
4  讨论

4q1  流动相的选择

本试验曾分别选用了水 2甲醇 k|xΒxl和 k|{Βul!水 2乙腈

k|xΒxl和 k|zΒvl!th冰醋酸水溶液 2甲醇 k|xΒxl!th冰醋酸

水溶液 2乙腈 k|xΒxl作为流动相 ∀结果表明 o前两者样品中

没食子酸峰形较好 o但出峰时间太早 k大约在 uqx °¬±lo且与

相邻的杂质峰始终不能达到较好的分离效果 o影响含量测

定 ~而后两者样品中没食子酸与相邻色谱峰出峰时间仍太

早 o且基线不稳 !峰形不好 ∀根据文献 ≈w 
o发现甲醇 2sqsux

°²̄# �
pt磷酸水溶液 ktsΒ|sl出峰时间合适 o峰形较好 o故作

为本方法的流动相 ∀

4q2  测定波长的选择

用流动相配制没食子酸对照品溶液 o进行 uss ∗ yss ±°

紫外吸收扫描 o其最大吸收波长为 utx ±°和 u{s ±°o且 utx

±°处摩尔吸收系数很大 ∀由于 utx ±°波长处 o没食子酸吸

收更灵敏 o可减少样品取样量 o尽量减少色谱柱的污染 o且基

线平稳 o阴性对照无干扰 o故选定 utx ±°为测定波长 ∀

4q3  实验发现 o没食子酸见光不稳定 o随着时间的延长 o没

食子酸很容易转变为其他物质 o在高效液相色谱的图谱中表

现是 o在没食子酸峰的前 !后各有一个杂质峰 ∀若将没食子

酸标准品溶液放置在室温下且无避光的条件下 ot §后再次

进样 o杂质峰更加明显 ∀故在测定没食子酸的含量时 o标准

溶液和样品液均应避光保存 o尽早测定 ∀
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×���缓冲液 k��u °�w ts °°²̄# �
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o三乙胺调节 ³� zqxl � w{Βxuo流速 }tqs °�# °¬±

pt
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量测定和有关物质检查的要求 ∀
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  十取代芦丁硫酸钠 k� ⁄≥l是抗艾滋病候选药物 o由于化

学结构的特殊性 o在原料药的合成过程中存在九取代芦丁硫

酸钠 ≈� ∏·¬± ±²±¤k� p l ¶∏̄©¤·̈ ¶²§¬∏°o� �≥ o这两个化合物

结构相似 o具有非常相近的理化性质 ∀本实验建立了分离十

取代芦丁硫酸钠和九取代芦丁硫酸钠的离子对反相高效液

相色谱 k�°2� °2� °�≤l方法 o比较了不同 ³�值 !离子对浓度

和缓冲盐浓度等对分离效果的影响 o建立了 �°2� °2� °�≤法

测定十取代芦丁硫酸钠原料药含量的方法学 ∀

1  仪器与试药

≥«¬°¤§½∏�≤ 2usts≤液相色谱仪 k岛津 o日本 lo包括 }四

元梯度泵 !双波长紫外检测器 !自动进样器 !柱温箱等 ~≥«¬2

°¤§½∏≤ ¤̄¶¶2∂ ° √ µ̈¶¬²± yqtu数据处理工作站 ∀ ��� ��÷ ∞2

¦̄¬³¶̈ ÷⁄� 2 ≤{
液相分析柱 ktxs °° ≅ wqy °°ox Λ°o �ª¬2

¯̈ ±·o美国 lo≤t{
预柱 kus °° ≅ wqy °°o x Λ°l∀ � ¦̈®°¤±

⁄� yws核酸蛋白分析仪 k紫外扫描 lk美国 l∀

十取代芦丁硫酸钠和九取代芦丁硫酸钠原料为自制 o十

取代芦丁硫酸钠对照品 k自制 l峰面积归一化法含量为

|{qzh ∀四丁基溴化铵 k ×���o离子对试剂 l!三乙胺

k×∞�l!磷酸二氢钾等为分析纯 o乙腈 kƒ¤¬µ©¬̈ §̄o美国 l为色

谱纯 o水为自制二次去离子水 ∀

2  方法与结果

2q1  色谱条件

岛津 �≤ p usts ≤液相色谱仪 k日本 lo色谱柱 }÷⁄� p ≤{

柱 k�ª¬̄̈ ±·otxs °° ≅ wqy °°ox Λ°lo流动相 }乙腈 }ux °°²̄

# �
pt

×���缓冲液 k��u °�w ts °°²̄ # �
pt
o ×∞�调节 ³�

zqxl � w{Βxuo流速 }tqs °�# °¬±
pt
o检测波长 }Κ� uxw ±°~

柱温 }uxε ∀

2q2  溶液的制备

对照品溶液 }取经干燥至恒重的 � ⁄≥对照品约 xs °ªo

精密称定后置 tss °�量瓶中 o加水至刻度 o摇匀 o作为对照

品的储备液 o然后精密量取此储备液 tqs °�至 ts °�量瓶

中 o加流动相至刻度 o摇匀 o作为对照品溶液 ∀

供试品溶液 }取 � ⁄≥样品或粗品约 xs °ªo精密称定后

置 tss °�量瓶中 o加水至刻度 o摇匀 o精密量取 tqs °�至 ts

°�量瓶中 o加流动相至刻度 o摇匀 o作为供试品溶液 ∀

2q3  测定方法

分别取 � ⁄≥对照品溶液和样品溶液 o进样 us Λ�o测定

峰面积 o按外标法定量 ∀

2q4  方法专属性考察

取对照溶液 k� l!样品溶液 k�l!样品加热破坏溶液

k≤l!酸破坏溶液 k⁄l!碱破坏溶液 k∞l!氧化破坏溶液 kƒl!

光照溶液 k�l!样品 n � �≥k� l和溶剂 k�lo按上述色谱条件

进样 o样品主峰保留时间为 tuqv °¬±o样品主峰与不同条件

下的杂质峰的分离度大于 tqxo且 � ⁄≥和 � �≥达到基线分

离 o分离度大于 tqx∀

2q5  线性关系考察

分别精密量取 sqx °ª# °�
pt的 � ⁄≥对照品储备液适

量 o分置 ts °�量瓶中 o加流动相至刻度 o摇匀 o分别得到浓

度为 uqsoxqsotsqsousqsoxsqsotssqs和 ussqs Λª# °�
pt
o

进样测定 o记录色谱图 ∀按照最小二乘法原则 o以 � ⁄≥的峰

面积为纵坐标 (Α) ,以相应的浓度 (Χ)为横坐标进行线性回

归 ,得回归方程为 : Α � tutx{. xΧ n wv. yv,相关系数 ρ �

sq||| |∀结果表明 � ⁄≥在 sqx ∗ ussqs Λª# °�
pt浓度范围

内有良好的线性关系 ∀

2q6  精密度试验

分别精密量取高 !中 !低 kxqsousqsotssqs Λª# °�
pt
l三

种不同浓度的 � ⁄≥对照品溶液 o进样测定 o记录色谱图 ∀试

验结果表明 o不同浓度 � ⁄≥日内精密度和日间精密度均小

于 vqxh ∀

表 1  精密度试验结果 kν � x, cξ ? σl

Ταβ 1  °µ̈¦¬¶¬²± ²©� ⁄≥kν � x, cξ ? σl

样品浓度

rΛª# °�pt

精密度 rh

日内 日间

xqs uqx vqw

usqs tqw uqu

tssqs tq{ tq|

2q7  样品溶液的稳定性考察

取 � ⁄≥供试品适量 o用水溶解 o然后放置于不同的温度

条件下 o分别为冷藏 kwε l!室温 kuxε l和体温 kvzε lo于不

同时间点取样 ksowo{ouw «lo按照以上色谱条件进样测定 o

按峰面积定量 o测定结果表明 o� ⁄≥供试品水溶液在低温条

件 k � uxε l下比较稳定 ∀

表 2  不同温度条件下稳定性考察结果

Ταβ 2  ≥·¤¥¬̄¬·¼ ²©� ⁄≥ ∏±§̈ µ§¬©©̈µ̈±··̈°³̈ µ¤·∏µ̈

时间 r« wε uxε vzε

s yuuxux yuuxux yuuxux

w yuwvxz yuuzut ysz|y{

{ yt{utw yt|ssu x|yutv

uw ytv{zx ysuwyt xy|yux

� ≥⁄rh sqzy tqy vqz

2q8  样品含量测定

取 � ⁄≥原料药样品 v批 o每批取三份 o按照测定方法测

定含量 o测定结果见表 v∀

表 3  样品含量测定结果 h kν � v, cξ ? σl

Ταβ 3  �¶¶¤¼ ²©� ⁄≥ ¥¼ �°�≤ h kν � v, cξ ? σl

批号 含量 rh � ≥⁄rh

÷svswst |yqz{ ? sqwy sqw

÷svswsu |wqyu ? sqyt sqx

÷svswsv |zqys ? squs squ

2q10  有关物质检查

按照含量测定项下的色谱条件进行有关物质测定条件

的试验 o记录色谱图至主成分保留时间的 uqx倍 o用峰面积

归一化法计算有关物质的含量 ∀由于本品在合成工艺上的

原因 o� �≥成为其主要的有关物质 ∀实验测定了 v批样品的

有关物质 o测定结果见表 w∀
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表 4  有关物质检查结果 kν � vl

Ταβ 4  ⁄ ·̈̈µ°¬±¤·¬²± ²©µ̈ ¤̄·̈§¶∏¥¶·¤±¦̈ ¬± � ⁄≥ ¥¼ �°�≤ kν

� vl

批号 有关物质总量 rh � �≥rh � ≥⁄rh

÷svswst vqxy uqx{ sqw

÷svswsu yqsu wqxv sqx

÷svswsv uqz{ tq|u squ

3  讨论

3q1  检测波长的选择

� ⁄≥在 uxw ±°和 vuy ±°处有最大吸收 ouxw ±°处的吸

收度约为 vuy ±°处的 tqu倍 o为了提高 � ⁄≥和有关物质测

定的检测灵敏度 o实验选择 uxw ±°为检测波长 ∀

3q2  色谱柱的选择

选用了 ≤t{
柱 !≤{

柱 !≤v
柱 !≤t

柱 !°�柱 !≥�2�´柱 !��u
柱

k正 !反相 l和 ≤�柱 k正相 l等不同极性的色谱柱进行了考

察 o实验发现 o由于 � ⁄≥为极性化合物 o在不加离子对的情

况下 o改变不同的流动相成分 !组成 !比例和 ³�值 o� ⁄≥均没

有保留 ∀

3q3  离子对试剂类型的选择

为增强 � ⁄≥在色谱柱上的保留值 o考察比较了四甲基

溴化铵 k×� ��l!四乙基氯化铵 k×∞�≤ l和四丁基溴化铵

k×���l三种离子对试剂以及不同类型离子对的浓度 !³�

值 !流动相的比例等条件 o实验显示当使用 ×���为离子对

试剂时 o通过优化流动相比例 !离子对试剂的浓度 !流动相

³�值 !缓冲盐浓度等条件 o� ⁄≥在 ≤{
色谱柱上得到了良好的

保留 o并且 � ⁄≥和 � �≥有良好的分离度 ∀

3q4  离子对试剂浓度的选择

设定乙腈与水相的比例为 w{Βxuk√r√lo水相不调节 ³� o

分别以 xotsotxousoux和 vs °°²̄ # �
pt浓度的 ×���o以

� ⁄≥和 � �≥的保留时间 k·� l!柱效 k�l和它们之间的分离度

k� l为判断标准 o进行 ×���浓度的考察 ∀当 ×���的浓度

低于 ts °°²̄# �
pt时 o� ⁄≥和 � �≥在色谱柱上没有保留 o而

当 ×���的浓度在 tx ∗ ux °°²̄# �
pt的范围内 o随着浓度的

升高 o供试品的保留时间缩短 !柱效增强 !两者的分离度增

大 o当浓度大于 ux °°²̄ # �
pt时 o这种改变则不是很明显 ∀

因此 o选择 ux °°²̄# �
pt为离子对试剂 ×���的浓度 ∀

3q5  流动相 ³�值的选择

在乙腈与水相的比例为 w{Βxuk√r√lo×���的浓度为 ux

°°²̄# �
pt的前提下 o用 ×∞�调节水相的 ³�值为 wqwoxquo

yqsoyq{ozqx和 {qso以 � ⁄≥和 � �≥的保留时间 k·� l!柱效

k�l和它们之间的分离度 k� l为判断标准 o进行流动相 ³�

值的考察 ∀随着水相 ³�值的增加 o� ⁄≥和 � �≥在色谱柱上

的保留时间缩短 !柱效增强 !两者的分离度增大 o但当 ³�值

大于 zqx时 o改变则不明显 ∀因此 o实验选择流动相水相的

³�值为 zqx∀

3q6  流动相离子强度的选择

实验选择磷酸二氢钾为缓冲盐进行水相离子强度的调

节 ∀实验考察了不同的离子强度对供试品保留值和分离情

况的影响 ∀离子强度以磷酸二氢钾的浓度来表示 ∀实验在

选择乙腈与水相 k×���的浓度为 ux °°²̄ # �
pt
o×∞�调节

³�为 zqxl的比例为 w{Βxuk√r√l的前提下 o分别调节水相中

磷酸二氢钾的浓度为 xotsotx和 us °°²̄ # �
pt
o以 � ⁄≥和

� �≥的保留时间 k·� l!柱效 k�l和它们之间的分离度 k� l为

判断标准 o进行离子强度的考察 ∀随着水相中离子强度的增

强 o� ⁄≥和 � �≥在色谱柱上的保留时间缩短 !两者的分离度

增大 o但柱效未发生明显改变 ∀实验选择流动相水相中磷酸

二氢钾的浓度为 ts °°²̄# �
pt ∀
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布洛伪麻胶囊微生物限度检查方法验证试验研究

袁林娜 k贵州省药品检验所 o贵阳 xxssswl

摘要 }目的  建立布洛伪麻胶囊微生物限度检查方法 ∀方法  按中国药典 ussx版微生物限度检查方法进行验证试验 ∀结果

 试验组枯草芽孢杆菌采用低速离心 !培养基稀释法菌回收率为 {yh以上 ~大肠埃希菌 !金黄色葡萄球菌采用低速离心 !平皿

法菌回收率为 {vh以上 ~黑曲霉 !白色念珠菌采用沉降法 !培养基稀释法菌回收率为 {xh以上 ~控制菌检查试验组采用常规

法 o可检出大肠埃希菌 ∀结论  本法为布洛伪麻胶囊微生物限度检查方法的建立提供依据 ∀

关键词 }验证试验 ~低速离心 ~沉降法 ~培养基稀释法 ~回收率
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