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β-丙内酯（β-propiolactone）是一种优良的病毒灭活试剂，

能够直接作用于病毒核酸，引起基因突变，阻断病毒复制，对

病毒具有很强的灭活作用。β-丙内酯虽能破坏病毒核酸结构

但不影响病毒壳蛋白，因而不会破坏灭活病毒的免疫原性，同

时β-丙内酯极易水解成对人体无毒性的3-羟基丙酸（见图1），

故被广泛用于各种疫苗的灭活[1-2]。

β-丙内酯极易水解，在37 ℃水浴条件下2 h即水解80％以

上[3]，在高温、加热或有离子存在时易发生聚合。β-丙内酯是潜

在的致癌物[4]，尽管理论上采用 37 ℃孵育破坏等灭活工艺能

够水解灭活病毒后剩余的β-丙内酯，但在具体的生产工艺研究

以及产品质量控制过程中还是应该对β-丙内酯的残留情况进

行监控。

有关生物制品中残留β-丙内酯的检测方法文献报道有液

相色谱法[5-6]和气相色谱法[3，7-9]。已有文献均采用水溶液制备

β-丙内酯对照品溶液，但是β-丙内酯在水溶液中不稳定，降解

迅速，因此导致试验结果线性较差[9]。

本文采用乙腈为对照品溶液的溶剂，建立了测定灭活狂

犬病毒浓缩液中残留β-丙内酯的直接进样气相色谱法，并对建

立的方法进行了验证。结果表明，该方法较已有文献方法[3，9]

操作简便，可满足狂犬疫苗生产过程中残留β-丙内酯测定的需

要，为狂犬病疫苗生产工艺研究和验证工作提供了方法和手

段，并为生物制品研发中灭活工艺的研究提供了经验和借鉴。

1 材料
1.1 仪器

HP6890A气相色谱系统（美国Agilent公司）；cp225D 电子

天平（德国Sartorius公司）。

1.2 药品与试剂

β-丙内酯（对照品，比利时Acros公司，批号：A0226002，纯

度：98％）；灭活狂犬病毒浓缩液[安泽康（北京）生物科技有限
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摘 要 目的：建立检测灭活狂犬病毒浓缩液中残留的β-丙内酯的方法。方法：采用直接进样的气相色谱法。色谱柱为

HP-DB624毛细管柱，程序升温；采用氢火焰离子化检测器（FID），载气为氮气，流速为 1.0 ml/min；氢火焰离子化检测器温度为

250 ℃，进样口温度为150 ℃。以乙腈为对照品稀释溶剂，样品溶液经离心后直接进样。结果：乙腈和样品中其他成分对β-丙内

酯的测定无干扰。β-丙内酯的检测质量浓度线性范围为1.082～1 082.0 μg/ml（r＝0.999 4）；检测限和定量限分别为0.2、1.0 ng；方

法精密度和耐用性良好。在4批样品中未检出残留的β-丙内酯。结论 ：建立的方法操作简便、通用性强，可满足灭活狂犬病毒浓

缩液中残留的β-丙内酯监控的需要。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for the determination of residual β-propiolactone in inactivated rabies virus con-

centrate. METHODS：Gas chromatography with direct injection was adopted. HP-DB624 capillary column was used with nitrogen

as carrier gas at flow rate of 1.0 ml/min；column temperature was programmed temperature，and FID was used as detector. The de-

tector temperature was 250 ℃，and the injector temperature was 150 ℃. β-propiolactone was dissolved in acetonitrile as reference

solution，and inactivated rabies virus concentrate was direct injected for determination after centrifugation. RESULTS：There was

no interference from acetonitrile and inactivated rabies virus concentrate. The linear range of β-propiolactone were 1.082-1 082.0 μg/ml

（r＝0.999 4）. The limits of detection and quantification were 0.2 and 1.0 ng. The established method was accurate and durable.

β-propiolactone was not found in 4 batches of inactivated rabies virus concentrate. CONCLUSIONS：The method is simple and uni-

versal，and can be used for the determination of residual β-propiolactone in inactivated rabies virus concentrate.
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β-丙内酯 3-羟基丙酸

图1 β-丙内酯水解图

Fig 1 Hydrolysis of β-propiolactone
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公司，批号：X20091009-1、X20091009-2、X20091009-3、X2009-

1009-4，规格：每支均为1 ml，含6.67 mmol/L（病毒）]；乙腈为色

谱纯；水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

采用HP-DB624毛细管柱（30 m×0.32 mm×1.80 μm），程序

升温：初始温度为 80 ℃，保持 1 min，以 20 ℃/min的速率升温

至200 ℃，保持5 min；检测器为氢火焰离子化检测器（FID），检

测器温度为250 ℃；进样口温度为150 ℃；载气为氮气，流速为

1.0 ml/min；进样量为1 μl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液。精密称取β-丙内酯 10.82 mg，置于 10 ml

量瓶中，加乙腈稀释至刻度，得到质量浓度为1 082.0 μg/ml的

对照品溶液。精密量取上述对照品溶液适量，用乙腈依次稀

释成质量浓度分别为504.1、108.2、50.41、10.82、1.082 μg/ml的

系列对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液。灭活狂犬病毒浓缩液在 4 ℃条件下，经

10 000 r/min 离心（离心半径 4.9 cm）5 min 后，取上清液立即

测定。

2.3 方法专属性考察

2.3.1 溶剂对色谱系统分离情况的影响。在“2.1”项下色谱条

件下，β-丙内酯保留时间约6.1 min，试验用溶剂（乙腈）保留时

间约 4.5 min。β-丙内酯与相邻最近色谱峰的分离度大于 4.0，

β-丙内酯色谱峰理论板数＞100 000，乙腈及灭活狂犬病毒浓

缩液中均无干扰峰存在。表明本色谱条件的色谱分离能力可

满足试验的需要。样品（批号：X20091009-1）及其添加β-丙内

酯的乙腈溶液色谱图见图2。

2.3.2 β-丙内酯在不同溶液中保留时间的考察。取相同质量

浓度β-丙内酯的乙腈溶液和添加有β-丙内酯的灭活狂犬病毒

浓缩液分别进样 3次，6次测定中β-丙内酯的保留时间分别为

6.081、6.071、6.080、6.067、6.068、6.091 min，保留时间的RSD＝

0.15％（n＝6）。表明在该色谱系统中，β-丙内酯在乙腈溶液和

灭活狂犬病毒浓缩液中的色谱保留行为一致。

2.4 检测限和定量限试验

精密量取对照品溶液，逐步稀释，分别进样，调整检测灵

敏度，按照信噪比为3 ∶ 1确定β-丙内酯的检测限为0.2 ng，按照

信噪比为10 ∶1确定β-丙内酯的定量限为1.0 ng。

2.5 线性试验

取质量浓度分别为 1 082.0、504.1、108.2、50.41、10.82、

1.082 μg/ml的β-丙内酯对照品溶液进样测定，记录色谱图。以

对照品溶液中β-丙内酯质量浓度（x）为横坐标，以峰面积（y）为

纵坐标，进行线性回归分析，得回归方程为：y＝0.835 5x+2.329 6

（r＝0.999 4，n＝6），表明β-丙内酯的检测质量浓度线性范围为

1.082～1 082.0 μg/ml。

2.6 精密度考察

取质量浓度为1.082 μg/ml的对照品溶液重复进样5次，记

录峰面积。结果 5次进样β-丙内酯保留时间的RSD＝0.01％，

峰面积的RSD＝2.6％（n＝5）。表明该色谱方法在线性范围最

低限度水平上具有较好的精密度。

2.7 β-丙内酯在乙腈溶液中的稳定性考察

精密称取β-丙内酯12.63 mg，置于25 ml量瓶中，加乙腈稀

释至刻度，室温条件下放置，于 0、40、140、260、340、360 min

时，分别取该溶液进样测定。结果峰面积的RSD＝2.94％（n＝

6），表明β-丙内酯在乙腈溶液中室温条件下6 h能保持稳定。

2.8 方法耐用性考察

取对照品溶液分别在不同检测器温度（245、250、255 ℃）、

不同进样口温度（145、150、155 ℃）条件下进行测定，记录色谱

图。结果样品在不同检测器温度、不同进样口温度条件下测

定，色谱峰面积的RSD分别为4.47％（n＝3）、1.95％（n＝3），均

能满足测定要求，对测定结果无显著影响。

2.9 样品检测

按照建立的方法，对4批灭活狂犬病毒浓缩液中残留β-丙

内酯进行测定，结果均未检出β-丙内酯。表明这4批样品中残

留的β-丙内酯经37 ℃处理后已低于方法检测限。

3 讨论
β-丙内酯水溶液不稳定，且紫外吸收较弱，故笔者放弃了

采用液相色谱方法。而目前《中国药典》中推荐的以顶空方式

进样的残留溶剂检测方法需要进行加热平衡，会直接加速供

试品溶液中残留β-丙内酯的水解，影响测定结果的准确性。因

此最终确定以直接进样气相色谱法进行残留β-丙内酯的监控

与测定。

现有文献 [3，9]采用水作为溶剂配制对照品溶液，并储存

在－20 ℃条件下备用，稀释用水需保持 2～8 ℃，并且试验操

作需要在冰盒上迅速操作，不但对操作要求较高且较为烦琐，

同时温度的差异还容易影响结果的精密度和准确性，故笔者

未采用此法。

本文采用乙腈作为对照溶液稀释溶剂，试验结果显示β-丙

内酯在乙腈溶液中能够长时间保持稳定，并且β-丙内酯在乙腈

溶液和灭活狂犬病毒浓缩液中具有相同的色谱行为，证实了

乙腈对β-丙内酯的气相色谱测定无影响。由于采用乙腈作为

溶剂，仅需在室温条件下制备和贮存对照品溶液，不需要在低

温条件下进行迅速操作，因此大大降低了对试验条件和操作

技术的要求。采用低温离心后的灭活狂犬病毒浓缩液作为供

试品溶液，简单处理后立即进样，有效保证了试验结果的准

确和可靠。

灭活狂犬病毒浓缩液的生产过程中设有“β-丙内酯消除”

工艺，本研究是对β-丙内酯消除效果进行验证，属于限度性检

查 [10]，目标是灭活狂犬病毒浓缩液中不得检出残留的β-丙内

酯。经试验验证，本方法操作简便、通用性强，在分离性能、检

测灵敏度、线性范围、重复性和方法耐用性方面均可满足灭活

狂犬病毒浓缩液中残留β-丙内酯检测的需要，为狂犬病疫苗生

产工艺验证工作提供了方法和手段，并为其他生物制品研发

图2 气相色谱图
A. 样品；B. 样品+β-丙内酯的乙腈溶液；1. β-丙内酯；2. 乙腈

Fig 2 GC chromatograms
A. sample；B. sample+β-propiolactone acetonitrile solution；1. β-propio-

lactone；2. acetonitrile
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非甾体类消炎镇痛药是全球处方量最大的药物之一[1]，主

要通过抑制环氧合酶发挥镇痛作用，但具有胃肠道、心血管等

方面的不良反应[2]。利克飞龙是一种环氧合酶、5-脂氧合酶双

重抑制药，是具有双重抗炎作用 [3]的新型非甾体类消炎镇痛

RP-HPLC法检查利克飞龙片中的有关物质
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摘 要 目的：建立利克飞龙片中有关物质的检查方法。方法：采用反相高效液相色谱法。色谱柱为 Kromasil C18，流动相为乙

腈-0.05％磷酸水溶液（60 ∶ 40，V/V），流速为1.0 ml /min，检测波长为222 nm，柱温为25 ℃，进样量为10 μl；采用主成分自身对照法

计算总杂质量。结果：主峰与相邻峰的分离度良好，利克飞龙检测质量浓度线性范围为8.1～162 µg/ml（r＝0.999 9），检测限及定

量限分别为0.25、0.89 ng；3批样品总杂质量≤0.31％。结论：建立的方法灵敏度高、精密度好、专属性强，可用于利克飞龙片中有

关物质的检查。

关键词 利克飞龙片；有关物质；反相高效液相色谱法

Determination of Related Substances in Licofelone Tablets by RP-HPLC
WANG Hai-ling1，GAO Hai-ying1，DING Yang2（1.Jilin Provincial Institute of Pharmaceutical Research，Chang-
chun 130060，China；2.School of Clinical Medicine，Norman Bethune Health Science Center of Jilin University，
Changchun 130021，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the determination of the related substances in Licofelone tablets. METH-

ODS：RP-HPLC method was adopted. The determination was performed on Kromasil C18 column with mobile phase consisted of

acetonitrile-0.05％ phosphate solution（60 ∶ 40，V/V）at the flow rate of 1.0 ml /min；the detection wavelength was set at 222 nm

and column temperature was 25 ℃ . The injection volume was 10 μl. The total impurities was calculated by main component self

contrast method. RESULTS：The main peak was well-separated from the adjacent peak. The linear range of licofelone were 8.1-162

µg/ml（r＝0.999 9）. The detection limit and quantitation limit were 0.25 ng and 0.89 ng，respectively. Total contents of impurities

were lower than 0.31％ in 3 batches of samples. CONCLUSIONS：The method is sensitive，precise and specific，and can be used

to determine the related substances in Licofelone tablets.

KEYWORDS Licofelone tablets；Related substances；RP-HPLC

中残留β-丙内酯的检测提供了经验和借鉴。
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