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垂体后叶注射液含量 HPLC 法和生物效价测定法等效性研究 *
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摘要　目的：建立 HPLC 法测定垂体后叶注射液中赖氨酸升压素及缩宫素的含量，并研究《中华人民共

和国药典》2015 年版生物效价测定法与本文的 HPLC 测定法的相关性与等效性。方法：采用 C18（250 
mm×4.6  mm，5 μm）色谱柱，以磷酸盐缓冲液（pH 6.0）为流动相 A，水 - 乙腈（1∶1）为流动相 B，梯度

洗脱，流速 1.0 mL·min-1，检测波长 220 nm，柱温 40 ℃。结果：在上述色谱条件下，赖氨酸升压素峰与缩

宫素峰以及相邻杂质峰之间分离度符合要求；赖氨酸升压素与缩宫素浓度分别在 0.42~13.33 IU·mL-1 和

0.33~21.00 IU·mL-1 范围内线性关系良好，r=0.999 9；平均回收率（n=9）分别为 100.5% 和 99.7%。6 批样

品中上述 2 个成分含量范围分别为 6.10~6.40 IU·mL-1 和 5.63~5.93 IU·mL-1。用 SPSS 软件进行相关性分

析，结果表明，生物效价法与 HPLC 法含量测定呈正相关，Pearson 系数分别为 0.897 和 0.947。SAS 软件等

效性分析表明：升压素生物效价法与 HPLC 法的测定结果具有等效性，而缩宫素的两法测定结果不具有等

效性。结论：本法专属性良好，准确度高，重复性好，与生物效价测定法相关性较好，可用于垂体后叶注射

液中赖氨酸升压素含量测定。
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Abstract　Objective：To establish an analysis method of HPLC for simultaneous determination of lysine 
vasopressin and oxytocin in the posterior pituitary injection，and to study the correlation and equivalence between 
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the biological assay and HPLC method. Methods：A C18 column（4.6 mm×250 mm，5 μm）was adopted. 
Phosphate buffer solution（pH 6.0）was used as mobile phase A and the water-acetonitrile（1∶1）was used as 
mobile phase B with gradient elution at a flow rate of 1.0 mL·min-1. The detection wavelength was 220 nm and 
the column temperature was set at 40 ℃ . Results：Under the chromatographic condition，resolution between the 
peaks of lysine vasopressin，oxytocin and other related substances met the requirements. This method showed good 
linearity b etween peak area and concentration of lysine vasopressin and oxytocin over the range of 0.42-13.33 
IU·mL-1 and 0.33-21.00 IU·mL-1，respectively with r2=0.999 9. The average recoveries（n=9）of lysine 
vasopressin and oxytocin were 100.5% and 99.7%，respectively. The contents of lysine vasopressin and oxytocin 
in the 6 batches of samples were 6.10-6.40 IU·mL-1 and 5.63-5.93 IU·mL-1. The biological titer measurement 
method was positively correlated with the HPLC method，which Pearson coefficients were 0.897 and 0.947，

respectively. SAS software equivalent analysis showed that biological titer measurement and HPLC method 
were equivalent for lysine vasopressin，but for oxytocin，the two methods were not equivalent. Conclusion：The 
method has excellent specificity，high accuracy and good reproducibility. It has a good correlation with 
biological assay，which can be used for the determination of lysine vasopressin in posterior pituitary 
injection.
Keywords：posterior pituitary injection；lysine vasopressin；oxytocin；content determination；equivalent analysis；

HPLC；biological titer measurement

牛等）的升压素，后者为 8- 位精氨酸；不同来源的缩

宫素结构均相同［1-2］，两化  合物的分子式和结构式见

图 1。垂体后叶临床主要用于肺、支气管出血（如咯

血）消化道出血（呕血、便血）［3］，并适用于产科催产

及产后收缩子宫、止血、腹腔手术后肠道麻痹、尿崩症

等［4］。

垂体后叶注射液是国家基本药物，其主要成分

为升压素和缩宫素，是猪（羊或牛）脑垂体后叶经脱

水、干燥、研细制成的垂体后叶粉再经稀醋酸提取、滤

过制得的无菌溶液，为激素类药物。升压素和缩宫

素均为九肽化合物，具有升压和缩宫作用，猪源升压

素为 8- 位赖氨酸，有别于其他哺乳动物来源（如人、

图 1　赖氨酸升压素（a）和缩宫素（b）结构式和分子式

Fig. 1　The chemical structures and molecular formula of lysine vasopressin（a）and oxytocin（b）

垂体后叶及其注射液质量标准仅收载于《中华

人民共和国药典》（简称《中国药典》）2015 版二部［5］，

其主成分升压素及缩宫素的含量均采用生物效价测

定法测定［6］。由于生物效价测定法存在检验周期

长，操作复杂费力 , 测定误差较大，重复性欠佳等问

题，特别是对于限度边缘产品结果的判定，检验人
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员需要有足  够的经验和能力，不利于药品质量的控

制［7-8］。因此，参考相关文献［9-12］，本文建立了同时

测定垂体后叶注射液中赖氨酸升压素与缩宫素含量

的高效液相色谱法（HPLC 法），并进行方法学验证；

将 HPLC 法与生物效价测定法测定结果进行比较，考

察 2 种方法的相关性和等效性，为 HPLC 法替代生物

效价测定法提供依据。

1　仪器与试药

岛 津 LC20 高 效 液 相 色 谱 仪（PDA 检 测 器）；

Waters Xbridge C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱；

Milli-Q Gradient 超纯水系统；奥尔科特离体器官测

定系统；生物统计软件 BS 2000（中国食品药品检定

研究院）；SPSS 17.0 统计软件（IBM 公司）；SAS 9.2
统计软件（SAS 软件研究所）。

缩宫素国家标准品（中国食品药品检定研究

院，21 IU·支 -1，批号 150529-200902）；赖氨酸升压素

国家标准品（中国食品药品检定研究院，4 IU·支 -1，

批号 101525-201301）；缩宫素欧洲药典标准品（0.96 
mg·瓶 -1，600 IU·mg-1，批 号 4.0）；垂 体 后 叶 注 射

液（A 厂家，规格为 1 mL∶6 IU，批号 160501、160502、

160503、160504、160505、160506）；缩宫素高纯度合成

原料（B 厂家，批号 160507、1609001、609002、1610003、

1610004）；乙腈为色谱纯，三氯叔丁醇为化学纯，其余

试剂均为分析纯。

2　试验方法

2.1　HPLC 法　 采 用 C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）

色 谱 柱，以 磷 酸 盐 缓 冲 液（22.56 g 磷 酸 二 氢 钠 与

0.85 g 磷酸氢二钠溶于 1 000 mL 水中，用氢氧化钠

调节 pH 至 6.0）为流动相 A，以水 - 乙腈（1∶1）为

流动相 B，进行线性梯度洗脱［流动相 A- 流动相 B
比 例：0 min（75∶25）→ 20 min（75∶25）→ 50 min

（40∶60）→ 50.1 min（75∶25）→ 60 min（75∶25）］，

流速 1.0 mL·min-1，检测波长 220 nm，柱温 40 ℃。取

赖氨酸升压素标准品、缩宫素标准品各适量，加 0.25%
醋酸溶液制成 1 mL 中含赖氨酸升压素和缩宫素均为

6 IU 的混合标准品溶液，作为系统适用性试验溶液。

赖氨酸升压素峰与缩宫素峰的分离度应大于 5.0。

取垂体后叶注射液作为供试品溶液；另取赖氨

酸升压素标准品和缩宫素标准品适量，用 0.25% 醋

酸溶液溶解并稀释至浓度均为 6 IU·mL-1 的混合溶

液，作为标准品溶液；分别精密量取供试品溶液和标

准品溶液各 20 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图。

按外标法以峰面积分别计算样品中赖氨酸升压素和

缩宫素的含量。

精密称取高纯度合成缩宫素原料适量，用 0.25%
醋酸溶液溶解并稀释至浓度均为 5 IU·mL-1 的溶液，

另取缩宫素欧洲药典标准品适量，用 0.25% 醋酸溶

液溶解并稀释至浓度均为 5 IU·mL-1 的溶液，作为标

准品溶液；分别精密量取供试品溶液和标准品溶液

各 20 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图。按外标法

以峰面积计算样品中缩宫素的含量。

2.2　生物效价测定法　照《中国药典》2015 年版四

部升 压素生物测定法（通则 1205）和缩宫素生物测

定法（通则 1210）测定效价［6］。测定结果照《中国

药典》2015 年版四部生物检定统计法中量反应平行

线测定法（通则 1431）做实验可靠性测验，试验结果

可靠者计算效价，统计计算采用生物统计程序软件

BS 2000。

3　方法学考察

3.1　专属性试验　由于缺乏赖氨酸升压素和缩宫素

2 种物质的杂质对照品，通过使用多种破坏性实验而

产生特异性杂质进行专属性试验。酸破坏：取垂体

后叶注射液 1 mL，加强酸（0.5 mol·L-1 盐酸）1 mL，

30 min 后加 0.5 mol·L-1 氢氧化钠溶液 1 mL 中和，精

密量取 20 μL，按“2.1”项条件进行分析。碱破坏：

取垂体后叶注射液 1 mL，加氢氧化钠（0.5 mol·L-1） 
1 mL，30 min 后加 0.5 mol·L-1 盐酸 1 mL 中和，精密

量取 20 μL，按“2.1”项条件进行分析。高温破坏：

取垂体后叶注射液 1 mL，高温（沸水浴，2 h）破坏后，

精密量取 20 μL，按“2.1”项条件进行分析。

结果表明：经破坏试验后产生各个降解产物均

与主成分有较好的分离度（图 2），不干扰主成分的测

定，该方法专属性良好。

图 2　方法专属性考察图谱

Fig. 2　Chromatograms for specificity test
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3.2　线性关系考察　取赖氨酸升压素与缩宫素的标

准品适量，用 0.25% 醋酸溶液溶解并稀释制成每 1 
mL 含赖氨酸升压素为 13.33、6.67、3.33、1.67、0.833、

0.42、0.21 IU 和 含 缩 宫 素 21.00、10.50、5.25、2.625、

1.31、0.66、0.33 IU 的系列混合标准品溶液，分别精密

量取 20 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图。以峰面

积（Y）对浓度（X）进行线性回归，赖氨酸升压素及

缩宫素回归方程分别为：

Y=48 365X-1 603.8　r=0.999 9
Y=27 301X+257.83　r=0.999 9

结 果 表 明：赖 氨 酸 升 压 素 浓 度 在 0.42~13.33
 IU·mL-1 范围内，缩宫素浓度在 0.33~21.00 IU·mL-1

范围内，与色谱峰面积呈良好线性关系。

3.3　 检 测 下 限、定 量 下 限 测 定　 取“3.2”项 下 每

1 mL 含赖氨酸升压素 0.42 IU 和缩宫素 0.66 IU 的

混合标准品溶液适量，用 0.25% 醋酸溶液稀释，按

“2.1”项条件进行分析。结果赖氨酸升压素定量下

限（S/N=10）为 0.378 IU·mL-1，检测下限（S/N=3）为

0.09 IU·mL-1；缩 宫 素 定 量 下 限（S/N=10）为 0.144 
IU·mL-1，检测下限（S/N=3）为 0.04 IU·mL-1。

3.4　重复性试验　取垂体后叶注射液同批样品（批

号 150503）6 份，分 别 精 密 量 取 20 μL，注 入 液 相

色谱仪，记录色谱图，分别计算 6 次赖氨酸升压素

和缩宫素峰面积测定结果的 RSD 分别为 0.18% 和

0.35%，表明重复性较好。

3.5　稳定性试验　取垂体后叶注射液同批样品（批

号 150503），置 于 4 ℃ 进 样 盘 中，于 0、1、3、5、26、

30 h 分别进样，以峰面积考察溶液稳定性。结果表明：

2 种主成分峰面积均无显著下降，溶液在 30 h 内稳定。

3.6　回收率试验　取已知含量的垂体后叶注射液样

品（批号 150503） 1 mL，共 9 份，分别精密加入赖氨

升压素和缩宫素的标准品适量，制成每 1 mL 含有赖

氨酸升压素和缩宫素均为 7.2、6.0、4.8 IU·mL-1 的

高、中、低 3 个浓度的供试溶液各 3 份，进样测定，结果

赖氨酸升压素高、中、低 3 个浓度水平的回收率（n=3）

分别为 101.4%（RSD=0.29%）、100.8%（RSD=0.52%）、

99.4%（RSD=0.31%），平 均 回 收 率（n=9）为 100.5%；

缩宫素高、中、低 3 个浓度水平的回收率（n=3）分别

为 98.6%（RSD=0.75%）、98.9%（RSD=0.61%）、98.7%
（RSD=1.1%），平均回收率（n=9）为 98.7%。

4　结果

4.1　HPLC 法系统适用性试验及样品测定　在上述

色谱条件下，垂体后叶中赖氨酸升压素和缩宫素 2 个

主成分峰分离度不小于 5.0，可用于它们的测定，见

图 3。

a. 混合标准品（mixed standard substances）　b. 垂体后叶注射液样品

（sample of posterior pituitary injecti on）

图 3　垂体后叶注射液含量测定典型色谱图

Fig. 3　Typical chromatograms for the posterior pituitary injection

按“2.1”项下方法，测定 6 批垂体后叶注射剂样

品含量（每个批号取 2 份样品，每份样品进样 2 次），

结果见表 1，表明 6 批垂体后叶注射液中赖氨酸升压

素含量范围为 6.10~6.40 IU·mL-1，缩宫素含量范围

为 5.63~5.93 IU·mL-1。

表 1　HPLC 法垂体后叶注射液含量测定结果（n=4）

Tab. 1　The results of lysine vasopressin and oxytocin 

determination of posterior pituitary injection

批号

（lot 
No.）

赖氨酸升压素

（lysine vasopressin）
缩宫素

（oxytocin）

均值（average）/
（IU·mL-1）

RSD/%
均值（average）/
（IU·mL-1）

RSD/%

160501 6.39 0.81 5.95 1.0

160502 6.34 0.48 5.86 1.3

160503 6.40 0.27 5.86 0.74

160504 6.13 0.47 5.64 0.66

160505 6.17 1.7 5.68 1.3

160506 6.10 0.45 5.65 0.51
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4.2　HPLC 法与生物效价测定法比对及相关性和等

效性考察　分别按照“2.1”、“2.2”项下方法，对 6 批

垂体后叶注射液分别采用 HPLC 法与生物效价测定

法测定含量或效价，见表 2。

表 2　HPLC 法与生物测定法结果汇总

Tab. 2　The results of HPLC and biological titer measurement of posterior pituitary injection

批号

（lot No.）

赖氨酸升压素（lysine vasopressin） 缩宫素（oxytocin）

HPLC 含量

（HPLC content）/
（IU·mL-1）

生物效价

（biological potency）/
（IU·mL-1）

相对偏差

（relative 
deviation）/%

HPLC 含量

（HPLC content）/
（IU·mL-1）

生物效价

（biological potency）/
（IU·mL-1）

相对偏差

（relative 
deviation）/%

160501 6.39 6.20 3.2 5.95 7.08 16.4

160502 6.34 6.10 4.0 5.86 7.07 17.5

160503 6.40 6.10 5.0 5.86 7.06 17.4

160504 6.13 5.84 4.8 5.64 6.84 17.4

160505 6.17 5.89 4.7 5.68 6.66 14.2

160506 6.10 5.90 3.3 5.65 6.72 15.5

以生物效价测定法结果为因变量（X），HPLC 法

测定结果为自变量（Y），采用 SPSS 17.0 统计软件分

析相关性，结果显示其 2 种测定法下主要成分均具有

相关性，赖氨酸升压素和缩宫素 Pearson 系数分别为

0.897 和 0.947，见表 3。

表 3　HPLC 法和生物检定法测定样品含量结果的相关性考察

Tab. 3　Correlation study of posterior pituitary injection content measured 

by HPLC and biological titer measurement

成分

（component）
方法

（method）

相关性

（correlation）

HPLC 测定

（HPLC determination）

生物测定

（bioassay）

赖氨酸升压素（lysine 
vasopressin） 

HPLC 测定

（HPLC determination）
Pearson 相关性（Pearson correlation） 1 0.897

显著性（双侧）Sig.（2-tailed） 0.015

样本量（number of samples）N 6 6

生物测定

（bioassay）

Pearson 相关性（Pearson correlation） 0.897 1

显著性（双侧）Sig.（2-tailed） 0.015

样本量（number of samples） N 6 6

缩宫素（oxytocin） HPLC 测定

（HPLC determination）
Pearson 相关性（Pearson correlation） 1 0.947

显著性（双侧）Sig.（2-tailed） 0.004

样本量（number of samples） N 6 6

生物测定

（bioassay）

Pearson 相关性（Pearson correlation） 0.947 1

显著性（双 侧）Sig.（2-tailed） 0.004

样本量（number of samples） N 6 6

以生物效价测定法测定结果为参比组，分别以

赖氨酸升压素和缩宫素参比组均数可信限率 20% 和

10% 为等效界值，采用 SAS 9.2 统计软件分析等效

性，结果显示赖氨酸升压素 2 种测定法的结果具有等

效性，缩宫素 2 种测定法结果不具有等效性，结果见

图 4、5。
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图 4　赖氨酸升压素 SAS 9.2 等效性分析

Fig. 4　SAS 9.2 equivalency analysis of lysine vasopressin

图 5　缩宫素 SAS 9.2 等效性分析

Fig. 5　SAS 9.2 equi valency analysis of oxytocin

表 4　缩宫素原料药 HPLC 法和生物效价测定法测定结果

Tab. 4　HPLC and biological titer measurement 

results of oxytocin API

批号

（lot No.）

生物效价

（biological potency）/
（IU·mL-1）

HPLC 含量

（HPLC content）/
（IU·mL-1）

相对偏差

（relative 
deviation）/%

160507 545 542 0.6

1609001 527 536 1.7

1609002 528 530 0.4

1610003 552 552 0.0

1610004 527 524 0.6

4.3　缩宫素效价验证　为分析造成垂体后叶注射液

中缩宫素 2 种测定方法不等效的原因，按“2.1”项

下 HPLC 法，用欧洲药典缩宫素标准品标定中国食品

药品检定研究院合成缩宫素国家标准品，测定结果

为标示量的 98.6%，2 种标准品的效价基本一致；采

用“2.1”项下 HPLC 法和“2.2”项下生物效价测定

法，以欧洲药典标准品对高纯度合成缩宫素原料进行

HPLC 法与生物效价测定法含量或效价测定，结果见

表 4，以生物测定法测定结果为参比组，以缩宫素参

比组均数可信限率 10% 为等效界值，采用 SAS 9.2 统

计软件进行等效性分析，结果显示缩宫素 2 种测定法

的测定结果具有等效性，因此，对于高纯度缩宫素，生

物效价测定法和 HPLC 法可以相互替代。结果如图 6。

图 6　缩宫素原料 SAS 9.2 等效性分析

Fig. 6　SAS 9.2 equivalency analysis of oxytocin API

5　讨论

针对现行质量标准《中国药典》2015 年版中采

用生物效价测定法测定垂体后叶注射液中赖氨酸升

压素和缩宫素两主成分的效价，本文参照国外药典

及文献中单组分的测定方法，建立了灵敏度高，专属

性强，同时测定赖氨酸升压素和缩宫素含量的 HPLC
法，并进行方法学验证。曾采用 USP 35-NF 30［13］ 收
载的（精氨酸）升压素含量测定项下的色谱条件以

及 EP 8.0［14］收载的赖氨酸升压素含量测定项下的色

谱条件，主峰均在 10 min 内出峰，与杂质无法基线分

离，专属性差，基线噪音较大，这可能是因为 USP 35-
NF 30［13］、EP 8.0［14］只测定升 压素 1 种成分，且纯度

较高。新建的 HPLC 法优化了色谱条件，调节流动相

的缓冲盐种类，将 pH 调至 6.0 并且流动相采用洗脱

梯度，降低基线噪音，使主成分与各个杂质有较好的分

离度，增强方法的专属性和准确度，从而达到可同时测

定垂体后叶注射液中赖氨酸升压素和缩宫素的含 量。

以新建的 HPLC 法测得垂体后叶注射液中赖氨
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酸升压素含量与生物效价测定法所得结果基本一致，

经 SPSS 软件分析具有良好的相关性，经 SAS 软件分

析，两法测定结果具有等 效性。HPLC 法可以替代生

物效价测定法用于垂体后叶注射液中赖氨酸升压素

的含量测定。

以新建的 HPLC 法测得垂体后叶注射液中缩宫

素含量与生物效价测定法所得结果，经 SPSS 软件分

析具有良好的相关性，但经 SAS 软件分析，两法测

定结果不具有等效性。为进一步分析两法测定垂体

后叶注射液中缩宫素含量不等效的原因，又以新建

HPLC 法对高纯度合成缩宫素原料进行测定，结果表

明两法测定结果基本一致，经 SAS 软件分析，两法测

定结果具有等效性。因此，当测定样品中组分纯度

较高时，HPLC 法与生物效价测定法结果更为一致，

HPLC 法可以替代生物效价测定法。垂体后叶注射

液中缩宫素结果不等效的原因可能是垂体后叶为生

物提取得到，成分复杂，注射液中可能存在除缩宫素以

外的 1 种或几种具有引起子宫收缩活性的杂蛋白［2］；

也可能在制剂生产和贮存中因主成分水解、氧化、外

消旋化、二硫键的断裂及重排、β 消除、凝聚、沉淀和

吸附等产生有关物质［15］，由于生物效价测定法专属

性差，无法控制有机杂质及活性组分，HPLC 法专属

性强，可以对活性成分和杂质实现有效分离，故而生

物效价测定法结果高于 HPLC 法。后期本课题组将

对垂体后叶及注射液的杂质谱进行研究，确证活性成

分和毒性杂质的种类，分析产生杂质的原因，为企业

进一步提高产品质量提供依据。

综上所述，新建 HPLC 法专属性强，灵敏度高，重复

性好，能同时测定垂体后叶注射液中赖氨酸升压素和缩

宫素 2 种主成分的含量，与  生物效价测定法相关性较

好，经 SAS 软件进行统计分析，新建 HPLC 法在赖氨酸

升压素含量测定时可以替代生物效价测定法，而缩宫素

的含量测定目前尚不能替代，仍采用生物效价测定法。
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