
4  讨论

4 1  流动相的选择

本试验曾分别选用了水 2甲醇 Β 和 Β !水 2乙腈

Β 和 Β ! 冰醋酸水溶液 2甲醇 Β ! 冰醋酸

水溶液 2乙腈 Β 作为流动相 ∀结果表明 前两者样品中

没食子酸峰形较好 但出峰时间太早 大约在 且与

相邻的杂质峰始终不能达到较好的分离效果 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 且基线不稳 !峰形不好 ∀根据文献 ≈ 发现甲醇 2

# 磷酸水溶液 Β 出峰时间合适 峰形较好 故作

为本方法的流动相 ∀

4 2  测定波长的选择

用流动相配制没食子酸对照品溶液 进行 ∗

紫外吸收扫描 其最大吸收波长为 和 且

处摩尔吸收系数很大 ∀由于 波长处 没食子酸吸

收更灵敏 可减少样品取样量 尽量减少色谱柱的污染 且基

线平稳 阴性对照无干扰 故选定 为测定波长 ∀

4 3  实验发现 没食子酸见光不稳定 随着时间的延长 没

食子酸很容易转变为其他物质 在高效液相色谱的图谱中表

现是 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 后再次

进样 杂质峰更加明显 ∀故在测定没食子酸的含量时 标准

溶液和样品液均应避光保存 尽早测定 ∀
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摘要 目的  建立高效液相色谱测定十取代芦丁硫酸钠含量及有关物质 ∀方法  采用 ÷⁄ 2≤ 色谱柱 流动相 乙腈 2

# × 缓冲液 ° # 三乙胺调节 Β 流速 # 检测波长 Κ 柱

温 ε ∀结果  在 ∗ Λ # 浓度范围内峰面积与浓度呈现良好的线性关系 回归方程为 ≤

相关系数 ρ ∀日内精密度和日间精密度均小于 ∀结论  本法专属性良好 符合十取代芦丁硫酸钠的含

量测定和有关物质检查的要求 ∀

关键词 高效液相色谱法 十取代芦丁硫酸钠 含量测定

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

∆ετερµ ινατιον οφ Ρ ∆Σ ανδ Ρ ελατιϖε Ιµ πυριτιεσβψ ΙΠ2Ρ Π2ΗΠΛΧ

÷∏ 2 • ÷ 2∏ ( . Ζηεϕιανγ Ινστιτυτε οφ ΤΧΜ&Νατυραλ∆ρυγ , Ηανγζηου , Χηινα; . Χολλεγε οφ Πηαρ2

µ αχευτιχαλΣχιενχεσ Ζηενγϕιανγ Υνιϖερσιτψ, Ηανγζηου , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × ° ≤ ⁄≥ √ ∏ ΜΕΤΗΟ∆ Σ  

≤ ∏ ∏ × # ∏ ∏ #

× Β √ √ # × √ Ρ ΕΣΥΛΤΣ × 2

∏√ ∗ Λ # ≤ ρ × 2 2 ≥⁄

ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × ∏ ∏

× ∏ ⁄≥ √

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ° ≤ ⁄≥

##中国现代应用药学杂志 年 月第 卷第 期                ≤ ° ∏ ∂



  十取代芦丁硫酸钠 ⁄≥ 是抗艾滋病候选药物 由于化

学结构的特殊性 在原料药的合成过程中存在九取代芦丁硫

酸钠 ≈ ∏ ∏ ∏ ≥ 这两个化合物

结构相似 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 °2 °2 ° ≤ 方法 比较了不同 值 !离子对浓度

和缓冲盐浓度等对分离效果的影响 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

≥ ∏ ≤ 2 ≤液相色谱仪 岛津 日本 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

∏≤ 2∂ ° √ 数据处理工作站 ∀ ÷ ∞2

÷⁄ 2 ≤ 液相分析柱 ≅ Λ 2

美国 ≤ 预柱 ≅ Λ ∀

⁄ 核酸蛋白分析仪 紫外扫描 美国 ∀

十取代芦丁硫酸钠和九取代芦丁硫酸钠原料为自制 十

取代芦丁硫酸钠对照品 自制 峰面积归一化法含量为

∀四丁基溴化铵 × 离子对试剂 !三乙胺

×∞ !磷酸二氢钾等为分析纯 乙腈 ƒ 美国 为色

谱纯 水为自制二次去离子水 ∀

2  方法与结果

2 1  色谱条件

岛津 ≤ ≤液相色谱仪 日本 色谱柱 ÷⁄ ≤

柱 ≅ Λ 流动相 乙腈

# × 缓冲液 ° # ×∞ 调节

Β 流速 # 检测波长 Κ

柱温 ε ∀

2 2  溶液的制备

对照品溶液 取经干燥至恒重的 ⁄≥对照品约

精密称定后置 量瓶中 加水至刻度 摇匀 作为对照

品的储备液 然后精密量取此储备液 至 量瓶

中 加流动相至刻度 摇匀 作为对照品溶液 ∀

供试品溶液 取 ⁄≥样品或粗品约 精密称定后

置 量瓶中 加水至刻度 摇匀 精密量取 至

量瓶中 加流动相至刻度 摇匀 作为供试品溶液 ∀

2 3  测定方法

分别取 ⁄≥对照品溶液和样品溶液 进样 Λ 测定

峰面积 按外标法定量 ∀

2 4  方法专属性考察

取对照溶液 !样品溶液 !样品加热破坏溶液

≤ !酸破坏溶液 ⁄ !碱破坏溶液 ∞ !氧化破坏溶液 ƒ !

光照溶液 !样品 ≥ 和溶剂 按上述色谱条件

进样 样品主峰保留时间为 样品主峰与不同条件

下的杂质峰的分离度大于 且 ⁄≥和 ≥达到基线分

离 分离度大于 ∀

2 5  线性关系考察

分别精密量取 # 的 ⁄≥对照品储备液适

量 分置 量瓶中 加流动相至刻度 摇匀 分别得到浓

度为 和 Λ #

进样测定 记录色谱图 ∀按照最小二乘法原则 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 . Χ . ,相关系数 ρ

∀结果表明 ⁄≥在 ∗ Λ # 浓度范围

内有良好的线性关系 ∀

2 6  精密度试验

分别精密量取高 !中 !低 Λ # 三

种不同浓度的 ⁄≥对照品溶液 进样测定 记录色谱图 ∀试

验结果表明 不同浓度 ⁄≥日内精密度和日间精密度均小

于 ∀

表 1  精密度试验结果 ν , ξ ? σ

Ταβ 1  ° ⁄≥ ν , ξ ? σ

样品浓度

Λ #

精密度

日内 日间

2 7  样品溶液的稳定性考察

取 ⁄≥供试品适量 用水溶解 然后放置于不同的温度

条件下 分别为冷藏 ε !室温 ε 和体温 ε 于不

同时间点取样 按照以上色谱条件进样测定

按峰面积定量 测定结果表明 ⁄≥供试品水溶液在低温条

件 ε 下比较稳定 ∀

表 2  不同温度条件下稳定性考察结果

Ταβ 2  ≥ ⁄≥ ∏ ∏

时间 ε ε ε

≥⁄

2 8  样品含量测定

取 ⁄≥原料药样品 批 每批取三份 按照测定方法测

定含量 测定结果见表 ∀

表 3  样品含量测定结果 ν , ξ ? σ

Ταβ 3  ⁄≥ ° ≤ ν , ξ ? σ

批号 含量 ≥⁄

÷ ?

÷ ?

÷ ?

2 10  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 记录色谱图至主成分保留时间的 倍 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 ≥成为其主要的有关物质 ∀实验测定了 批样品的

有关物质 测定结果见表 ∀
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表 4  有关物质检查结果 ν

Ταβ 4  ⁄ ∏ ⁄≥ ° ≤ ν

批号 有关物质总量 ≥ ≥⁄

÷

÷

÷

3  讨论

3 1  检测波长的选择

⁄≥在 和 处有最大吸收 处的吸

收度约为 处的 倍 为了提高 ⁄≥和有关物质测

定的检测灵敏度 实验选择 为检测波长 ∀

3 2  色谱柱的选择

选用了 ≤ 柱 !≤ 柱 !≤ 柱 !≤ 柱 !° 柱 !≥ 2 柱 ! 柱

正 !反相 和 ≤ 柱 正相 等不同极性的色谱柱进行了考

察 实验发现 由于 ⁄≥为极性化合物 在不加离子对的情

况下 改变不同的流动相成分 !组成 !比例和 值 ⁄≥均没

有保留 ∀

3 3  离子对试剂类型的选择

为增强 ⁄≥在色谱柱上的保留值 考察比较了四甲基

溴化铵 × !四乙基氯化铵 ×∞ ≤ 和四丁基溴化铵

× 三种离子对试剂以及不同类型离子对的浓度 !

值 !流动相的比例等条件 实验显示当使用 × 为离子对

试剂时 通过优化流动相比例 !离子对试剂的浓度 !流动相

值 !缓冲盐浓度等条件 ⁄≥在 ≤ 色谱柱上得到了良好的

保留 并且 ⁄≥和 ≥有良好的分离度 ∀

3 4  离子对试剂浓度的选择

设定乙腈与水相的比例为 Β √ √ 水相不调节

分别以 和 # 浓度的 × 以

⁄≥和 ≥的保留时间 !柱效 和它们之间的分离度

为判断标准 进行 × 浓度的考察 ∀当 × 的浓度

低于 # 时 ⁄≥和 ≥在色谱柱上没有保留 而

当 × 的浓度在 ∗ # 的范围内 随着浓度的

升高 供试品的保留时间缩短 !柱效增强 !两者的分离度增

大 当浓度大于 # 时 这种改变则不是很明显 ∀

因此 选择 # 为离子对试剂 × 的浓度 ∀

3 5  流动相 值的选择

在乙腈与水相的比例为 Β √ √ × 的浓度为

# 的前提下 用 ×∞ 调节水相的 值为

和 以 ⁄≥和 ≥的保留时间 !柱效

和它们之间的分离度 为判断标准 进行流动相

值的考察 ∀随着水相 值的增加 ⁄≥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 但当 值

大于 时 改变则不明显 ∀因此 实验选择流动相水相的

值为 ∀

3 6  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 × 的浓度为 # ×∞ 调节

为 的比例为 Β √ √ 的前提下 分别调节水相中

磷酸二氢钾的浓度为 和 # 以 ⁄≥和

≥的保留时间 !柱效 和它们之间的分离度 为

判断标准 进行离子强度的考察 ∀随着水相中离子强度的增

强 ⁄≥和 ≥在色谱柱上的保留时间缩短 !两者的分离度

增大 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 # ∀
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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 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 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 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 以上 控制菌检查试验组采用常规

法 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 ∀
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