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前言

丙酮酸乙酯（Ethyl pyruvate、EP），别名 2- 氧代丙酸乙酯、
酮基丙酸乙酯，分子式 CH3COCOOC2H5，分子量 116.12，常温

常压下为无色液体，具有类似花果的香气，味甜。Holleman 等最

初研究发现丙酮酸具有抗氧化作用[1]，可以减少氧自由基的产

生，是有效的活性氧清除剂。但 Motgomery 等[2]发现丙酮酸水

溶液不稳定，容易产生环化反应，其生成产物具有一定的毒性，

故其在临床的应用受到一定的限制。2001 年，Sims 等[3]研究发

现林格氏丙酮酸乙酯溶液（REPS）较丙酮酸溶液更稳定，而且

无毒性。此后有关丙酮酸乙酯抗炎作用的研究倍受关注。经过

大量的动物实验研究发现，丙酮酸乙酯不仅对感染引起的炎症

反应（如脓毒症、内毒素血症）和非感染性炎症（如急性胰腺炎）

具有抗炎作用[4-10]，并且在休克、缺血 - 再灌注损伤中可抑制炎

症因子的表达，EP 对能对抗多种组织和脏器损伤[11-26]。由于丙

酮酸乙酯的 α- 酮基具有抗氧化性能，无需酶的催化可降低

H2O2 的产生，因此是一种有效的抗氧化剂和活性氧（ROS）清除

剂[27]。
本实验室研制出丙酮酸乙酯注射剂，通过药理实验研究发

现，该注射剂可不同程度增加抗氧化酶如超氧化物歧化酶

（SOD），过氧化氢酶（CAT）等的活性，并且降低脂质过氧化反

应的产物丙二醛（MDA）的含量，减少炎症介质的释放，对急性

中毒性肺水肿有很好的治疗和保护作用。笔者采用气相色谱

（GC）对该注射剂的有效成分 EP 进行含量测定，所建立的方法

简便、灵敏、重现性好，可用于该制剂的质量控制。
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摘要 目的：建立测定丙酮酸乙酯的含量测定方法。方法：采用气相色谱法，以环戊酮为内标物。色谱柱为 VARIAN CP7502（25 m×
0.25 mm×0.25 μm），柱温 115℃，进样口温度 210℃，FID 检测器温度 210℃，氮气（载气）流量为 30 ml·min-1；氢气（燃气）流量为

40 ml·min-1；空气（助燃气）流量为 400 ml·min-1，分流比 1:100。结果：EP 进样浓度在 0.50035 mg·ml-1～9.0063 mg·ml-1 范围内与峰

面积积分呈良好的线性关系（r2 = 0.9996），平均加样回收率为 99.76 %，RSD 为 0.46 %。结论：本方法简便、快速、准确、重复性好，

可用于丙酮酸乙酯注射液的质量控制。
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ABSTRACT Objective: To develop a content determination method for the Determination of EP in ethyl pyruvate injection.

Methods: The method of GC was applied to determine the content of EP. FID detector was used with cyclopentanone as internal standard

for sample injection. The separation was performed on a VARIAN CP 7502 capillary column（25 m×0.25 mm×0.25 μm）. The column

temperature was 115 ℃ ; the injector temperature was 210 ℃ ; the FID temperature was 210 ℃ . The flow rates were 30 ml·min-1 for
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was used. Results: The calibration curve was linear within the concentration range of 0.50035 mg·ml-1～9.0063 mg·ml-1, r2 = 0.9996, the

average recovery rate was 99.76 %, RSD was 0.46 %. Conclusion: The method is simple, rapid and accurate, with good reproducibility. It

can be used for quality control of ethyl pyruvate injection.
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图 1 专属性试验 GC 色谱图（A）对照品（B）阴性（C）供试品 1 丙酮酸乙酯 2 环戊酮（内标）

Fig. 1 GCchromatogram of specificity experiment(A) reference substance (B) negative (C) sample.1. EP 2. cyclopentanone(internal standard)

1.1 仪器

岛津 GC-2010plus 气相色谱仪，氢火焰离子化检测器

（FID），岛津色谱工作站，电子天平（METTLER TOLEDO AL

204）

1.2 试剂

丙酮酸乙酯注射剂（第四军医大学毒理教研室提供，批号

20101213），EP 对 照 品 （ 批 号 MKBF2740V）， 环 戊 酮

（1382633V），正己烷为色谱纯（Fisher Scientific），水为双蒸水，

其余试剂均为分析纯。色谱柱载气为高纯 N2 气（≥99.99 %）；

FID 燃烧气为高纯 H2 （≥99.999 %），FID 助燃空气（≥99.999

%），均由西安天泽物资公司提供。

2 方法与结果

2.1 色谱条件与系统适用性试验

毛细管色谱柱（VARIAN,CP 7502,固定相 CP-Chirasil-Dex

CB，柱长 25 m，内径 0.25 mm，外径 0.39 mm，膜厚 0.25 μm）；

载气：氮气，流量为 30 ml·min-1；燃气：氢气，流量为 40 ml·
min-1；助燃气：空气，流量为 400 ml·min-1，色谱柱柱温 115℃，

进样器化室温度 210 ℃，FID 检测器温度 210 ℃，分流比 1:

100。进样量 1 μL。在上述条件下 EP 峰与环戊酮（内标）峰及其

他杂质峰达到基线分离，理论塔板数按 EP 计算不低于 5000。
2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液的制备 精密称取 EP 对照品 1.9212 g，置 10

mL棕色量瓶中，加正己烷溶液使溶解并稀释至刻度，摇匀，即

得（EP 浓度为 192.12 mg·ml-1），精密吸取该对照品溶液 200 μL

置 10 mL棕色量瓶中，加正己烷溶液使溶解并稀释至刻度，摇

匀，即得（EP 浓度为 3.84 mg·ml-1）。
2.2.2 内标溶液的制备 精密吸取环戊酮 24 μL，置 10 mL 棕色

量瓶中，正己烷定容至刻度，摇匀即得。
2.2.3 供试品溶液的制备 精密吸取丙酮酸乙酯注射剂适量，置

10 ml 棕色量瓶中，向其中加入环戊酮（内标）纯品 24 μL，正己

烷定容至刻度，摇匀，即得。
2.2.4 阴性溶液的制备 精密称取不含 EP 的抗炎注射剂适量，

置 10 mL 棕色量瓶中，向其中加入环戊酮纯品 24 μL，正己烷

定容至刻度，摇匀，即得。
2.2.5 专属性试验 分别吸取正己烷、EP 对照品溶液、内标溶

液、供试品溶液、阴性溶液各 1 μL 注入气相色谱仪，记录色谱

图（图 1），结果表明阴性溶液色谱图中无干扰吸收峰，因此用

此种方法测定样品专属性强。

2.3 线性关系考察

精密称取 1.0007 gEP 对照品，于 10 mL棕色容量瓶中，正

己烷稀释至刻度，后精密吸取上述对照品溶液 50 μL、150 μL、
300 μv、450 μL、600 μL、750 μL、900 μL，分别置于 10 mL棕色

容量瓶中，各加环戊酮量 24 μL，再加正己烷定容至刻度，摇

匀。取 1 μL注入气相色谱仪，以浓度（X）为横坐标，EP 与环戊

酮（内标）的峰面积比值（Y）为纵坐标，绘制标准曲线，得回归

方程为 y = 0.2147x-0.0303（r2 = 0.9996，n = 6），结果表明 EP 在

浓度为 0.50035 mg·ml-1～9.0063 mg·ml-1 的范围内与其内标的

峰面积比值呈良好的线性关系。
2.3.1 精密度试验 分别精密吸取 2.2.1 项下对 EP 照品溶液

（192.12 mg·ml-1）160 μL、200 μL、240 μL各 1 份置 10 mL棕色

容量瓶中，分别加入内标溶液 24 μL，正己烷定容致刻度，摇

匀，取 1 μL注入气相色谱仪，每样重复进样 3 次，测定峰面积。
结果 RSD=0.391 %（n = 9），表明仪器精密度良好。
2.3.2 重复性试验 精密吸取 EP 注射剂适量，共 6 份，按照

2.2.3 项下方法制备供试品溶，分别精密吸取样品溶液 1 μL，

注入气相色谱仪，测定峰面积，计算 EP 与环戊酮（内标）的比

值，结果平均比值为 0.767，RSD = 1.02 %（n = 6），表明本法重

复性良好。
2.3.3 稳定性试验 精密吸取 EP 注射剂适量，共 6 份，按照

2.2.3 项下方法制备供试品溶液，分别于 0 h、1 h、3 h、6 h、12 h、
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No. EPcontent in sample (mg) Standard (mg) Total EPcontent（mg） Recovery (%) Average recovery (%) RSD（%）

1 19.223 15.376 34.635 100.23

99.76 0.460

2 19.223 15.376 34.492 99.31

3 19.223 19.220 38.404 99.80

4 19.223 19.220 38.374 99.64

5 19.223 23.064 42.110 99.23

6 19.223 23.064 42.363 100.33

表 1 加样回收实验结果

Table 1 The result of recovery experimentation

Batch No. No. EPcontent（%） Average content（%） RSD%

20101213 1 99.10

99.85 0.6602 100.35

3 100.09

20101214 1 100.70

100.11 0.8352 99.52

3 100.70

20101215 1 100.522

100.23 0.8142 100.852

3 99.303

表 2 含量测定试验结果

Table 2 The result of assaying

24 h、2 d、4 d、6 d 吸取样品溶液 1 μL，注入气相色谱仪，测定峰

面积，计算 EP 与环戊酮（内标）的比值，结果平均比值为 0.752，

RSD = 0.351 %（n = 9），表明供试品溶液在 6 天内稳定性良好。
2.3.4 加样回收率试验 分别精密吸取 EP 含量为 192.23 mg·
ml-1 的 EP 注射剂 0.1 mL 于 10 mL 棕色容量瓶中，共 6 份，分

别其中加入浓度为 192.20 mg·ml-1 的 EP 标准品溶液，0.08

mL、0.1 mL、0.12 mL 各两份，分别加入内标溶液 24 μL，正己烷

定容致刻度，摇匀，取 1 μL 注入气相色谱仪测定，计算回收率，

结果见表 1。

2.4 样品含量测定

按上述色谱条件和方法测定三批样品，记录峰面积，计算

EP 含量，结果见表 2。

3 讨论

气相色谱具有高柱效、高灵敏度、用量少、分析速度快等优

点，同时 EP 具有在常温下为液态，易挥发、紫外吸收较弱、在高

温下稳定的特点，本实验室首选气相色谱对其进行含量测定，

在预实验过程中，分别使用无水乙醇、乙腈、甲醇、正己烷、乙酸

乙酯、丙酮溶剂，进行筛选，发现无水乙醇作为溶剂溶解 EP 时，

溶解良好，溶液澄清透明，但注入气相色谱仪后观察色谱图发

现，在出峰之后基线明显漂移，进样无水乙醇溶剂与其对比，发

现此原因并非溶剂带来。改变色谱条件如色谱柱温、气化室温

度、检测器温度、以及柱流量、分流比均未有明显改变，并且同

时发现无水乙醇溶解 EP 平行进样后峰面积相差甚远，加入内

标，内标峰面积相对稳定，但两者比值仍平行性很差。此现象在

甲醇和乙腈中均有相似之处。猜测，EP 与此三种溶剂可能存在

相互作用，使得测量结果不稳定。在正己烷、乙酸乙酯和丙酮溶

液中，EP 均溶解性好，色谱行为稳定，综合多种因素，最终选择

正己烷为其样品处理溶剂。在色谱条件优化的过程中，我们选

择了 80℃-130℃范围进行摸索，发现柱温过高 EP 与溶剂峰

不能达到基线分离，温度过低 EP 对称性差，拖尾因子大（2 以

上），此种现象改变其他条件变化不明显，最终我们选择 115℃
为最佳柱温。

本实验通过 GC 法，首次对丙酮酸乙酯注射液进行质量检

测，证明该方法专属性强，灵敏度高，重现性好可用于本制剂的

质量控制。
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