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高效液相色谱法定量分析奥曲肽
向童欣，黄永鹏，唐慧，钟辉，陈博

( 军事科学院防化研究院，北京　102205)

摘要　建立奥曲肽的高效液相色谱定量分析方法。色谱柱为 Eclipse plus C18 柱 (4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动

相为乙腈 –0.25％高氯酸水溶液 ( 体积比为 30∶70)，流量为 1.0 mL／min，检测波长为 210 nm，柱温为 25℃。奥曲肽

的质量浓度在 4.38～219 μg／mL 范围内与色谱峰面积成良好的线性关系，相关系数为 0.999 9，检出限为 1.1 ng，定

量限为 2.19 ng。测定结果的相对标准偏差为 0.26%～0.46% (n=5)，加标回收率为 97.41%～100.26%。该方法简便、快

速、准确，适用于奥曲肽原料药与制剂的定量分析。
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Quantitative analysis of octreotide by high performance liquid chromatography
XIANG Tongxin, HUANG Yongpeng, TANG Hui, ZHONG Hui, CHEN Bo

(Research Institute of Chemical Defense, Beijing　102205, China)

Abstract　A method for the quantitative analysis of octreotide by high performance liquid chromatography was 

established. The chromatographic column was Eclipse plus C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm), the mobile phase was 
acetonitrile–0.25% perchloric acid aqueous solution (30∶70, v／v), the flow rate was 1.0 mL／min, the detection wave length 
was 210 nm, and the column temperature was 25℃ . The mass concentration of octreotide had a good linear relationship with 
the peak area in the range of 4.38–219 μg／mL, the correlation coefficient was 0.999 9, the detection limit was 1.1 ng, and 
the quantitative limit was 2.19 ng. The relative standard deviations of determination rusults were 0.26%–0.46% (n=5), and 
the recoveries of standard addition samples were 97.41%–100.26%. This method is simple, rapid, accurate, and it is suitable 
for the quantitative analysis of octreotide.

Keywords　octreotide; high performance liquid chromatography; quantitative analysis

奥曲肽 (Octreotide，OCT) 是由八个氨基酸组

成的环状多肽化合物，化学名称为 D- 苯丙胺酰 -L-
半胱氨酰 -L- 苯丙胺酰 -D- 色氨酰 -L- 赖氨酰 -L-
苏氨酰 -L- 半胱氨酰 -L- 苏氨醇 (2 → 7) 环二硫化

物，化学结构式如图 1 所示。OCT 是首例获批上

市的人工合成生长抑素类药物，与天然生长抑素

(Somatostatin, SST) 相比，具有更强的作用效果与更

长的半衰期［1］，对腺体分泌 ( 生长激素、促甲状腺激

素、胰岛素、胰高血糖素、降钙素等 )、内脏血流、平

滑肌收缩、细胞增殖、肿瘤增长等具有抑制作用，是

目前临床上治疗肢端肥大症的首选药物［2］，同时在

治疗急慢性胰腺炎［3–4］、上消化道出血［5–6］、消化道

内分泌／非内分泌性肿瘤［7］、肺癌［8］等领域应用广

泛。近年来，OCT 原料药合成、新剂型开发、药理学
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图 1　奥曲肽的化学结构式
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等研究备受关注，而上述研究均需要以 OCT 的定量

分析作为依据。

目前 OCT 定量分析方法主要有高效液相色谱

(HPLC) 法［9–14］、高效液相色谱 – 质谱 (HPLC–MS)
法［15–16］、酶联免疫吸附测定 (ELISA) 法［17］、放射性

免疫分析 (RIA) 法［18］、共振瑞利散射 (RRS) 法［19］

等。其中，HPLC 法设备费用相对较低，操作较简

单，在 OCT 原料药及其制剂纯度与杂质分析、载药

量、稳定性、质量一致性、体外溶出度等评价中应用

最为广泛。目前文献报道的关于奥曲肽的 HPLC
定量分析方法主要是参照《中国药典》中醋酸奥曲

肽 (Octreotide Acetate，OA) 测定含量的方法［20］，即

采用不同浓度的四甲基氢氧化铵水溶液和不同体积

的乙腈分别作为流动相 A 和流动相 B，然后进行梯

度洗脱。该方法存在流动相配制繁琐、分析时间长

( 大于 30 min)、压力不稳定、基线噪声和漂移大影响

分析精密度和稳定性、色谱柱需要再生处理、磷酸盐

容易析出损坏色谱柱与柱塞泵等不足。笔者采用乙

腈 – 固定浓度的高氯酸水溶液体系等度洗脱，分别

考察了流动相 pH 值和配比对 OCT 色谱行为的影

响，优化相关色谱条件，建立了新的 HPLC 定量分

析 OCT 的方法，该方法操作简便，测定快速，结果准

确，适用于 OCT 原料药与制剂的分析评价。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：Agilent 1260 型，美国安捷伦

科技有限公司；

电子分析天平：XP105DR 型，上海梅特勒 – 托

利多仪器有限公司；

酸度计：Sevenmulti 型，上海梅特勒 – 托利多仪

器有限公司；

奥 曲 肽 标 准 品：纯 度 为 99.1%，批 号 为

2018053003–1，浙江湃肽生物有限公司；

奥曲肽原料药样品：实验室自制；

乙腈：色谱纯，美国默克公司；

高氯酸：分析纯，北京百灵威公司；

实验用水为娃哈哈纯净水。

1.2　色谱条件

色 谱 柱：Eclipse plus C18 (4.6 mm×250 mm，

5 μm，美国安捷伦科技有限公司 ) ；流动相：乙

腈 –0.25% 高氯酸水溶液 ( 体积比为 30∶70) ；检测

波长：210 nm ；流量：1 mL／min ；柱温：25℃；进样

体积：5 μL。

1.3　溶液配制

OCT 储备溶液：219.0 μg／mL，精确称取 21.9 
mg 奥曲肽标准品，置于 100 mL 容量瓶中，加入适

量纯水溶解并定容至标线，摇匀。

系列 OCT 标准工作溶液：分别精密移取 0.2，
0.5，1.0，2.0，4.0，6.0，10.0 mL 的 OCT 储备溶液至

10 mL 容量瓶中，加入纯水稀释并定容至标线，摇

匀，配制成奥曲肽的质量浓度分别为 4.38，10.95，
21.90，43.80，87.60，131.40，219.00 μg／mL 的系列

OCT 标准工作溶液。

1.4　样品处理

精确称取 20 mg 奥曲肽原料药样品，置于 250 
mL 容量瓶中，加入适量纯水溶解，超声 5 min，冷却

后用纯水定容至标线，摇匀，静置后用 0.45 μm 微

孔滤膜过滤，滤液即为待测样品溶液。

2　结果与讨论

2.1　流动相 pH 值确定

在乙腈 – 高氯酸水溶液体积比为 30∶70 条件

下，通过改变高氯酸水溶液中高氯酸含量，配制 pH 
0.6 至 pH 6.4 的系列流动相体系，考察流动相 pH 值

对 OCT 色谱行为的影响，结果见表 1。
表 1　流动相 pH 值对奥曲肽色谱行为的影响

高氯酸含
量／% pH 保留时间／

min 峰面积 峰高 峰宽 对称性

5 0.61 13.194 2 745.1 119.2 0.358 7 0.880
1 1.06 9.785 2 743.1 164.3 0.258 8 0.847

0.5 1.39 9.417 2 743.8 172.0 0.251 9 0.840
0.3 1.58 9.050 2 745.0 174.2 0.243 9 0.832

0.25 1.70 8.920 2 744.6 183.1 0.232 9 0.825
0.2 1.75 7.629 2 747.1 201.7 0.210 9 0.782
0.1 1.94 5.558 2 749.6 263.7 0.159 7 0.762

0.05 2.24 * – – – –
0.01 2.85 * – – – –

0 6.39 * – – – –

　注：*OCT 色谱峰与溶剂峰未完全分离

由表 1 可知，当流动相 pH ≥ 2.24 时，OCT 主

峰与溶剂峰不能完全分离；当流动性 pH 值≤ 1.94
时，OCT 主峰与溶剂峰完全分离，随流动相 pH 值

的减小，OCT 的保留时间逐渐延长，色谱峰的对称

性和峰宽逐渐增加，峰高逐渐减小，峰面积无显著

差异。当高氯酸含量为 0.25%，即流动相体系的 pH
值为 1.7 时，pH 对 OCT 色谱行为影响较小，OCT
主峰保留时间小于 9 min，且峰形尖锐、对称性良好。

综合保留时间、峰形对称性、峰高、峰宽等因素选择

在高氯酸水溶液中加入 0.25% 高氯酸，即流动相 pH
值为 1.7。
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2.2　流动相配比对选择

分别以体积比为10∶90，20∶80，25∶75，30∶70，
35∶65，40∶60 的乙腈 –0.25% 高氯酸水溶液作为流

动相进样分析，考察不同流动相配比对 OCT 色谱行

为的影响，上述流动相体系的 pH 值均在 1.70±0.05
之间，在此范围内 pH 对 OCT 色谱行为影响较小，

实验结果如图 2 所示。

m
in

%
图 2　流动相中乙腈体积分数对奥曲肽保留时间的影响

由图 2 可以看出，随着流动相体系中乙腈体积

分数的增大，OCT 的保留时间随之减小。当乙腈与

0.25% 高氯酸水溶液体积比为 10∶90 和 20∶80 时，

流动相洗脱能力不够，30 min 内未出峰。当二者的

体积比为 25∶75，30∶70，35∶65 时，OCT 主峰与

溶剂峰完全分离，保留时间分别为 14.45，8.92，4.56 
min，其中，当二者的体积比为 30∶70 时，色谱峰峰

形尖锐，且对称性最好。当二者的体积比为 40∶60
时，OCT 主峰与溶剂峰不能完全分离。综合考虑，

选择体积比为 30∶70 的乙腈 – 0.25％高氯酸水溶液

作为流动相，OCT 的保留时间为 8.92 min，色谱图

如图 3 所示。

t min
图 3　OCT 的色谱图

2.3　线性方程与检测限

将系列 OCT 标准工作溶液用 0.45 μm 微孔

滤膜过滤，在 1.2 色谱条件下分别进行测定，每一

浓度的 OCT 标准工作溶液重复进样 2 次，以两次

测定值的平均值作为色谱峰面积的测定结果。以

OCT 的质量浓度 (X) 为横坐标，以色谱峰面积 (Y)
为纵坐标，绘制标准工作曲线，计算得线性方程为

Y=11.579X–31.461，相关系数为 0.999 9。表明 OCT

的质量浓度在 4.38～219 μg／mL 范围内线性关系

良好。

将质量浓度为 4.38 μg／mL 的 OCT 标准工作

溶液逐步稀释，在 1.2 色谱条件下分别进样测定，计

算相应色谱峰高和平均基线噪音之比。以 3 倍信噪

比 (S／N=3) 时的浓度为最低检测限浓度，以 10 倍

信噪比 (S／N=10) 时的浓度为最低定量限浓度，将

检测限浓度乘以进样体积 5 μL，得最低定性与定

量检测限分别为 1.10，2.19 ng。
2.4　精密度试验

按 1.4 方法分别对 5 份奥曲肽原料药样品进行

处理，得到 5 组不同质量浓度的 OCT 样品溶液，在

1.2 色谱条件下分别连续进样测定 5 次，结果见表 2。
表 2　精密度试验结果

样品浓度／
(μg · mL–1)

测定值／
(μg · mL–1)

平均值／
(μg · mL–1)

RSD／
%

15.4 15.43，15.52，
15.40，15.49，15.46 15.46 0.32

30.8 30.88，30.82，
30.91，30.97，31.04 30.93 0.29

38.5 38.77，38.58，
38.83，38.76，38.66 38.72 0.26

77 77.31，76.89，
77.03，77.50，77.32 77.21 0.32

154 154.44，154.62，
152.99，154.31，153.40 153.95 0.46

由表 2 可知，5 组不同质量浓度的 OCT 样品测

定结果的相对标准偏差为 0.26%～0.46%，表明该方

法精密度良好。

2.5　加标回收试验

分别将含有 180，300，600 μg 奥曲肽的溶液样

品添加到空白样品基质 ( 纯水 ) 中，定容配制成低、

中、高 3 种加标浓度的样品，经 0.45 μm 微孔滤膜

过滤后，在 1.2 色谱条件下进行测定，每个浓度样品

平行测定 3 次，根据色谱峰面积及线性方程计算回

收率，结果见表 3。由表 3 可知，样品加标回收率为

97.41%～100.26%，表明该方法具有较高的准确度。
表 3　加标回收试验结果

加标量／μg 测定量／μg 平均回收率／% RSD／%
180 180.33，179.95，179.21 99.90 0.32
300 302.37，300.52，299.48 100.26 0.49
600 587.2，582.7，583.4 97.41 0.42

2.6　稳定性试验

选取质量浓度分别为 10.95，43.80，219.00 
μg／mL 的 OCT 标准工作溶液，在 1.2 色谱条件下，

分别通过在一天内每隔 2 h 测定一次、共计 5 次和

每天测定一次、连续测定 5 天的方式，考察分析方法



 化学分析计量 2020 年，第 29 卷，第 2 期82

的日内与日间稳定性，结果见表 4。日内测定结果

的相对标准偏差为 0.32%～0.37%，日间测定结果的

相对标准偏差为 0.47%～1.31%. 表明该方法具有较

高的稳定性。
表 4　日内与日间稳定性试验结果

浓度／(μg · mL–1)
RSD／%

日内 日间

10.95 0.37 0.47
43.80 0.32 1.31
219.00 0.36 0.48

2.7　实际样品测定

按 1.4 方法分别对实验室制备的 5 个批次的奥

曲肽原料药样品进行处理，在 1.2 色谱条件下，对每

个样品平行测定 3 次，取平均值作为测定结果，根据

色谱峰面积及线性方程计算得 5 个批次原料药样品

中奥曲肽含量分别为 98.3%，98.2%，98.0%，98.7%，

98.2%。表明所制备的原料药具有较高的纯度与良

好的批次稳定性。

3　结语

建立了以乙腈 – 高氯酸水溶液为流动相体系的

奥曲肽等度洗脱 HPLC 定量分析方法，着重考察了

流动相 pH 值及配比对 OCT 色谱行为的影响，与常

规药典方法相比，避免了含有磷酸的复杂流动相体

系以及梯度洗脱存在的不足。该方法操作简便，检

测快速，结果准确，可用于 OCT 原料药与制剂的分

析评价，以促进 OCT 的药学研究与临床应用。
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