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由于微生物法测定影响因素多，方法变异大，

本试验在进行微生物法测定时应用了打孔法[7]，测

定时在含菌平板中加入万古霉素血浆标准溶液作

为有效的质量控制措施，减小了测定的误差，RSD

可小于 7%，保证了测定结果的准确性。对 HPLC

和微生物法试验结果进行统计学分析，两者无显著

性差异，表明 2 种方法具有较好的相关性。 
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HPLC 测定聚乙二醇修饰科博肽含量 
 

任晚琼 (河南欣泰药业有限公司，河南 驻马店 463000) 

 
摘要：目的  测定聚乙二醇修饰科博肽含量。方法  采用高效液相色谱法(HPLC)，色谱条件为 C8 色谱柱(4.6 mm×250 mm，

5 μm)，0.1%三氟醋酸溶液为流动相 A，三氟醋酸-80%乙腈(1∶1 000)为流动相 B，流速为 1 mL·min1，检测波长为 221 nm。

结果  该法的线性范围为 51.6 ~ 258 μg·mL1，r=0.999 4，回收率为 99.9%，RSD=0.50%(n=9)。结论  本法简便、准确、重

复性好，可作为聚乙二醇修饰科博肽的含量测定方法。 

关键词：聚乙二醇修饰科博肽；高效液相色谱法；含量测定 
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Determination of PEG-CBT by HPLC 

 
REN Wanqiong (Henan Xintai Pharm. Co., Zhumadian 463000, China) 
 
ABSTRACT：OBJECTIVE  To determine the content of PEG-CBT. METHODS  The content of PEG-CBT was determined by 

HPLC with C8 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm). The mobile phase were combined with solution A (0.1% trifluoroacetic acid) and 

solution B (trifluoroacetic acid-80% acetonitrile (1∶1 000) . The flow rate was 1 mL·min1, and the detection wavelength was 221 

nm. RESULTS  The linear range was 51.6-258 μg·mL1 (r=0.999 4). The average recovery rate was 99.9%, and RSD was 
0.50%(n=9). CONCLUSION The method is simple, accurate, and reproducible and can be used for the determination of PEG-CBT. 
KEY WORDS: PEG-CBT; HPLC; determination 

 

科博肽(cobratide，CBT)是从眼镜蛇毒中分离

提纯的低分子多肽，临床上有良好的镇痛效果，具

有无成瘾性、无耐受性，镇痛作用持久，使用方便

的特点[1-2]，适用于慢性、顽固性、持续性疼痛治

疗，出现疗效后可减量维持[3-5]。但对人体而言 CBT

属异源蛋白，在使用过程中具有蛋白质类药物所共

有的特点，如具有免疫原性、半衰期短、稳定性差

等，由 CBT 引起的过敏反应已有报道[6-7]。聚乙二

醇修饰科博肽(peglated cobratide，PEG-CBT)是利

用聚乙二醇修饰技术对科博肽进行化学修饰的一

种新药，初步动物实验显示镇痛效果比同剂量的吗

啡等镇痛药疗效持久，且无依赖性和耐受性，毒性
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低[8]，稳定性高，动物体内半衰期长，因而疗效持

久。目前笔者正在进行该药的长期毒性、一般药理

学等临床前药理毒理试验，开展药品质量控制、稳

定性等临床前药学研究工作。本试验内容是，建立

聚乙二醇修饰科博肽的含量测定方法，为质量标准

的制定提供依据。亦有采用酚试剂法测定聚乙二醇

修饰眼镜蛇神经毒素的报道[9]，但对 PEG-CBT 尚

无采用 HPLC 的报道，为此，笔者根据中国药典“药

品质量标准质量分析方法验证”[10]、国家药品审

评中心颁布的相关药品研究指导原则，对分析方法

进行了如下研究。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器   

高效液相色谱仪：LC-10A，日本岛津公司生产；

LC-10A 紫外可见波长检测器；N2000 色谱工作站；

PEG-CBT 对照品，河南欣泰药业有限公司精制，批

号：2007001，含量为 100%(HPLC 面积归一化法)，

炽灼残渣为 0.1%；PEG-CBT 样品由河南欣泰药业

有限公司提供，批号： 20071101， 20071102，

20071103；乙腈、甲醇、三氟乙酸为色谱纯，水为

注射用水，其他试剂为分析纯。 

1.2  色谱条件 

迪马公司 C8色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)；

流动相：流动相 A 为 0.1％三氟乙酸水溶液，流动

相 B 为三氟乙酸-80％乙腈溶液(1∶1 000)。初始状

态流动相 B 为 8%，保持 4 min，在 20 min 内，流

动相 B 增至 75%，保持 4 min，再在 5 min 内回到

初始状态，保持 7 min；流速 1.0 mL·min1，检测波

长：221 nm；柱温 45 ℃。 

1.3  溶液制备 

对照品溶液配制：精密称取 PEG-CBT 对照品

100 mg 置 100 mL 量瓶中,加 0.1 mol·L1盐酸溶液溶

解并稀释至刻度, 混匀，制成每 1 mL 中含 1 mg 的

溶液。样品溶液配制：称取 PEG-CBT 样品适量，

加入 0.1 mol·L1 盐酸溶液溶解并稀释至刻度,制成

150 μg·mL1 样品溶液。阴性溶液：0.1 mol·L1 盐酸

溶液。 

2  结果 

2.1  系统适用性试验 

称取 PEG-CBT 工艺过程的中间品适量，加入

0.1 mol·L1 盐酸溶液溶解并稀释至刻度 ,制成

0.1 mg·L1 样品溶液，进样量 20 μL；另精密量取

PEG-CBT 对照品溶液 1.0 mL 于 10 mL 量瓶中，加

0.1 mol·L1 盐酸溶液至刻度，混匀。进样量 20 μL，

记录色谱图，见图 1。结果表明，样品主峰的分离度

大于 1.5，拖尾因子在 0.95～1.05 内，均符合要求。 

 
图 1  HPLC 色谱图 
A-对照品；B-样品；C-阴性溶液；1-聚乙二醇修饰科博肽 

Fig 1  HPLC chromatograms  
A-reference substance sample; B-sample solution; C-negative solution; 1-PEG-CBT 

2.2  专属性试验 

分别取“1.3”项下对照品溶液 4 mL，各加

2 mol·L1的盐酸溶液 1 mL、2.5 mol·L1的氢氧化钠溶

液 1 mL、等体积双氧水、等体积注射用水，在水浴

上加热 2 h，进行强酸、强碱、氧化破坏和热破坏；

调 pH 至中性，用流动相稀释制成每 1 mL 中约含

PEG-CBT 100 μg 的溶液，进样量 20 μL。结果显示，

PEG-CBT 与各分解产物均能得以有效的分离，见图 2。

 
图 2  HPLC 色谱图 
A-酸破坏；B-碱破坏；C-氧化破坏；D-热破坏试验；1-聚乙二醇修饰科博肽 

Fig 2  HPLC chromatograms  
A-the acid destroyed test; B-the base destroyed test; C-the oxidative destroyed test; D-the heat destroyed test; 1-PEG-CBT 

2.3  准确度   

取甘氨酸 100 mg，加 0.1 mol·L1盐酸溶液溶

解，置 100 mL 量瓶中，另取科博肽和丙酸甲氧基

聚乙二醇琥珀酰亚胺酯 5000 (mPEG succinimidyl 
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propionate Mr=5 000，mPEG SPA5 000)各 100 mg，

置此量瓶中，加 0.1 mol·L1 盐酸溶液溶解并稀释至

刻度，为混合液；精密量取对照品溶液 0.9，1.5，

2.1 mL 分别于 10 mL 量瓶中，各加入混合溶液

1 mL，加 0.1 mol·L1 盐酸溶液稀释至刻度，为 3 个

样品溶液；进样量 20 μL，每个样品溶液进样 3 次，

测定 PEG-CBT 的峰面积，带入标准曲线，以外标

法计算样品溶液的含量，计算回收率，平均回收率：

99.92%， RSD=0.50%(n=9)。 

2.4  精密度试验   

精密量取对照品溶液 1.5 mL 于 10 mL 量瓶中，

加 0.1 mol·L1盐酸溶液至刻度，为对照溶液，进样量

20 μL，连续进样 6 次，测定 PEG-CBT 峰面积，结果

分别为 1 041 086、1 030 329、1 022 820、1 034 193、

1 028 173、1 030 332，RSD 为 0.59%。 

2.5  稳定性试验 

取“2.4”项下对照溶液，进样量 20 μL，分别

在 0，2.0，4.0，6.0，8.0 h 测定 PEG-CBT 峰面积，

结果分别为 1 041 086、1 022 820、1 028 173、

1 032 195、1 029 267，RSD 为 0.59%，表明样品在

8 h 内稳定。 

2.6  线性关系考察 

精密量取对照品溶液，分别制成浓度为 51.6，

103.2，154.8，206.4 和 258.0 μg·mL1 的溶液，进样

量 20 μL，测定 PEG-CBT 峰面积，以峰面积为纵坐

标，样品浓度为横坐标，绘制标准曲线，计算回归

方程，线性方程：Y = 9.064×104 X  6.478×104，

r=0.999 4。表明 PEG-CBT 在 51.6~258.0 μg·mL1

内线性良好。 

2.7  样品测定   

取 PEG-CBT 样品溶液，进样量 20 μL；另精密

量取 PEG-CBT 对照品溶液 1.5 mL 于 10 mL 量瓶

中，加 0.1 mol·L1 盐酸溶液至刻度，混匀，进样量

20 μL；按外标法以峰面积计算样品溶液的含量。

结果见表 1。 

表 1  样品测定结果 

Tab 1  Determintion results of sample 
批  号 含量测定/% 

20071101 99.5 

20071102 98.8 

20071103 98.9 

3  讨论 

科博肽的国家药品标准(WS1-XG-009-2000)中

采用酚试剂法对其含量进行确定，干扰因素较多，

易造成实验结果的误差。笔者采用 HPLC，可克服

酚试剂法的缺点，使结果更准确，且不容易受其他

成分的干扰。 

3.1  最大紫外吸收波长的确定 

科博肽被聚乙二醇衍生物修饰后，理化性质发

生较大变化，科博肽分子量为 7 000 道尔顿，修饰

后增加到 12 000 道尔顿。科博肽表面暴露的自由氨

基也被部分覆盖，被修饰前，科博肽在 215 nm 和

277 nm 处有最大吸收，而聚乙二醇修饰科博肽在

221 nm 处有最大紫外吸收，可能是因为科博肽部分

肽键被单甲基聚乙二醇链覆盖，导致最大吸收峰发

生了位移。 

3.2  流动相的确定 

聚乙二醇并未将科博肽分子全部覆盖，因而聚

乙二醇修饰科博肽仍具有科博肽的某些性质。本试

验参考科博肽国家药品标准纯度检查方法，选用了

辛基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱柱 (4.6 mm× 

250 mm)；并考虑到乙腈黏度低、和水以任一比例

组成的流动相对蛋白质及多肽的溶解率高，广泛用

于蛋白质、多肽的分析，所以本试验确定将乙腈、

三氟乙酸、水作为流动相的组成成分。试验了多种

流动相比例，如 100%，75%以及 50%流动相 B 等，

科博肽国家药品标准所用的乙腈最大浓度仅为

20%，而试验中 50％的乙腈也无法将聚乙二醇修饰

科博肽从色谱柱上洗脱下来，最后选定“1.2”项下

的流动相比例为最佳流动相比例，此系统可使

PEG-CBT 与其他峰基线分离。分离度大于 1.5，理

论板数按 PEG-CBT 峰计不少于 3 000。 

3.3  准确度的考察   

PEG-CBT制备原料为CBT和mPEG SPA 5 000，

反应完成后加入过量甘氨酸终止反应，如果后续纯

化工序不合理，可能导致产品中残留科博肽、mPEG 

SPA 5 000 与甘氨酸反应产物或接入两个甚至多个

mPEG SPA 5 000 的科博肽，这些物质可能干扰

PEG-CBT 的测定，为了考察这些影响因素，对测定

方法进行了回收率试验，回收率为 99.92％(n=9)。 
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他克莫司眼用乳液的质量控制 
 

王延东，唐细兰，叶成添，吴伟(中山大学中山眼科中心，广州 510060) 

 
摘要：目的  建立他克莫司眼用乳液的质量控制方法。方法  根据中国药典 2005 年版眼用制剂项下规定建立他克莫司眼

用乳液的质量控制方法，用高效液相色谱法测定他克莫司的含量，观察家兔眼部刺激性，并对制剂的稳定性进行考察。

结果  他克莫司在 6.25～200 g·mL1 浓度内线性关系良好(r=0.999 9)，平均回收率为 99.83％，RSD 为 0.59％，方法重

现性的 RSD 为 1.04％(n=6)。滴眼后无刺激性，而且稳定性相对较好。结论  本方法专属性强、操作简便、结果准确，可

用于他克莫司眼用乳液的质量控制。 

关键词：他克莫司；眼用乳液；质量控制 
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Quality Control of Tacrolimus Ophthalmic Emulsion 
 
WANG Yandong, TANG Xilan, YE Chengtian, WU Wei (Zhongshan Ophthalmic Center, Sun Yat-sen University, 

Guangzhou 510060, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the quality standard of tacrolimus ophthalmic emulsion. METHODS  Quality 
standard of tacrolimus ophthalmic emulsion was established according to ChP, and its content was determined by HPLC. 
Stimulus of tacrolimus on rabbits’ eyes and stability of tacrolimus ophthalmic emulsion were observed. RESULTS  The 

calibration curve of tacrolimus was linear within the concentration range of 6.25-200 g·mL1，r＝0.999 9. The average recovery 

rate of tacrolimus was 99.83% (RSD=0.59%), and the RSD of the repeatability test was 1.04% (n=6). Tacrolimus had no 
stimulus on rabbits’ eyes and its stability was relatively good. CONCLUSION  The method is simple, quick and specific. It can 
be used to contorl the quality of tacrolimus ophthalmic emulsion. 
KEY WORDS: tacrolimus; ophthalmic emulsion; quality control 

 

他克莫司(tacrolimus)是一种大环内酯类新型

强效免疫抑制剂，被广泛应用于器官组织移植术后

的抗排斥治疗，在眼科领域已用于角膜移植术后及

免疫相关眼病的治疗，成为难治性排斥或出现环孢

素不良反应时的首选治疗药物[1-3]，但他克莫司全身

用药时价格昂贵且有不良反应。目前国内外报道的

他克莫司眼局部制剂多使用油剂、脂质体和眼膏作

为溶剂载体，具有较强的眼部刺激性，可产生明显

的异物、刺痛或烧灼感，患者使用的依从性差[1,4]，

而他克莫司水溶液稳定性又较差，不利于产品的运

输和贮存。故本试验通过优化处方，改进制剂工艺，

制备了他克莫司眼用乳液。为了确保该制剂安全有

效，笔者根据中国药典 2005 年版眼用制剂项下规

定[5]建立了其质量控制方法。 

1  仪器与试药 

Agilent 1100 高效液相色谱仪，包括 G1314A
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