
D rug Standards o f China 2010, V ol 11 N o 3 中国药品标准 2010年第 11卷第 3期 227

表 5 样品两种方法检测结果 ( % )

样品编号 非水滴定法 UV法

1 101. 37 102. 21

2 101. 64 102. 70

3 101. 78 102. 68

4 101. 84 102. 98

5 102. 01 103. 46

6 100. 15 100. 85

7 101. 39 101. 13

8 94. 85 96. 02

9 97. 50 98. 98

10 98. 94 98. 63

0 45 m微孔滤膜过滤后,吸光度值相对较大,即辅

料本身的背景吸收干扰较大, 故选择用 0 01 mo l

L
-
盐酸溶液作溶剂。

3 2 本法可直接测定盐酸美西律片剂含量, 操作简

便快速,准确度高, 可有效控制产品质量。由表 5可

知, 2种方法的测定结果基本一致。根据上述结果

并参考 中国药典!2005年版二部盐酸美西律片含

量测定限度,将限度定为 93 0% ~ 107 0%。
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HPLC法测定复方克霉唑乳膏中二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇和克霉唑

的含量
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摘要 目的: 建立 HPLC法测定复方克霉唑乳膏中二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇和克霉唑的含量。方法:采用 W aters C
18
色谱柱, 以

0 05 m o l L- 1的磷酸二氢钾溶液 甲醇 ( 3∀7) , 用 10% 磷酸调 pH 至 5 7~ 5 8为流动相, 检测波长 215 nm, 流速 1 5 mL

m in- 1, 柱温 30# 。结果:二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇和克霉唑分别在 5 096 ∃ 10- 3 ~ 0 203 8 g ( r= 0 999 9)和 0 106 2~ 1 062

g ( r= 0 999 9)范围线性关系良好, 平均加样回收率分别为 99 15%和 100 69% ( RSD分别为 0 79% 和 0 66% )。结论: 本

法简便、准确、精密度高, 可用于复方克霉唑乳膏的质量控制。
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Determ ination of D iphenyl ( 2 chlorophenyl) m ethanol and C lotrim azole in Compound C lot

rim azole Cream by HPLC

W ang Y ong(Chong qing Institute for D rug C ontrol, Chongqing 401121)

Abstrac t Objective: To establish an H PLC m ethod to determ ine dipheny l ( 2 chloropheny l) m ethano l and c lo trim azo le in Com pound

C lo trim azo le Cream M ethod: U s ingW a ters C
18

co lumn, m ix ture o f 0 05mo l L- 1 potass ium dihydrogen phosphate solution m ethano l

so lution ( 3∀7) , ad justed pH va lue to 5 7~ 5 8 w ith 10% v /v so lution o f phospho ric ac id as them obile phasew ith flow ra te o f 1. 5 mL

m in- 1 Detection w ave length is 215 nm, and the co lum n tem pe ra ture was 30 # R esu lts: A good linear ityw as obta ined in the range

o f 5 096 ∃ 10- 3~ 0 203 8 g ( r= 0 999 9) and 0 106 2~ 1 062 g ( r= 0 999 9) fo r dipheny l ( 2 chlo ropheny l) m ethano l and

clotr im azo le respec tive ly, and the ave rage recovery was 99 15% ( RSD = 0 79% ) and 100 69% ( RSD = 0 66% )

respectively Conc lusions: The m ethod is conven ient, accurate, prec ise and can be used for the qua lity contro l o f the Compound C lot

rim azo le Cream

K ey W ords: Compound C lotr im azo le C ream; D ipheny l ( 2 ch lo ropheny l) m e thano;l C lotr im azo le; H PLC

根据国家药典委员会国药典化发 [ 2008] 25号 %关于发送  中国药典 !2010年版 (二部 )化学药品
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科研项目会议纪要的通知 &的要求, 我所承担了复

方克霉唑乳膏质量标准起草工作。复方克霉唑乳膏

质量标准收载于  中国药典 !2005年版二部, 国家药

典委员会对本品种提出的要求是考查有关物质和含

量测定。根据国家药典委员会对该品种的修订意

见,经查阅相关文献
[ 1] [ 4]
和参考国外药典

[ 2, 3]
,并参

考检验工作的实际情况, 我们认为现行质量标准存

在如下问题:

问题 1原质量标准未进行二苯基 ( 2氯苯基 )

甲醇检查。二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇是合成克霉唑

的中间体,也是克霉唑水解后的产物,因此有必要对

二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇进行质量控制。

问题 2含量测定原质量标准采取滴定法, 与

HPLC法相比较,不仅样品处理复杂, 而且滴定终点

易过, 方法专属性和灵敏度不高。

在本次 2010年版药典质量标准起草工作中,我

们着重对上述存在的问题进行了考察和修订。

经检索国家药品监督管理局基础数据库,查得

本品共有 21个批准文号,涉及 21个生产厂家。通

过给企业发函征集样品,共收到 7个厂家回函,收集

到 5个生产厂家 9批样品。各厂家提供样品情况详

见表 1。

1 仪器和试药

A g ilent 1100高效液相色谱仪 (配有紫外检

测器及二极管阵列检测器 ) , W a ters2695高效液

相色谱仪, W aters C18 ( 4 6 mm ∃ 150 mm, 5 m )

色谱柱; 克霉唑对照品 (批号 10037 0105 )、二苯

基 ( 2氯 苯 基 ) 甲 醇 对 照 品 (批 号 100019

200603)均由中国药品生物制品检定所提供; 甲

醇为色谱纯 ;磷酸二氢钾、磷酸均为分析纯; 水为

二次蒸馏水。

表 1 提供样品情况表

生产厂家 批准文号 样品批号 样品效期

厂家 1 国药准字 H 37021735 070801 2009年 08月 05日

国药准字 H 37021735 071101 2009年 11月 02日

国药准字 H 37021735 080108 2010年 01月 14日

厂家 2 国药准字 H 20003169 070901 2009. 08

厂家 3 国药准字 H 19983096 20071101 2009年 10月

厂家 4 国药准字 H 12020691 08022001 2010 /01

国药准字 H 12020691 08022002 2010 /01

国药准字 H 12020691 08022003 2010 /01

厂家 5 国药准字 H 20013256 370606 2009. 05

厂家 6 回函,未提供样品

厂家 7 回函,未提供样品

2 方法与结果

2 1 HPLC法的确定

2 1 1 检测波长的确定  美国药典!30( USP 30)

中克霉唑原料药质量标准中有关物质测定及含量测

定的检测波长为 254 nm,  英国药典 !2008( BP 2008

电子版 )中克霉唑乳膏质量标准中有关物质及含量

测定的检测波长为 215 nm。经比较, 选择了灵敏度

较高的 215 nm作为检测波长,经二极管阵列检测,

其峰纯度均在 999以上。二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇

与克霉唑在 200~ 400 nm波长范围的紫外光谱图见

图 1~ 2。

2 1 2 流动相的筛选 在 USP 30克霉唑原料质

量标准及 BP ( 2008电子版 )克霉唑乳膏质量标准

中,流动相呈碱性和弱碱性,在实际考察中, 克霉唑

峰与二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇峰分离度不是特别理

想,特别是在做破坏性试验时,样品经氧化破坏后产

生的杂质与主峰重合, 不能有效分离。因此对流动

相重新进行了筛选。经考察并优化不同的磷酸盐、

不同的磷酸盐浓度、不同的 pH值以及不同的甲醇

浓度,最终确定以 0 05 mo l L
- 1
的磷酸二氢钾溶

液 甲醇 ( 3: 7) ,用 10%磷酸调节 pH值至 5 7 ~ 5 8

为流动相,各杂质峰与二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇峰和

克霉唑峰均能有较好的分离度,见图 3。

分别采用 W aters公司、菲罗门公司、岛津公司

生产的色谱柱和W aters公司生产的高效液相色谱
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图 3 复方克霉唑乳膏氧化破坏色谱图

仪按上述条件进行试验, 结果不同公司的高效液相

色谱仪和色谱柱对检测结果影响不大, 检测结果基

本一致。说明本方法的耐用性良好。

2 2 HPLC法的方法学研究

2 2 1 拟定的 HPLC法及色谱条件 色谱柱: W a

ters C18 ( 4 6 mm ∃ 150 mm, 5 m ) ; 检测波长: 215

nm;流动相: 0 05 mo l L
- 1
的磷酸二氢钾溶液 甲醇

( 3∀7),用 10%磷酸调 pH值至 5 7~ 5 8; 流速: 1 5

mL m in
- 1
;柱温: 30# ;进样量 10 L。理论塔板数

按克霉唑峰计算不低于 4 000, 二苯基 ( 2氯苯基 )

甲醇峰和克霉唑峰的分离度大于 2 5。

测定法:二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇 取本品适量

(相当于克霉唑 10 mg ) , 精密称定, 置 50 mL量瓶

中,加水甲醇溶液 ( 3∀7)适量,置 50 # 水浴中加热
5 m in,时时振摇,然后取出强烈振摇 5 m in,放冷至

室温, 用水 甲醇溶液 ( 3∀7)稀释至刻度,摇匀,置冰

浴中放置 30 m in, 用 0 45 m滤膜滤过, 取续滤液

放至室温, 作为供试品溶液。另取二苯基 ( 2氯苯

基 )甲醇对照品适量, 精密称定, 加水 甲醇溶液 ( 3∀

7)溶解并定量稀释制成 1 mL中约含 2 g的溶液,

作为对照品溶液。精密量取对照品溶液与供试品溶

液各 10 L, 分别注入液相色谱仪, 记录色谱图至主

成分峰保留时间的 1 5倍,供试品溶液的色谱图中

如有与对照品溶液相对应的二苯基 ( 2氯苯基 )甲

醇色谱峰,按外标法以峰面积计算,即得。

克霉唑含量测定 精密称取本品适量 (约相当

于克霉唑 2 mg) , 置 50 mL量瓶中, 加水 甲醇溶液

( 3∀7)适量, 置 50 # 水浴中加热 5 m in, 时时振摇,

然后取出强烈振摇 5m in,放冷至室温,用水 甲醇溶

液 ( 3∀7)稀释至刻度,摇匀,置冰浴中冷却 30 m in,

用 0 45 m滤膜滤过, 取续滤液放至室温, 精密量

取 10 L, 注入液相色谱仪,记录色谱图; 另取克霉

唑对照品适量,精密称定, 加水 甲醇溶液 ( 3∀7)溶解

并定量稀释制成每 1mL中约含 0 04 mg的溶液,同

法测定。按外标法以峰面积计算,即得。

2 2 2 线性试验 二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇 精密

称取二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇对照品 0 010 19 g, 置

100 mL量瓶中,用甲醇 水溶液 ( 7∀3)溶解并稀释至

刻度,摇匀,作为对照品储备液。精密量取对照品储

备液适量, 用甲醇 水 ( 7∀3 )溶液制成每 1 mL 含

10 19, 5 095, 2 548, 2 038, 1 274, 1 019, 0 815 2,

0 509 5, 0 254 8 g的溶液。分别精密量取上述溶

液各 20 L注入液相色谱仪, 记录色谱图,以浓度为

横坐标 x,峰面积为纵坐标 y,绘制标准曲线图,计算

回归方程: y= 68 91x+ 0 386, r= 0 999 9,表明二苯

基 ( 2氯苯基 )甲醇进样量在 5 096 ∃ 10
- 3

~ 0 203

8 g间的线性良好。

克霉唑 精密称取克霉唑对照品 0 010 62 g,

置 100mL量瓶中,用甲醇 水溶液 ( 7∀3)溶解并稀释

至刻度,摇匀, 作为对照品储备液。精密量取对照品

储备液适量, 用甲醇 水溶液 ( 7∀3)制成每 1 mL含

10 62、21 24、42 48、63 72、84 96、106 2 g的溶

液。分别精密量取上述溶液各 10 L注入液相色谱

仪,记录色谱图, 以浓度为横坐标 x, 峰面积为纵坐

标 y, 绘制标准曲线图, 计算回归方程: y = 36 872

496 796 774x+ 5 250 211 872; r= 0 999 9, 表明克

霉唑进样量在 0 106 2 ~ 1 062 g间的线性关系

良好。

2 2 3 进样精密度试验 二苯基 ( 2氯苯基 )甲

醇: 取加样回收率试验项下同一份供试品溶液,

连续进样 6次, 测得峰面积 RSD为 0 23% ; 克霉

唑: 取重复性试验项下供试品溶液, 连续进样 6

次, 测得峰面积 RSD为 0 058%。表明本法精密

度良好。

2 2 4 稳定性试验 二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇: 取

回收率试验项下同一份供试品溶液分别于 0, 1 5,

3, 4 5, 6, 7, 8, 10 h进样测定, 峰面积的 RSD为

1 26% ;克霉唑: 取重复性试验项下供试品溶液, 分

别在 0、1、2、3、4、5、6、7、8、10 h进样测定, 峰面积

RSD为 0 35%。表明供试品溶液在 10 h内稳定。

2 2 5 加样回收率试验 二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇:

取已知杂质含量的样品适量 (相当于克霉唑约 10

mg) ,精密称定,置 50 mL量瓶中,共 9份,加水甲醇

溶液 ( 3∀7) ,置 50 # 水浴中加热 5m in,取出, 强烈振

摇 5m in,迅速放冷至室温, 精密加入 21 88 mg L
- 1

的二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇对照品溶液 4、5、6mL,各

3份 ( 80%, 100%和 120% ),摇匀,照 2 2 1项下的方

法制备供试品和对照品溶液,按外标法以峰面积计算

回收率 ( n= 9)为 99 15%, RSD为 0 79%。

克霉唑:取已知杂质含量的样品适量 (相当于
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克霉唑约 20 mg、10 mg ) , 精密称定, 置 200 mL

( 80% )和 100mL量瓶 ( 100%、120% )中,精密称取

克霉唑对照品适量 ( 80%, 100%和 120% )置于其

中,照 2 2 1项下的方法制备供试品和对照品溶液,

按外标法以峰面积计算回收率 ( n = 9)为 100 69% ,

RSD为 0 66%。

2 2 6 重复性试验 取同一批样品适量 (相当于克

霉唑 10mg),共 6份,精密称定,照 2 2 1项下的方法

制备供试品和对照品溶液, 按外标法以峰面积计算,

克霉唑的含量 ( n= 6)为 100 24%, RSD为 0 27%。

2 3 样品含量的测定 (滴定法与 HPLC法比较 )

见表 2。

表 2 滴定法与 HPLC法克霉唑含量结果比较

生产厂家 批号

HPLC法

二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇

/%

克霉唑

/%

滴定法

(克霉唑 )

/%

厂家 1 070801 0. 126 100. 50 100. 09

071101 0. 180 100. 34 99. 78

080108 0. 107 100. 24 99. 02

厂家 2 070901 0. 394 98. 21 96. 07*

厂家 3 20071101 0. 587 96. 79 96. 00

厂家 4 370606 0. 117 99. 58 97. 63*

厂家 5 08022001 0. 891 99. 86 96. 24*

08022002 0. 854 99. 82 96. 55*

08022003 0. 882 100. 04 96. 70*

注:带 % * &者为样品处理时样品与容器壁存在明显附着现象的样

品。

图 4 二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇含量测定色谱图

A 对照品; B 供试品; 1 克霉唑; 2 二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇

图 5 克霉唑含量测定供试品色谱图

A 对照品; B 供试品; 1 克霉唑; 2 二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇

3 讨论

3 1 流动相的 pH 值越小, 二苯基 ( 2氯苯基 )

甲醇和克霉唑的分离度越大, 同时保留时间变

短, 但是克霉唑主峰和氧化杂质不易分离, 因此

流动相的 pH值在 5 7~ 5 8最为适宜, 此时克霉

唑主峰与二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇峰和氧化杂质

均能较好分离。

3 2 HPLC法的方法学研究表明本方法精密度高、

专属性强,操作简便。由于二苯基 ( 2氯苯基 )甲醇

含量很低 (在 1 0%以内 ), 因此其重复性的 RSD稍

稍偏大,但每次测定值的绝对差值是很小的,能够满

足检测要求。

3 3 各个生产厂家所采用的处方辅料差异较大, 且

都未提供空白辅料。厂家 1生产的样品相对而言辅

料种类最多,因此在进行回收试验时,采用厂家 1的

样品 (批号 070801)进行加样回收试验。

3 4 两种测定方法结果的比较 采取滴定法进行

含量测定不仅操作复杂, 而且滴定终点易过。从表

2可知, 滴定法的结果偏低,特别是样品与容器壁附

着明显时,测得结果明显偏低,可见滴定法存在明显

的系统误差和偶然误差。
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