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替曲朵辛（Tetrodotoxin，TTX）又名河豚毒素，是一种氨基
全氢喹唑啉化合物，主要存在于河豚鱼卵巢、肝脏等内脏中[1]，

纽虫、蝾螈、蓝斑章鱼等海洋生物中也含有TTX[2]，其为自然界
毒性非常强的非蛋白质神经毒素。随着对其毒理、药理作用
深入的研究，发现TTX还是一种Na+通道抑制剂[3]，对中枢神经
具有较强的抑制作用，具有消炎镇痛[4]、局部麻醉[5]、戒毒[6]等多
种功效，对多种钝痛及锐痛均有缓解作用，且不产生依赖性，

可减轻晚期癌症患者的疼痛[7]，因此，其药用价值越来越引起
重视[8]。国内外对TTX的研究多局限于河豚鱼等生物中该化
合物的定性定量分析[9-11]，国内也有从药品的角度进行研究的
报道，但这些研究中的方法柱效低、保留弱，如高效液相色谱
（HPLC）法检测限为 10 ng，有关物质检查只能分离到 2～3个
杂质，不能满足实际工作的需要[12-13]。本文采用C8耐水柱和离
子对色谱法建立了TTX原料药含量和有关物质的测定方法。

该方法柱效高、保留强，检测限为 48 pg，低于文献[12-13]方法的
1/200以下，且TTX与相邻杂质的分离更好；有关物质检查中
分离到10个杂质，可有效控制TTX原料药的质量。该方法也
被采纳作为替曲朵辛首批国家标准物质的标定方法。

1 材料
AX 26百万分之一电子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）；

LC-10ATVP HPLC 仪，包括 CLASS-VP 工作站（日本岛津公
司）；毛细管电泳仪，包括二极管阵列检测器（DAD）（美国Agi-

lent公司）；XFP-10稀释分配仪（天津天大天发科技有限公司）；

BF-2000氮吹仪（北京八方世纪科技有限公司）。

TTX对照品（中国食品药品检定研究院，批号：070304，纯
度：99.0％）；TTX原料药（深圳宏锦天生物科技有限公司，批
号：070701、070702、070703，纯度：98.6％、98.6％、98.4％）；磷
酸、庚烷磺酸钠均为分析纯，试验用水为Millipore纯化水。

2 含量和有关物质的测定
2.1 色谱条件

色谱柱：Agela Venusil ABS-C8（T）（250 mm ×4.6 mm，5

μm）；流动相：10 mmol/L庚烷磺酸钠溶液（用磷酸调节 pH为
3.0），流速：0.8 ml/min；检测波长：195 nm；柱温：35 ℃；进样量：

50 μl。

2.2 溶液的制备

对照品溶液：精密称取TTX对照品约1 mg，置于100 ml量
瓶中，加0.02％磷酸溶液适量使之溶解，并稀释至刻度，摇匀，

即得。

供试品溶液：精密称取TTX原料药约1 mg，置于100 ml量
瓶中，加0.02％磷酸溶液适量使之溶解，并稀释至刻度，摇匀，

即得。

2.3 流动相pH值的选择

以10 mmol/L庚烷磺酸钠为流动相，用磷酸调节pH值，考
察 pH值为 2.5、3.0、4.0、5.0、6.0时，对TTX色谱峰的影响。结
果，当 pH值≥5.0时主峰的各项参数不佳；随着 pH值的降低，

主峰的保留时间缩短，理论板数增加，主峰与相邻峰分离效果
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摘 要 目的：建立替曲朵辛原料药含量及有关物质的测定方法，并标定首批国家标准物质。方法：采用反相离子对高效液相色

谱法。色谱柱为 Agela Venusil ABS-C8（T），流动相为 10 mmol/L 庚烷磺酸钠溶液（pH 为 3.0），流速为 0.8 ml/min，检测波长为 195

nm，柱温为35 ℃。结果：替曲朵辛检测质量浓度线性范围为0.294～44.16 μg/ml（r＝0.999 9），检测限为48 pg，首批国家标准物质

的含量为每瓶15.12 μg。结论：本方法操作简便、结果准确、重复性好，可用于作为替曲朵辛原料药含量测定和有关物质检查。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of the content and related substance of tetrodotoxin，and

to determine first batche of national standard material. METHODS：Ion-pair RP-HPLC method was adopted. The separation was per-

formed on Agela Venusil ABS-C8（T）column with mobile phase consisted of 10 mmol/L sodium heptanesulfonate（pH 3.0）at the

flow rate of 0.8 ml/min. The detection wavelength was set at 195 nm and column temperature was 35 ℃ . RESULTS：The linear

range of tetrodotoxin was 0.294-44.16 μg/ml（r＝0.999 9）with detection limit of 48 pg. The content of national standard material

was 15.12 μg. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate and reproducible. It can be applied for the determination of con-

tent and related substance of tetrodotoxin.
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图1 专属性试验高效液相色谱图
A.光照破坏溶液；B.氧化破坏溶液；C.热破坏溶液；D.空白溶液；1～10.

杂质

Fig 1 HPLC chromatograms of specification test
A. solution destroyed by light；B. solution destroyed by oxidation；C. so-

lution destroyed by heat；D. blank solution；1-10. impurity

良好；其中流动相的最优pH值为3.0。

2.4 专属性考察

2.4.1 空白溶液：以0.02％磷酸溶液为空白溶液。

2.4.2 光照破坏溶液：精密称取TTX原料药1 mg，置于1 ml量
瓶中，加0.5 ml的0.02％磷酸溶液使之溶解，置于4 500 lx下光
照12 h，用0.02％磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，即得。

2.4.3 氧化破坏溶液：精密称取TTX原料药1 mg，置于1 ml量
瓶中，加0.3 ml的0.02％磷酸溶液使之溶解，加30％过氧化氢0.5

ml，室温放置4 h，用0.02％磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，即得。

2.4.4 热破坏溶液：精密称取TTX原料药约 1 mg，置于 1 ml

量瓶中，加0.02％磷酸溶液适量使之溶解，90 ℃水浴中加热破
坏3 h，放冷至室温，用0.02％磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，即得。

取上述溶液各 50 μl注入液相色谱仪，记录色谱图。测试
结果显示，空白溶液不干扰测定；破坏试验共得到杂质 10个，

TTX主峰与各杂质峰分离度良好；各杂质均在TTX主峰保留
时间的2倍内出峰，色谱见图1。

2.5 线性范围考察

精密称取TTX对照品适量，加 0.02％磷酸溶液溶解并稀
释成 0.368 0 mg/ml的溶液作为贮备液，取贮备液依次稀释成
含TTX 44.16、22.08、14.72、7.36、0.460、0.294 μg/ml的溶液，分
别进样50 μl，记录色谱图。以浓度（x）为横坐标，峰面积（y）为
纵坐标绘制标准曲线，得回归方程为：y＝70 000 000x－2 483.6

（r＝0.999 9）。结果表明TTX检测质量浓度线性范围为0.294～

44.16 μg/ml。

2.6 精密度试验

取“2.2”项下对照品溶液，连续进样 5次，测定TTX峰面
积，计算RSD为0.1％，表明该方法精密度良好。

2.7 重复性试验

精密称取TTX原料药（批号：070701），用0.02％磷酸溶液
配成浓度分别为0.12、0.15、0.18 mg/L的溶液各3份，各取50 μl

注入液相色谱仪，记录色谱图。计算其含量的平均值为98.7％，

RSD为0.6％（n＝9），结果表明该方法重复性良好。

2.8 检测限和定量限考察

逐级稀释TTX对照品溶液，进样，记录色谱图。以信噪比
为3计，测得检测限为48 pg；以信噪比为10计，测得定量限为
120 pg。

2.9 加样回收率试验

分别精密称取TTX对照品约1.0、1.3、1.6 mg各3份，置于
100 ml 量瓶中，每份中加入 TTX 原料药（批号：070701）约 1

mg，加 0.02％磷酸溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。精密
量取50 μl注入液相色谱仪，记录色谱图，计算。结果，平均回
收率为100.0％，RSD为1.9％，表明该方法的回收率良好，详见
表1。

表1 加样回收率测定结果（n＝9）

Tab 1 Results of the recovery test（n＝9）

原料药称
样量，mg

1.001

0.998

0.994

1.045

1.014

1.021

0.989

0.991

0.995

对照品称
样量，mg

0.951

0.999

1.098

1.254

1.316

1.337

1.644

1.604

1.602

测得量，
mg

1.937

1.964

2.103

2.282

2.338

2.361

2.569

2.561

2.544

回收率，
％

100.2

98.4

102.7

100.2

102.1

101.8

97.4

99.2

98.1

平均回收率，
％

100.0

RSD，
％

1.9

2.10 溶液稳定性试验

取“2.2”项下的供试品溶液，室温放置 0、2、4、6、8、10、12、

24 h，进样 50 μ l，记录色谱图。结果，TTX 峰面积 24 h 内的
RSD为0.59％。表明该供试品溶液在24 h内稳定，可保证检测
结果的准确性。

2.11 耐用性考察

固定流动相的浓度为 10 mmol/L，改变 pH 值为 2.8、2.9、

3.0、3.1、3.2，考察 pH 值对本色谱系统的影响；固定流动相的
pH为 3.0，改变流动相浓度为 8、10、12 mmol/L，考察流动相浓
度对本色谱系统的影响；选用不同色谱柱进行试验。结果在
小范围内改动流动相pH值或浓度，主峰保留时间、对称因子、

理论板数和相邻杂质的分离度均变化不大；另选用Ultimate、

Agilent 等品牌的耐水 C8色谱柱试验所得的结果均一致、良
好。

2.12 含量测定

取 3批原料药按“2.2”项下方法制备成供试品溶液，各进
样 50 μl，记录色谱图，用外标法计算TTX含量。结果，3批原
料药（批号：070701、070702、070703）的含量分别为 98.6％、

98.6％、98.4％。

2.13 有关物质测定

精密称取 TTX 原料药约 1 mg，置于 10 ml 量瓶中，加
0.02％磷酸溶液适量使之溶解，并稀释至刻度，摇匀，作为供试
品溶液。精密量取供试品溶液 1 ml，置于 50 ml 量瓶中，加
0.02％磷酸溶液适量使之溶解，并稀释至刻度，摇匀，作为对照
溶液。取上述溶液各50 μl注入液相色谱仪，记录色谱图至主
成分保留时间的 2.5倍，按照自身对照法计算样品的有关物
质。结果，3批原料药（批号：070701、070702、070703）的有关物
质总含量分别为1.4％、1.3％、1.7％，单个最大杂质均小于1％。
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3 首批国家标准品的标定
3.1 TTX对照品的标定

取经过进一步提纯的TTX原料药，采用上述HPLC法测
定其有关物质的含量为 0.73％，采用热重分析（TG）法测定其
水分含量为0.3％，采用电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）法测
定金属元素含量为百万分之七，最终确定TTX对照品的纯度
为99.0％。

3.2 分配仪的精密度考察

用水进行分配试验，分配额为 0.1 ml，共分配 20次。取 1

支空西林瓶，精密称定，用分配仪分装水，再精密称定其质量，

将2次质量相减，就可得到水的精密质量。结果，分配20次水的
平均质量为0.100 63 g，RSD为0.37％，表明该仪器精密度良好。

3.3 对照品的分装

精密称取TTX对照品适量，用甲醇-醋酸（pH值为3.5）（70 ∶
30）的溶液溶解并稀释成每1 ml含TTX 150 μg的溶液，用分配
仪将其分配为每份100 μl的溶液至棕色西林瓶中，用氮吹仪将
溶液吹干，常温真空减压干燥24 h，充氮，加塞压盖。

3.4 首批国家标准物质的标定

取分装后的 TTX 对照品 20 瓶，分别精密加入 1 ml 的
0.02％磷酸溶液，用手腕轻轻晃动使底部的样品充分溶解，再
轻轻转动西林瓶，使瓶壁上的样品充分溶解。采用上述HPLC

法测定其含量。结果 10瓶 TTX 对照品的平均含量为每瓶
15.12 μg，RSD为0.34％，精密度良好。

3.5 首批对照品的使用方法与用途

取分装后的TTX对照品1瓶，精密加入0.02％磷酸溶液1

ml，用手腕轻轻晃动西林瓶，使底部的TTX充分溶解，再轻轻
转动西林瓶，使瓶内的TTX完全溶解，其浓度为 15.12 μg/ml；

或者精密加入 0.02％磷酸溶液 2或 3 ml，使其浓度为 7.56或
5.04μg/ml。该对照品用于TTX鉴别、检查和HPLC-紫外（UV）

定量分析。

4 讨论
TTX在强碱中加热产生物质具有荧光，可用柱后衍生化

荧光检测法测定TTX[9-10]；但若杂质的结构与TTX的结构差异
大，可能无法进行衍生化反应。经试验发现，样品中含量最大
的杂质 9在柱后衍生化荧光检测中响应低，几乎检测不到，所
以，柱后衍生化荧光检测法不适合作为TTX有关物质的检测
方法。由于TTX结构中含有胍基基团，具有末端吸收，本文选
用195 nm作为检测波长，大多数杂质都有响应，杂质漏检的可
能性小。

通过专属性考察试验，发现TTX对光照、氧化、热均不稳
定，有关物质分析中也发现原料药中主要含有杂质6、7、8和9，

其中杂质 6、7、9为光照和热降解产物，因此，TTX在生产和储
藏过程中应该注意避光和低温保存。笔者在专属性考察试验
中曾经考察过酸、碱破坏试验，发现TTX及其杂质在强酸、强
碱环境下均不稳定，被破坏完全，因此TTX原料药及其制剂必
须严格控制酸碱度。

文献[14]报道使用毛细管电泳法分析TTX，可分离出2个杂
质。笔者根据文献报道的条件经过适当的优化后，使用胶束
毛细管电泳法来分析TTX原料药的含量和有关物质，结果供
试品溶液中只检测出1个杂质峰，而且主峰的响应值较低。原
因可能是毛细管电泳法使用的缓冲液的浓度高，其末端吸收
强，影响了微量杂质的检出，即使毛细管电泳法能将杂质分
开，但是紫外检测器却不能将其检测。因此HPLC法更优于毛

细管电泳法，更适合检测TTX原料药的含量及有关物质。

目前TTX主要从海洋生物内脏中提取，因此TTX非常稀
缺、价格昂贵。文献方法中含量和有关物质消耗的TTX原料
药和对照品虽然只有几十毫克，但费用却需要几万元，厂家和
监督部门在日常工作中很难接受，因此必须提高检测灵敏度，

降低TTX的消耗。本文采用精密度为百万分之一的电子天平
称量1 mg的样品进行试验，可大大节省样品，对照品标定中采
用 TG 法和 ICP-MS 法测定水分和金属离子，也是为了降低
TTX的消耗。在无国际对照品作为参考的情况下，本文采用
HPLC法标定了TTX对照品的纯度。考虑到TTX制剂的规格
为5～15 μg，为减少每次试验的消耗，本文采用了新的对照品
分装技术，将TTX对照品分装为常用制剂规格的使用量，既节
约成本，又方便使用。
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