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摘要
本文介绍了一种利用 Agilent 1260 Infinity II 生物惰性四元液相色谱系统、Agilent 1290 
Infinity II ELSD 检测器和 AdvanceBio SEC 300 Å, 4.6 × 150 mm, 2.7 μm 色谱柱对生物制
剂中的泊洛沙姆 188 进行定量分析的简单灵敏的方法。该方法采用乙腈和甲酸铵作为
流动相，以等度方法对生物制剂中的泊洛沙姆 188 进行分析。其运行时间短、灵敏度
高，且具有良好的重现性和回收率，能够以最高的性价比满足生物制药企业对辅料测 
定的迫切需求。

 

P188

0 1 2 3 4 5 6 7 8
时间 [min]

9 10 11 12 13 14 15

×102

1.8

1.6

1.4

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

 

图 1. 利用 HPLC-ELSD 液相色谱系统测定实际蛋白制剂中泊洛沙姆 188 的含量
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前言
近年来，随着全球生物制药领域新药研发的快速增长，以及国内
新药和生物类似药研发和申报的快速推进，生物制剂中药用辅料
的质量和安全性受到国家药品管理部门和生物制药企业的重点 
关注。

泊洛沙姆作为一类新型高分子非离子表面活性剂，是优良的药物
制剂辅料。其中泊洛沙姆 188 (P188, Pluronic F68) 具有最佳的
乳化性能和安全性，并且由于其在人体内性质稳定、毒性低、生
物相容性较好，因此在美国药典收载的 5 种不同规格的泊洛沙
姆中，P188 已在上市品种中用作静脉注射剂的乳化剂。另外，
P188 目前已经作为理想的增溶剂和乳化剂被添加到生物制剂
中。因此，准确测定 P188 含量是对生物制剂辅料进行质量控制
的一条有效的途径，文献中提到使用反相色谱法 (RP)[1]、体积排
阻色谱法 (SEC)[2,3] 等测定方法，但是在灵敏度、分离度和稳定性
等方面还有提升的空间。

在本应用中，利用配备 Agilent 1290 Infinity II ELSD 检测器和 
AdvanceBio SEC 300 Å, 4.6 × 150 mm, 2.7 μm 色谱柱的 Agilent 
1260 Infinity II 生物惰性四元液相色谱系统对生物制剂中的泊洛沙
姆 188 进行定量分析（见图 1）。

实验部分

试剂、样品与材料
含 P188 的蛋白制剂（包含蛋白、P188 和其它辅料）、不含 P188 
的蛋白制剂（包含蛋白和其它辅料）和不含 P188 的制剂缓冲液 
（包含其它辅料）由生物制药厂家提供。泊洛沙姆  P188 购自 

Merck（药用级辅料）。甲酸铵购自 DikmaPure 公司。乙腈购自 
J.T.Baler 公司（美国）。所有化学品和溶剂均为 HPLC 级，高纯
水来自 Milli-Q 纯水机系统（美国）。

泊洛沙姆 P188 的样品前处理
移取 0.5 mL 蛋白制剂溶液样品至离心管中，加入 1.5 mL 乙腈混
匀，溶液出现白色絮状沉淀，高速离心 (13200 r/min, 5 min)；取
上清液过 0.22 μm 有机滤膜，然后直接进样分析。

仪器和软件
采用完全生物惰性、耐压高达 600 bar 的 Agilent 1260 Infinity 生
物惰性四元液相色谱系统。该系统由以下模块组成：

–– Agilent 1260 Infinity II 生物惰性四元液相色谱泵 (G5654A)

–– Agilent 1260 Infinity II 生物惰性高性能自动进样器 (G5668A)

–– Agilent 1260 Infinity MCT 柱温箱 (G7116A)

–– Agilent 1290 Infinity II ELSD 蒸发光散射检测器 (G7102A)

–– Agilent 1260 Infinity II DAD WR (G7115A)

软件采用 Agilent OpenLab CDS 2.4。

色谱条件
色谱柱：  Agilent AdvanceBio SEC 300 Å, 4.6 × 150 mm, 

2.7 μm（部件号 PL1580-3301）

流动相： 乙腈:25 mmol/L 甲酸铵 = 20:80

TCC 温度： 25 °C

进样量： 5 μL

流速： 0.25 mL/min

检测条件：  ELSD，雾化温度 70 °C，蒸发温度 70 °C， 
气体流速 2.2 (SLM)，DAD，280 nm

线性范围、定量限和检测限的测定
标准曲线由浓度范围为 20–1000 μg/mL 的 6 个 P188 标准浓度
点创建。将流动相 5 μL 作为空白进样，随后将各线性浓度样品
重复进样 3 次。利用每个浓度的峰面积和保留时间 (RT) 来计算
标准偏差 (SD) 和相对标准偏差 (RSD%) 值。并通过进样分析较低
线性浓度的溶液来确定定量限 (LOQ) 和检测限 (LOD)。将信噪比  
(S/N) > 3 时的最低浓度定义为 LOD，而将 S/N > 10 时的浓度定义
为 LOQ。将各线性浓度下的平均峰面积对分析物浓度作图，得出 
P188 校准曲线。
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结果与讨论

前处理方法优化
前处理方法的选择直接影响 P188 的 HPLC 分析。对蛋白制剂溶
液稀释过滤后直接进样与用有机溶剂沉淀蛋白离心后过滤进样所
得到的色谱图进行比较。结果发现，由于溶液中蛋白含量比较高 
(20 mg/mL)，而制剂中 P188 的含量一般为 0.02% (W/V)，甚至
低至 0.01% (W/V)，因此虽然优化的 HPLC 分离条件能够将蛋白
与 P188 分离，但是两个峰比较接近，高浓度蛋白直接影响 P188 
的保留。综合考虑 HPLC 的流动相体系和 P188 在蛋白制剂中的
浓度，最终选择用乙腈来沉淀溶液中的蛋白，经高速离心过滤后
上样分析。由此可以消除 HPLC 分析时蛋白对 P188 定量分析的
影响，实现 P188 的分离和准确定量测定。结果如图 2 所示。
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图 2. 含 P188 的蛋白药物制剂的色谱图：A) 未除蛋白直接进样得到的色谱图；B) 除
蛋白后进样得到的色谱图

P188 的 SEC 分析
目前多数抗体类蛋白药物 SEC 分析时选择 7.8 × 300 mm, 300 Å 
的色谱柱，可以实现分离的目的，但是分析时间比较长（一般需
要 30 min）。为提高 P188 的分离效率，我们选择 AdvanceBio 
SEC (300 Å, 4.6 × 150 mm, 2.7 μm) 色谱柱分离 P188。P188 保留
时间在 6 min 左右，总体分析时间为 15 min，相比常规方法缩短
了一半，可显著提高分析效率，加快研发进程（见图 3）。
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图 3. 在 AdvanceBio SEC 300 Å, 4.6 × 150 mm, 2.7 μm 色谱柱上利用乙腈/甲酸铵流
动相等度分离得到的实际蛋白制剂样品中 P188 的 SEC 色谱图

P188 的 ELSD 测定
由于 P188 的化学结构不含紫外吸收基团，因此选择通用型蒸发
光散射检测器 (ELSD)，并对 1290 Infinity II ELSD 的各项检测参数
进行优化，其中包括雾化器温度 (Nebulizer Temperature)、蒸发
器温度 (Evaporator Temperature) 和氮气流速 (Gas Flow Rate)。
实验数据表明，氮气流速对基线噪音的影响比较显著，如图 4 所
示。在 2.2–2.4 SLM 时，基线噪音最小，有助于提高 P188 测定
的灵敏度。同时考虑到系统的稳定性，选择氮气流速 2.2 SLM 作
为最佳条件。
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图 4. 比较 ELSD 不同氮气流速对基线噪音的影响

保留时间和峰面积的精密度
如表 1 所示，P188 重复进样 5 次得到的平均保留时间和峰面积
的 RSD 值。保留时间和峰面积的 RSD 分别为 0.10% 和 1.06%，
表明该方法具有优异的重现性和精密度。

表 1. 保留时间和峰面积的精密度 (n = 5)

1 2 3 4 5 RSD

保留时间/
min

5.873 5.882 5.881 5.882 5.889 0.10%

峰面积 283.546 288.278 288.01 282.071 288.515 1.06%

检测限和定量限
P188 的 LOD 和 LOQ 分别为 10 μg/mL 和 20 μg/mL，如图 5 所
示。当 P188 进样浓度为 20 μg/mL 且进样量为 5 μL 时，S/N 为 
46.4，远远高于 S/N > 10 的要求。这表明采用 HPLC-ELSD 方法
的灵敏度较高，可以满足客户准确定量分析蛋白制剂中 P188 的
要求。
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图 5. 浓度为 LOQ 的 P188 的色谱图

线性
使用峰面积与 P188 浓度创建从 LOQ 到高浓度的 P188 的双 Log 
曲线。准确度结果如表 2 所示。图 6 为 20–1000 μg/mL 浓度范
围内 P188 的线性曲线。

表 2. P188 线性范围

浓度 (μg/mL) 20 50 100 200 500 1000

平均峰面积 93.4 267.44 715.58 1880.69 6618.75 15311.29
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图 6. 浓度范围为 20–1000 μg/mL 的 6 点标准曲线

加标回收率
以不含 P188 的蛋白制剂溶液和制剂缓冲液为空白，加入 50 μg/mL 
进行加标回收率实验。平行测定 3 次，以评价该方法的准确度。
蛋白制剂和制剂缓冲液的加标回收率分别为 105% 和 94%，符合 
90%–110% 的要求。
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图 7. 利用 HPLC-ELSD 得到的色谱图：A) 不含 P188 的蛋白制剂，B) 加标浓度为 
50 μg/mL 的蛋白制剂，C) 浓度为 50 μg/mL 的 P188 标准溶液

B
 A

C
 

保留时间

响
应

图 8. 利用 HPLC-ELSD 得到的色谱图：A) 浓度为 50 μg/mL 的 P188 标准溶液， 
B) 不含 P188 的制剂缓冲液，C) 加标浓度为 50 μg/mL 的制剂缓冲液

实际蛋白制剂中 P188 的含量测定
客户提供已知准确 P188 含量 (200 μg/mL) 的蛋白溶液，测定结果为 208 μg/mL，
处于标准值 90%–110% 的范围内，满足分析要求。
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图 9. A) 含 P188 的实际蛋白制剂和 B) 50 μg/mL P188 标准溶液的色谱图
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结论
本应用基于 Agilent 1260 Infinity II 生物惰性四元色谱系统、1290 
Infinity II ELSD 检测器和AdvanceBio SEC 色谱柱开发出一种分析
生物制剂中 P188 的方法，该方法快速高效，且具有高灵敏度和
高稳定性。AdvanceBio SEC 色谱柱为 P188 提供了出色的分离
度，1290 Infinity II ELSD 为 P188 提供了较高的检测灵敏度和稳
定性。利用该方法可获得优异的峰面积与保留时间精密度，表明
该方法具有出色的可靠性。浓度范围为 20–1000 μg/mL 的 6 点
标准曲线表现出优异的线性，表明该方法可以实现准确定量。
P188 的 LOD 和 LOQ 分别为 10 μg/mL 和 20 μg/mL，表明该方法
灵敏度较高。此外，AdvanceBio SEC 色谱柱可根据峰面积百分比
对实际生物制剂中的 P188 进行分离、检测和定量分析。因此，
该方法可作为生物制药企业测定辅料 P188 的出色解决方案。
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