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HPLC检测长春西汀葡萄糖注射液中降解产物 5- 羟甲基糠醛
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摘要: 目的 � 建立测定长春西汀葡萄糖注射液中降解产物 5- 羟甲基糠醛( 5- HMF)含量的方法。方法 � 采用HPLC 法,色谱

柱为 Kromasil ODS- 1 C18 ( 4. 6 mm� 250 mm) ;流动相为 0. 2%磷酸- 甲醇( 75 25) ; 流速1 ml!min- 1; 检测波长284 nm。以外标法

测定5- HMF的含量。结果 � 在 1. 0~ 20. 0 �g!ml- 1
范围内,对照品峰面积与浓度的线性关系良好( r= 0. 9999) , 加样平均回收

率为99. 5% , RSD= 1. 0% ( n= 5) ,最低检测浓度为 7�7 ng!ml- 1。结论 � 所用方法简便、准确、重复性好, 可用于长春西汀葡萄

糖注射液中降解产物 5- HMF的检测。
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Determination of degradation product 5- HMF in Vinpocetine and Glucose injection by HPLC

HUANG Xun- ming
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Abstract: OBJECTIVE� To establish a method for determination of the degradation product 5- HMF in Vinpocetine and Glucose injection.

METHODS� AnHPLC method was adopted with Kromasil ODS- 1 C18 column( 4. 6 mm � 250 mm)�0. 2% phosphoric acid - methanol

( 75 25) as mobile phase was used, with flow rate of 1. 0 ml!min- 1, and the detective wavelength was set at 284 nm. The external standard

method was adopted for the assay of 5- HMF. RESULTS � The calibration curve of 5- HMF was linear within the range of 1. 0- 20. 0

�g!ml- 1 ( r= 0. 9999) �The average recovery of 5- HMF was 99. 5% with RSD of 1. 0% ( n= 5)�The concentration of detection limit was

7�7 ng!ml- 1 . CONCLUSION � The method is simple, reliable, accurate and it can be applied to determination of degradation product 5-

HMF in Vinpocetine and Glucose injection.
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� � 长春西汀葡萄糖注射液在配制和放置过程中会

产生降解产物 5- 羟甲基糠醛( 5- HMF) , 5- HMF 的

检测方法还未见报道。由于主药长春西汀在 284 nm

处的紫外吸收有较大干扰, 故建立 HPLC法对注射

液中 5- HMF进行检测,操作简便、准确、重复性好。

1 � 实验部分

1. 1 � 仪器与试药

HPLC仪器包括岛津 LC- 10AT 色谱泵, SPD-

10A紫外检测器和N 2000色谱工作站(日本岛津)。

蒸馏水(自制) ; 5- HMF 对照品(美国 Fluka 公司) ;

甲醇HPLC级;注射用长春西汀(东北制药总厂) ; 长

春西汀葡萄糖注射液(市售,批号: 20030302、040506、

20040615、20040807、041003)。

1�2 � 方法与结果
1. 2. 1 � 色谱条件与系统适用性 � 色谱柱为 Kromasil

ODS- 1 C18(4. 6 mm � 250 mm, 5 �m) ,以 0. 2%磷酸-

甲醇( 75 25)为流动相, 流速 1 ml!min- 1, 检测波长

284 nm。在此色谱条件下,取 5- HMF 对照品溶液、

供试品溶液及阴性对照液各 20 �l注入色谱仪, 记录

色谱图(图 1) ,由图可见阴性对照无干扰。

图 1 � 5- HMF对照品溶液(A)、供试品溶液( B)和阴性对照溶液( C)

的 HPLC图

Fig 1� HPLC chromatograms of 5- HMF solution ( A) , sample solu�

tion ( B) and blank solution( C)

1. 2. 2 � 测定方法 � 精密称取 5- HMF 对照品适量,

加水溶解并稀释成 10 �g!ml- 1的对照品溶液; 取长

春西汀葡萄糖注射液直接作为供试品溶液。分别取

两种溶液各 20 �l注入色谱仪, 记录色谱图,若供试

品溶液显5- HMF 峰,其面积不得大于对照品溶液。

1. 2. 3 � 线性关系的考察 � 精密称取 5- HMF 对照

品 25 mg, 置于 25 ml量瓶中,用水定容。精密量取
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0. 1、0. 5、1. 0、1. 5、2. 0 ml 分别置 5 个 100 ml量瓶

中,加水稀释至刻度, 摇匀, 即得不同浓度的对照品

溶液( 1、5、10、15、20 �g!ml- 1
) , 在∀ 1. 2. 1#项色谱条

件下进样,测得峰面积;以浓度对峰面积进行线性回

归,得回归方程为: Y= 1. 506 � 105X- 4. 455 � 103( r

= 0. 9999, n= 5)。结果表明,浓度在 1. 0~ 20. 0 �g!
ml- 1范围内与峰面积的线性关系良好。

1. 2. 4 � 进样精密度实验 � 取对照品溶液重复进样

6次, 每次 20 �l, 记录色谱图。其峰面积的 RSD =

0. 1%( n= 6) ,表明进样精密度较好。

1. 2. 5 � 重复性实验 � 取同一批号样品 6 份, 按照

∀ 1. 2. 2#项下方法记录峰面积, 按外标法计算 5-

HMF的含量。含量的 RSD= 0. 2% ( n = 6) , 表明方

法精密度较好。

1. 2. 6 � 回收率实验 � 精密量取同一批号样品 5 ml,

共5份,分别置 5个 10 ml量瓶中;再分别精密加入

5- HMF 对照品水溶液( 2. 4 �g!ml- 1
) 1、2、3、4、5 ml,

加水定容。照∀ 1. 2. 9#项下方法测定含量, 再计算回

收率(表 1)。结果表明, 方法回收率较好。
表 1 � 回收率试验结果(�g!ml- 1, n= 5)

Table 1 � The resul ts of recovery test (�g!ml- 1, n= 5)

Original Added Detected Recovery/ % X /% RSD / %

1. 04 0. 24 1. 28 100. 0 99. 5 1. 0

1. 04 0. 48 1. 51 97. 9

1. 04 0. 72 1. 76 100. 0

1. 04 0. 96 1. 99 99. 0

1. 04 1. 20 2. 25 100. 8

1. 2. 7 � 最低检测限试验 � 精密量取∀ 1. 2. 6#项下对
照品溶液( 2. 4 �g!ml- 1) 1 ml,置 100 ml量瓶中,加水

稀释至刻度,依法测定, 结果噪音峰高为 30。按 S/

N= 3计,则最低检测限峰高应为 90, 计算得 5- HMF

的最低检测浓度为 7�7 ng!ml- 1。

1. 2. 8 � 稳定性试验 � 精密吸取同一供试品溶液 20

�l,分别于 0、2、4、6、8、12 h进样, 记录 5- HMF 峰面

积,其 RSD = 0. 2% ( n= 6) , 说明供试品溶液 12 h内

稳定。

1. 2. 9 � 样品降解产物 5- HMF 的测定 � 取不同厂

家生产的不同批号样品, 经高温试验( 60 ∃ ) 10 d,加

速试验( 40 ∃ % 2 ∃ , RH 75% % 5% ) 90 d, 室温放置

( 25 ∃ % 2 ∃ , 湿度 60% % 10% ) 90 d, 依法测定峰面

积,按外标法计算 5- HMF的含量,结果见表 2。
表 2� 样品降解产物 5- HMF的测定结果(�g!ml- 1)

Table 2 � Results of determination of 5- HMF in samples (�g!ml- 1)

Batch No. 0 d
Hot test in

the 10th day

Accelerated

stability test

in the 90th

Room

temperature test

in the 90th

040506 1. 03 6. 83 3. 67 1. 18

041003 1. 56 6. 97 4. 01 1. 91

040615 2. 09 8. 15 5. 91 2. 46

040807 2. 05 8. 02 5. 74 2. 23

2 � 讨论

曾考虑用UV法于284 nm处测定注射液中降解

产物 5- HMF, 其限度根据 1%的葡萄糖供试液于

284 nm处紫外吸收不得大于 0. 32[ 1] ,结合样品主要

成分长春西汀有本底吸光度约为 0. 21, 定为不得大

于 0. 53(即 0. 32+ 0. 21)。实际上, 样品中长春西汀

本底吸光度往往不等于 0. 21,故用 UV法不能准确

控制5- HMF 的含量。

照UV法[ 1]于 284 nm 处测定 5- HMF 溶液吸光

度,计算得吸光度 0. 32时浓度应为 2. 0 �g!ml- 1;根

据&中国药典∋2000年版二部葡萄糖注射液标准中
的 5- HMF测定标准,即 1%的葡萄糖供试液于 284

nm 处紫外吸收不得大于 0. 32。因样品配制时是以

5%葡萄糖溶液调节等渗,故确定 5- HMF 含量限度

为 10 �g!ml- 1。

实验发现长春西汀葡萄糖注射液室温放置产生

降解产物 5- HMF 较少, 而在高温和加速破坏条件

下则较多,因此,放置和使用中应避免高温。
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