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超高效液相色谱法测定艾塞那肽含量
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摘要!建立了艾塞那肽含量的 eRE1测定方法$ 采用 @5f%49'eRE1QBF1

*O

柱&*X#

$

3#(X* 33[") 33'#检测波长为

(*: 03#梯度洗脱#流动相 @!)X* 3,&UE的四乙基高氯酸铵溶液%流动相 Q!*))S乙腈溶液%流速为 )X( 3EU340#进样量为

*X:

$

E#柱温为 ")V$ 结果表明#艾塞那肽质量浓度在 )X): _)X: 3CU3E内与峰面积呈良好的线性关系#平均回收率为

*))X*S%稳定性实验表明#室温下艾塞那肽溶液 O 2内能稳定存在$ 艾塞那肽质量分数平均在 >OS以上#满足纯度要求$ 该检

测方法能够快速简便地测定艾塞那肽质量分数#且成本较低#精度较高#适用于艾塞那肽的质量控制$

关键词!艾塞那肽%超高效液相色谱法%含量测定
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?作者简介"周春萍&*>>) A'#女#硕士#研究方向为分析方向#"O:#>>"*)Pff=5,3$

??艾塞那肽是美洲希拉巨蜥唾液分泌物胰高血糖

素样肽A*&lERA*'的类似物#与 lERA* 有 "!S的

序列同源性**+

$ 不但具有类 lERA* 促胰岛素分泌

的功能#而且其体内稳定性也远高于lERA*

** A!+

$

刘玉雪等*!+采用1

*O

色谱柱#乙腈A磷酸二氢为

流动相体系#用三乙胺调节 HF#进行梯度洗脱#用高

效液相色谱 &bRAFRE1'测定了艾塞那肽含量%

$4340Ck%60

*:+

"石琳等*"+采用 1

!

色谱柱#乙腈A硫

酸二氢钾为流动相体系#用磷酸调节 HF#梯度洗脱#

测定了醋酸艾塞那肽的含量%h%0 E4等*Y+采用 1

:

色谱柱#>"S乙腈溶液"HF为 (X) 的磷酸缓冲溶液

为流动相#梯度洗脱#测定艾塞那肽含量%b,0C564

E460C等*#+采用 1

*O

色谱柱#乙腈A三氟乙酸为流动

相#测定了艾塞那肽微球中艾塞那肽含量$ 笔者首

次采用1

*O

柱#;B@RA乙腈为流动相体系#梯度洗脱#

利用超高效液相色谱&eRE1'进行了艾塞那肽含量

的测定#与传统的FRE1法相比#该方法不仅提高了

分析效率和实验精密度#还节约了昂贵的 ;B@R流

动相$

9:仪器与材料

^69./8@5f%49'eRE1QBF1*O色谱柱&*X#

$

3#

(X* 33[") 33'#+4&&4A<-4/.59O 超纯水系统$ 艾

塞那肽供试品#购自海南双成药业有限公司%四乙基

高氯酸铵&;B@R'#购自国药试剂有限公司%其余试

剂均为色谱纯$

<:方法与结果

<;9:色谱条件

色谱柱! @5f%49'eRE1 QBF# 1

*O

# *X#

$

3#

(X* 33[") 33%流动相 @!)X* 3,&UE四乙基高氯

酸铵溶液#HFa(X)"%流动相 Q!*))S乙腈%检测波

长!(*: 03%流速!)X( 3EU340%进样体积 *X:

$

E%柱

温!&") y('V%采用梯度洗脱#洗脱程序如表 *所示$

,:Y*,



()*" 年 # 月 周春萍等!超高效液相色谱法测定艾塞那肽含量

表 9:洗脱梯度

时间U340

流速U

&3E,340

A*

'

流动相@的

质量分数US

流动相Q的

质量分数US

)X) )X( #(X) (OX)

*"X) )X( !(X) YOX)

*"X* )X( ()X) O)X)

*YX# )X( !)X) #)X)

*YXO )X( #(X) (OX)

*OX: )X( #(X) (OX)

<;<:系统适应性实验

以超纯水为空白供试溶液#分别取空白溶液"艾

塞那肽供试溶液一定量#在 (X* 所述的色谱条件下

进样分析#结果如图 * 所示$ 由图 * 可知#艾塞那肽

主峰的保留时间约为 # 340#液相色谱柱的理论塔板

数不低于 ( )))#拖尾因子小于 ($

&6'空白溶液 &L'艾塞那肽供试溶液

图 *?色谱条件下进样分析色谱图

<;=:线性关系考察

准确称取艾塞那肽对照品 *Y 3C#置于 ") 3E

容量瓶中#加超纯水溶解并稀释至刻度#摇匀#即得

)X: 3CU3E的艾塞那肽对照品储备液$

准确移取 )X: 3CU3E的艾塞那肽对照品储备

液 *"!"""O"*) 3E#分别置于 *) 3E容量瓶中#加水

溶解并稀释至刻度#摇匀#制成质量浓度分别为

)X):")X*(")X(")X!(")X: 3CU3E的艾塞那肽溶液$

上述样品分别注入液相色谱进行分析#进样量均为

*X:

$

E#重复进样 ( 次#以质量浓度&>'为横坐标#

以峰面积&:'为纵坐标进行线性回归#得艾塞那肽

的回归方程为 :a*YX)! [*)

Y

>A*X(* [*)

!

&Na

)X>>>#* aY'$ 结果表明#艾塞那肽质量浓度在

)X): _)X: 3CU3E内与峰面积呈良好的线性关系$

<;>:专属性实验

酸破坏供试液!精密称取艾塞那肽 (X" 3C#置

于 *) 3E容量瓶中#加入 * 3,&UE盐酸溶液 )X* 3E#

室温下放置 (: 2$ 加入适量纯水溶解#并用 * 3,&UE

氢氧化钠溶液调节 HF至中性#最后用纯水稀释至

刻度#摇匀#作为酸破坏的供试溶液$

碱破坏供试液!精密称取艾塞那肽 (X" 3C#置

于 *) 3E容量瓶中#加入 * 3,&UE氢氧化钠溶液

)X* 3E#放置 * 2#加适量纯水超声溶解#用 * 3,&UE

盐酸溶液调节 HF为中性#再用纯水稀释至刻度#摇

匀#作为碱破坏的供试溶液$

氧化破坏供试液!精密称取艾塞那肽 (X" 3C#

置于 *) 3E容量瓶中#加入 !S的双氧水溶液

)X* 3E#放置 !) 340#用纯水超声溶解#稀释至刻

度#摇匀#定容$

热破坏供试液!精密称取艾塞那肽 (X" 3C#置

于 *) 3E容量瓶中#用适量纯水超声溶解#水浴加热

!) 340#放冷后稀释至刻度#定容#摇匀#作为供试品

溶液$

光照破坏供试液!精密称取 (X" 3C艾塞那肽#

加入 *) 3E容量瓶中#加少量纯水溶解#于 : ))) EM

强光下放置 (: 2#再用纯水稀释至刻度#定容#作为

供试溶液$

分别取上述经破坏的溶液和艾塞那肽对照品溶

液一定量#按 (X* 所述的色谱方法进样分析#结果如

图 ( 所示$ 结果表明#艾塞那肽在碱性及氧化条件

下极不稳定#易降解%在高温条件下稳定性较差%在

酸性及光照条件下稳定性相对较好#主峰与杂质峰

分离效果较好$

&6'供试品溶液 &L'碱破坏

&5'酸破坏 &-'热破坏

&.'光照破坏 &G'氧化破坏

图 (?eRE1专属性实验图谱

,"Y*,
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<;B:精密度实验

准确称取艾塞那肽对照品适量#以超纯水溶解#

配制成质量浓度为 )X(" 3CU3E的溶液#于超高效

液相色谱中重复进样 " 次进行分析#结果如表 ( 所

示$ 结果表明#艾塞那肽峰面积的 TAG为 )X"(S#

超高效液相色谱仪器精密度良好#可信度高#符合分

析要求$

表 <:精密度实验结果#!̀ C$

编号 峰面积 平均峰面积 TAGUS

*

(

!

:

"

:))*(>)

!>>>!*(

!>O>>Y!

!>>)>!)

!>")O(*

!>OY:Y! )X"(

<;C:重复性实验

取同一批号的艾塞那肽注射液#平行制备 Y 份

供试溶液#在 (X* 所述的色谱条件下进行分析$ 另

外#精密称取适量艾塞那肽对照品#同样按 (X* 所述

的色谱条件进样分析$ 按外标法计算供试品的

TAGa)X#:S#表明此色谱分析方法的重复性较好$

<;D:回收率实验

在 > 份空白辅料中#分别精密称取艾塞那肽对

照品#加入量分别为标示量的 O)S"*))S"*()S#

用超纯水溶解#配制成中"高"低 ! 种质量浓度的溶

液#每个质量浓度平行制备 ! 份#按 (X* 所述的色谱

条件进行分析#结果如表 ! 所示$

表 =:艾塞那肽回收率实验

添加量U3C 回收量U3C 回收率US TAGUS

*XY

*XY

*XY

(X)

(X)

(X)

(XY:

(XY:

(XY:

*XY)!

*X">Y

*XY**

(X)*!

(X))(

*X>>Y

(XY!#

(XY:"

(XY!"

*))X(

>>XO

*))X#

*))XY

*))X*

>>XO

>>X>

*))X*

>>XO

)X!:

<;E:稳定性考察

表 >:稳定性实验结果

编号 时间 峰面积 平均峰面积 TAGUS

*

(

!

:

"

Y

#

)

*

(

!

:

Y

O

!*O)O(*

!*#>"O!

!*##(*O

!*YY#:!

!*Y!*):

!*"O">O

!*">>:*

!*Y>:!) )X!

??取适量样品配制成 )X( 3CU3E的供试品溶液#

室温下于 )"*"("!":"Y"O 2 分别取样并进行液相色

谱分析#结果如表 : 所示$ 结果表明#峰面积的

TAGa)X!S#说明供试品溶液在 O 2内基本稳定$

<;F:供试品质量分数测定

取一定量样品 ! 份#加入纯水溶解#混匀#作为

供试品溶液%另精密称取艾塞那肽对照品适量#采用

同样的方法制成 )X( 3CU3E的艾塞那肽溶液作为

对照品溶液$ 按 (X* 所述的方法进样分析#按外标

法以峰面积计算质量分数#结果如表 " 所示$ ! 个

样品的艾塞那肽质量分数分别为 >>X(S">OX>S"

>>X#S#满足纯度要求$

表 B:aG_?法测定艾塞那肽原料药的质量分数

样品编号 峰面积 质量分数US 平均质量分数US TAGUS

*

!*#OO(*

!*#>#O!

>>X*>

>>X((

(

!*Y:)#!

!*##(*O

>OX#!

>>X*:

!

!*O>:)*

!*>OY>O

>>X"(

>>XO*

>>X! )X!#

=:结论

取适量样品#制成 )X( 3CU3E的溶液#在 *>) _

:)) 03波长范围内进行扫描测定#发现艾塞那肽在

*>" 03处有最大吸收#考虑到末端吸收的干扰问

题"基线的平稳性以及多肽的检测波长一般在

(*" 03左右#选择在 (*: 03处测定艾塞那肽含量$

在流动相选择过程中发现#采用 )X*S的三氟

乙酸A*))S乙腈作为流动相时#主峰前后出现许多

无法分离的杂质峰#且基线噪音较大%而采用四乙基

高氯酸铵作为流动相时#主峰与杂质峰得到了很好

分离#且基线平稳$ 这是因为 ;B@R为离子对型溶

剂#能够达到离子交换的效果#对主峰与杂质峰的分

离起到促进作用$

在梯度选择的过程中发现#在开始的 *" 340

内#乙腈质量分数由 (OS增加到 !OS#在这一时间

段内出现的主峰保留时间过长#为继续缩短保留时

间#考虑在 *" 340 内提高乙腈质量分数#由原来的

!OS提升为 YOS#保留时间明显减小#减小到

# 340#这不仅改善了主成分的保留行为#也节约了

较为昂贵的;B@R流动相$

实验结果显示#采用超高效液相色谱法检测

???? !下转第 *YO页#

,YY*,
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公司生产'%@ek!() 型电子分析天平&日本岛津公

司生产'%HFDA!1型 HF计&上海精密科学仪器有

限公司生产'$

金霉素&1@D!"#AY(A"#阿拉丁试剂公司生产'"

碲粉"氯化镉"硼氢化钠"巯基乙酸均为分析纯%实验

用水为二次蒸馏水%+5&&K640.AW6

(

B\;@溶液#以

)X* 3,&UE柠檬酸溶液")X( 3,&UE磷酸氢二钠及乙

二胺四乙酸二钠配制%鸡肉样品#购自当地农贸

市场$

9;<:水溶性?-Q"量子点的合成

参照文献**:+合成巯基乙酸修饰的 1-;.量子

点$ 准确称取 )X)OY C碲粉与 )X*Y) C硼氢化钠于

反应瓶中#加入 " 3E蒸馏水溶解#冰浴中反应 O 2

得到淡紫色W6F;.溶液$ 称取 )X(O" : C氯化镉放

入 ")) 3E三口烧瓶中#加蒸馏水溶解后#磁力搅拌

下加入 (()

$

E巯基乙酸#用 *X) 3,&UE氢氧化钠溶

液调节溶液 HF至 **X)$ 通氮除氧 *) 340 后#迅速

注入新制备的W6F;.溶液#在氮气保护下#*))V水

浴反应 ( 2#得到水溶性1-;.量子点#置于 :V冰箱

中保存备用$

9;=:鸡肉样品的预处理

鸡肉样品去皮"去骨后取肌肉组织#捣碎机捣碎

后搅拌均匀$ 称取 "X)) C样品置于 ") 3E聚四氟

乙烯离心管中#加入 +5&&K640.AW6

(

B\;@溶液

*" 3E#涡旋混匀 * 340#超声提取 *) 340#Y ))) /U340

离心 *) 340#取上清液$ 残渣再重复提取 ( 次#合并

提取液并加入正已烷#充分震荡并静置分层后除去

有机层#重复操作 * 次#取下层清液用氮气吹至近

干#加入 ")S乙腈水溶液溶解残余物#涡旋混匀

* 340#经 )X((

$

3滤膜过滤后备用$

9;>:金霉素的测定

在 *) 3E比色管中#依次加入 )X: 3E1-;.量

子点"*X) 3EHF为 YX" 的 ;/48AF1&缓冲溶液和一

定量的金霉素工作溶液#用蒸馏水定容至刻度#混

匀$ 室温下放置 *) 340后#以 !!) 03为激发波长#

激发和发射狭缝宽度均为 " 03#测定体系在 "(! 03

处的荧光强度 U%以同样方法配制不加金霉素的空

白液#测定其荧光强度 U

)

#计算体系相对荧光强度

/

UaU

)

AU$

<:结果与讨论

<;9:?-Q"量子点和金霉素的荧光光谱特性

在室温条件下#考察加入金霉素溶液前后1-;.

量子点的荧光光谱特性#结果如图*所示$由图

'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''

*

??!上接第 *YY 页#

艾塞那肽含量#艾塞那肽质量浓度在 )X): _)X:

3CU3E内与峰面积呈良好的线性关系$ 专属性实

验的结果表明#艾塞那肽在碱性及氧化条件下极不

稳定#易降解%在高温条件下稳定性较差%在酸性及

光照条件下稳定性相对较好#主峰与杂质峰分离效

果较好$ 精密度实验结果显示#峰面积的 TAG为

)X"(S#表明仪器精密度良好#可信度较高$ 重复性

实验测得的TAG为 )X#:S#表明此eRE1方法重复

性良好$ 稳定性实验表明#艾塞那肽在 O 2 内的稳

定性较好$ 艾塞那肽的平均质量分数均在 >OS以

上#满足纯度要求$

综上所述#此 eRE1方法灵敏度高#重现性好#

专属性强#并且#减少了溶剂损耗#节约了成本#提

高了分析效率#为艾塞那肽的质量控制提供了可

靠的检测方法$ 另一方面#本研究也填补了 eRE1

法测定艾塞那肽含量领域的空白#具有重要的参

考价值$
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