
中国兽药杂志 ２０１４，４８（１２）：５０～５３ ／张秀英，等　

国家那西肽标准品的研制与建立

张秀英，陆连寿，温 芳，李 翠，蒋 卉，王在时
（中国兽医药品监察所，北京 １０００８１）

［收稿日期］ ２０１４－０９－２５　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１４）１２－００５０－０４　 ［中图分类号］Ｓ８５９．７９

［摘　 要］ 　 阐述了首批国家那西肽标准品的研制与建立。 那西肽标准品为黄绿色粉末，质谱法测

定分子量为 １２２０．１５，用两种高效液相色谱法测定平均纯度为 ９４．２６％，干燥失重和炽灼残渣的结果

为 ３．９７％和 ２．００％，用质量平衡法定值含量为 ９２８ ｕ ／ ｍｇ。
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　 　 那西肽最早由法国罗纳普朗克公司试生产，后
由日本三菱公司对那西肽生产菌进行了选育和试

验研究，于 １９８７ 年底被日本批准为法定的饲料添

加剂。 我国于 １９９８ 年批准为国家三类新兽药，被
农业部列为可在饲料中长期添加使用的饲料药物

添加剂，对猪、鸡有促进生长和提高饲料转化率的

作用［１－２］。 但由于迄今都没有国际或国家那西肽标

准品，生产企业没有统一尺度确定那西肽原料和制

剂的含量，我国药政药检部门对那西肽类产品也因

为没有标准品而无法实施质量监督，因此急需研制

和建立一批国家那西肽标准品。
１　 仪器与材料

１．１　 仪器　 ＳＹＮＡＰＴ ＨＤＭＳ 质谱仪；岛津 ２０１０Ａ 高

效液相色谱仪，包括 ＳＰＤ－Ｍ２０Ａ 二极管阵列检测

器（ＰＤＡ 检测器），ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＬＣ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 色谱工作

站；ＵＶ－３０１０ 紫外分光光度计；ＭＥＴＴＬＥＲ ＸＰ１０５ 电

子天平（感量 ０．１ｍｇ）；ＤＨＧ－９２４０ Ａ 型电热恒温鼓

风干燥箱；ＣＷＦ１１ ／ ５ 型高温炉。
１．２　 试剂与药品 　 那西肽标准品原料，浙江汇能

动物药品有限公司和江苏奥赛动物药品公司共同

制备；乙腈与甲醇为色谱纯；四氢呋喃、氨水、三氯

甲烷、磷酸二氢钾与磷酸氢二钾为分析纯；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
去离子水。
２　 方 法

２．１　 分子量测定 　 ＥＳＩ 负离子模式，毛细管电压

３ ｋｖ，锥孔电压 ２０ ｖ，离子源温度 １２０ ℃，脱溶剂气
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温度 ３５０ ℃，脱溶剂气流量 ８００ Ｌ ／ ｈ。 取那西肽约

２．５ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ９０％乙腈溶液溶解并

稀释至刻度，上机测试。
２．２　 鉴别

２．２．１　 紫外－可见分光光度法　 取本品约 ５ ｍｇ，加
四氢呋喃 ５ ｍＬ 使溶解，取上清液 １ ｍＬ，加甲醇－氨
水（８７ ∶ １３）２０ ｍＬ，在 ４０５ ～ ４１１ ｎｍ 波长范围内测

定最大吸收波长。
２．２．２　 荧光鉴别 　 取本品约 １０ ｍｇ，加三氯甲烷

２ ｍＬ溶解后，置紫外光灯（３６５ ｎｍ）下检视，即显黄

绿色荧光。
２．３　 酸碱度　 取本品 ０．１ ｇ，加水 ４０ ｍＬ 溶解后测定。
２．４　 干燥失重 　 按《中国兽药典》干燥失重方法，
１０５ ℃干燥至恒重［３］。
２．５　 炽灼残渣　 按《中国兽药典》炽灼残渣方法

测定［３］ 。
２．６　 纯度测定

２．６．１　 高效液相色谱法一

２．６． １． １ 　 色谱条件 　 根据参考文献方法［４］，采用

ＳＨＸＢＪＸ 苯基柱（２００ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），以乙腈－
０． ０５％ 磷酸溶液 （ ４５ ∶ ５５） 为流动相， 流速为

１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ３３２ ｎｍ。 理论板数按那西

肽峰计算不低于 １５００，主成分与相邻杂质峰的分离

度应不小于 １．５。
２．６．１．２　 供试品测定　 取本品适量，加乙腈适量超

声 ２ ｍｉｎ 使溶解，放冷至室温，再用乙腈稀释至每

１ ｍＬ中约含 ５０ μｇ 那西肽的溶液，精密量取 ２０ μＬ，
注入液相色谱仪，记录色谱图至主峰保留时间的 ２ 倍。
按峰面积归一化法计算纯度。 该方法由两人分别

测定，取 ５ 份以上样品，每份样品重复测定 ２ 次。
２．６．２　 高效液相色谱法二

２．６．２．１　 色谱条件 　 根据参考文献方法［５］ ，采用

ＹＭＣ Ｐｒｏ Ｃ１８（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ，８０ Ａ° ）色谱

柱，以ｐＨ ５．６磷酸盐缓冲液（取磷酸二氢钾 ８．９１ ｇ
和磷酸氢二钾０．８７ ｇ，加水 １０００ ｍＬ 使溶解，摇
匀，即得） －乙腈－甲醇（５４ ∶ ４３ ∶ ３）为流动相，流
速为０．７ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ３３０ ｎｍ。 理论板数

按那西肽峰计算不低于 １５００，主成分与相邻杂质

峰的分离度应不小于 １．５。
２．６．２．２　 供试品测定　 取本品适量，用流动相超声

２ ｍｉｎ 使溶解，放冷至室温，再用流动相稀释制成每

１ ｍＬ 中约含 ５０ μｇ 那西肽的溶液，精密量取２０ μＬ，
注入液相色谱仪，记录色谱图至主成分峰保留时间

的 ２ 倍。 按峰面积归一化法计算纯度。 取 ５ 份以

上样品，每份样品重复测定 ２ 次。
２．７　 含量定值 　 按质量平衡法进行定值［６－７］。 在

无溯源对照品的计算下，计算一种对照品的含量是

１００％减去干燥失重的含量，减去无机杂质（炽灼残

渣的量），再乘以所测定的纯度含量，作为该批对照

品的含量。
３　 结 果

３．１　 分子量 　 测得最高峰离子（负离子）结果为

１２２０．１５（图 １）。 根据那西肽分子式，负离子模式下

那西肽最高峰丰度理论计算值为 １２２０．１５（质谱仪

自动计算），测定结果与理论值一致。

图 １　 那西肽质谱图

３．２　 鉴别

３．２．１　 紫外－可见分光光度法　 在 ４０７ ～ ４０８ ｎｍ 波

长处有最大吸收。 三次测定的最大吸收波长分别

为：４０７、４０８ 和 ４０７．５ ｎｍ，见图 ２。

图 ２　 那西肽紫外色谱图
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３．２．２　 荧光鉴别　 结果显黄绿色荧光，呈正反应。
３．３　 酸碱度　 二次测定的酸碱度结果分别为 ７．１５
和 ７．０６，平均值为 ７．１。
３．４　 干燥失重　 两人的测定结果分别为 ３．９４％和

４．００％，平均值为 ３．９７％。
３．５　 炽灼残渣　 两人的测定结果分别为 ２．０２％和

１．９９％，平均值为 ２．００％。
３．６　 纯度测定

３．６．１　 高效液相色谱法一　 第一人测定主峰纯度

为 ９４．２８％，ＲＳＤ 为 ０．２％，主峰前后相邻两个副峰

的纯度和为 ５． １７％；第二人测定主峰平均纯度为

９４．７１％，ＲＳＤ 为 ０．２％，主峰前后相邻两个副峰的纯

度和为 ４．９０％；具体结果见表 １。 两人间的相对偏

差为 ０．２％。 液相色谱图见图 ３。
３．６．２　 高效液相色谱法二　 测定主峰平均纯度为

９４．０１％，ＲＳＤ 为 ０．３％，主峰前后相邻两个副峰的纯

度和为 ５．４１％，具体结果见表 １。 液相色谱图见图 ４。

图 ３　 那西肽纯度测定方法一液相色谱图

图 ４　 那西肽纯度测定方法二液相色谱图

表 １　 纯度测定结果

方法 测定人 那西肽组分
测定结果 ／ ％

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ 平均 ＲＳＤ

方法一

甲

乙

主峰

副峰

主峰

副峰

９４．１５ ９４．５４ ９３．９９ ９４．１３ ９３．９６

９４．５８ ９４．３５ ９４．４６ ９４．４３ ９４．２２

５．１４ ５．０１ ５．３８ ５．２１ ５．３３

４．８４ ５．１８ ５．１４ ５．０６ ５．３４

９４．６５ ９４．５４ ９４．５８ ９４．９４ ９４．６３

９４．８２ ９４．７１ ９４．６５ ９４．９９ ９４．９７

４．８２ ４．９０ ５．０６ ４．７０ ５．０１

４．７９ ４．９１ ５．０１ ４．６４ ４．７１

／

９４．４８

９４．５５

５．１３

５．０８

／

／

９４．２８

５．１７

９４．７１

４．９０

０．２

０．２

方法二 甲

主峰

副峰

９４．３８ ９３．９９ ９３．６４ ９４．２７ ９４．１６ ９３．９９ ９３．６７

９４．５７ ９４．２６ ９３．４４ ９３．９７ ９４．０７ ９４．０３ ９３．７０

４．７５ ５．４６ ５．４９ ５．４９ ５．３２ ５．５１ ６．０７

４．８３ ５．０９ ５．６２ ５．４８ ５．３９ ５．２７ ６．０３

９４．０１

５．４１

０．３

３．７　 含量定值　 标准品的含量（ｕ ／ ｍｇ）＝ ［１－干燥失

重（％）－炽灼残渣（％）］ ×纯度（％）×１０００ ｕ ／ ｍｇ，这
里纯度按两种方法测定的平均总纯度（以主峰和按

相对活性因子换算后副峰的纯度和）计算，含量为

９２８ ｕ ／ ｍｇ。
４　 讨 论

本批那西肽标准品原料为黄绿色粉末。 但在

我国兽药质量标准中规定那西肽为浅黄绿褐色或

黄绿褐色粉末，有特异气味。 这是因为那西肽原料

未完全精制，含有的一些发酵副产物使颜色变为褐

色。 据文献报道，那西肽纯品应是黄绿色物质，呈
粉末状或细针状结晶。 两家公司提供的原料候选

物均为黄绿色。
本批制备的那西肽标准品为我国首批制备的
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国家标准品，目前国际上也尚无同类标准品。 为了

准确测定那西肽的纯度，应考虑用两种不同原理的

方法进行纯度测定，但由于那西肽熔融时同时分

解，无法用差示扫描量热法测定那西肽的纯度，因
此建立了两种不同色谱条件的 ＨＰＬＣ 方法，并采用

两种不同原理的色谱柱进行纯度测定，以排除单一

液相色谱色条件测定的局限性。
那西肽具有生物活性，在兽药质量标准中用微

生物法测定那西肽的含量。 原则上生物效价标准

品的定值应可溯源，但该产品的原始研发厂目前已

不生产，该产品的主要生产地集中在中国，因此在

无溯源标准品的情况下，根据抗生素标准品的定值

理论进行定值，那西肽为单一成分的化合物，理论

上应只按单一组分对该批那西肽标准品定值，我们

用该方法定值的标准品测定了两个企业 ２２ 批样

品，结果将导致市场上的产品含量下降约为 ８．６ ～
１３．１％。 从液相色谱图上可看出，在主成分前后各

有一个副产物峰，目前兽药质量标准是用生物效价

计算总含量［９］，主峰和副产物峰均有一定的生物活

性［８］，沿袭至今的定值方法是将副产物的生物活性

也考虑在内。 因此最后本批标准品以主峰与副产

物的总活性进行定值，用该方法定值的标准品测定

了上述 ２２ 批样品，测定的产品测定结果均在标示

量范围内。
本批标准品同时按质量平衡法对那西肽主成

分进行了含量定值。 根据质量平衡法原理，标准品

含量（％）＝ ［１００％－水分（％）－残留溶剂（％）－无机

杂质（％）］×纯度（％），当用干燥失重方法可将标

准品中的水分和残留溶剂全部挥发出来并使供试

品达到恒重时，本公式中的水分和残留溶剂的测定

结果可用干燥失重结果代替。 由于那西肽标准品

的原料采用甲醇进行精制，甲醇沸点为 ６４．７ ℃，在
１０５ ℃能全部挥发出去，试验证明那西肽对照品在

该温度能很快干燥至恒重，说明水分和有机溶剂能

完全挥发，可用干燥失重结果代替水分和残留溶剂

的测定。 因此那西肽含量（％）＝ ［１００％－干燥失重

（％）－无机杂质（％）］×纯度（％）＝ （１００％－３．９７％－
２．００％）× ９４．２６％ ＝ ８８．６３％。 赋值结果为按 Ｃ５ｌＨ４３

Ｎ１３０１２Ｓ６计，含量为 ８８．６％。 另对主成分定值主要

是考虑到企业已改用高效液相色谱法测定那西肽

的含量，用主成分定值的含量更能准确反映那西肽

产品的质量。
那西肽为硫多肽类抗生素，比较不稳定，为了

确定温度对标准品稳定性的影响，试验取标准品原

料进行了 ６０ ℃高温试验，分别在 ０、５ 和 １０ ｄ 时测

定，那西肽主峰纯度分别为 ９４． ５８％、 ９４． ２８％ 和

９４．２０％，纯度略有下降，但基本稳定，因此可按照抗

生素标准品的常规贮存条件在 ５ ℃以下保存。
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