
 

HPLC测定重组 Exendin-4-FC融合蛋白注射液中抗氧剂及其降

解物
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摘要：目的　 建立 HPLC 对重组 Exendin-4-FC 融合蛋白注射液中 11 种抗氧剂及其降解物含量测定方法。方法　采用饱和

硫酸铵沉淀蛋白，离心后上清液转移至经甲醇活化后的 C18 固相萃取小柱中，分别用 4 mL 甲醇、5 mL 乙酸乙酯依次洗脱

小柱，洗脱液用甲醇-乙酸乙酯 (2∶3) 混合溶剂定容后过 0.22 µm PTFE 疏水滤膜，经 HPLC 分析，外标法定量。色谱条

件：Kinetex® XB-C18 100Å(100 mm×4.6  mm，2.6 µm) 色谱柱，检测波长 230 nm，柱温箱 30 ℃，进样量 5 µL，流速

0.4 mL·min–1，流动相 0.1% 甲酸-甲醇 (A)-0.1% 甲酸水溶液 (B)，运行时间 45 min。结果　11 种目标物在 2.5~35 μg·mL–1

内线性关系良好 (R2≥0.99)。在 25，10，5 μg·mL–1 3 个浓度水平下，平均加样回收率为 88.1%~106.5%，RSD 为 0.10%~
9.05%。6 份样品重复性 RSD 为 2.01%~4.77%，12 份样品中间精密度 RSD 为 2.58%~9.75%，对 3 批次重组 Exendin-4-
FC 融合蛋白注射液的 0 月，25 ℃ 加速 3 月及 6 月正/倒置样品进行检测，结果显示所有批次样品在不同检测点均未有抗氧

剂及其降解物浸出。结论　该方法专属性好、准确度与精密度高、溶液稳定性好、方法耐用性高，能够用于对药品中抗氧

剂类物质的含量检测。
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Determination  of  Antioxidants  and  Their  Degradation  Products  in  Recombinant  Exendin-4-FC  Fusion
Protein Injection by HPLC

LU  Zehua1,  JI  Sulong1,  LIU  Shuaihu1, WANG  Li1, GAO  Yan1,  SHEN  Zhiqiang2,  LI  Jingyan1*, WANG  Bin2*
(1.Henan Shengming Biotechnology Research Co., Ltd., Xinxiang 453000, China; 2.Hualan Genetic Engineering Co., Ltd., Xinxiang
453000, China)

ABSTRACT: OBJECTIVE　 To establish a method for determining the content of 11 antioxidants and their degradation products
in  recombinant  Exendin-4-FC  fusion  protein  injection  by  HPLC.  METHODS　   The  protein  was  precipitated  with  saturated
ammonium  sulfate.  After  centrifugation,  the  supernatant  was  transferred  to  a  C18  solid  phase  extraction  cartridge  activated  by
methanol. Then the cartridge was eluted with 4 mL of methanol and 5 mL of ethyl acetate respectively, and the eluent was diluted
with methanol-ethyl acetate(2∶3) mixed solvent and passed through a 0.22 µm PTFE hydrophobic filter. It was analyzed by HPLC
and  quantified  by  external  standard  method.  Chromatographic  conditions:  Kinetex®  XB-C18  100Å  (100  mm×4.6  mm,  2.6  µm)
column, the detection wavelength was 230 nm, the column oven was 30 ℃,  the injection volume was 5 µL and the flow rate was
0.4 mL·min–1, mobile phase was 0.1% formic acid-methanol(A)-0.1% formic acid aqueous solution(B), the running time was 45 min.
RESULTS　 The 11 target substances showed a good linear relationship in the range of 2.5−35 μg·mL–1 with R2 ≥0.99. At three
different concentration(25, 10, 5 μg·mL–1) of spiked samples, the average recovery rates of 11 antioxidants ranged from 88.1% to
106.5%, with RSDs in the range of 0.10%–9.05%. The RSDs of 6 repeatable samples was 2.01%–4.77%, which of 12 intermediate
precision samples was 2.58%–9.75%. The positive/inverted samples of three batches of recombinant Exendin-4-FC fusion protein
injection were  detected  at  0  month,  3  months  and  6  months(25  ℃),  and  the  results  showed that  there  was  no  antioxidant  and  its
degradation leaching in  all  batches  of  samples  at  different  detection points. CONCLUSION　  The method has  good specificity,
high  accuracy  and  precision,  good  solution  stability,  high  durability  and  can  be  used  for  the  content  detection  of  antioxidants  in
drugs.
KEYWORDS: recombinant Exendin-4-FC fusion protein injection; antioxidants; HPLC
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抗氧剂，也称防老剂，在高分子聚合材料中

少量添加即能延缓或抑制聚合物氧化过程，进而

达到延缓材料的老化、延长材料使用寿命的目

的[1-2]，因此，抗氧剂成为高分子材料生产过程中

被广泛使用的助剂[3]。药用卤化丁基橡胶塞作为药

品常用的包装材料之一[4]，广泛应用于各类注射剂

及口服产品中。在其制造过程中，会加入多种配

合剂，以改善加工性能、提高生产效率、改善产

品使用性能等，通常添加的抗氧剂种类按结构分

类主要有受阻胺类、受阻酚类、亚磷酸酯类

等[5]。由于胶塞在与药液的长期接触中，其添加的

抗氧剂有可能迁移到药液中，易与药物产生相

容性问题，从而影响药品的最终质量，甚至产生

严重的不良反应 [6-10]。欧盟在 2011年发布的

(EU)NO10/2011法规将多种抗氧剂的特定迁移量

或特定总迁移量加以限定[11]。中国目前对抗氧剂

类物质的检测方法主要有 HPLC[12-15]、 GC[16]、

HPLC-MS/MS[17-18] 和 GC-MS/MS[19-20]，目前已发

表的报道中检测样品大多是胶塞本身或水溶性样

品，对含有高浓度蛋白的生物制品中抗氧剂的测

定鲜有报道。本研究采用固相萃取法，以重组

Exendin-4-FC融合蛋白注射液为分析基体，建立

高蛋白类药品中抗氧剂及有关降解物的测定方

法，用于确认成品药品的内包装材料中抗氧剂成

分是否迁移至药液中，从而为研究药品安全性提

供技术支持。 

1　仪器与试剂

H-CLASS液相色谱仪 (美国 Waters公司 )；
5804R离心机 (德国 Eppendorf公司，离心半径：

10.6  cm)；New Classic  MS十万分之一电子天平

(瑞士梅特勒-托利多公司)；HYQ-2121A涡旋混匀

器 (美国精祺公司)。
11种抗氧剂：3,5-二叔丁基-4-羟基苯基丙酸

(上 海 浩 鸿 生 物 医 药 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

la0817088；纯度：99%)；2,6-二 (叔丁基)-4-羟基-
4-甲基 -2,5-环己二烯 -1-酮 (BHT-OH，TRC，批

号：1-MIK-140-4；纯度：98%)；2,4-二叔丁基苯

酚 (2,4-DTBP，SIGMA，批号：BCBX4597；纯

度：99%)；2,6-二叔丁基-1,4-苯醌 (DBQ，东京化

成工业株式会社，批号：D2256；纯度：>98%)；
2,6-二叔丁基对甲酚 (BHT，批号：C13473 336；
纯度：98%)、2,2′-亚甲基双 (4-甲基-6-叔丁基苯

酚 )(Plastanox2246，批号： C10166147；纯度≥

99%)、三 (3,5-二叔丁基 -4-羟苄基 )异氰脲酸酯

(Irganox3114，批号：C11328868；纯度：98%)、
3-(3,5-二 叔 丁 基 -4-羟 苯 基 )丙 酸 十 八 烷 酯

(Thanox1076，批号：C10497819；纯度：98%)均
购自上海麦克林生化有限公司；四 (3,5-二叔丁基-
4-羟基氢化肉桂酸)季戊四醇酯 (Irganox1010，河

北百灵威超精细材料有限公司，批号：LTB0S80；
纯度：98%)；1,3,5-三甲基-2,4,6-三 (3,5-二叔丁基-
4-羟基苄基)苯 (Ethanox330，成都艾科达化学试剂

有限公司，批号：202007131；纯度：99%)；三

(2,4-二叔丁基苯基)亚磷酸酯 (Irgafos168，上海阿

拉丁生化科技有限公司，批号：T822863；纯度：

98%)；甲醇、甲酸、乙酸乙酯 (色谱纯，Sigma-
Aldrich公司)；硫酸铵 (分析纯，天津科密欧化学

试 剂 有 限 公 司 )； 超 纯 水 为 Milli-Q  IQ  7 000
Element超纯水仪制备。重组 Exendin-4-FC融合蛋

白注射液 (华兰基因工程有限公司，批号：

201810001，201811002，201903001；规格：每瓶

1.5 mg/0.5 mL)。 

2　方法 

2.1　色谱条件

Kinetex® XB-C18 100Å(100 mm×4.6 mm，2.6 μm)
色谱柱；检测波长 230 nm，柱温箱 30 ℃，进样

量 5 µL，流速 0.4 mL·min–1，运行时间 45 min，流

动相 0.1%甲酸-甲醇 (A)-0.1%甲酸水溶液 (B)，梯

度 洗 脱 (0~2  min， 67%A； 2~5  min， 67%→
85%A； 5~11  min， 85%A； 11~13  min， 85%→
88%A；13~14.8 min，88%A；14.8~18 min，88%→
100%A；18~35 min，100%A；35~40 min，100%→
67%A；40~45 min，67%A)。 

2.2　对照品溶液的配制

对 照 品 储 备 液 ： 精 密 称 取 Fenozan  acid、
BHT-OH、 2,4-DTBP、 DBQ、 BHT、 Plastanox
2246对照品各 0.500 0 g于 6个 10 mL量瓶中，分

别加入适量的甲醇，轻揺使其溶解后定容至

10 mL，摇匀即得浓度均为 50 mg·mL–1 的对照品

储备溶液；精密称取 Irganox3114、Irganox1010、
Ethanox330、 Thanox1076、 Irgafos168对 照 品 各

0.100 0 g于 5个 25 mL量瓶中，分别加入适量的

甲醇-乙酸乙酯 (2∶3)混合溶剂轻揺使其溶解后定

容，摇匀，即得浓度均为 4 mg·mL–1 的对照品储备

溶液，于 4 ℃ 冰箱中避光、密封保存，有效期

6个月。
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混合对照品溶液 (500 μg·mL–1)：分别准确移

取 0.5 mL 50 mg·mL–1 的 Fenozan acid、BHT-OH、

2,4-DTBP、DBQ、BHT、Plastanox2246对照品储

备 溶 液 ， 6.25  mL  4  mg·mL–1 的 Irganox3114、
Irganox1010、Ethanox330、Thanox1076、Irgafos168
对照品储备溶液于 50 mL量瓶中，用适量的甲醇-
乙酸乙酯 (2∶3)混合溶剂稀释、定容，摇匀后，

避光、密封保存在 4 ℃ 冰箱中，有效期 6个月。

混合对照品溶液 (50  μg·mL–1)：准确移取

1 mL 500 μg·mL–1 混合对照品溶液于 10 mL量瓶

中，用适量的甲醇-乙酸乙酯 (2∶3)混合溶剂稀

释、定容，摇匀后，于 4 ℃ 冰箱中避光、密封保

存，有效期 6个月。

对照品工作溶液：分别准确移取 50 μg·mL–1

混合对照品使用溶液 0.25，0.5，1.0，2.5，3.5 mL
于 5个 5  mL量瓶中，用适量的甲醇 -乙酸乙酯

(2∶3)混合溶剂稀释、定容，得到浓度分别为

2.5，5，10，25，35 µg·mL–1 的对照品工作溶液。 

2.3　供试品处理

精密移取 1 mL样品溶液于 50 mL离心管中，

加入 4 mL饱和硫酸铵溶液，涡旋混匀，在 4 ℃
下以 9 000 r·min–1 离心 20 min。之后，将上清液全

部转移至预先分别用 5 mL甲醇活化和 5 mL水平

衡后的 C18 固相萃取柱中，10 mL水淋洗，负压抽

干后分别用 4 mL甲醇、6 mL乙酸乙酯依次洗

脱，收集洗脱液于 10 mL量瓶中。最后，用甲醇-
乙酸乙酯 (2∶3)混合溶剂定容，混匀后，取适量

溶液过 0.22 µm PTFE疏水滤膜后进行上机检测。 

3　方法学验证 

3.1　专属性试验

取适量混合溶剂甲醇-乙酸乙酯 (2∶3)作为溶

剂空白 (A)，取配制的 10 μg·mL–1 的对照品工作液

作为溶液 (B)，按“2.3”项下供试品处理方法制备

样品空白 (C)，同时将添加一定浓度的样品溶液作

为溶液 (D)。取以上 4种溶液按“2.1”项下条件

分别进行上机检测。结果显示，溶剂空白和样品

基质对目标物的测定不存在干扰，且各组分分离

良好，证明了该方法专属性好，相关色谱图见

图 1，各目标物的出峰保留时间见表 1。
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图 1    高效液相色谱图
A–溶剂空白；B–10 μg·mL–1 的对照品工作液；C–样品空白；D–浓度
为 10 μg·mL–1 加标样品。

Fig. 1    HPLC chromatograms
A–solvent blank; B–10 μg·mL–1 control working solution; C–sample blank;
D–10 μg·mL–1 spiked sample.
  

3.2　线性关系、检测限和定量限

取 “ 2.2” 项 下 配 制 的 2.5， 5， 10， 25，
35 µg·mL–1 11种抗氧剂混合对照品工作溶液。按

“2.1”项下色谱条件进行上机检测，以峰面积

(A)为纵坐标 (Y)，质量浓度 (C，μg·mL–1)为横坐
 

表 1    11种抗氧剂及其降解物的线性回归方程、相关系数及检测限、定量限

Tab.  1     Linear  regression  equation,  correlation  coefficient,  detection  limit  and  quantitative  limit  of  11  antioxidants  and  their
degradation products

名称 保留时间/min 线性回归方程 相关系数/r2 检测限/μg·mL–1 定量限/μg·mL–1

Fenozan acid 8.56 Y=13 404X–2 196.6 0.999 5 0.313 0.625

BHT-OH 8.84 Y=28 294X–2 601.3 0.999 8 0.222 0.444
2,4-DTBP 10.36 Y=18 315X–2 466.2 0.999 8 0.251 0.502
DBQ 11.35 Y=14 611X–3 632.7 0.999 6 0.500 1.000
BHT 13.20 Y=12 289X–1 628.5 0.999 8 0.876 1.751
Plastanox2246 17.09 Y=20 043X–1 649.2 0.999 6 0.439 0.877

Irganox3114 22.08 Y=18 600X–2 388.3 0.999 8 0.225 0.450
Irganox1010 24.18 Y=13 738X–2 563.1 0.999 8 0.313 0.626
Ethanox330 25.17 Y=37 368X–8 648.2 0.999 8 0.151 0.303
Thanox1076 31.22 Y=7 349.2X–5 528.2 0.999 9 1.252 2.505
Irgafos168 36.31 Y=30 824X–12 658 0.999 8 0.438 0.877
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标 (X)绘制对照品工作曲线，计算 11种抗氧剂及

其降解物的线性回归方程及相关系数。

结果显示，各目标物在 2.5~35 μg·mL–1 内均

呈现良好的线性关系，相关系数均>0.99。同时以

信噪比为 3∶1和 10∶1确定了各目标物的检测限

和定量限。由于重组 Exendin-4-FC融合蛋白注射

液每日最大临床使用剂量为 4  mL，以抗氧剂

BHT的每日最大允许暴露量 (permissible  daily
exposure， PDE)1  250  μg·d–1 为参考，根据公式

(1)计算得出 11种抗氧剂及其降解物的分析评价

阈 值 (analytical  evaluation  threshold， AET)为
375 μg·mL–1，远高于方法的定量限，说明该方法

灵敏高，能够满足重组 Exendin-4-FC融合蛋白注

射液中对 11种抗氧剂及其降解物的监控。结果见

表 1。
AET(μg ·mL−1) = PDE

每日最大使用剂量
=

1250 μg ·d−1

4 mL ·d−1 = 375 μg ·mL−1 (1)
 

3.3　加样回收率试验

在重组 Exendin-4-FC融合蛋白注射液中分别

添加不同量的 11种抗氧剂混合对照品溶液进行加

样回收率实验，使样品中各目标物的浓度分别为

5， 10， 25  μg·mL–1，每个浓度梯度平行制备

3份，11种抗氧剂的回收率及 RSD见表 2。 

3.4　精密度试验

由 2名不同分析人员分别平行制备 6份加样

浓度为 10 µg·mL–1 的加标样品 (n=6/人，共 12份)，
计算此条件下的 RSD。结果表明，12份精密度样

品中 11种抗氧剂及其降解物的 RSD为 2.58%~
9.75%，说明该方法精密度良好。结果见表 3。 

3.5　重复性试验

平行制备 6份加标浓度为 10 µg·mL–1 的加标

样品 (n=6)，计算此条件下的 RSD。结果表明，平

行制备的 6份重复性样品中 11种抗氧剂及其降解

物的RSD为 2.01%~4.77%，说明该方法重复性良好。 

3.6　稳定性试验

制备加标浓度为 10 μg·mL–1 的加标样品，并

保存在室温条件下，在“2.1”项色谱条件下分别

于 0，4，8，12，24，48 h取样进行上机检测。以

时间点 0 h的溶液为对照，计算这 5份稳定性样品

回收率，结果显示，各时间点内 11种抗氧剂及其

降解物回收率在 94.2%~111.7%，且峰面积 RSD
值在 2.01%~4.96%。说明了该溶液在实验室室温

下保存 48 h稳定。结果见表 4。 

3.7　耐用性试验 

3.7.1　色谱柱温度　比较 28，30，32 ℃ 3种进样

口温度对色谱峰的影响，在“2.1”项色谱条件其

余试验条件不变的情况下上机检测。结果显示，

3种色谱柱温度下 11种抗氧剂及其降解物分离度

均> 1.5，达到要求；与 30 ℃ 下色谱峰面积相比，其

余 2种试验温度下色谱峰面积百分比为 98.2%~
101.5%，即色谱柱温度在 28~32 ℃ 内对抗氧剂检

 

表 2    11种抗氧剂及其降解物的回收率及 RSD值

Tab. 2    Recovery and RSD values of 11 antioxidants and their degradation products

名称
加入量/
μg·mL–1 回收率/% 平均回

收率/%
RSD/
%

名称
加入量/
μg·mL–1 回收率/% 平均回

收率/%
RSD/
%

Fenozan acid 5 92.6 89.8 91.4 91.3 1.54 Irganox3114 5 91.0 89.4 89.6 90.0 0.97
10 102.2 103.1 101.0 102.1 1.03 10 101.4 101.3 101.2 101.3 0.10
25 87.9 90.8 98.6 92.4 5.99 25 93.6 90.4 99.0 94.3 4.61

BHT-OH 5 92.3 90.1 90.2 90.9 1.37 Irganox1010 5 90.6 89.1 90.0 89.9 0.84
10 105.4 110.0 104.2 106.5 2.87 10 102.0 101.4 101.8 101.7 0.30
25 94.1 90.5 98.1 94.2 4.04 25 96.3 93.0 99.3 96.2 3.28

2,4-DTBP 5 95.8 90.8 89.6 92.1 3.57 Ethanox330 5 90.2 89.1 89.2 89.5 0.68
10 96.4 100.4 98.9 98.6 2.05 10 101.3 103.2 101.8 102.1 0.96
25 87.4 81.3 97.2 88.6 9.05 25 95.7 92.3 99.2 95.7 3.61

DBQ 5 95.1 90.0 94.9 93.3 3.10 Thanox1076 5 88.5 88.3 87.6 88.1 0.54
10 93.0 93.7 93.1 93.3 0.41 10 101.4 108.8 102.6 104.3 3.81
25 89.9 86.0 97.8 91.2 6.59 25 93.8 89.5 98.3 93.9 4.69

BHT 5 89.3 95.8 85.5 90.2 5.77 Irgafos168 5 89.0 89.0 88.0 88.7 0.65
10 97.1 94.3 100.1 97.2 2.98 10 99.7 100.0 100.1 99.9 0.21
25 91.5 86.0 99.5 92.3 7.35 25 93.2 89.3 99.1 93.9 5.25

Plastanox2246 5 90.8 90.6 93.2 91.5 1.58
10 100.8 103.5 99.5 101.3 2.01
25 97.5 93.1 98.3 96.3 2.91
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测无明显影响。结果见表 5。
 

3.7.2　柱流量　比较 0.37，0.40，0.43  mL·min–1

3种柱流量对色谱峰的影响，在“2.1”项色谱条

件其余试验条件不变的情况下上机检测。结果显

示，3种流速下 11种抗氧剂及其降解物分离度均>
1.5，达到要求；与 0.40 mL·min-–1 下色谱峰面积相

比，其余 2种试验温度下色谱峰面积百分比为

98.0%~101.6%，即柱流量在 0.37~0.43 mL·min–1 内

对抗氧剂及其降解物检测无明显影响。结果见

表 5。 

4　样品检测

对 3批次重组 Exendin-4-FC融合蛋白注射液

S201811002， S201810001， S201903001的 0月，

25 ℃ 加速 3月及 6月正/倒置样品进行检测，结果

显示所有批次样品在不同检测点均未有抗氧剂及

其降解物浸出，结果见图 2。 

 

表 3    11种抗氧剂及其降解物的精密度试验结果

Tab. 3    Precision test results of 11 antioxidants and their degradation products

化合物名称
基体浓度/
μg·mL−1 分析员1实测峰面积 RSD/%

(n=6)
分析员2实测峰面积 RSD/%

(n=12)
Fenozan acid 10 145 205 158 393 157 152 3.39 122 916 132 982 127 905 9.75

149 595 152 195 157 013 127 858 128 751 128 788
BHT-OH 10 350 430 350 071 339 632 2.72 343 739 362 910 341 136 2.58

353 216 368 639 357 815 363 440 351 660 357 227
2,4-DTBP 10 235 557 231 483 258 601 4.77 240 201 259 682 235 936 5.36

231 030 234 838 227 076 266 583 233 871 240 217
DBQ 10 178 885 174 237 173 521 3.21 174 197 168 584 166 598 3.08

164 971 175 975 181 208 176 426 165 214 171 729
BHT 10 139 303 146 825 150 870 3.89 141 571 148 653 134 787 4.63

137 212 147 550 149 790 140 144 130 068 146 838
Plastanox2246 10 240 589 236 745 241 394 2.01 230 555 231 768 224 103 2.99

235 396 246 329 233 069 242 226 223 444 235 439
Irganox3114 10 215 949 213 389 217 696 2.25 208 743 209 323 208 079 2.60

210 885 223 677 221 856 214 948 207 231 208 484
Irganox1010 10 151 825 149 900 153 050 2.06 147 728 146 676 145 710 2.70

149 067 157 058 155 669 151 670 144 897 145 312
Ethanox330 10 458 988 442 518 449 983 2.31 433 916 432 542 431 371 2.67

437 379 462 694 460 567 445 164 438 610 430 056
Thanox1076 10 79 311 74 344 75 761 2.93 73 114 70 561 70 842 3.68

73 210 76 800 77 720 74 058 72 748 71 878
Irgafos168 10 351 035 342 860 354 481 3.26 333 031 330 532 331 112 4.10

338 413 367 446 364 426 340 299 324 945 330 002

限度/% / ≤6 / ≤11

 

表 4    11种抗氧剂及其降解物的稳定性试验结果

Tab. 4    Stability test results of 11 antioxidants and their degradation products

化合物
名称

理论峰
面积
0 h

4 h 8 h 12 h 24 h 48 h
峰面积RSD/%

峰面积 回收率/% 峰面积 回收率/% 峰面积 回收率/% 峰面积 回收率/% 峰面积 回收率/%

Fenozan acid 133 805 138 346 103.4 135 883 101.6 141 953 106.1 137 831 103.0 138 960 103.9 2.01

BHT-OH 319 254 327 152 102.5 309 260 96.9 301 986 94.6 310 484 97.3 332 396 104.1 3.66

2,4-DTBP 204 035 204 979 100.5 209 689 102.8 206 626 101.3 212 991 104.4 224 585 110.1 3.63

DBQ 152 773 149 052 97.6 148 837 97.4 153 740 100.6 152 832 100.0 167 285 109.5 4.41

BHT 122 793 122 480 99.7 128 936 105.0 127 163 103.6 123 107 100.3 132 665 108.0 3.27

Plastanox2246 221 445 211 919 95.7 208 699 94.2 214 978 97.1 216 908 98.0 239 160 108.0 4.96

Irganox3114 200 382 201 292 100.5 200 940 100.3 200 878 100.2 203 319 101.5 211 298 105.4 2.06

Irganox1010 140 278 140 947 100.5 140 343 100.0 142 486 101.6 143 282 102.1 149 174 106.3 2.36

Ethanox330 412 559 413 526 100.2 412 481 100.0 413 673 100.3 415 383 100.7 435 414 105.5 2.16

Thanox1076 68 350 68 641 100.4 68 377 100.0 68 953 100.9 70 509 103.2 76 365 111.7 4.45

Irgafos168 315 750 306 824 97.2 313 689 99.3 314 904 99.7 316 475 100.2 329 520 104.4 2.34

限度/% 80~115 ≤6
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5　讨论
 

5.1　萃取方式选择

分别采用加标注射液样品-有机溶剂液液萃取

及有机/无机溶剂沉淀蛋白后固相萃取纯化 2种方

式优化纯化过程。其中，液液萃取分别采用二氯

甲烷、乙酸乙酯萃取，11种抗氧剂及其降解产物

经二氯甲烷萃取后的加样回收率为 0~76.7%，经乙

酸乙酯萃取后的加样回收率为 0~96.2%。而经甲醇

沉淀蛋白并通过固相萃取柱纯化后的加样样品回

收率为 0~103.7%，经饱和硫酸铵水溶液沉淀蛋白

并 通 过 固 相 萃 取 柱 纯 化 后 的 加 样 回 收 率 为

86.8%~103.1%，相比采用液液萃取的方式 11种目

标物回收率更高，故采用饱和硫酸铵水溶液沉淀

蛋白后固相萃取纯化方式进行样品处理，并对该

方法中固相萃取柱纯化时洗脱溶剂进行优化。 

5.2　固相萃取法洗脱溶剂的选择

根据分析目标物的性质，试验对比了甲醇、

乙腈、乙酸乙酯及不同比例甲醇/乙酸乙酯溶剂 (甲
醇：乙酸乙酯体积比分别为 7∶3，4∶6，5∶5，
6∶4，3∶7)为洗脱溶剂依次洗脱时的效果。结果

发现，当采用甲醇∶乙酸乙酯 (体积比 4∶6)时样

品加样回收率最高， 11种目标物的回收率为

93.3%~106.5%，洗脱效果相对最好。 

5.3　浓缩方式选择

为提高方法的灵敏度、消除溶剂效应，本实

验对比了氮吹、旋蒸 2种浓缩方法。结果发现，

 

表 5    11种抗氧剂及其降解物的耐用性试验结果

Tab. 5    Durability test results of 11 antioxidants and their degradation products

类别
理论峰(2.1色谱条件) 柱温28 ℃ 柱温32 ℃ 柱流量0.37 mL·min−1 柱流量0.43 mL·min−1

系统适用性
RSD/%

加标样品平
均分离度

系统适用性
RSD/%

加标样品平
均分离度

系统适用性
RSD/%

加标样品平
均分离度

系统适用性
RSD/%

加标样品平
均分离度

系统适用性
RSD/%

加标样品平
均分离度

Fenozan acid 0.42 / 1.27 / 1.33 / 1.50 / 4.03 /

BHT-OH 0.96 2.0 1.84 1.2 0.57 1.1 1.53 1.3 2.48 1.3

2,4-DTBP 0.51 9.5 2.70 6.1 2.02 5.9 1.53 6.3 3.60 6.5

DBQ 1.03 5.1 5.24 3.4 2.23 3.4 1.49 3.7 2.65 3.6

BHT 1.02 8.0 4.81 5.6 3.86 5.5 2.46 6.2 2.23 6.0

Plastanox2246 0.84 15.7 2.58 11.4 2.82 11.1 1.82 11.8 2.51 12.8

Irganox3114 0.19 26.4 1.32 3.1 0.24 23.4 1.41 13.1 0.17 26.2

Irganox1010 0.14 13.9 0.48 1.4 0.41 13.3 1.40 8.8 0.41 12.7

Ethanox330 0.12 5.4 0.52 5.2 0.28 4.8 1.38 5.0 0.33 4.7

Thanox1076 0.18 21.7 3.93 20.3 1.32 18.7 1.52 19.5 1.68 19.0

Irgafos168 0.34 11.8 0.36 10.6 0.59 10.5 1.10 10.0 0.59 10.5

限度/% ≤6 ≥1.0 ≤6 ≥1.0 ≤6 ≥1.0 ≤6 ≥1.0 ≤6 ≥1.0

 

A 流动相空白 流动相空白 流动相空白

流动相空白流动相空白
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0 月成品 201810001

0 月成品 201903001

B C

D E

0 8 16

t/min

24 32 40 0

t/min

40302010

t/min

t/mint/min

加速 3 月成品正置 201811002

加速 3 月成品正置 201810001

加速 3 月成品正置 201903001

加速 3 月成品倒置 201811002

加速 3 月成品倒置 201810001

加速 3 月成品倒置 201903001

加速 6 月成品倒置 201811002

加速 6 月成品倒置 201810001

加速 6 月成品倒置 201903001

加速 6 月成品正置 201811002

加速 6 月成品正置 201810001

加速 6 月成品正置 201903001

0 40302010

0 403020100 40302010

图 2    迁移实验液相色谱图

Fig. 2    HPLC chromatograms of migration experiment
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相比于其他目标物，在采用旋蒸对样品进行浓缩

处理时 Fenozan acid回收率<60.0%。当控制氮吹

温度在 35 ℃ 左右时，可将损失降低，满足回收测

定要求，所以最终选择在 35 ℃ 下氮吹浓缩处理

样品。 

6　小结

药品作为与消费者生命健康息息相关的特殊

商品，其安全问题一直备受关注。药包材作为药

品的重要组成部分，一方面方便了药品使用，提

高了其稳定性，另一方面也会反过来影响药品质

量。为充分保障药品的安全性，各国也出台了相

关法律法规[16-18] 要求加强药包材与药品之间的相

容性研究。抗氧剂作为包装材料尤其是塑料和橡

胶材质中的常用添加剂，在包材与药液的长期接

触中其有可能从包材迁移进入药液，继而引发安

全性问题。所以，为加强药品的安全性、有效

性，充分保障患者的生命健康，建立药品中抗氧

剂的含量检测方法是评估药品相容性研究中的技

术所需，也是重要一环。

本研究以重组 Exendin-4-FC融合蛋白注射液

为分析基体，建立了生物制品中抗氧剂及其降解

物的含量检测方法，并通过系统、全面、准确的

方法学验证证明了该方法具有专属性强、灵敏度

高、准确度和精密度好、检出限和定量限低等优

点，可为监控药品质量提供一定的技术支持。
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