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ＨＰＬＣ加校正因子的主成分自身对照法测定
氢溴酸高乌甲素注射液中２个有关物质的含量

徐树娟，张磊，马淑凤，付霞，卢娜，吴传立
（临沂市检验检测中心，临沂 ２７６０００）

摘要　目的：建立ＨＰＬＣ加校正因子的主成分自身对照法测定氢溴酸高乌甲素注射液中２个有关物质（Ｎ
－去乙酰高乌甲素和冉乌头碱）的含量。方法：采用 Ｋｒｏｍａｓｉｌ３００－５－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱

柱，以００４ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾溶液－甲醇－乙腈（６８∶１７∶１５）为流动相，检测波长２５２ｎｍ，流速０８ｍＬ·
ｍｉｎ－１，柱温３７℃，进样体积１０μＬ。绘制氢溴酸高乌甲素和２个杂质的线性方程，分别以斜率计算各杂质
相对于氢溴酸高乌甲素的校正因子，用相对保留时间确定各杂质的位置。测定４家企业共２５批氢溴酸高
乌甲素注射液中２个杂质含量，并与外标法测得结果进行比较。结果：本方法能较好地分离氢溴酸高乌甲
素与２个杂质。Ｎ－去乙酰高乌甲素和冉乌头碱的相对保留时间分别为１２０和１３９，校正因子分别为
１２３和０９４。氢溴酸高乌甲素、Ｎ－去乙酰高乌甲素和冉乌头碱质量浓度分别在 ０９５１７～３８０７、
１０４７～４１８７和１００１～４００２μｇ·ｍＬ－１的范围内与峰面积呈良好的线性关系（ｒ均为１０００），平均回收
率分别为１００２％、１００５％和１００５％，ＲＳＤ均小于２０％，检测限分别为００９５、０１０和０１０μｇ·ｍＬ－１，
定量限分别为０３２、０３５和０３３μｇ·ｍＬ－１。加校正因子的主成分自身对照法测得２５批氢溴酸高乌甲素
注射液中Ｎ－去乙酰高乌甲素的含量为０３１％～０８２％，冉乌头碱的含量为０～００９％，与外标法测定结果
一致。结论：经方法学验证，所建立的方法简便、快速，可准确测定氢溴酸高乌甲素注射液中有关物质的含量。

关键词：氢溴酸高乌甲素注射液；高效液相色谱法；加校正因子的主成分自身对照法；有关物质；Ｎ－去乙酰
高乌甲素；冉乌头碱

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）１１－１９６７－０８
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４－０１４９

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｂｙＨＰＬＣ－ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｓｅｌｆ－ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

ＸＵＳｈｕ－ｊｕａｎ，ＺＨＡＮＧＬｅｉ，ＭＡＳｈｕ－ｆｅｎｇ，ＦＵＸｉａ，ＬＵＮａ，ＷＵＣｈｕａｎ－ｌｉ
（ＬｉｎｙｉＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔｉｎｇＣｅｎｔｅｒ，Ｌｉｎｙｉ２７６０００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎＨＰＬＣ－ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｆ－ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｍｅｔｈｏｄｆｏｒ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅａｎｄｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ）ｉｎｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａＫｒｏｍａｓｉｌ３００－５－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ｃｏｌｕｍｎ

　　　



·１９６８　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
//

）　　 　　 　

ｗｉｔｈａｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆ００４ｍｏｌ·Ｌ－１ｐｏｔａｓｓｉｕｍｄｉｈｙｄｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｍｅｔｈａｎｏｌａｎｄａｃｅｔｏｎｉ
ｔｒｉｌｅ（６８∶１７∶１５）．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２５２ｎｍ，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒ
ａｔｕｒｅｗａｓ３７℃，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１０μＬ．Ｔｈｅｓｌｏｐｅｏｆｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｒｅｌ
ａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓａｎｄｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｗｏｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎ２５ｂａｔｃｈｅｓｏｆｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｆｏｕｒｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｃｏｍｐａｎｉｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆｔｈｅｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅａｎｄｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｗｅｌｌｂｙ
ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆＮ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅａｎｄｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅｗｅｒｅ１２０ａｎｄ１３９，ａｎｄｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｗｅｒｅ１２３ａｎｄ０９４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＬａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ，Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅａｎｄ
ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｉｎｔｈｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｓｏｆ０９５１７－３８０７μｇ·ｍＬ－１，１０４７－４１８７
μｇ·ｍＬ－１ａｎｄ１００１－４００２μｇ·ｍＬ－１ｗｉｔｈｒ＝１０００，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ，Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅａｎｄｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅｗｅｒｅ１００２％，１００５％ ａｎｄ１００５％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｉｔｈ
ＲＳＤｌｅｓｓｔｈａｎ２０％Ｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤ）ｏｆｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ，Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅａｎｄ
ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅｗｅｒｅ００９５，０１０，０１０μｇ·ｍＬ－１ａｎｄｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ（ＬＯＱ）ｗｅｒｅ０３２，０３５ａｎｄ０３３
μｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＮ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｉｎ２５ｂａｔｃｈｅｓｏｆｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗａｓｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０３１％－０８２％ ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅｗａｓｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０％－００９％．Ｉｔ
ｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｐｒｏｖｅｄｔｏ
ｂｅｓｉｍｐｌｅ，ｒａｐｉｄ，ａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ＨＰＬＣ；ｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｆ－ｃｏｍｐａｒｅｗｉｔｈｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒｍｅｔｈｏｄ；ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ；ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ

　　氢溴酸高乌甲素是从毛茛科植物高乌头根中提
取的拉巴乌头碱的氢溴酸盐［１］，是国内首创的非成

瘾性中枢神经系统镇痛药［２］，具有中枢镇痛、抗风湿

性关节炎、抗心律失常、抗氧化、抗癌、免疫调节等生

物活性［３－４］，临床上用于中度以上疼痛的治疗［５－６］。

氢溴酸高乌甲素原料及其制剂尚未被收载到各国药

典标准中。目前，氢溴酸高乌甲素注射液的执行标

准为《中华人民共和国卫生部药品标准》二部第五

册［７］及 各 企 业 的 注 册 标 准［８－９］，仅 注 册 标 准

ＹＢＨ２２６８２００５对有关物质进行了检查，但只规定了
杂质总和的限度，未对单一杂质及已知杂质进行

控制。

由于氢溴酸高乌甲素原料是从高乌头根中提取

获得的，常含有冉乌头碱、Ｎ－去乙酰高乌甲素等其
他生物碱杂质，严重影响了其质量和安全性［１０－１２］。

当前报道的关于氢溴酸高乌甲素有关物质的文献多

数关注的是未知杂质的检测［１３－１５］，并没有对２个已
知杂质进行单独研究。由于杂质与氢溴酸高乌甲素

在紫外检测器的响应强度不同，杂质峰面积不经校

正难免会产生误差。此外，杂质对照品较难获得且

价格较贵。因此，本文建立ＨＰＬＣ加校正因子的主成
分自身对照法对氢溴酸高乌甲素注射液中２个已知
有关物质进行检查，提高该药品分析方法的准确性、

可靠性，以期为该制剂的质量控制提供参考。２个已
知有关物质的结构式见图１。
１　仪器与试药

ＬＣ－２０４０Ｃ高效液相色谱仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；
ＭｅｔｔｌｅｒＸＰ２０５十万分之一电子分析天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司）。

氢溴酸高乌甲素对照品（批号１００２８９－２０１９０４，
纯度９４６％），中国食品药品检定研究院；对照品
Ｎ－去乙酰高乌甲素（批号 ＨＲ１８７３Ｓ１，纯度 ９８％）、
冉乌头碱（批号ＨＲ１８７２９Ｓ１，纯度９８％），宝鸡辰光生
物科技有限公司；乙腈和甲醇为色谱纯，默克股份两

合公司；磷酸二氢钾（分析纯），国药集团化学试剂有

限公司；氢溴酸高乌甲素注射液（规格为２ｍＬ∶４ｍｇ
和２ｍＬ∶８ｍｇ），山东省药品质量风险监测抽检样品。
２　溶液的制备
２１　供试品溶液　精密量取氢溴酸高乌甲素注射
液适量，用流动相稀释制成每 １ｍＬ中约含氢溴酸
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１．冉乌头碱（ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ）　２．Ｎ－去乙酰高乌甲素（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

图１　２个已知有关物质结构式

Ｆｉｇ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｓｏｆｔｗｏｋｎｏｗｎｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

高乌甲素１ｍｇ的溶液，即得。
２２　对照溶液　精密量取供试品溶液１ｍＬ，置于
１００ｍＬ量瓶中，用流动相［００４ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢
钾溶液 －甲醇 －乙腈（６８∶１７∶１５）］稀释至刻度，摇
匀，即得。

２３　混合对照品溶液　取氢溴酸高乌甲素、Ｎ－去
乙酰高乌甲素及冉乌头碱的对照品各约１０ｍｇ，精密
称定，置于１００ｍＬ量瓶中，加流动相溶解并稀释至
刻度，摇匀，即得混合对照品储备液；精密量取混合

对照品储备液１０ｍＬ，置于１０ｍＬ量瓶中，加流动相
稀释至刻度，摇匀，即得。

２４　空白样品溶液　将收集到的辅料（厂家提供），
参照提供的处方配制后，按照“２１”项下方法制备
　　　　

空白样品溶液。

３　色谱条件
采用Ｋｒｏｍａｓｉｌ３００－５－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）色谱柱，以００４ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾溶液－甲
醇－乙腈（６８∶１７∶１５）为流动相，检测波长２５２ｎｍ，流
速０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３７℃，进样体积１０μＬ。

分别取空白样品溶液、混合对照品溶液、供试品

溶液，按照上述色谱条件进样测定。结果如图２所
示，出峰顺序依次为氢溴酸高乌甲素、Ｎ－去乙酰高
乌甲素和冉乌头碱，各峰间的分离度依次为５７和
２０，均达到完全分离。空白样品溶液在与杂质对照
品相应的保留时间处无色谱峰出现，表明处方辅料

不干扰杂质的测定。

１．氢溴酸高乌甲素（ｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ）　２．Ｎ－去乙酰高乌甲素（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ）　３．冉乌头碱（ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

图２　混合对照品溶液（Ａ）、供试品溶液（Ｂ）和空白辅料溶液（Ｃ）色谱图

Ｆｉｇ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），ｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）ａｎｄｂｌａｎｋｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）

４　方法与结果
４１　专属性考察　精密量取氢溴酸高乌甲素注射液
（批号为２３０２０４１２）５ｍＬ，分别置１０ｍＬ量瓶中，共４

份，进行不同条件下的降解试验：①加１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐
酸１ｍＬ，摇匀，室温放置５ｈ，加入１ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧化
钠溶液１ｍＬ中和，用流动相稀释至刻度，摇匀，即得强
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酸破坏样品溶液；②加 １ｍｏｌ·Ｌ－１的氧化钠溶液
０１ｍＬ，摇匀，室温放置３０ｍｉｎ，加入１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸
０１ｍＬ中和，用流动相稀释至刻度，摇匀，即得强碱破坏
样品溶液；③１００℃水浴加热５ｈ，冷却后，加流动相稀释
至刻度，摇匀，即得加热破坏样品溶液；④加３０％双氧水
溶液１ｍＬ，摇匀，于室温下放置２ｈ，用流动相稀释至刻

度，摇匀，即得氧化破坏样品溶液；⑤将去掉外包装的氢
溴酸高乌甲素注射液分别置强光（４５００ｌｘ±５００ｌｘ）下
照射５ｄ，精密量取５ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，用流动相
稀释至刻度，摇匀，即得光照破坏样品溶液。将上述溶

液过滤后，按本文色谱条件进样，记录色谱图，各降解

杂质峰均能与主峰实现良好的分离，见图３。

Ａ．未破坏（ｎｏｄａｍａｇｅ）　Ｂ．强酸破坏（ｓｔｒｏｎｇａｃｉｄｄａｍａｇｅ）　Ｃ．强碱破坏（ｓｔｒｏｎｇａｌｋａｌｉｄａｍａｇｅ）　Ｄ．加热破坏（ｔｈｅｒｍａｌｄａｍａｇｅ）　Ｅ．氧化破坏（ｏｘｉ

ｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅ）　Ｆ．光破坏（ｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅ）

图３　破坏性试验色谱图

Ｆｉｇ３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄａｍａｇｅｔｅｓｔｓ

４２　线性关系试验　精密量取混合对照品储备液
０１、０５、１０、２０、４０ｍＬ，分别置１０ｍＬ量瓶中，加
流动相稀释至刻度，摇匀，即得质量浓度为１、５、１０、
２０、４０μｇ·ｍＬ－１的混合对照品系列溶液，进样测定，
以峰面积Ｙ为纵坐标、对照品溶液的质量浓度 Ｘ为
横坐标进行线性回归，绘制标准曲线，结果见表１，表

明本方法线性关系良好。

４３　检测限和定量限　取“２３”项下的１μｇ·ｍＬ－１

的混合对照品溶液，用流动相逐步稀释后，进样测

定，以信噪比 Ｓ／Ｎ＝３时对应的质量浓度为检测限
（ＬＯＤ），以信噪比 Ｓ／Ｎ＝１０时对应的质量浓度为定
量限（ＬＯＱ）。结果见表１。

表１　氢溴酸高乌甲素及２个已知杂质的线性、校正因子、定量限和检测限
Ｔａｂ１　Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ，ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ，ＬＯＱａｎｄＬＯＤｏｆｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅａｎｄｔｗｏｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

成分　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

线性方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）
ｒ

校正因子

（ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

ＬＯＱ／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＬＯＤ／

（μｇ·ｍＬ－１）

氢溴酸高乌甲素（ｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ） ０９５１７～３８０７ Ｙ＝１１２１４Ｘ＋４２０９２ １０００ １００ ０３２ ００９５

Ｎ－去乙酰高乌甲素（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ） １０４７～４１８７ Ｙ＝８９０５９Ｘ＋３９２７３ １０００ １２６ ０３５ ０１０

冉乌头碱（ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ） １００１～４００２ Ｙ＝１２０６０Ｘ＋４１１３３ １０００ ０９３ ０３３ ０１０
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４４　回收率试验　分别精密量取混合对照品储备
液适量，置１０ｍＬ量瓶中，加流动相配成质量浓度约
为５、１０、１５μｇ·ｍＬ－１的溶液各３份，同时加入企业

提供处方量的空白辅料，配制成回收率供试溶液。

再按本文色谱条件进样测定，计算氢溴酸高乌甲素

及２个已知杂质的回收率，结果见表２。

表２　氢溴酸高乌甲素及２个已知杂质的回收率试验结果
Ｔａｂ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅａｎｄｔｗｏｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

成分　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　

加入量

（ａｄｄｅｄ）／μｇ

检出量

（ｆｏｕｎｄ）／μｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

氢溴酸高乌甲素（ｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ） ４７５８ ４６７６ ９８３ ９９３ １９

４７５８ ４６７８ ９８３

４７５８ ４８２６ １０１４

９５１６ ９５３８ １００２ １００４ ０２６

９５１６ ９５８６ １００７

９５１６ ９５５２ １００４

１４２７６ １４２７０ １０００ １０１０ １０

１４２７６ １４４２４ １０１０

１４２７６ １４５５０ １０１９

Ｎ－去乙酰高乌甲素（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ） ５２３４ ５１８０ ９９０ １００２ １２

５２３４ ５２４４ １００２

５２３４ ５３０６ １０１４

１０４６６ １０３９４ ９９３ １００１ １０

１０４６６ １０５８４ １０１１

１０４６６ １０４６２ １０００

１５７００ １５７３８ １００２ １０１１ ０７９

１５７００ １５９１６ １０１４

１５７００ １５９６２ １０１７

冉乌头碱（ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ） ５００２ ４８９８ ９７９ ９９９ １９

５００２ ５０１８ １００３

５００２ ５０７８ １０１５

１０００６ ９９８６ ９９８ １００４ ０６７

１０００６ １０１１２ １０１１

１０００６ １００３０ １００２

１５００８ １５０５０ １００３ １０１２ ０８９

１５００８ １５１８２ １０１２

１５００８ １５３２０ １０２１

４５　精密度与重复性试验　取混合对照品溶液，
连续进样６次，计算混合对照品溶液中各色谱峰
面积的 ＲＳＤ均在 ０４２％以下，表明仪器精密度
良好。

取氢溴酸高乌甲素注射液（批号为２３０２０４１２）适
量，按“２１”项下方法平行制备６份供试品溶液，按
照本文色谱条件进样，记录峰面积并计算含量，Ｎ－
去乙酰高乌甲素和冉乌头碱的平均含量分别为

０４０％和００８％，ＲＳＤ分别为１６％和１７％，表明
方法重复性良好。

４６　稳定性试验　取氢溴酸高乌甲素注射液（批
号为２３０２０４１２）适量，按“２１”项下方法制备供
试品溶液，分别在第０、６、１２、２４ｈ进样测定，测得
Ｎ－去乙酰高乌甲素和冉乌头碱峰面积的 ＲＳＤ分
别为１５％和 １２％，表明供试品溶液在 ２４ｈ内
稳定。
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４７　校正因子及相对保留时间　按照 ２０２０年版
《中华人民共和国药典》四部通则中校正因子测定方

法，分别测定２个杂质相对氢溴酸高乌甲素的校正
因子。以氢溴酸高乌甲素和杂质的回归方程斜率

（ｋ）计算校正因子（ｆ）
ｆ＝ｋ氢溴酸高乌甲素／ｋ杂质
Ｎ－去乙酰高乌甲素和冉乌头碱的校正因子分别为
１２６和０９３（表１）。Ｎ－去乙酰高乌甲素和冉乌头碱
相对氢溴酸高乌甲素的保留时间分别为１２３和１３２。
４８　校正因子耐用性考察　采用３台不同的液相
色谱仪，３根不同的色谱柱，在相同的条件下，分别取
“２２”项下混合对照品系列溶液进行分析，记录氢溴

酸高乌甲素与各杂质的相对保留时间，并测定氢溴

酸高乌甲素与各杂质的标准曲线，计算各杂质的校

正因子，结果见表３。从表３中可以看出，在不同仪
器不同色谱柱上，２个杂质的相对保留时间和校正因
子较稳定。Ｎ－去乙酰高乌甲素的平均相对保留时
间为１２０，平均校正因子为１２３；冉乌头碱的平均相
对保留时间为１３９，平均校正因子为０９４。因冉乌
头碱的校正因子在０９～１１，而 Ｎ－去乙酰高乌甲
素的校正因子不在此范围内，故冉乌头碱采用不加

校正因子的主成分自身对照法定量，而Ｎ－去乙酰高
乌甲素需采用加校正因子的主成分自身对照法定

量，校正因子为１２３。

表３　校正因子耐用性考察
Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｄｕｒａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

仪器　　

（ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）　　

色谱柱

（ｃｏｌｕｍｎ）

相对保留时间

（ｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ）

校正因子

（ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

Ｎ－去乙酰高乌甲素

（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌ

ａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

冉乌头碱

（ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

Ｎ－去乙酰高乌甲素

（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌ

ａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

冉乌头碱

（ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

ＬＣ－２０４０ＣＨＰＬＣ Ｋｒｏｍａｓｉｌ３００－５－Ｃ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ） １２３ １３２ １２５９ ０９３０

Ａｉｌｅｎｔ１２００ＨＰＬＣ Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＶＰ－ＯＤＳ（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ） １１９ １４１ １２１７ ０９３８

ＳｈｉｍａｄｚｕＺ０２０ＨＰＬＣ ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌＨＰＨ－Ｃ１８（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ） １１８ １４４ １２２７ ０９３７

均值（ｍｅａｎ） １２０ １３９ １２３ ０９４

ＲＳＤ／％ ２３ ４７ １８ ０４７

４９　样品测定　取２５批样品，分别采用加校正因
子的主成分自身对照法和外标法测定２个杂质的含
量，结果如表４所示。采用加校正因子的主成分自
身对照法与外标法的测定结果基本一致。

５　讨论
参照 国 家 食 品 药 品 监 督 管 理 局 标 准

ＹＢＨ２２６８２００５［９］的有关物质色谱条件进行试验，采
用０１ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸二氢钠 －甲醇（３０∶７０）为流
动相，结果发现主成分与杂质出峰时间较早，部分杂

质之间未能得到有效分离，后将流动相调整为００４
ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾溶液 －甲醇 －乙腈（６８∶１７∶
１５），各杂质之间分离度良好。

由破坏性试验结果可知，氢溴酸高乌甲素注射

液在强碱、高温、光照条件下不稳定，相对保留时间

０４１处的杂质含量明显增加；在强酸条件下，Ｎ－去
乙酰高乌甲素含量明显增加；氧化条件下各杂质没

有明显的变化。提示该制剂在生产、使用过程中应

注意遮光和控制温度，此外，还应关注处方中的ｐＨ。
待测成分色谱峰的准确定位是建立加校正因子

的主成分自身对照法的关键［１６］，本研究采用相对保

留时间法，分别考察了２个杂质在不同仪器和不同
色谱柱中的相对保留时间，结果发现２个杂质的相
对保留时间ＲＳＤ均小于５％，可作为这２个杂质的定
位参数。

６　结论
本研究采用相对保留时间对２个已知杂质进行

定位，采用加校正因子的主成分自身对照法进行定

量分析，消除了因杂质相对于主成分响应因子不同

而引起的测定误差。所得结果与外标法无明显差

异，表明该方法更加实用可行，可避免使用杂质对照

品，对建立氢溴酸高乌甲素注射液有关物质的检测

方法具有一定的参考意义。
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表４　氢溴酸高乌甲素注射液有关物质测定结果
Ｔａｂ４Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

生产企业

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ）

批号 　

（ｂａｔｃｈＮｏ．）　

规格

（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

主成分自身对照法

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｆ－ｃｏｍｐａｒｅｍｅｔｈｏｄ）

外标法

（ｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄ）

Ｎ－去乙酰高乌甲素

（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

冉乌头碱

（ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

Ｎ－去乙酰高乌甲素

（Ｎ－ｄｅａｃｅｔｙｌｌａｐｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

冉乌头碱

（ｒａｎａｃｏｎｉｔｉｎｅ）

Ｇ ２２０９３１６ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．５７ － ０．５５ －

２２０９３１７ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．７４ － ０．７２ －

２３０１３２５ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．８０ ０．０６ ０．７８ ０．０５

２３０１３２６ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．８２ ０．０６ ０．８０ ０．０６

２３０４３２３ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．５６ ＜ＬＯＱ ０．５５ ＜ＬＯＱ

２３０４３２４ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．３１ － ０．３０ －

Ｒ ２２０４８０１２ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．７２ ＜ＬＯＱ ０．７１ ＜ＬＯＱ

２２０８０４１１ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．７４ ＜ＬＯＱ ０．７３ ＜ＬＯＱ

２２０９０９１１ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．５６ ０．０６ ０．５５ ０．０５

２２１０３１１２ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．４０ ０．０８ ０．３９ ０．０７

２３０２０４１２ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．３９ ０．０９ ０．３８ ０．０８

２３０５０８１１ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．４０ ０．０８ ０．３８ ０．０７

２２０４２８１１ ２ｍＬ∶８ｍｇ ０．７３ ＜ＬＯＱ ０．７１ ＜ＬＯＱ

２２０９３０１２ ２ｍＬ∶８ｍｇ ０．４８ ０．０８ ０．４７ ０．０７

２２１０３１１１ ２ｍＬ∶８ｍｇ ０．４７ ０．０９ ０．４５ ０．０８

２３０２０４１１ ２ｍＬ∶８ｍｇ ０．３９ ０．０９ ０．３８ ０．０８

２３０５０８１２ ２ｍＬ∶８ｍｇ ０．４２ ０．０９ ０．４１ ０．０８

Ｆ ２２０９０４４１ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．５３ ０．０６ ０．５２ ０．０５

２３０１０４４２ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．６６ ０．０４ ０．６５ ＜ＬＯＱ

２３０３０９４１ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．７２ ＜ＬＯＱ ０．７１ ＜ＬＯＱ

２３０３０９４２ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．７２ ＜ＬＯＱ ０．７１ ＜ＬＯＱ

Ｓ ７２２０９１７１ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．４９ － ０．４８ －

７２３０１０４１ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．３８ － ０．３７ －

７２３０１０４２ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．３９ － ０．３７ －

７２３０１０４２３２ ２ｍＬ∶４ｍｇ ０．３８ － ０．３７ －

　注（ｎｏｔｅ）：“－”表示未检出（ｍｅａｎｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）
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