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［摘 要］ 目的 建立注射用福莫司汀含量测定及有关物质检查的高效液相色谱测定方法。方法 采用高效液相色谱

法，色谱柱: Zorbax SB-C18 ( 4． 6 mm × 150 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-0． 2% 磷酸二氢铵( 2∶ 1． 5，V/V) ; 流速: 1 ml /min; 紫外检测

波长: 230 nm。结果 进样量在 0． 05 ～ 10． 00 μg 范围内与色谱峰面积呈良好的线性关系( r = 0． 9998) ; 福莫司汀平均回收率

为 99． 72%，RSD 为 0． 16% ; 所检测的有关物质含量约为 0． 5%。结论 该法简便、快速，结果准确、可靠，重复性好，可用于注

射用福莫司汀含量测定及有关物质检查。
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Determination of Related Substances and Content of Fotemustine
for injection by High Performance Liquid Chromatography
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Academy of Military Medical Sciences，Beijing 100071，China

［Abstract］ Objective To establish an high performance liquid chromatography method for the content determi-
nation of Fotemustine for injection and related substances．Methods The assay was conducted on a Zorbax SB-C18 column
( 4． 6 mm ×150 mm，5 μm) and the mobile phase was methanol-0． 2% ammonium phosphate monobasic( 2∶ 1． 5，V/V) at
a flow rate of 1． 0 ml /min． The detection wavelength was 230 nm． Results The linear range for Fotemustine was 0． 05-
10． 00 μg ( r =0． 9998) ． The average recovery rate was 99． 72%，and RSD was 0． 16%． The related substances accounted
for about 0． 5%．Conclusion This method can be applied to quantitative determination of Fotemustine for injection．
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福莫司汀为第三代亚硝基脲类药物，对黑色素

瘤疗效优于同类药物，其抗肿瘤机制主要是抑制肿

瘤细胞 DNA 的合成，目前已进行了广泛的临床研

究［1］。用于头颈部癌、脑瘤、肺癌、胃癌、直肠癌、食
管癌和恶性淋巴瘤等，适用于晚期病人，可与其他抗

肿瘤药合并使用，在国内已有研究和上市，上市制剂

为冻干粉针剂［2，3］。关于用高效液相色谱( high per-
formance liquid chromatography，HPLC ) 法测定注射

用福莫司汀的含量和有关物质目前尚未见报道，为

控制该制剂的质量，本文建立了 HPLC 法测定注射

用福莫司汀的含量和有关物质，该法准确、重复性
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好，可用于该制剂的质量控制。

1 仪器与试药

1100 series 液相色谱系统: DAD 检测器( Agilent
公司) ; 福莫司汀对照品( 纯度: 99． 2%，军事医学科

学院微生物流行病研究所，批号: 20100201) ; 注射用

福莫司汀( 规格: 208 mg /支，菏泽睿鹰制药集团有

限公司，批号: 20070501、20081001、20090801) ; 甲醇

为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

2 含量测定

2． 1 系 统 适 应 性 试 验 色 谱 柱: Zorbax SB-C18

( 4． 6 mm ×150 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-0． 2%磷酸二

氢铵，( 2 ∶ 1． 5，V/V ) ; 检 测 波 长: 230 nm; 流 速:

1 ml /min; 进样量: 5 μl; 以福莫司汀计算柱效，理论塔

板数不低于 3000，各杂质峰与主峰分离较好，见图 1。
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A: 供试品溶液; B: 阴性对照溶液; C: 对照品溶液;

D: 有关物质阳性对照溶液( 稀释 100 倍) ;

1: 溶剂; 2: 杂质; 3: 福莫司汀

图 1 注射用福莫司汀 HPLC 图

2． 2 溶液的制备 ( 1) 对照品溶液 取福莫司汀对照

品约 25 mg，精密称定，置 50 ml 的棕色量瓶中，加甲醇

溶解、稀释至刻度，摇匀。( 2) 供试品溶液 取注射用

福莫司汀适量( 含福莫司汀约 25 mg) ，精密称定，置

50 ml的棕色量瓶中，加甲醇溶解、稀释至刻度，摇匀。
( 3) 有关物质阳性对照溶液 取供试品溶液 1 ml 置

100 ml棕色量瓶中加甲醇稀释至刻度，摇匀; ( 4) 阴性对

照液 取甲醇作为阴性对照液。
2． 3 线 性 关 系 的 考 察 取 福 莫 司 汀 对 照 品 约

100 mg，精密称定，置 50 ml 棕色量瓶中，加甲醇溶

解并稀释至刻度。再依次将其稀释 2、5、10、25、50、
100、200 倍，分别进样 5 μl，记录色谱图，得到的峰

面积( Y) 与进样量( X) 的线性方程为:

Y =994． 45X +22． 96，r = 0． 9998
进样量在 0． 05 ～ 10． 00 μg 范围内呈良好的线

性关系。
2． 4 精密度试验 精密称取供试品溶液 ( 批号:

20070501) 6 份，测定注射用福莫司汀含量平均值为

99． 72%，RSD 为 0． 16% 。
2． 5 回 收 率 试 验 取 约 为 供 试 品 溶 液 浓 度 的

80%、100%、120% 各 3 份，精密称定，分别置 50 ml
的棕 色 量 瓶 中，加 甲 醇 溶 解 并 稀 释 至 刻 度，进 样

5 μl，按外标法以峰面积计算，结果见表 1。
2． 6 供试品溶液稳定性 取对照品溶液分别放置在

棕色和白色容量瓶中，室温下放置，样品依法处理后

测定。在棕色量瓶中，注射用福莫司汀的甲醇溶液

24 h 内测定峰面积，平均峰面积值为3275． 07，RSD 为

1． 87% ; 在白色量瓶中，注射用福莫司汀的甲醇溶液

24 h 内测定峰面积，平均峰面积值为2459． 35，RSD 为

32． 53%。结果表明，在白色量瓶中注射用福莫司汀

的甲醇溶液极其不稳定; 在棕色量瓶中注射用福莫司

汀的甲醇溶液在 24 h 内是稳定的。

表 1 福莫司汀的回收率试验结果

加入量

( mg)

测得值

( mg)

回收率

( % )

珋x

( % )

RSD

( % )

20． 11 20． 01 99． 50

19． 97 19． 92 99． 75

20． 24 20． 17 99． 65

25． 12 25． 11 99． 96

25． 43 25． 34 99． 65 99． 69 0． 15

25． 80 25． 76 99． 84

29． 96 29． 82 99． 53

30． 82 30． 73 99． 71

30． 51 30． 39 99． 61

2． 7 样品含量测定 取 3 批供试品( 批号分别为:

20070501、20081001、20090801 ) ，按 2． 2 ( 2 ) 的制备

方法制备供试品溶液，依 2． 1 项下色谱条件测定，测

得样品含 量 分 别 为 ( 98． 84 ± 0． 13 ) %、( 99． 03 ±
0． 16) %、( 98． 61 ± 0． 12) %。

3 有关物质检测

3． 1 系统适应性试验 色谱柱: Zorbax SB-C18 ( 4． 6

mm ×150 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-0． 2% 磷酸二氢

铵，( 2 ∶ 1． 5，V /V ) ; 检 测 波 长: 230 nm; 流 速:

1 ml /min; 进样量: 5 μl; 以福莫司汀计算柱效，理论

塔板数为不低于 3000，各杂质峰与主峰分离。
3． 2 色谱系统分离效果 取注射用福莫司汀适量( 含

福莫司汀 50 mg) ，共 3 份，分别置 100 ml 烧瓶中，分别

以下列条件试验: ( 1) 酸破坏: 加 0． 1 mol /L 的盐酸

20 ml，置沸水浴中加热回流 2 h，放冷，用 0． 1 mol /L 氢

氧化钠溶液中和。( 2) 碱破坏: 0． 1 mol /L 的氢氧化钠

20 ml，置沸水浴中加热回流 2 h，放冷，用 0． 1 mol /L 盐

酸溶液中和。( 3) 氧化破坏: 加 30% 过氧化氢溶液

20 ml，室温放置 6 h。结果表明酸、碱、氧化降解产物色

谱峰的保留时间均在 4 min，主峰保留时间为 5． 5 min，

主峰保留时间与降解峰保留时间完全分离。
3． 3 最低检测限 取供试品溶液数倍稀释后，进样

5 μl，当主峰高为噪音峰高的 3 倍时进样量即为最

低检测限，本品最小检测量为 4． 06 ng。
3． 4 有关物质测定 按上述方法检测了 3 批样品

( 批号: 20070501、20081001、20090801) ，测得有关物

质含量分别为 0． 24%、0． 19%、0． 24%。3 批样品有

关物质( 面积归一化法) 测定结果表明，有关物质按

上述法含量均小于 1． 0%。 ( 下转 539 页)
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冰醋酸涂剂放置的时间越久，生成的乙酸乙酯越多。

4 讨论

按酯化反应原理，在高温或催化剂的条件下才

能发生酯化反应，但本实验结果提示，冰醋酸涂剂中

的有关物质为乙酸乙酯。高含量的醋酸与乙醇在室

温下可逐渐反应生成乙酸乙酯，已经由气相色谱完

全确证。从气相色谱图可以看出，除乙醇、乙酸和乙

酸乙酯的色谱峰外，没有其它峰，表明无其他副产物

产生。醋酸与溶剂乙醇发生反应，生成乙酸乙酯，在

某一时间，反应即趋平衡［6］。从不同批号的冰醋酸

涂剂的含量测定结果看，约半年后达到平衡。
本实验可看出，30%醋酸水溶液样品稳定，但其

涂抹时要避免接触指甲以外的皮肤，刺激性较大，不

安全; 除此，醋酸水溶液不易透过皮肤进入用药部

位，疗效不好。用乙醇配制的冰醋酸涂剂疗效好，而

且安全，但不稳定，放置 1 个月后，常温下醋酸含量

下降近 10%，而冰箱中含量下降 5% 左右。鉴于冰

醋酸涂剂的不稳定性，该制剂应放在冰箱中贮藏。

鉴于该制剂的刺激性小，临床使用安全，下一步

要考察冰醋酸涂剂在冰醋酸多大浓度下对治疗灰指

甲还有效，确定冰醋酸的最小有效浓度，规定冰醋酸

不少于多少，从而导出该药的有效期。
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A: 碱破坏; B: 氧化破坏; C: 酸破坏; 1: 福莫司汀

图 2 注射用福莫司汀破坏性试验 HPLC 图

4 讨论

4． 1 检测波长的选择 按照文献［4］紫外-分光光

度法，在 200 ～ 400 nm 范围内扫描，福莫司汀在 202
nm 处有最大吸收，但 202 nm 作为检测的吸收波长

时由于紫外末端仪器稳定性差，在选用 230 nm 波长

测定，符合主药和中间体检测灵敏度要求，故选择

230 nm 处作为本品含量测定和有关物质测定的检

测波长。
4． 2 流 动 相 的 选 择 本 文 曾 尝 试 用 乙 腈-水
( 20∶ 80) 作为流动相，但主峰峰形较差，与杂质峰的

分离度小于 1． 5。也尝试用甲醇-0． 2% 磷酸二氢铵

溶液的其他不同比例( 80∶ 20) 、( 70∶ 30) 、( 40∶ 60) 作

为流 动 相，结 果 都 不 及 甲 醇-0． 2% 磷 酸 二 氢 铵

( 2∶ 1． 5，V /V) 好。
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