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摘要  目的: 建立 RP- H PLC测定醋酸氟轻松的有关物质和含量。方法: 色谱柱 : Sepax Sapph ire C18 ( 416 mm @ 250 mm, 5

Lm ), 流动相: 甲醇 -乙腈 -水 ( 60B10B30), 流速: 110 m L# m in- 1,检测波长: 240 nm,进样量: 20 LL。结果: 醋酸氟轻松有关

物质线性范围为 010693~ 41156 Lg# mL- 1 ( r= 01 9992),杂质限度范围为 0105% ~ 31 0% , 最低检测限为 01 6 ng ( 0102% ) ;含

量测定线性范围为 51 05~ 501 5Lg# mL - 1 ( r= 01 9999)。结论:本方法准确、简便、快速 ,可满足醋酸氟轻松的有关物质和含量

的测定。

关键词: 高效液相色谱法;醋酸氟轻松;有关物质; 含量

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2009) 12- 2137- 04

RP- HPLC determ ination of fluocinonide and its related substances

ZHAO Zhe, TANG Su- fang

(T ian jin In stitu te for Drug Con tro,l T ianj in 300070, Ch in a)

Abstract Objec tive: To estab lish an RP- HPLC method fo r the determ inat ion o f the fluoc inonide and its re lated

substances. Method: The chromatog raph ic co lumnw as Sepax Sapph ire C18 ( 416mm @ 250mm, 5 Lm ), the mob ile

phase consisted ofmethano l- aceton itrile- w ater( 60B10B30) at f low rate of 110 mL# m in
- 1
, detect ion w ave length

w as 240 nm and the in jected vo lumn was 20 LL. Results: The linear range o f the re lated substances w as 010693-
41156 Lg# mL

- 1
( r= 019992), the detective lim itw as 016 ng( 0102% ), the linear range o f the assay w as 5105-

5015 Lg# mL
- 1
( r= 019999). Conclusion: The method is simple, rapid, specific and accurate.
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  醋酸氟轻松为肾上腺皮质激素药物, 主要用于

治疗过敏性皮炎、神经性皮炎、接触性皮炎等皮肤常

见病
[ 1]
。醋酸氟轻松各国药典均有收载, 有关物质

检查中国药典 2005
[ 2 ]
采用 TLC方法,国外药典中除

USP 31
[ 3]
版采用 HPLC法外 (乙腈 -水色谱系统 ) ,

BP 2008
[ 4]
及 JP15

[ 5]
均采用 TLC法。为提高检测方

法的灵敏度,本文采用甲醇 -水色谱系统,对本品的

杂质情况进行了研究, 建立了 HPLC测定醋酸氟轻

松的有关物质的方法,并根据专属性试验考察结果,

增加了系统适用性试验,完善了 2005年版中国药典

的色谱系统条件,并且将含量测定方法由内标法修

订为外标法,简化了操作,结果准确、可靠。此项研

究为 2010年版中国药典该品种的修订提供了依据,

本文建立的方法将收载于中国药典 2010年版。

1 仪器和试药
高效液相色谱仪 (日本岛津 ) , 包括 LC -

10ATvp泵, SPD - 10A二极管阵列检测器, C lass-

VP色谱工作站。醋酸氟轻松对照品由中国药品生

物制品检定所提供 (批号为 100010- 200507) ,醋酸

氟轻松原料由天津太平洋制药有限公司提供 (批号

为 070202, CF080101, CF080401)。甲醇、乙腈为色

谱纯,水为纯化水。

2 方法与结果
211 色谱条件  采用 Sepax Sapph ire C18 ( 416mm @

250mm, 5 Lm )色谱柱, 流动相为甲醇 -乙腈 -水

( 60B10B30) ,调节流速使醋酸氟轻松峰的保留时间约
为 12m in,检测波长 240 nm。量取 20 LL注入液相色

谱仪,醋酸氟轻松与杂质 (相对保留时间为 0159)的
分离度应大于 1010。在上述色谱条件下, 基线稳定,
主峰与各杂质峰分离良好,理论板数按醋酸氟轻松峰

计算为 12000左右, 全部杂质峰的保留时间均在 20
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m in以内, 215倍主峰保留时间后基本无杂质, 表明该
色谱系统基本满足醋酸氟轻松的杂质分析。

212 对照品溶液的制备  取醋酸氟轻松对照品约

14 mg置锥形瓶中, 加甲醇 60 mL、乙腈 10mL溶解,

置水浴上加热回流 20m in, 放冷, 转移至 100 mL量

瓶中, 加水稀释至刻度,摇匀,即得。

213 方法专属性

21311 破坏试验  取本品, 加甲醇溶解并制成 114
mg# mL

- 1
的溶液, 作为储备溶液, 分别量取 5 mL,

进行如下处理。酸破坏:加 1 mo l# L
- 1
的盐酸溶液

2 mL,水浴加热 10 m in,放冷, 用氢氧化钠试液调至

pH为中性, 用流动相稀释至 50 mL。碱破坏: 加

011mo l# L
- 1
的氢氧化钠溶液 011 mL, 水浴加热 5

m in,放冷,用 1mo l# L
- 1
的盐酸溶液调至 pH为中

性,用流动相稀释至 50mL。氧化破坏:加 10%过氧

化氢溶液 2mL,水浴加热 5 m in, 放冷, 用流动相稀

释至 50 mL。高温破坏: 加流动相 5 mL, 水浴加热

40m in,放冷, 用流动相稀释至 50mL。光照破坏:取

供试品溶液 ( 0114 mg# mL
- 1
)日光照射 6 d。分别

取上述 5种溶液,按 / 2110项色谱条件测定, 结果表

明在上述苛刻的试验条件下,供试品溶液检出杂质

峰的个数与杂质的量均有不同程度的增加, 特别是

相对保留时间约为 0159的杂质峰在不同的破坏条
件下均有明显的增加, 色谱图中主峰与各杂质峰的

分离度均良好,说明本法的专属性较好 (见图 1)。

图 1 酸破坏 ( A)、碱破坏 ( B )、氧化破坏 ( C )、热破坏 (D )及光破

坏 ( E )的色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s of d estroyed by H C l( A ) , destroyed by N aOH

( B ) , d estroyed byH 2O 2 ( C ) , d estroyed by heat( D ) and dest royed un-

der strong l igh t( E)

21312 系统适用性试验  量取对照品溶液 20 LL

注入液相色谱仪,按 / 2110项色谱条件测定, 在记录

的色谱图中,主峰的保留时间约为 1118m in,在杂质

峰中, 保留时间约为 710 m in (相对保留时间为

0159)杂质峰增加明显, 二者的分离度为 1019; 再取
供试品 3份, 同法操作, 均得到相同的结果。经分

析,该降解杂质可能为氟轻松, 因在国内外均未找到

氟轻松的生产商和供应商, 无法进行结构确定。故

采用高温降解法来制备系统适用性溶液,以便更有

效地检出杂质,同时完善了现版药典标准的色谱系

统, 并且将含量测定的方法由内标法修订为外标法,

简化了操作程序 (见图 2)。

图 2 专属性试验色谱图

F ig 2 C hrom atogram of specif ic test

11杂质 1( im pu rity 1 )  21杂质 2 ( im purity 2 )  31醋酸氟轻松

( fluocinon ide)  41杂质 3( im pu rity3 )

21313 杂质的限度  现版药典采用 TLC法测定杂

质,限度为 2% ,根据国外药典及目前国内杂质检测

的要求,拟定标准中规定最大单一杂质不得过 110%,

其他单一杂质不得过 015%,杂质总量不得过 210%。
214 线性关系

21411 有关物质  精密量取对照品溶液 5 mL, 置

50mL量瓶中, 加流动相稀释至刻度, 摇匀, 作为储

备液;精密量取适量,分别加流动相稀释制成浓度为

0107, 0114, 0128, 017, 114, 218和 412 Lg# mL
- 1
的

系列溶液,分别精密量取上述溶液 20 LL注入液相

色谱仪,按 / 2110项色谱条件测定, 记录色谱图; 以

对照品溶液的浓度为横坐标 ( C ), 以峰面积为纵坐

标 (A ) ,进行线性回归。线性方程为:

A = 3186 @ 104C + 6145 @ 102  r= 019992( n = 7)

结果表明,醋酸氟轻松在 010693~ 41156 Lg# mL
- 1

浓度范围内,相应色谱峰面积与其浓度呈良好的线

性关系 (对应杂质限度范围为 0105% ~ 310% )。

21412 含量测定  分别精密量取对照品溶液 110,
210, 310, 410, 510, 810, 1010mL,置 100 mL量瓶中,

加流动相稀释至刻度, 摇匀, 制成浓度为 5 ~ 50 Lg

# mL
- 1
系列溶液,分别精密量取上述溶液 20 LL注

入液相色谱仪,记录色谱图; 以对照品溶液的浓度为

横坐标 ( C ), 以峰面积为纵坐标 ( A ), 进行线性回

归。线性方程为:

A = 3170 @ 104C - 1109 @ 103  r= 019999( n = 7)

结果表明,醋酸氟轻松在 5105~ 5015 Lg# mL
- 1
浓

度范围内,相应色谱峰面积与其浓度呈良好的线性

关系。

215 最低检出限  取有关物质线性关系项下的稀
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溶液, 用流动相逐级稀释, 进样测定, S /N = 3时,醋

酸氟轻松的最低检出量为 016 ng ( 0102% )。为增

强质量标准的可操作性, 在拟定标准中规定检出限

以下的色谱峰面积可忽略不计。

216 进样精密度  取 / 3110项下醋酸氟轻松 1%对

照溶液连续进样 6针,按醋酸氟轻松峰面积计算 RSD

为 012%。取 / 3120项下醋酸氟轻松对照品溶液连续

进样 6针,按醋酸氟轻松峰面积计算 RSD为 015%。
217 重复性试验

21711 有关物质  取样品 6份, 精密称定, 照

/ 3110项下方法配制供试品溶液 6份, 按 / 2110项下

色谱条件测定, 计算, 结果单一最大杂质平均为

0192% ( n = 6 ), RSD为 318% ; 杂质总量平均为

116% ( n= 6) , RSD为 312% ,具有良好重复性。

21712 含量测定  取样品 6份, 精密称定, 照

/ 3120项下方法配制供试品溶液 6份, 按 / 2110项下

色谱条件测定, 计算, 醋酸氟轻松含量平均为

10012% ( n = 6) , RSD为 018% ,具有良好重复性。

218 稳定性试验  取 / 3110项下的对照溶液和供
试品溶液分别在 0, 6, 12, 18, 24 h进样测定, 考察对

照溶液的峰面积和杂质量的稳定性, 结果表明对照

溶液在 24 h内基本稳定, 醋酸氟轻松峰面积的 RSD

为 115%,供试品溶液在 24 h内杂质个数没有增加,

最大单一杂质的量基本稳定 (相对保留时间 1142,
杂质 3),但相对保留时间 0159的杂质 (杂质 1)量

逐渐增大,相对保留时间 0189的杂质 (杂质 2)量逐

渐减小,杂质总量也在逐渐增加,表明供试品溶液在

放置过程中杂质量逐渐增大 (见图 2), 故在拟定标

准中规定供试液应临用现配。取 / 3120项下的对照
品溶液和供试品溶液分别在 0, 4, 8, 24 h进样测定,

结果表明对照品溶液和供试品溶液在 24 h内基本

稳定, 醋酸氟轻松峰面积的 RSD均为 015%。
219 粗放度试验
方法 1: Sepax Sapph ire C18柱 ( 416 mm @ 250

mm, 5 Lm),新柱;方法 2: Sepax Sapph ire C18柱 ( 416
mm @ 250 mm, 5 Lm) , 旧柱; 方法 3: Ag ilent Extend

C18柱 ( 416mm @ 250 mm, 5 Lm )。结果见表 1。

上述结果表明,采用不同的色谱柱测定,杂质个

数有 1~ 2个差别,是由于不同色谱柱的最小检出限

不同, 多检出的杂质均在检出限附近,但对杂质总量

的测定结果没有影响;总体看, 3批样品在不同的色

谱柱上有关物质和含量测定的结果基本一致, 表明

本方法的粗放度较好, 适用于不同型号的 C18色谱

柱。

表 1 粗放度试验结果 (%, n= 3)

Tab 1 The resu lts of feasib ility

方法

( method

number)

批号

( L ot

No. )

杂质个数

( numbers of

impurities)

最大杂质

( the bigg est

impurity)

杂质总量

( to ta l

impurit ies)

含量

( content)

1 070201 6 0195 116 9915

CF080101 5 0194 115 9919

CF080401 7 0140 110 10016

2 070201 6 0191 116 9819

CF080101 5 0192 115 9915

CF080401 8 0141 019 10010

3 070201 7 0181 116 9912

CF080101 7 0184 118 10011

CF080401 8 0148 019 9919

3 样品测定

311 有关物质  取本品 14 mg, 精密称定, 置 100

mL量瓶中, 加甲醇 60 mL与乙腈 10 mL使溶解, 用

水稀释至刻度,摇匀,作为供试品溶液 (临用现配 );

精密量取 1 mL,置 100mL量瓶中,加流动相稀释至

刻度,摇匀,作为对照溶液。照 / 2110项下的色谱条

件, 量取对照溶液 20 LL注入液相色谱仪,调节检测

灵敏度,使主成分色谱峰的峰高约为满量程的 10%

~ 20%,再精密量取供试品溶液和对照溶液各 20

LL注入液相色谱仪,记录色谱图至主成分峰保留时

间的 215倍。供试品溶液色谱图中如有杂质峰, 最
大单一杂质峰面积不得大于对照溶液主峰面积

( 110% ),其他单一杂质峰面积不得大于对照溶液

主峰面积的 1 /2( 015% ),各杂质峰面积的和不得大

于对照溶液主峰面积的 2倍 ( 210% ) (供试品溶液

中任何小于对照溶液主峰面积 0102倍的色谱峰可
忽略不计 )。按上述方法测定 3批样品, 检验结果

均符合规定,见表 2,并将测定结果与 U SP31版测定

方法进行比较。色谱图见图 3。

表 2 3批样品有关物质测定结果 (%, n= 3)

Tab 2 R esu lts of re lated substances of sam p les

批号

( L ot

N o. )

杂质个数

( numbers o f impurities)

最大杂质

( the biggest impurity)

杂质总量

( to ta l impurities)

本法

( this

me thod)

U SP

本法

( this

me thod)

USP

本法

( this

method)

USP

070202 6 8 0195 0195 116 117

CF080101 6 4 0194 0193 115 116

CF080401 7 8 0140 0133 110 018

  上述结果表明,两种方法测定结果基本一致,色

谱行为也大致相同。

312 含量测定  取本品 14 mg, 精密称定, 置 100

mL量瓶中, 加甲醇 60 mL与乙腈 10 mL使溶解, 用
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图 3 样品有关物质色谱图

F ig 3 Ch rom atogram s of reference sub stances in sam p le

A.本法测定 ( th ism etheol)  B. USP  C.溶剂 ( solven t by th ism ethod )

11醋酸氟轻松 ( fluocinon ide)  2.最大单一杂质 ( the b iggest impurity)

水稀释至刻度, 摇匀, 精密量取该溶液 5 mL, 置 50

mL量瓶中,用流动相稀释至刻度, 摇匀, 照 / 2110项

下的色谱条件,取 20 LL注入液相色谱仪,记录色谱

图。另取醋酸氟轻松对照品适量,精密称定,同法测

定。按外标法以峰面积计算, 即得。按上述方法测

定 3批样品, 检验结果均符合规定, 见表 3,并将测

定结果与中国药典 2005年版测定方法进行比较。

表 3 3批样品含量测定结果 (%, n= 3)

Tab 3 R esu lts of determ ination of samp les

批号

( L ot N o. )

本法

( th is method)
ChP2005

070201 9915 981 9

CF080101 9919 981 2

CF080401 10016 991 5

4 讨论
411 检测波长的选择  经对醋酸氟轻松破坏试验

得到的溶液进行 DAD检测,其降解杂质的最大吸收

波长均在 240 nm左右,与醋酸氟轻松的最大吸收波

长基本一致,故将测定波长确定为 240 nm。

412 色谱系统的选择  参考醋酸氟轻松含量测定

项下的色谱条件,选用甲醇 -水系统测定有关物质,

与含量测定方法一致,简化实验操作程序。

413 中国药典 2005年版比较  按照中国药典

2005二部 TLC法检验 3批样品,结果 3批样品均仅

检出 1个杂质 ( R f值约为 0126), 颜色浅于对照溶液
主斑点;而拟定有关物质检查法采用灵敏度较高的

HPLC法, 不仅杂质检出的个数多 ( 6 ~ 7个 ) , 而且

各杂质量能较为准确的测定,明显优于原方法。

414 供试品的溶解  醋酸氟轻松的溶解过程必须
先加入有机相 (按照流动相组成比例 )溶解后, 再加

水稀释至刻度,直接加入流动相则不能完全溶解。

415 结语  本文建立的方法同样适用于醋酸氟轻

松乳膏剂的含量测定,经采用收集到的 4个生产企

业的 8批样品验证, 结果满意,与原方法测定结果基

本一致,简化了操作程序, 克服了原方法
[ 3]
色谱系

统中含有乙醚造成的对主峰保留时间的影响, 优于

原方法。
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