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摘要：目的　 建立普瑞巴林的含量测定方法。方法　 以２，４，６三硝基苯磺酸作为衍生化试剂，采用柱前衍生化ＨＰＬＣ。色谱
柱为Ｃ１８柱，流动相为０． ０１ ｍｏｌ·Ｌ －１乙酸铵水溶液（用磷酸调ｐＨ至４． ０）乙腈（４３∶ ５７），流速为１． ０ ｍＬ·ｍｉｎ －１；柱温为４０ ℃；
检测波长为３５０ ｎｍ。结果　 回收率９９． １８％，ＲＳＤ ＝ １． １５％，普瑞巴林在３． ３２０ ～ ４９． ８０ μｇ·ｍＬ －１内呈良好线性关系（ｒ ＝
０． ９９９ ９）。最低定量限：０． ５ μｇ·ｍＬ －１。结论　 所建立的方法快速、简便、准确、灵敏，可用于普瑞巴林的含量测定。
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　 　 普瑞巴林（ｐｒｅｇａｂａｌｉｎ）是γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）
受体激动剂，结构与加巴喷丁类似，也是ＧＡＢＡ的３
位烷基取代物，２００４年１２月，ＦＤＡ批准辉瑞公司
（Ｐｆｉｚｅｒ）的普瑞巴林（商品名Ｌｙｒｉｃａ）用于治疗糖尿
病性外周神经痛（ＤＰＮ）及疱疹后遗神经痛（ＰＨＮ）。
同年７月，欧盟批准Ｌｙｒｉｃａ用于治疗外周神经痛及
辅助治疗部分性癫痫发作。同年，在美国及其他欧
洲国家相继上市。与加巴喷丁相比，本品具有剂量
低、毒副作用少的优势。

普瑞巴林为（３Ｓ）３氨甲基５甲基己酸，是
ＧＡＢＡ类似物，本身无紫外吸收，以衍生化试剂２，４，
６三硝基苯磺酸引入紫外吸收基团，进行ＨＰＬＣ测
定。本试验对普瑞巴林柱前衍生化ＨＰＬＣ进行了方
法学研究。
１　 仪器与试药

高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ ５１０泵、Ｓｈｉｍａｄｚｕ检
测器ＳＰＤ１０Ａ ＶＰ、ＨＷ色谱工作站），Ｍｅｔｔｌｅｒ ＤＬ５３

自动电位滴定仪。２，４，６三硝基苯磺酸由Ｓｉｇｍａ公
司提供，纯度：９９． ４％，规格：１０ ｍＬ，浓度为５％。吡
啶、冰乙酸、磷酸、乙酸铵（分析纯，南京化学试剂
厂）；蒸馏水；乙腈（色谱纯，ＴＥＤＩＡ）。氢氧化钠
（０． １ ｍｏｌ·Ｌ －１）滴定液根据药典配制；高氯酸（０． １
ｍｏｌ·Ｌ －１）滴定液根据药典配制；基准物邻苯二甲
酸氢钾（优级纯，上海试剂三厂）；酚酞指示剂；结晶
紫指示剂（分析纯，上海化学试剂厂）。

普瑞巴林样品、对照品（纯度９９． ３％）由南京工
业大学江苏省药物研究所合成研究室提供。
２　 方法与结果
２． １　 色谱条件

色谱柱：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ ｌｕｎａ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６
ｍｍ，５ μｍ）；流动相：０． ０１ ｍｏｌ·Ｌ －１乙酸铵水溶液
（用磷酸调节ｐＨ至４． ０）乙腈（４３ ∶ ５７）；流速：１． ０
ｍＬ·ｍｉｎ －１；柱温：４０ ℃；检测波长：３５０ ｎｍ；进样量：
２０ μＬ。
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２． ２　 溶液的配制
对照品储备溶液的制备：精密称取普瑞巴林对

照品约１５ ｍｇ，置５０ ｍＬ量瓶中，加５０％乙腈稀释至
刻度，作为对照品储备液。

对照品溶液的制备：精密量取上述储备液１． ０
ｍＬ置１０ ｍＬ量瓶中，分别加入衍生化试剂２，４，６三
硝基苯磺酸０． ２ ｍＬ，吡啶３． ０ ｍＬ，蒸馏水２． ０ ｍＬ，
密闭，振摇混匀３０ ｓ。８５ ℃水浴加热１ ｈ，冷水冷却
１０ ｍｉｎ，加２． ０ ｍＬ冰乙酸，振摇混匀３０ ｓ，加水稀释
至刻度，摇匀作为对照品溶液。

供试品溶液的制备：精密称取普瑞巴林样品约
１５ ｍｇ，置５０ ｍＬ量瓶中，加５０％乙腈稀释至刻度，
作为供试品储备液。依法制备供试品溶液。

空白溶液的制备：精密量取５０％乙腈１． ０ ｍＬ
置１０ ｍＬ量瓶中，依法制备空白溶液。
２． ３　 系统适应性试验与空白干扰试验

取普瑞巴林对照品溶液在上述色谱条件下进行
测定，结果以主峰计算理论板数为１５ ５４８，拖尾因子
为１． ０３，与前一峰分离度为２． ３２。取对照品溶液，
连续进样５次，计算普瑞巴林峰面积相对标准偏差，
ＲＳＤ ＝０． ３８％。另依法进行空白试验，结果空白无
干扰。见图１。

图１　 高效液相色谱图
Ａ －空白样品；Ｂ －普瑞巴林
Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
Ａ － ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅ；Ｂ － ｐｒｅｇａｂａｌｉｎ
２． ４　 线性范围与标准曲线

分别精密吸取对照品储备液０． １，０． ５，１． ０，
１． ２，１． ５ｍＬ置１０ ｍＬ量瓶中，加入衍生化试剂２，４，
６三硝基苯磺酸０． ２ ｍＬ，吡啶３． ０ ｍＬ，分别加入蒸
馏水２． ９，２． ５，２． ０，１． ８，１． ５ ｍＬ，密塞，振摇混匀３０
ｓ。８５ ℃水浴加热１ ｈ，冷水冷却１０ ｍｉｎ，加２． ０ ｍＬ
冰乙酸，振摇混匀３０ ｓ，加水稀释至刻度，摇匀，分别
进样２０ μＬ。以浓度Ｃ为（μｇ·ｍＬ －１）横坐标，峰面
积Ａ为纵坐标，进行线性回归。普瑞巴林回归方程

为：Ａ ＝０． ４１８ ０ × １０４ ＋ ５． ６２９ × １０４Ｃ，ｒ ＝ ０． ９９９ ９。
结果表明普瑞巴林在３． ３２０ ～ ４９． ８０ μｇ·ｍＬ －１内呈
良好线性关系。
２． ５　 溶液稳定性试验

取供试品溶液，室温放置，分别于０，１，３，４，５ ｈ
进样，峰面积ＲＳＤ为０． ５５％，表明衍生化溶液在５ ｈ
内是稳定的。
２． ６　 回收率试验

精密称取已知含量样品适量，加入对照品适量，
配制成约相当于含量测定浓度的８０％，１００％，
１２０％的供试品溶液各３份。依法测定，计算。平均
回收率为９９． １８％，ＲＳＤ为１． １５％。
２． ７　 重复性试验

精密称取样品（批号：０５０２０３）６份，进行普瑞巴
林的含量测定，ＲＳＤ为０． ８９％。结果表明本方法重
复性好。
２． ８　 中间精密度

由２名不同试验者在不同时间、以不同仪器、采
用不同色谱柱测定同一批原料样品普瑞巴林的含
量，ＲＳＤ为０． ９６％，结果表明本方法中间精密度
良好。
２． ９　 灵敏度试验

本品最低定量限：０． ５ μｇ·ｍＬ －１，最低检测限
０． １ μｇ·ｍＬ －１。
２． １０　 样品测定

进行了三批样品含量测定，并与甲醛滴定及非
水滴定测定结果相比较，结果一致，见表１。
表１　 三种含量测定方法样品测定结果比较（％）
Ｔａｂ １ 　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｅｇａｂａｌｉｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ
（％）

批号 ＨＰＬＣ 甲醛滴定１） 非水滴定２）
０５０２０３ ９９． ３２ ９９． ４２ ９９． ３７

０５０３１１ ９９． １６ ９９． ２３ ９９． ０９

０５０３２３ ９８． ８５ ９８． ７６ ９８． ９４

注：１）甲醛滴定法：与甲醛溶液反应，以酚酞为指示剂，用氢氧化钠滴
定液（０． １ ｍｏｌ·Ｌ －１）滴定。２）非水滴定法：以结晶紫作为指示剂，高
氯酸为滴定剂（０． １ ｍｏｌ·Ｌ －１）滴定。
Ｎｏｔｅ：１）Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ Ｔｉｔｒａｔｉｏｎ：Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｏ
ｐｈｅｎｏｌｐｈｔｈａｌｅｉｎ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ，ｔｉｔｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （０． １
ｍｏｌ·Ｌ －１）ｔｉｔｒａｔｉｏｎ；２）ｎｏｎａｑｕｅｏｕｓ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ：ｗｉｔｈ ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ ａｓ ａｎ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｉｔｒａｎｔ ｐｅｒｃｈｌｏｒｉｃ ａｃｉｄ （０． １ ｍｏｌ·Ｌ －１）ｔｉｔｒａｔｉｏｎ
３　 结果与讨论

普瑞巴林是ＧＡＢＡ类似物，没有明显的紫外吸
收（仅有较弱的末端吸收），因而用ＨＰＬＣＵＶ法测
定时，需进行衍生化处理，引入紫外吸收基团以便检
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测。采用正交设计考察了衍生化时间、温度、冰乙酸
用量［１３］对衍生化结果的影响。结果证明８５℃，加
热１ ｈ，加冰乙酸２． ０ ｍＬ时衍生化效果最佳，衍生化
产物稳定。

采用衍生化ＲＰＨＰＬＣ测定普瑞巴林的含量，该
法灵敏、稳定，为有效控制普瑞巴林的质量提供了一
种可行的方法。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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ＨＰＬＣＲＩ测定复方甘露醇注射液中甘露醇、葡萄糖的含量
柯云翠，朱义（杭州民生药业集团有限公司，杭州３１００１１）

摘要：目的　 建立复方甘露醇注射液中甘露醇、葡萄糖含量测定方法。方法　 用ＨＰＬＣＲＩ法，以强酸性阳离子交换树脂（钙
型）（Ｓｕｇａｒ Ｐａｋ Ⅰ ３００ ｍｍ ×６． ５ ｍｍ）为固定相，水为流动相，柱温（８５ ± １）℃，流速０． ５ ｍＬ·ｍｉｎ －１；检测器为示差折光检测器，
池温４０ ℃。结果　 甘露醇在０． １５ ～ １５ ｍｇ·ｍＬ －１内呈良好的线性关系，Ｙ ＝ ６４３ ４６７Ｘ － １５ ３７３ （ｒ ＝ ０． ９９９ ８，ｎ ＝ ７），平均回收
率为１００． １％（ＲＳＤ ＝ ０． ８９％，ｎ ＝ ９）；葡萄糖在０． ０５ ～ ５ ｍｇ·ｍＬ －１内呈良好的线性关系，Ｙ ＝ ６４０ １５１Ｘ － ３ ７１９． ６ （ｒ ＝ １． ０００ ０，ｎ
＝ ７），平均回收率为１００． １％（ＲＳＤ ＝ ０． ７３％，ｎ ＝ ９）。结论　 该方法简便准确，重复性好，符合甘露醇、葡萄糖含量测定的
要求。
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　 　 复方甘露醇注射液是由１５％甘露醇、５％葡萄
糖和０． ４５％氯化钠加水组成的复方制剂，为渗透性
脱水利尿药，用于降低颅内压、眼内压、利尿及防止
早期肾功能不全等。

本品中的甘露醇、葡萄糖结构相似，具有非常相
近的理化性质，用传统的氧化还原法、旋光法等测定
含量，相互难以排除干扰，或专属性不强，均不适用

于甘露醇、葡萄糖的定量分析。国外药典［１３］采用
ＨＰＬＣＲＩ法，以钙型强阳离子交换树脂柱，以水为流
动相，进行甘露醇的含量测定，国内也有文献报道采
用ＨＰＬＣＲＩ法以磺化聚苯乙烯类凝胶填充柱［４］或
ＨＰＬＣＥＬＳＤ法以氨基柱［５］测定甘露醇、葡萄糖的含
量。本试验建立ＨＰＬＣＲＩ对本品中甘露醇、葡萄糖
的含量进行测定。
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