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硫酸吗啡栓含量测定方法的比较和优化
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摘要　目的：针对硫酸吗啡栓含量测定方法中萃取溶剂毒性较高以及色谱条件专属性、通用性欠佳的问题
进行优化。方法：供试品溶液制备方法的优化是采用冰浴冷冻法和正庚烷萃取法制备供试品溶液，并与美

国药典方法（三氯甲烷萃取）制备的供试品溶液进行含量测定结果的比较。含量测定色谱条件的优化是在

综合比较美国药典、英国药典以及 ＹＢＨ标准的基础上，最终采用 ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ），以含０２０２％庚烷磺酸钠的００１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾溶液（含０１％三乙胺，用磷酸调节 ｐＨ至
２５）－甲醇（７０∶３０）为流动相，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为 ３０℃，检测波长为 ２８４ｎｍ，进样体积为
２０μＬ。结果：采用冰浴冷冻法测得的含量偏低，而正庚烷萃取与三氯甲烷萃取的含量测定结果基本一致，说
明可采用正庚烷替代卤代烷烃作为萃取溶剂。采用新建色谱方法，硫酸吗啡的线性范围为２１２～１０５９４
μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），定量限为１０６０ｎｇ；系统精密度、重复性、中间精密度、稳定性的 ＲＳＤ均小于２％；
平均回收率为９８６％～９９６％，ＲＳＤ为０２１％～０６６％；供试品溶液经强制降解后主峰与各降解杂质均能
够实现良好的分离，专属性良好；通过改变流速、柱温、ｐＨ、流动相比例以及色谱柱品牌，均能够实现主峰与
各杂质峰的良好分离，耐用性良好。结论：本研究优化了硫酸吗啡栓的含量测定方法，供试品溶液的制备采

用正庚烷代替了高毒性的卤代烷烃，同时改善了色谱条件，提高了方法的环保性、专属性和适用性，可用于

硫酸吗啡栓含量的测定。
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ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｗａｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓＰｈａｒｍａｃｏｐｅｉａ，ＢｒｉｔｉｓｈＰｈａｒｍａ
ｃｏｐｅｉａａｎｄＹＢＨｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）ｗａｓｆｉｎａｌｌｙｕｓｅｄＴｈｅｍｏｂｉｌｅ

ｐｈａｓｅｗａｓ００１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐｏｔａｓｓｉｕｍｄｉｈｙｄｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０２０２％ ｓｏｄｉｕｍｈｅｐｔａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ
（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０１％ ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ａｄｊｕｓｔｅｄｔｏｐＨ２５ｗｉｔｈｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ）－ｍｅｔｈａｎｏｌ（７０∶３０）Ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅ
ｗａｓ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２８４ｎｍＴｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅｗａｓ２０μＬＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｉｃｅｂａｔｈｆｒｅｅｚｉｎｇｍｅｔｈｏｄｗａｓｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｌｏｗ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｃｏｎ
ｔｅｎｔｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｎ－ｈｅｐｔａｎｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｗａｓｂａｓｉｃａｌｌｙｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔ
ｎ－ｈｅｐｔａｎｅｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｉｎｓｔｅａｄｏｆｈａｌｏｇｅｎａｔｅｄａｌｋａｎｅＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆｍｏｒｐｈｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ
ｗａｓ２１２－１０５９４μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），ａｎｄｔｈｅＬＯＱｗａｓ１０６０ｎｇＴｈｅＲＳＤｖａｌｕｅｓｏｆｓｙｓｔｅｍｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，
ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ，ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅａｌｌｌｅｓｓｔｈａｎ２％Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ９８６％－
９９６％ ａｎｄＲＳＤｗａｓ０２１％－０６６％Ａｆｔｅｒｆｏｒｃｅｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，ｔｈｅｍａｉｎｐｅａｋｏｆｔｈｅｔｅｓｔｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｕｌｄｂｅ
ｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｄｅｇｒａｄｅｄｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ，ｗｉｔｈｇｏｏｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙＢｙｃｈａｎｇｉｎｇｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅ，ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｐＨ
ｖａｌｕｅ，ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｒａｔｉｏａｎｄｃｏｌｕｍｎｂｒａｎｄ，ｔｈｅｍａｉｎｐｅａｋｃｏｕｌｄｂｅｗｅｌｌｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｅａｃｈｉｍｐｕｒｉｔｙｐｅａｋ，
ｗｉｔｈｇｏｏｄｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｏｐｔｉｍｉｚｅｄｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｍｏｒｐｈｉｎｅｓｕｌｆａｔｅｓｕｐｐｏｓｉｔｏ
ｒｉｅｓＴｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｕｓｅｄｎ－ｈｅｐｔａｎｅｉｎｓｔｅａｄｏｆｔｈｅｈｉｇｈｌｙｔｏｘｉｃｈａｌｏａｌｋａｎｅ，ａｎｄｍｅａｎｗｈｉｌｅ
ｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｔｈｅｍｅｔｈｏｄＩｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｏｒｐｈｉｎｅｓｕｌｆａｔｅｓｕｐｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｏｒｐｈｉｎｅｓｕｌｆａｔｅｓｕｐｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓ；ｉｃｅｂａｔｈ；ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ；ｎ－ｈｅｐｔａｎｅ；ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ；
ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＬＣ）

　　吗啡是一种经典而强效的麻醉性镇痛药，对晚
期癌痛、手术后疼痛、严重外伤、内脏绞痛等多种原

因引起的疼痛作用明显［１－３］。晚期癌症患者的疼痛

发生率可高达５０％［４］，疼痛对癌症患者的躯体、心理

及社会人际关系等方面均有不同程度影响，甚至导

致严重的精神症状，如自杀倾向等［５］。不能口服给

药控制疼痛的患者，特别是因伴有恶心、呕吐、胃肠

道梗阻、精神状态改变时，采用直肠给药更为适合。

已有文献［６－７］报道，与口服、注射给药相比，栓剂直肠

给药不仅解决了许多癌症患者吞咽困难的服药问

题，而且避免肝脏首关效应，毒副作用降低。

硫酸吗啡栓最早由普渡制药公司（ＰｕｒｄｕｅＰｈａｒ
ｍａＳｔｄ）研发，并于１９９５年在加拿大上市，适应症为
剧烈疼痛［８］，目前该剂型已有国产药品上市。硫酸

吗啡栓质量标准收载于《英国药典》２０２３版（ＢＰ
２０２３）［９］、《美国药典》２０２３版（ＵＳＰ－ＮＦ２０２３）［１０］

以 及 国 家 食 品 药 品 监 督 管 理 局 标 准

ＹＢＨ０２５８２００８［１１］（ＹＢＨ标准）中。其主要杂质为伪

吗啡（杂质 Ｂ）、奥列巴文（杂质 Ｃ）、吗啡酮（杂质
Ｅ）、可待因（杂质 Ａ）、１０－羟基吗啡（杂质 Ｄ）以及
吗啡氮氧化物（杂质 Ｆ）［９］。通过比较研究发现，上
述３个质量标准中的含量测定法均为高效液相色
谱法，其中 ＢＰ２０２３含量测定方法的专属性不高，
主峰与杂质 Ｅ无法基线分离，且该方法色谱条件中
的离子对试剂以及色谱柱并不常见，方法普及性不

高；ＵＳＰ－ＮＦ２０２３含量测定方法在测定过程中压
力超过４００ｂａｒ，常规液相色谱难以承受，需要使用
更高耐压范围的液相色谱；ＹＢＨ标准含量测定方法
中主峰与杂质 Ｄ、Ｆ、Ｅ存在共洗脱现象，无法基线
分离，专属性较差。

为了建立一个更加简便、通用、专属性强的硫酸

吗啡栓含量测定方法，采用庚烷磺酸钠 －磷酸盐 －
甲醇洗脱系统在高效液相色谱仪中进行等度洗脱，

杂质Ｄ、Ｆ、主峰、杂质Ｅ、Ａ、Ｃ、Ｂ依次出峰，且分离良
好。相较于 ＢＰ２０２３以及 ＵＳＰ－ＮＦ２０２３中含量测
定方法，该方法使用的试剂更加普遍易得，在不同液



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·１０９９　 ·
　

相色谱仪以及色谱柱之间切换均有良好的耐用性。

另外，在供试品溶液制备过程中，ＵＳＰ－ＮＦ２０２３
及ＹＢＨ标准中采用三氯甲烷 －００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸
溶液体系进行供试品的萃取制备，ＢＰ２０２３中则采用
二氯甲烷－００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液体系。虽然卤代
烷烃是实验室常用的有机溶剂，但其毒性问题越来

越受到关注。其中三氯甲烷具有致癌性、生殖毒性

和光毒性［１２－１３］，二氯甲烷具有致癌性和特异性靶器

官毒性［１２］，二者都会造成温室效应，破坏臭氧层［１４］。

为了尽量减少卤代烷烃带来的健康和环境问题，降

低高毒性试剂的使用频率，采用冰浴冷冻法［１５－１７］、

正庚烷萃取法进行供试品溶液的制备，并与 ＵＳＰ－
ＮＦ２０２３中的含量测定方法进行对比研究。采用冰
浴冷冻法虽然简便环保，但含量测定结果偏低；而采

用正庚烷萃取法可有效提取出药物成分，分离栓剂

中的脂肪性基质，替代原方法中高毒性的三氯甲烷

和二氯甲烷。

综上，本研究对硫酸吗啡栓含量测定的色谱条

件和供试品制备方法进行了系统的改进和优化，可

为硫酸吗啡栓含量测定方法的提高提供参考。

１　仪器与试药
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（二极管阵列检

测器；Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪
（二极管阵列检测器；Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＰＢ－２１型酸度
计（Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ公司）；ＣＰ２２５Ｄ型十万分之一电子天
平（Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ公司）；ＫＱ－５００ＤＥ型数控超声波清
洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＴＨＺ－８２Ａ水浴恒
温震荡器（常州金坛良友仪器有限公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
ＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０超纯水系统（Ｍｅｒｃｋｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

硫酸吗啡对照品（批号 １７１２３８－２０１７０８，以
（Ｃ１７Ｈ１９ＮＯ３）２·Ｈ２ＳＯ４·５Ｈ２Ｏ计，含量 ８７３％）、杂
质Ａ对照品（批号１７１２０３－２０１８０８，以 Ｃ１８Ｈ２１ＮＯ３·
Ｈ３ＰＯ４·１／２Ｈ２Ｏ计，含量９６９％）购于中国食品药
品检定研究院，对照品杂质 Ｂ（批号 ６－ＫＰＡ－
１１４－１，含量９８０％）、杂质 Ｃ（批号３－ＡＭＡ－３７－
２，含量９９６％）、杂质 Ｄ（批号１－ＹＳＳ－１２５－４，含
量９８０％）、杂质 Ｅ（批号 ６－ＲＧＰ－１１４－１，含量
９５８％）、杂质Ｆ（批号１－ＪＢＺ－９０－１，含量９８０％）
购于ＴＯＲＯＮＴＯＲＥＳＥＡＲＣＨＣＨＥＭＩＣＡＬＳＩＮＣ．，硫酸
吗啡栓（样品编号 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３，Ａ企业，３批次规格均
为２０ｍｇ），甲醇为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均
为分析纯。

２　溶液的配制
２１　系统适用性溶液

取杂质Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ和硫酸吗啡对照品各适
量，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液溶解并稀释制成每１
ｍＬ中约含杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ各１０μｇ、硫酸吗啡
５０μｇ的溶液，作为系统适用性溶液。
２２　对照品溶液

取硫 酸 吗 啡 对 照 品 适 量，精 密 称 定，加

００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液溶解并定量稀释制成每１ｍＬ
中约含５０μｇ的溶液，作为对照品溶液。
２３　供试品溶液

取本品１０粒，精密称定，切碎，混匀，精密称取
适量（约相当于硫酸吗啡１０ｍｇ），置分液漏斗中，加
正庚烷２０ｍＬ，振摇使基质溶解，加入００１ｍｏｌ·Ｌ－１

盐酸溶液２０ｍＬ，轻微振摇，静置，待辅料粉末落入水
层后，将水层及辅料粉末转移到２００ｍＬ量瓶中。继
续用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液振摇提取正庚烷层 ３
次，每次 ２０ｍＬ，合并提取液至 ２００ｍＬ量瓶中，用
００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，摇匀，滤过，取
续滤液作为供试品溶液。

３　供试品溶液制备方法研究
采用简单环保的冰浴冷冻法或换用更加安全低

毒的正庚烷替代卤代烷烃进行供试品的制备，并选

择ＵＳＰ－ＮＦ２０２３中的供试品制备方法作为参照方
法进行对比研究。

３１　冰浴冷冻法
取硫酸吗啡栓１０粒，精密称定，切碎，混匀，精

密称取适量（约相当于硫酸吗啡１０ｍｇ），置２００ｍＬ
量瓶中，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液适量，在６０℃水
浴中超声（２００Ｗ，４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，然后在６０～７０℃
水浴振荡器中振摇１ｈ，放冷，用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸
溶液稀释至刻度，摇匀，置于冰浴中放置２ｈ后，直接
趁冷滤过。待续滤液达到室温后再进行分析测定。

３２　正庚烷萃取法
取上述切碎混匀的栓剂，精密称取适量（约相当

于硫酸吗啡１０ｍｇ），置分液漏斗中，照“２３”项方法
制备供试品溶液。

３３　参照方法
照ＵＳＰ－ＮＦ２０２３中硫酸吗啡栓含量测定的提

取方法，取上述切碎混匀的栓剂，精密称取适量（约

相当于硫酸吗啡１０ｍｇ），置分液漏斗中，加三氯甲烷
２０ｍＬ与００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液２０ｍＬ，振摇使栓剂
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溶解。转移三氯甲烷层，水层再用三氯甲烷 ２０ｍＬ
进行提取，合并三氯甲烷层。用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸
溶液提取三氯甲烷层２次，每次２０ｍＬ，合并水层至
２００ｍＬ量瓶中，用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻
度，摇匀，滤过，取续滤液作为供试品溶液。

取上述 ３种制备方法得到的供试品溶液按

“５１”项下色谱条件进样分析，采用外标法计算
含量，结果采用冰浴冷冻法测得的含量偏低，正庚

烷萃取法与参照方法的含量测定结果基本一致，

如表１所示。说明冰浴冷冻法并不能完全提取出
有效成分，而正庚烷可替代卤代烷烃作为萃取

溶剂。

表１　采用不同供试品制备方法得到的含量测定结果
Ｔａｂ．１　Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

样品编号

（ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ）

含量（ａｓｓａｙ）／％

冰浴冷冻法（ｉｃｅｂａｔｈｆｒｅｅｚｉｎｇｍｅｔｈｏｄ） 正庚烷萃取法（ｎ－ｈｅｐｔａｎｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ） 参照方法（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄ）

Ｂ１ ９４８ ９８４ ９７９

Ｂ２ ９３４ ９７８ ９８２

Ｂ３ ９３７ ９９２ ９８４

４　检测方法研究
４１　不同质量标准中色谱条件比较

ＢＰ２０２３、ＵＳＰ－ＮＦ２０２３与 ＹＢＨ标准的色谱条

件在流动相组成、仪器参数、色谱柱规格等方面均有

一定差异，详见表２。

表２　不同质量标准中硫酸吗啡栓含量测定色谱条件对比
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｏｒｐｈｉｎｅｓｕｌｆａｔｅｓｕｐｐｏｓｉｔｏｒｉｅｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

对比条件　
（ｃｏｎｔｒａｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ）　

ＵＳＰ－ＮＦ
２０２３

ＢＰ
２０２３

ＹＢＨ标准
（ＹＢＨｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

色谱条件（ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ
ｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）

取庚烷磺酸钠５５ｇ，加水７００ｍＬ溶解，加
入３００ｍＬ甲醇和１０ｍＬ冰醋酸；流速：
１５ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；检测波长：
２８４ｎｍ；色谱柱：Ｃ１８柱，４６ｍｍ×２５０ｍｍ。
（ｄｉｓｓｏｌｖｅ５５ｇｏｆｓｏｄｉｕｍ１－ｈｅｐｔａｎｅｓｕｌｆｏｎ
ａｔｅｉｎ７００ｍＬｏｆｗａｔｅｒ，ａｎｄａｄｄ３００ｍＬｏｆ
ｍｅｔｈａｎｏｌａｎｄ１０ｍＬｏｆｇｌａｃｉａｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄ；
ｆｌｏｗｒａｔｅ：１５ｍＬ·ｍｉｎ－１；ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅ：３０℃；ｄｅｔｅｃｔｏｒ：２８４ｎｍ；ｃｏｌｕｍｎ：
４６ｍｍ×２５０ｍｍ，Ｃ１８）

６０％甲醇溶液（含０００５ｍｏｌ·Ｌ－１丁二酸
二辛酯磺酸钠和００１ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸钠）用
冰醋酸调节 ｐＨ至 ５５；流速：２０ｍＬ·
ｍｉｎ－１；柱温：室温；检测波长：２８５ｎｍ；色谱
柱：ＮｕｃｌｅｏｓｉｌＣ１８柱（４６ｍｍ×１００ｍｍ，５

μｍ），Ｃ１８柱适合。［０００５ｍｏｌ·Ｌ－１ｄｉｏｃｔｙｌ

ｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆｏｓｕｃｃｉｎａｔｅａｎｄ００１ｍｏｌ·Ｌ－１

ｓｏｄｉｕｍａｃｅｔａｔｅｉｎｍｅｔｈａｎｏｌ（６０％）ａｄｊｕｓｔｅｄ
ｔｏｐＨ５５ｗｉｔｈｇｌａｃｉａｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄ；ｆｌｏｗｒａｔｅ：
２０ｍＬ·ｍｉｎ－１；ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ：ｒｏｏｍ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；ｄｅｔｅｃｔｏｒ：２８５ｎｍ；ｃｏｌｕｍｎ：
ＮｕｃｌｅｏｓｉｌＣ１８（４６ｍｍ×１００ｍｍ，５μｍ）］

甲醇－庚烷磺酸钠醋酸溶液（取庚烷
磺酸钠２０２ｇ，加水适量溶解，加冰
醋酸５ｍＬ，加水稀释至１０００ｍＬ，摇
匀）（５０∶５０）；检测波长：２３３ｎｍ；色谱
柱：Ｃ１８柱。［（ｄｉｓｓｏｌｖｅ２０２ｇｏｆｓｏｄｉ
ｕｍ１－ｈｅｐｔａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅｉｎｗａｔｅｒ，ａｎｄ
ａｄｄ５ｍＬｏｆｇｌａｃｉａｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ｄｉｌｕｔｅ
ｔｏ１０００ｍＬ ｗｉｔｈｗａｔｅｒ－ｍｅｔｈｏｌ
（５０∶５０）；ｄｅｔｅｃｔｏｒ：２３３ｎｍ；ｃｏｌｕｍｎ：
Ｃ１８］

含量限度范围

（ａｃｃｅｐｔａｎｃｅｃｒｉｔｅｒｉａ）
９００％～１１００％ ９５０％～１０５０％ ９５０％～１０５０％

４２　不同色谱条件下系统适用性考察
取系统适用性溶液，照表２中各质量标准的色

谱条件分别进行测定，结果在ＵＳＰ－ＮＦ２０２３色谱条
件下柱压超过４００ｂａｒ，一般液相色谱难以承受，更换
１５０ｍｍ的Ｃ１８柱，流速不变，压力也达到了２６０ｂａｒ左
右，故该方法对仪器的要求比较苛刻。采用１５０ｍｍ

的Ｃ１８柱进行测定，主峰保留时间为１３１ｍｉｎ，各相
邻杂质间能够较好地分离，如图１所示。

在ＢＰ２０２３色谱条件下，主峰保留时间为 ２７
ｍｉｎ，主峰与杂质Ｅ无法基线分离，如图２所示。另外，
该方法使用的离子对试剂丁二酸二辛酯磺酸钠以及

１０ｃｍ长度的色谱柱并不常见，专属性和普适性欠佳。
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图１　ＵＳＰ－ＮＦ２０２３色谱条件下系统适用性图谱

Ｆｉｇ．１　ＳｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｕｎｄｅｒＵＳＰ－ＮＦ２０２３ｃｈｒｏ

ｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图２　ＢＰ２０２３色谱条件下系统适用性图谱

Ｆｉｇ．２　ＳｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｕｎｄｅｒＢＰ２０２３ｃｈｒｏｍａｔｏ

ｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　在 ＹＢＨ标 准 色 谱 条 件 下，设 定 流 速 为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样体积为 ２０μＬ，柱温为 ３０
℃，色谱柱为 ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５
μｍ），主峰保留时间为２８ｍｉｎ，杂质 Ｄ、Ｆ、Ｅ与主
峰存在共洗脱现象，无法基线分离，专属性较差，

如图３所示。
５　优化后含量测定方法
５１　色谱条件

ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色 谱 柱 （１５０ｍｍ ×４６ｍｍ，
５μｍ）；以含０２０２％庚烷磺酸钠的００１ｍｏｌ·Ｌ－１

磷酸二氢钾溶液（含０１％三乙胺，用磷酸调节 ｐＨ
至２５）－甲醇（７０∶３０）为流动相，检测波长为
２８４ｎｍ，柱温为３０℃，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样
体积为２０μＬ。
５２　方法学验证
５２１　系统精密度及适用性试验　取对照品溶液

　　　　

图３　ＹＢＨ标准色谱条件下系统适用性图谱

Ｆｉｇ．３　Ｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｕｎｄｅｒＹＢＨ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

连续进样６针，峰面积的 ＲＳＤ为００８０％，理论板数
按主峰计算，均值为８３８２，系统精密度良好。取系
统适用性溶液进行测定，结果各杂质之间以及主峰

与相邻杂质之间均能实现良好的分离，其中杂质 Ｆ
与主峰的分离度为２５，说明杂质不干扰主峰含量测
定结果，如图４所示。

图４　优化后色谱条件下系统适用性图谱

Ｆｉｇ．４　Ｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｕｎｄｅｒｏｐｔｉｍｉｚｅｄｃｈｒｏｍａｔｏ

ｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

５２２　专属性试验　取切碎的硫酸吗啡栓适量，相
当于硫酸吗啡 １０ｍｇ，置分液漏斗中，加入正庚烷
２０ｍＬ，待样品溶解后，加入 ００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶
液２０ｍＬ，轻微振摇，静置，待辅料粉末落入水层后，
将水层及辅料粉末转移到１００ｍＬ量瓶中。继续用
００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液（２０ｍＬ）提取正庚烷层 ３
次，合并水层置１００ｍＬ量瓶，用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐
酸溶液稀释至刻度，得破坏试验供试品储备液。精

密量取上述储备液５ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，进行不
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同条件下的降解试验：（１）加１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液
２ｍＬ，放置 ２４ｈ后，加 １ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液
２ｍＬ，用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，摇
匀，得酸破坏溶液；（２）加１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液
２ｍＬ，放置２４ｈ后，加１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液２ｍＬ，
用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，摇匀，得碱
破坏溶液；（３）加３０％过氧化氢溶液２ｍＬ，放置２４
ｈ，用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，摇匀，得
氧化破坏溶液；（４）样品置沸水浴加热１ｈ，放冷，用
００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，摇匀，得高温
破坏溶液；（５）于 ４５００ｌｘ光照箱中放置 ２４ｈ，用
００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，摇匀，得光照
破坏溶液；（６）用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻
度，摇匀，得未破坏溶液。取上述 ６种溶液，照
“５１”项下的色谱条件进行测定，典型色谱图见图
５。结果硫酸吗啡栓在酸和光照破坏条件下未检出
降解杂质，在碱、氧化、高温破坏条件下主要检出杂

质 Ｂ，杂质峰均能与主峰良好分离，表明该方法专
属性良好。

图５　专属性色谱图

Ｆｉｇ．５　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

５２３　线性关系考察　取硫酸吗啡对照品适量，精
密称定，置１００ｍＬ量瓶中，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶
液溶解并稀释至刻度，制成每１ｍＬ中含硫酸吗啡约
１００μｇ的溶液，作为线性储备液。精密量取线性储
备液０２、０５、１、２、５、８ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，用００１
ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，得系列线性溶液。
取上述线性溶液及线性储备液进行测定，以峰面积Ａ

为纵坐标，浓度（Ｃ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标进行线性回
归，得回归方程：

Ｃ＝５０６０Ａ＋２３４２　ｒ＝０９９９９
线性范围在２１２～１０５９４μｇ·ｍＬ－１呈良好线

性关系。

５２４　定量限　取对照品溶液，用００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐
酸溶 液 逐 步 稀 释，计 算 硫 酸 吗 啡 的 定 量 限

（Ｓ／Ｎ＝１０）。结果硫酸吗啡的定量限为１０６０ｎｇ。
５２５　重复性及中间精密度　配制６份供试品溶液
进行重复性考察，结果６份供试品含量测定结果的
均值为９８９％，ＲＳＤ为０６３％，表明该方法重复性良
好。在不同日期，换用不同液相色谱仪，重新配制６
份供试品溶液进行中间精密度考察，结果含量测定

均值为９８５％，ＲＳＤ为０４８％，表明该方法中间精密
度良好。

５２６　准确度　取硫酸吗啡栓剂辅料，按处方比
例分别称取 ３份空白辅料（每份相当于 ６０ｍｇ硫
酸吗啡空白辅料量），然后分别加入处方量 ８０％、
１００％、１２０％的硫酸吗啡原料，于 ４５℃水浴中融
化并不断搅拌，取出，在冷却过程中不断搅拌，避

免分层。待样品凝固后，用小刀切碎，混合均匀，

每个水平取 ３份样品，照“２３”项下方法制备供
试品并计算回收率。结果各水平的回收率为

９８６％～９９６％，ＲＳＤ为 ０２１％～０６６％，证明准
确度良好，见表３。
５２７　溶液稳定性　分别取硫酸吗啡对照品溶液
及供试品溶液于０、２、４、６、８、１２、１８、２４ｈ进行测定，
考察硫酸吗啡峰面积的变化，结果硫酸吗啡对照品

溶液及供试品溶液在２４ｈ内主峰面积 ＲＳＤ分别为
０２４％、０４４％，说明对照品溶液及供试品溶液在
２４ｈ内稳定。
５２８　耐用性　通过略微改变流速、柱温、ｐＨ、流
动相比例以及换用不同色谱柱来考察方法的耐用

性。结果，系统适用性溶液在色谱条件参数微小

变动的情况下，主峰与最难分离的杂质 Ｆ之间的
分离度均符合要求，说明耐用性良好，见表４。
６　讨论
６１　波长的选择

硫酸吗啡在２１０～２３０ｎｍ以及２８４ｎｍ的波长处
均有吸收，但辅料混合脂肪酸甘油酯以及聚山梨酯

８０在低波长处均有吸收，故选择２８４ｎｍ作为检测波
长，避免辅料干扰。
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表３　回收率试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ

水平

（ｌｅｖｅｌｓ）／％

测得量

（ｄｅｔｅｃｔｅｄ）／ｍｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％
ＲＳＤ／％

８０ ８２１ ８１１ ９８８ ９８６ ０２１

８２０ ８０７ ９８４

８１７ ８０６ ９８７

１００ １０２１ １００７ ９８６ ９９０ ０６６

１０１５ １０１２ ９９７

１０３３ １０１８ ９８６

１２０ １２２５ １２２７ １００２ ９９６ ０５２

１２２０ １２１２ ９９３

１２３０ １２２１ ９９３

表４　耐用性结果
Ｔａｂ．４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓ

条件　　　　

（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）　　　　

参数

（ｐａｒａｍｅｔｅｒ）

主峰与杂质Ｆ的分离度

（ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍａｉｎｐｅａｋｆｒｏｍｉｍｐｕｒｉｔｙＦ）

流速（ｆｌｏｗｒａｔｅ）／（ｍＬ·ｍｉｎ－１） ０８ ２５

１２ ２２

柱温（ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃ ２５ ２３

３５ ２３

ｐＨ ２３ ２４

２７ ２４

流动相比例（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ） ６８∶３２ ２２

７２∶２８ ２７

色谱柱（ｃｏｌｕｍｎ） ＳＨＩＭ－ＰＡＣＫＧＩＳＴＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ） １６

ＴＨＥＲＭＯＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ） １７

６２　萃取溶剂的选择
硫酸吗啡可溶于水，需选择与水不混溶的有机溶

剂将目标成分与样品基质分离。通过考察乙醚、乙酸

乙酯、正庚烷３种溶剂，发现乙醚和乙酸乙酯在提取过
程中极易乳化，故最终选择正庚烷作为萃取溶剂。

６３　离子对试剂的选择及用量
ＵＳＰ－ＮＦ２０２３和 ＹＢＨ标准中采用庚烷磺酸钠

作为离子对试剂，ＢＰ２０２３中采用丁二酸二辛酯磺酸
钠作为离子对试剂，为使色谱条件具有更好的适用

性，采用更加普遍易得的庚烷磺酸钠进行试验。

ＵＳＰ－ＮＦ２０２３的色谱条件系统压力过大可能
是庚烷磺酸钠的用量偏大所致。为了降低液相色谱

仪的压力，提高色谱柱的使用寿命，将离子对试剂的

用量进行了调整，当浓度为０２０２％时能够实现良好
的分离。
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