
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。
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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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１　 仪器与试药
美国Ｗａｔｅｒｓ公司液相色谱仪，包括：５１０Ａ型输

液泵、７７２５ｉ型手动进样器、柱温箱；大连依利特
ＲＩ２３０示差折光检测器；浙江大学Ｎ２０００数据处量
软件。

甘露醇对照品（中国药品生物制品检定所，批
号：１００５３３２００３０１，纯度１００％），葡萄糖对照品（中
国药品生物制品检定所，批号：１００７３６２００４０１，纯度
１００％），甘露醇（山东洁晶集团股份有限公司），葡
萄糖（华北制药康欣有限公司），氯化钠（江苏南通
勤奋制药厂），注射用水（本公司自制），复方甘露醇
注射液（本公司自制三批，批号分别为０６０２２３、
０６０２２４、０６０２２５，规格为２５０ ｍＬ，含甘露醇３７． ５ ｇ、
无水葡萄糖１２． ５ ｇ与氯化钠１． １２５ ｇ）。
２　 方法与结果
２． １　 色谱条件

色谱柱：美国Ｗａｔｅｒｓ公司Ｓｕｇａｒ Ｐａｋ Ｉ强酸性阳
离子交换树脂柱（钙型）（３００ ｍｍ × ６． ５ ｍｍ），流动
相：注射用水（经０． ２２ μｍ微孔滤膜滤过），检测器：
ＲＩ ２３０型示差折光检测器。柱温：（８５ ± １）℃，流

速：０． ５ ｍＬ·ｍｉｎ －１，进样量：２０ μＬ。理论板数按甘
露醇计算不低于１ ５００，甘露醇与葡萄糖的分离度大
于１． ５。
２． ２　 溶液的制备

对照品溶液：精密称定甘露醇对照品和无水葡
萄糖对照品适量，加水制成每１ ｍＬ中含甘露醇１． ５
ｍｇ和无水葡萄糖０． ５０ ｍｇ的溶液。

供试品溶液：精密量取复方甘露醇注射液５
ｍＬ，置１００ ｍＬ量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，精密
量取５ ｍＬ，置２５ ｍＬ量瓶中，加水稀释至刻度。
２． ３　 测定方法

取上溶液各２０ μＬ注入液相色谱仪，记录色谱
图，测定峰面积，按外标法定量。
２． ４　 方法专属性考察

专属性试验溶液配制：取甘露醇、葡萄糖、氯化
钠适量加水分别制成１． ５ ｍｇ·ｍＬ －１甘露醇溶液、
０． ５０ ｍｇ·ｍＬ －１无水葡萄糖溶液和０． ０４５ ｍｇ·ｍＬ －１
氯化钠溶液。

取对照品溶液、供试品溶液、专属性试验溶液各
２０ μＬ，分别注入液相色谱仪，记录色谱图，见图１。

图１　 空白辅料（Ａ）、对照品（Ｂ）、供试品（Ｃ）ＨＰＬＣ色谱图
１葡萄糖；２甘露醇
Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ（Ａ），ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ｂ）ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ （Ｃ）
１ｇｌｕｃｏｓｅ ；２ｍａｎｎｉｔｏｌ
２． ５　 线性关系考察

取甘露醇、葡萄糖加水配制成浓度为每１ ｍＬ中
含甘露醇１５ ｍｇ和葡萄糖５ ｍｇ的对照品溶液作为
贮备液，分别取贮备液５，３，１，０． ５，０． ２，０． １ ｍＬ置
１０ ｍＬ量瓶中加水稀释至刻度，摇匀。分别取样２０
μＬ注入液相色谱仪，记录色谱图。以峰面积Ｙ对浓
度Ｘ进行线性回归，结果：甘露醇在０． １５ ～ １５
ｍｇ·ｍＬ －１内，浓度与峰面积呈良好的线性关系，线
性方程为Ｙ ＝６４３ ４６７Ｘ －１５ ３７３，ｒ ＝０． ９９９ ８；葡萄糖
在０． ０５ ～ ５ ｍｇ·ｍＬ －１内，浓度与峰面积呈良好的线
性关系，线性方程为Ｙ ＝ ６４０ １５１Ｘ － ３ ７１９． ６；ｒ ＝
１． ０００ ０。
２． ６　 回收率试验

取甘露醇、葡萄糖加水配制成甘露醇浓度分别

为１． ２，１． ５，１． ８ ｍｇ·ｍＬ －１，无水葡萄糖浓度分别为
０． ４，０． ５，０． ６ ｍｇ·ｍＬ －１的溶液，进样测定，结果葡
萄糖、甘露醇的回收率均为１００． １％，ＲＳＤ均小于
１％，见表１，表２。
表１　 甘露醇回收率试验结果
Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｍａｎｎｉｔｏｌ

加入量
／ ｍｇ·ｍＬ －１

测得量
／ ｍｇ·ｍＬ －１

回收率
／ ％

平均回收率
／ ％

ＲＳＤ

／ ％
１． ２１５ １． ２３６ １０１． ７０
１． ２０７ １． ２０３ ９９． ６６
１． １９８ １． １８９ ９９． ２４
１． ５０６ １． ５１６ １００． ７０
１． ４９３ １． ５０５ １００． ８０ １００． １０ ０． ８９
１． ５０１ １． ５０１ １００． ００
１． ７９２ １． ７６６３ ９８． ５６
１． ８０４ １． ７９５９ ９９． ５５
１． ７９９ １． ８０８０ １００． ５０
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２． ７　 精密度试验
取同一复方甘露醇注射液样品１ ｄ内重复测定

７次，甘露醇与葡萄糖日内ＲＳＤ分别为０． ６７％（ｎ ＝
７）、０． ９３％（ｎ ＝７）。
表２　 葡萄糖回收率试验结果
Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ

加入量
／ ｍｇ·ｍＬ －１

测得量
／ ｍｇ·ｍＬ －１

回收率
／ ％

平均回收率
／ ％

ＲＳＤ

／ ％

０． ４０９ ０． ４１５１ １０１． ５０
０． ３９８ ０． ３９６８ ９９． ６９
０． ４０２ ０． ３９９９ ９９． ４７
０． ５０２ ０． ５０７０ １０１． ００
０． ４９６ ０． ４９６０ ９９． ９９ １００． １０ ０． ７３
０． ４９８ ０． ５００９ １００． ６０
０． ５９２ ０． ５９０９ ９９． ８２
０． ６０３ ０． ５９９８ ９９． ４７
０． ６０１ ０． ５９６１ ９９． １８

　 　 取同一批复方甘露醇注射液样品３份，分别在
３ ｄ测定，甘露醇与葡萄糖日间ＲＳＤ分别为１． ４３％，
１． １７％。
２． ８　 稳定性试验

取同一批复方甘露醇注射液样品，分别于０，１，
２，４，８，１２，２４，３６ ｈ测定。结果甘露醇和葡萄糖峰面
积ＲＳＤ分别为１． ４５％，１． １１％，说明样品溶液在３６
ｈ内稳定。
２． ９　 柱温、流速对分离度的影响

分别选用（７０ ± １），（８０ ± １），（８５ ± １），（９０ ±
１）℃ ４种柱温，０． ４，０． ５，０． ６ ｍＬ·ｍｉｎ －１ ３种流速试
验，结果发现柱温低时，各峰保留时间延长；流速慢，
虽有利于提高分离度，但保留时间延长，不适于大批
量生产样品的分析；流速太快，则柱压升高，对柱有
损伤。综合考虑待测成份的分离度、保留时间及柱
的使用寿命，我们选用柱温（８５ ± １）℃，流速０． ５
ｍＬ·ｍｉｎ －１，其分离度、柱效、峰形均优。
２． １０　 ３批样品甘露醇、葡萄糖含量测定结果

按照甘露醇、葡萄糖含量测定方法，测试了３批
自制复方甘露醇注射液的甘露醇与葡萄糖含量，结
果见表３。
表３　 样品实测结果（ｎ ＝ ４）
Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ ＝ ４）

批号 葡萄糖含量／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 甘露醇含量／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０６０２２３ ９９． ８６ ０． ５５ １０１． １ ０． ７８

０６０２２４ ９９． ６４ ０． ３４ １００． ５ ０． ６７

０６０２２５ ９９． １２ ０． ６７ １００． ８ ０． ４９

３　 讨论
３． １　 示差折光检测器（ＲＩＤ）

为通用浓度型检测器，对压力和温度的变化很
敏感，尤其是温度，这是因为折光物质由于温度变化
引起该物质密度变化，进而导致折射率的改变。周
围环境的细微震动，有风吹在检测器上，流动相有微
小的气泡等，都会引起基线的比较大的波动，所以为
了使ＲＩＤ正常工作，需要整个色谱系统十分的稳
定，包括：液相色谱体系处在一个温度恒定的试验
室，避免震动，调整好出口管的粗度及长度，保持检
测池内恒定的压力，样品池和参比池的温差尽可能
的小，流动相（水）用前一定要过滤超声，尽可能除
去气泡杂质等。
３． ２　 强酸性阳离子交换柱（钙型）

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，用于
甘露醇原料的分析，已收入国外相关药典［１３］。离子
交换柱的材料不耐压，使用时要特别注意：柱温升至
７０ ℃后，才可将流速调至０． ２ ｍＬ·ｍｉｎ －１以上，并逐
步调节流速，其柱温、流速、柱压分别不可超过
９５ ℃、０． ６ ｍＬ·ｍｉｎ －１、１ ｋＰａ，故将柱温控制在７０ ～
９０ ℃之间，流速０． ５ ｍＬ·ｍｉｎ －１，这样既可使几种组
分得到很好的分离，又能将柱压控制在合适范围内。
３． ３　 柱温、检测池温度控制

本试验柱温（８５ ± １）℃，接近水的沸点，检测池
温度４０ ℃，二者温差大，柱温、池温的变化直接影响
样品的分析。系统安装时，尽可能将柱、检测池间连
线放置在柱箱内，避免连续流出的样品经过检测池
时因温差大影响分析结果。
ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ

［１］ ＢＰ（２００５）［Ｓ］． ２００５：１２５３１２５４；２６２０２６２１．
［２］ ＥＰ５． ０ ＶｏｌⅡ ［Ｓ］． ２００５：１９７１１９７２．
［３］ ＵＳＰ２８ＮＦ２３［Ｓ］． ２００５：１１８３１１８４．
［４］ ＤＯＮＧ Ｘ，ＨＯＵ Ｗ Ｌ，ＳＨＯＵ Ｓ Ｚ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ

ａｎｄ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｂｙ ＨＰＬＣ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ（分析化学），
２０００，２８（５）：６５６．

［５］ ＧＡＯ Ｑ，ＺＨＯＵ Ｌ Ｃ，ＴＩＡＮ Ｊ． Ｄｅｔｅｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｂｙ ＨＰＬＣＥＬＳＤ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍ Ａｎａｌ（药物分析杂志），２００５，
２５（５）：５７９５８１．
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