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摘要  目的: 建立羟喜树碱注射液中有关物质的 HPLC检测方法。方法: 色谱柱为 V enusiM P- C
18

( 5Lm, 416 mm @ 250 mm );

流动相为甲醇 - pH 21 5甲酸溶液 ( 50B50); 流速为 11 0 mL# m in- 1; 检测波长为 254 nm。结果: 羟喜树碱的检测限为 217 ng。

结论: 该方法专属性好,简捷、快速,能有效检出羟喜树碱注射液中的有关物质。
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HPLC determination of related substances in hydroxycamptothecine injection

LOU Zh i- hong, SUN H uang, JIANG L ian- ge, BA I Zheng- zhong

(H ei longj iang Inst itute for D rug C ontro,l H arb in 150001, Ch ina)

Abstract Objec tives: To estab lish an H PLC m ethod for determ inat ion o f re lated substances in hydroxycam pto th-

ecine in jection. Method: The VenusiMP- C18 co lum n ( 5 Lm, 416 mm @ 250 mm )w as used. The m ob ile phase con-

sisted ofm ethano l- pH 215 form ic ac id so lution( 50B50). The flow rate w as 110 mL# m in
- 1

. The detection w ave-

length w as 254 nm. Results: The lim it o f detection w as 217 ng. Conclusion: A specific, sim ple, rap id and su itable

m ethod is estab lished for determ inat ion of related substances in hydroxycam ptothec ine injection.
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羟喜树碱注射液为喜树碱的羟基衍生物, 较喜

树碱剂量小、毒性轻、抗瘤谱广。通过抑制拓扑异构

酶 Ñ而发挥细胞毒作用, 使 DNA不能复制, 造成不

可逆的 DNA链破坏,从而导致细胞死亡。用于原发

性肝癌、胃癌、头颈部癌、膀胱癌及直肠癌。国家药

品标准第三册收载的 /羟基喜树碱注射液 0质量标

准对有关物质尚未加以控制。本文参考相关文

献
[ 1~ 4]

,在大量试验的基础上, 建立了羟喜树碱注射

液有关物质检查的 H PLC法。

1 仪器与试药

111 仪器 液相: 岛津 LC - 10A vp液相色谱泵,

SPD - 10Avp二极管阵列检测器, DGU - 12A在线脱

气机, SCL- 10A vp系统控制器, S IL - 10ADVP自动

进样器, CTO - 10ACVP柱温箱。TSQ液质型质谱联

用仪, 配有 ES I离子源及 Xcalliber数据处理系统,具

有软电离和二级质谱功能 (美国 Finnigan公司 ) ;

Ag ilent 1100 H PLC(美国 Ag ilen t公司 )。

112 试药 羟喜树碱对照品为中国药品生物制品

检定所提供,批号为 100526- 200301。喜树碱对照

品为中国药品生物制品检定所提供,批号为 100532

- 200401。羟喜树碱注射液为 A厂提供, 规格为 5

mLB5 mg, 批号为 05077901, 05077902, 05077903。

甲醇、甲酸均为色谱纯, 水为超纯水。

2 方法与结果
211 色谱条件 液相: 色谱柱为 VenusiM P- C18 ( 5

Lm, 416 mm @ 250 mm );流动相为甲醇 - pH 215甲酸

溶液 ( 50B50) ;流速为 110 mL# m in
- 1

;检测波长为 254

nm;进样量 20 LL。液质联用:流动相为甲醇 - pH 215

甲酸溶液 ( 40B60);色谱柱为 Agilent C18 ( 416 Lm, 211

mm @150 mm );流速为 0125 mL# m in
- 1

;离子源为 ESI

源;电压为 4 kV;壳气 (N2 )流速为 8133 L# m in
- 1

;辅助

气 (N2 )流速 1166 L# m in
- 1

;毛细管温度 320 e 。
212 供试品溶液的制备  取本品, 用流动相稀释成

每 1 m L中含羟喜树碱 100 Lg的溶液,室温避光放

置 2 h使其环合成酯, 摇匀,即得。

213 对照溶液的制备 精密量取供试品溶液 2 mL,
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置 100 mL量瓶中,加流动相至刻度,摇匀,即得。

214 喜树碱对照品溶液的制备 取喜树碱对照品

适量, 加甲醇溶解并稀释成每 1 m L中含喜树碱 1 Lg

的溶液,即得。

215 检测限的测定 取羟喜树碱对照品, 精密称

定,用甲醇溶解并制成 134175 ng# mL
- 1
的溶液,摇

匀。精密量取 20 LL, 注入液相色谱仪, 记录色谱

图,见图 1。此时峰高约为基线噪音的 3倍 ( S /N约

为 3) ,据此计算本品检测限为 217 ng。

216 空白试验 取本品辅料适量,用流动相制成阴

性空白溶液, 取 20 LL注入液相色谱仪, 记录色谱

图,见图 1。结果表明辅料对有关物质检查无干扰。

图 1 有关物质测定色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s of th e related substan ces

A.阴性样品 ( negative sam p le)  B. 羟喜树碱对照品 ( hyd roxycam p to-

thecine reference sub stance)  C. 喜树碱对照品 ( camp tothecine refer-

en ce substance)  D.对照溶液 ( 2% of the test solu t ion)  E.供试品溶

液 ( the test so lut ion )

1.羟喜树碱 ( hydroxycam ptothecine)  2.喜树碱 ( cam ptoth ecin e)

217 专属性试验 取本品,分别置 100 e 水浴、强

酸、强碱、4500 LX光照和氧化条件下进行加速破坏。

精密量取 5 mL,置 50 mL量瓶中,加流动相至刻度,

摇匀,放置 2 h。取 20 LL注入液相色谱仪,记录色谱

图,见图 2。结果表明光照条件下有关物质含量为

1910%,所以本品见光易分解,需避光操作;其他破坏

条件各有关物质含量也有所增加,其降解产物峰与主

成分峰均能达到较好的分离。另外,采用二极管阵列

检测器对羟喜树碱峰的起点、最大点、终点 3个时间

点进行扫描, 3个时间点的色谱行为完全相同,说明

所选色谱条件测得的羟喜树碱峰为单组分峰,结果表

明该色谱条件能满足本品有关物质检查的要求。

图 2 破坏性试验色谱图

F ig 2 C hrom atogram s of destroyed test

A.加热破坏 ( d estroyed by heat) B.碱破坏 ( destroyed by alkali)

C.氧化破坏 ( destroyed by oxygen) D.酸破坏 ( destroyed by acid )

E.光照破坏 ( destroyed by ligh t)

1.羟喜树碱 ( hyd roxycamp tothecin e)
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218 环合时间的确定 取新配制的供试品溶液,于

室温避光放置 3 h, 分别于 0, 015, 1, 115, 2, 215, 3 h

取样依法测定,结果表明随放置时间的增加,盐型峰

面积逐渐减小,内酯型峰面积逐渐增加,放置 2 h样

品已完全由盐型转化为内酯型。

219 溶液稳定性考察  取环合成酯的供试品溶液,

于室温下放置 8 h,分别于 0, 2, 4, 6, 8 h取样依法测

定峰面积, RSD为 0187%。结果表明, 室温放置 8

h,峰面积未发生显著变化。

2110 样品有关物质检查 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

峰高为满量程的 10% ~ 20% ;再精密量取喜树碱对

照品溶液与供试品溶液各 20 LL, 注入液相色谱仪,

记录色谱图至主成分峰保留时间的 3倍。有关物质

检查和相似度分析结果见表 1,表 2。

表 1 有关物质检测结果

Tab 1 Resu lt of re la ted substance

批号

( Lo t No. )

喜树碱含量 /%

( content o f cam ptothec ine)

其他有关物质总和 /%

( The sum o f o ther related substances)

05077901 0111 3186

05077902 未检出 ( no de tec ted) 3119

05077903 未检出 ( no de tec ted) 4108

表 2 DAD相似度测定结果

Tab 2 Resu lt ofDAD sim ilarity

批号 ( L ot N o. ) 05077901 05077902 05077903

与羟喜树碱对照品相似度

( sim ilar ity to hydroxycam ptothec ine)
01 999954 01999960 01999957

2111 液质联用杂质分析  采用全扫描一级质谱及

选择离子全扫描二级质谱 ( fu ll scan M S
2

) 2种方式

进行测定,见图 3。 3号峰为羟喜树碱主峰, 根据全

扫描一级质谱图及全扫描二级质谱图推断 1号峰

m /z为 496102, 为非羟喜树碱同系物; 2号峰 m /z为

397100,为羟喜树碱同系物; 4号峰 m /z为 349103,

结合喜树碱对照品质谱图,确定该杂质为喜树碱。

3 讨论

311 检测波长的选择 二极管阵列检测器扫描结

果表明羟喜树碱最大吸收为 266 nm,喜树碱最大吸

收为 254 nm, 3批样品检测结果也表明, 在 254 nm

波长处测定有关物质含量高于 266 nm。另外已有

羟喜树碱质量标准 (W S1 - XG- 0142001)中有关物

质检测波长为 254 nm。由于羟喜树碱较喜树碱剂

量小、毒性轻、抗瘤谱广,所以需控制喜树碱含量,选

择检测波长 254 nm,即喜树碱最大吸收波长。

312 流动相的选择及羟喜树碱由盐向内酯转换条

件的研究 羟喜树碱含一内酯结构, 由于其不溶于

水, 在羟喜树碱注射液的制备工艺中需用氢氧化钠

调节 pH值使其内酯环开环成钠盐后溶于水, 所以

在有关物质含量测定时需在酸性条件下避光放置一

段时间使其由钠盐形式全部转化为与对照品一致的

内酯形式。本试验采用甲醇 - 水 ( 40B60 )及乙腈 -

水 ( 40B60)为流动相, 以稀醋酸配制供试品溶液进

行转化时,溶剂峰对有关物质检测干扰较大,所以考

虑用酸性较强的流动相。经多次试验, 以甲醇 -

pH 215甲酸溶液 ( 50B50)为流动相, 用流动相配制

供试品溶液,蔽光放置 2 h样品已完全由盐型转化

为内酯型。之所以选择甲酸,是因为甲酸酸性较强,

可以使本品由钠盐形式完全转化为内酯形式, 另外

考虑本流动相系统可以进行液 -质联用分析。

313 洗脱条件和运行时间的确定 用梯度洗脱进

行试验,热破坏样品在主成分峰 3倍保留时间后还

有杂质峰,但本品未经破坏的效期内样品在主成分

峰 3倍保留时间后已无其他色谱峰, 所以建议采用

等梯度洗脱条件, 供试品溶液记录至主成分峰保留

时间的 3倍。

314 有关物质限度的确定 质谱分析结果表明, 1

号峰为非羟喜树碱同系物, 2号峰和 4号峰为羟喜

树碱同系物。本品长期留样样品已放置 2年, 其有

关物质检验结果均小于 510% ,根据本品长期留样

样品有关物质检测结果, 初步拟定有关物质检查限

度为:供试品溶液的色谱图中,与对照品溶液相应的
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图 3 质谱分析图

Fig 3 F igu re ofm ass spectrographic analys is

A.色谱图 ( C hrom atogram s) B、C、D、E分别为 1号峰、2号峰、3号峰、4号峰全扫描一级质谱图 ( B、C、D、E is f irst ion m ass spectrom etry of p eak

1, 2 , 3 , 4 resp ectively)  a、b、c、d分别为 1号峰、2号峰、3号峰、4号峰全扫描二级质谱图 ( b , c, d, e is second ion mass spectrom etry of peak 1,

2 , 3 , 4 respect ively).

喜树碱峰面积不得大于对照品溶液峰面积

( 110% ),其他各杂质峰面积之和不得大于对照溶

液主成分峰面积的 215倍 ( 510% )。
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