
关 o并具有特异性抗原依赖性 o提示特异性转移因子较普通

转移因子在临床应用上更具针对性 ∀但在高浓度银屑病皮

损角蛋白 ktss Λª# °�
p t

l下 o可能是因为角蛋白是用 { °²̄

# �
p t的尿素溶液溶解 o在高浓度时对白细胞造成损伤 o白细

胞黏附作用反而下降 o提示特异性抗原的定量研究对确定特

异性转移因子临床剂量等问题有一定的指导意义 ∀实验结

果中出现的不同批次间 � ××2�� �实验的 �� �值变异较大 o可

能与各个批次提取的脾白细胞的数量及个体差异有关 ∀
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摘要 }目的  考察二氯二茂钛原料药的稳定性 o并预测其有效期 ∀方法  采用正相高效液相色谱法测定原料药含量和有关物

质 o以正己烷 2二氯甲烷 kxsΒxsl为流动相考察加速和长期稳定性试验 o经典恒温法预测其有效期 ∀结果  含量和有关物质测

定方法的平均回收率为 ||q|h kν � |lo� ≥⁄为 sqwxh ∀拟市售包装 ows ε 加速试验 y个月 o长期室温试验 uw个月 o有关物质

稍有增加 o其他各考察指标无明显变化 ∀经典恒温法预测本原料药在 ux ε 贮存时有效期大于 ts年 ∀结论  拟市售包装条件

下二氯二茂钛稳定性较好 o有效期暂定 u年 ∀
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  二氯二茂钛是一种新型有机金属抗癌化合物 o对实体瘤

有很强的抑制作用 o已进入 µ期临床研究 ≈t  ∀目前国内外对

其作用机制进行了大量研究 ≈u2v 
o然而由于分析方法的困难 o

这些机制研究大多局限于体外 o体内作用机制 !代谢和结构

转化研究有待于首先建立二氯二茂钛及其代谢物的分析方

法 ∀目前对二氯二茂钛的检测常采用差示分光光度法 ≈w  !分

光光度法 ≈x2y  !电势滴定法 ≈w 和氧瓶燃烧法 ≈z 等 o这些方法灵

敏度低 o操作烦琐 o缺乏专属性 o有关物质干扰其测定 ∀笔者

首次采用正相氰基 � °�≤同时测定二氯二茂钛原料药的稳

定性 o方法专属性强 o为该类药物制剂的含量测定 !质量标准

和体内研究奠定基础 ∀

1  仪器与试药

≥«¬°¤§½∏ �≤ p ts�高效液相色谱仪 ~≥°⁄ p ts�紫外检

测器 ~ ≤ ×� p ts� 柱温箱 ~ �usss色谱数据处理仪 ∀ • ¤2

·̈µ¶uy|x高效液相色谱仪 o• ¤·̈µ¶u|||二极管阵列检测器 ∀

≤ ≥ p xst型超级恒温仪 k重庆试验设备厂 l∀二氯二茂钛对

照品购自 � §̄µ¬¦«公司 k批号 }�stuvxuusto含量 ||q|h l~内

标 Ξ2溴代苯乙酮由国药集团化学试剂有限公司提供 k批号 }

×usswttsvo纯结晶后含量大于 ||qsh l~二氯二茂钛原料药

由本课题组合成 k批号 }||svtxo||svuto||svu{o纯度大于

|{qsh l~正己烷和二氯甲烷均为色谱纯 ∀

2  实验方法与结果

2q1  色谱条件

氰基 �¬¦«µ²¶²µ¥2≤ �色谱柱 kw °° ≅ uxs °°ox Λ° o购于

� µ̈¦® ��¤� o⁄¤µ°¶·¤§·公司 l~流动相 }正己烷 2二氯甲烷 kxs

Βxsl~流速 }tqs °�# °¬±
p t

~柱温 }ux ε ~检测波长 }uxw ±°~

灵敏度为 sqsx � �ƒ≥∀杂质测定灵敏度为 sqsu � �ƒ≥∀此色

谱条件下样品 !对照品和有关物质测定色谱图见图 t∀

图 1  高效液相色谱图

� p对照品和内标溶液色谱图 kχ对照品 � ux Λª# °�p t oχ内标 � ts Λª# °�p t l~� p样品溶液色谱图 kχ内标 � ts Λª# °�p t l~≤ p有关物质测定色

谱图 kχ样品 � t °ª# °�p t oχ内标 � ts Λª# °�p t l~t p内标 Ξ2溴代苯乙酮 ~u p二氯二茂钛 ~v p杂质

Φιγ 1  � °�≤ ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼¶

� p ¦«µ²°¤·²ªµ¤° ²©¶·¤±§¤µ§ ¶¤°³̄¨ ©²µ·¬·¤±²¦̈±¨ §¬¦«̄²µ¬§̈ ¤±§ ¬±·̈µ±¤̄ ¶·¤±§¤µ§~� p ¦«µ²°¤·²ªµ¤° ²© ¶¤°³̄ ~̈≤ p ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ²© µ̈ ¤̄·̈§ ¶∏¥2

¶·¤±¦̈¶¬± ¶¤°³̄ ~̈t p ¬±·̈µ±¤̄ ¶·¤±§¤µ§}Ξ2«¼³±²±¨ ¥µ²°¬§̈ ~u p ¶¤°³̄ }̈·¬·¤±²¦̈±¨ §¬¦«̄²µ¬§̈ ~v p ¬°³∏µ¬·¼

2q2  线性关系和检测限试验

精密称取干燥至恒重的二氯二茂钛对照品 ux °ªo置于

tss °�量瓶中 o用流动相溶解并稀释至刻度 o摇匀 o即得浓

度为 squx °ª# °�
p t的对照品贮备液 ∀精密量取此溶液 to

uowo{otuotyous °�置于 tss °�量瓶中 o并分别加入 ts °�

内标贮备液 k浓度为 sqt °ª# °�
p t

lo用流动相稀释至刻度 o

摇匀 ∀在选定的色谱条件下进样 us Λ�o记录样品和内标峰

面积 ∀以样品与内标峰面积之比 (φ)对浓度 (χ)进行线性回

归 ,得到回归方程为 φ� s. szt sχ n s. sxy u(ρ� sq||| |l∀结

果表明 o浓度在 uqx ∗ xs Λª# °�
p t内 o样品与内标峰面积之

比与浓度呈良好的线性关系 ∀

精密吸取上述对照品贮备液适量 o用流动相稀释成含二

氯二茂钛 sqt Λª# °�
p t的溶液 o进样 o通过信噪比 k≥ r�� vl

检验 o确定检测限为 u ±ª∀

2q3  重复性和回收率试验

取同一批号样品 o配制成浓度约为 us Λª# °�
p t的溶

液 o平行测定 y次 o� ≥⁄为 sqvh ∀表明重复性良好 o能够满

足定量分析的要求 ∀

精密称取已知含量的二氯二茂钛样品适量 o配制成高

kws Λª# °�
p t

l!中 kus Λª# °�
p t

l!低 kx Λª# °�
p t

l三个

浓度的供试品溶液 o各测定 v次 o根据工作曲线计算回收率 ∀

二氯二茂钛平均回收率为 ||q|h o� ≥⁄为 sq|h kν � |l∀

2q4  方法专属性

2q4q1  破坏性实验  取本品适量 o分别置于 x个 xs °�量

瓶中 o加入 y °²̄ # °�
p t氢氧化钠 x °�oy °²̄ # °�

p t盐酸 x

°�ovsh的过氧化氢 o用 ¬̄ x xss强光照射 o置 tss ε 水浴中

加热 ts «o分别用酸碱中和处理后用流动相稀释至刻度 o摇

匀 o用 sqwx Λ°有机微孔滤膜过滤 o取续滤液 ∀ x个样品分

别进样 us Λ�o记录色谱图 ∀结果表明本品经强酸 !碱 !氧化

剂 !强光以及高温破坏后 o产生的杂质峰能有效地与主峰完

全分离 o方法专属性好 o能够满足有关物质测定的要求 ∀

2q4q2  检测方法专属性  取二氯二茂钛合成过程中的起始

原料 !中间体及原料药粗品适量 o加流动相溶解并稀释成适

宜浓度的溶液 o用 sqwx Λ°有机微孔滤膜过滤 o取续滤液 o分

#vu#中国现代应用药学杂志 uss{年 u月第 ux卷第 t期                ≤ «¬± �� � °ouss{ ƒ ¥̈µ∏¤µ¼o∂ ²̄ qux �²qt



别进样 us Λ�o记录色谱图 ∀结果表明起始原料 !中间体及粗

品中的杂质均能有效地与主峰分离 o方法专属性能够满足有

关物质测定的要求 ∀

2q5  样品含量测定  取本品适量 o精密称定 o加流动相溶解

并稀释成每 t °�中约含二氯二茂钛 ux Λª和内标 Ξ2溴代苯

乙酮 ts Λª的溶液 o按前述方法测定 ∀以样品和内标峰面积

之比计算含量 o测定 v批 k批号 }||svtxo||svuto||svu{l∀

平均含量分别为 tssquh o ||qzh o ||qzh ~ � ≥⁄分别为

sqth osqvh osquh ∀

2q6  有关物质测定

取本品适量 o加流动相溶解并稀释成每 t °�中含二氯

二茂钛 t °ª的溶液作为供试品溶液 ~精密量取适量 o用流动

相稀释成每 t °�中含 ts Λª的溶液 o作为对照溶液 ∀照含

量测定的色谱条件 o取对照溶液 us Λ�o注入液相色谱仪 o调

节检测灵敏度 o使主成分色谱峰的峰高为满量程的 ush ∗

uxh ∀精密量取供试品溶液和对照品溶液各 us Λ�o注入液

相色谱仪 o记录色谱图至主峰保留时间的 uqx倍 ∀供试品溶

液色谱图中如有杂质峰 o单个杂质峰面积不得大于对照溶液

主峰面积 ksqxh lo各杂质峰面积的和不得大于对照溶液主

峰面积的 t倍 kth l∀三批样品的有关物质含量分别为

sqth osquh osqth o符合规定 ∀

2q7  稳定性试验

2q7q1  长期试验  本品 v批 k批号 }||svtxo||svuto||svu{lo

拟市售包装 k玻璃安瓿 o避光 lo在 kux ? ulε o� � kys ? xlh

条件下放置 uw个月 o分别于 soyo|otuouw个月取样 o按照按稳

定性重点考察项目进行检测 ∀结果表明 o长期试验 uw个月 o

三批样品的外观性状 !³�值 !澄明度 !熔点 !含量均未发生显

著性变化 o有关物质稍有增加 o但均未超过 squuh ∀

2q7q2  加速试验  本品 v批 k批号 }||svtxo||svuto||svu{lo

市售包装 o在 kws ? ulε o相对湿度 kzx ? xlh条件下放置 y个

月 o分别于 sotovoy个月取样 o按照按稳定性重点考察项目进

行检测 ∀结果表明 o加速条件下 o三批样品有关物质略有增

加 o但均未超过 squh o其他项目如外观性状 !³�值 !澄明度 !

熔点 !含量等均未发生显著性变化 ∀

2q7q3  经典恒温法  将分装的 u ª# �
p t的二氯二茂钛原料

药分别置于 tss ε otts ε otus ε 和 tvs ε 的恒温箱中 o避

光加热 o按设计时间点取样 o照 / uqx0项下方法测定含量 o结

果见表 t∀其含量对数 ª̄χ与加热时间 ·按照最小二乘法进

行线性回归 o求出各温度下的回归方程 !相关系数 kρl及斜率

�o并由 �� uqvsv ≅ �计算出各温度的反应速率常数 �o在

tssottsotus和 tvs ε 下的 ª̄χ分别为 p wqstwo p vqy|zo

p vquwyo p uq|{x∀

由 � µµ«̈ ±¬∏¶指数定律 ª̄�� ª̄� p ∞ rkuqvsv� ×lo以各温

度 ª̄�与相应的 t r×进行回归得到回归方程 } ª̄�� tsqtwt z

p x u{z ≅ t r×o¿µ¿� sq||z to由回归方程外推至室温 ux ε

求出分解速率常数 �o并计算有效期 τsq| ∀结果 �uxε � uqx ≅

ts
p {

oτsq| ∴ ts年 o活化能 ∞为 xqyu ®�# °²̄
p t ∀结合加速试

验和长期试验结果 o有效期可暂定为 u年 ∀

表 1  经典恒温法试验结果

Τ αβ 1  � ¶̈∏̄·¶©²µ·«̈ ·̈¶·²©¦̄¤¶¶¬¦¤̄ ¬¶²·«̈ µ°¤̄ ° ·̈«²§

温度 rε 时间 r« χrh ª̄χ

tss s tssqu uqsss |

ty tssqs uqsss s

uw ||q| tq||| y

w{ ||qz tq||{ z

zu ||qx tq||z {

tts s tssqu uqsss |

ty ||qy tq||{ v

uw ||qw tq||z w

w{ ||qs tq||x y

zu |{q{ tq||w v

tus s tssqu uqsss |

ty |{qx tq||v w

uw |zqy tq|{| w

w{ |yqw tq|{w t

zu |wq| tq|zz x

tvs s tssqu uqsss |

ty |zqx tq|{| s

uw |yqt tq|{u z

w{ |xqy tq|{s x

zu |uqu tq|yw z

3  讨论

3q1  色谱条件选择

二氯二茂钛极性大 o溶解性特殊 o非极性 � ⁄≥柱与硅胶

柱上均难以保留 ∀本研究选择了氰基键合色谱柱 o利用氰乙

基取代硅胶的羟基与化合物形成诱导极化作用而得以保留 ∀

流动相采用正己烷 Β二氯甲烷 � xsΒxs时 o方法专属性强 o各

组分能完全分离 o样品中降解产物对测定无干扰 ∀经过强

酸 !碱 !氧化剂 !强光以及高温破坏后的样品进行二极管阵列

检测 o结果表明 }破坏后的降解产物与原药的紫外吸收光谱

相似 o均在 kuxw ? ul±°范围有最大吸收波长 o故确定含量测

定和有关物质检查的波长在 uxw ±°∀

3q2  流动相的选择

本研究选用以饱和烷烃正己烷为底剂 o先后分别与氯

仿 !二氯甲烷 !乙醚等配成二元溶剂作为流动相进行比较研

究 o结果表明 }二氯甲烷和正己烷为流动相时峰形和分离度

均符合要求 o当正己烷 Β二氯甲烷 � xsΒxs时 o方法专属性强 o

样品中降解产物对测定无干扰 ∀

3q3  有关物质测定波长的选择

经过强酸 !碱 !氧化剂 !强光以及高温破坏后的样品进行

二极管阵列检测 o结果表明 }破坏后的降解产物与原药的紫

外吸收光谱相似 o均在 kuxw ? ul±°范围有最大吸收波长 o故

确定含量测定和有关物质检查的波长均在 uxw ±° ∀

3q4  内标的选择

选择了丹皮酚 !厚朴酚 ! ×� °!邻苯二甲醛 !二茂铁以及

Ξ2溴代苯乙酮等不同的内标物质 o研究结果表明 oΞ2溴代苯

乙酮作为内标物可以与二氯二茂钛主峰达到完全分离 k� �
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ulo且保留时间适宜 o故选做内标 ∀

3q5  药物有效期的确定

采用经典恒温法 ≈{ 预测药物有效期需要按一级反应方

程处理数据 o本实验温度在 tts ε 以上时 o原料药逐渐分解 o

其含量对数对时间作图近似为一条直线 o表明为一级反应 ∀

而 • ¬̈¥∏̄ 分̄布拟合法 ≈| 预测贮存期不需要知道反应级数 o

本试验曾对经典恒温法实验数据 o采用 • ¬̈¥∏̄ 分̄布拟合法

进行处理 o两种方法预测室温贮存期结果基本一致 ∀
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