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摘要  目的： 建立供含量测定用的首批醋酸特利加压素化学对照品。方法：应用红外光谱和液质联用仪

等对醋酸特利加压素进行结构确证，采用高效液相色谱法测定样品色谱纯度、醋酸含量及氨基酸比值，

同时测定水分和残留溶剂，以质量平衡法计算醋酸特利加压素的含量。结果：确定首批醋酸特利加压素

对照品含量为85.4%。结论：首批醋酸特利加压素化学对照品的建立可有效控制产品质量。
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Abstract   Objective:  To establish the first reference standard for determination of the content of terlipressin 
acetate. Methods: IR and LC-MS Spectrometer were used to confirm the structure of terlipressin acetate. HPLC 
was used to determine the purity of the sample, the content of acetic acid and the ratio of amino acid. The moisture 
and residual solvents were simultaneously determined. Mass balance method was used to caculate the content 
of terlipressin acetate. Results: The content of the first reference standard of terlipressin acetate was 85.4%. 
Conclusion: The establishment of the first reference standard of terlipressin acetate can efficiently control the 
quality of products.
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首批醋酸特利加压素化学对照品的研制

刘倩，李震，张媛，吴彦霖，蔡彤，谭德讲，高华*（中国食品药品检定研究院，北京

100050）

醋酸特利加压素为天然精氨酸加压素的结构

类似物，化学名为N-α-三甘氨酰-8-赖氨酸-加

压素，使用赖氨酸替代了内源性加压素肽链中第

八位的精氨酸，同时在半胱氨酸增加了由3个甘氨

酸组成的氨基酸支链。特利加压素进入体内后，

经过酶的裂解作用，代谢为活性产物发挥其药理

作用[1]。醋酸特利加压素在临床上主要用于肝肾综

合征和出血性食管静脉曲张[2-4]。Ferring GmbH公

司生产的注射用醋酸特利加压素已上市多年，并

且国内也有上市仿制药，为有效控制产品质量，

急需制备醋酸特利加压素国家化学对照品。本研

究对醋酸特利加压素进行了结构确证、纯度分

析，最后通过质量平衡法赋值，最终建立了首批

醋酸特利加压素国家对照品。

1   仪器与试药
Thermo Nicolet NEXUS FTIR 红外光谱仪；

Thermo Finigan LCQ DECA XP Plus 液质联用仪；

Perkin Elmer Model 343 Plus 旋光仪；岛津液相色谱
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仪（LC20AD 泵，Sil20AC 自动进样器， SPD20A检

测器）；安捷伦6890N气相色谱仪；Mettler XS205 

电子天平；Metrohm 851KF水分测定仪；SMS DVS2 

动态蒸气吸附仪；MettlerToledo MP230 酸度计；

ABI Procise 491氨基酸序列分析仪。

醋 酸 特 利 加 压 素 原 料 （ 批 号 I - H Y 0 1 7 -

20121002，深圳市翰宇药业有限公司）；18种氨基

酸对照品(批号140624-200805，中国食品药品检定

研究院)；冰醋酸、磷酸、氢氧化钠、盐酸、磷酸

氢二钠、磷酸二氢钾均为分析纯；甲醇、乙腈、二

甲基甲酰胺、三氟乙酸均为色谱纯。

2   方法
2.1   红外光谱测定

采用溴化钾压片，样品扫描次数32；背景

扫描数32；分离度4000；Sample gain 1.0；Mirror 

velocity 0.6329；Aperture 100.00。

2.2   相对分子质量测定

采用液质联用仪进行测定，ESI 离子源4 kV，

鞘气流速30 arb，正离子全扫描。样品甲醇溶液浓

度为0.01 g ·mL-1。

2.3   比旋度测定

将 样 品 用 1  m o l · L - 1冰 醋 酸 制 成 浓 度 为 2 

mg·mL-1，采用旋光仪进行测定。

2.4   氨基酸比值

采用高效液相色谱法，样品在110℃水解20 h，

蒸干后衍生[5]，按外标法以氨基酸标准品峰面积计

算样品各氨基酸的相对摩尔比值。

2.5   氨基酸序列测定

利用Edman降解反应，N-末端氨基酸残基依次

与衍生化试剂（异硫氰酸苯酯）作用，从蛋白质/

多肽N-末端按顺序切割下来，形成稳定的氨基酸

后进行分析鉴定。

2.6   纯度分析

有关物质测定，采用高效液相色谱自身对照

法[6]，用反相C18色谱柱，以0.067 mol·L-1磷酸二

氢钠溶液（磷酸调pH值 至3.5）为A相，乙腈为B

相，梯度洗脱。供试品溶液浓度为0.2 mg·mL-1，

加水稀释定容制成供试品的1%自身对照溶液，在

210 nm 波长下记录色谱图。

2.7   水分测定

采用Met ro hm 684 KF 水分测定仪对样品进行

水分测定。

2.8   引湿性测定

采用SMS DVS2 动态蒸气吸附仪，样品在25 ℃

相对湿度为80% 的条件下放置24 h，实时测定样品

重量[7]。

2.9   醋酸含量

采用HPLC法，反相C18色谱柱（Imertisl ODS-

4.5 µm，4.6 mm×250 mm），以磷酸盐缓冲液

（取磷酸0.7 mL，加水1000 mL混合后，用10%氢氧

化钠溶液调节pH值至3.0）为流动相A, 以甲醇为流

动相B。样品用流动相（A∶B=95∶5）定量稀释成

浓度为1.0 mg·mL-1，另取冰醋酸适量，同样方法

稀释成浓度为0.1 mg·mL-1。流速1.0 mL·min-1，

柱温28 ℃，在210 nm波长下记录色谱图，按外标

法计算醋酸含量。

2.10   残留溶剂测定

采用气相色谱法，DM-FFAP毛细管柱（30 

mm×0.32 mm，0.25 µm），样品用水配制成1.0 

mg·mL-1，柱温起始温度为40 ℃维持6 min，然

后以每分钟20 ℃的速率升至80 ℃，维持7 min，

最 后 以 每 分 钟 5 0  ℃ 的 速 率 升 至 1 5 0  ℃ ， 维 持

4 min；以氮气为载气，流速为2 mL·min-1；分流

比开始50∶1，0.75 min后为10∶1；进样口温度为

200  ℃；检测器温度为250 ℃；检测器为氢火焰

离子化检测器（FID），按外标法以峰面积计算甲

醇、乙腈和二甲基甲酰胺的含量。

2.11   三氟乙酸含量测定

采用离子色谱法，样品加水制成50 mg·mL-1

溶液，采用Metrosep A Supp 5-250阴离子分析

柱，NaHCO3（1.0 mmol·L-1）和Na2CO3（3.2 

mmol·L-1）的混合溶液进行淋洗，检测器为电导

检测器，按外标法以峰面积计算三氟乙酸含量。

2.12   均匀性和稳定性

采用有关物质测定方法，随机抽取12支待标

品（分装后），按照随机序列表顺序进样，以峰面

积/称样量为判定指标进行方差分析，考察样品的

均匀性。取3支待标品置于30 ℃保温箱中，分别于

0、5、10天各取1支检测有关物质，采用面积归一

化法和1%自身对照法计算总杂质含量和最大单一

杂质含量，考察样品的稳定性。                                                

3   结果与讨论
3.1   结构确证

作为首批制备的对照品，我们对其结构进行
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了多方面的考证，以确保结构的准确。

3.1.1   红外光谱

图1为醋酸特利加压素的红外光谱图，各吸收

峰的归属见表1。由表1可知，本品具有特利加压

素的结构特征吸收峰，波数误差小于规定波数的

0.5%。

图1   醋酸特利加压素的红外光谱图

表 1  红外光谱图中各吸收峰的谱峰归属

样品吸收峰 /cm-1 振动类型 所属基团

3398.93 νN-H -NH2

1654.81 νC=O -ArCOAr

1540.86、1408.61 νC=C -Ar

1339.01 δC-H -CH3

1245.65 νC-O -COOH

652.35 γC-H -Ar

3.1.2   质谱

醋酸特利加压素的质谱图见图 2。高分辨率质

谱的离子峰 614.25，与醋酸特利加压素 2 电荷离子

峰理论值 [C52H76N16O15S2]
2+ 一致，相差 0.252 ppm。
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图 2  醋酸特利加压素质谱图

3.1.3   比旋度

在一定波长与温度下测定旋光度，可以区别和

检查药品的纯杂程度，醋酸特利加压素待标品的比

旋度为-102º，在规定范围-93 º至-103 º内。

3.1.4   氨基酸比值

由于醋酸特利加压素为多肽，对其氨基酸的

比值进行考察[8]。经测定，本品的氨基酸谱图如图

3所示，氨基酸的比值分别为谷氨酸1.0、脯氨酸

1.1、苯丙氨酸1.0、天冬氨酸1.0、酪氨酸1.0、赖氨

酸1.0、甘氨酸4.0、半胱氨酸1.9。结果显示，本品

各氨基酸比值均在规定限度内。

图 3   醋酸特利加压素的氨基酸分析 HPLC 色谱图的结构特征吸收峰

3.1.5   氨基酸序列分析

待标品N末端氨基酸序列测定结果如下Gly-

Gly-Gly-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Lys-

Gly，本待标品氨基酸全序列与特利加压素理论序

列一致。

3.2   纯度分析

供试品按归一化法计算总杂质含量为0.82%，

单个最大杂质含量为0.36%；采用主成分1%自身对

照法计算，醋酸特利加压素总杂质含量为 0.92%，

单个最大杂质含量为0.41%。如图4所示。
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图 4   醋酸特利加压素1%自身对照典型色谱图

3.3   理化分析

作为首批制备对照品，还对本品原料中可能

会影响含量的有关理化项目做了进一步的检测。

3.3.1   水分

分装后的待标品经水分测定结果为5.73%，符

合规定要求。

3.3.2   醋酸

由于本品以醋酸盐形式存在，对其醋酸含量

进行控制。经HPLC法检测醋酸含量为8.28%，符合

要求。

3.3.3   残留溶剂

三氟乙酸含量为0.038%，乙腈0.005%，甲醇

和二甲基甲酰胺未检出。

3.3.4   引湿性

考虑到本品为首批研制，且水分含量相对较

大，故对其引湿性进行了测定。样品在25 ℃相对

湿度升高至 80% 的过程中增重约20%，根据《中

华人民共和国药典》（以下简称《中国药典》）

2015年版四部9103《药物引湿性试验指导原则》

规定[9]，引湿增重不小于 15% 为极具引湿性，鉴

于本品极具引湿性，在对样品进行分装时，除了

严格控制温度外，还要对分装环境的相对湿度进

行控制，要求在规定湿度恒定条件下快速分装，

避免吸附水分。

3.4   含量确定

以质量平衡法计算，含量=（100%-水分-醋

酸-残留溶剂-三氟乙酸）×HPLC纯度，结果为 

85.4%。

3.5   均匀性和稳定性

本待标品分装后各支间通过均匀性检验（F
＜Fα），P=0.0949＞0.05，最小称样量为10 mg，

该批待标品支间均匀。供试品溶液室温放置10 h

稳定。待标品在30 ℃放置10天内杂质含量有所

增加（面积归一化法：总杂质由0.44%增加至

0.64%；1%自身稀释对照法：总杂质由0.51%增加

至0.79%），建议-20℃保存并定期核查。

4   结论
合成多肽药物是指采用化学合成方法制备的

多肽类药物。采用化学合成方法制备多肽，可以对

天然多肽的结构进行修饰，从而增加多肽与受体的

亲和力和选择性，增强对酶降解的抵抗力或改善药

代动力学特性，甚至由受体的激动剂变为拮抗剂。

多肽主要由氨基酸(包括天然氨基酸和非天然氨基

酸)构成，这使得多肽类药物在质量研究方面不同

于一般药物。由于合成工艺、结构等方面的独特

性，合成多肽原料药中工艺杂质的来源和一般化学

药物有所不同，其可能产生的工艺杂质有缺失肽、

断裂肽、去酰胺多肽、氨基酸侧链的不完全脱保护

所形成的副产物、氧化肽、二硫键交换的产物、非

对映异构的多肽等。同时，由于多肽的结构特点，

这类药物的稳定性相对较差，引起多肽药物不稳定

的原因主要有水解、氧化、外消旋化、二硫键的断

裂及重排、β消除等。因此，在合成多肽药物的结

构鉴别和有关物质检查方法的研究中需要充分考虑

对工艺杂质与降解杂质的区分力和检出效能。对此

类多肽类化合物对照品标定中结构鉴别的一般策
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略，应选择有资质企业的原料作为候选化合物，对

其关键结构特征进行验证，如满足，即可认同其结

构准确。

《中国药典》2015版四部首次收录了<9901>

国家药品标准物质制备指导原则[9]，本待标品严格

按照该原则进行制备和标定，包括待标品的化学结

构确证、理化性质检查、纯度及有关物质检查、均

匀性检查、稳定性考察等。由于醋酸特利加压素无

国际标准物质进行比对，所以最终采用质量平衡法

进行定值，并由具备相关实验室资质的3家实验室

进行协作标定。经过药品标准物质专家委员会审

定，批准待标品（批号 150701-201501）作为醋酸

特利加压素鉴别和HPLC含量测定用国家对照品使

用，其含量以特利加压素计为85.4%。
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