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ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ测定甘露聚糖肽分子量与分子量分布
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摘要　目的：建立尺寸排阻色谱－示差折光－多角度激光光散射检测器联用（ｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－
ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘ－ｍｕｌｔｉａｎｇｌｅｌａｓｅｒｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ）测定甘露聚糖肽原料药和制剂分子量及分
子量分布的方法。方法：采用 ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ联用技术，以００５ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸钠溶液为流动相，Ｓｈｏｄｅｘ
ＯＨｐａｋＳＢ－８０４ＨＱ为色谱分离柱，在流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃的条件下对甘露聚糖肽分子量及其
分布进行专属性、准确度、精密度、耐用性方法学验证，并与现行质量标准方法进行比较。结果：片剂辅料淀

粉对测定无干扰，右旋糖酐标准品实测值同标示值的准确度相对误差 ＜３０％；当样品配制浓度为
２ｍｇ·ｍＬ－１时精密度最好，ＲＳＤ为０４０％；重现性、耐用性ＲＳＤ均不大于５０％。７９批次样品采用Ｓｈｏｄｅｘ
ＯＨｐａｋＳＢ－８０４ＨＱ色谱柱和 ＴＳＫ－ＧＥＬＧ４０００ＰＷＸＬ色谱柱进行测定，结果无显著性差异。ＳＥＣ－

ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法比甘露聚糖肽国家标准方法 （ＧＰＣ法）的结果平均高１９５０９Ｄａ，且分子量分布更为集中。
结论：ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法无需标准品就能够测定甘露聚糖肽分子量及其分布，结果准确，耐用性好，与现
行方法相比，更有利于该品种的安全性、有效性控制。

关键词：多角度激光光散射；尺寸排阻色谱；凝胶渗透色谱；甘露聚糖肽；分子量与分子量分布
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ａｎｄＴＳＫ－ＧＥＬＧ４０００ＰＷＸＬｃｏｌｕｍｎｂｙｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ７９ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ（ＧＰＣ）ｆｏｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ
ｍｅｔｈｏｄｗａｓ１９５０９Ｄａｈｉｇｈｅｒｏｎａｖｅｒａｇｅ，ａｎｄｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗａｓｍｏｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳｍｅｔｈｏｄｃａｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍａｎｎａｔｉｄｅｗｉｔｈｏｕｔ
ｓｔａｎｄａｒｄｗｉｔｈｇｏｏｄａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｉｓｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳｍｅｔｈｏｄｉｓ
ｍｏｒｅｃｏｎｄｕｃｉｖｅｔｏｔｈｅｓａｆｅｔｙａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｃｏｎｔｒｏｌｏｆｔｈｅｖａｒｉｅｔｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｕｌｔｉ－ａｎｇｌｅｌａｓｅｒｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ；ｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｇｅｌｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；
ｍａｎｎａｔｉｄｅ；ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　　甘露聚糖肽（ｍａｎｎａｔｉｄｅ）为我国首创的免疫增强
剂，由健康人咽喉部分离的α－溶血性链球菌３３号菌
株经深层培养、发酵提取而得到的一种糖肽类物质，主

要是由糖链结构一致、分子量和氨基酸含量不同的几

种均一糖肽构成的混合物［１］。甘露聚糖肽可以通过与

淋巴细胞表面的甘露糖受体结合，激活机体的非特异

性免疫反应从而提高机体免疫力，临床上常用作治疗

肿瘤的辅助药，能减轻放化疗的毒副作用，增强和调节

免疫功能，提高近期疗效，对其他原因造成的白细胞减

少症、再生障碍性贫血、血小板减少性紫癜、多种口腔

粘膜病等非肿瘤疾患均有较好的疗效［２］。

分子量及其分布是甘露聚糖肽最重要的理化参

数之一，是表征工艺稳定性和有效性的关键质量参

数。甘露聚糖肽相关国家标准为化学药品地方标准

上升国家标准第１６册 ＷＳ１－ＸＧ－０５３－２０００－２００５
（甘露聚糖肽）、ＷＳ１－ＸＧ－０５５－２０００－２００５（甘露
聚糖肽片）、ＷＳ１－ＸＧ－０５６－２０００－２００５（甘露聚糖
肽注射液），其中规定分子量与分子量分布采用右旋

糖酐分子量对照品作校正曲线的凝胶渗透色谱法

（ｇｅｌｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＧＰＣ）测定［３］。由于

右旋糖酐和甘露聚糖肽本身在结构上的差异，因此，

ＧＰＣ方法测定的甘露聚糖肽分子量为相对右旋糖酐
的分子量，不能反映甘露聚糖肽分子量真实值。而

尺寸排阻色谱 －示差折光 －多角度激光光散射
（ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ）联用技术兼具色谱法和光散射
法的特点，可以在不需要标准品的情况下，快速、准

确地测出高分子的绝对重均分子量（Ｍｗ）、峰值分子
量（Ｍｐ）、数均分子量（Ｍｎ）、分子量分布（Ｍｗ／Ｍｎ）、
ｚ－均方根半径、分子的形状、分支、聚集态等物理参
数［４－６］，因此能更全面地反映甘露聚糖肽的结构特

征，更有利于药品的质量控制。本文参照２０２０年版
《中华人民共和国药典》通则 ＜０５１４分子排阻色谱

法＞和＜９１０１分析方法验证指导原则 ＞［７］，建立了
ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ联用测定甘露聚糖肽原料药和制
剂分子量与分子量分布的新方法，有利于指导该品

种分子量测定标准方法的进一步提高。

１　材料
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ－１２００型液相色谱系统（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
ＤＡＷＮＨＥＬＥＯＳ１８角度静态光散射仪、Ｏｐｔｉｌａｂ干涉
型示差折光仪、ＡＳＴＲＡ６．１分析软件（怀亚特公司）；
ＸＰＲ２０５十万分之一分析天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公
司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水机（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
１２　试药

右旋糖酐分子量对照品：Ｄ４（Ｍｐ＝１３０５０）、Ｄ５
（Ｍｐ＝３６８００）、Ｄ６（Ｍｐ＝６４６５０）、Ｄ７（Ｍｐ＝１３５３５０）、
Ｄ８（Ｍｐ＝３００６００），来自中国食品药品检定研究院，批
号为１４０６３７－２０１２０３；硫酸钠为分析纯，成都化学试剂
厂；叠氮化钠为分析纯，天津市大茂化学试剂厂；甘露

聚糖肽７批（３家供样企业）、甘露聚糖肽片４５批（５家
供样企业）、甘露聚糖肽注射液２７批（１家供样企业）
均来自于国家、省级市场抽验（２０１７—２０２１年度）。
２　方法
２１　色谱条件

色谱柱：ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋＳＢ－８０４ＨＱ色谱柱
（３００ｍｍ×８０ｍｍ，１０μｍ）和 ＴＳＫ－ＧＥＬＧ４０００
ＰＷＸＬ色谱柱（３００ｍｍ×７８ｍｍ，１０μｍ）。

流动相：称取硫酸钠７１ｇ，叠氮化钠０５ｇ，加入
１０００ｍＬ超纯水溶解，得００５ｍｏＬ·Ｌ－１的硫酸钠溶
液，０２２μｍ滤膜过滤，备用。

ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ系统色谱条件：采用 １根
ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋＳＢ－８０４ＨＱ色谱柱（３００ｍｍ×８０
ｍｍ，１０μｍ），以００５ｍｏＬ·Ｌ－１的硫酸钠溶液为流
动相，流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，ＭＡＬＬＳ与 ＲＩ检测器联
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用，柱温、检测器温度均为３５℃，进样体积１００μＬ。
ＭＡＬＬＳ激光波长为６６３８ｎｍ，ＦｕｓｅｄＳｉｌｉｃａ样品池；
ＭＡＬＬＳ９０°光电二极管检测器使用甲苯进行校正
（校正常数：３２１×１０－５），其他角度二极管检测器
采用右旋糖酐分子量对照品 Ｄ５（Ｍｐ＝３６８００）归一
化；使用牛血清白蛋白确定 ＭＡＬＬＳ和 ＲＩ检测器之
间的延迟体积（０２１９ｍＬ）；ＲＩ校正常数采用一系
列氯 化 钠 标 准 溶 液 进 行 测 定 （校 正 常 数：

３４５×１０－５）。
２２　折射率增量（ｄｎ／ｄｃ）值测定

取原料药甘露聚糖肽、右旋糖酐纯品适量，加流

动相配制成５个浓度梯度（０５～５ｍｇ·ｍＬ－１）的样
品溶液，手动进样量１０００μＬ，用 ＯｐｔｉｌａｂＴ－ｒＥＸ检
测器采集数据，分别连续测定３次。
２３　专属性考察

精密称取制剂辅料淀粉５０ｍｇ，加流动相定容至
２５ｍＬ量瓶中，即得２ｍｇ·ｍＬ－１淀粉溶液。０２２μｍ
滤膜过滤至样品瓶中，进样记录色谱图，同时以流动

相作为空白对照，以同法制备的甘露聚糖肽作为对

照溶液，甘露聚糖肽片作为样品溶液，记录色谱图。

２４　准确度考察
精密称取多个右旋糖酐分子量对照品 （Ｄ４～

Ｄ７）各１０ｍｇ，加流动相５ｍＬ配制成浓度为２ｍｇ·
ｍＬ－１的溶液，待溶解完全后，经０２２μｍ滤膜过滤至
样品瓶中。每次进样 １组，记录色谱图，使用 Ａｓ
ｔｒａ６１软件计算标样的分子量，选取６次独立重复试
验的结果均值与标示值比较相对误差。

２５　精密度考察
２５１　不同浓度精密度　精密称取甘露聚糖肽原
料５０ｍｇ，加流动相定容至２５ｍＬ量瓶中，待其完全
溶解后，用流动相分别稀释０２５、０５、１、２ｍｇｍＬ－１

的样品溶液，经０２２μｍ滤膜过滤至样品瓶中。每
个样品在不同浓度下分别重复进样６次，记录色谱
图，使用Ａｓｔｒａ６１软件计算样品分子量。
２５２　重复性　精密称取甘露聚糖肽原料、甘露聚
糖肽片（以甘露聚糖肽计）各６份，每份５０ｍｇ，加流动
相定容至２５ｍＬ量瓶中，甘露聚糖肽注射液６支，加流
动相溶解稀释至质量浓度约为２ｍｇ·ｍＬ－１，待溶解完
全后，０２２μｍ滤膜过滤至样品瓶中，记录色谱图，使
用 Ａｓｔｒａ６１软件计算样品分子量及其分布情况。
２６　稳定性考察

取“２５２”项下同批次样品，待溶解完全后，

０２２μｍ滤膜过滤至样品瓶中，于０、６、１２、１８、２４ｈ
分别进样测定。

２７　样品测定
２７１　ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法　取７批甘露聚糖肽、
４５批甘露聚糖肽片，２７批甘露聚糖肽注射剂，加流
动相溶解稀释至质量浓度约为２ｍｇｍＬ－１，０２２μｍ
滤膜过滤至样品瓶中，记录色谱图，使用 Ａｓｔｒａ６１软
件计算样品分子量及其分布。取上述同批次样品，

用ＴＳＫ－ＧＥＬＧ４０００ＰＷＸＬ色谱柱替换ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋ
ＳＢ－８０４ＨＱ色谱柱，其余色谱条件不变。同法计算
样品分子量及其分布。

２７２　ＧＰＣ法　试验批次及样品制备同“２７１”项
下，ＧＰＣ色谱条件同甘露聚糖肽国家标准 ＷＳ１－
ＸＧ－０５３－２０００－２００５项下“分子量与分子量分
布”：取右旋糖酐分子量对照品（Ｄ４～Ｄ８）适量。采
用ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋＳＢ－８０４ＨＱ色谱柱（３００ｍｍ×８０
ｍｍ，１０μｍ），流动相、柱温、流速、示差折光检测器温
度、进样体积同“２１”项下。采用 ＷａｔｅｒｓＧＰＣ专用
软件，以右旋糖酐分子量对照品做校正曲线计算分

子量及分布。

３　结果与讨论
３１　ｄｎ／ｄｃ值测定结果

ｄｎ／ｄｃ即折射率增量，描述聚合物溶液折光指
数相对于溶质浓度的变化。同质量的 ２种聚合
物，ｄｎ／ｄｃ越大，就能散射更多的光，Ｍｗ越小。ｄｎ／
ｄｃ值和样品本身、溶剂、流动相密切相关，反映了
三者之间的匹配程度，是准确测定分子量与分子

量分布的重要参数［８］。本次实验右旋糖酐、甘露

聚糖肽在硫酸钠流动相中的 ｄｎ／ｄｃ值分别为
０１３４４、０１４４６ｍＬ·ｇ－１（甘露聚糖肽 ｄｎ／ｄｃ测
定图见图１，ｎ＝３）。
３２　专属性考察

甘露聚糖肽注射液处方组成为甘露聚糖肽、氯

化钠、碳酸氢钠和注射用水；甘露聚糖肽片处方组成

为甘露聚糖肽、玉米淀粉、硬脂酸镁和硫酸钙。其

中，只有淀粉是大分子多糖聚合物，若分子量与甘露

聚糖肽分子量接近，从尺寸排阻色谱的分离原理来

看，可能对甘露聚糖肽分子量测定造成影响。从图２
可以看出，甘露聚糖肽片主峰出峰时间同甘露聚糖

肽保持一致（１２～２０ｍｉｎ），辅料淀粉出峰与空白出
峰相似，在甘露聚糖肽出峰时间内对分子量测定无

影响。
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Ａ．梯度浓度示差信号图（ｇｒａｄｉｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ）　Ｂ．线性拟合图（ｌｉｎｅａｒｆｉｔｐｌｏｔ）

图１　甘露聚糖肽ｄｎ／ｄｃ值测定

Ｆｉｇ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｄｎ／ｄｃｆｏｒｍａｎｎａｔｉｄｅ

－ＲＩ．示差信号（ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘ）　－ＬＳ．光散射信号（ｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ）

Ａ空白溶剂（ｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ）　Ｂ淀粉溶液（ｓｔａｒｃｈｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｃ甘露聚糖肽（ｍａｎｎａｔｉｄｅ）　Ｄ甘露聚糖肽片（ｍａｎｎａｔｉｄｅｔａｂｌｅｔ）

图２　甘露聚糖肽专属性考察

Ｆｉｇ２　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｍａｎｎａｔｉｄｅ

３３　准确度考察
激光光散射法是测定聚合物 Ｍｗ的绝对方法，仪

器测量误差一般在５％以内。本实验使用 ＭＡＬＬＳ法
测定已知分子量的右旋糖酐分子量对照品，并将实

测分子量与标示分子量作比较，考察系统准确度。

由表１可知，不同分子量的多糖对照品其实测值与
标示值的相对误差在３％以下，说明在 Ｄ４～Ｄ７分子
量范围内，该方法的准确度可靠。
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表１　ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法准确度
Ｔａｂ１　ＡｃｃｕｒａｃｙｏｆＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ

右旋糖酐对照品

（ｄｅｘｔｒａｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ）

Ｍｐ实测值（Ｍｐｄｅｔｅｃｔｅｄ）／Ｄａ

１ ２ ３ ４ ５ ６

均值

（ｍｅａｎ）

ＲＳＤ／

％

Ｍｐ标示值

（Ｍｐｌａｂｅｌｌｅｄ）／Ｄａ

相对误差

（ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ）／％

Ｄ４ １４１７６ １３５７６ １３１８６ １３３４４ １２９４５ １３０８６ １３３８６ ３３ １３０５０ ２６

Ｄ５ ３５４５９ ３６９０２ ３８７１３ ３８１３３ ３５７３６ ３６７７７ ３６９５３ ３５ ３６８００ ０４０

Ｄ６ ６７６４４ ６７２８７ ６９５７４ ６７６３９ ６３７８３ ６３８００ ６６６２１ ３５ ６４６５０ ３０

Ｄ７ １４３２４７ １４３０３７ １２６９４７ １３２２５２ １３６９３２ １３７８０９ １３６７０４ ４６ １３５３５０ １０

３４　精密度考察
３４１　不同样品浓度的进样精密度　多角度激光
光散射仪灵敏度较高，在样品浓度较低时即可以检

测，但示差折光检测器灵敏度较低，低浓度下基线波

动会给样品测定带来较大偏差，因此，选择合适的样

品浓度对测定至关重要［８］。由表２可知，样品质量
浓度在２ｍｇ·ｍＬ－１时，测试结果 ＲＳＤ最小，精密度
最好，故选择２ｍｇ·ｍＬ－１作为样品的制备浓度。

表２　不同样品浓度精密度
Ｔａｂ２　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

样品浓度

（ｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｍｇ· ｍＬ－１）

Ｍｗ／Ｄａ

１ ２ ３ ４ ５ ６

均值

（ｍｅａｎ）／Ｄａ

ＲＳＤ／

％

２ ７１２２５ ７１３２１ ７１５５９ ７０９９６ ７１３６４ ７１８３２ ７１３８３ ０４０

１ ７２７８８ ６９８７１ ７０３００ ７２６５７ ７１０３６ ７０１７１ ７１１３７ １８

０５ ６７５５７ ７２９３７ ７００３６ ７０６８７ ６９５４２ ７２３９９ ７０５２６ ２８

０２５ ６８００６ ７６９３９ ６８４０８ ７３７６８ ６８０９４ ６８１９５ ７０５６８ ５４

３４２　重复性试验　对原料药、片剂、注射剂各６份
进行测定，由表３可以看出，ＲＳＤ＜５０％，说明本方

法重复性好。

表３　ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法重复性
Ｔａｂ３　ＲｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｏｆＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ

样品　　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　　

Ｍｗ／Ｄａ

１ ２ ３ ４ ５ ６

均值

（ｍｅａｎ）／Ｄａ

ＲＳＤ／

％

原料（ｒａｗｍａｔｅｒｉａｌ） ７２４７６ ７２０３３ ７２４５８ ７１２８６ ７２３４１ ７２６８１ ７２２１３ ０７０

注射剂（ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ） ６３５７６ ６５９７４ ６２７８３ ５７９７１ ６４５７２ ６２６５５ ６２９２２ ４３

片剂（ｔａｂｌｅｔ） ８８６９４ ８８３４７ ９０５２５ ９０６９２ ９２３７９ ９０５３３ ９０１９５ １６

３５　样品溶液稳定性
从表４可以看出，原料药、片剂和注射剂在１ｄ

之内间隔不同时间段测试，Ｍｗ无明显变化，说明样品
溶液稳定。

表４　样品溶液稳定性
Ｔａｂ４　Ｓａｍｐｌｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ

样品　　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　　

Ｍｗ／Ｄａ

０ｈ ６ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ

均值

（ｍｅａｎ）／Ｄａ

ＲＳＤ／

％

原料（ｒａｗｍａｔｅｒｉａｌ） ７２２１５ ７０６０４ ７１０５１ ７１４１９ ７０１０２ ７１０７８ １１

注射剂（ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ） ６０１１２ ６１９５７ ６２２１４ ６３１７９ ６２５１２ ６１９９５ １９

片剂（ｔａｂｌｅｔ） ９０５３３ ９０６４９ ８９４６３ ９００２３ ９１１８２ ９０３７０ ０７０
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３６　样品测定
３６１　ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法和 ＧＰＣ法分子量及其
分布　２种方法测定结果趋势图见图 ３，其中
ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法包含了 ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋＳＢ－８０４
ＨＱ和ＴＳＫ－ＧＥＬＧ４０００ＰＷＸＬ２根色谱柱的测定结
果。值得注意的是，不同企业来源的原料药和片剂

之间未见明显差异，但注射剂测定结果平均分子量

及其分布小于片剂。这主要是与现行国家标准中

对注射剂分子量限度控制范围更窄有关［Ｍｗ应为
４００００～６５０００（注射剂）、４００００～９００００（片剂），
分布宽度应小于２５（注射剂）和 ３０（片剂）］［３］，
生产工艺上体现在经分子筛截留的较小分子量甘

露聚糖肽用于注射剂生产，未经分子筛截留的甘露

聚糖肽原料用于片剂生产。

１～７．甘露聚糖肽原料药（ｍａｎｎａｔｉｄｅｒａｗｍａｔｅｒｉａｌ）　８～５２．甘露聚糖肽片（ｍａｎｎａｔｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ）　５３～７９．甘露聚糖肽注射液（ｍａｎｎａｔｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）

Ａ．重均分子量（ｗｅｉｇｈｔ－ａｖｅｒａｇｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ）　Ｂ．分布宽度（ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗｉｄｔｈ）　Ｃ．１０％小分子处分子量（ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅ

ｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅａｔ１０％）　Ｄ．１０％大分子处分子量（ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅａｔ１０％）

图３　甘露聚糖肽分子量及分子量分布测定结果趋势图

Ｆｉｇ３　Ｔｅｎｄｅｎｃｙｃｈａｒｔｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｏｒｍａｎｎａｔｉｄｅ

３６２　不同色谱柱、不同方法甘露聚糖肽分子量及
其分布测定结果分析和比较　ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法
分别采用 ＳｈｏｄｅｘＯＨｐａｋＳＢ－８０４ＨＱ色谱柱和
ＴＳＫ－ＧＥＬＧ４０００ＰＷＸＬ色谱柱进行测定，２根色谱柱
均以亲水性乙烯基聚合物为基材的高亲水性填料充

填，主要用于水溶性多聚物的检测，除内径有所差别

外，柱长、粒径、排阻限等基本一致。从测定结果来

看，２根色谱柱测定结果基本一致，无统计学差异（图
４），同时也表明新方法对不同品牌色谱柱的耐用性
良好。

将ＧＰＣ法与 ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法测定结果相
比较，两者统计学差异显著（图 ４）。ＳＥＣ－ＲＩ－
ＭＡＬＬＳ法测定的 Ｍｗ（７１００４Ｄａ）比 ＧＰＣ法测定的
Ｍｗ（５１４９５Ｄａ）均值高１９５０９Ｄａ。但 ＧＰＣ法测定

的分子量分布更宽，体现在分布宽度更宽（ＧＰＣ法
２１，ＭＡＬＬＳ法１８），两端１０％小分子处的分子量
更小（ＧＰＣ法 ８０１４Ｄａ，ＭＡＬＬＳ方法 １９００６Ｄａ），
１０％大分子处的分子量更大（ＧＰＣ法１６０９５０Ｄａ，
ＭＡＬＬＳ方法１２９４７３Ｄａ）。２种方法虽然在分离原
理上相同（色谱柱、流动相、柱温、流速均相同），但

计算方法不同。ＧＰＣ法采用右旋糖酐分子量对照
品作校正曲线，由于甘露聚糖肽和右旋糖酐本身

结构上的差异，此时计算结果为相对分子量，测定

结果可能和真实值相差较大。而 ＳＥＣ－ＲＩ－
ＭＡＬＬＳ法根据静态光散射的原理，利用光散射强
度和分子量大小之间的关系计算分子量，是 Ｍｗ测
定的绝对定量方法，能真实地反映甘露聚糖肽的

Ｍｗ大小。
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Ａ～Ｄ．纵坐标注释同图３（ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｖｅｒｔｉｃａｌａｘｉｓｗａｓｓａｍｅａｓｔｈｅＦｉｇ３）

图４　不同方法、不同色谱柱甘露聚糖肽分子量及其分布测定结果统计分析图（．Ｐ＜００１；ｎｓ．Ｐ＞００５）

Ｆｉｇ４　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍａｎｎａｔｉｄｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌ

ｕｍｎｓ

４　小结
通过建立分子量标准品校正曲线来确定分子量

分布和分子量的传统方法仍然被广泛地应用，但当

这些方法所使用的标准品结构与样品不同时，会给

测定结果带来明显的误差［１０］。基于光散射技术发展

起来的ＭＡＬＬＳ法由于不需要标准品就能直接测定
高聚物的绝对分子量，已经逐渐成为表征高聚物分

子量及分子量分布的趋势［１１－１４］。本文针对甘露聚

糖肽原料、注射剂和片剂，建立了 ＳＥＣ－ＲＩ－ＭＡＬＬＳ
法测定分子量及分子量分布，该方法在现行国标方

法色谱条件下，对进样浓度等条件进行了优化，经方

法学验证证明，新方法的专属性、精密度、准确度、耐

用性良好。从７９批次样本的测定结果来看，ＳＥＣ－
ＲＩ－ＭＡＬＬＳ法测定的 Ｍｗ比现行国标 ＧＰＣ法平均高
近２００００Ｄａ。可见，现行标准方法大大低估了甘露
聚糖肽的真实分子量，这可能是甘露聚糖肽临床使

用过程中出现过敏反应的重要原因［１５］。该研究成果

可以作为甘露聚糖肽分子量及分子量分布标准提高

的重要依据，有利于该品种药品质量的进一步提高。
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