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胃蛋白酶又名胃液素，是胃液中主要的蛋白水解

酶，能催化具有苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸等的肽键断

裂，使大分子的蛋白质分解为小分子多肽［1 - 2］。胃蛋白

酶在消化道中具有非常重要的生理功能，其活性的大

小与人体消化道疾病直接相关［3］。目前，国内外对胃蛋

白酶的研究主要集中在临床疗效、药理学领域［4 - 10］，对
其质量的研究较少。生产胃蛋白酶的原料主要来源于

脊椎动物的胃黏膜，但胃黏膜主细胞分泌的是胃蛋白

酶原，胃蛋白酶原在 pH 2. 0的酸性条件下，N端约有 25
个氨基酸残基从肽链上水解下来，被激活后才能生成

胃蛋白酶。胃蛋白酶的分离技术主要为有机溶剂提取

法、盐析法、底物亲和法等，工业生产中的常用方法为

有机溶剂提取法，利用胃蛋白酶在不同浓度有机溶剂

中的溶解度实现分离，从而获得混合的胃蛋白酶初品。

工业生产过程中常用有机溶剂为工业丙酮，丙酮对胃

蛋白酶的分辨力相对较高，获得胃蛋白酶粗品的活性

较强，且丙酮易被除去，可回收再利用，但反复萃取会

增加溶剂的消耗量，同时会造成少部分酶失活，影响收

率，甚至会产生新的溶剂杂质［11 - 15］。现有生产工艺还

不能完全除去胃蛋白酶原料中残留的有机溶剂，这是

制约该产业发展的一个技术难题。田玉琼等［16］采用单

扫描极谱法测定胃蛋白酶中丙酮残留量，但该法对除

丙酮以外的其他有机溶剂分离度欠佳，且极谱分析仪

普及率低。现行质量标准未对该品种残留溶剂进行全
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气相色谱法测定胃蛋白酶中丙酮和异丙叉丙酮残留量*
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摘要：目的 建立测定胃蛋白酶原料药中丙酮和异丙叉丙酮溶剂残留量的气相色谱法。方法 以纯化水为溶剂制备样品，85 ℃条件下

顶空加热 30 min；色谱柱为 Agilent DB - Wax毛细管柱（30 m × 0. 25 mm，0. 25 µm），程序升温，检测器为火焰离子化检测器，氮气流量

为 1. 0 mL / min，采用外标法定量。结果 丙酮、异丙叉丙酮的质量浓度分别在 50～400 µg / mL（r = 0. 999 4）和 2～16 µg / mL
（r = 0. 999 0）范围内与峰面积线性关系良好；丙酮和异丙叉丙酮的检测限分别为 0. 03，0. 09 µg / mL，定量限分别为 0. 10，0. 30 µg / mL；
精密度试验中，丙酮、异丙叉丙酮峰面积的 RSD 分别为 1. 85% 和 2. 16%（n = 6）；平均加样回收率分别为 95. 87% 和 95. 00%，RSD 分

别为 1. 24%和 1. 90%（n = 9）。结论 该方法操作简便、结果准确、残留溶剂分离度好、灵敏度高、重复性良好，可用于胃蛋白酶原料药

中有机溶剂残留量的检测。
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Determination of Acetone and Mesityl Oxide Residues in Pepsin by GC
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AbstractAbstract：：Objective To establish the gas chromatography（GC）method for the determination of acetone and mesityl oxide residues
in active pharmaceutical ingredients（APIs） of pepsin. Methods The samples were prepared with purified water as the solvent and
heated at 85 ℃ in headspace for 30 min. The chromatographic column was Agilent DB - Wax capillary column（30 m × 0. 25 mm，
0. 25 µm），the temperature was programmed，the detector was flame ionization detector，the flow rate of nitrogen was 1. 0 mL / min，
and the external standard method was used for quantitative analysis. Results The linear ranges of acetone and mesityl oxide were
50 - 400 µg / mL（r = 0. 999 4） and 2 - 16 µg / mL（r = 0. 999 0） respectively. The limits of detection（LOD） of acetone
and mesityl oxide were 0. 03 µg / mL and 0. 09 µg / mL respectively，the limits of quantitation（LOQ） of acetone and mesityl
oxide were 0. 10 µg / mL and 0. 30 µg / mL respectively. In the precision test，the RSDs of peak areas of acetone and mesityl
oxide were 1. 85% and 2. 16% （n = 6） respectively. The average recoveries of acetone and mesityl oxide were 95. 87% and
95. 00% with RSDs of 1. 24% and 1. 90%（n = 9） respectively. Conclusion The method is simple，accurate，separable，sensitive
and repeatable，which can be used for the determination of organic solvent residues in pepsin APIs.
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Fig. 1 GC chromatograms
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面检测［17］。本研究中建立了同时测定胃蛋白酶中丙酮

和异丙叉丙酮溶剂残留的气相色谱法。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

QUINTIX224 - 1CN型电子天平（赛多利斯科学仪

器有限公司，精度为万分之一）；SCI 20D型超纯水机（重

庆科润水处理设备有限公司）；G6500 - CTC型自动进样

器、2010Plus型气相色谱仪（日本岛津科技有限公司）。

1. 2 试药

纯化水（实验室自制）；丙酮（色谱纯，天津市科密

欧化学试剂有限公司）；异丙叉丙酮（分析纯，山东西亚

化学科技有限公司）；胃蛋白酶样品购于西南地区的 4
个厂家（分别编号为A，B，C，D），各2个批次，随机采样。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件［18 - 20］

顶空进样瓶：汽化室温度 85 ℃，汽化时间 30 min；
进样口温度：200 ℃；分流 - 不分流进样（SSL）：进样量

1 mL，分流比25∶1；色谱柱：Agilent DB -Wax型毛细管色谱

柱（30 m × 0. 25 mm，0. 25 µm）；氮气流量：1. 0 mL / min，
柱温：程序升温（初始温度 40 ℃，保留时间 7 min，以
10 ℃ / min的速率升至 80 ℃，再以 25 ℃ / min的速率升

至 200 ℃，保持 5 min）；火焰离子化检测器（FID）：温度

250 ℃，氢气流量 45 mL / min，空气流量 200 mL / min，尾
吹氮气流量25 mL / min。
2. 2 溶液制备

取样品 0. 3 g，精密称定，置 20 mL顶空进样瓶中，

加纯化水 5 mL，密封，涡旋溶解，即得供试品溶液。取丙

酮、异丙叉丙酮对照试剂各适量，精密称定，置 50 mL容
量瓶中，加纯化水稀释并定容，摇匀，制成质量浓度分别

为 500，20 µg / mL的混合对照贮备液。分别精密量取混

合对照贮备液1，2，4，6，8 mL，置10 mL容量瓶中，加纯化

水稀释并定容，摇匀，即得系列混合对照试剂溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：精密量取纯化水 5 mL，置 20 mL顶空

进样瓶中，密封，即得空白溶液。取 2. 2项下混合对照试

剂溶液、供试品溶液及空白溶液各适量，按 2. 1项下色

谱条件进样测定，色谱图见图 1。供试品溶液色谱图中，

在与混合对照试剂溶液相应保留时间处有相应色谱

峰，空白溶液无干扰，表明方法专属性良好。

线性关系考察：分别精密量取 2. 2项下系列混合对

照试剂溶液各 5 mL，置 20 mL顶空进样瓶中，密封，按

2. 1项下色谱条件进样测定。以质量浓度（X）为横坐标、

测得峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程

Y丙 = 2 866. 5 Х丙 - 8 289. 8（r = 0. 999 4），Y异 = 821. 4 Х异 -
312. 60（r = 0. 999 0）。结果表明，丙酮、异丙叉丙酮质量

浓度分别在 50～400 µg / mL和 2～16 µg / mL范围内与

峰面积线性关系良好。

检测限和定量限确定：取 2. 2项下混合对照试剂溶

液适量，逐级稀释，按 2. 1项下色谱条件进样测定，按信

噪比（S / N）分别为 3，10的质量浓度计算。结果丙酮、异

丙叉丙酮的检测限分别为 0. 03，0. 09 µg / mL，定量限

分别为0. 10，0. 30 µg / mL，表明检测灵敏度高。

精密度试验：精密量取 2. 2项下混合对照试剂溶液

10 mL，置 50 mL容量瓶中，加水稀释并定容，摇匀。精密

吸取 5 mL，置 20 mL顶空进样瓶中，密封。按 2. 1项下色

谱条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果丙酮、异丙

叉丙酮峰面积的RSD分别为 1. 85%，2. 16%（n = 6），表

明仪器精密度良好。

加样回收试验：取已知含量的胃蛋白酶样品适量，

精密称定，共 9份，分别精密加入低、中、高质量浓度的

混合对照贮备液 1 mL，加纯化水 4. 0 mL，按 2. 1项下色

谱条件进样测定，并计算加样回收率。结果见表1。
2. 4 样品含量测定

取厂家A，B，C，D各 2批次胃蛋白酶样品适量，按

2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进

样测定，平行测定2次，按峰面积计算各批次样品中有机

溶剂丙酮和异丙叉丙酮的残留量，结果见表 2。结果表

明，不同厂家生产的胃蛋白酶样品中有机溶剂丙酮和异
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表1 加样回收试验结果（n = 9）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 9）

样品含量（µg）
A
578
578
578
578
578
578
578
578
578

B
11. 5
11. 5
11. 5
11. 5
11. 5
11. 5
11. 5
11. 5
11. 5

加入量（µg）
A
250
250
250
500
500
500
1 000
1 000
1 000

B
10
10
10
20
20
20
40
40
40

测得量（µg）
A
815
811
819
1 057
1 060
1 062
1 548
1 539
1 541

B
20. 6
21. 0
20. 9
30. 4
30. 5
30. 8
50. 1
49. 7
50. 3

回收率（%）

A
94. 80
93. 20
96. 40
95. 80
96. 40
96. 80
97. 00
96. 10
96. 30

B
91. 00
95. 00
94. 00
94. 50
95. 00
96. 50
96. 50
95. 50
97. 00

X（%）

A

95. 87

B

95. 00

RSD（%）

A

1. 24

B

1. 90

注：A为丙酮，B为异丙叉丙酮。

Note：A refers to acetone，and B refers to mesityl oxide.
丙叉丙酮残留量差异较大。所有胃蛋白酶样品中均检测

出了丙酮、异丙叉丙酮残留，丙酮的残留量为 1 008～
4 692 µg / g，异丙叉丙酮的残留量为31～90 µg / g，表明

不同厂家的生产工艺对胃蛋白酶原料残留溶剂有较大

影响。
表2 样品中丙酮、异丙叉丙酮溶剂残留量检测结果（μg / g，n = 2）
Tab. 2 Results of determination of acetone and mesityl oxide

residues in samples（μg / g，n = 2）

厂家批次

A1
A2
B1
B2

丙酮

1 008
1 017
2 834
2 897

异丙叉丙酮

34
31
55
58

厂家批次

C1
C2
D1
D2

丙酮

3 545
3 660
4 687
4 692

异丙叉丙酮

70
73
88
90

3 讨论

胃蛋白酶属亲水性生物酶，在生产过程中先将胃

黏膜溶解于一定浓度的盐酸溶液中，再加丙酮沉淀，分

离干燥后易形成泡状微粒，残留的有机溶剂很难再挥

发除尽。曾考察了以N，N - 二甲基甲酰胺作溶剂的液

体进样方式，但其重复性、精密度均较差。本研究中比较

了样品溶解密封后，分别置70，80，90 ℃汽化环境中各加

热20 min。结果显示，样品置70 ℃加热时，沸点较高的异

丙叉丙酮信号响应值较低，检测限大于 5 µg / mL；置
90 ℃加热时，由于丙酮沸点较低，残留量相对较多，其

峰面积响应值太高，而异丙叉丙酮沸点较高，且含量相

对较低，不能兼顾两者信号的响应强度；85 ℃顶空加热

20 min时，2种有机溶剂的线性关系及回收率均相对良

好，样品中有机溶剂的释放浓度能完全满足检测要求，

检出率高，响应灵敏，兼顾了各化合物沸点不同的

问题。

本研究中采用顶空进样，可避免样品对仪器和色

谱柱造成污染，对挥发性有机溶剂的灵敏度更好，降低

了样品中其他组分对检测结果的干扰，第 1次增加了胃

蛋白酶中异丙叉丙酮的检测指标。结果显示，不同厂家

的生产工艺存在一定差异，有机溶剂残留量也较大，厂

家A生产的胃蛋白酶中丙酮残留量约为 0. 10%，厂家D
约为0. 46%。

综上所述，该方法操作简便、结果准确、精密度高、

重复性好，可用于胃蛋白酶原料药中有机溶剂残留量

的检测。
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