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摘要

聚⼭梨酯是⼀种⾮离⼦表⾯活性剂，⼴泛⽤作⻝品和药品中的辅料。由于其质量和纯度与药品安全性和患者健康

相关，因此应采⽤适当的检测⽅法进⾏质量保证和控制。美国药典规定使⽤⽓相⾊谱(GC)-⽕焰离⼦化检测器(FID)

⽅法分析聚⼭梨酯20，该⽅法将甲基化酸转化为游离脂肪酸，然后基于脂肪酸组成进⾏分析（美国药典国家处⽅

集(USP‒NF)2021第1版）。本研究提出了⼀种HPLC-MS联⽤⽅法来分析聚⼭梨酯20制药原料，新⽅法使⽤质谱检

测技术测量脂肪酸组成，⽆需执⾏复杂的样品前处理程序，可实现快速直接的分析。 

优势

通过HPLC-MS联⽤⽅法测量脂肪酸组成，快速评估聚⼭梨酯20制药原料质量■

使⽤ACQUITY QDa检测器进⾏质谱检测的⽆发⾊团脂肪酸分析技术简单直接■

Arc HPLC系统具有稳定、可靠和可重现的性能■

简介

聚⼭梨酯是⼀种⾮离⼦表⾯活性剂，业界表述常使⽤商品名“吐温”1‒3， 在药品⽣产中⼴泛⽤作乳化剂、稳定剂

、润湿剂、增溶剂和分散剂3。

聚⼭梨酯是多种组分的复杂混合物，由饱和及/或不饱和脂肪酸的聚氧⼄烯失⽔⼭梨醇单脂组成1。 不同类型聚⼭
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梨酯的区别在于脂肪酸侧链和酯化程度。由于其复杂性和异质性，聚⼭梨酯分析可能是⼀项艰巨的任务。此外

，聚⼭梨酯缺乏UV检测所需的强发⾊团。针对主要聚⼭梨酯亚种的分析和表征已经开发并应⽤了多种分析技术

，例如液相⾊谱(LC)结合电雾式检测器(CAD)、蒸发光散射检测器(ELSD)和质谱法1‒3。 其他技术则利⽤⽓相⾊谱(

GC)结合质谱检测与核磁共振(NMR)进⾏分析2。 若⼲⽂献报告⽅法能够定量单个聚⼭梨酯峰，但未能对所有脂肪

酸提供专属性2。

聚⼭梨酯20在乳剂和混悬剂药品中⼴泛⽤作稳定剂，在滴眼液中⽤作润滑剂4。 美国药典建议采⽤⽓相⾊谱-⽕焰

离⼦化检测器(FID)⽅法，先将甲基化酸转换为游离脂肪酸，再基于脂肪酸组成分析聚⼭梨酯205。 该⽅法需要将

聚⼭梨酯⽔解并衍⽣化为游离脂肪酸，此过程复杂且耗时，并不是QC实验室进⾏常规检测的理想⽅法。 

本研究提出了⼀种基于脂肪酸组成分析聚⼭梨酯20制药原料的快速HPLC-MS⽅法（表1）。该⽅法可直接进样

，省去复杂的样品前处理程序且⽆需使⽤⽓相⾊谱仪，快速准确地分析脂肪酸。 

 
表1.USP专论规定的聚⼭梨酯20所含脂肪酸5。 C-C：碳-碳链⻓度。
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实验

脂肪酸、聚⼭梨酯20和质谱级溶剂购⾃Sigma。

样品描述

⽤⼄醇制备浓度为1 mg/mL的脂肪酸标准储备液。⽤⽔/⼄醇(50:50, v/v)混合溶液将标准储备液稀释⾄浓度20 µ

g/mL。 

⽤1 M氢氧化钾⽔溶液⽔解聚⼭梨酯20供试品以释放出脂肪酸。将⽤1 M氢氧化钾制得的1.5 mg/mL供试品溶液在

40 °C下温育6 h，然后⽤等体积1 M甲酸中和，⽤⽔/⼄醇(50:50, v/v)混合溶液稀释⾄0.1 mg/mL，临分析前⽤

PVDF针式过滤器过滤。  

⽅法条件

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Arc HPLC系统、带制热/冷功能的柱温箱（配备被

动预加热器）、ACQUITY QDa检测器、等度溶剂管

理器(ISM)

样品瓶： LCMS最⼤回收样品瓶，容积2 mL（部件号

：600000670CV）

⾊谱柱： XBridge BEH C18, 4.6 × 100 mm, 3.5 µm（部件

号：186003033）

柱温： 60 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 25 µL

流速： 2.0 mL/min
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流动相： 溶剂A：10 mM⼄酸铵⽔溶液

溶剂B：⼄腈

清洗溶剂： 灌注/样品清洗液：60:40⽔/⼄腈

密封件清洗液：90:10⽔/⼄腈

梯度表

质谱条件

质谱系统： ACQUITY QDa检测器，Performance版本

电离模式： ESI-

4HPLC-MS测定聚⼭梨酯20制药原料中的脂肪酸组成



采集范围： 75‒350 m/z

单离⼦扫描(SIR)： 115.1, 143.1, 171.2, 199.2, 227.3, 279.3, 255.3, 

281.3, 283.3 m/z

探头温度： 600 °C

⽑细管电压： 0.5 kV

锥孔电压： 10 V

等度溶剂管理器(ISM)条件

补偿溶剂： 50:50⽔/⼄腈（含1 mM⼄酸铵）

流速： 0.2 mL/min，分流和稀释⽐为10:1

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 FR4SR2

结果与讨论

本研究所⽤⽅法通过⽔解聚⼭梨酯20释放出脂肪酸，然后进⾏反相分离并使⽤质谱检测法测定脂肪酸组成。

饱和脂肪酸缺乏发⾊团（或双键），因此⽆法使⽤UV检测（表1）。虽然不能直接使⽤UV检测，但可以在

ACQUITY QDa检测器上产⽣稳定的信号。MS总离⼦流⾊谱图(TIC)展⽰了ESI-模式下在m/z 75‒350质量范围内检

测到的所有峰（图1A）。从ACQUITY QDa检测器得到的质谱数据有助于快速鉴定脂肪酸。单离⼦扫描(SIR)模式

可测定单个⽬标离⼦的强度（图1B），增强⽬标化合物的信号并简化其分析，因此在定量分析中使⽤单离⼦扫描(

SIR)模式测量脂肪酸。

5HPLC-MS测定聚⼭梨酯20制药原料中的脂肪酸组成



 
图1.利⽤ACQUITY QDa检测器分析游离脂肪酸。样品为20 µg/mL的标准品溶液。A：总离⼦流⾊谱图(TIC)，B：

单离⼦扫描(SIR)通道叠加图。

利⽤等度溶剂管理器(ISM)6分流并稀释进⼊ACQUITY QDa检测器的液流。在柱后添加ISM补偿（稀释）溶剂，并

与进⼊离⼦源的液流混合。研究期间筛选了包含⼄腈、甲醇和⼄酸铵缓冲液的各种ISM补偿溶剂，旨在增强MS信

号，同时确保重复进样获得可接受的重现性。例如，包含⼄腈和⼄酸铵的补偿溶剂（图2）提供了稳定的脂肪酸信

号，且重复进样(n = 5)具有可接受的重现性。与研究期间筛选的其他补偿溶剂相⽐，使⽤1 mM⼄酸铵补偿溶剂所

得到的峰⾯积%RSD较低。 
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图2.ISM补偿溶剂筛选，旨在增强MS信号和⽅法性能。A：⼄腈/⽔(50:50 v/v)，B：甲醇/⽔(50:50 v/v)，C：含1 

mM⼄酸铵的⼄腈/⽔(50:50 v/v)。20 µg/mL脂肪酸标准品的MS SIR数据。

系统适应性

按照USP通则<621>“⾊谱法”中列出的质量标准，通过评估20 µg/mL脂肪酸标准品（图3）6次重复进样的系统

适应性来衡量⽅法性能7。 该⽅法成功分离出所有脂肪酸，且各峰之间的USP分离度(Rs) ≥4.2。保留时间和峰⾯

积的重现性(%RSD)范围分别为0.13~0.62%和1.29~4.19%。 
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图3.20 µg/mL脂肪酸标准溶液6次重复进样的系统适应性评估结果。MS SIR数据。

聚⼭梨酯20分析

使⽤Empower软件，通过⽐较⾊谱进样中各脂肪酸的峰⾯积与所有脂肪酸的总⾯积，计算聚⼭梨酯20样品中各脂

肪酸的百分⽐(%)。按照有关聚⼭梨酯20的USP专论进⾏计算5。 聚⼭梨酯20样品溶液中脂肪酸组成的结果符合

USP标准（图4）。 
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图4.聚⼭梨酯20供试品溶液中脂肪酸组成的测定结果（平均值，n = 6）。*标准参考有关聚⼭梨酯20的USP专论5

。

结论

本研究开发的HPLC-MS⽅法能够快速测定聚⼭梨酯20中的脂肪酸组成，并且⽆需对供试品进⾏复杂的⽔解和衍⽣

化程序。通过质谱检测得到的质谱数据有助于准确快速地鉴定分析物。新⽅法可准确评估聚⼭梨酯20制药原料的

质量和纯度，同时提⾼样品组分确认的可信度。

总体⽽⾔，Arc HPLC是⼀种现代仪器，提供了强⼤的性能、⾼进样精度、低残留和⾼反压耐受性。ACQUITY QDa

检测器是⼀款稳定且简便易⽤的质谱检测器，可提供准确可靠的结果。这些技术可轻松应⽤于QC实验室中制药原

料的常规检测。  
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