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摘要  目的: 测定抗结核复方制剂中盐酸乙胺丁醇的含量。方法: 采用反相离子对色谱法。 C
18
柱 ( 41 6 mm @ 150 mm, 5 Lm ),

四氢呋喃 - 01 4%庚烷磺酸钠 (含有 01 016%硫酸铜, 用磷酸调 pH至 41 5) ( 25B75)为流动相;流速: 1 mL# m in- 1,紫外检测波

长为 258 nm;柱温: 室温。结果:盐酸乙胺丁醇在 0108~ 01 32 mg# mL- 1浓度范围内呈良好的线性关系。回收率为 9918%。

结论: 样品分离效果好,测定结果准确、可靠, 重复性好。
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Ion pair RP- HPLC determ ination of ethambutol hydrochloride

in the combined preparation of antituberculotic
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Abstract Objecfive: To determ ine the content of ethambuto l hydrochloride in the comb ined preparat ion o f antitu-

bercu lo tic. Method: An ion pairRP- HPLCme thod w as estab lished using C18 co lumn ( 416mm @ 150mm, 5 Lm ),

Themobile phase w as composed of 01016% b luestone in THF - 014% SHS ( adjust pH to 415 w ith phosphoric
acid) ( 25B75) . The flow rate w as 1 mL# m in

- 1
, detect ion w ave length at 258 nm. Results: The linear range o f

ethambuto l hydrochloride w as 0108- 0132mg# mL
- 1
, the average recovery w as 9918%. Conclusion: Them ethod

show ed good separation, the results are accurate and reproducible.

Key words: ethambuto l hydroch lor ide, ion pa irRP HPLC, determ ination

  结核病是一种由结核菌感染引起的慢性传染

病,我国是全球 22个结核病高负担国家之一, 活动

性肺结核病人数居世界第二位,结核病在我国仍然

是一个危害人民健康的严重公共卫生问题。特别是

耐药性结核菌感染和艾滋病人合并感染, 已经成为

人类面临的一个重大挑战。因此, 对结核病治疗药

物的研究开发已成为目前国内外新药研究的焦点之

一。盐酸乙胺丁醇 ( ethambuto l hydrochloride)是一

种合成抗结核药,对结核杆菌和其他分枝杆菌有较

强的抗菌活性,常与其他抗结核药联合应用,可增强

疗效并延缓细菌耐药性的产生
[ 1]
,利福平、异烟肼、

吡嗪酰胺、盐酸乙胺丁醇复方制剂体内和体外抗结

核作用显著优于其组成各药单用的作用, 且明显的

缩短了治疗周期。本文对该复方制剂中盐酸乙胺丁

醇的含量测定方法进行研究。由于盐酸乙胺丁醇无

紫外吸收,而盐酸乙胺丁醇与铜离子络合得到的络

合物有较强的紫外吸收, 故可通过该络合物来测定

复方制剂中盐酸乙胺丁醇的含量
[ 2 ~ 4 ]
。在酸性条件

下该络合物与庚烷磺酸钠形成离子对,用反相离子

对色谱法可测定盐酸乙胺丁醇的含量,利福平在该

色谱条件下不出峰,盐酸乙胺丁醇与其他样品分离

效果好,空白样品无干扰,测定结果准确。

1 仪器与试药

岛津 LC- 10A vp型高效液相色谱仪, CLASS -

VP色谱数据系统; 色谱柱为北京分析仪器厂 Kro-

masil- C18色谱柱 ( 416 mm @ 150 mm, 5 Lm); 四氢

呋喃为色谱纯 (M erck) , 水为重蒸水,庚烷磺酸钠为

高效液相色谱级。含量测定用对照品盐酸乙胺丁
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醇、异烟肼、吡嗪酰胺、利福平均购自中国药品生物

制品检定所,抗结核复方制剂为自制, 规格: 盐酸乙

胺丁醇 250 mg、异烟肼 120mg、吡嗪酰胺 400mg、利

福平 120 mg。

2 色谱条件

C18柱 ( 416mm @ 150mm, 5 Lm); 流动相: 四氢

呋喃 - 014%庚烷磺酸钠 (含有 01016%硫酸铜,用
磷酸调 pH至 415( 25B75)流速: 110mL# m in

- 1
;检

测波长: 258 nm;柱温:室温。

3 测定方法
取本品 10片,研成细粉,混合均匀,精密称取适

量 (约相当于含盐酸乙胺丁醇 20 mg )置于 100 mL

量瓶中,加入水适量,振摇使主药溶解, 再用水稀释

至刻度, 摇匀, 过滤, 作为供试品溶液。取盐酸乙胺

丁醇对照品 20mg, 精密称定,置于 100mL量瓶中,

加入水适量,振摇使溶解, 再用水稀释至刻度, 摇匀,

过滤,作为对照品溶液。精密量取对照品溶液与供

试品溶液各 20 LL, 分别注入液相色谱仪, 记录色谱

图, 按外标法以峰面积计算样品中盐酸乙胺丁醇的

含量。

4 方法的专属性

称取对照品盐酸乙胺丁醇、利福平、异烟肼、吡

嗪酰胺及本品细粉适量, 分别制成相应的对照品溶

液和样品溶液,并配制空白辅料, 照 / 30项下方法实
验, 上述溶液各取 20 LL, 分别注入液相色谱仪, 记

录色谱图。结果显示,利福平在该色谱条件下不出

峰, 本品溶液中异烟肼与异烟肼对照品峰保留时间

一致,本品溶液中吡嗪酰胺与吡嗪酰胺对照品峰保

留时间一致,异烟肼、吡嗪酰胺与盐酸乙胺丁醇分离

效果良好,因此,该法对本品中盐酸乙胺丁醇的含量

测定,具有较好的专属性。见图 1。

图 1 离子对 - HPLC色谱图

F ig 1 Ion- pairH PLC ch rom atogram s

A.盐酸乙胺丁醇对照品 ( etham butol hyd roch loride chem ical referen ce sub stance)  B.异烟肼对照品 ( Ison iazid chem ical reference substan ce)  C.吡

嗪酰胺对照品 ( Pyraz inam ide ch em ical referen ce substance)  D.样品 ( sam p le)  E.空白 ( blank)

1.盐酸乙胺丁醇 ( etham bu tol hyd roch lorid e)  2.异烟肼 ( Ison iaz id)  3.吡嗪酰胺 ( Pyrazin am id e)

5 线性关系的考察
精密称取盐酸乙胺丁醇对照品 2010 mg, 置于

50 mL量瓶中, 用水溶解并稀释至刻度, 摇匀作为储

备液。精密量取 2, 4, 5, 6, 8 mL储备液分别于 5个

10 mL量瓶中,均用水稀释至刻度,摇匀。照本品含

量测定项下的方法操作, 精密量取上述溶液各 20

LL,分别注入液相色谱仪, 记录色谱图,以浓度为横

坐标, 峰面积为纵坐标作线性回归,回归方程为:

y = 2 @ 107x- 212 @ 105  r= 019999
结果表明,盐酸乙胺丁醇在 0108~ 0132 mg# mL- 1

浓度范围内线性关系良好。

6 进样精密度

精密称取盐酸乙胺丁醇对照品 2010 mg, 置于
50 mL量瓶中, 用水溶解并稀释至刻度, 摇匀作为储

备液。分别精密量取储备液 6, 5, 4 mL各 3份,置于

10 mL量瓶中, 加水稀释至刻度,即得对照品溶液。

按照含量测定的方法, 精密量取对照品溶液各 20

LL注入液相色谱仪中, 记录主峰的峰面积,计算含

量测定的精密度, 结果高、中、低 3种浓度的平均峰

面积的 RSD分别为 0145% , 0119% , 1101%。
7 溶液稳定性考察

取含量测定供试品溶液,在放置 2, 4, 6, 8, l2, 24

h后, 取样测定。结果表明:杂质含量与初始溶液相

比无明显变化,没有降解产物出现,样品溶液在 24 h

内性质稳定, RSD为 0172%。
8 重复性试验

取同一供试品,分别取样 6份,按 / 30项下方法
测定含量,结果盐酸乙胺丁醇的含量为 99138%, 其
RSD为 0158% ,试验结果表明该方法重复性良好。
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9 回收率试验
按处方比例分别精密称取盐酸乙胺丁醇对照品

约 40, 50, 60 mg; 利福平对照品约 1912, 24, 2818
mg;异烟肼对照品约 1912, 24, 2818 mg;吡嗪酰胺对
照品约 64, 80, 96 mg及辅料各 3份于 250 mL量瓶

中,按 / 30项下方法用水配制成相当于样品含量测

定浓度的 80% , 100% , 120%的溶液各 3份, 另精密

量取盐酸乙胺丁醇对照品 20mg,置于 100mL量瓶

中,用水稀释至刻度, 摇匀,作为对照液,按上述方法

测定并计算回收率, 结果平均回收率为 9913% ,

9914%, 9919% ; RSD 分 别 为 0126% , 0156% ,

0138%。结果可见,低、中、高 3种浓度的回收率均

符合规定。表明在所选择的含量测定条件下, 方法

的回收率较好,辅料不干扰测定,该方法可以满足盐

酸乙胺丁醇含量测定的需要。

10 含量测定结果

按照已建立的测定方法测定 3批样品中盐酸乙

胺丁醇的含量, 结果分别为 99138% , 99154% ,

99141%。
11 讨论

1111 检测波长的选择  在本品中盐酸乙胺丁醇含

量测定对照品的三维图谱中,于 200 nm~ 400 nm范

围内作紫外扫描。结果可见,盐酸乙胺丁醇对照品

溶液在 258 nm处有最大吸收, 故选择 258 nm作为

本品中盐酸乙胺丁醇的检测波长。

1112 盐酸乙胺丁醇片中盐酸乙胺丁醇的含量测定
 中国药典 [ 5]

采用氯仿提取后用非水滴定法, 在操

作过程中显色时间及提取速度都会对结果产生影

响,且复方制剂中其他组分也会影响盐酸乙胺丁醇

的测定。因此本实验采用的高效液相色谱法的测定

方法简便,快速,结果准确有实用价值。在本实验条

件下本品中利福平、异烟肼、吡嗪酰胺及辅料均不干

扰盐酸乙胺丁醇含量测定。试验发现,硫酸铜作为

流动相对色谱柱有一定的损伤, 从开始使用到进样

500多针后, 色谱柱的理论塔板数从 3500降到

2500。硫酸铜对色谱柱的损伤情况以后将进一步的

考察。
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