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1. 对仪器的一般要求

分子排阻色谱法所需的进样器和检测器同高效液相色谱  

法 ( 通 则 0512>，液 相 色 谱 栗 一 般 分 常 压 、 中 压 和 高 压 泵 。 

在药物分析中，尤 其是 分子 量 或分子量分布测定中，通常采  

用 高 效 分 子 排 阻 色 谱 法 （HPSEC) 。应 选 用 与 供 试 品 分 子 大  

小相适应的色谱柱填充剂。使用的流动相通常为水溶液或缓  

冲溶液，溶 液 的 p H 值 不 宜 超 出 填 充 剂 的 耐 受 力 ，一 般 pH  

值 在 2〜8 范 围 。流 动 相 中 可 加 人 适 量 的 有 机 溶 剂 ，但不宜  

过 浓 ，一 般 不 应 超 过 30% ，流 速 不 宜 过 快 ，一 般 为 0 .5 〜

1. Om l/m in。

2. 系统适用性试验

分子排阻色谱法的系统适用性试验中色谱柱的理论板数  

(n )、分 离 度 、重 复 性 、拖 尾 因 子 的 测 定 方 法 ，在 一 般 情 况  

下 ，同 高效 液 相 色 谱 法 （通 则 0512)项 下 方 法 ，但 在 高 分 子  

杂质检査时，某些药物分子的单体与其二聚体不能达到基线  

分 离 时，其分 离 度 的 计 算 公式 为 ：

p _  二聚体的峰高  
单体与二聚体之间的谷高

除 另 有规 定外 ，分 离 度 应 大 于 2 .0 。

3 . 测定法

(1 )分 子 量 测 定 法 一 般 适 用 于 蛋 白 质 和 多 肽 的 分 子 量  

测定。按 各品 种项 下规 定的方法，选用与供试品分子大小相  

适 宜 的 色 谱 柱 和 适 宜 分 子 量 范 围 的 标 准 物 质 ，除 另 有 规 定  
外 ，标 准 物 质 与 供 试 品 均 需 使 用 二 硫 苏 糖 醇 （D T T ) 和十二  

烷基硫酸钠（SDS)处 理 ，以 打 开 分 子 内 和 分 子 间 的 二 硫 键 ， 

并使分子的构型与构象趋于一致，经处理的蛋白质和多肽分  

子通常以线性形式分离，以 标 准 物 质 分 子 量 （M w ) 的对数值  

对 相 应 的 保 留 时 间 （化）制 得 标 准 曲 线 的 线 性 回 归 方 程  

lgM w= a+ 6 «R，供 试 品 以 保 留 时 间 由标准曲 线 回 归 方 程 计  

算其分子童或亚基 的 分 子 量 。

(2>生物大分子聚合物分子量与分子量分布的测定法生 

物大分子聚合物如多糖、多聚核苷酸和胶原蛋白等具有分子  

大小不均一的特点，故生物大分子聚合物分子量与分子量分  

布是控制该类产品的关键指标。在测定生物大分子聚合物分  

子量与分子量分布时，选用与供试品分子结构与性质相同或  

相似的标准物质十分重要。

按 各品 种项 下规 定的方法，除 另 有 规 定 外 ，同样采用分  

子 量 标 准 物 质 和 适宜 的GPC软 件 ，以 标 准 物 质 重 均 分 子 量  

(A L )的 对 数 值 对 相 应 的 保 留 时 间 U R) 制 得 标 准 曲 线 的 线 性  

回归方程lgAiw= a + & R，供 试 品 采 用 适 宜 的 GPC软件处理  

结果，并按下列公式计算出供试品的分子量与分子量分布。

M ^ Z R I i / Z i R h / M , )

D = M W/M „

式 中 紙 为 数 均 分 子 量 ；

为 重 均分 子 量 t 

D 为 分 布 系 数 ；

为 供 试 品 在 保 留 时 间 i 时 的 峰 高 ；

抓 为 供 试 品 在 保 留 时 间 i 时 的 分 子 量 。 、

(3 )高 分 子 杂 质 测 定 法 高 分 子 杂 质 系 指 供 试 品 中 含 有  

分 子 量 大 于 药 物 分 子 的 杂 质 ，通常是药物在生产或贮存过程  

中产生的髙分子聚合物或在生产过程中未除尽的可能产生过  

敏 反 应 的 高 分 子 物 质 。

按 各品 种项 下 规 定的 色 谱 条 件 进 行 分 离 。

定量方法

① 主 成 分 自 身 对 照 法 同 高 效 液 相 色 谱 法 （通 则 0512) 

项 下 规 定 。一 般 用 于 高 分子杂质含量较低的品种。

② 面 积 归 一 化 法 同 高 效 液 相 色 谱 法 （通 则 0512)项下  

规 定 。

③ 限 量 法 除 另 有 规 定 外 ，规定不得检出保留时间小于  

标 准 物 质 保 留 时 间 的 组 分 ，一般用于混合物中高分子物质的  

控 制 。

④ 自 身 对 照 外 标 法 一 般 用 于 Sephadex G -10凝胶色谱  

系 统 中 矛 内 酰 胺 抗 生 素 中 高 分子 杂质 的 检 查 。在该分离系统  

中 ，除 部 分 寡 聚 物 外 ，浐 内酰胺抗生素中高分子杂质在色谱  

过 程 中 均 不 保 留 ，即 所 有 的 髙 分 子 杂 质 表 现 为 单 一 的 色 谱  

峰 ，以 供 试 品 自身 为对 照品 ，按外标法计算供试品中高分子  

杂 质 的 相 对 百 分 含 量 。

【附注】Sephadex G-10的处理方法

色谱柱的填装 装柱前先将约15g葡聚糖凝胶Sephadex G-10 

用水浸泡48小时，使之充分溶胀，搅拌除去空气泡，徐徐倾人  

玻 璃 或 其 他 适 宜 材 质 的 柱 ，一 次 性 装 填 完 毕 ，以 免 分 层 ，然 

后 用 水 将 附 着 玻 璃 管 壁 的 Sephadex G -10洗 下 ，使色谱柱面  

平 整 ，新 填 装 的 色 谱 柱 要 先 用 水 连 续 冲 洗 4〜6 小 时 ，以排 

出 柱 中 的 气 泡。

供 试 品 的 加 入 进 样 可 以 采 用 自 动 进 样 阀 ，也可以直接  

将 供 试 品 加 在 床 的 表 面 （此 时 ，先 将 床 表 面 的 流 动 相 吸 干 或  

渗 干 ，立 即将 供试 品溶 液 沿 着 色 谱 管 壁 转 圈 缓 缓 加 人 ，注意 

勿 使 填 充 剂 翻 起 ，待 之 随 着 重 力 的 作 用 渗 人 固 定 相 后 ，再沿  

着 色 谱 管 壁 转 圈 缓 缓 加 人 3〜 5 m l流 动 相 ，以洗下残留在色  

谱 管 壁 的 供 试 品 溶 液 ）。

0 5 2 1气相色谱法

气 相 色 谱 法 系 采 用气 体 为 流 动 相（载 气 ）流经装有填充剂  

的 色 谱 柱 进 行 分 离 测 定 的 色 谱 方 法 。物 质 或 其 衍 生 物 气 化  

后 ，被 载 气 带 人 色 谱 柱 进 行 分 离 ，各 组 分 先 后 进 人 检 测 器 ， 

用 数 据 处 理 系 统 记 录 色 谱 信 号 。

1. 对仪器的一般要求

所 用 的 仪 器 为 气 相 色 谱 仪 ，由载气源、进 样 部 分 、色谱  

柱 、柱 温 箱 、检 测 器和 数 据 处 理 系 统 等 组 成 。进 样 部 分 、色 

谱 柱和 检 测 器的 温度 均应 根 据 分 析 要 求 适 当 设 定 。

(1 )载 气 源 气 相 色 谱 法 的 流 动 相 为 气 体 ，称 为 载 气 ， 

氦 、氮 和 氢 可 用 作 载 气 ，可由高压 钢瓶或 高纯度气体发生器
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提 供 ，经 过 适 当 的 减 压 装 置 ，以一定的流速经过进样器和色  

谱 柱 ；根据 供试 品的 性 质 和 检 测 器 种 类 选 择 载 气 ，除另有规  

定 外 ，常 用 载 气 为 氮 气 。

(2 )进 样 部 分 进 样 方 式 一 般 可 采 用 溶 液 直 接 进 样 、 自 

动 进样 或 顶 空 进 样 。

溶 液 直 接 进 样采用微量注射器、微量 进 样阀或有分流装  

置的气化室进样；采 用 溶 液 直 接 进 样 或 自 动 进 样 时 ，进样口 

温 度 应 高 于 柱 温 30〜50aC ; 进 样 量 一 般 不 超 过 数 微 升 ；柱径 

越细 ，进样量应越少，采用毛细管柱时，一般应分流以免过载。

顶空进样适用于固体和液体供试品中挥发性组分的分离  

和 测 定 。将 固态 或液 态 的 供 试 品 制 成 供 试 液 后 ，置于密闭小  

瓶 中 ，在恒温控制的加热室中加热至供试品中挥发性组分在  

液 态 和 气 态 达 到 平 衡 后 ，由进样器自动吸取一定体积的顶空  

气 注 人 色 谱 柱 中 。

(3>色 谱 柱 色 谱 柱 为 填 充 柱 或 毛 细 管 柱 。填 充 柱的 材  

质 为 不 锈 钢 或 玻 璃 ，内 径 为 2〜4mm，柱 长 为 2〜4m，内装 

吸 附 剂 、髙 分 子 多 孔 小 球 或 涂 溃 固 定 液 的 载 体 ，粒 径 为
0. 18〜0. 25mm、0. 15〜 0. 18mm 或 0. 125 〜0. 15mm。常用 

载 体 为 经 酸 洗并 硅烷 化处 理的 硅 藻 土或 高分 子多 孔小 球，常 

用固 定 液 有 甲 基 聚 硅 氧 烷 、聚 乙 二 醇 等 。毛细管柱的材质为  

玻 璃 或 石 英 ，内壁或载体 经 涂渍 或交 联固 定 液 ，内径一般为  

0_ 25mm、0. 32mm或 0. 53mm，柱 长 5〜 60m, 固 定 液 膜厚

0 .1 〜5 . ( V m ,常 用 的 固 定 液 有 甲 基 聚 硅 氧 烷 、不 同 比 例 组  

成的 苯 基 甲 基 聚 硅 氧 烷 、聚 乙 二 醇 等 。

新填 充 柱 和毛 细管 柱 在 使 用 前 需 老 化 处 理 ，以除去残留 

溶 剂 及 易 流 失 的 物 质 ，色 谱 柱 如 长 期 未 用 ，使用前应老化处  

理 ，使 基 线 稳 定 。

(4 )柱 温 箱 由 于 柱 温 箱 温 度 的 波 动 会 影 响 色 谱 分 析 结 果  

的重现性，因此柱温箱控温精度应在士 r c ，且温度波动小于  

每 小 时 0 .1 1 。温度控制系统分为恒温和程序升温两种。

(5 )检 测 器 适 合 气 相 色 谱 法 的 检 测 器 有 火 焰 离 子 化 检  

测 器 （F1D)、热 导 检 测 器（T C D )、氮 磷 检 测 器 （NPD) 、火焰  

光 度 检 测 器 （F P D )、电 子 捕 获 检 测 器 （ECD) 、质 谱 检 测 器  

(M S )等 。火 焰 离 子 化 检 测 器 对 碳 氢 化 合 物 响 应 良 好 ，适合  

检 测 大 多 数 的 药 物 ；氮 磷 检 测 器 对 含 氮 、磷元素的化合物灵  

敏 度 髙 ；火 焰 光 度 检 测 器 对 含 磷 、硫 元 素 的 化 合 物 灵 敏 度  

高 ；电子捕获检 测 器 适于 含卤 素的 化 合 物 ；质谱检测器还能  

给出供试品 某个 成分 相应 的结 构信 息 ，可 用 于 结 构 确 证 。除 

另 有 规 定 外 ，一 般 用 火 焰 离 子 化 检 测 器 ，用 氢 气 作 为 燃 气 ， 

空 气 作 为 助 燃 气 。在使 用火 焰离 子 化 检 测 器 时 ，检测器温度  

一 般 应 高 于 柱 温 ，并 不 得 低 于 150°C，以 免 水 汽 凝 结 ，通常 

-为 250〜35(TC0

(6 )数 据 处 理 系 统 可 分 为 记 录 仪 、积 分 仪 以 及 计 算 机  

工 作 站 等 。

各品种 f 下 规 定 的 色 谱 条 件 ，除 检 测 器 种 类 、固定液品 

种 及特殊指& 的 色 谱 柱 材 料 不 得 改 变 外 ，其 佘 如 色 谱 柱 内  

径 、长 度 、载 体 牌 号 、粒 度 、固 定 液 涂 布 浓 度 、载 气 流 速 、

柱 温 、进 样 量 、检测 器 的 灵 敏 度 等 ，均 可适 当 改 变 ，以适应 

具 体 品 种 并 符 合 系 统 适 用 性 试 验 的 要 求 。一 般 色 谱 图 约 于  

3 0 分 钟 内 记 录 完 毕 。

2 . 系统适用性试验

除 另 有 规 定 外 ，应 照 高 效 液 相 色 谱 法 （通 则 0512) 项下 

的 规 定 。

3. 测定法

(1 ) 内标法

(2 }外标法

(3 ) 面积归一化法

上 述（1)〜（3 )法 的 具 体 内 容 均 同 高 效 液 相 色 谱 法 （通则 

0512)项 下 相 应 的 规 定 。

标 准 溶 液 加 入 法 精 密 称 （量 ）取某个 杂质 或待 测成  

分 对 照 品 适 量 ，配 制 成 适 当 浓 度 的 对 照 品 溶 液 ，取 一 定 量 ， 

精 密 加 人 到 供 试 品 溶 液 中 ，根据外标法或内标法测定杂质或  

主 成 分 含 量 ，再 扣 除加 入 的 对照 品溶 液 含 量，即得供试品溶  

液中 某个 杂质 和 主 成 分 含 量 。

也 可按 下 述 公 式 进 行 计 算 ，加入对照品溶液前后校正因  

子 应 相 同 ，艮P:
A is =  cx +  Acx

则 待 测 组 分 的 浓 度 CX 可通过如 下公 式进 行计 算：

=  Acx 
X — (A ls/A x ) - l

式 中 CX 为 供 试 品 中 组 分 X 的 浓 度 ；

A x 为 供 试 品 中 组 分 X 的 色 谱峰 面 积 ；

Acx 为所加人的巳知浓度的待测组分对照品的浓度；

为 加 人 对 照 品 后 组 分 X 的色谱峰面积。

由于气相色 谱法的进样 量一 般仅数 微升，为减小进样误  

差 ，尤其 当 采 用 手 工 进 样 时 ，由于留针时间和室温等对进样  

量 也 有 影 响 ，故 以 采 用内 标 法 定 量 为宜 ；当采用自动进样器  

时 ，由于 进样 重复性的提髙，在 保 证 分 析误 差的 前提 下，也 

可采 用外 标 法 定 量 。当采 用顶 空进 样时 ，由于供试品和对照  

品处于不 完全 相同 的 基 质 中 ，故可采用 标 准 溶 液 加 入 法 ，以 

消 除 基 质 效 应 的 影 响 ；当标准溶液加人法与其他定量方法结  

果 不 一 致 时 ，应 以标 准 加 入 法 结果 为 准 。

0 5 3 1超临界流体色谱法

超 临 界 流 体 色 谱 法 （supercritical fluid chromatography, 

SFC)是 以 超 临界流体作为 流动相的一种色 谱方法。

超 临 界 流 体是 一种 物 质 状态 。某些纯物质具有三相点和  

临 界 点 。在 三 相 点 时 ，物 质 的 气 、液 、 固 三 态 处 于 平 衡 状  

态 。而 在 超 临 界 温 度 下 ，物 质 的 气 相 和 液 相 具 有 相 同 的 密  

度 。当 处 于 临界温度以上，则不管 施加 多大 压力 ，气体也不  

会 液 化 。在 临 界温 度 和 临 界 压力 以上 ，物质以超临界流体状  

态 存 在 ；在 超 临 界 状 态 下 ，随 温 度 、压 力 的 升 降 ，流体的密  

度 会 变 化 。所 谓 超 临 界 流 体 ，是指既不是气体也不是液体的
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