
3  讨  论

曾考察了 � °2�±±²º¤¬o ⁄�2t等三种毛细管色谱柱对供

试品溶液色谱分离的影响 o结果 }� °2�±±²º¤¬色谱柱 oΑ2蒎烯

峰形较差 o与杂质分不开 ~⁄�2t毛细管色谱柱能满足 Α2蒎烯

含量测定分离度要求 o因此选择以 ⁄�2t毛细管色谱柱为分

析柱 ∀
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摘要 }目的  建立用 � °�≤测定硫唑嘌呤中有关物质的测定方法 ∀方法  采用 °«̈ ±²° ±̈ ¬̈ ≤t{ kwqy °° ≅ uss °°ox Λ° l色谱

柱 o流动相为甲醇 2sqsxh醋酸钠水溶液 kt{Β{ulo流速 }tqu °�# °¬±
pt
o检测波长 uws ±°∀结果  在选定的色谱条件下 o硫唑

嘌呤与起始物料 !中间体等有关物质完全分离 ~巯嘌呤在 sqwx ∗ tqtux Λª# °�
pt
kρ� sq||| |lot2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑 k硝化

物 l在 sqv ∗ sqzx Λª# °�
pt
kρ� sq||| |l内呈良好的线性关系 ~巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑平均回收率 kν � |l分别为

tssqth和 ||qzh ~检测限分别为 v ±ª# °�
pt和 u ±ª# °�

pt ∀结论  本测定方法简便 !准确 !专属性好 o可用于硫唑嘌呤的有

关物质的测定 ∀
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  硫唑嘌呤系巯嘌呤 ky2 ° µ̈¦¤³·²³∏µ¬± l̈的衍生物 o属免

疫抑制药 ∀通过体内分解为巯嘌呤抑制免疫活性细胞的

⁄��合成 o发挥嘌呤拮抗作用 ∀临床主要用于异体移植时抑

制免疫排斥 o多与皮质激素并用 ∀也广泛用于治疗自身免疫

性疾病 k如全身性红斑狼疮 !类风湿性关节炎等 l∀本品由

∞ ¬̄²±等于 t|yu年首先合成 ∀中国药典 ussx年版 ≈t 采用

� °�≤检测波长为 vss ±°测定硫唑嘌呤中巯嘌呤限量 ~美国

药典 �≥°vs版 ≈u 采用 ×�≤方法测定硫唑嘌呤中巯嘌呤限

量 o欧洲药典 ∞°xqs
≈v 和英国药典 �°ussz

≈w 均采用 ×�≤方

法测定硫唑嘌呤中巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑的限

量 ∀本文采用 � °�≤检测波长为 uws ±°测定硫唑嘌呤中巯

嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑的限量及其他单一杂质限

量 o使检测准确可行 o专属性强 o有利于更好地控制产品

质量 ∀
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1  仪器与试药

• ¤·̈µ¶uy|x型高效液相色谱仪 k包括 uw{z紫外检测器 !

∞°³²º µ̈色谱工作站和自动进样器 l~硫唑嘌呤对照品 k批

号 }st|z2|ystotssh o中国药品检验所提供 lo巯嘌呤对照品

k批号 }tsssv|2ussysuotssh o由中国药品检验所提供 lot2甲

基 2w2硝基 2x2氯咪唑 o次黄嘌呤及 t2甲基 2x2氯咪唑盐等对照

品均经结构确认及纯度检验 k由浙江诚意药业有限公司提

供 lo硫唑嘌呤样品 k批号 }ussy2s|stoussy2s|suoussz2s|syo

ussz2s|sz由浙江诚意药业有限公司提供 l~甲醇为色谱级 o

醋酸钠为分析级 o二甲基亚砜为色谱级 o乙醇为色谱级 o超纯

水自制 ∀

2  色谱条件与系统适用性试验

色谱柱 }°«̈ ±²° ±̈ ¬̈ ≤t{ kwqy °° ≅ uss °°ox Λ°lo柱温

为室温 ∀流动相 }甲醇 2sqsxh醋酸钠水溶液 kt{Β{ul∀流速

为 tqu °�# °¬±
pt
o检测波长为 uws ±°∀理论板数按硫唑嘌

呤峰计算 o应不低于 w sss~硫唑嘌呤峰和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯

咪唑 k硝化物 l峰的分离度应不低于 uqs∀

3  方法与结果

3q1  有关物质的检测

取本品适量 k约 ux °ªlo精密称定 o用二甲基亚砜适量

k约 v °�l溶解 o用流动相稀释至 tss °�o摇匀 o该液为供试

品 ~用流动相稀释至每 t °�中含 tqux Λª的溶液为自身对照

溶液 ~取 t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑 !巯嘌呤等有关物质对照品

配制成 t °�中分别含 sqxs ∗ sqzx Λª的混合对照溶液 ∀在

上述色谱重要条件下 o进样体积为 us Λ�o用外标法计算巯嘌

呤 k限量为 sqvh l!t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑 k限量为 squh l

等有关物质量 o用自身对照法计算其他杂质量 k限量为

sqxh l∀

3q2  波长的选择

硫唑嘌呤制备的起始物料为次黄嘌呤和 t2甲基 2x2氯咪

唑 o工艺工序的中间体为巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑 o

考察硫唑嘌呤中可能存在的这些物质在 uss ∗ wss ±°中紫

外吸收情况 o得知在 uws ±°波长处硫唑嘌呤及各潜在的物

质均有吸收 o确定检测波长为 uws ±°∀

3q3  准确度试验

取一批已知杂质量的硫唑嘌呤样品 o约 ux °ªo精密称定

共 |份 o分别加入一定量的巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪

唑对照品 o使供试液含杂质量为其限量的 {sh otssh o

tush o依法测定 o计算回收率 ∀试验表明 }本方法有关物质

的回收率巯嘌呤为 tssqsh o t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑为

||qzh ∀

3q4  重复性试验

精密称取 y份样品 o进行硫唑嘌呤样品中有关物质重复

性测试 o结果巯嘌呤杂质量为 sqsuh ot2甲基 2w2硝基 2x2氯咪

唑的杂质量为未检出 o最大未知杂质为 sqsuh o总未知杂质

为 sqsvh ∀

3q5  专属性试验

取空白溶液 k取 v °�⁄� ≥�液 o用流动相稀释至 tss

°�l考察其干扰情况 o经试验表明空白溶液对色谱分析几乎

无干扰 ∀在本色谱条件下 o能同时检测出次黄嘌呤 !巯嘌呤 !

t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑 !硫唑嘌呤和 t2甲基 2x2氯咪唑色谱

峰 o并达到完全分离 k分离度 ∴ uqsl∀用高温 !酸 k碱 l水解 !

氧化等方法对一批硫唑嘌呤供试液作破坏性试验 o按上述色

谱体系考察各降解产物色谱峰分离情况 o试验表明色谱峰分

离度 ∴ tqx∀

3q6  检测限与定量限

用流动相逐级稀释巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑对

照溶液 o按上述色谱体系 o记录色谱峰高大于空白基线噪音 v

倍的溶液浓度为检测限 o记录色谱峰高大于空白基线噪音 ts

倍的溶液浓度为定量限 ∀实验表明巯嘌呤 ��⁄o��±的溶液

浓度分别为 sqtx Λª# °�
pt和 sqv Λª# °�

pt
o其信噪比的

� ≥⁄分别为 uqxh和 yqyh ~硝化物 ��⁄o��±的溶液浓度分

别为 sqt Λª# °�
pt和 sqv Λª# °�

pt
o其信噪比的 � ≥⁄分别

为 uqsh和 xq|h ∀

3q7  线性和范围

3q7q1  巯嘌呤线性试验  用流动相制成巯嘌呤浓度为

sqwxosqyosqzxosq|otqtux Λª# °�
pt标准系列溶液 o进样测

定 ∀以峰面积 kΨ)对浓度 (Ξ)进行线性回归 ,得直线方程 Ψ

� vt zs{Ξ p u{z, ρ� sqs||| |∀结果表明 o巯嘌呤 sqwx ∗

tqtux Λª# °�
pt内线性关系良好 ∀

3q7q2  t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑线性试验  用流动相制成硝

化物浓度为 sqvosqwosqxosqyosqzx Λª# °�
pt标准系列溶

液 o进样测定 ∀以峰面积 (Ψ)对浓度 (Ξ)进行线性回归 ,得直

线方程 Ψ � t{ uzsΞ p {wu, ρ� s. ||| |∀结果表明 o硝化物在

sqwx ∗ tqtux Λª# °�
pt内 o浓度与峰面积呈良好线性关系 ∀

3q8  耐用性试验

3q8q1  溶液稳定性试验  取巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯

咪唑 k硝化物 l的混合对照溶液分别于 sowo{otu «进样测

定 o考察其稳定性 ∀巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑 k硝化

物 l的峰面积 � ≥⁄分别为 squyh osqxvh ∀试验表明 o该混合

对照溶液在 uw «内有较好的稳定性 ∀

取一批硫唑嘌呤样品 o配制成供试液 o分别于 sowo{otuo

uw «进样测定 o考察其稳定性 ∀硫唑嘌呤的峰面积 � ≥⁄为

sq{yh ∀试验表明 o供试液在 uw «内有较好的稳定性 ∀

3q8q2  不同甲醇比例试验  用巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2x2

氯咪唑的混合对照溶液 o考察其不同甲醇浓度 ktyh ot{h o

ush l流动相中色谱峰分离度 ∀试验表明 }在上述甲醇浓度

范围内的流动相并不影响峰面积重复性及色谱峰的分离度 ∀

3q8q3  不同浓度缓冲液试验  用巯嘌呤和 t2甲基 2w2硝基 2

x2氯咪唑的混合对照溶液 o考察其不同缓冲液浓度

ksqsw{h osqsxh osqsxuh l流动相中色谱峰分离度 ∀试验

数据表明 }缓冲液不同浓度的流动相并不影响峰面积重复性

及色谱峰的分离度 ∀

3q9  样品测定

按照供试品溶液的制备方法和测定方法 o对多批的硫唑

嘌呤样品进行了测定 o结果见表 t∀
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表 1  有关物质样品测定结果 kν � ul

Ταβ 1  � ¶̈∏̄·¶²©¶¤°³̄¨§̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± kν � ul

批号
次黄嘌呤

rh

巯嘌呤
rh

t p甲基硝基氯咪唑
rh

t p甲基氯咪唑
rh

未知的单个杂质
rh

所有未知杂质
rh

ussy2s|st s sqsu s s sqsu sqsv

ussy2s|su s sqsv sqsw s sqsx sqsy

ussz2s|sy s sqsu sqsw s sqsy sqsy

ussz2s|sz s sqsu sqsv s sqsw sqsx

4  讨  论

硫唑嘌呤中潜在杂质可能有次黄嘌呤 !t2甲基 2x2氯咪

唑 !t2甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑和巯嘌呤等物质 k主要杂质为 t2

甲基 2w2硝基 2x2氯咪唑和巯嘌呤 lo选择检测波长为 uws ±°o

可同时检测出上述物质的色谱峰 ∀经光电二极管检测器考

察表明硫唑嘌呤中未知杂质在 uws ±°波长处有紫外吸收 ∀
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  酚磺乙胺 k止血敏 l!维生素 �t
联合用药已被临床广泛

应用于各种原因引起的出血及术后止血管等 ∀最近我院使

用两药联合应用时出现不同程度的荨麻疹 !呼吸困难 !面色

紫绀 !畏冷寒战等症状 ∀现将 v个病例的特点 !处理及分析

总结报告如下 ∀

1  病例介绍

例 to赵 ÷ o女 ouz岁 o未婚 o异位妊娠 o行清宫术 o术后给

予 xh葡萄糖 xss °�n维生素 �tvs °ªn止血敏 uqs ªo出现

寒战 o立即测体温 v{qy ε o指导患者注意保暖 o多饮水 ∀

例 uo帕 ÷ ÷ ÷ o女 ov{岁 o已婚 o宫外孕 o行部腹探查术 o术

后给予 xh葡萄糖 xss °�n维生素 �tvs °ªn止血敏 uqs ªo

us °¬±后 o出现轻微寒战 o测体温 v{ ε o给予保暖 o症状缓

解 o遵医嘱继续观察 o现患者体温 vyq{ ε o指导患者注意保

暖 o多饮水 ∀

例 vuo黄 ÷ ÷ o女 ovv岁 o已婚 o阴道出血 o完全性流产 o术

后给予 xh葡萄糖 xss °�n维生素 �tvs °ªn止血敏 uqs ªo

自感发冷 o即测体温 v{ ε o给予保暖 o非那根注射液 ux °ª

肌肉注射 o嘱患者多饮水 o半小时后测体温 vzq| ε ot «后测

体温柔 vzqy ε o嘱患者注意保暖 o多饮水 ∀

2  讨论

2q1  止血敏 !维生素 �t
均为止血药 o临床应用广泛 ∀应用

过程中引起过敏的特点 }两药联合应用可致过敏 o过敏时间

在注药开始至 v §内出现 o且与其他药物无相关的联系 ∀而

把两药分别加入组液体可减少过敏现象 ∀

2q2 两药应用引起的过敏反应与其他原因所引起的过敏反应

的鉴别  ≠输液反应 }一般输液反应的发生与药物长短无关 o发

生在日期不定 ∀如果出现输液反应即表现畏寒 !寒战 !高热 o体

温升高 o同时伴有明显全身症状 ∀输液反应是由于输入液体或

输液器具被各种原因污染所造成 o当同时同批使用相同的液体

和输液器具时 o同病房会出现较多输液反应 ∀且更换取液体批

号后此类过敏反应仍有发生 o可排除 ∀ �药物过敏反应 }临床上

有许多药物可引起过敏反应 o如青霉素 !先锋霉素 ∂等 o如果是

这些药物出现的过敏反应可表现为荨麻疹 o畏冷寒战 !抽搐头

晕 o甚至休克死亡 ∀从上述 v个例子可以看出停止使用止血敏

n维生素 �t
以后 o其他药物 k其中包括有些可引起过敏症状的

药物 l继续使用并没有引起过敏反应 ∀

2q3  引起过敏的原因分析  止血敏 k即酚磺乙胺 l能促使血

小板循环量增加 o能增加血小板聚集性与黏附性 o和促使凝

血活性物质从血小板释放 o从而缩短凝血时间 o加速血块收

缩 ∀还可以增强微血管壁的抵抗力 o降低其通透性 o防止血

液外渗 ∀维生素 �t
在凝血过程中起重要作用 o参与肝内凝

血酶原的合成和促过肝脏合成血浆血因子 µ !· !º !½ ∀当

维生素 �t
缺乏或肝功能发生障碍时 o凝血酶原和维生素 �t

依赖因子合成受阻 o而导致凝血时间延长并出血 ∀止血敏偶

见有恶心 !头痛 !皮疹等 o维生素 �t
不良反应罕见 o仅在静注

过快时偶尔可出现颜面潮红 !出汁紫绀 !胸部紧闷感 ∀而两

种药物联用并非属配伍禁忌 o推测两药联用是协同效应致过

敏反应 o所以应把两种药物分别加入其他液体中进行输液可

以减少过敏反应 ∀
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