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离子色谱法测定那屈肝素钙注射液中游离硫酸盐含量
李祥胜，孟雅萍，许雷鸣△

（安徽省食品药品检验研究院，安徽 合肥 ２３００５１）
摘要：目的 建立测定那屈肝素钙注射液中游离硫酸盐含量的离子色谱法。方法 色谱柱为 ＩｏｎＰａｃＴＭＡＳ１１－ＨＣ柱（２５０ｍｍ×４ｍｍ），保
护柱为 ＩｏｎＰａｃＴＭＡＧ１１－ＨＣ柱（５０ｍｍ×４ｍｍ），柱温为 ３０℃；以 ３ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液为淋洗液，流速为２．０ｍＬ／ｍｉｎ；电导检测器，电
导池温度为 ３５℃；抑制电流为 ５０ｍＡ。结果 硫酸根离子质量浓度在 １．０～２０．０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好，ｒ＝０．９９９９５
牗ｎ＝５）；精密度、稳定性、重复性试验的 ＲＳＤ均小于 １．０％；平均加样回收率为 ９８．４０％，ＲＳＤ为 ３．２６％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简

单，结果准确，灵敏度高，重复性好，可用于测定那屈肝素钙注射液中游离硫酸盐的含量。
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那屈肝素钙注射液临床主要用于外科手术中静脉

血栓形成中高度或高度危险的情况犤１犦，预防静脉血栓栓

塞性疾病，治疗已形成的深静脉血栓，以及联合阿司匹

林用于不稳定型心绞痛和非Ｑ波性心肌梗死急性期的
治疗。其药品说明书所载用法还包括血液透析中预防体

外循环中的血凝块形成。那屈肝素钙是由肠黏膜获取的

氨基葡聚糖（肝素）片段的钙盐。肝素双糖单位中有多个

位置被硫酸基团取代，硫酸基取代的位置及数量与肝素

的抗凝活性密切相关。当肝素解聚为那屈肝素钙时，糖

链上的硫酸基团会脱落，若生产工艺控制不当，硫酸基

团会过度解离，从而影响那屈肝素钙的活性，且那屈肝

素钙注射液的硫酸基团在贮藏过程中也有可能脱落，故

应严格控制那屈肝素钙制剂中的游离硫酸盐。目前（截

至笔者投稿时）在国内上市的那屈肝素钙注射液生产企

业有４家，其中国产３家、原研１家（葛兰素史克），仅原
研、国产各１家生产企业以离子色谱法对制剂中游离硫
酸盐加以控制，但这２家生产企业的离子色谱法均存在
氢氧化钠淋洗液浓度偏高导致抑制器电流过大、出峰过

早，以及因基线噪音过大影响积分准确性等瑕疵。本研

究中参考文献犤２－１５犦，通过优化色谱条件等对检测方
法进行优化。现报道如下。

１ 仪器与试药

ＩＣＳ－５０００型离子色谱仪（美国Ｄｉｏｎｅｘ公司）。硫酸
根标准溶液（批号为１８０９４，质量浓度为１０００μｇ／ｍＬ），
草酸钠标准溶液（批号为１９０１２，浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ），均
购自中国计量科学研究院；无水碳酸钠（上海麦克林生

化科技有限公司，批号为 Ｃ１０４７７８３６，含量为 ９９．０％）；
那屈肝素钙注射液犤南京健友生化制药股份有限公司，
批号分别为 Ａ４０２０６Ｅ，Ａ４１１０５Ｅ，Ａ４０８０５Ｅ；河北常山生
化药业有限公司，批号分别为 Ｆ４２３１８０４０３，Ｆ４２３１９０１２，
Ｆ４２３１９０１０１；天津生物化学制药有限公司，批号分别为
７３１９０２０１，７４１９０２０２，７４１９０２０３；葛兰素史克＜天津＞有限
公司，批号分别为５３００牗Ａ牘，５２６４，５３００牗Ｂ牘犦；水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＩｏｎＰａｃＴＭ ＡＳ１１－ＨＣ柱（２５０ｍｍ×４ｍｍ）；
保护柱：ＩｏｎＰａｃＴＭＡＧ１１－ＨＣ柱（５０ｍｍ×４ｍｍ）；柱温：
３０℃；电导检测器，电导池温度：３５℃；抑制器电流：
５０ｍＡ；淋洗液：３ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液牗等度洗脱牘；流
速：２．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：２５μＬ。
２．２ 溶液制备

精密量取硫酸根标准溶液（１０００μｇ／ｍＬ）适量，用
淋洗液稀释，制成每 １ｍＬ分别含硫酸根 １，２，５，１０，
２０μｇ的系列硫酸根标准溶液。精密量取草酸钠标准溶
液（０．１ｍｏｌ／Ｌ）适量，用淋洗液稀释，制成每１ｍＬ含草酸根
５０μｇ的溶液，取 １ｍＬ与硫酸根标准溶液（１０μｇ／ｍＬ）
３ｍＬ，置同一 １０ｍＬ容量瓶中，加淋洗液定容，摇匀，
即得对照品溶液。取样品 ０．５ｍＬ，用淋洗液稀释至
５０ｍＬ，摇匀，离心，经 ０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤
液，即得供试品溶液。以 ３ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸钠溶液（淋洗
液）作为空白溶液。

２．３ 方法学考察

系统适用性及专属性试验：精密量取 ２．２项下
３种溶液各 ２５μＬ，按 ２．１项下色谱条件进样测定。结
果分离度为 ３．５，空白溶液对硫酸根测定无干扰，详
见图 １。

线性关系考察：精密量取 ２．２项下系列硫酸根标
准溶液各 ２５μＬ，按 ２．１项下色谱条件进样测定。记
录色谱图，以硫酸根质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、
峰面积为纵坐标牗Ｙ牘进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝
０．０７５０４Ｘ－０．０１４９８，ｒ＝０．９９９９５牗ｎ＝５）。结果表明，
硫酸根进样质量浓度在１．０～２０．０μｇ／ｍＬ范围内与峰
面积线性关系良好。

检测限和定量限确定：取２．２项下硫酸根对照品溶
液牗５μｇ／ｍＬ牘适量，倍比稀释，并按 ２．１项下色谱条件
进样测定，以信噪比（Ｓ／Ｎ）为 ３∶１和 １０∶１计算检测

Ａ Ｂ Ｃ

１

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

０．８００

０．６２５

０．５００

０．３７５

０．２５０

０．１２５

０

－０．１００

１．硫酸根 ２．草酸根
Ａ．对照品溶液 Ｂ．空白溶液 Ｃ．供试品溶液

图１ 离子色谱图

１．ｓｕｌｆａｔｅｉｏｎ ２．ｏｘａｌａｔｅｉｏｎ
Ａ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．ＢｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎＣ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ Ｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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样品含量（μｇ）

１８７
１８７
１８７
１８７
１８７
１８７

加入量（μｇ）

５０
５０
５０
５０
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５０

测得量（μｇ）

２３８．３
２３５．２
２３５．９
２３５．１
２３４．６
２３８．１
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１０２．２０

Ｘ（％）
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ＲＳＤ（％）
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表２ ３种方法含量测定结果比较（μｇ／ｍＬ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．２ Ｃｏｍｐａｒａｓｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｕｌｆａｔｅｉｏｎｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｒ

ｍｉｎｅｄｂｙｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓ（μｇ／ｍＬ，ｎ＝３）
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表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝６）

限和定量限。结果硫酸根的检测限为０．０３μｇ／ｍＬ，定量
限为０．１０μｇ／ｍＬ。

精密度试验：精密量取 ２．２项下硫酸根标准溶液
（５μｇ／ｍＬ）２５μＬ，按２．１项下色谱条件连续进样６次，
记录峰面积。结果的 ＲＳＤ为０．３９％（ｎ＝６），表明仪器
精密度良好。

稳定性试验：取 ２．２项下供试品溶液适量，分别于
室温下放置 ０，１，３，５，８，１２，２４ｈ，按 ２．１项下色谱条件
进样分析，记录峰面积。结果的 ＲＳＤ为０．５８％（ｎ＝７），表
明室温下供试品溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取样品（批号为 ７３１９０２０１）适量，按
２．２项下方法制备６份供试品溶液，按２．１项下色谱条
件进样测定，记录峰面积并计算含量。结果硫酸根平均

含量为 ３７４μｇ／ｍＬ，ＲＳＤ为 ０．６２％（ｎ＝６），表明方法
重复性良好。

加样回收试验：精密量取已知含量的样品（硫酸根含

量为３７４μｇ／ｍＬ，批号为７３１９０２０１）０．５ｍＬ，共６份，分
别置 ５０ｍＬ容量瓶中，精密加入硫酸根标准溶液
（１００μｇ／ｍＬ）０．５ｍＬ，用淋洗液定容，摇匀，按２．１项下
色谱条件进样测定，并计算回收率。结果见表１。

２．４ 样品含量测定

取１２批样品，分别以天津生化标准方法（方法１）、
葛兰素史克标准方法（方法２）及拟订方法（方法３）进行
测定。结果见表２。

３ 讨论

葛兰素史克标准方法的测定结果略高于拟订方法

的测定结果牗仅１批例外牘，可能与前者出峰过快（出峰
时间为３ｍｉｎ）造成杂质峰不能很好地分离有关；天津生
化标准方法的测定结果低于拟订方法测定结果牗仅１
批例外牘，可能与前者基线噪音较大，影响积分的准确性
有关。且葛兰素史克标准方法中色谱柱是少用于离子色

谱法的钢化短柱，氢氧化钠淋洗液浓度偏高，导致抑制

器电流太高，影响其使用寿命，淋洗液配制也相对较烦

琐。本研究中在参考相关文献的基础上，通过优化色谱

条件来优化检测方法，新修订的方法对不同企业那屈肝

素钙注射液中硫酸盐的含量测定均有良好适用性，且操

作简单，结果准确，灵敏度高，重复性好，可作为国内上

市 ４家企业的那屈肝素钙注射液中游离硫酸盐含量的
测定方法。
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