&$Q?为稀释倍数$:为样品质量%1H&#

<;结果与讨论

<?:;色谱条件考察

采用 #[![# 所述色谱条件对核苷鉴别溶液进行

分析"结果如图 # 所示# 根据美国药典的要求"$vB

脱氧胞苷与尿苷的峰的分离度应当不低于 #[!"相

对系统偏差不高于 #)X"信噪比不低于 #)#

图 #:核苷鉴别溶液色谱图

各方法学检查项中"分离度+相对标准偏差及信

噪比如表 # 所示#

表 :;色谱条件考察

分离度 $[)< $[)< $[)U $[))

相对标准偏差CX )["!) )[=U) )[)U" )[)!#

信噪比 #U[!# #U[VU #U["< #V[=!

分离度+相对标准偏差及信噪比均符合美国药

典的要求"证明 #[![# 所述色谱条件可用于本实验

的方法学研究#

<?<;方法学考察

$[$[#:酶解时间考察

进样前需将样品溶液在%!; w#&o条件下进行

酶解"为确定适当的酶解时间"使用核苷酸杂质质量

分数较高的粗肝素"按 #[![$ 所述方法进行酶解时

间考察# 如图 $ 所示#

#-未知组分 #$$-胞苷$!-$vB脱氧胞苷$=-尿苷$

"-鸟苷$<-未知组分 $$;-$vB脱氧鸟苷$V-胸苷$

U-腺苷$#)-$vB脱氧腺苷

图 $:粗肝素酶解不同时间后的各核苷含量

由图 $ 可以看出"粗肝素经酶解后"$vB脱氧鸟

苷的质量分数在 $[" 0 附近达到最大"随后持续下

降$未知组份 $ 的质量分数则持续上升"约 #! 0 后

达到稳定# 其他核苷酸在 = ;̂ 0 范围内的质量分

数趋于稳定"认为在此时间段内核酸已充分酶解"为

保证检出灵敏度"选定酶解时间为 < 0#

$[$[$:稳定性考察

依照 #[![$ 所述方法考察酶解后溶液的稳定

性"第 )+=+V+#$+#< 0 的核苷酸质量分数依次为

)[))# !X+)[))# $X+)[))# !X+)[))# $X+)[))# $X"

D!Q为 =[=$X# 结果证明"酶解完成后"溶液可继

续在 "o条件下放置 #< 0保持稳定#

$[$[!:线性范围的考察

量取 #[$ 所述核苷鉴别溶液适量"逐级稀释成

U 份质量浓度为 )[)$" #̂$["

*

HC1T的溶液"按色

谱方法进样"实验结果如表 $ 所示#

表 <;线性范围

组分 线性范围C%

*

H,1T

B#

&

线性方程 D

TZ%C%

*

H,1T

B#

& TZ?C%

*

H,1T

B#

&

DD?%

C

Q

胞苷 )[)$" #̂$[" 6g#;=##MB$;#[)$ )[UUU; )[))#" )[))"# )["! #[$"=V

$vB脱氧胞苷 )[)$" #̂$[" 6g#<<)UMB##=[<U )[UUUV )[))#U )[))<! )["< #[$;$;

尿苷 )[)$" #̂$[" 6g$=!;!MB#<U[U! )[UUU; )[))!; )[)#$= )[;" #[$"!;

"B甲基B$vB脱氧胞苷 )[)$" #̂$[" 6g##!<UMB!UV[<= )[UUU; )[)))= )[))#! )[$" #[$"<U

鸟苷 )[)$" #̂$[" 6g$U!$$MB!)=[V! )[UUU; )[))#$ )[))=# )[;= #[$#VV

$vB脱氧胞苷 )[)$" #̂$[" 6g$V#;=MB"<[;;# )[UUU; )[)))" )[))#; )[V! #[$!#U

胸苷 )[)$" #̂$[" 6g$$#$$MB$=[";" )[UUUV )[)))V )[))$< )[<V #[$""V

腺苷 )[)$" #̂$[" 6g!#;V$MB$U[!$< )[UUUV )[))); )[))$! #[)) #[$!#U

$vB脱氧腺苷 )[)$" #̂$[" 6g!$#$"MB#"U[#= )[UUU; )[)))" )[))#V #[)U #[$=<<

,$;#,
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::由表 $ 可以看出"该方法在各核苷质量浓度

)[)$" #̂$["

*

HC1T范围内线性良好#

$[$[=:重复性考察

依照 #[![$ 所述方法考察方法重复性"< 次检

测所得核苷酸杂质的质量分数依次为 )[))# $X+

)[))# $X+)[))# !X+)[))# !X+)[))# $X+)[))# !X"

核苷酸D!Qg=[!VX# 方法重复性良好#

$[$[":回收率考察

依照 #[![$ 所述方法对腺苷加样回收率进行考

察"结果如表 ! 所示#

表 @;回收率

: 加样量C1H 测得量C1H 回收率CX D!QCX

低浓度溶液 )[)=)#< )[)!;;<V U=[)= :

: : )[)!;"VU U![<) :

: : )[)!;!U# U![## :

中浓度溶液 )[)")$) )[)=<!"< U$[!= :

: : )[)=<<"V U$[U= #[!;

: : )[)=<""< U$[;= :

高浓度溶液 )[)<)$= )[)"=U<; U#[$" :

: : )[)"=<<< U)[;" :

: : )[)"="#$ U)[=U :

对 ! 个水平的腺苷加样量的回收率均高于

U)X"D!Q为 #[!;X"回收率良好#

@;结论

将美国药典推荐的色谱柱填料粒径由 "

*

1变

为 =

*

1"色谱柱长度由 #" '1增长至 $" '1"结果

$vB脱氧胞苷与尿苷的分离度提高至 $[) 以上# 经

初步验证"与N0&.+1&.&SI9.&-H2@\I5ZcBLN/

#V

色

谱柱类似"均具有极性封端"适用极性与碱性化合物

的平衡保留特征的资生堂/AN/aTTNAY/

#V

A?色

谱柱也具有很好的分离度"并且峰形良好$而采用一

次封尾+中等极性 /

#V

的 J&.67241O /

#V

色谱柱则拖

尾严重"且分离度较低# 表明本项目检验的色谱柱

选择范围可以更宽泛#

酶解实验表明"各核苷在%!; w#&o的酶解温

度下稳定性各不相同"只有在某一检测时间窗范围

内检测质量分数才是可靠的# 经稳定性验证"酶解

溶液在 "o条件下"#< 0 内稳定"这较美国药典所规

定的 <) 12. 以上的酶解条件的可操作性进一步

增强#

根据'一测多评(检测法的要求); BV*

"线性范

围+重复性及回收率等实验结果表明"采用'一测多

评(检测法对肝素中核苷酸杂质的质量分数进行质

量控制是准确+可行的#
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T6c#B推出新型 R̂E6W

FP薄膜解决方案

::$)#" 年 ## 月 #; 日"IAK5/推出全新的 TabAc

>*薄

膜解决方案# IAK5/的新 TabAcZ?<%A薄膜产品系列

采用可满足消费电子产品防刮花+耐冲击性能要求的设

计"因而十分适合用在智能手机和平板电脑的平面触摸屏

上"以及可携式电子产品的窗口镜头+外壳和键盘#

IAK5/采用的新型材料具有轻质化和不易碎裂的特点"产

品包括双面或单面加硬涂层聚碳酸酯膜片"耐磨性和透光

性皆十分出色#

'聚碳酸酯技术在各行各业的应用日益广泛"尤其是

消费电子工业"由于此类材料具有重量轻+耐冲击的特性"

因而成为玻璃的替代方案#(IAK5/创新塑料业务部门消费

电子技术与创新部主管A43. >732表示# '聚碳酸酯触摸屏

是一项切实可行的先进技术"目前已可供Za*使用# 他们

如今可将这些材料用在大众市场的设备上"某些情况下甚

至能减轻多达 ")X的重量"而且还可以增加设计的灵活

性"并帮助改进防碎特性# IAK5/在聚碳酸酯领域拥有雄

厚的技术实力"今后还将加大对TabAc薄膜解决方案的投

入"以期服务于客户当前和未来的需要#(!5-&.&/0&.$

,!;#,


