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摘 要 目的：建立超高效液相色谱法（UPLC）法测定注射用特利加压素中有关物质的含量。方法：采用UPLC法测定5批注射用

特利加压素制剂中有关物质的含量。色谱柱为Xtimate UPLC C18，流动相A为硫酸铵缓冲液（pH 2.3）-甲醇（90 ∶10，V/V），流动相B

为硫酸铵缓冲液（pH 2.3）-甲醇（60 ∶40，V/V），梯度洗脱，流速为0.2 mL/min，检测波长为210 nm，进样量为5 μL。结果：注射用特利

加压素中杂质A、B、C、D、F、H、I、K、L、N的检测质量浓度线性范围为0.43～3.86、0.44～3.95、0.44～3.97、0.45～4.08、0.45～4.05、

0.50～4.50、0.47～4.26、0.47～4.23、0.46～4.13、0.44～3.96 μg/mL（r≥0.999 7）；检测限分别为 0.04、0.04、0.05、0.04、0.05、0.05、

0.05、0.05、0.04 μg/mL，定量限分别为 0.13、0.13、0.14、0.13、0.15、0.14、0.14、0.14、0.13 μg/mL；精密度、重复性、稳定性试验的 RSD

均小于8％；平均加样回收率分别为94.95％、97.81％、101.88％、95.26％、93.40％、102.48％、104.26％、102.31％、96.42％、90.42％，

RSD％分别为 1.89％、1.86％、0.68％、1.30％、1.98％、3.36％、1.26％、1.30％、1.19％、1.40％（n＝9）。5批注射用特利加压素制剂中

杂质总含量均小于4％。结论：建立的方法快速、简便、准确、专属性强，可用于注射用特利加压素中有关物质的定量分析。
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Content Determination of Related Substances in Terlipressin for Injection by UPLC

XUE Qiaoru，YUAN Jinye，DING Liuyang，ZHENG Weijun，DENG Feng（Guangdong Institute for Drug Control/

NMPA Key Laboratory of Quality Control of Blood Products/Key Laboratory of Quality Control and Research of

Blood Products，Guangzhou，510663，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish UPLC method for the content determination of related substances in Terlipressin for

injection. METHODS：UPLC method was used to determine the contents of related substances in 5 batches of Terlipressin for

injection. The separation was performed on Xtimate UPLC C18 column with mobile phase A consisted of ammonium sulfate buffer

（pH 2.3）-methanol（90 ∶ 10，V/V）and mobile phase B consisted of ammonium sulfate buffer（pH 2.3）-methanol（60 ∶ 40，V/V）

（gradient elution） at the flow rate of 0.2 mL/min. The detection wavelength was set at 210 nm，and sample size was 5 μ L.

RESULTS：The linear range of impurity A，B，C，D，F，H，I，K，L and N were 0.43-3.86，0.44-3.95，0.44-3.97，0.45-4.08，

0.45-4.05，0.50-4.50，0.47-4.26，0.47-4.23，0.46-4.13，0.44-3.96 μg/mL（r≥0.999 7），respectively. The detection limits were 0.04，

0.04，0.05，0.04，0.05，0.05，0.05，0.05，0.04 μg/mL. The quantitation limits were 0.13，0.13，0.14，0.13，0.15，0.14，0.14，

0.14，0.13 μ g/mL，respectively. RSDs of precision，reproducibility and stability tests were all lower than 8％ . The average

recoveries were 94.95％，97.81％，101.88％，95.26％，93.40％，102.48％，104.26％，102.31％，96.42％，90.42％，with RSDs

of 1.89％，1.86％，0.68％，1.30％，1.98％，3.36％，1.26％，1.30％，1.19％，1.40％（n＝9），respectively. Total contents of

impurities in 5 batches of Terlipressin for injection were all lower than 4％. CONCLUSIONS：Established method is rapid，simple，

accurate and specific，which can be used for the quantitative analysis for related substances in Terlipressin for injection.

KEYWORDS UPLC；Terlipressin for injection；Related substance；Content determination

注射用特利加压素的主成分为醋酸特利加压素

（Terlipressin），其化学名为 L-甘氨酰-L-甘氨酰-L-甘氨

酰-L-半胱氨酰-L-酪氨酰-L-苯丙氨酰-L-谷氨酰氨酰-L-

天冬酰氨酰-L-半胱氨酰-L-脯氨酰-L-赖氨酰-L-甘氨酰

胺醋酸盐（4→9-二硫环）[1]。醋酸特利加压素是人工合

成的一种新型长效血管加压素，本身无活性，在体内氨

基肽酶的作用下切除三甘氨酰基，从而缓慢释放活性代

谢产物赖氨酸加压素，发挥疗效[2-3]。临床主要用于肝硬

化静脉曲张出血的止血[4-5]，在治疗难治性休克、肝硬化

腹水也有较好的临床应用前景[6-7]。

醋酸特利加压素于20世纪80年代由德国辉凌公司

研发并生产上市，目前，国内仅有 1家企业研发生产。

2017年版《欧洲药典》[8]新收载的醋酸特利加压素药品标

准中采用高效液相色谱法分析特利加压素的9种降解杂

质及3种工艺杂质（杂质A～L），但经本课题组前期验证
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后发现，杂质 I和 F不能有效分开，且无法检出杂质N。

国家药典委员会于2015年3月发布的“关于注射用特利

加压素国家标准的公示”[8]中该制剂的有关物质的检查

项也采用高效液相色谱法，但并未规定对各杂质峰进行

定性分析；后续本课题组采用此标准方法对各杂质进行

定性分析后发现，醋酸特利加压素峰和杂质A、C峰的分

离度小于 1.5，杂质H、I、F不能有效分离，且无法检出杂

质N。基于此，笔者拟建立超高效液相色谱（UPLC）法

对注射用特利加压素中的10种杂质（杂质A、B、C、D、F、

K、L、I、H、N）进行考察，以期控制该制剂的杂质，也为该

制剂中有关物质的检测提供新的方法。注射用特利加

压素中10种杂质的信息见表1。

1 材料

1.1 仪器

Vanquish 系列UPLC仪、全自动进样器、紫外检测器

（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）；e2695 型高效液

相色谱仪、全自动进样器、2489紫外检测器（美国Waters

公司）；十万分之一电子天平（瑞士梅特勒-托利多仪器

有限公司）。

1.2 药品与试剂

醋酸特利加压素对照品（中国食品药品检定研究

院，批号：150701-201501，纯度：85.4％）；杂质 A（批号：

RSCY-15401001，纯度：88.0％）、杂质 B（批号：RSCY-

15402001，纯度：87.2％）、杂质C（批号：RSCY-15403001，

纯度：85.0％）、杂质 D（批号：RSCY-15404001，纯度：

91.6％）、杂质 F（批号：RSCY-15405001，纯度：95.3％）、

杂质K（批号：RSCY-15408001，纯度：95.3％）、杂质L（批

号：RSCY-15409001，纯度：94.7％）、杂质 I（批号：RSCY-

15407001，纯度：90.7％）、杂质H（批号：RSCY-15406001，

纯度：92.3％）、杂质 N（批号：RSCY-15411001，纯度：

89.4％）均为甲企业自制；注射用特利加压素制剂 1（甲

企业，批号：P10371C）、制剂2（甲企业，批号：M1503C）、

制剂 3（甲企业，批号：P13208C）、制剂 4（乙企业，批号：

1227181104）、制剂5（乙企业，批号：1127190301）的规格

均为1 mg/支（相当于特利加压素0.86 mg）；甲醇为色谱

纯，硫酸铵为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱为 Xtimate UPLC C18（100 mm×2.1 mm，1.8

μm）；硫酸铵缓冲液（取硫酸铵 6.6 g，加 1 000 mL 水溶

解，用硫酸调节 pH至 2.3，下同）-甲醇（90：10，V/V）为流

动相A，硫酸铵缓冲液-甲醇（60 ∶ 40，V/V）为流动相B，梯

度洗脱 50 min；流速为0.2 mL/min；进样量为5 μL；检测

波长为210 nm；柱温为40 ℃。梯度洗脱条件见表2。

表2 梯度洗脱条件

Tab 2 Condition of gradient elution

时间，min

0

23

33

40

40.1

50

流动相A，％
60

35

0

0

60

60

流动相B，％
40

65

100

100

40

40

2.2 溶液的制备

2.2.1 系统适用性溶液的制备 精密称取杂质A、B、C、

D、F、H、I、K、L、N对照品各适量，用0.9％氯化钠溶液制

成每 1 mL中约含 0.1 mg各杂质的溶液，作为混合杂质

对照品母液；精密称取醋酸特利加压素对照品25 mg，加

入上述对照品母液 1 mL，用 0.9％氯化钠溶液定容至 50

mL，即得系统适用性溶液。

2.2.2 混合对照品溶液的制备 精密称取醋酸特利加

压素对照品 12 mg，用 0.9％氯化钠溶液定容至 100 mL，

摇匀，制成每1 mL约含0.1 mg特利加压素的溶液，作为

特利加压素对照品溶液；精密量取上述溶液 1.0 mL，加

入“2.2.1”项下混合杂质对照品母液 1.0 mL，用 0.9％氯

化钠溶液定容至50 mL，即得混合对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取注射用特利加压素制剂1

支，精密加入 0.9％氯化钠溶液 2 mL溶解，制成每 1 mL

中的含有特利加压素0.43 mg的供试品溶液。

2.3 系统适用性试验

取“2.2.1”项下系统适用性溶液，按“2.1”项下色谱条

表1 注射用特利加压素中10种杂质的信息

Tab 1 Information of 10 kinds of impurities in Terli-

pressin for injection

杂质简称
杂质A

杂质B

杂质C

杂质D

杂质F

杂质H

杂质 I

杂质K

杂质L

杂质N

杂质肽序 杂质名称
des-Gly1 特利加
压素

des-Gly1-Gly2 特
利加压素

des-Gly1-Gly2-G-
ly3特利加压素

AC-Gly1 特利加
压素

Glu7 特 利 加 压
素

Asp8 特 利 加 压
素

Gly12-OH 特 利
加压素

Glu7，Gly12-OH
特利加压素

Asp8，Gly12-OH
特利加压素

脱氨二聚特利
加压素
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件进样分析，记录色谱图。结果，各物质相邻峰间的分

离度较好，理论板数均大于 3 000。系统适用性试验色

谱图见图1，特利加压素及各杂质的保留时间、分离度和

理论板数见表3。

表 3 特利加压素及各杂质的保留时间、分离度和理论

板数

Tab 3 Results of retention time，separation degree

and theoretical plate number of terlipressin

and impurities

成分
特利加压素
杂质A

杂质B

杂质C

杂质D

杂质F

杂质H

杂质 I

杂质K

杂质L

杂质N

保留时间，min

9.366

8.614

7.904

6.351

15.552

13.059

11.685

12.279

16.747

14.762

36.077

分离度
2.1

2.3

5.7

5.7

1.6

1.8

5.5

1.3

2.5

3.4

50.0

理论板数
9 100

11 620

11 182

10 771

24 400

14 640

10 366

11 823

14 959

10 496

404 047

2.4 专属性试验

2.4.1 辅料干扰试验 取甘露醇5.08 g，加水400 mL溶

解，加稀盐酸调节 pH至 3.51，然后加水稀释至 500 mL，

摇匀，即得空白辅料溶液；精密量取5 μL空白辅料溶液，

按“2.1”项下色谱条件进样分析，记录色谱图，详见图

2。结果，注射用特利加压素的辅料及溶剂对特利加压

素的测定无干扰。

2.4.2 破坏性试验 取 1支注射液用特利加压素制剂

3，加入 2 mL 0.9％氯化钠溶液溶解，作为未破坏样品溶

液。另取6份制剂3，按以下条件进行破坏——（1）酸破

坏：取 1支注射液用特利加压素制剂 3，加入 1 mol/L盐

酸溶液1 mL溶解，于室温放置1 h后，加1 mol/L氢氧化

钠溶液 1 mL中和，即得酸破坏溶液。（2）碱破坏：取 1支

注射液用特利加压素制剂3，加 1 mol/L氢氧化钠溶液1

mL 溶解，于室温放置 20 min 后，加 1 mol/L 盐酸溶液 1

mL中和，即得碱破坏溶液。（3）高温破坏：取1支注射液

用特利加压素制剂3，置于80 ℃恒温箱中放置1 d后，加

入 0.9％氯化钠溶液 2 mL溶解，即得高温破坏溶液。（4）

高湿破坏：取1支注射液用特利加压素制剂3，敞口置于

高湿（恒温干燥器，下部放置硫酸铵饱和溶液）室温环境

中24 h后，加0.9％氯化钠溶液2 mL溶解，即得高湿破坏

溶液。（5）光照破坏：取1支注射液用特利加压素制剂3，

于室温条件下光照[光照强度为（4 500±500）lx]48 h

后，加0.9％氯化钠溶液2 mL溶解，即得光破坏溶液。（6）

氧化破坏：取 1支注射液用特利加压素制剂 3，加入 3％

过氧化氢溶液 2 mL溶解，于室温放置 5 h后，即得氧化

破坏溶液。将上述未破坏样品溶液与6种破坏试验样品

溶液，按“2.1”项下色谱条件进样分析。结果显示，在不

同破坏条件下，特利加压素峰与降解产物峰均能有效分

离，其中酸破坏、碱破坏、氧化破坏试验样品中杂质明显

增多，但光照破坏、高温破坏、高湿破坏试验样品中各杂

质较少，表明特利加压素在酸性、碱性和氧化条件不稳

定，易降解。破坏性试验图谱见图2。

2.5 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下混合杂质对照品母液和

“2.2.2”项下特利加压素对照品溶液适量混合，分别用

0.9％氯化钠溶液稀释制成每1 mL中含特利加压素和杂

质 A、B、C、D、F、K、L、I、H、N 均约为 0.4、1.2、2.0、3.0、

4.0 μg的系列溶液。吸取上述系列溶液，按“2.1”项下色

谱条件进样分析，记录峰面积。分别以特利加压素和各

杂质的质量浓度为横坐标（x）、相应峰面积为纵坐标（y）

进行线性回归，结果详见表4。

2.6 检测限与定量限考察

取“2.2.2”项下混合对照品溶液适量，加入 0.9％氯

化钠溶液逐步稀释，按“2.1”项下色谱条件进样分析，记

录峰面积。以信噪比为3 ∶ 1、10 ∶ 1分别计算检测限和定

量限。结果，特利加压素和杂质 A、B、C、D、F、K、L、I、

H、N的检测限及定量限见表2。

2.7 精密度试验

取“2.2.2”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”项下

色谱条件连续进样6次，记录峰面积。结果，特利加压素

和杂质A、B、C、D、F、H、I、L、K、N峰面积的RSD均小于

1％（n＝6），表明该方法精密度良好。

2.8 重复性试验

取注射液用特利加压素制剂 1，平行 6份操作，按

“2.2.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条

件进样分析，记录峰面积，并以外标法计算各杂质的含

注：1.杂质C；2.杂质B；3.杂质A；4.特利加压素；5.杂质H；6.杂质 I；

7.杂质F；8.杂质L；9.杂质D；10.杂质K；11杂质N

Note：1. impurity C；2. impurity B；3. impurity A；4. terlipressin；

5. impurity H；6. impurity I；7. impurity F；8. impurity L；9. impurity

D；10. impurity K；11. impurity N

图1 系统适用性试验色谱图

Fig 1 Chromatogram of system applicability test
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量。结果，杂质A、B、C、D、F、H、I、L、K、N的含量分别为

0.3％、0.2％、0.04％、0.02％、0.7％、0.3％、1.7％、0.2％、

0.1％、0.1％，RSD 分别为 3.1％、3.9％、7.1％、5.2％、

6.6％、7.3％、7.7％、6.2％、7.7％、2.1％（n＝6）。

2.9 稳定性试验

取注射液用特利加压素制剂 1，按“2.2.3”项下方法

制备供试品溶液，于室温放置 0、2、8、16、24、48 h时，按

“2.1”项下色谱条件进样分析，记录峰面积。结果，杂质

A、B、C、D、F、H、I、L、K、N 峰面积的 RSD 均小于 1％

（n＝6）。这表明供试品溶液在室温下放置 48 h的稳定

性良好。

2.10 加样回收率试验

精密量取“2.2.1”项下混合杂质对照品母液1 mL，分

别用 0.9％氯化钠稀释至 200、100 mL，摇匀，分别作为

50％回收测定用加标溶液1和100％回收测定用加标溶

液 2；另精密量取“2.2.1”项下混合杂质对照品母液 1.2

mL，用 0.9％氯化钠稀释至 100 mL，摇匀，作为 120％回

收测定用加标溶液3。取9支已知杂质含量的注射液用

特利加压素制剂1，每3支分别加入4 mL上述回收测定

用加标溶液 1、2、3，摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样分

析。结果，杂质A、B、C、D、F、H、I、K、L、N的平均加样回

收率为 94.95％、97.81％、101.88％、95.26％、93.40％、

102.48％、104.26％、102.31％、96.42％、90.42％，RSD％

分别为 1.89％、1.86％、0.68％、1.30％、1.98％、3.36％、

1.26％、1.30％、1.19％、1.40％（n＝9）。

图2 辅料干扰和破坏性试验超高效液相色谱图

Fig 2 UPLC chromatograms of excipient interperence and destructive tests
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表4 线性关系、检测限及定量限考察结果

Tab 4 Results of linear range，LODs and LOQs

成分
特利加压素
杂质A

杂质B

杂质C

杂质D

杂质F

杂质H

杂质 I

杂质K

杂质L

杂质N

回归方程
y＝45 052 942x－840 269

y＝45 123 940x－2 670 997

y＝45 339 272x－2 355 902

y＝44 516 403x－2 703 989

y＝43 714 982x－2 797 199

y＝44 031 777x－2 938 066

y＝41 891 308x－2 924 496

y＝40 156 838x－2 973 755

y＝45 718 297x－2 750 304

y＝44 475 358x－2 617 037

y＝35 522 882x－140 096

线性范围，μg/mL

0.44～3.95

0.43～3.86

0.44～3.95

0.44～3.97

0.45～4.08

0.45～4.05

0.50～4.50

0.47～4.26

0.47～4.23

0.46～4.13

0.44～3.96

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 7

0.999 9

0.999 9

0.999 9

检测限，μg/mL

0.04

0.04

0.04

0.04

0.05

0.04

0.05

0.05

0.05

0.05

0.04

定量限，μg/mL

0.13

0.13

0.13

0.13

0.14

0.13

0.15

0.14

0.14

0.14

0.13

··1111
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2.11 样品中有关物质的含量测定

取注射用特利加压素制剂1～5，按“2.2.3”项下方法

制备供试品溶液，量取供试品溶液和“2.2.2”项下混合对

照品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样分析，记录峰面

积。杂质A、B、C、D、F、H、I、K、N含量按外标法计算，未

知杂质含量按主成分自身对照品法计算，结果见表5。

表5 样品中有关物质含量测定结果（％％）

Tab 5 Content determination results of related sub-

stances in samples（％％）

批号.

杂质A

杂质B

杂质C

杂质D

杂质F

杂质H

杂质 I

杂质K

杂质L

杂质N

最大单个杂质
总杂质

制剂1

0.26

0.19

0.04

0.26

0.74

0.34

1.70

0.18

0.08

0.12

-

3.92

制剂2

0.25

0.18

0.04

0.24

0.64

0.28

1.42

0.15

0.05

0.12

0.04

3.41

制剂3

0.17

0.13

0.02

0.03

1.01

-

0.19

0.09

0.46

0.05

0.02

2.23

制剂4

-

0.04

-

0.22

-

-

-

0.02

-

0.14

0.05

0.59

制剂5

0.06

0.09

0.00

0.41

0.03

0.02

0.02

0.04

-

0.33

0.08

1.23

注：“-”表示未检出

Note：“-”indicates not detected

3 讨论

3.1 杂质来源分析

醋酸特利加压素属于有活性的多肽类药物，是心血

管疾病与泌尿系统疾病的治疗药物[9]。多肽类药物具有

活性强、不稳定、易降解的特点，质量控制的项目应重点

关注有关物质检查项。多肽药物的有关物质主要分为4

类：工艺杂质如断裂肽、缺失肽和错结肽等产物；降解杂

质如多肽脱酰胺、氧化、还原、二硫键错配等的产物；聚

合物如二聚体及多聚体；光学杂质如消旋体、非对映异

构体[10]。其有关物质与其组成氨基酸的结构和特性有

关，如组氨酸（His）、半胱氨酸（Cys）、苯丙氨酸（Phe）等

易消旋，天冬酰胺（Asn）、谷氨酰胺（Gln）等易水解，蛋氨

酸（Met）、半胱氨酸（Cys）、色氨酸（Trp）等易氧化等[11-12]。

基于此，笔者再结合各杂质结构特点推测醋酸特利加压

素的杂质A、B、C为降解杂质，杂质D、F、H为氧化杂质，

杂质 I、K、L为水解杂质，杂质N为聚合杂质。

3.2 色谱系统选择

本课题组前期考察了不同色谱柱[Ultimate UHPLC

Lp-C18、Ultimate UHPLC AQ-C18、Xtimate UPLC C18、Ac-

quity UPLCTM BEH C18]、不同柱温（25、30、35、40 ℃）、

检测波长范围（210～280 nm）对特利加压素和各杂质的

分离效果，结果发现，选择Xtimate UPLC C18色谱柱、柱

温为 40 ℃、检测波长为 210 nm时能有效分离特利加压

素和各杂质。

3.3 UPLC法测定有关物质含量的优点

采用 2017年版《欧洲药典》中的高效液相色谱法检

测特利加压素的有关物质时发现，杂质 I和杂质F相对

保留时间相同，无法得到有效分离，且杂质 N 无法检

出。本试验建立的UPLC法可较好地解决上述问题。结

果显示，杂质 I和杂质F的分离度可达到1.3；杂质N可检

出，保留时间为 25 min 左右。与原 HPLC 法 [8]比较，

UPLC法缩短了注射用特利加压素中有关物质的分析时

间，减少了有机试剂的使用，大大节约了成本，后续可为

注射用特利加压素有关物质的检测提供新方法。
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