
中国药事  2018 年 8 月  第 32 卷  第 8 期1102

聚乙二醇 400 分子量测定方法比较研究

摘要    目的：建立高效凝胶渗透色谱法（HPGPC）测定聚乙二醇 400（PEG400）分子量及其分布，并

与《中国药典》所用的端基分析滴定法比较。方法：采用 Shodex OHpak SB-802.5HQ 与 Shodex OHpak 

SB-803HQ 色谱柱串联分离，以 0.1 mol·L-1 硝酸钠（0.02% 叠氮钠）为流动相，流速 0.5 mL·min-1，

柱温 30℃，样品浓度 2 mg·mL-1，采用示差折光检测器进行测定。结果：HPGPC 测定的聚乙二醇 400

的分子量结果与《中国药典》2015 年版所用的端基分析法测得的平均分子量结果接近，采用不同厂家色

谱柱、对照品可影响 PEG400 的分子量测定结果，选用 Shodex OHpak SB 色谱柱串联测定聚乙二醇 400

重均分子量的范围为 407 ～ 440，分子量分布宽度 1.0 ～ 1.1，该方法的精密性 RSD 为 0.2%，重复性为

2.89%，24 h 内样品稳定性 RSD 为 0.66%。结论：经方法学验证，HPGPC 法准确、重复性好，可用于聚

乙二醇 400 分子量及其分布测定。
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Abstract   Objective:   To establish the method of high performance gel permeation chromatography (HPGPC) 
to determine the molecular weight of polyethylene glycol 400 (PEG400) and its distribution and to compare it 
with the end-based titration method in the Chinese Pharmacopoeia. Methods: Shodex OHpak SB-802.5HQ 
and Shodex OHpak SB-803HQ columns were used to separate the samples. 0.1 mol·L-1 NaNO3 (0.02%NaN3) 
was used as the mobile phase, the flow speed was 0.5 mL·min-1, the column temperature was set at 30 ℃ , 
and the sample concentration was 2 mg·mL-1, The refractive index detector was used to measure the results. 
Results: The results of the molecular weight of PEG400 measured by HPGPC was similar to those of the average 
molecular weight measured by the end-based titration method in the Chinese Pharmacopoeia (2015 edition). 
Different columns and reference standards could affect the molecular weight results of PEG400. The molecular 
weight range was from 407 to 440 and the distribution index was from 1.0 to 1.1 by using  the method of Shodex 
OHpak column in series. The precision of the method was 2.2%, the reproducibility of the method was 2.89%, 
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聚乙二醇是由环氧乙烷与水缩合而成的一

种聚合物，在化学、纺织、造纸、农药和医药

领域具有广泛应用[1-2]。聚乙二醇因聚合度不同

可分为PEG300、PEG400、PEG600、PEG800、

PEG1000、PEG1500等。不同分子量的PEG因性

质不同在药用辅料中的用途也各不相同，低分子

量的液态聚乙二醇常用作注射剂的溶剂，其比

例可高达30%；高分子量的固体聚乙二醇可用作

片剂包衣剂、乳膏基质等，其分子量和分子量

分布需严格控制[3]。目前，《中国药典》2015年

版收录PEG300（供注射用）和PEG400（供注射

用）的分子量测定方法为端基分子量测定法，

无法获知分子量分布信息，且化学滴定法测定

分子量容易受多种因素影响，如水浴温度、滴

定终点判定等[4]。近年来，高效凝胶渗透色谱法

（HPGPC）与多检测器联用常用于化工行业的高

分子化合物的质量控制，而该法用于药用辅料分

子量及其分布的测定标准尚处于起步阶段。分子

量等功能性指标可影响药用辅料的物理性能[5-7]，

从而影响最终药物制剂的释药行为[8-9]。本研究采

用HPGPC法检测聚乙二醇分子量，可同时测定其

分子量分布，并对影响分子量测定结果的关键参数

如色谱柱类型、进样浓度、对照品来源进行系统考

察。同时，将优化后的方法进行3家实验室间结果

比对，结果表明本文建立的HPGPC法可用于测定

PEG400分子量及其分布测定，为药物制剂一致性

评价中辅料聚乙二醇的质量控制积累研究数据。

1   仪器与试药
Agilent 1260高效液相色谱仪（示差折光检测

器，美国Agilent公司）；XS205DU型电子分析天平

（METTLER TOLEDO公司）；Millipore超纯水；

色谱柱shodex Ohpak SB-802.5HQ和SB-803HQ（日

本 Shodex 公司）。不同分子量的聚乙二醇对照品

分别购于美国SP2公司（批号：20151201），德国

PSS公司（批号：pegkit-05）；叠氮钠购自天津南

开允公合成技术有限公司（批号：20110708）；

硝酸钠购自国药集团化学试剂有限公司（批号：

20131206）；邻苯二甲酸酐购自天津博迪化工股份

有限公司（批号：2011913）；吡啶购自国药集团化

学试剂有限公司（批号：20150504）；0.5 mol·L-1

氢氧化钠滴定液购自国家化学试剂质检中心（批

号：201607）；样品24批次来自国内6家辅料生产

企业。

2   方法与结果
2.1   色谱条件

色谱柱：Shodex OHpak SB-802.5HQ（300 

mm×8 mm），Shodex OHpak SB-803HQ（300 

mm×8 mm），流动相：0.1 mol·L-1硝酸钠溶液

（含0.02%叠氮钠），并对影响HPGPC分子量测定

的关键因素如供试品浓度、对照品来源、色谱柱、

流速等进行优化。

2.2   溶液的制备

2.2.1   对照品溶液  

精密称取不同分子量的PEG标样，加流动相溶

解，混匀，静置过夜，即得2 mg·mL-1的系列分子

量对照品溶液。

2.2.2   供试品溶液

精密称取适量样品，加流动相溶解，制得

不同浓度的供试品溶液（10、5、2、1.5、1、0.5 

mg·mL-1），混匀，静置过夜，进样前，用0.22 

μm的微孔滤膜过滤。

2.3   色谱条件考察

2.3.1   不同对照品的考察

目前，聚乙二醇对照品供应商较多，考虑到

聚乙二醇为聚合物，聚合物具有多分散性的特点，

对照品质量会影响标准曲线计算的准确性。因此，

比较了2个对照品公司的聚乙二醇对照品建立的标

准曲线。试验条件同“2.1”节。结果表明：美国

SP2公司标样低分子量部分的峰形呈现锯齿峰，德

国PSS公司生产的聚乙二醇标样无锯齿峰（见图

and the RSD of stability within 24 hours was 0.66%. Conclusion: Validated by methodology, HPGPC method 
is proved to be accurate, repeatable and can be used to determine the molecular weight and the distribution of 
PEG400.
Keywords:    polyethylene glycol 400; high performance gel permeation chromatography (HPGPC); molecular 
weight; distribution of molecular weight
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A. 美国SP2公司对照品（峰1~5分别为PEG960、PEG590、PEG320、PEG220、PEG108）；

B. 德国PSS公司对照品（峰1~5分别为PEG1962、PEG982、PEG430、PEG194、PEG106）。

图1   不同公司PEG对照品叠加色谱图 

2.3.2   进样浓度的考察

取“2.2.2”节不同浓度的供试品溶液，在“2.1”

节色谱条件下，进样分析。对于不同浓度 PEG400

样品，在浓度 1~2 mg·mL-1 时，分子量测定结果

进入平台期，示差检测器为浓度型检测器，对于低

分子量的供试品溶液建议适当增加供试品溶液浓

度，因此，选择 2 mg·mL-1 作为优化后的供试品

溶液浓度。

表1   不同浓度PEG400分子量HPGPC测定结果

浓度 /（mg·mL-1） Mw/（g·mol-1） Mn/（g·mol-1） 分布系数（Mw/Mn）

10 410 384 1.07

5 415 389 1.07

2 427 398 1.07

1.5 425 399 1.07

1 428 404 1.06

0.5 435 410 1.06

2.3.3   建立标准曲线

依据“2.3.1”节测定结果，选择德国PSS标样

配制不同分子量的标准溶液。取“2.2.1”节配制的

PEG106、PEG194、PEG430、PEG982、PEG1960

的对照品溶液，按“2.1”节色谱条件进样分析，

以PEG标样峰尖分子量对数(logM) 对其出峰时间

（t）作图，得线性回归方程：logM =－0.0003874t 3+
0.03959t2－1.454t+21.77，相关系数r=0.9999。

2.3.4   色谱柱考察

目前，尚无国家标准规定聚乙二醇分子量测

定用色谱柱，本试验选择分子量分离范围适宜的

SB系列色谱柱（SB-802.5HQ和SB-803HQ串联）

和TSK系列色谱柱（TSK gel G2500PWxl和TSK gel 

G3000PWxl串联），在“2.1”节色谱条件下，

依据“2.3.3”节线性回归方程，计算24批次样品

PEG400的分子量Mw及分子量分布系数，并对比端

基分析滴定法，测定结果见表2。

t/min t/min

A B

1）。因标准曲线的建立是依据峰尖分子量的对数

与保留时间作图所得，因此，锯齿多峰的对照品影

响标准曲线的建立。最终选择德国PSS公司对照品

建立标准曲线，计算供试品分子量。
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表2   滴定法和HPGPC法测定24批次PEG400分子量结果

批

次

分子量

批

次

分子量

滴定法

（Mn）

TSK 色谱柱 SB 色谱柱
滴定法

（Mn）

TSK 色谱柱 SB 色谱柱

Mw
分布

系数

RSD/

%
Mw

分布

系数

RSD/

%
Mw

分布

系数

RSD/

%
Mw

分布

系数

RSD/

%

1 393 427 1.07 8.7 423 1.08 7.6 13 409 453 1.07 10.8 425 1.07 3.9

2 404 445 1.08 10.1 428 1.07 5.9 14 393 455 1.06 15.8 407 1.07 3.6

3 407 425 1.07 4.4 410 1.06 0.7 15 409 451 1.08 10.3 424 1.06 3.7

4 400 430 1.06 7.5 412 1.06 3.0 16 409 456 1.08 11.5 423 1.07 3.4

5 394 432 1.07 9.6 408 1.07 3.6 17 409 438 1.07 7.1 421 1.07 2.9

6 408 441 1.07 8.1 431 1.07 5.6 18 413 451 1.07 9.2 428 1.06 3.6

7 407 439 1.08 7.9 428 1.06 5.2 19 417 455 1.08 9.1 425 1.07 1.9

8 410 439 1.08 7.1 440 1.07 7.3 20 392 442 1.06 12.8 416 1.06 6.1

9 408 452 1.07 10.8 434 1.06 6.4 21 392 439 1.06 12.0 415 1.06 5.9

10 409 448 1.07 9.5 428 1.07 4.6 22 391 439 1.06 12.3 414 1.06 5.9

11 412 445 1.07 8.0 423 1.06 2.7 23 399 446 1.08 11.8 410 1.06 2.8

12 414 448 1.07 8.2 430 1.06 3.9 24 400 443 1.06 10.8 407 1.07 1.8

表2结果表明，以滴定法测定的各批次PEG400

分子量分别与HPGPC法使用TSK和SB色谱柱得到的

重均分子量计算平均RSD分别为9.7%和4.2%，说明

HPGPC法选用SB色谱柱测定聚乙二醇400分子量与

端基分析滴定法结果较为接近。

3   方法学考察及结果
3.1   精密度考察

取批次4的PEG供试品，按“2.1”节色谱条件

进样，重复进样5次，计算重均分子量的RSD值为

0.2%，结果表明仪器精密度良好。 

3.2   重复性考察

因聚合物溶胀程度不同，会影响分子量测定

结果，因此，按优化后的色谱条件平行配制5份

PEG供试品溶液，按“2.1”节色谱条件进样，记

录色谱图，依据标准曲线，计算重复性样品的重均

分子量，RSD为2.89%，说明优化后的PEG400分子

量测定方法重复性好。

3.3   稳定性考察

取同一份供试品溶液，按优化后的色谱条件

进样，考察0、12、24 h的稳定性，记录色谱图，

依据标准曲线计算供试品的重均分子量，计算24 h

内供试品分子量的相对标准偏差RSD为0.66%，说

明样品在24 h内稳定性良好。

3.4   重现性考察

将色谱条件优化后的PEG400分子量测定方法

分别于3家实验室共同测定，典型色谱图见图2，测

定结果见表3，各实验室间测定结果的平均相对标

准偏差RSD为1.9%。
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A B

A. 空白溶液；B. 供试品溶液（批次 14）。

图 2   HPGPC 法测定 PEG400 色谱图

表 3   实验室间测定 PEG400 分子量结果比较

批次
实验室 1 实验室 2 实验室 3 RSD/

%

平均 RSD/

%Mw Mw/Mn Mw Mw/Mn Mw Mw/Mn

2 428 1.07 446 1.06 419 1.07 3.2 

1.9

3 410 1.06 419 1.06 399 1.08 2.5 

6 431 1.07 435 1.06 425 1.07 1.2 

12 430 1.06 436 1.06 428 1.07 1.0 

14 407 1.07 411 1.07 411 1.07 0.6 

17 421 1.07 427 1.09 448 1.06 3.3 

4   讨论
4.1   色谱条件的选择

采用HPGPC方法测定聚合物分子量，该方法

依据不同分子量对照品分子量对数对出峰时间作

图，建立标准校正曲线，计算供试品的平均分子

量。因此，首先，应选择对照品与待测物具有相

同或相似的结构，才能获得准确的分子量测定结

果；其次，应考虑色谱柱类型、对照品来源、柱温

等色谱条件对测定结果的影响。本试验对HPGPC

方法进行优化，发现不同公司的对照品质量和色

谱柱可明显影响PEG400分子量测定结果，柱温

（25~35℃）和流速（0.5~0.7 mL·min-1）范围内

变化，不影响分子量测定结果；并尝试将优化后的

方法测定其他聚合度的PEG如PEG600、PEG1000、

PEG1500，均可获得满意的结果。

4.2   不同分子量测定方法分析

《中国药典》2015年版收录的不同聚合度聚

乙二醇标准中分子量测定法为端基分析法，端基分

析法的测定原理是依据重复基团的化学反应摩尔

数，计算得到待测化合物的平均分子量。因此，该

方法随聚合物分子量的增大，供化学反应的端基基

团比例下降，测定准确度降低[10]；且化学滴定易受

反应温度和滴定终点判定等因素的影响。因此，

需要建立准确度高的分子量测定方法用于不同聚合

度的聚乙二醇分子量测定。聚乙二醇400（供注射

用）与各种溶剂具有广泛相容性，是很好的溶剂

和增溶剂，有报道聚乙二醇分子量大于600会出现

固液共存的现象[3]，因此，需要严格控制聚乙二醇

400（供注射用）的分子量和分子量分布。本试验

建立的聚乙二醇HPGPC分子量测定方法具有供试

t/min t/min
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品与对照品结构相同、测定准确、快速的优点，适

合多批次、不同聚合度聚乙二醇分子量质量控制分

析，除获知待测样品的分子量信息外，还可得到样

品分子量分布、其他杂质峰等丰富信息，可作为中

国药典的补充替代方法。
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