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[摘 � 要 ] � 目的 � 建立测定氢溴酸高乌甲素含量及有关物质的高效液相色谱法。方法 � 采用 D iamonsil C18色谱柱

( 250 mm ´ 4. 6 m m, 5�m ), 0. 05 mo l� L�1磷酸二氢钠�甲醇 ( 28� 72)为流动相,检测波长 252 nm, 流速 1. 0 mL� m in�1。结

果 � 在该色谱条件下, 各杂质峰与主峰均能良好分离; 氢溴酸高乌甲素的检出限为 0. 32 ng; 氢溴酸高乌甲素在进样量

2. 37~ 31. 60 �g范围内与峰面积呈良好的线性关系 ( r= 1. 000 0)。结论 � 该方法简便快捷, 准确实用, 适用于氢溴酸高

乌甲素的质量控制。
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� � 氢溴酸高乌甲素是从高乌头中提取的总碱, 经化

学分离获得的二萜类单体 � � � 刺乌头碱的氢溴酸
盐

[ 1]
,为国内首创的非依赖性镇痛药,是卫生部 �癌症

病人三阶梯止痛疗法指导原则 �中规定的中度镇痛

药。氢溴酸高乌甲素原料的部颁标准
[ 2]
中含量测定

方法为非水滴定法; 也有文献采用内标法
[ 3]
。但滴定

法测定结果偏高,内标法不够简便,笔者在本实验中建

立了外标法进行含量测定, 并与滴定法进行了比较。

部颁标准
[ 2]
中采用薄层色谱 ( TLC )法测定其他生物

碱,灵敏度低,笔者建立了高效液相色谱 (HPLC )法测

定有关物质,以便更好地对氢溴酸高乌甲素原料进行

质量控制。

1� 仪器与试药 �
W aters 600高效液相色谱仪 (美国 Waters公司 )、

W aters 2487紫外检测器。氢溴酸高乌甲素对照品 (中

国药品生物制品检定所, 批号: 100289�200902) , 氢溴
酸高乌甲素原料药 (陕西大河药业有限责任公司, 批

号: 20090201L, 20090301L, 20090201) , 甲醇 (色谱纯,

Scharlau Chem ie S. A. ),水为纯化水,其余试剂均为分

析纯。

2� 方法与结果 �

2. 1� 色谱条件 � 色谱柱: D iamonsil C18柱 ( 250 mm �

4. 6mm, 5 �m);流动相: 0. 05mo l� L�1磷酸二氢钠�甲
醇 ( 28� 72) ; 柱温: 25 � ; 检测波长: 252 nm; 流速:
1. 0mL� m in�1;进样体积: 20 �L。
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2. 2� 检测波长的选择 � 精密称取氢溴酸高乌甲素对

照品适量,用流动相制成每毫升约含 20 �g的溶液, 以

流动相为空白于 200~ 400 nm波长范围内扫描。结果

对照品在 221, 252, 309 nm波长处有吸收峰。考虑到

221 nm靠近末端吸收, 309 nm波长处峰值较低, 因此

选择波长 252 nm为检测波长。

2. 3� 色谱条件的选择及系统适用性 � 参照卫生部标

准氢溴酸高乌甲素片剂
[ 2]
含量测定项下的色谱条件

进行 实 验, 结 果 发 现 磷 酸 二 氢 钠 浓 度 较 高

( 0. 1mo l� L�1 )时,柱压较高,后调整为 0. 05 mo l� L�1

磷酸二氢钠溶液 �甲醇 ( 28� 72) ,柱压降低,且主峰峰

形对称,理论塔板数大于 1 500, 主峰与杂质峰的分离

度 > 1. 5。故选择此色谱条件。

2. 4� 精密度考察 � 精密称取氢溴酸高乌甲素对照品

适量,用流动相制成每毫升约含 40 �g的溶液, 连续进

样 5次,每次 20 �L, 记录色谱图,峰面积 RSD为1. 5%

( n = 5) ,说明本色谱系统重复性较好。

2. 5� 专属性考察 � 储备液的配制:称取氢溴酸高乌甲

素原料适量,用流动相配制成相当于氢溴酸高乌甲素

浓度为 0. 2mg� mL�1的储备液。

2. 5. 1� 酸破坏实验 � 量取储备液 5 mL, 置于 10 mL

量瓶, 加入 0. 5mo l� L�1盐酸 1mL, 80 � 水浴加热 1 h,

冷却,用 0. 5mo l� L�1氢氧化钠溶液调 pH 至中性, 加

流动相至刻度,摇匀, 滤过。

2. 5. 2� 碱破坏实验 � 量取储备液 5 mL, 置于 10 mL

量瓶,加入 0. 5 mo l� L�1氢氧化钠溶液 1mL,室温放置

15 m in,用 0. 5mo l� L�1盐酸调 pH至中性,加流动相至

刻度,摇匀, 滤过。

2. 5. 3� 高温破坏实验 � 量取储备液 5mL,置于 10mL

量瓶,于 105 � 加热 9 h,加流动相至刻度,摇匀,滤过。

2. 5. 4� 强光破坏实验 � 量取储备液 5mL,置于 10mL

量瓶, 于 19 000 lx照度下照射约 8 h, 加流动相至刻
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度,摇匀,滤过。

2. 5. 5� 氧化破坏实验 � 量取储备液 5mL,置于 10mL

量瓶, 加入高锰酸钾试液 3滴, 室温放置 30 m in后, 加

流动相至刻度,摇匀, 滤过。分别取上述各溶液 20 �L

注入液相色谱仪,记录色谱图 (图 1)。

图 1� 破坏性实验 HPLC图谱 �

A. 未破坏; B. 酸破坏; C. 碱破坏; D. 高温破坏; E. 光照破

坏; F.氧化破坏; 1. 氢溴酸高乌甲素

破坏性实验结果表明,本品在酸、碱、高温、强光、

氧化各条件下均发生了 15% ~ 25%的降解。在所选

择的色谱条件下,各降解产物峰与主峰均达到良好的

分离, 且主峰峰形对称,理论塔板数 > 1 500。说明该

方法专属性较好,所选择的色谱条件能满足有关物质

考察的要求。

2. 6� 耐用性考察 � 在选择的色谱条件基础上, 调整流

动相配比 ( � 2% )、变动检测波长 ( � 2 nm )、调节柱温

( � 5 � )、改变流速 ( � 0. 2 mL� m in�1 )等, 仍能保证

主峰和杂质峰基本完全分离, 说明该色谱条件有较好

的耐用性。

2. 7� 检测限 � 精密称取氢溴酸高乌甲素原料适量, 用

流动相溶解,并多次稀释得到浓度为 0. 016 �g� mL�1

的溶液,取该溶液 20 �L注入液相色谱仪,氢溴酸高乌

甲素峰约为三倍基线噪音高。计算检测限为 0. 32 ng。

2. 8� 线性关系考察 � 精密称取氢溴酸高乌甲素对照
品适量,置于 25mL量瓶, 用流动相溶解并稀释制成浓

度为 0. 79 mg� mL�1贮备液。分别精密量取贮备液

0. 3, 0. 5, 1. 0, 2. 0, 3. 0, 4. 0 mL置于 10 mL量瓶,用流

动相稀释至刻度,摇匀。分别取上述溶液 20 �L,注入

液相色谱仪,记录色谱图。以主峰面积对进样量进行

线性回归,得回归方程为 Y= 95 980. 00X + 156. 22( r=

1. 000 0)。说明氢溴酸高乌甲素在进样量 2. 37 ~

31. 60 �g范围内峰面积与进样量呈良好的线性关系。

2. 9� 方法重复性 � 分别称取 6份同一批氢溴酸高乌

甲素原料约 10 mg, 用流动相溶解并稀释制成浓度约

为 0. 04mg� mL�1的溶液, 作为供试品溶液;另精密称

取氢溴酸高乌甲素对照品约 10 mg,用流动相溶解并

稀释制成浓度约为 0. 04mg� mL�1的溶液,作为对照品

溶液。按 � 2. 1�项色谱条件, 分别取供试品溶液及对

照品溶液 20 �L, 注入液相色谱仪, 记录色谱图, 按外

标法计算含量。结果 6次平均含量为 94. 6%, RSD为

0. 94%。说明本方法具有较好的重复性。

2. 10� 溶液稳定性 � 取 � 2. 9�项下的供试品溶液一

份,分别于室温下放置 0, 2, 4, 6, 12, 27 h后, 取 20 �L

注入液相色谱仪,记录色谱图, 测定主峰峰面积, 并计

算 RSD, 结果表明峰面积在 27 h内无明显变化, RSD

为 0. 75%。

2. 11� 样品含量测定 � 按 � 2. 9�项所述含量测定方

法,对 3批原料进行检测,另按卫生部药品标准氢溴酸

高乌甲素原料标准
[ 2]
, 采用非水滴定法进行检测, 结

果见表 1。

2. 12� 有关物质检测 � 取氢溴酸高乌甲素原料适量,

加流动相制成每毫升约含氢溴酸高乌甲素 0. 1 mg的

溶液,滤过, 取续滤液作为供试品溶液; 精密量取供试

品溶液 0. 3mL置于 10 mL量瓶, 加流动相稀释至刻

度,摇匀,作为对照溶液 ( 3% )。取对照溶液 20 �L注

入液相色谱仪,调节检测灵敏度,使主成分峰高约为记

录仪满量程的 10% ;再取供试品溶液 20 �L注入液相

色谱仪,记录色谱图至主成分峰保留时间的 3倍。供

试品溶液的色谱图中如显示杂质峰, 记录总杂质峰面

积,与对照溶液主峰的面积相比较,计算总杂质含量,

结果见表 1。

� 表 1� 氢溴酸高乌甲素含量及有关物质测定结果 � %

批号
滴定法

含量 /%

H PLC法

含量

两种含量

方法偏差
有关物质

20090201L(供注射用 ) 96. 86 94. 60 2. 26 2. 12

20090301L(供注射用 ) 97. 01 94. 51 2. 50 2. 48

20090201(供口服用 ) 97. 32 93. 32 4. 00 3. 94

3� 讨论 �

氢溴酸高乌甲素原料的部颁标准为非水滴定法,也

有文献
[ 3]
采用内标法进行了研究,且结果表明非水滴定

法测定的结果偏高。笔者采用外标法对氢溴酸高乌甲

素原料的含量测定方法进行了研究, 同时,采用 HPLC

法对其有关物质测定方法进行研究, 并测定了 3批市售

样品的含量和有关物质。结果表明,采用非水滴定法测

得的含量确实偏高,且偏高程度与有关物质的大小呈正

相关。原因是氢溴酸高乌甲素原料中含有其他生物碱,

非水滴定法测定结果为总生物碱,而 HPLC法测得的仅

为氢溴酸高乌甲素。因此有关物质越大者, 非水滴定法
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测定结果偏差也越大。采用 HPLC外标法测定氢溴酸

高乌甲素原料含量,不仅可以解决原方法测定含量偏低

问题,而且本方法具有简便、快捷、准确的特点, 更适合

作为本品的含量测定方法。

文献报道氢溴酸高乌甲素注射液的有关物质含量

较高, 且各厂家的质量差异较大
[ 4�5]

, 其重要原因之一

是未对氢溴酸高乌甲素原料的有关物质进行控制。氢

溴酸高乌甲素原料的部颁标准中采用 TLC法检测其

他生物碱,采用此方法检测 3批样品均未显示杂质斑

点,但采用 HPLC法检测有关物质却高达 2% ~ 4%。

说明 TLC法灵敏度太低, 宜改为灵敏度更高的 HPLC

法进行质量控制。
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高效液相色谱法测定

罗红霉素片与罗红霉素分散片溶出度

洪利娅
1
,孙晓明

2
,王建

1

( 1.浙江省食品药品检验所,杭州 � 310004; 2.浙江京新药业股份有限公司,新昌 � 312500)

[摘 � 要 ] � 目的 � 建立罗红霉素片与罗红霉素分散片的溶出度测定方法。方法 � 采用转篮法, 以醋酸盐缓冲液

( pH 5. 5)为溶出介质, 转速为 100 r� m in�1, 经 45 m in取样,取样后采用高效液相色谱法测定。结果 � 罗红霉素在 0. 02~

0. 20 mg� mL�1范围内呈较好的线性关系 ( r= 0. 999 9), 罗红霉素片平均回收率 99. 6% ( RSD= 0. 8% ); 罗红霉素分散片

平均回收率 99. 4% ( RSD= 0. 9% )。 17批片剂和 13批分散片在 45 m in时平均溶出量均 > 80% ,且均一性较好。结论 �

该方法快速、简便,结果准确可靠 ,重复性好。

[关键词 ] � 罗红霉素片; 罗红霉素分散片;溶出度; 色谱法,高效液相

[中图分类号 ] � R972; R927. 1 � � � [文献标识码 ] � A � � � [文章编号 ] � 1004- 0781( 2011) 02- 0251- 03

� � 罗红霉素为大环内酯类抗生素, 罗红霉素片及其

分散片收载于 �中华人民共和国药典 � 2005年版二
部

[ 1]
,该药溶出度检查方法用硫酸显色, 缺乏专属性;

将硫酸显色改为用荷移比色法, 实验结果也不理想。

笔者所在单位为 �中华人民共和国药典 �2010年版修

订品种罗红霉素片及罗红霉素分散片质量标准的起草

单位, 笔者在本实验中参考同类药的相关文献
[ 1�3]

, 采

用专属性较强的高效液相色谱 (HPLC )法, 建立了新

的溶出 度测定 方法, 经 实验 发现罗 红霉素 在

0. 01mo l� L�1盐酸溶液中不稳定, 因此实验了新的溶

出介质并进行了方法学验证。用所建立的方法测定了
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17批片剂样品及 13批分散片样品的溶出度, 结果均

符合规定。

1� 仪器与试药 �
1. 1� 仪器 � 天津大学 ZRS�8B智能型药物溶出仪,
Ag ilent1100液相色谱仪 (包括在线真空脱气机, 四元

泵自动进样系统 )。

1. 2� 试药 � 纯化水,乙腈 (色谱纯 ) ,醋酸钠和磷酸二

氢铵 (分析纯 ), 罗红霉素对照品 (中国药品生物制品

检定所提供, 批号: 200502) , 罗红霉素片 (由全国 17

家制药公司提供 ) , 罗红霉素分散片 (由全国 13家制

药公司提供 )。

2� 方法与结果 �
2. 1 � 色谱条件 � 色谱柱: 岛津 Sh im VP�ODS柱
( 4. 6mm � 150 mm, 5 �m);流动相: 0. 067 mo l� L�1磷
酸二氢铵溶液 (用三乙胺调节 pH 至 6. 5) �乙腈 ( 65�

35) ;流速: 1. 0mL� m in�1;检测波长: 210 nm;进样量:
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