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HPLC法检查氟尿嘧啶注射液有关物质

肖英, 黄萍, 石峰 (山东省药品检验所,济南 250101 )

摘要 � 目的: 建立氟尿嘧啶注射液有关物质检查方法。方法: 确定 HPLC法并进行方法验证。结果:以普通十八烷基硅烷键合硅

胶色谱柱,以甲醇�水 (用 0�05 mo l� L- 1磷酸溶液调节 pH值至 3�5) ( 5�95)为流动相,检测波长为 265 nm。结果表明,氟尿嘧啶

与降解产物分离良好。氟尿嘧啶浓度在 0� 25~ 100 m g� L- 1范围内,峰面积与浓度呈良好线性关系, 供试液稳定,检测结果受流

动相两相比例、水相 pH值、柱温、色谱柱品牌变化波动的影响较小。结论: 本法检测灵敏、专属性强、重复性好、普适耐用。
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Determ ination ofR elated Substances of F luorouracil Injection by HPLC

X iao Y ing, Huang P ing, Sh i Feng (Shandong In st itu te for Drug C on trol, Jinan 250101 )

Abstrac t� Objec tive: To estab lish an HPLCm ethod to detect the re lated substance o f F luorourac il In jection. M ethods: Refer to som e

pharmacope ias and standards o f diffe rent countr ies, wo rk ing�out the prem ier H PLC�system, optim ize and validate subsequently. Re�

sults: The analysis w as pe rfo rm ed on C18 co lumn w ith m ethano l�w ater ( ad justed pH to 3�5 by phosphor ic acid) as m obile phase, the

detecting wave leng th w as 265 nm. The exper im ent indicated that fluorourac il can be we ll reso luted from its re lated substance. The linea r

response range was from 0� 25 to 100 m g� L- 1. The preparation was stab le, the fluctuate o f proportion between m ethanol and water in

the m ob ile phase, pH va lue o fw ate r phase, temperature o f co lum n, co lumn b rand had little influence on the resu lts of the experim ent.

Conc lu sion: The m ethod w as proved to be specific and reliable, and can be used for the qua lity contro l o f F luo rouracil In jection.

K ey words: H PLC; F luorourac il In jec tion; re lated substance

� � 氟尿嘧啶作为临床常用抗癌药物之一,已有三十

多年应用历史。2005年版 �中国药典 �二部采用紫

外�分光光度法测定氟尿嘧啶注射液的含量, 但未对

有关物质进行要求。为了进一步提高药品质量,优化

生产工艺,保障患者用药安全、有效,参考相关文献,

本文参考国家药品标准WS1�( x�012) �2005Z, 建立并
优化了用高效液相色谱法检查氟尿嘧啶注射液有关

物质的方法。较目前国外药典 ( BP2008、EP5�0、JP�
� )中采用的薄层色谱法,更为方便准确。

1� 仪器及试药

Ag ilent 1100高效液相色谱仪; Inertsil C18色谱

柱 ( 4�6 mm � 250 mm, 5 �m ); Phenomenex ODS�3
C18柱 ( 4�6 mm � 250 mm, 5 �m ); Shise ido C apcell

PakMG C18柱 ( 4�6 mm � 250 mm, 5 �m ); 甲醇 (康

科德公司, 分析纯 ) ;磷酸 (中国医药集团上海化学

试剂有限公司, 分析纯 ); 磷酸二氢钾 (国药集团化

学试剂有限公司, 分析纯 ); 氟尿嘧啶原料 (提供生

产厂家 ); 氟尿嘧啶注射液 ( A 厂, 批号 050801、

060601、070101; B厂, 批号 061211、061212; C厂批

号 061104、040705、050425)。

2� 色谱条件

用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱柱;

以甲醇�水 (用 0�05 mo l� L
- 1
磷酸调节 pH 值至

3�5) ( 5�95)为流动相; 检测波长 265 nm。检测波长

的选择参考国家药品标准WS1 �( x�012) �2005Z。
3� 方法与结果

3�1� 专属性试验
氟尿嘧啶注射液的有关物质主要有 5�羟基尿

嘧啶、5�氯尿嘧啶、5�甲氧基尿嘧啶、5�甲基尿嘧啶
等,由于无法得到相应的杂质对照品,无法对其实施

准确定位和外标法定量控制。本试验采用加速降解

法,考察原料中各未知有关物质、降解产物间、主成

分的分离情况。

取本品原料,每份加空白辅料 0�25 g, 共 6份,

分别进行 ( 1)酸破坏实验 ( 2M盐酸溶液 50 mL, 加

热回流 5 h,适量氢氧化钠溶液中和 ); ( 2)碱破坏实
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验 ( 2M氢氧化钠溶液 50 mL,加热回流 5 h, 适量盐

酸溶液中和 ); ( 3)氧化破坏实验 ( 0�006 M高锰酸
钾溶液 1�5mL, 加水至 50mL,加热回流 5 h; ( 4)加

热破坏实验: (加水 50mL,加热回流 5 h); ( 5)光破

坏实验 ( 5 500 lx光照 7 d) ; ( 6)原料空白实验;用流

动相制成 0�1 mg� L
- 1
的溶液进样。

同时,精密称取乙二胺四乙酸二钠 ( EDTA )、氢

氧化钠适量,用流动相稀释成适宜浓度,注入液相色

谱仪。考察空白辅料对有关物质检查的干扰。

各组分的 R f值见表 1。

表 1� 氟尿嘧啶注射液有关物质的色谱分离情况表

保留时间 分离度

主峰 5�392

有关物质 1 7�127 6�25

有关物质 2 8�178 3�1

有关物质 3 8�678 1�41

有关物质 4 11�946 8�21

有关物质 5 17�744 11�72

酸破坏实验表明,有关物质无明显变化,氟尿嘧

啶原料酸破坏实验不明显。各杂质峰与主峰之间的

分离度良好。

碱破坏实验表明,有关物质明显变化,碱破坏实

验明显。各杂质峰与主峰之间的分离度良好。

氧化破坏实验表明, 各杂质峰与主峰之间的分

离度良好。

加热破坏实验表明,有关物质无明显变化,各杂

质峰与主峰之间的分离度良好。

光破坏实验表明,有关物质无明显变化,光破坏

实验不明显。各杂质峰与主峰之间的分离度良好。

专属性试验表明, 氟尿嘧啶、各未知有关物质、

降解产物的分离情况良好。空白辅料对有关物质检

查无干扰。

3�2� 线性考察
将氟尿嘧啶用流动相分别稀释成 0�25、0�50、

1、100mg� L
- 1
浓度的溶液, 分别精密量取 20 �L,

注入液相色谱仪,记录色谱图。用样品浓度与峰面

积做线性方程, y= 6 642�887 40 x - 2�714 86, R
2
=

1�000 0;表明在 0�25~ 100 mg� L
- 1
范围内,氟尿嘧

啶峰面积与其浓度呈良好线性关系。

3�3� 检测限的确定
精密称量氟尿嘧啶原料用流动相稀释成

0�019 34mg� L
- 1
的溶液, 进样 20 uL, 测得 S /N =

3�1,计算得最小检出限为 0�37 ng /20 �L ( 0�019

mg� L
- 1
)。表明,该法灵敏度良好。

3�4� 方法耐用性
3�4�1� 溶液的稳定性 � 取氟尿嘧啶注射液,用流动

相稀释成 0�1 mg� L
- 1
的溶液,室温下于 0、2、4、6、

8、10、12、24、46 h取 20 �L注入液相色谱仪。表明,

供试品溶液在室温下放置 46 h, 杂质的组成和单个

杂质含量基本没有变化, 其中总杂质含量 (以峰面

积和计算 ) RSD为 1�24% ;供试品溶液稳定。

3�4�2� 流动相两相比例的影响 � 取本品原料,用流

动相制成 0�1 mg� L
- 1
的溶液, 分别在甲醇�水 (用

磷酸调节 pH值至 3�5)为 10�90、5�95流动相条件
下,取 20 �L注入液相色谱仪,记录色谱图。试验结

果表明,流动相中有机相和水相的比例变化不大,杂

质的组成和含量变化不大, 有机相比例增加较大则

会使杂质和主峰的分离度变小, 影响结果的准确。

有机相比例过小则会使主峰和杂质的保留时间过长

(以纯水为流动相主峰保留时间延长 1倍 ) ,增加试

验时间。所以,试验时两者的比例尽量控制在 5�95
为佳。

3�4�3� 流动相中水相 pH值的影响 � 取本品原料,

用流动相制成 0�1mg� L
- 1
的溶液, 分别在水相 pH

值分别为 3�7、3�5、3�3条件下, 取 20 �L注入液相

色谱仪,按检测法测定有关物质,记录色谱图。结果

如下:

表 2� 流动相中水相 pH 值对有关物质含量测定结果的影响

水相 pH值 pH 3�7 pH3�5 pH 3�3

总杂质 /% 0�42 0�43 0�43

试验表明,当水相 pH 值为 3�5 � 0�2时, 有关

物质的测定结果基本一致。

3�4�4 � 柱温的影响 � 同一样品分别 35 � 、25 � 、
20 � 的柱温下进样, 计算总杂质的含量分别为

0�26%、0�26%、0�27%, 可见测定结果基本一致。

3�4�5� 不同品牌 C18色谱柱对结果的影响、自身对

照法和面积归一化法的确定及样品的测定 � 选用三

种不同品牌的十八烷基硅烷键合硅胶柱 ( Phenome�
nex C18柱、Inertsil ODS�3柱、日本资生堂 Sh iseido

C apcell Pak C18柱 ) ,考察三厂家八批样品,分别采用

自身对照法和面积归一化法做, 结果见表 3。上述

试验结果表明,三种不同品牌的十八烷基键合硅胶

柱,用自身对照法和面积归一化法得到的最大杂质

及总杂质的含量基本一致。说明本法耐用性较好。

本品在 0�25% ~ 100%供试品浓度范围内呈线性关
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图 1� 专属性试验色谱图

系,而面积归一化法, 通常用于粗略考察供试品中的

杂质含量。选用自身对照法更为准确可靠。

3�5� 记录时间的确定
上述测定条件下, 色谱图中明显可见的有关物

质最大保留时间约在 3~ 4倍主峰保留时间之间,确

定记录时间为主峰保留时间的 5倍。

3�6� 结果
根据上述实验结果, 制订氟尿嘧啶注射液有关

物质检查方法, 照高效液相色谱法 ( �中国药典 �

2005年版附录�D)测定。

色谱条件与系统适用性试验 用十八烷基硅烷键

合硅胶为填充剂; 以甲醇�水 (用 0�05 mol� L
- 1
磷酸



中国药品标准 2011年第 12卷第 1期 28��� D rug Standards o f China 2011, V ol�12 N o�1

调节 pH值至 3�5) ( 5�95)为流动相;检测波长为 265

nm。理论板数按氟尿嘧啶峰计算应不低于 2 500, 氟

尿嘧啶峰与相邻杂质峰的分离度应大于 1�5。

表 3� 三种不同色谱柱两种结果计算方法检测 8批样品有

关物质结果

色谱柱 厂家 批号

自身对照法 面积归一化法

最大杂

质 /%

总杂

质 /%

最大杂

质 /%

总杂

质 /%

henom en ex

C18柱

A厂

B厂

C厂

050 801 0�20 0�43 0�18 0�38

070 101 0�24 0�47 0�21 0�42

060 601 0�35 0�48 0�31 0�43

061 212 0�32 0�44 0�30 0�41

061 211 0�33 0�45 0�30 0�41

050 425 0�05 0�11 0�05 0�10

040 705 0�06 0�13 0�05 0�12
061 104 0�05 0�13 0�05 0�13

In ertsil

ODS�3柱

A厂

B厂

C厂

050 801 0�21 0�29 0�19 0�26

070 101 0�25 0�33 0�24 0�31

060 601 0�34 0�47 0�33 0�44

061 212 0�33 0�44 0�32 0�43

061 211 0�32 0�44 0�31 0�42

050 425 0�04 0�07 0�04 0�06

040 705 0�04 0�08 0�03 0�08

061 104 0�04 0�09 0�03 0�09

日本资生堂

Sh iseido

C apcell Pak

C18柱

A厂

B厂

C厂

050 801 0�18 0�38 0�18 0�38

070 101 0�21 0�41 0�21 0�43

060 601 0�31 0�50 0�32 0�51

061 212 0�30 0�44 0�31 0�45

061 211 0�33 0�47 0�31 0�44

050 425 0�04 0�12 0�04 0�12
040 705 0�06 0�15 0�05 0�14

061 104 0�06 0�15 0�06 0�14

测定法取本品适量,加流动相制成每 1mL中含

0�1mg的溶液,作为供试品溶液; 精密量取供试品

溶液制成每 1mL约含 0�25 �g的溶液作为对照溶
液;精密量取对照溶液 20 �L, 注入液相色谱仪, 调

节检测灵敏度,使氟尿嘧啶峰的峰高约为满量程的

10%, 再精密量取供试品溶液与对照溶液各 20 �L,

分别注入液相色谱仪, 记录色谱图至主分峰保留时

间的 5倍。供试品溶液色谱图中如有杂质峰 (溶剂

峰和辅料峰除外 ) , 单个杂质的峰面积不得大于对

照溶液主峰面积的 2倍 ( 0�5% ), 各杂质峰面积的

和不得大于对照溶液主峰面积的 3倍 ( 0�75% )。

4� 讨论

原料加速降解实验表明, 氟尿嘧啶容易被碱和

氧化剂破坏,光照和温度对氟尿嘧啶的稳定性影响

不大。常温下氟尿嘧啶注射液比较稳定。因此可以

推测氟尿嘧啶注射液中的有关物质主要来源于原料

的合成工艺。而药典中原料未控制有关物质, 建议

对原料增订该项检查。

高效液相色谱法检查氟尿嘧啶注射液有关物

质,灵敏高、专属性强、操作简便、重复性好。我们仅

对三个企业 8批同规格样品进行检测, 结果为 A, B

二企业的有关物质含量基本一致, 而 C企业产品有

关性质含量明显低于上述二企业,仅为上述二企业

的 1 /5。故建议国家药典委员会要求更多的生产企

业提供相关数据,以便能制定适宜限度。
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高效液相色谱法测定痔炎消颗粒中金丝桃苷的含量

覃忠于,韦建乔, 曾友保,覃丽郦 (广西壮族自治区河池食品药品检验所, 河池 547000)

摘要 � 目的: 建立痔炎消颗粒中金丝桃苷的含量测定方法。方法:采用 Ag ilent TC�C18色谱柱 ( 4� 6 mm � 250 mm, 5�m ), 流动

相为甲醇�0� 2%磷酸溶液 ( 46�54) (用三乙胺调 pH至 3�0) ,流速 1� 0 mL� m in- 1,检测波长为 360 nm, 柱温 30 � ,理论塔板数

按金丝桃苷峰计算应不低于 3 000, 进样量为 10�L。结果: 金丝桃苷在 0�121 7~ 1�521 0�g线性范围时呈良好的线性关系 ( r

= 0� 999 9),平均回收率为 103� 5% , RSD为 1�27% ( n= 6)。结论:本方法准确, 重现性好,可作为痔炎消颗粒质量控制方法。

关键词: 痔炎消颗粒;金丝桃苷 ; H PLC
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