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柱前衍生－反相高效液相色谱测定牛磺罗定及固体制剂含量
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摘　要：本文建立了对甲苯磺酰氯柱前衍生－反相高效液相色谱紫外检测法测定牛磺罗
定及其固体制剂含量的方法。利用牛磺罗定中含有仲胺基的特点，以对甲基苯磺酰氯
柱前衍生牛磺罗定，Ｖｅｎｕｓｉｌ　ＸＢＰ　Ｃ１８色谱柱分离，在２４０ｎｍ波长检测，线性范围为

０．０１６～０．１６０ｇ·Ｌ－１（ｒ＝０．９９９５），衍生化产物在２４ｈ内稳定，相对标准偏差（ＲＳＤ）为

３．８％，回收率为９８．５％～１０１．２％。本方法简便、灵敏度高，且对检测设备要求低，适
用于工业生产中大批量牛磺罗定原料药及其固体制剂的含量测定。
关键词：柱前衍生化；高效液相色谱；对甲基苯磺酰氯；牛磺罗定
中图分类号：Ｏ６５７．７＋２　　　文献标识码：Ａ

牛磺罗定是一种牛磺酸类的广谱抗菌药，具有强大的抑菌［１－３］和抗内毒素作用［４］，临床上广泛用于治
疗腹膜炎、预防术后感染等［５］。近年来，随着抗生素的滥用，几乎所有的常规抗生素都出现了相应的抗药
性致病株系，致病菌的耐药性问题已经日益严重地威胁着人们的健康。与抗生素相比，人们证实不论在体
外还是临床，牛磺罗定都没有诱使任何微生物耐药性的产生，具有很好的耐药性和抗药性，且副作用小。
牛磺罗定是一个有极大应用前景的药物。但是由于牛磺罗定本身没有紫外吸收，牛磺罗定制剂的质量控
制，尤其是制剂中牛磺罗定的含量测定一直是个难点。
目前，关于牛磺罗定含量的测定多采用衍生化法。Ｓｔｅｎｄｅｌ等人［６］以丹磺酰氯衍生化后采用高效液相

色谱－串联质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）检测；Ｗｏｏｌｆｓｏｎ等人［７］以４－氯－７－硝基苯并－２氧杂－１，３－二唑（ＮＢＤ－Ｃｌ）衍
生化后采用 ＨＰＬＣ－ＦＬＤ检测；Ｙｏｕｎｇ－Ｓｉｈｎ等人［８］以变色酸衍生化后采用 ＨＰＬＣ－ＵＶ检测等。但前两者
所需的衍生化试剂价格昂贵，后者变色酸只能与水溶液中的牛磺罗定所分解出的甲醛反应，不能直接测定
牛磺罗定的含量。上述各种方法均存在繁琐、成本高、对检测设备要求苛刻等不足。因此，开发一种简便、
稳定且适用性好的牛磺罗定含量测定方法具有重要意义。
对甲基苯磺酰氯（ｐ－Ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ　Ｃｈｌｏｒｉｄｅ）是一种价格低廉、反应活性较强的常见衍生化试剂，可

与含有仲胺基结构（牛磺罗定含有两个仲胺基）的化合物反应［９］，其反应产物具有较强的紫外吸收。鉴于
此，本实验以对甲基苯磺酰氯衍生化牛磺罗定，采用 ＨＰＬＣ－ＵＶ检测，测定了牛磺罗定片剂中牛磺罗定的
含量。

１　实验方法

１．１　仪器与试剂

Ｐ６８０型高效液相色谱、ＵＶＤ１７０ｕ紫外检测器（美国，戴安公司）；ＸＨ－Ｃ型漩涡混合器（金坛市医疗仪
器厂）；ＫＱ５２００型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＢＣ－Ｗ２０５型恒温水浴锅（上海贝凯生物化
工设备有限公司）；Ｖｅｎｕｓｉｌ　ＸＢＰ　Ｃ１８色谱柱（天津博纳艾杰尔科技有限公司）。
牛磺罗定、对甲基苯磺酰氯和４－氯－７－硝基苯并－２－氧杂－１，３－二唑（ＮＢＤ－Ｃ１）（购于Ａｃｒｏｓ　Ｏｒｇａｎｉｃｓ公
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司）；乙腈为色谱纯；其余试剂均为分析纯。实验用水为超纯水。
牛磺罗定片剂（自制）：取牛磺罗定２５ｇ，交联聚乙烯吡咯烷酮６ｇ，羧甲淀粉钠１ｇ，微晶纤维素９ｇ，乳

糖７．５ｇ，阿司巴坦０．５ｇ，硬脂酸镁１ｇ，制成１００片，即每片含牛磺罗定２５０ｍｇ。空白片剂（自制）：辅料
与牛磺罗定片剂辅料相同，但未加牛磺罗定。

１．２　实验方法

１．２．１　标准品溶液和衍生化试剂溶液的配制　精密称取牛磺罗定，加乙腈制成浓度为４ｇ·Ｌ－１的标准品
溶液，分别移取０．４、０．８、１．６、３．２和４．０ｍＬ置于１０ｍＬ的容量瓶中，加乙腈稀释至刻度，４℃保存，备用。
精密称取对甲基苯磺酰氯适量，加乙腈制成浓度为１０ｇ·Ｌ－１的衍生化试剂溶液，备用。

１．２．２　样品溶液配制　取５０ｍｇ经研磨后的牛磺罗定片剂粉末，精密称定，置于２５ｍＬ的容量瓶中，加
乙腈适量，超声提取３０ｍｉｎ，用乙腈定容至刻度，过０．４５μｍ滤膜，４℃保存，备用。

１．２．３　色谱条件　Ｖｅｎｕｓｉｌ　ＸＢＰ　Ｃ１８色谱柱（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈－水（体积比为３０∶７０），等
度洗脱。流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：２４０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：５μＬ。

１．２．４　衍生化及预处理　取标准品溶液（或样品溶液）１ｍＬ置于１０ｍＬ的容量瓶中，加入衍生试剂溶液

１ｍＬ，封口膜封口，震荡３０ｓ，置于９５℃的水浴锅中，反应５ｍｉｎ，冰水浴冷却，加乙腈稀释至刻度，过０．４５

μｍ滤膜，备用。反应过程见图１。

图１　牛磺罗定和对甲基本磺酰氯的反应途径
Ｆｉｇ．１　Ａ　ｐｒｏｐｏｓｅｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｐａｔｈｗａｙ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔａｕｒｏｌｉｄｉｎｅ　ａｎｄ　ｐ－ｔｏｌｕｅｎｅ　ｓｕｌｆｏｎｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ

２　结果与讨论

２．１　衍生化产物的鉴定

图２　牛磺罗定经对甲基苯磺酰氯衍生化后产
物的ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ
ｔａｕｒｏｌｉｄｉｎｅ　ｂｙ　ｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｄｅｒｉｖａｔ－
ｉｚａｔｉｏｎ
１．ｗｉｔｈｏｕｔ　ｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ；２．ｗｉｔｈｏｕｔ
Ｔａｕｒｏｌｉｄｉｎｅ；３．ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｔａｕｒｏｌｉｄｉｎｅ　ｂｙ　ｐ－ｔｏｌｕｅ－
ｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ．

分别取１ｍＬ标准品溶液与１ｍＬ乙腈、１ｍＬ乙腈与

１ｍＬ衍生化试剂溶液、１ｍＬ标准品溶液与１ｍＬ衍生化试剂
溶液，依次按实验方法１．２．４进行操作，并按实验选定色谱条
件进行检测，结果如图２。由图２可见，图２－３中的单峰为牛
磺罗定衍生化后的产物峰，衍生化试剂对测定无干扰。

２．２　衍生化条件的优化

２．２．１　衍生化试剂的选择　考察了 ＮＢＤ－Ｃｌ和对甲基苯磺
酰氯２种常用衍生化试剂。ＮＢＤ－Ｃｌ与牛磺罗定按文献［７］条
件进行反应，平行制备样品溶液与空白样品溶液各３份，结果
样品溶液衍生化后在全波长下只出现 ＮＢＤ－Ｃｌ峰，峰面积与
空白溶液的相差不大。改变反应条件及流动相，也未出现除

ＮＢＤ－Ｃｌ峰以外的峰。表明ＮＢＤ－Ｃｌ与牛磺罗定的衍生化产
物未能达到ＵＶ的检出限，所以文献［７］中用灵敏度较 ＵＶ高
的ＦＬＤ检测器进行检测。
对甲基苯磺酰氯考察的结果见图２。表明对甲基苯磺酰

氯与牛磺罗定的衍生化反应活性较强，其衍生化产物在２４０ｎｍ波长下有较强的吸收，且其价格低廉，所
以选择对甲基苯磺酰氯为本实验衍生化试剂。

２．２．２　衍生化反应条件的选择　分别考察了反应温度、反应时间和衍生化试剂浓度对反应条件的影响。
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固定反应时间为３０ｍｉｎ和衍生化试剂浓度为８０ｇ·Ｌ－１，温度设定在３０～１００℃之间考察温度对衍生化产
物量的影响（以峰面积表示），结果见图３；固定反应温度为８０℃和衍生化试剂浓度为８０ｇ·Ｌ－１的条件下，
时间设定在５～２１０ｍｉｎ之间考察反应时间对衍生化产物量的影响（以峰面积表示），结果见图４；固定反
应温度为８０℃，反应时间为３０ｍｉｎ，衍生化试剂浓度设定在５～３２０ｇ·Ｌ－１之间研究衍生化试剂浓度对衍
生化产物量的影响（以峰面积表示），结果见图５。

图３　反应温度对衍生物量的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ｄｅ－
ｒｉｖａｔｉｖｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图４　反应时间对衍生化物产量的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ
ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ

图５　衍生化试剂浓度对衍生化产物量的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｎ　ｔｈｅ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

　　由图３可知，随着反应时间的延长，反应温度的升
高和衍生化试剂浓度的增大，衍生化产物的量也不断
的增加，其中温度对反应程度影响最大，提高温度能够
明显提高反应程度。该反应在室温下几乎不进行，鉴
于此，衍生化反应５ｍｉｎ后立即进行冰水浴冷却，即可
终止反应。结合以上的单因素水平考察结果及实验高
通量、简便的原则，选择衍生化反应条件为：温度９５℃，
时间５ｍｉｎ，衍生化试剂浓度１０ｇ·Ｌ－１。

２．３　方法学考察

２．３．１　重现性及稳定性实验　取１ｍＬ　０．８ｇ·Ｌ－１的
标准品溶液，在选定实验条件下，进行６次平行分析，
其峰面积的ＲＳＤ为０．３７％。取１ｍＬ　０．８ｇ·Ｌ－１的标

准品溶液，室温下考察样品衍生化０、２、４、６、８、１０、１２和２４ｈ（４℃下贮存）后产物的稳定性，结果显示，测
得峰面积的ＲＳＤ为３．７８％。

２．３．２　标准曲线　配制０．１６、０．３２、０．６４、０．８０和１．６０ｇ·Ｌ－１的标准系列溶液，分别按实验方法进样检

测，以牛磺罗定浓度为横坐标ｘ（ｇ·Ｌ－１），峰面积为纵坐标ｙ（ｍＡｕ），绘制标准曲线，结果得到线性回归方
程为：ｙ＝４．００１１ｘ－２．０２３９，ｒ＝０．９９９５；线性范围为０．０１６～０．１６０ｇ·Ｌ－１。

２．３．３　回收率实验　取５批已知含量的牛磺罗定片剂，分别加入适量的牛磺罗定标准品，按１．２．１和

１．２．２项下操作，２．１项下进样检测，结果见表１。

表１　牛璜罗定的回收率实验

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｔａｕｒｏｌｉｄｉｎｅ

Ｓａｍｐｌｅ Ｔａｂｌｅｔ　ｑｕａｌｉｔｙ
（ｍｇ）

Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅ（ｍｇ）

Ａｄｄｅｄ
（ｍｇ）

Ｆｏｕｎｄ
（ｍｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

１　 ５０．２５　 ２５．１３　 １０．０２　 ３５．３０３　 ９８．５３

２　 ５０．０８　 ２５．０４　 ９．９５　 ３５．１１８　 １００．５１

３　 ４９．９５　 ２４．９８　 １０．０３　 ３４．９５０　 ９９．７６

４　 ５０．０４　 ２５．０２　 １０．０５　 ３４．７８５　 ９８．８６

５　 ４９．９６　 ２４．９８　 １０．００　 ３５．２８０　 １０１．２０
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图６　样品衍生化后的ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ．６　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅ
ａｆｔｅｒ　ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ
１．ｂｌａｎｋ　ｓａｍｐｌｅｓ；２．ｔａｕｒｏｌｉｄｉｎｅ　ｔａｂｌｅｔｓ．

由表１可计算得出样品平均回收率为９９．７７％。以上方
法学考察结果表明此 ＨＰＬＣ分析方法可靠，牛磺罗定衍生化
后产物的稳定性也较好。

２．４　样品制剂辅料对含量测定的影响
取空白制剂与牛磺罗定片剂按实验方法配制成待测样品

溶液，在实验选定条件下衍生化并测定，结果见图６。表明制
剂辅料对牛磺罗定的含量测定无影响。

２．５　样品含量测定
取５批牛磺罗定片剂，按前述方法测得含量分别为２４８．５、

２４８．９、２５１．５、２４９．５、２４９．８ｍｇ／ｔａｂｌｅｔ。
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