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盐酸林可霉素有关物质测定方法的研究

朱建平, 张菁, 刘云 (河北省药品检验所, 石家庄 050011 )

摘要 � 目的: 建立高效液相色谱法测定盐酸林可霉素的有关物质。方法: 采用 D iamonsilTM C18色谱柱 ( 4�6 mm � 200 mm, 5

�m ),流动相为 0�05 m ol� L - 1硼砂溶液 (用 85%磷酸溶液调节 pH值至 6�1) �甲醇 ( 1�1), 紫外检测波长 214 nm。结果: 林可

霉素与相邻杂质之间及各有关物质之间的分离度良好, 最低检出限为 20�16 ng, 精密度为 0� 15%。结论: 该方法简便、准确、

快速、专属性强,可用于盐酸林可霉素的质量控制。
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Determ ination of L incomycin Hydrochloride for Related Substances by HPLC

Zhu Jian�ping, Zhang Jing, L iu Yun(H ebei Institu te for Drug Con trol, Sh ijiazhuang 050011 )

Adstrac t� Objec tive: To estab lish an H PLC m ethod fo r the determ ination of L incom yc in H ydrochlor ide for re lated substances by

HPLC. M ethods: The D iamonsilTM C18 ( 4� 6 mm � 200 mm, 5 �m ) . The m ob ile phase: 0� 05 m ol� L
- 1 bo rax solution ( adjusted to

pH 6� 1 w ith 85% phosphoric ac id) �me thano l ( 1�1) . Detec tion w avelength is 214 nm. R esu lts: The reso lution factor be tw een peaks

o f lincom yc in and the im pur ities com plies w ith the re la ted requirem ents, and the LOD o f L incom yc in H ydrochloride we re 20� 16 ng.

Conc lu sion: The m ethod is sim ple and rap id w ith h igh reso lution.

K eyW ords: L incomycin; HPLC; Related Substances

� � 盐酸林可霉素是林可霉素的盐酸盐, 为抗生素
类药, 对大多数革兰氏阳性菌有效,临床上用于金黄

色葡萄球菌、绿色链球菌、肺炎双球菌等引起的感

染,其特点是广泛分布到全身各组织, 所以对骨髓

炎、脑膜炎的治疗有效。盐酸林可霉素在 �中国药

典 �2005年版、�美国药典 �31版、�欧洲药典 �6�0
版、�英国药典�2008版和日抗基 2000版、日本药局

方第 15版均对该品种有收载,但均未对其有关物质

进行控制。本文采用高效液相色谱法对其有关物质

检查方法进行研究。

1� 仪器及试药

美国 Ag ilent公司 1200型高效液相色谱仪; 硼

砂为优级纯;甲醇为色谱纯;林可霉素对照品 (中国

药品生物制品检定所, 批号 130484�200502, 含量
84�2% ); 11批不同厂家盐酸林可霉素原料。

2� 色谱条件

色谱柱: D iamonsil
TM
C18 ( 200 mm � 4�6 mm, 5

�) ;流动相为 0�05mol� L
- 1
硼砂溶液 (用 85%磷酸

溶液调节 pH值至 6�1) �甲醇 ( 5�5) , 检测波长 214

nm,进样量 10 �L。

3� 试验方法与结果
3�1� 测定波长的选择
参照 �中国药典 �2005年版含量测定方法选择

检测波长为 214 nm。

3�2� 流动相的选择
�中国药典 � 2005年版含量项下的流动相为

0�05 mol� L- 1硼砂溶液 (用 85%磷酸溶液调节 pH

值至 6�0) �甲醇 ( 4�6),为使盐酸林可霉素中的杂质

分离完全, 经过试验, 将流动相调整为 0�05 mol�
L
- 1
硼砂溶液 (用 85%磷酸溶液调节 pH 值至 6�1) �

甲醇 ( 1�1)时,杂质分离较好。

0�05 mol� L- 1硼砂溶液 pH值的选择 �中国药

典�2005年版含量项下的流动相 0�05 mo l� L- 1硼
砂溶液 pH值为 6�0,经试验, pH值较低时 ( pH值低

于 6�0), 林可霉素峰出现前延, pH 值在 6�0 ~ 6�3
之间,峰型较好。

由于硼砂溶液和甲醇混合时, 产生大量热量,致

使流动相产生气泡, 进而导致检测系统的不稳定,

故,流动相用前应混合均匀,冷却至室温, 超声至少

15m in脱气后使用。
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3�3� 系统适用性试验
称取林可霉素对照品 50mg,置 25mL量瓶中,用

流动相溶解并稀释至刻度。滤过进样 10 �L, 记录色

谱图。林可霉素峰与相邻杂质峰的分离度应符合要

求,理论板数按林可霉素峰计算应不低于 1 500,林可

霉素峰与林可霉素 B峰的分离度应不小于 2�6。林
可霉素 B峰为林可霉素峰相对保留时间的 0�4~
0�7,在本色谱条件下,林可霉素色谱图见图 1。

图 1� 系统适用性实验色谱图

林可霉素峰与林可霉素 B峰的分离度为 10�8,
林可霉素理论板数为 3 746,林可霉素峰与相邻杂质

峰的分离度为 4�0,林可霉素峰的拖尾因子为 1�00。
4� 专属性试验

盐酸林可霉素室温下密闭贮存较稳定, 在单纯

加热、加碱、加酸或光照条件下, 均不能有效破坏。

经试验,在加酸、加碱后加热破坏时, 能产生较多降

解物; 氧化亦能导致较大程度破坏。

4�1� 碱降解实验
取本品,加水溶解,加入 5mol� L- 1的氢氧化钠

溶液 2mL,在 100 � 水浴中加热 40m in后取出放冷

至室温,加 5 mo l� L- 1的盐酸溶液 2 mL中和, 加水

稀释成每 1mL中约含 4�0 mg的溶液, 取 10 �L注

入色谱仪,记录色谱图, 共产生 7个杂质峰, 各降解

物之间及主成分峰相邻峰之间能有效分离,见图 2。

图 2� 碱破坏色谱图

4�2� 酸降解试验
取本品,加水溶解,加入 5mol� L- 1的盐酸溶液

2 mL,在 100 � 水浴中加热 15 m in后取出放冷至室

温,加入 5mo l� L- 1的氢氧化钠溶液 2 mL中和,加

水稀释成每 1mL中约含 4�0mg的溶液,取 10 �L注

入色谱仪,记录色谱图,共产生 7个杂质峰,各降解物

之间及主成分峰相邻峰之间能有效分离,见图 3。

图 3� 酸破坏色谱图

4�3� 氧化试验
取本品, 加流动相溶解,加入 10% 过氧化氢溶

液 5mL,放置 10m in加流动相稀释成每 1 mL中约

含 4�0 mg的溶液, 取 10 �L注入色谱仪,记录色谱

图,共产生 5个杂质峰,各降解物之间及主成分峰相

邻峰之间能有效分离,见图 4。

图 4� 氧化色谱图

5� 方法学验证

5�1� 最低检出限
取林可霉素对照品, 加流动相溶解并稀释成

4�032 5mg� L- 1的溶液,取 5 �L不入色谱仪,记录色

谱图,计算信噪比 S /N� 3,最低检出限为 20�16 ng。
5�2� 精密度试验
取林可霉素对照品适量置容量瓶中, 用流动相

制成 40 mg� L- 1的溶液, 按上述条件重复进样 6

次,结果主峰面积 RSD为 0�15%, 表明林可霉素进
样精密度良好。

5�3� 重复性试验
精密称取盐酸林可霉素原料 0�1 g, 置 25 mL

量瓶中,加流动相溶解并稀释至刻度, 摇匀, 作为供

试品溶液;精密量取供试品溶液 1 mL, 加流动相稀

释至 100mL,作为对照溶液, 依法配制 6份溶液, 按

上述色谱条件分别测定,测定结果见表 1。

表 1� 重复性实验结果

序号 1 2 3 4 5 6 RSD /%

单一杂质 /% 0�30 0�29 0�30 0�28 0�31 0�29 3�6

杂志总量 /% 0�81 0�78 0�80 0�79 0�80 0�79 1�3

5�4� 溶液的稳定性试验
取被测溶液,间隔 1 h测定, 共 8 h,测定结果: 8
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h内,被测溶液所检出的杂质个数未增加, 主峰面积

的 RSD为 0�2% ,无显著性差异。
6� 有关物质测定方法

有关物质 � 照高效液相色谱法 ( �中国药典 �

2005年版二部附录�D )测定。
色谱条件与系统适用性试验 � 用十八烷基硅烷

键合硅胶为填充剂;以 0�05 mol� L- 1硼砂溶液 (用

85%磷酸溶液调解 pH值至 6�1) �甲醇 ( 1�1)混合后

为流动相;检测波长为 214 nm。林可霉素峰与相邻

杂质峰的分离度应符合要求,理论板数按林可霉素

峰计算应不低于 1 500, 林可霉素峰与林可霉素 B

峰的分离度应不小于 2�6。林可霉素 B峰为林可霉

素峰相对保留时间的 0�4~ 0�7。
测定法 � 取本品适量,用流动相制成每 1mL中

约含林可霉素 4 mg的溶液, 作为供试品溶液;精密

量取 1mL,置 100 mL量瓶中, 用流动相定量稀释至

刻度, 摇匀, 作为对照溶液。精密量取对照溶液 10

�L,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%, 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

色谱图至主成分峰保留时间的 3倍, 供试品溶液色

谱图中如有杂质峰, 除林可霉素 B峰外, 其他单个

杂质峰面积不得大于对照溶液主峰面积 ( 1�0% ),

其他各杂质峰面积的和不得大于对照溶液主峰面积

的 2倍 ( 2�0% ) (供试品溶液中任何小于对照溶液

主峰面积 0�05倍的峰可忽略不计 )。

取 11个不同厂家的盐酸林可霉素原料, 按上述

方法测定,结果见表 2。

表 2� 不同厂家有关物质考察结果

生产厂家 批号 单一杂质量 /% 杂质总量 /%

1 2008031451 0�4 0�8

2 080234 0�3 0�7

3 0803034 0�2 0�5

4 20070925 0�4 0�9

5 20071118 0�3 0�7

6 2007122093 0�3 0�8

7 080200070 0�7 1�5

8 2007123032 0�3 0�8

9 0803035 0�3 0�8
10 05�03�09 0�3 0�8

11 H 920502 0�3 0�8

7� 讨论

林可霉素有关物质在国外药典中均未控制。林

可霉素在发酵、提炼及纯化过程中可能产生多种杂

质,这些杂质的结构和毒理作用有待进一步确定和

探讨,控制林可霉素的有关物质,对人民群众的用药

安全非常必要。

该方法简便、灵敏、准确、专属性强,可用于林可

霉素有关物质的控制。
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摘要 � 目的: 改进复方对乙酰氨基酚片中乙酰水杨酸含量测定前处理方法。方法: 通过增加每次萃取时三氯甲烷的量, 使样

品中乙酰水杨酸萃取、分离更加完全。结果:改进方法的含量测定结果更接近真实含量, 精密度更高。结论: 改进方法结果更

真实、准确,可作为替代方法。
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