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摘要  目的: 建立 HPLC测定特立帕肽含量的方法。方法:采用 Krom asil C18 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5 Lm )色谱柱, 流动相为 0. 05

m ol# L - 1氯化钾溶液 (磷酸调节至 pH 4. 5) - 乙腈 ( 75B25 ), 流速 1. 0 mL# m in- 1; 检测波长 210 nm; 柱温为室温; 进样量

20 LL。结果:特立帕肽浓度在 0. 05~ 0. 84 m g# mL - 1范围内具有良好的线性关系, r= 0. 9999。结论:本方法简便、准确, 灵敏

度高, 重现性好,可用于测定特立帕肽的含量。
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Study on HPLC determ ination of teriparatide
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Abstract Objective: To develop an effective method for de term inat ion o f teriparat ide byHPLC.Methods: Ter ipa-

rat idew as determ inated onHPLC instrum ent fixed w ith a Kromasil C18 ( 4. 6mm @ 250mm, 5Lm ) column. Themo-

b ile phasew as w aterw ith 0. 05mo l# L
- 1

KC l( ad justed to pH 4. 5 w ith phosphoric acid) - acetonitrile( 75B25) at

the flow rate o f 1. 0mL# m in
- 1
; The detectorw as set at 210 nm; Co lumn temperaturew as room temperature, and

the injection volume w as 20 LL. Results: The calibrat ion curvew as linear( r= 0. 9999) w ithin the range of 0. 05-

0. 84mg# mL
- 1

for teriparat ide. Conclusion: The method is simp le, accurate, good sensitive , reproducib le and is

su itable for the determ inat ion of teriparatide
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特立帕肽用于绝经后女性骨质疏松症, 能增加

患者骨密度并降低脊椎与非脊椎骨折的风险
[ 1 ]

,而

且增加骨密度、减少骨折风险作用强于阿仑膦酸

钠
[ 2]

;同时也可以用于提高男性患有原发性骨质疏

松症或性腺功能减退的骨质疏松症的骨量。该药治

疗范围包括原发性骨质疏松症,继发性骨质疏松症

和具有骨质疏松引发骨折病史的患者, 或有多种诱

发骨折的风险及以往的针对骨质疏松症治疗方法对

其失败或无法耐受的患者
[ 3]
。特立帕肽作为一种

全新的抗骨质疏松药物, 由美国 Lilly公司研发成

功,并于 2002年在美国上市。但目前在我国国内该

品种没有上市。本文采用高效液相色谱法测定特立

帕肽的含量,并进行了方法学研究。

1 仪器与试药

Ag ilent 1100型高效液相色谱仪,二极管阵列检

测器,岛津 UV - 2401PC紫外分光光度计。特立帕

肽对照品购自 American Pept ide公司, 批号 M

09139A1,含量为 99. 7%。特立帕肽原料药由杭州

诺泰制药有限公司提供, 批号 090801, 090802,

090803。乙腈为色谱纯, 水为超纯水, 氯化钾为分

析纯。

2 方法与结果
2. 1 供试品溶液的制备  精确称取样品 5. 0 mg,

加入 50 mL量瓶中, 用水定容, 即得 0. 1 mg# mL
- 1

的特立帕肽溶液。

2. 2 对照品溶液的制备  精确称取经五氧化二磷

干燥至恒重的特立帕肽对照品 5. 0 mg, 加入 50 mL

量瓶中, 用水定容, 即得 0. 1 mg# mL
- 1
的特立帕肽

对照品溶液。

2. 3 色谱条件与系统适用性试验  采用 K romasil
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C18 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5 Lm )色谱柱, 流动相为

0105mo l# L
- 1
氯化钾溶液 (磷酸调 pH至 4. 5) -乙

腈 ( 75B25),流速 1. 0mL# m in
- 1
, 检测波长 210 nm,

柱温为室温, 进样量 20 LL。理论塔板数按特立帕

肽峰计算为 30351。在该色谱条件下特立帕肽的保

留时间约为 7 m in,见图 1。

图 1 特立帕肽对照品 (A )及样品 ( B)的高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chrom atogram s of of reference substan ce( A ) and sam p le

( B ) of teriparat ide

2. 4 线性关系考察  精密称取对照品适量,用水溶

解并稀释成浓度为 0. 84, 0. 42, 0. 21, 0. 1, 0. 05 mg

# mL
- 1
,各精密量取 20 LL注入液相色谱仪, 记录

色谱图,测定峰面积。以进样量 (X )为横坐标, 峰面

积 ( Y )为纵坐标,绘制标准曲线。回归方程为:

Y= 1. 367 @ 10
4
X - 1. 632 @ 10

2   r= 0. 9999

特立帕肽浓度在 0. 05~ 0. 84mg# mL
- 1
范围内

线性关系良好。

2. 5 精密度试验  精密量取对照品溶液 20 LL,照

上述色谱条件连续进样 6次, 测定峰面积。峰面积

的 RSD为 0. 13%, 表明仪器精密度良好。

2. 6 重复性试验  精密称取同一批号的特立帕肽

原料药适量,共 6份, 按 / 2. 10项下方法制备供试品

溶液, 各进样 20 LL,测定峰面积并计算含量。结果

平均含量为 99. 0%, RSD为 1. 2%, 表明方法重复性

良好。

2. 7 稳定性试验  取样品适量,加水配制成 0. 1

mg# mL
- 1
的供试品溶液, 分别于配制溶液后第 0,

2, 4, 6, 12 h各进样 20 LL,分析。峰面积的 RSD为

0134% ,表明供试品溶液在 12 h内稳定。

2. 8 含量测定  取 3批样品,按 / 2. 10项下方法制

备供试品溶液,各进样 20 LL,测定峰面积。另取按

/ 2. 20项下方法配制的对照品溶液 20 LL进样, 同

法测定。按外标法以峰面积计算含量。每批样品平

行测定 3份。 3批样品的含量分别为 99. 1%,

9910% , 9918% ; RSD 分别为 0. 62% , 0. 55%,

0141%。
3 讨论

3. 1 检测波长的选择  利用紫外检测器在 200 ~

400 nm波长范围内扫描,结果表明特立帕肽在 210

nm、280 nm波长处均有吸收峰。根据文献报道
[ 4]
,

多肽类样品的检测波长多采用 210 nm或 214 nm,

故选择测定波长为 210 nm。

3. 2 流动相的选择

  梁成罡等人 [ 5]
采用流动相 A: 0. 1% TFA水溶

液, 流动相 B: 0. 1% TFA的乙腈 -水 ( 95B5 )溶液,

梯度洗脱: 0% y 100% B( 0~ 40m in)在波长 214 nm

处测定特立帕肽的含量,但该法所使用的流动相 pH

实际上小于 2,超过一般反相色谱柱的 pH使用范围

2~ 8
[ 6]

,因而对色谱柱损害较大;同时该法采用梯度

洗脱,对色谱柱要求较高;所需洗脱时间长,主峰出峰

时间为 25m in左右,全程洗脱 40m in。采用在水相中

加入中性盐氯化钾, 并用磷酸调 pH, 等度洗脱, 大大

缩短了分析时间,而且能满足系统适用性要求。因此

用此流动相进行实验。

3. 2. 1 流动相 pH的影响  特立帕肽对酸较稳定,

对碱不稳定
[ 5]
, 将流动相中水相 ( 0. 05 mol# L

- 1
氯

化钾溶液 )的 pH用磷酸分别调至 2. 0, 4. 5, 6. 0, 考

察色谱行为,结果表明 pH在 4. 5时拖尾因子最小,

分离效果最好。

3. 2. 2 流动相中有机溶剂浓度的影响  流动相中

乙腈量为 10%时, 主峰保留时间较长, 这样不仅浪

费时间,而且也浪费昂贵的有机流动相;而乙腈量增

加到 40%时,主峰保留时间太短, 主峰理论塔板数

达不到要求, 且不利于杂质的分离。当乙腈量为

25%时, 保留时间适中, 主峰理论塔板数符合要求。

故确定水相与乙腈相比例为 75B25。
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WHO抗疟药品质量控制项目专家访问中国食品药品检定研究院

  2011年 4月 18~ 21日, 中国食品药品检定研究院 (简称中检院 )接待了来访的WHO抗疟药品质量

控制项目专家 Dr. Sou ly Phanouvong一行, 活动分为访问中检院和云南省实地调研评估两部分。

访问中检院期间,双方分别就相互介绍内容中各自感兴趣的方面进行了深入交流, Dr. Sou ly Pha-

nouvong尤其对药品检测车近红外模型的应用和快速检测技术应用情况表示出了浓厚的兴趣,双方围绕

将药品快速检测技术纳入此次待评估合作项目的可行性进行了探讨。实地调研评估中, 听取云南省疟

疾防控、WHO云南省抗疟药品质量监控项目执行情况及云南省对进一步开展WHO抗疟药品质量控制

项目意见的汇报;听取了昆明制药集团发展情况、抗疟药品生产质量保证体系及抗疟药品海外市场开拓

方面的汇报;还分别就药品经营质量管理、医疗机构疟疾病例处置、抗疟疾药品管理等进行了交流。

D r. Souly Phanouvong代表WHO表明了对将中国纳入湄公河次区域抗疟药及其他抗感染药品质量

提高项目具有较为浓厚的兴趣,但同时提出,如果中国加入此项目, 在项目执行的内容上不要与全球基

金框架下抗疟药质量保证项目内容重复。中方对WHO的积极邀请表示感谢,同时建议WHO按照国家

食品药品监督管理局开展国际合作项目的通用程序, 直接与国家食品药品监督管理局国际合作司联系

开展项目合作事宜。

详见 www. n icpbp. org. cn。
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