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摘要: 目的 建立测定非布司他原料药含量和有关物质的 HPLC方法。方法 采用 Diam ond ODS�C18

色谱柱 ( 200 mm � 4� 6 mm, 5�m ),流动相为甲醇�乙腈�质量分数为 0� 05%的磷酸溶液 (体积比为

24 46 30),流速为 1� 0 mL!m in- 1, UV检测波长为 315 nm,柱温为 35 ∀ 。结果 非布司他在 15� 7~
94� 3 m g! L- 1内线性关系良好 ( r= 0�999 8) ,平均回收率为 100� 5% ( RSD= 1�0% )。非布司他和其

有关物质得到良好分离,检测限为 0� 5 ng。结论 HPLC法可用于非布司他含量测定和有关物质检

测。
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� � 非布司他 ( febuxostat)是一种新型的选择性

黄嘌呤氧化酶抑制剂, 其化学名称为 2�( 3�氰基 �
4�异丁氧基 )苯基�4�甲基�5�噻唑甲酸 [ 1 ]

。非布司

他结构式见图 1。

Fig. 1� The structure of febuxosta t

� � 黄嘌呤氧化酶的作用是使次黄嘌呤转化成黄

嘌呤,再使黄嘌呤转化成尿酸。非布司他可以选

择性抑制黄嘌呤氧化酶, 从而抑制尿酸的形

成
[ 1- 2]
。在临床上用于治疗痛风病人的高尿酸血

症
[ 3- 4]
。该成分的含量测定和有关物质检查方法

在国内外均未见文献报道。本文作者采用 HPLC

法测定非布司他含量和有关物质检查,为其质量

控制提供了依据。

1� 仪器与材料

高效液相色谱仪 ( L�2455 DAD检测器、L�

2130输液泵, 日本 H itachi公司 ) , D�2000色谱工
作站 (上海天美股份有限公司 ) , 电子天平 ALC�
110�4(赛多利斯科学仪器有限公司 )。

乙腈 (色谱纯, 天津市康科德科技有限公

司 ) ,甲醇 (色谱纯, 天津市康科德科技有限公

司 ) ,磷酸 (分析纯, 沈阳经济技术开发区试剂

厂 ) ,水 (纯化水, 市售 )。

非布司他样品 (批号 20090401、20090402、

20090403)及非布司他对照品 (原料药精制品, 色

谱峰面积归一化法含量测定质量分数为 99�9% )

均由某厂家提供。

2� 方法与结果

2�1� 色谱条件
色谱柱为 D iamond ODS�C18 ( 200 mm �

4�6mm, 5 �m),流动相为甲醇�乙腈 �体积分数为
0�05%的磷酸溶液 (体积比为 24 46 30) ,流速为

1�0mL!m in
- 1
,检测波长为 315 nm,柱温为 35 ∀ 。

以非布司他峰计算,理论塔板数不低于 6 000, 分

离度大于 1�5, 拖尾因子符合要求。
2�2� 溶液的配制
对照品溶液的制备: 取非布司他对照品约

30 mg, 精密称定, 加甲醇溶解制成 60 mg! L
- 1
的

溶液,即得。

供试品溶液的制备: 取非布司他样品约

30 mg, 精密称定, 加甲醇溶解制成质量浓度约为

60 mg!L- 1
的溶液,即得。

2�3� 专属性考察
分别取 # 3�1∃条的供试品溶液和对照品溶液



各 10 �L进样,记录色谱图。结果非布司他与其 他杂质峰分离度符合要求,色谱图见图 2。

a% Reference substance; b% Sam ple; 1% Febuxostat

Fig. 2� HPLC chromatogram s of febuxostat

2�4� 线性关系考察
取非布司他对照品约 20 mg, 精密称定, 置

25 mL量瓶中, 加甲醇溶解并稀释至刻度作为储

备液。分别精密量取储备液适量, 用甲醇稀释制

成非布司他质量浓度分别为 15�7、31�4、47�1、
62�8、78�6、94�3 mg! L- 1

的溶液,分别进样 10 �L,

记录色谱图。以质量浓度 �( mg! L- 1
)为横坐标,

峰面积 A 为纵坐标进行线性回归, 绘制标准曲

线,回归方程为: A = 2�329 � 104�+ 3�607 � 103 ( r
= 0�999 8, n = 6)。表明非布司他在 15�7 ~ 94�3
mg!L- 1

内,质量浓度与峰面积呈良好线性关系。

2�5� 仪器精密度试验

取非布司他对照品溶液进样 10 �L, 重复进

样 6次,以非布司他峰面积计算 RSD为 0�68%。
2�6� 重复性试验
取非布司他样品 ( 20090401 ), 精密称定, 按

# 3�1∃条方法平行制备 6份供试品溶液进行测

定,按外标法测定非布司他平均含量质量分数为

99�9%, RSD为 0�50%。
2�7� 回收率试验
取已知含量的非布司他样品,精密称定,配制

成 48、60、72mg!L
- 1

3个质量浓度,每个质量浓度

3份,按外标法测定其含量, 计算平均回收率及

RSD。结果见表 1。

Tab le 1� The results of recovery test(n= 9)

mwe ighing /mg mde term inat ing /mg Recovery /%  x /% RSD /%

23�35 23� 40 100�2

23�64 23� 34 98�7

23�54 23� 39 99�4

29�72 30� 29 101�9

29�43 29� 77 101�2 100� 5 1� 0

29�14 29� 49 101�2

35�32 35� 56 100�7

35�22 35� 45 100�7

35�22 35� 35 100�4

2�8� 稳定性试验
取非布司他样品,精密称定, 按 # 3�1∃条方法

制得供试品溶液, 分别于 0、2、4、8、10 h进样, 计

算峰面积 RSD为 0�62%。结果表明样品溶液在
10 h内稳定。

2�9� 含量测定结果
取非布司他样品 3批, 每批取样 3份, 按外标

法测定含量,结果见表 2。

Tab le 2� The results of con tent determ ination(n= 3)

Batch number w /%

20090401 100� 1

20090402 99� 7

20090403 100� 2

2�10� 有关物质检查
2�10�1� 测定方法
取非布司他样品约 20 mg, 精密称定, 置于
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25 mL量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度, 作为供

试品溶液;精密量取 1mL供试品溶液, 置 100 mL

量瓶中,用甲醇稀释至刻度,摇匀,作为对照溶液。

照含量测定项下的色谱条件, 取对照溶液 10 �L

注入液相色谱仪,调节仪器灵敏度,使主成分色谱

峰的峰高约为满量程的 20% ,再精密量取供试品

溶液和对照溶液各 10 �L, 分别注入液相色谱仪,

记录色谱图至主成分色谱峰保留时间的 2倍。供

试品溶液的色谱图中如有杂质峰, 计算各杂质峰

面积的和,按不加校正因子主成分对照法
[ 5]
计算

有关物质含量。

2�10�2� 专属性
破坏试验:称取非布司他 4份,每份约 20 mg,

分别经以下条件处理: a�加入试管中, 直火加热

至药物熔融变色; b�加入 1 mol!L- 1
HC l 5 mL, 于

40 ∀ 水浴中加热 2 h,冷却,再将溶液用同浓度的

N aOH中和至原 pH值; c�加入 1 mol! L- 1
NaOH 5

mL,于 40 ∀ 水浴中加热 2 h, 冷却, 再将溶液用同

浓度的 HC l中和至原 pH值; d�加入质量分数为
3%的过氧化氢 5mL,于 40 ∀ 水浴中加热 2 h, 冷

却;然后将 a、b、c、d均转移至 25 mL量瓶,用甲醇

进行稀释,配制成每1 mL约含 800 �g的溶液。每

一样品进样 10 �L。非布司他的保留时间约为 11

m in。非布司他在高温破坏、酸破坏、碱破坏和氧

化破坏条件下所产生的降解产物在选定色谱条件

下均可与主峰达到良好分离,色谱图见图 3。

a% Destroy ed by d irect fire; b% Destroyed by acid; c% Destroyed by a lkal;i d% Destroyed by H2O2; 1% Febuxo sta t

F ig. 3� HPLC chrom atogram s of degradation test

� � 结晶母液: 取非布司他结晶母液制成的样品

约 20mg, 精密称定, 置于 25 mL量瓶中, 甲醇溶

解定容。进样 10 �L。非布司他的保留时间约为

11 m in。结晶母液中各杂质在选定色谱条件下均

可与主峰达到良好分离,色谱图见图 4。

2�10�3� 定量限和检测限
取非布司他的供试品溶液, 将溶液逐渐稀释,

进样 10 �L,记录色谱图,按 10倍信噪比计算, 测

得非布司他的定量限为 1�8 ng,按 3倍信噪比计

算,测得非布司他检测限为 0�5 ng。

2�10�4� 有关物质检查结果
� � 取非布司他样品 3批 , 每批取样 3份 , 按

1% Febuxosta t

Fig. 4� HPLC chromatogram s of crysta lm other liquor

# 2�10�1∃条方法进行有关物质检查,结果有关物

质的含量质量分数均小于 1�0%。色谱图见图 5。
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a% Contrast so lu tion; b% Sam ple so lution; 1% Febuxo sta t

F ig. 5� HPLC chrom atogram s of re lated substance

3� 讨论

a�波长的选择: 本实验中作者应用 DAD检

测器,由非布司他紫外光谱扫描图得知,非布司他

在 216 nm和 315 nm有吸收峰,观察不同波长下吸

收图谱可知非布司他与其主要杂质在 315 nm处

都有较好的吸收,而且在该波长处溶剂等对测定

干扰小,便于有关物质的检出, 所以选用 315 nm

作为测定波长。

b�在试验中作者考察了流动相体系。以甲
醇 �水作为流动相时,洗脱能力差,保留时间长, 且

峰形不好;改为乙腈�水, 保留时间缩短, 峰呈正态

分布,但是在有关物质检查时,有一杂质峰与主峰

没有分开; 最后将流动相改为甲醇 �乙腈�体积分
数为 0�05%的磷酸溶液后, 各杂质都能与主峰得

到良好分离,且有较好峰形和较短的保留时间。

c�破坏试验结果表明, 非布司他在强酸、强

碱和过氧化氢氧化的条件下均较稳定,仅在高温

热破坏试验中发生降解。在本文作者建立的方法

下,破坏产生的杂质均能与非布司他的主峰达到

完全分离,本方法专属性好, 灵敏度高, 可以应用

于测定非布司他含量和有关物质检查。
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(Schoo l o f Pha rmacy, Shenyang Pha rmaceutica lUn iversity, Shenyang 110016, C hina )

Abstract: Objective To summarize the me thods andmechanism s invo lved in researches about o ra lpo lym er�
icm ice lle s. M ethodsA cco rding to the po lymeric m icelles w ith regard to carrier o f o ra l uptake, the o ral ab�
so rption o f po lym ericm icellesw ere c lassif ied and rev iew ed on the basis o f pub lished literatures. ResultsCa�
co�2 cells, reverted rat intestine, and anim a lm ode l can be used as common models to investigate the abso rp�
t ion mechanism fo r o ral po lym ericm ice lles. W ith thesemodels, fourm echanism s had been introduced to ex�
p lain the phenomenon re la ted to m icelles abso rp tion, .i e. inh ib it ion onP �gp, p inocy to sis, simple passiv e d if�
fusion and the o ra l uptakew ith the inf luence o f the bile. Conc lusions Them ethods andm echan ism s invo lved

in researche s about o ra l po lym ericm ice lles are rev iew ed, and this artic le w ill prov ide references fo r the stud�
ies of po lymeric m icelles fo r ora l adm inistration.

K ey words: po lymeric m ice lles; oral adm inistration; b ioavailability; absorptionm echanism
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Abstract: Objective To estab lish an HPLC m ethod for determ ining the con tent o f febuxo stat and its re lated

substances. M ethods The determ ina tion o f febuxo stat and the separation of its re lated substance s w as per�
fo rm ed on a C18 co lumn ( 200 mm � 4�6 mm, 5 �m ). The m obile phase w asm ethano l�aceton itrile�0�05%

( ) pho spho ric acid(V V V = 24 46 30) . The f low rate w as 1�0mL!m in
- 1
. U ltrav io let abso rption detecto r

w as se t a t 315 nm and co lumn tem perature w as 35 ∀ . Results The linear range o f febuxo stat w as betw een

15�7 and 94�3 mg!L - 1
( r = 0�999 8) . The average recovery w as 100�5% w ith RSD o f 1�0%. The re lated

substances o f febuxo stat cou ld be comp le tely separa ted f rom febuxo sta.t The lim it o f detect ion ( LOD ) w as

0�5 ng. Conclusions The m ethod is simple and accura te fo r qua lity con tro l o f the febuxo sta.t

K ey words: febuxosta;t HPLC; re lated substance
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