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摘要 目的: 建立反相高效液相色谱法测定磷酸咯萘啶注射液含量及有关物质。方法: 色谱柱为 Phenom enex Luna C18柱 ( 250

mm @ 41 6 mm, 5 Lm ) ,以乙腈 - 0105 m o l# L- 1磷酸二氢钾溶液 (含 011%三乙胺,用磷酸调节 pH 至 310) ( 15B85)为流动相,流

速 11 0 mL# m in- 1, 检测波长为 278 nm,结果: 磷酸咯萘啶测定的线性范围为 401 1~ 1201 4Lg# mL- 1, r= 11000;最低检测限为

01 8 ng;低、中、高浓度的平均回收率为 991 5% , 9916% , 9915% ( n = 3) ; RSD分别为 0135% , 0130% , 0142%。日内和日间精密

度的 RSD分别为 01 33%和 0120%。结论:本方法简便、快速,结果准确、可靠。
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RP- HPLC determ ination ofmalaridine phosphate injection

and its related substances

GAO Su- y ing
1
, ZHU Y i

2

( 1. Zh ejiang Inst itu te for Food and D rug C ontro,l H angzhou 310004, Ch ina; 2. M insheng Pharm aceut icalGroup Co. Ltd, H angzhou 310011, Ch ina)

Abstract Objective: To estab lish aRP- HPLC method for the determ ination of content and the related substances

ofm alarid ine phosphate in ject ion. M ethods: Phenom enex Luna C18 column( 250 mm @ 416mm, 5 Lm) w as adopted

as the stat ionary phase w ith the mob ile phase of acetonitrile- 0105 mo l# L
- 1

KH2 PO4 so lut ion( conta in ing 011%

triethy lam ine, ad justed to pH310 w ith phosphoric ac id) ( 15B85) a t the flow rate of 110 mL# m in
- 1

and the detec-

t ion w ave leng th w as set at 278 nm. Results: The linearity w as in the range of 4011- 12014 Lg# mL
- 1

w ith a re-

gression coefficient of 11000. The low, med ium and h igh average recoveries of the method w ere 9915%, 9916%,

9915% ( n = 3) , RSD s w as 0135% , 0130% , 0142%. The RSDs o f average contents of intra- day and inter- day

w ere 0133% and 0120%, respective ly. Conclusions: Themethod is simple, rapid and accurate.
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磷酸咯萘啶 ( ma lar id ine phospha te)为抗疟药,

能杀死疟原虫裂殖体, 迅速治愈疟疾,多用于抢救

凶险型疟疾, 疗效较好, 毒副作用小, 能克服氯喹

等药物的抗药性。其注射液中国药典 2005年版

二部采用紫外分光光度法测定含量, 专属性差, 本

文采用高效液相色谱法测定其含量及有关物质,

方法简便、快速、专属性强, 可为以后中国药典的

修订提供参考。

1 仪器与试药

Ag ilent 1100高效液相色谱仪 (带自动进样

器 ) ,二极管阵列检测器。

磷酸咯萘啶注射液 (批号 0602272、0707192、

0707242,规格 2m lB80 mg)由杭州民生药业集团有

限公司提供,磷酸咯萘啶对照品为中国药品生物制

品检定所提供 (批号 10144- 0101)。乙腈为色谱

纯, 水为重蒸水,其余试剂均为分析纯。

2 色谱条件

色谱柱: Phenomenex Luna C18柱 ( 250 mm @ 416

mm, 5 Lm ),以乙腈 - 0105 mol# L
- 1
磷酸二氢钾溶

液 (含 011%三乙胺, 用磷酸调节 pH至 310) ( 15B

85)为流动相, 流速 110mL# m in
- 1
,检测波长为 278

nm,进样量为 10 LL,按磷酸咯萘啶峰计算理论板数
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大于 2000。

3 方法专属性考察

311 降解产物的检出 分别取本品 110 mL, 置 100

mL量瓶中, 分别加入 610 mo l# L
- 1
盐酸溶液 210

mL,放置 8 h; 分别加入 110mo l# L
- 1
氢氧化钠溶液

210mL,放置 24 h; 加入 30%过氧化氢溶液 210mL,

放置 4 h;在 5200 lx光照下放置 48 h; 在 90e 水浴

中加热 4 h。上述酸、碱破坏的供试品溶液分别中和

后加水稀释至刻度,其余样品加水稀释至刻度,作为

供试品溶液各进样 10 LL。结果在酸、碱、氧化、热

破坏条件下,样品有关物质明显增加,且产生的降解

杂质均能与主峰很好分离;样品对光比较稳定,几乎

无降解 (见图 1)。通过对磷酸咯萘啶注射液主成分

及降解产物进行 HPLC分离检测, 结果表明采用

HPLC法测定磷酸咯萘啶注射液含量及有关物质的

方法专属性良好。另取辅料适量, 按处方配成空白

溶液,同法操作,结果未见出峰, 说明辅料对含量及

有关物质的测定无干扰,见图 1。

图 1 H PLC方法专属性考察图谱

Fig 1 Ch rom atogram s of th e exclus ion inspect ion ofHPLC m ethod

A.样品 ( sam p le) B.空白辅料 ( blank excip ien t)  C.酸破坏样品 ( sam ple des troyed by acid)  D.碱破坏样品 ( sam p le destroyed by alk ali) E.氧

化破坏样品 ( destroyed by oxidat ion )  F.热破坏样品 ( sam p le destroyed by heat)

1.磷酸咯萘啶 (m alaridin e ph osphate)

4 方法学考察

411 线性关系 精密称取磷酸咯萘啶对照品适量,

加水溶解并稀释制成每 1 mL中含咯萘啶 40114,
64122, 72125, 80128, 88131, 96134, 120142 Lg的溶
液,照含量测定项下的方法测定, 用峰面积 Y对浓

度 X 作线性回归后得:

Y= 451721X - 401657 r= 110000
结果表明,咯萘啶在 40114~ 120142 Lg# mL

- 1

的浓度范围内与峰面积呈良好的线性关系。

412 最低检出量 在上述选定的色谱条件下, 按信

噪比为 3,磷酸咯萘啶的最低检测量为 018 ng。

413  精密度试验 取本品 (批号 0602272) , 照

/ 50项下的方法于同一日内和不同日间 ( 5 d内,每

日测定 1次 )分别测定含量 5次, 计算日内和日间精

密度,结果日内平均含量为 9615% , RSD为 0133%;

日间平均含量为 9614% , RSD为 0120%。
414 溶液的稳定性 取 / 60项下有关物质用供试

品溶液 (批号 0707192), 分别在 0, 4, 6, 24 h进样,

结果总杂质分别为 1144% , 1147%, 1151% 和
1151% ,表明有关物质测定样品溶液在 24 h内基本

稳定。

415 回收率试验 精密称取磷酸咯萘啶对照品适

量,加入处方量的辅料,加水溶解并稀释制成每 1mL

中含咯萘啶 64, 80, 96 Lg的溶液各 3份, 精密量取 10

LL注入液相色谱仪,记录色谱图; 另取磷酸咯萘啶对

照品,同法测定,计算回收率,结果低、中、高 3种浓度
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的平均回收率分别为 9915%, 9916%, 9915%; RSD分

别为 0135%, 0130%, 0142%。试验表明:高效液相色

谱法测定本品的含量,方法回收率好。

5 含量测定

精密量取本品适量,加水稀释制成每 1mL中含

咯萘啶 80 Lg的溶液,摇匀,精密量取 10 LL注入液

相色谱仪,记录色谱图;另取 105e 干燥至恒重磷酸

咯萘啶对照品适量,同法测定, 按外标法以主峰的峰

面积计算含量,同时以中国药典 2005年版二部收载

的方法测定含量,结果见表 1。

6 有关物质测定

精密量取本品适量,加水稀释制成每 1mL中含

咯萘啶 014mg和 16 Lg的溶液,作为有关物质测定

的供试品溶液和对照溶液。取对照溶液 10 LL注入

液相色谱仪,调节仪器灵敏度, 使主成分色谱峰的峰

高约为仪器满量程的 10%, 再准确量取上述 2种溶

液各 10 LL, 分别注入液相色谱仪, 记录色谱图至主

成分峰保留时间的 5倍。供试品溶液的色谱图中如

显杂质峰,量取各杂质峰面积的和,以自身对照法计

算有关物质的量,结果见表 1。
表 1 磷酸咯萘啶注射液含量及有关物质测定结果 (% )

Tab 1 The resu lts of assay and te st for re lated

substance ofm alar id ine phosphate in jection

批号

( L ot N o. )

本法 ( theme thod) ChP [4]

含量

( content)

有关物质

( related substances)

含量

( content)

0602272

0707192

0707242

96. 8

95. 8

97. 5

3. 29

1. 43

1. 41

100. 0

 97. 0

 98. 8

7 讨论

711 测定波长的选择 经二极管阵列检测器检测

后,发现磷酸咯萘啶在 278 nm的波长处有最大吸

收,故选用 278 nm为含量测定的波长; 同时磷酸咯

萘啶的大多数降解产物均在 278 nm波长处有最大

吸收, 辅料在该波长处无吸收, 考虑到制剂主要是控

制生产贮藏中产生的降解产物,故选择 278 nm为有

关物质的检测波长。

712 流动相的选择 在建立本文的方法时,比较了

文献报道
[ 1~ 3]
的测定磷酸咯萘啶的 HPLC条件, 结

果在同一色谱柱上, 以文献
[ 1]
的峰型最好, 柱效较

高;同时又比较了 0103 mo l# L
- 1
、0105 mo l# L

- 1
磷

酸二氢钾溶液 (含 011%三乙胺,用磷酸调节 pH至

310) 2种不同盐浓度与乙腈混合为流动相, 结果

0103mo l# L
- 1
时色谱峰型略差, 0105mo l# L

- 1
已完

全能满足分析需要,考虑到盐浓度高对色谱系统的

损伤,故选择乙腈 - 0105 mol# L
- 1
磷酸二氢钾溶液

(含 011%三乙胺, 用磷酸调节 pH 至 310 ) ( 15B85)

为流动相。

713 有关物质检查 磷酸咯萘啶注射液经酸、碱、

氧化、热破坏后,产生的杂质峰均在主峰保留时间的

5倍内,却均能与主峰基线分离,说明本色谱系统能

有效控制其降解产物。并将记录时间定为主峰保留

时间的 5倍。

714 色谱柱的耐用性  分别采用 3种不同品牌的

色谱柱, A llt ima C18柱 ( 250mm @ 416mm, 5 Lm), D-i

amonsilC18柱 ( 250 mm @ 416mm, 5 Lm )和 Luna C18

柱 ( 250mm @ 416 mm, 5 Lm ), 结果磷酸咯萘啶峰柱

效和对称性均较好,且能与杂质基线分离,证明该流

动相系统对 C18柱具有普遍实用性,系统的耐用性较

好。

715 样品溶解溶剂的选择 为避免溶剂效应,

HPLC法测定时首选流动相为溶解溶剂, 但以流动

相为溶剂测定本品某批样品时,发现在 0, 4, 10, 16 h

测定有关物质结果为 2193% , 3123%, 3149%,

3155% ,说明样品在流动相并不稳定,后改用水为溶

解溶剂,结果表明样品在水中稳定。

716 小结 本文建立的 HPLC法的测定结果明显

低于药典的 UV法, 可能因为药典的 UV法专属性

差, 测定的含量中包括了杂质量, 而 HPLC法测定的

为其真实含量,同时作为用药风险较高的注射剂,控

制有关物质量也是非常必要的, 所以本文建立的方

法可为磷酸咯萘啶注射液标准提高提供参考。
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