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标法计算含量。结果 3批样品标示百分含量分别为

98185%、98128%、99192% , RSD 分别为 1105%、

1128%、0166% ( n = 3)。

2　讨论

取 10μg·m l
- 1盐酸利托君对照液 ,在 200～400

nm测定紫外吸收光谱 ,结果在 27412 、22214 nm有

最大吸收。参照《美国药典》中盐酸利托君有关物

质检查所选择的检测波长 ,确定 214 nm为测定波

长。曾试验了 0186%磷酸二氢铵和 0116%庚烷磺

酸钠 -甲醇 (7ζ 3, pH3) [3 ]、甲醇 -水 - H3 PO4 (20ζ

80ζ 011)以及乙腈 - 水 - H3 PO4 ( 85 ζ 15 ζ 011,

pH217)等不同流动相体系下盐酸利托君注射液中

各组分的分离情况 ,结果以后者为佳。文中方法 ,样

品处理简单、灵敏度较高、精密度、准确度和线性关

系均符合要求 ,能有效分离有关物质苏式异构体 ,适

用于该制剂的质量控制。
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HPLC测定克霉唑阴道片的主药及有关物质
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摘要 : 目的　建立测定克霉唑阴道片含量及其有关物质的方法。方法　采用 HPLC法 , Luna C18色谱柱 ,甲醇 - 010125 mol·L - 1

磷酸氢二钠 (78ζ 22,磷酸调 pH515)为流动相 ,检测波长 220 nm。结果　克霉唑 215～4010μg·m l- 1与峰面积的线性关系良

好 ( r = 019999) ,平均回收率为 9915%～10012% , RSD = 011% ( n = 6)。有关物质咪唑为 01032%～01037% ,单一最大杂质为

0116% ,有关物质总量为 0136%～0137%。结论　所建方法准确、简便、快速 ,适用于克霉唑阴道片的质量控制。
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Abstract:O BJECT IVE 　To establish an HPLC method for determ ination of the contents and related substances in Clotrimazole vagi2
nal tablets1M ETHOD S　Luna C18 column was used (150 mm ×416 mm, 5μm) with UV detection at 220 nm, and the mobile phase

consisted of methane - 010125 mol·L - 1 disodium hydrogen phosphate (78ζ 22, adjusted to pH515 with phosphoric acid) 1 The flow

rate was 110 m l·m in - 1 1 RESUL TS　The calibration curve was linear( r = 019999) within the range of 215 - 4010μg·m l- 1 for Clot2
rimazole 1The average recovery was from 99151% to 10012% for three different levels of the amount of Clotrimazole vaginal tablets,

RSD was 0110% 1 The im idazole in related substances was 01032% - 01037% , the largest impurity was all 0116% and the related

substances were 0136% - 0137% 1CO NCL US IO N　This method is simp le, rap id, accurate and effective for testing related substances

in Clotrimazole vaginal tablets and for its content determ ination.

Key words: Clotrimazole vaginal tablets; HPLC; Related substances

CLC num ber:R917 D ocum en t code: A Article ID : 1006 - 0103 (2007) 04 - 0443 - 03

　　克霉唑 (Clotrimazole)为咪唑类广谱抗真菌药 ,

对多种真菌尤其是白色念珠菌具有较好的抗菌作

用 [ 1, 2 ]。克霉唑阴道片的质量控制方法国内未见报

道。现采用 HPLC测定了克霉唑阴道片的主药和有



关物质 ,方法准确、简便、快速。

1　实验部分

111　仪器与试药

LC - 10A tvp 型高效色谱仪 (日本岛津 ) ;

ChromTek色谱工作站 (美国 A lltech公司 ) ;色谱柱

为 Luna C18 (150 mm ×416 mm, 5μm )。克霉唑对

照品 (批号 : 100037 - 200306)、咪唑对照品 (批号 :

10045 - 9903) (中国药品生物制品检定所 ) ;克霉唑

阴道片 (四川 KR制药有限公司 ,每片 015 g,批号 :

050301, 050302, 050303) ;甲醇为色谱纯 ;水为重蒸

水 ;其他试剂均为分析纯。

112　方法与结果

11211　色谱条件与系统适用性试验　用 C18柱 ,甲

醇 - 010125 mol·L
- 1磷酸氢二钠 ( 78 ζ 22,磷酸调

pH515)为流动相 ;检测波长 220 nm。理论板数按克

霉唑峰计应不低于 215 ×10
3

,克霉唑峰与相邻杂质

峰的分离度应符合要求。

11212　测定方法　取 10片样品 ,精密称定 ,研细 ,

精密称取适量 (约相当于 20 mg克霉唑 ) ,置 100 m l

量瓶中 ,加流动相溶解定容 ,过滤 ;精密量取 5 m l续

滤液 ,置 50 m l量瓶中 ,加流动相定容 ,作为供试品

溶液 ;另取克霉唑对照品适量 ,精密称定 ,加流动相

溶解成 20μg·m l- 1的对照品溶液 ,同法制备缺克

霉唑的空白辅料溶液。精密量取上述溶液各 20μl,

分别进样 ,记录色谱图 ,按外标法以峰面积计算供试

品中的克霉唑。

11213　专属性考察 　分别取“11212”项下的供试

品、对照品及空白辅料的溶液各 20μl进样 ,记录色

谱图。结果空白辅料在克霉唑峰处无干扰 ,克霉唑

峰与相邻杂质峰的分离度符合要求。

11214　线性关系 　取克霉唑对照品适量 ,精密称

定 ,用流动相制成 215、510、1010、2010、3010、4010

μg·m l- 1的溶液 ,按“11311”项下方法测定 ,记录色

谱图。以峰面积对浓度进行线性回归 ,回归方程为 :

Y = 11413 ×10
4
X + 41188 ×10

4 ( r = 019999) ,克霉

唑 215～4010μg·m l
- 1与峰面积的线性关系良好。

11215　精密度与重复性试验　精密称取克霉唑对

照品适量 ,以流动相配制高、中、低浓度 (1614、1918、

2418μg·m l- 1 )的溶液 ,分别精密吸取 20μl进样 ,

重复 5次。各浓度峰面积的 RSD分别为 0166%、

0126%、0157%。取同一批样品 ,按“11311”项下平

行制备 6份 ,测得标示量的百分含量为 10013% ,

RSD = 0110% ( n = 6)。

11216　回收试验　在空白辅料中 ,用流动相稀释成

低、中、高浓度的对照品溶液 ,按“11311”项下试验 ,回

收率分别为 99197%、10010%、99172% , RSD分别为

0140%、0138%、0129% (n = 3)。

11217　稳定性考察 　按“11311”项制备供试品溶

液 ,于室温下 1、2、3、4、6、8 h分别进样 20μl。结果

峰面积的 RSD = 0130% ,说明供试品溶液在 8 h内

基本稳定。

11218　含量的测定　取 3批样品及克霉唑对照品

适量 ,照“11311”项方法测定。按外标法计算各批

样品中克霉唑的标示百分含量。3批样品的含量为

10011%～10012%。

113　有关物质的检查

11311　测定方法　精密称取样品细粉适量 ,加流动

相稀释成 015 mg·m l
- 1的溶液 , 摇匀 ,过滤 ,取续滤

液作为供试品溶液 ;精密量取适量 ,加流动相制成 5

μg·m l
- 1的对照溶液 ;另精密称取咪唑对照品适量 ,

加流动相制成 215μg·m l- 1的咪唑对照品溶液 ;同

法制备缺克霉唑的空白辅料溶液。取对照溶液 20

μl,进样 ,调节检测灵敏度 ,使主成分色谱峰的峰高

为满量程的 10%～15% ;再精密量取供试品溶液、

咪唑对照品溶液各 20μl,分别进样 ,记录色谱图至

主成分峰保留时间的 3倍 ;供试品溶液的色谱图中

如有杂质峰 ,按外标法计算咪唑含量 ,按不加校正因

子的主成分自身对照法计算其他单一最大杂质及总

杂质含量。

11312　专属性考察　精密量取空白辅料溶液、供试

品溶液及对照溶液各 20μl,进样 ,记录色谱图 (图

1)空白辅料在主峰保留时间约 116 m in处有吸收

峰 , 在有关物质检查中应予以扣除。

图 1　空白辅料 ( A)、咪唑对照品 ( B)、对照品 ( C)、供试品 ( D )溶液

的色谱图

F ig 1　HPLC chroma togram s of blank solution( A) , im idazole con2

trol solution ( B) , con trol solution ( C ) and sam ple solution

( D )

取样品细粉加流动相制成 110 mg·m l
- 1的样品

溶液 ;取 1 m l此液 ,加 1 m l 011 mol·L - 1盐酸 ,室温

放置 015 h后 ,用 011 mol·L - 1氢氧化钠中和至中

性 ,作为酸解样品溶液 ;取 1 m l样品溶液 ,加 1 m l

011 mol·L - 1氢氧化钠 ,室温放置 015 h后 ,用 011

mol·L - 1盐酸中和至中性 ,作为碱解样品溶液 ;取 1

m l样品溶液 ,加 1 m l 110%过氧化氢溶液 ,室温放置
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015 h,作为氧化降解样品 ;取样品于 120℃加热 6 h,

作为热解样品 ;取样品于强光 (照射度为 4500 ±500

LX)下照射 5 d,作为光解样品 ;取样品 ,在湿度为

9215%的环境下放置 10 d,作为高湿度降解样品。

按“11311”项制备供试品溶液并测定。该法能

有效检测出各破坏性试验产生的降解物 ,且降解产

物峰均能与主成分峰达到基线分离 ,专属性较好。

11313　咪唑的线性范围及检测限　取咪唑对照品

适量 ,精密称定 ,用流动相制成 1125、2150、3175、

5100、7150、10100μg·m l
- 1的溶液 ,按“11311”项方

法测定 ,记录色谱图。以峰面积对咪唑浓度进行线

性回归 ,回归方程为 : Y = 11442 ×104 + 71550 ×102

( r = 019994) ,结果表明 ,咪唑在 1125～1010μg·

m l
- 1时与峰面积的线性关系良好。检测限为 011 ng

( S/N = 3)。

11314　精密度考察 　按“11311”项方法平行制备

对照溶液及咪唑对照品溶液各 5份 ,分别进样 20

μl,以对照溶液主峰面积和咪唑峰面积进行进样精

密度考察 ,结果对照溶液主峰面积的 RSD = 0184% ,

咪唑峰面积的 RSD = 0161%。

11315　重复性试验 　精密称取样品适量 ,按

“11311”项方法平行制备供试品及对照品溶液各 6

份 ,分别进样 20μl。以杂质含量进行方法的精密度

考察 ,结果咪唑含量的 RSD = 218% ,单一最大杂质

含量的 RSD = 314% ,总杂质含量的 RSD = 116%。

11316　有关物质测定　按“11311”项方法 ,对 3批

样品进行有关物质的检查 (表 1)。

表 1　克霉唑阴道片有关物质的测定结果

Table 1　Results of related substances of Clotrimazole vaginal tablets

Batch No1 Im idazole /% Largest impurity /% Related subsnces/%

050301 01036 0116 0137
050302 01037 0116 0137
050303 01032 0116 0136

2　讨论

咪唑为克霉唑合成的原料及水解产物 ,在制剂

影响因素试验、稳定性考察及质量研究中 ,应将其作

为特殊杂质进行检查。但咪唑易与溶剂峰重叠而影

响其峰面积的准确测量 ,因此 ,应严格采用随行流动

相配制供试品溶液 ,以消除溶剂峰的干扰。在流动

相中加入一定浓度的磷酸盐有助于改善柱效和峰对

称性。由于流动相中甲醇比例较高 ,在配制流动相

及测定中应注意避免磷酸盐析出而引起色谱柱及仪

器管路阻塞。试验对有关物质检查的条件进行了选

择。考察了不同流动相、不同检测波长、不同进样浓

度及色谱图记录时间等条件下杂质的检查情况 ,以

避免一些含量低、吸收弱、极性较强 (或较弱 )的杂

质漏检。
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