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摘要  目的: 建立反相高效液相色谱法测定羟丙基 -磺丁基 - B-环糊精包合物冻干粉中多烯紫杉醇的含量及其有关物质。

方法: 采用 D ikm a P latisilC18柱 ( 150 mm @ 41 6 mm, 5Lm ),检测波长 227 nm,柱温: 30 e 。有关物质检查时以乙腈 -水 ( 40B60,

v /v)为流动相 A,乙腈为流动相 B,进行梯度洗脱 ,流速 11 5 mL# m in- 1;含量测定时紫杉醇为内标,以乙腈 -水 ( 60B40, v /v )为

流动相, 进行等度洗脱,流速为 11 0 mL# m in- 1。结果:多烯紫杉醇与各有关物质分离良好。在 0105~ 100Lg# mL- 1的浓度范

围内多烯紫杉醇浓度与多烯紫杉醇 /紫杉醇峰面积比之间具有良好的线性关系 ( r= 019993) ;重复性好 ( RSD< 1% ); 平均回收

率为 1001 1% ( n = 9); 检出限为 0101Lg# mL- 1 ( S /N = 3)。结论 :本法准确可靠, 专属性强, 能满足多烯紫杉醇包合物冻干粉

质量控制的要求。
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Determ ination of docetaxel and its related substances in freezing dried

hydroxypropyl- sulfur butyl- B- cyclodextrin inclusion complex
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Abstract Objec tive: To establish an RP- HPLC method for determ ina tion of docetaxel and its re la ted substances

in inclusion complex.Method: The separation w as performed on a D ikm a P la tisil C18 column( 150 mm @ 416 mm, 5
Lm). The co lumn w as ma intained at 30 e and theUV detectorw as set at 227 nm. A ceton itrile- w ater( 40B60, v:

v ) as mob ile phaseA and aceton itrile asmobile phase B to carry out gradient elution at a flow rate 115mL# m in
- 1

for the determ ination o f related substances. For the content determ ination, using acetonitrile- w ater( 60B40, v: v ) as

mob ile phase to carry out isom etric e lut ion at a flow rate 110mL# m in
- 1
, Paclitaxelw as used as internal standard.

Result: Docetaxel and its re la ted substances cou ld be base line separa ted. A linearity betw een the peak area ratio o f

docetaxel / internal standard and docetax el concentrat ion w as ach ieved in the range o f 0105- 100 Lg# mL
- 1

w ith r

= 019993. The average recovery w as 10011% ( n= 9). The lim it of detection w as 0101 Lg# mL
- 1
(S /N = 3) . Con-

clusion: Th ism ethod is sensitive, accurate and satisfactory in the separable effec,t and can be used fo r quality con-

tro l of docetaxe l inc lusion comp lex.

Key words: docetaxe;l hydroxypropy l- sulfur buty l- B- cyclodex trin; re la ted substances; conten;t RP- HPLC

  多烯紫杉醇 ( docetaxe l)是近年开发的新一代紫

杉烷类抗肿瘤药物,其结构式如图 1所示。多烯紫

杉醇的作用机制与紫杉醇类似,但在细胞内浓度比

紫杉醇高 3倍,并在细胞内滞留时间长,抗肿瘤活性

是紫杉醇的 113~ 12倍,对乳腺癌、非小细胞肺癌等

癌症均有明显疗效
[ 1]
。但是多烯紫杉醇是脂溶性

物质,水溶性很差, 因此其口服生物利用度很低 ( <

10% )
[ 2, 3]

,而市售注射液中的增溶溶媒吐温 80和

13%乙醇易引起过敏反应
[ 4]
, 限制了其临床应用。

研究表明,环糊精包合不仅能增加药物的溶解度和
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溶出速率,减少不良反应, 还可以提高药物的生物利

用度和稳定性
[ 4~ 6]
。羟丙基 -磺丁基 - B-环糊精

是以羟丙基和磺丁基混合取代的环糊精衍生物,是

南京师范大学江苏省医药超分子材料及应用重点实

验室的专利产品,作为药物赋形剂水溶性好、溶血性

小、毒性低
[ 7]
。在此基础上, 开发了多烯紫杉醇羟

丙基 -磺丁基 - B-环糊精包合物冻干粉这一新的

剂型, 为进行质量控制,本文建立了反相高效液相色

谱法检测其中多烯紫杉醇的含量及其有关物质。

图 1 多烯紫杉醇结构式

Fig 1 S tructu re of docetaxel

1 仪器与试药
日本 SH IMADZU LC- 10ADVP高效液相色谱

仪; SPD - 10AVP紫外检测器; TL- 9900色谱工作站。

多烯紫杉醇对照品 ( S igm a公司产品, 本文色谱

条件下,峰面积归一化法测得纯度为 9911% ), 紫杉

醇对照品 ( S igma公司产品, 本文色谱条件下, 峰面积

归一化法测得纯度为 9915% ), 测试样品 (多烯紫杉

醇羟丙基 -磺丁基 - B-环糊精包合物冻干粉,南京

师范大学江苏省医药超分子材料及应用重点实验室

提供,标示量: 4% )。乙腈为色谱纯,水为纯净水。

2 有关物质测定
211 色谱条件和系统适用性
色谱柱: D ikm a platisil C18柱 ( 150 mm @ 416

mm, 5 Lm ); 流动相: 乙腈 -水 ( 40B60, v /v )为流动
相 A,乙腈为流动相 B, 进行梯度洗脱, A与 B的比

例变化情况: 0~ 3lm in, A - B的比例由 100B0线性

变化至 33B67,继续洗脱 9m in, 40~ 50m in, A - B的

比例为 0B100,保持 5m in,流速: 115 mL# m in
- 1
; 柱

温: 30 e ;检测波长: 227 nm;进样量 20 LL。

理论板数按多烯紫杉醇计算不低于 5000, 多烯

紫杉醇与相邻杂质峰的分离度大于 115。
212 方法专属性试验  取测试样适量 (约相当于

多烯紫杉醇 10 mg)共 5份, 先取 2份分别放于 105

e 烘箱加热 24 h,以及照度为 4500 lx的光照箱内 48

h,之后加乙腈 -水 ( 1B1)溶解并稀释至 10 mL。另 3

份分别以 5 mL乙腈 -水 ( 1B1)完全溶解后, 分别加

110moL# L
- 1
盐酸 110mL、012moL# L

- 1
氢氧化钠溶

液 011mL和 30%过氧化氢溶液 210 mL,混匀后均在
室温下暗处放置 5 h, 酸、碱破坏后的溶液先调至中

性,加乙腈 -水 ( 1B1)稀释至 10mL。以上样品均滤

过后取续滤液进样测定。同时未经破坏的测试样做

对照,并测试空白辅料。结果见图 2。结果表明,空

白辅料不干扰测试样的测定; 测试样在酸、碱、氧化、

高热、光照条件下都有不同程度的破坏,产生的降解

产物均能与主峰完全分离,说明本法的专属性良好。

从色谱图中也可以粗略推断在碱破坏条件下,样品不

稳定,样品对酸、氧化物、高热、光照相对稳定。

图 2 方法专属性试验色谱图

F ig 2 Ch rom atogram s of the specif icity val idation

A.多烯紫杉醇对照品 ( referen ce standard of docetaxel)  B.未经破坏样品 ( origin al sam ple)  C.酸破坏样品 ( sam p le d estro ied by acid)  D.碱破坏

样品 ( sam p le destroied by alkal i)  E.氧化破坏样品 ( sam p le destroied by oxidat ion )  F.热破坏样品 ( sam p le destroied by on h eating)  G.光破坏样

品 ( sam p le destroied by ligh t)  H.空白辅料溶液 ( excip ien t solu tion)

1.多烯紫杉醇 ( docetaxel)
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213 有关物质测定  取测试样品适量 (相当于多

烯紫杉醇 10mg) ,置 10 mL量瓶中, 加乙腈 -水 ( 1

B1)溶解并稀释至刻度,作为供试品溶液; 精密量取

适量,加乙腈 -水 ( 1B1)稀释 100倍作为对照溶液。

取对照溶液 20 LL注入色谱仪,调节检测灵敏度, 使

对照溶液中的主成分色谱峰的峰高约为记录仪满刻

度的 20%。取供试品溶液 20 LL注入色谱仪, 记录

色谱图。有关物质按其峰面积总和与对照溶液的主

峰面积之比进行计算。3批测试样品测定结果见表

1。

表 1 测试样品中多烯紫杉醇有关物质和含量测定结果 (% )

Tab 1 Resu lts of related substances and
determ ination con tent of docetaxe l in sam p le s

批号

( Lo t No. )

标示含量

( labeled amount) /%

有关物质含量

( con tento f related substance) /%

070910 98179 218

070915 99156 212

070920 10019 215

3 含量测定

311 色谱条件和系统适用性试验
色谱柱: D ikma p latisil C18柱 ( 150 mm @ 416

mm, 5 Lm);流动相为乙腈 -水 ( 60B40, v /v )流速:

110mL# m in
- 1
;柱温: 30 e ;检测波长: 227 nm; 进

样量 20 LL。

理论板数按多烯紫杉醇峰计算应不低于 5000,

对称因子 1105。多烯紫杉醇峰和内标物质峰分离
度应大于 115。取同一对照品溶液,连续进样 5次,

色谱峰面积的 RSD为 0118%。
312 方法专属性试验  取 /含量测定 0项下的供试

品溶液,在上述色谱条件下进行测定, 记录色谱图。

按处方比例,以流动相配制浓度与供试品溶液中含

量相当的空白辅料溶液 (约为 480 Lg# mL
- 1

), 进

样,记录色谱图。见图 3。结果证明: 空白辅料对主

峰及内标峰无干扰。多烯紫杉醇峰和内标物质峰分

离度良好。

313 线性关系考察  取减压干燥至恒重的多烯紫
杉醇对照品约 10mg,精密称定, 以乙腈溶解并定容

至 10mL量瓶中,作为对照品储备液。精密量取对

照品储备液适量以乙腈稀释成浓度为 200 Lg#
mL

- 1
和 210 Lg# mL

- 1
的对照品溶液。取减压干燥

至恒重的紫杉醇对照品约 10 mg, 精密称定, 以乙腈

溶解并定容至 100mL量瓶中, 作为内标储备液。精

密量取内标储备液适量, 以乙腈稀释成浓度为 20

Lg# mL
- 1
的内标溶液。精密量取对照品溶液及内

图 3 含量测定用空白辅料溶液 ( A)和供试品溶液 ( B)色谱图

F ig 3 HPLC chrom atogram s of excipient and sam p le for assaying in de-

term inat ion content of docetaxel

A.空白辅料溶液 ( excip ient solut ion )  B.供试品溶液 ( sam p le solu-

t ion)

1.多烯紫杉醇 ( docetaxel)  2.紫杉醇 ( pacl itaxel)

标溶液适量,以流动相稀释制成多烯紫杉醇浓度分

别为 0105, 011, 012, 210, 20, 50, 100 Lg# mL
- 1
, 内

标溶液浓度均为 210 Lg# mL
- 1
的溶液,在上述色谱

条件下分别进样 20 LL进行测定, 计算多烯紫杉醇

与紫杉醇的峰面积比 (F )。结果表明, 多烯紫杉醇

溶液浓度 ( C )在 0105~ 100 Lg# mL
- 1
浓度范围内,

与 F之间具有良好的线性关系。回归方程为:

F = 010235+ 013125C  r= 019993
314 检出限和定量限  精密量取浓度为 210 Lg#

mL
- 1
的多烯紫杉醇对照品溶液,以流动相稀释制成

浓度为 0101~ 0105 Lg# mL
- 1
的系列溶液, 分别进

样 20 LL, 记录色谱图。按信噪比 ( S /N )为 3B1, 测

得多烯紫杉醇的检出限为 0101 Lg# mL
- 1
; 按信噪

比 (S /N )为 10B1,测得多烯紫杉醇的定量限为 0105
Lg# mL

- 1
。

315 重复性试验  精密称取同一批号的多烯紫杉
醇样品 6份, 按 /含量测定 0项下方法操作, 分别测

定其标示含量。结果平均标示含量为 9913% , RSD

为 0152%。
316 回收率试验  预先按处方量称取适量的空白
辅料 9份,分别置干燥洁净的研钵中,然后按处方量

的 80% , 100% , 120% ,取减压干燥至恒重的多烯紫

杉醇对照品各 3份, 精密称定,分别与空白辅料充分

研磨混匀。精密称取一定量,加流动相适量,超声溶

解后,以流动相稀释成终浓度分别为 1610, 2010,
2410 Lg# mL

- 1
,内标溶液浓度均为 210 Lg# mL

- 1
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的溶液各 3份,按 /含量测定 0项下方法测定, 记录

色谱图,将多烯紫杉醇与紫杉醇的峰面积比代入回

归方程计算,低、中、高 3个加标水平平均回收率测

定结果分别为 9919% ( RSD = 111% ), 9914% ( RSD

= 110% ), 10110% ( RSD = 0159% ); 9份样品的回

收率平均值为 10011% ( n= 9)。

317 稳定性试验  取 /含量测定 0项下的供试品溶

液 1份,室温下放置, 分别在 0, 2, 4, 8, 12, 24 h时取

20 LL注入色谱仪, 将测得的多烯紫杉醇与紫杉醇

的峰面积比与 0 h相比,在 24 h内 RSD为 0162% ,

表明溶液在室温下放置 24 h内稳定。

318 含量测定  取减压干燥至恒重的多烯紫杉醇
对照品适量,精密称定, 加乙腈制成 200 Lg# mL

- 1

的溶液,取此溶液和 20 Lg# mL
- 1
的内标溶液各 110

mL于 10mL量瓶中, 加流动相定容、混匀,作为对照

品溶液。精密称取本品适量 (约相当于多烯紫杉醇

10mg) ,置 50mL量瓶中,加流动相约 10mL超声溶

解后,加 110 mg# mL
- 1
的内标溶液 110mL,以流动

相稀释至刻度,混匀, 滤过,精密量取续滤液 110 mL
于 10 mL量瓶中,加流动相定容、混匀,作为供试品

溶液。分别精密吸取上述对照品溶液与供试品溶液

各 20 LL,注入液相色谱仪, 测定峰面积, 以内标法

计算出样品中多烯紫杉醇的标示含量。测定结果见

表 1。

4 讨论

411 前期试验中我们用含量测定项下的等度色谱
条件测定有关物质,以流动相配制供试品溶液,进样

分析,结果见图 4。结果表明, 梯度洗脱较等度洗脱

可使杂质峰尽可能地分离、检出,相邻杂质与主峰,

以及杂质间的分离度良好, 提高了方法的准确度和

专属性。

图 4 不同色谱条件下有关物质测定色谱图

F ig 4 HPLC chrom atogram s of related sub stancesw ith d ifferen t chrom atograph ic cond itions

A.等度色谱条件 ( equa lity elut ion ch rom atograph ic cond it ion s)  B.梯度色谱条件 ( grad ien t elut ion ch rom atograph ic cond it ion s)

1.多烯紫杉醇 ( docetaxel)

412 有关物质检查试验中流动相的变化对多烯紫
杉醇的保留时间和杂质的分离度影响较大。曾尝试

A相为 60%的乙腈, B相为 80%的乙腈, 31m in时 B

相从 0% 达 100% , 多烯紫杉醇保留时间较长, 为

20175m in,且 4m in之前的杂质峰较密集,不能完全

分离。采用本文流动相,保留时间为 12136 m in,杂

质峰都能很好的分离, 缩短了检测时间, 改善了分

离。

413 含量测定采用等度洗脱, 合理地简化了方法,

提高了工作效率。前期试验中分别进行了外标法和

内标法进行含量测定项下的回收率试验, 外标法测

得低、中、高 3个水平平均回收率结果分别为

9716% ( RSD = 113% ), 9818% ( RSD = 217% ),

9911% ( RSD = 116% ), 9份样品的回收率平均值为

9815% ( n= 9)。结果证明采用内标法定量,较外标

法具有更高的准确度,且本文选择与多烯紫杉醇结

构、性质相似的紫杉醇作内标,检测波长和灵敏度相

近,进一步提高了方法的准确度。多烯紫杉醇和内

标的保留时间分别为 4165 m in和 5158 m in,实测分

离度大于 410。
414 多烯紫杉醇在乙腈中溶解,但其环糊精包合物

及辅料易溶于水, 因此配制供试品溶液时用乙腈 -
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水混合溶剂,样品能很快地全部溶解,保证了实验结

果的准确性。
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5药物分析杂志 6稿件在线管理系统已开通

  本刊于 2008年 10月 23日开通稿件在线管理系统。从即日起, 凡投稿本刊,请登录 http: / /www.

yw fxzz. cn进行网上投稿。

该系统采用 E- mail作为用户名进行注册。

网上投稿的同时需寄单位介绍信及稿件处理费 50元。

作者在线投稿后,可在线了解稿件情况:编辑 -送审 -待修改 -退修 -待发表 -已刊出等。

20080580号以前的作者可与编辑部联系修改用户名后,登录此系统。

读者可在线查看本刊目录,了解本刊编委及其他信息,也可在线订阅本刊。

投稿过程中如遇技术问题,请与技术支持联系: 010- 69296712。

谢谢合作!
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