
 

·536·        Chin JMAP, 2012 June, Vol.29 No.6                                     中国现代应用药学 2012 年 6 月第 29 卷第 6 期 

表 1  回收率测定结果(n=3) 

Tab 1  Results of recovery(n=3) 

成 分 
加入量/ 

mg 

测得量/ 

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/ 
% 

氟康唑 100.1  99.33  99.23   

 125.0 123.96  99.17 99.6 1.23 
 150.0 150.45 100.30   

莫西沙星 100.0  99.21  99.21   

 124.9 124.43  99.62 99.4 1.20 
 150.0 148.90  99.27   

羟苯乙酯  10.15  10.12  99.70   

  12.50  12.39  99.12 99.3 1.17 
  14.97  14.83  99.06   

件下进样，25℃时氟康唑与莫西沙星分离较好，

羟苯乙酯在 19 min 时出峰，30 ℃时氟康唑莫西沙

星分离不佳，需调整流动相比例。②取型号规格

相同的两根色谱柱(依利特 Hypersil ODS 柱)，在相

同的色谱条件下进样，主药的出峰时间显著不同。

③降低流动相中甲醇比例，氟康唑与莫西沙星不

能有效分离，且羟苯乙酯出峰时间显著延长。 

3.2.10  样品的含量测定  精密量取样品 1.0 mL 置

25 mL 量瓶中，用纯化水稀释至刻度，过滤，按

“3.2.1”项下色谱条件进样，计算含量，结果见表 2。 

表 2  样品含量测定结果 

Tab 2  Results of sample determination 

批 号 氟康唑含量/% 莫西沙星含量/% 羟苯乙酯/%

20120201 100.65 97.94 97.04 

20120202  98.31 96.83 96.25 

20120203  99.34 96.45 96.77 

4  讨论 

4.1  波长的选择 

紫外扫描结果表明氟康唑在 260 nm 处有最大

吸收，莫西沙星、羟苯乙酯分别在 291，258 nm

处有最大吸收。由于氟康唑的吸光度相对较弱，

故选择氟康唑的最大吸收波长 260 nm 为检测波

长，在此波长处，莫西沙星和羟苯乙酯均有较强

吸收。 

4.2  流动相的选择 

选择磷酸盐缓冲液-乙腈、磷酸盐缓冲液-甲

醇、磷酸三乙胺缓冲液-乙腈、磷酸三乙胺缓冲液-

甲醇和三乙胺缓冲液(pH 3.3)-甲醇等流动相进行

筛选，结果表明三乙胺缓冲液(pH 3.3)-甲醇(58︰

42)较适宜。在此条件下，各主要成份保留时间适

当，峰形对称，各组份之间无干扰。 

本方法对色谱柱、柱温及流动相的比例均有

较高的要求，改变其中的任一条件，均需重新进

行方法学的考查。氟康唑莫西沙星眼用即型凝胶

是一种新型复方制剂，本文建立的含量测定方法，

操作简便，灵敏度高，重复性好，可用于该制剂

的含量测定。 
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HPLC 同时测定复方硫酸新霉素药膜中盐酸丁卡因和克霉唑的含量 
 

叶婷婷，林珠(宁波市第一医院药学部，浙江 宁波 315010) 
 

摘要：目的  建立同时测定复方硫酸新霉素药膜中盐酸丁卡因和克霉唑含量的方法。 方法  采用 HPLC，以 Agilent HC-C18

为色谱柱，流动相为甲醇-0.1%三乙胺溶液(用磷酸调 pH 至 3.0)( 85∶15)，盐酸丁卡因和克霉唑的检测波长分别为 311 nm

和 227 nm，流速 0.8 mL·min1，柱温 20 ℃，进样 20 µL。结果  盐酸丁卡因在 2.5~50.0 mg·L1 内，峰面积与浓度呈良好

的线性关系(r=0.999 5)，平均回收率为 99.3%，RSD=0.99%(n=9)；克霉唑在 5.33~106.5 mg·L1 内峰面积与浓度呈良好的

线性关系(r=0.999 5)，平均回收率为 99.8%，RSD=1.28%(n=9)。结论  本法简便、准确、重复性好，可用于复方硫酸新

霉素药膜中盐酸丁卡因和克霉唑的含量测定。 

关键词：高效液相色谱法；复方硫酸新霉素药膜；盐酸丁卡因；克霉唑；含量测定 
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Simultaneous Determination of Tetracaine Hydrochloride and Clotrimazole in Compound Neomycin 
Sulfate Pellicles by HPLC 

 
YE Tingting, LIN Zhu(The Pharmacy Department of Ningbo No.1 Hospital, Ningbo 315010, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for simultaneous determination of tetracaine hydrochloride and 
clotrimazole in compound neomycin sulfate pellicles. METHODS  An HPLC method was adopted. The column was Agilent 
HC-C18, the mobile phase was a mixture of methanol-0.1% triethylamine solution(adjusted to pH 3.0 with phosphoric acid) 
(85∶15), the detection wavelength was 311 nm and 227 nm for tetracaine hydrochloride and clotrimazole, respectively, the flow 

rate was 0.8 mL·min1, the column temperature was maintained at 20 ºC, and the injection volume was 20 µL. RESULTS  The 

linear range of tetracaine hydrochloride was 2.550.0 mg·L1(r=0.999 5), and the average recovery was 99.3%, RSD=0. 99% 

(n=9). The linear range of clotrimazole was 5.33106.5 mg·L1(r=0.999 5), and the average recovery was 99.8%, RSD= 1.28% 
(n=9). CONCLUSION  The method is simple, accurate, reproducible, and suitable for the simultaneous determination of 
tetracaine hydrochloride and clotrimazole in compound neomycin sulfate pellicles.  
KEY WORDS: HPLC; compound neomycin sulfate pellicles; tetracaine hydrochloride; clotrimazole; content determination 

 

复方硫酸新霉素药膜是笔者所在医院生产的

常用制剂，其主要成分为硫酸新霉素、盐酸丁卡

因和克霉唑等，临床用于口腔溃疡的治疗，效果

良好。现行版《浙江省医疗机构制剂规范》中对

此制剂只要求作定性鉴别及重量差异，未对主药

进行含量测定。文献有对盐酸丁卡因和克霉唑单

独进行含量测定[1-2]，但未有同时测定二者的方法

报道。本实验采用 HPLC 同时测定盐酸丁卡因和克

霉唑的含量，为方便、有效地控制该制剂质量提供

重要依据。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

HP-1100 高效液相色谱仪系列(美国惠普公

司)，包括 G1322A 脱气装置、G1311A 四元泵、

A1313A 自动进样器、G1316A 柱温箱、G1315A

二极管陈列检测器、HP 化学工作站；METTLER 

TOIEDO AB204-E 电子天平(瑞士)。 

1.2  试药 

盐酸丁卡因对照品(北京市燕京药业有限公

司；批号：100403，纯度：99.6%)；克霉唑对照品 

(常州亚邦制药有限公司；批号：M090702，纯度：

99.7%)；复方硫酸新霉素药膜(宁波市第一医院；

批号：20110213，20110523，20110802；规格：每

袋 8 片)；甲醇(色谱纯，美国 TEDIA 公司)；其他

试剂均为分析纯；水为注射用水。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

色谱柱: Agilent HC-C18(4.6 mm×250 mm，

5 µm)；流动相: 甲醇-0. 1%三乙胺溶液(用磷酸调

pH 至 3.0) ( 85∶15)，盐酸丁卡因和克霉唑的检测

波长分别为 311 nm 和 227 nm，流速 0.8 mL·min1，

柱温 20 ℃，进样 20 µL。 

2.2  溶液的配制 

2.2.1  对照品储备液  精密称取盐酸丁卡因和克

霉唑对照品适量，用流动相溶解制成质量浓度约

为 100 mg·L1 和 213 mg·L1 的混合对照品储备液。 

2.2.2  供试品溶液  取复方硫酸新霉素药膜 3 片

(分别含盐酸丁卡因约 2.5 mg、克霉唑约 5.0 mg)，

置 50 mL 量瓶中，加 3 mL 水超声溶解，并加流动

相稀释至刻度，摇匀。用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，

取续滤液，作为供试品溶液。 

2.3  样品定性分析 

按“2.1”项下色谱条件对照品、供试品，记

录色谱图。对照品与供试品图谱中，丁卡因与克

霉唑峰形稳定，出峰时间一致。色谱图见图 1。 

 
图 1  HPLC 色谱图 
A对照品；B供试品；1丁卡因；2克霉唑 

Fig 1  HPLC chromatograms 

Achemical reference substance; Bsample; 1tetracaine hydrochloride; 

2clotrimazole 
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2.4  线性关系 

精密量取对照品储备液 0.25，0.5，1.0，1.5，

2.0，3.0，5.0 mL 置 10 mL 量瓶中，用流动相稀释

至刻度，配制成盐酸丁卡因和克霉唑浓度分别为

2.5~50.0，5.33~106.5 mg·L1 的系列标准溶液。按

“2.1”项下色谱条件进样测定。以峰面积(Y)对药

物质量浓度(X)进行线性回归, 得盐酸丁卡因回归

方程：Y=69.2X4.003，r=0.999 5；克霉唑回归方

程：Y=58.93X+24.97，r=0.999 5。结果表明盐酸丁

卡因和克霉唑分别在 2.5~50.0，5.33~106.5 mg·L1

内线性关系良好。 

2.5  仪器适应性试验 

取含盐酸丁卡因 20.0 mg·L1 和克霉唑 42.6 

mg·L1 的混合对照品溶液，按“2.1”项下色谱条

件连续进样 6 次，盐酸丁卡因浓度 RSD=0.21%，

克霉唑浓度 RSD=0.18%(n=6)，表明该方法仪器适

应性良好。 

2.6  重复性试验 

取复方硫酸新霉素药膜(批号：20110802)18

片，精密称定，计算每片平均重量，剪碎，按重

量精密称定分成平均 6 份，按“2.2.2”项下方法

配制溶液后，按“2.1”项下色谱条件进样测定，

得盐酸丁卡因平均浓度为 0.678 mg·片1，RSD= 

0.52%；克霉唑平均浓度为 1.486 mg·片1，RSD= 

0.28%(n=6)。表明该方法在测定制剂时重复性

良好。  

2.7  回收率试验 

取复方硫酸新霉素药膜 3 片，置 50 mL 量瓶

中，加 3 mL 水超声溶解，并加流动相稀释至刻度，

摇匀，得样品溶液。精密量取 1 mL 样品溶液至

10 mL 量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，用

0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，按“2.1”项下

色谱条件进样测定，测得样品溶液浓度。精密量

取 1 mL 样品溶液至 10 mL 量瓶中，根据测得的样

品溶液浓度，按高、中、低浓度分别加入盐酸丁

卡因和克霉唑的混合对照品溶液，以流动相定容，

摇匀，用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，按“2.1”

项下色谱条件进样测定。每个浓度重复试验 3 次，

计算平均回收率。结果见表 1。 

2.8  稳定性实验 

取“2.2.2”项下供试品溶液，室温下于 0，2，

4，6，8 h 分别进样测定，记录峰面积。盐酸丁卡

因和克霉唑的峰面积 RSD 分别为 1.18%和 0.58%。 

表 1  加样回收率结果(n=9) 

Tab 1  The recovery results(n=9) 

组 分 
样品/

mg·L1

添加量/

mg·L1

测得量/ 

mg·L1 

回收率/ 

％ 

平均回

收率/％

RSD/

％

盐酸丁卡因 4.20 

4.20 

4.20 

4.20 

4.20 

4.20 

4.20 

4.20 

4.20 

 3.24

 3.24

 3.24

 4.05

 4.05

 4.05

 4.86

 4.86

 4.86

 7.39 

 7.38 

 7.37 

 8.23 

 8.20 

 8.32 

 9.03 

 9.03 

 9.03 

 98.8 

 98.6 

 98.3 

 99.5 

 98.8 

101.7 

 99.3 

 99.3 

 99.3 

99.3 0.99

克霉唑 9.01 

9.01 

9.01 

9.01 

9.01 

9.01 

9.01 

9.01 

9.01 

 7.05

 7.05

 7.05

 8.81

 8.81

 8.81

10.57

10.57

10.57

16.00 

15.89 

16.07 

17.96 

17.83 

17.69 

19.74 

19.50 

19.50 

 99.3 

 98.1 

100.1 

101.6 

100.1 

 98.6 

101.8 

 99.1 

 99.1 

99.8 1.28

表明溶液在 8 h 内稳定。 

2.9  样品测定 

取 3 批样品(批号：20110213，20110523，

20110802) ，按“2.2.2”项下方法配制溶液后，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，用峰面积外标法

计算克霉唑和盐酸丁卡因含量，结果见表 2。 

表 2  样品含量测定(n=3) 

Tab 2  Determination of samples(n=3) 
盐酸丁卡因 克霉唑 

批 号 
标示量/％ RSD/％ 标示量/％ RSD/％ 

20110213 88 0.25 92 0.22 

20110523 84 0.33 94 0.29 

20110802 85 0.37 89 0.27 

3  讨论 

3.1  检测波长的确定 

以流动相为空白，于波长 200~400 nm 内对盐

酸丁卡因和克霉唑溶液进行扫描， 盐酸丁卡因在

227，311 nm 分别有一个吸收峰；克霉唑最大吸

收波长为 220 nm，且在 227 nm 波长下仍有较强

吸收，故首先选择 227 nm 为单一检测波长。而样

品检测时发现 227 nm 下丁卡因含量较低导致吸收

过弱，故增加 311 nm 为丁卡因的检测波长。对文

献中提到的克霉唑最大吸收波长 215，225 和 254 

nm[1,3]也进行了检测，发现与 227 nm 相比未有更

好表现，故依然选择 227 nm 为克霉唑的检测波长，

为以后同时测定克霉唑与高含量丁卡因时选择单
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一波长提供数据支持。由此确定本实验以 227 nm

和 311 nm 进行双波长检测。 

3.2  流动相的确定 

试验过程中以甲醇-水(85∶15)和 75∶25 分别

进样，前者分离度及峰形更优。尝试在水相中加

入不同浓度的三乙胺来解决拖尾现象 [4]，确定

0.1%三乙胺水溶液效果最优。根据文献，盐酸丁

卡因在不同 pH 的溶媒中于 228 nm 和 311 nm 有

不同强度的吸收峰[5]。实验分别以磷酸调水相 pH

至 2.0，3.0，4.0，8.0 进行检测，以水相 pH 3.0 时

峰形最好。由此确定本实验以甲醇-0. 1%三乙胺溶

液(用磷酸调 pH 至 3.0) ( 85∶15)为流动相。 

3.3  流速的确定 

流速 1.0 mL·min1 时，227 nm 检测波长下，

克霉唑峰与其他成分峰分离不够完全，而流速 0.8 

mL·min1 能达到满意的分离度。 

3.4  其他 

做重复性实验时，把同批制剂的 6 份样品混

匀后再重新取样，是考虑到医院制剂的工艺水平

有限，每张药膜有较大的重量差异。如此操作可

在方法制定阶段最大限度避免误差。 

由样品测定结果看，3 批制剂的含量均较低，

尤其丁卡因更比克霉唑低。原因可能是膜剂制作

工艺导致的大小不一、厚薄不均；搅拌时主药因

量少而未达到充分混匀；以及测试时样品溶解提

取未完全。因此更应制订有效的含量测定方法，

保证医院制剂的质量。 

本实验采用高效液相色谱法同时测定复方硫

酸新霉素药膜中盐酸丁卡因和克霉唑的含量，操

作简便、准确，重复性好，可有效用于医院制剂

的质量控制。 
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LC-MS 测定罗库溴铵缩合物中环氧物的含量 
 

吴水仙，王咏，龚伟青(浙江仙琚制药股份有限公司，浙江 台州 317300) 

 
摘要：目的  采用液相色谱-四级杆质谱法(LC-MS)建立罗库溴铵缩合物中环氧物的检测方法。 方法  色谱柱为 Agilent 

Eclipes XDB-C18(150 mm×2.1 mm，3 µm)，以甲醇-0.1%甲酸溶液为流动相进行梯度洗脱，流速：0.25 mLmin1，柱温：

30 ℃，SIM 离子采集方式，采集离子分子量：347.2，APCI 离子源，进样量：5 µL。结果  环氧物的定量限为 0.000 3%，

检测限为 0.000 09%，柱温、流速的微小变化不影响检测结果，定量限浓度平均回收率为 98.9%(n=3)。结论  本方法灵敏

高，准确度高，可用于罗库溴铵缩合物中环氧物限量检测。 

关键词：罗库溴铵；环氧物；液质联用；检测 
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Determination of Epoxy Compound in Rocuronium Bromide Condensation Compound by LC-MS 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a LC-MS method for the determination of epoxy compound in rocuronium bromide 
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