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摘要 目的:研究建立错位双链聚核苷酸( polyI: C12U) 注射液的质控方法。方法:采用反相高效液相色谱( RP － HPLC) 法测定

碱基比例; 采用紫外吸收光谱法测定样品的增色效应、最大吸收波长、OD250 /OD260和 OD280 /OD260 ; 采用琼脂糖电泳法测定相对

分子质量范围; 其余项目按中国药典三部进行测定。结果:建立了该产品的质量检测方法，测得样品的碱基比例 C /U 为 15. 8，

I /C 为 1. 11; 增色效应为 63. 5%，最大吸收波长为 263 nm，OD250 /OD260 为 0. 98，OD280 /OD260 为 0. 60; 相对分子质量分布在 100
～ 1000bp 范围内。其余各项指标均符合规定。结论:建立的检验方法和质量标准为有效地控制错位双链聚核苷酸注射液的

质量奠定良好基础。
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Abstract Objective: To establish the quality control methods for mismatched double － stranded polynucleotide
( poly I: C12U) injection．Methods: The base ratio of poly I: C12U was determined by a reverse phase HPLC ( RP －
HPLC) method． The hyperchromicity，maximum absorption wavelength，OD250 /OD260 ratio and OD280 /OD260 ratio
was analyzed by ultraviolet absorption spectrometry． The molecular weight range was determined using agarose gel e-
lectrophoresis method． Other tests were done according to the ChP． Results: Quality test methods of the product were
established． When base ratio of the sample was tested，C /U ratio was 15. 8，and I /C ratio was 1. 11． The hyperchro-
micity was 63. 5%，maximum absorption wavelength was 263 nm，OD250 /OD260 was 0. 98，and OD280 /OD260 was
0. 60． The molecular weight range distributed in 100 － 1000 bp． The remaining tests all conformed to its specifica-
tion． Conclusion: The established test methods and quality standard lay a good foundation to effectively control the
quality of poly I: C12U．
Key words: poly I: C12U; quality standard; base ratio; hyperchromicity; ultraviolet absorption spectrometry; range of
relative molecular mass

错位双链聚核苷酸( polyI: C12U) 是 1 种人工合

成的双链核糖核酸( dsRNA) ，是由等摩尔浓度的聚

肌苷酸( poly I) 和聚胞苷酸尿苷酸( poly C12U) 经碱

基配对制成，是对现有的抗病毒药物聚肌胞( polyI:
C) 进行修饰改进后的新型药物，具有与聚肌胞同样

的诱生干扰素、抗病毒的作用和明显抑制肿瘤生长

的作用，同时毒性与聚肌胞相比显著降低
［1 ～ 3］。目

前该品种在我国进入申报临床研究阶段，为控制其

产品质量，本文在参照聚肌胞的国家药品标准( WS1

－ XG －050 － 2000) ［4］
基础上，按照现行中国药典要

求并结合该制品的特点对碱基比例、含量测定、相对

分子质量范围、紫外吸收光谱分析等质控方法进行

了研究、建立和初步验证的工作。
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1 材料和方法

1. 1 仪器

2695 高效液相色谱仪，2487 紫外检测器、Em-
powers 色谱工作站 ( 美国 Waters 公司) ; UV － 1601
型紫外可见分光光度计( 日本 Shimadzu 公司) ; Pow-
er PAC300 型电源( 美国 Bio － Rad 公司) ; JY － SPCT
型电泳 槽 ( 北 京 君 意 东 方 电 泳 设 备 公 司 ) ; Image
Master VDS 凝胶成像系统( 瑞典 Amersham pharma-
cia biotech 公司) 。

错位双链聚核苷酸注射液为国内生产企业提

供。肌苷、胞苷、尿苷和溴化乙锭购自美国 Sigma 公

司，DNA 分子量标准 ( 100bp DNA Ladder) 、碱性磷

酸酶试剂盒购自美国 Promega 公司。水为超纯水，

甲醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯。
1. 2 方法

1. 2. 1 碱基比例的测定
［5］

分别精密称取肌苷

1. 74 g、胞苷 1. 46 g 和尿苷 0. 12 g，溶于 50 mL 水，

配制成摩尔分子比例肌苷 － 胞苷 － 尿苷( 13∶ 12∶ 1)

的混合核苷对照品溶液。分别取样品和核苷对照品

溶液 0. 75 mL，加同体积的 0. 6 mol·L －1
氢氧化钾

溶液，置 65 ～ 70 ℃水浴碱水解 2 h 后取出。用 10%
的高氯酸约 0. 29 mL 中和至 pH 7. 0，3000 r·min －1

离心 15 min。取上清液 0. 16 mL 至 1. 5 mL 的离心

管中，加碱性磷酸酶缓冲液及碱性磷酸酶各 20 μL，

充分混合后置 37 ℃水浴中保温 6 h。酶解完毕后，

取出 离 心 管，煮 沸 3 ～ 5 min 终 止 反 应，3500 r·
min －1

离心 15 min。取上清 0. 16 mL，加 3. 4 mL 水

稀释后，进样 20 μL 进行 RP － HPLC 分析。色谱条

件为: 色 谱 柱 为 BDS Hypersil C18 ( 4. 6 mm × 250
mm，5 μm) ; 流动相为乙酸铵液 ( 0. 1 mol·L －1，pH
5. 0) － 甲醇( 96 ∶ 4 ) ，流速 0. 8 mL·min －1，柱温 40
℃，检测波长为 254 nm，进样体积 20 μL。根据供试

品溶液和核苷对照品溶液色谱图中肌苷、胞苷、尿苷

各峰的峰面积及标准核苷对照品溶液的已知摩尔分

子比例计算 I /C 和 C /U 的碱基比例。
1. 2. 2 增色效应的测定 取供试品，用氯化钠 － 磷

酸盐缓冲液( pH 7. 2) 制成 0. 04 mg·mL －1
的溶液，

用紫外分光光度计在 248 nm 处测定吸收值 A1，然

后精确量取该溶液 10 mL 置另一试管中，加 6 mol·
L －1 NaOH 溶液 20 μL，摇匀，立即在同一波长处测

定吸收值 A2，按下式计算

增色效应 ( % ) =
A2 － A1

A1
× 100%

1. 2. 3 紫外光谱扫描 取本品，加氯化钠 － 磷酸盐

缓冲液( 取十二水磷酸氢二钠 1. 546 g，二水磷酸二

氢钠 0. 262 g，氯化钠 8. 768 g，加水溶解并稀释至

1000 mL，pH 7. 2) 制成 0. 04 mg·mL －1
的溶液，用紫

外分光光度计在 220 ～ 350 nm 范围内进行扫描，测

定最大吸收波长以及 OD250 /OD260 和 OD280 /OD260 比

值。
1. 2. 4 相对分子质量范围的测定 取 0. 6 g 琼脂

糖加入 30 mL 的 1 × TAE 缓冲液，煮沸加热溶解，取

出冷却至约 60 ℃，加溴化乙锭至终浓度为 0. 5 μg
·mL －1，倒入电泳槽，室温放置 0. 5 h，配制成 2. 0%
的琼脂糖凝胶。取 1 mg·mL －1

的错位双链聚核苷

酸注射液 45 μL，加水 205 μL，凝胶加样缓冲液 50
μL 混匀，配制成 0. 15 g·L －1

的溶液。取 20 μL 点

于电 泳 胶 中。取 DNA 分 子 量 标 准 ( 100 bp DNA
Ladder) 25 μL，载样缓冲液 5 μL 混匀，取 20 μL 点

于电泳胶中。以点样端为负极，5 V·cm －1
电压电

泳约 1. 5 h。切断电源，将凝胶置紫外下观察并进行

照相。
2 结果

2. 1 碱基比例测定 将样品碱水解成核苷酸后，用

碱性磷酸酶进行脱磷变成核苷，然后进行反相高效

液相色谱法( RP － HPLC) 分析并计算碱基组成。碱

水解和脱磷处理后的样品的色谱图与核苷对照品相

一致( 图 1) ，3 种核苷出峰顺序分别为胞苷、尿苷和

肌苷，相互之间得到完全的基线分离。测得的碱基

比例 C /U 比值为 15. 8，日内 RSD 平均为 0. 3% ( n =
3) ，日间 RSD 为 0. 4% ( n = 3 ) ; I /C 为 1. 11，日内

RSD 平均为 0. 5% ( n = 3) ，日间 RSD 为 1. 1% ( n =
3) 。
2. 2 增色效应和紫外吸收光谱特性 将未加碱和

加碱处理后的样品，测定 248 nm 处紫外吸收值，计

算得到增色效应为 63. 5%，测定的日内 RSD 平均为

1. 1% ( n = 3) ，日间 RSD 为 3. 6% ( n = 3 ) 。样品的

紫外光谱扫描图见图 2，最大吸收波长为 263 nm，日

内 RSD 平均为 0. 1% ( n = 3) ，日间 RSD 为 0. 2% ( n
= 3) ; OD250 /OD260 为 0. 98，日内 RSD 平均为 0. 4%

( n = 3) ，日间 RSD 为 0. 5% ( n = 3 ) ; OD280 /OD260 为

0. 60，日内 RSD 平均为 0. 1% ( n = 3 ) ，日间 RSD 为

0. 1% ( n = 3) 。
相对分子质量范围测定 将样品和 DNA 分子

量标准在含溴化乙锭的 2. 0% 琼脂糖凝胶中进行电
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图 1 供试品( A) 和核苷对照品( B) 的高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of sample( A) and nucleotide control( B)

1． 胞苷( cytidine) 2． 尿苷( uridine) 3． 肌苷( inosine)

图 2 供试品溶液的紫外吸收光谱

Fig 2 Ultraviolet absorption spectra of sample solution

1． 250 nm 2． 260 nm 3． 280 nm

泳后，在紫外灯下显色并照相，得到的电泳图见图

3，样品呈现较弥散的连续条带，相对分子质量分布

在 100 ～ 1000 bp 的较宽范围内。
2. 4 其他项目 含量测定按 poly I: C 标准( WS1 －
XG －050 － 2000) 用定磷法进行测定，其它项目如外

观、pH、装量、可见异物、细菌内毒素、无菌试验和小

鼠异常毒性试验按照按现行中国药典三部进行，测

定结果均符合相应规定。
3 讨论

3. 1 关于碱基比例测定 由于 polyI: C 的毒副作

用很大程度上限制了其开发利用，通过在 polyC 链

中使用尿苷酸( U) 按比例替代胞苷酸( C) ，从而实

现在 poly C 链中插入 U，使双链中肌苷酸 ( I) 和 U
不能配对。这种结构保留了 polyI: C 原有的激活生

物学反应的能力，同时在体内能被快速降解，从而使

得毒副作用大大降低。插入 U 使得 C /U 值在 7 ～

图 3 供试品溶液的琼脂糖电泳图谱

Fig 3 Agarose gel electrophoresis pattern of sample solution

1． DNA 相对分子质量标准( DNA relative molecular mas standard) 2

～ 4． 供试品溶液( sample solution)

39 范围内均能有很好的生物学效应，其中对 poly I:
C12U( C /U 为 12 左右) 研究的最多，效果也最为理

想
［6］。这里采用化学水解后进行反相高效液相色

谱( RP － HPLC) 分析的方法测定碱基组成，控制 I －
C － U( 13∶ 12∶ 1) 左右。poly I: C12U 可经碱水解为核

苷酸，由于碱水解过程产生 2' －、3' － 位的核苷酸同

分异构体，核苷酸成分复杂，不利于测定，因此要将

核苷酸组分用碱性磷酸酶进一步脱磷处理，使核苷

酸变成肌苷、胞苷和尿苷，通过 RP － HPLC 法分离，

在 254 nm 处测定出 3 种核苷的峰面积，将样品峰面

积与核苷标准品峰面积比较，计算出样品中 3 种碱

基的比值。由于 poly I: C12 U 的制备过程中可能会

产生一定的偏差，并考虑到检测的误差，目前将 I /C
的标准规定为 1. 08 ± 0. 20，C /U 的标准规定为 10 ～
18。

3. 2 关于增色效应和紫外吸收特性测定 将双链

核酸加热、加酸或加碱处理后，碱基间的氢键会断

开，双链结构解链，单链的碱基外露，使溶液的紫外

吸收突然增加，这种现象叫双链核酸的增色效应。
增色效应的数值能很好地反映双链配对的程度，可

作为判断双链核酸质量的依据。在 poly I: C 标准

( WS1 － XG － 050 － 2000) 中使用增色效应数值判断

poly I: C 的质量，并规定增色相应不低于 55. 0%。

按照同样的方法，对 poly I: C12U 的增色效应特性进

行了研究，发现其变化规律同 poly I: C 一致。poly I

和 poly C12U 等摩尔浓度进行配对时，增色效应值最

大，当摩尔浓度不一致时，增色效应值降低，制备的

poly I: C12 U 制剂的增色效应数值一般在 55% ～
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65%之间变化，因此将 poly I: C12U 的增色效应数值

定为大于 55. 0%。通过对紫外吸收特性如最大吸

收波长、OD250 /OD260 和 OD280 /OD260 值的测定，一方

面起到对产品进行结构鉴定的作用; 另一方面由于

poly I: C12U 在受到污染或破坏的情况下，紫外吸收

特性将发生变化，因此该指标也在一定程度上反映

了产品的纯度和相关物质。目前最大吸收波长规定

为( 264 ± 3 ) nm，OD250 /OD260 规 定 为 0. 96 ± 0. 03，

OD280 /OD260 规 定 为 0. 60 ± 0. 03 规 定 为 0. 96 ±
0. 03。
3. 3 关于相对分子质量范围测定 在 poly I: C 的

质量标准中，使用聚丙烯酰胺凝胶电泳方法测定分

子量，结果用沉降系数 S 表示。为了能更好反应分

子量的大小，这里使用了琼脂糖凝胶电泳法进行分

析，用 DNA 分子量标准为对照测定相对分子质量，

结果以碱基对( bp) 表示，可更准确、快捷地测定出

分子量的范围。由于单链聚核苷酸的合成为酶催化

的反应，所以分子量大小分布在一个较宽的范围内。
poly I: C12U 药物由于进行了修饰，大分子易于水解，

毒性得到了控制，但分子量大会影响制剂的制备工

艺，而分子量过小可能会影响药物效果，所以分子量

范围目前定在 100 ～ 1000 bp。
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