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摘要  目的: 建立 HPLC法测定克霉唑栓中克霉唑的含量。方法: 色谱柱为 Ag ilent ZORBAX Extend C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5

Lm ), 流动相为 01 025 mo l# L- 1磷酸氢二钾溶液 -甲醇 ( 25B75) ,检测波长为 254 nm,流速为 110 mL# m in- 1, 进样量为 20LL,

柱温 25 e 。结果: 克霉唑进样量 51 0~ 1510 Lg范围内线性关系良好 ( r= 01 9999), 平均回收率为 9917% ( n = 9),并将检测结

果与非水滴定法 (中国药典方法 )进行对比。结论: 本方法简便、准确, 重复性好,可用于克霉唑栓的含量测定和质量控制。
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RP- HPLC determ ination of clotrimazole suppositories

L IQ ing- cu,i T IAN Fang, REN Ru i- l,i SUN L ing- a i

( Shanxi Inst itute of Drug Con tro,l Taiyuan 030001, C h ina)

Abstract Objec tive: To determ ine the contents o f clotrimazo le suppositories by RP- HPLC.Method: The chrom-

atog raph ic co lumn w as Ag ilent ZORBAX Ex tend C18 ( 250mm @ 416mm, 5 Lm ) w ith 01025mo l# L
- 1

d ipo tassium

hydrogen phosphate so lut ion- methano l ( 25B75) as themobile phase, the detection w ave leng th w as 254 nm and the

flow rate w as 110mL# m in
- 1
, the amount o f injection w as 20 LL. The temprateure of co lunmnw as 25 e . Results:

The calibrat ion curvew as linear ( r= 019999) w ith in the range o f 510- 1510 Lg fo r clotrimazo le. The average re-

covery w as 9917% ( n = 9) . The method w as compared w ith nonaqueous titration. Conc lusion: The method is sim-

ple and accurate, sensible and reproduc ib le, w hich can used for the determ inat ion o f both the raw material and prep-

arations and for the qua lity control of c lo trim azo le suppositories.
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  克霉唑 ( clotrimazo le)为咪唑类广谱抗真菌药,

对多种真菌尤其是白色念珠菌有较好的抗菌作

用
[ 1, 2]

,克霉唑栓的质量标准收载于 2005年版中国

药典二部。含量测定 (非水滴定法 )采用双相溶液

阴离子表面活性剂测定法。其原理为有机碱类化合

物 ( RX)的阳离子 (R
+
)与表面活性剂 ( NaA )的阴离

子 ( A
-
)形成离子对 ( R

+
A

-
) ,供试品在稀酸或酸性

缓冲液中, 加入有机溶剂氯仿及指示剂 (二甲基黄

指示液或二甲基黄 -溶剂蓝 19混合指示液 ) , 用阴

离子表面活性剂的水溶液滴定,生成的离子对可被

有机相氯仿萃取,当达到等电点后,稍过量的滴定剂

与水相中的 H
+
作用, 使阴离子表面活性剂由钠盐

成为酸型转入有机相, 因而使有机相中的指示剂变

色指示终点。由于溶剂蓝 19不易得到,实际多用二

甲基黄 -亚甲蓝混合指示剂代替二甲基黄 -溶剂蓝

19混合指示液。终点氯仿层由绿色转变为红灰色,

两者测得的结果基本一致。但与本文 HPLC法相比

较, 非水滴定法测得结果偏高。采用本文建立的

HPLC法测定含量准确、简便、快速, 适用于克霉唑

栓的质量控制。

1 仪器与试药

Ag ilent 1200高效液相色谱仪, 梅特勒分析天

平。

克霉唑栓 (规格: 0115 g ):武汉马应龙药业集团
股份有限公司 (批号: 060602, 070101) ,湖北东信药

业有限公司 (批号: 060202) , 上海医工院医药股份

有限公司 (批号: 060206 )。克霉唑对照品 (批号

200306)由中国药品生物制品检定所提供。甲醇为
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色谱纯,其余试剂均为分析纯。

2 溶液的制备

211 对照品溶液  精密称取克霉唑对照品 50mg,

置 100mL量瓶中,加甲醇溶解并定容至刻度, 摇匀,

即得浓度为 015mg# mL
- 1
的克霉唑对照品溶液。

212 供试品溶液  取克霉唑栓 10粒, 精密称定,置

蒸发皿中,置水浴上加热至熔化, 冷却, 并不停地搅

拌,使混合均匀, 精密称取适量 (约相当于克霉唑 50

mg) ,置 100 mL量瓶中, 加甲醇适量, 置 50 e 水浴

中振摇使克霉唑溶解,放冷至室温,加甲醇稀释至刻

度,摇匀,置冰浴中放置 2 h,立即滤过, 取续滤液放

至室温,作为供试品溶液。

3 色谱条件

色谱柱: Ag ilent ZORBAX Extend C18 ( 250 mm @

416mm, 5 Lm);流动相为 01025 mol# L
- 1
磷酸氢二

钾溶液 -甲醇 ( 25B75); 检测波长为 254 nm;流速为

1 mL# m in
- 1
; 进样量为 20 LL; 柱温为室温。在本

文色谱条件下,克霉唑对照品与样品的色谱图见图

1。

图 1 对照品 (A ) 、样品 ( B )高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chrom atogram s of reference substan ce ( A ) and sam p le

( B )

1.克霉唑 ( clotrim azole)

4 方法学考察
411 线性关系考察  精密称取克霉唑对照品适量,

加流动相制成 215 mg# mL
- 1
的溶液。精密吸取

110, 115, 210, 215, 310mL,分别置 10mL量瓶中,加

甲醇稀释至刻度,摇匀。按本文色谱条件各进样 20

LL测定,按外标法以克霉唑面积 ( Y )为纵坐标, 进

样量 (X )为横坐标绘制标准曲线,得回归方程为:

Y= 216711X + 81782 r= 019999
结果表明克霉唑进样量在 510~ 1510 Lg范围内线
性关系良好。

412 精密度试验  精密称取克霉唑对照品适量, 用

甲醇配制高、中、低 3种浓度 ( 110, 015, 0125 Lg#
mL

- 1
)的溶液,分别重复进样 5次,结果高、中、低 3

种浓度的精密度 RSD 分别为 0146%, 0161%,

0152%。说明精密度符合要求。
413 重复性试验  分别平行配制同一批样品 (武

汉马应龙药业集团股份有限公司,批号 060602)的

供试品溶液 5份,在本文色谱条件下进样测定,克霉

唑栓含量的 RSD为 0181% ,结果证明重复性良好。

414 稳定性试验  取同一批次供试品溶液, 按本文

色谱条件于 0, 2, 4, 6, 8 h分别进样 20 LL测定, 结

果峰面积的 RSD为 0171%, 表明供试品溶液在 8 h

内稳定。

415 加样回收率试验  精密称取已经测知含量的

克霉唑栓 (约相当于克霉唑 25 mg)各 3份, 分别置

100 mL量瓶中,再分别加入克霉唑对照品 20, 25, 30

mg,按 / 2120项下供试品溶液制备方法同法操作。

测得克霉唑低、中、高 3种浓度的回收率 ( n = 3)分

别为 9917% , 9915% , 9919% ; RSD分别为 0151%,

0164% , 0169%。 9份样品平均回收率为 9917% ( n

= 9)。

416 样品含量测定  取克霉唑栓 10粒, 精密称定,

置蒸发皿中,水浴上加热至熔化,冷却,不停搅拌使

混合均匀,精密称取适量 (约相当于克霉唑 50mg ),

置 100mL量瓶中,加甲醇适量,置 50 e 水浴中振摇

使克霉唑溶解,放冷至室温, 加甲醇稀释至刻度, 摇

匀, 置冰浴中放置 2 h, 立即滤过, 取续滤液放至室

温, 作为供试品溶液, 按本文色谱条件进样, 结果见

表 1。
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表 1 克霉唑栓的含量测定结果 (n = 2)

Tab 1 The resu lts of clotr im azole suppositor ies

批号

( Lo t No. )

标示量 ( labe lled amount% ) /%

HPLC
RSD

/%

滴定法 [ 3]

( t itration)

RSD

/%

060206 9910 015 10213 013

060202 9110 013 931 2 015

060602 9911 013 10111 014

070101 10114 017 10315 014

5 讨论

511 通过本文试验,比较 2种分析方法, 非水滴定

法比 HPLC法含量结果高出 2% ~ 3%。由于非水

滴定法终点颜色转变不敏锐,另外滴定法不能很好

的分离工艺合成中的原料、中间体及水解产物等有

关物质,对滴定会有一定干扰, 这些是造成含量偏高

的主要原因。

512 样品的前处理是本试验方法的关键, 取供试品

10粒水浴加热熔化, 冷却, 同时应不停搅拌使其充

分混合均匀,保证称量时样品的均匀度;供试品溶液

置冰浴中放置 2 h后应立即过滤, 否则随着温度升

高,少量的基质会溶于介质中, 供试品溶液注入液相

色谱仪后会积存在色谱柱上,柱压会突然增高,影响

柱子的使用寿命。

513 试验中选择了 3种不同品牌的色谱柱, 结果表

明 Ag ilent ZORBAX Extend C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5
Lm ), D iamonsil C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm), W a-

ters XTerrRP C18 ( 250mm @ 416mm, 5 Lm),均可用
于本品的含量测定, 本文所使用的流动相 pH 为

1010, Ag ilen t色谱柱可适用于 pH 210~ 1110, W aters

色谱柱可适用于 pH 210~ 1210, 均为耐酸耐碱色谱
柱, 经考察该流动相系统不会影响色谱柱使用寿命。
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