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反相高效液相色谱法测定吸入用异丙托溴铵溶液中的有关物质

卢来春,张  蓉v
,刘同华, 蒋学文

(第三军医大学新桥医院药学部, 重庆 400037)

  摘  要:目的  采用反相高效液相色谱法测定吸入用异丙托溴铵溶液中的有关物质。方法  色谱柱为 phenomenex-C8( 4. 6

mm @ 250mm, 5Lm)和 ultimate XB-C8( 4. 6mm @ 250mm, 5Lm) , 流动相 A 为乙腈- 0. 25% 庚烷磺酸钠溶液( 29: 71)用磷酸调 pH

值至 3. 2, 流动相 B 为乙腈;检测波长为 210nm;流速为 1. 0ml/ min; 进样量 20Ll。结果  异丙托溴铵与其有关物质能完全分离。
结论  本方法准确、专属性强, 可用于吸入用异丙托溴铵溶液有关物质的测定。
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RP-HPLC determination of related substances in Ipratropium Bromide Solution for Inhalation
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( Dep ar tment of P harmacy , X inq iao H osp ital, Third M ilitar y Med ical Univer sity , Chongqing 400037, China)

Abstract:Objective To est ablish a RP-H PLC method for the determination of related substances in Ipratr opium Bromide Solu-

t ion for Inhalation. Methods T he chromatog raphic ana lysis w as perfo rmed on a phenomenex-C8 ( 4. 6mm @ 250mm, 5Lm ) and an

ultimate XB-C8 ( 4. 6mm @ 250mm, 5Lm) . T he mobile phase A consisted of acet onitr ile - 0. 25% 1-heptanesulfonic acid, sodium

salt ( pH 3. 2 w as adjusted wit h phosphor ic acid) ( 29: 71) ; the mobile phase B consisted o f acetonitr ile. T he detection wavelength

was at 210 nm. The flow rate was 1. 0 ml/ min, w ith injection vo lume 20Ll. Results  The related substances could be separated

from Ipratropium Bromide. Conclusion This method is accurate, specific and can be used for the qulit y cont ro l of Ipr atropium Bro-

mide Solut ion for Inhalation.
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  异丙托溴铵是一种具有抗胆碱能(副交感)特性的四价铵

化合物,可竞争性抑制乙酰胆碱对气道平滑肌的收缩作用。通

过抑制细胞内 cGMP 生成,减少 cAMP 降解,降低细胞内钙离

子浓度,使气道平滑肌松弛、肥大细胞释放炎性介质下降,终止

气道扩张,呼吸阻力减小。吸入异丙托溴铵后, 作用只限于肺

部而扩张支气管,不作用于全身, 主要采用气雾吸入给药[1, 2]。

吸入用异丙托溴铵溶液由德国勃林格殷格翰国际公司研制生

产,商品名/ 爱全乐0 , 在临床上应用较广泛,主要采用压缩雾化

吸入或超声雾化吸入的方式给药。为了保证疗效,减少不良反

应,提高药品质量, 对该药的有关物质应有效控制,本文用高效

液相色谱法测定了异丙托溴铵的有关物质。

1  仪器与材料

LC-10ATvp高效液相色谱仪(日本岛津公司 ) ; 异丙托溴

铵对照品购自浙江优联医药化工有限公司;托品酸购自苏州苏

瑞医药化工有限公司;吸入用异丙托溴铵溶液(爱全乐)为德国

勃林格殷格翰国际公司生产(批号 638066, 规格为含异丙托溴

铵 2mlB 500mg ) ; 庚烷磺酸钠为分析纯试剂,纯度\99% , 购自

上海亿日化工科技有限公司; 乙腈为色谱纯; 其他试剂为分析

纯。

2  含量测定

2. 1 色谱条件与系统适应性试验  参照文献[3~ 5] , 选定色谱条

件 C8 色谱柱( phenomenex-C8 5Lm, 4. 6mm @ 250mm 和 ultimate

XB-C8 4. 6mm @ 250mm, 5Lm) ;流动相 A 为乙腈- 0. 25%庚烷

磺酸钠溶液( 29: 71)用磷酸调 pH 值至 3. 2,流动相 B 为乙腈;

洗脱梯度: 0 y 12min 10% B, 12 y 20min 10% B y 70% B, 20 y

20. 5m in 70% B y 10% B; 检测波长为 210nm; 流速为 1. 0ml/

min;进样量 20Ll。理论板数按异丙托溴铵峰计算应不低于

2000,相邻杂质峰与主峰的分离度应大于 1. 5。

2. 2 测定方法  取本品, 用流动相 A 溶液稀释一倍制成的溶

液作为供试品溶液;精密量取 1ml,置 100ml量瓶中,用流动相

A 溶液稀释至刻度,摇匀, 作为对照溶液。取对照溶液 20Ll,注

入液相色谱仪, 调节仪器灵敏度, 使主峰高为满量程的 20% ,

再取供试品溶液 20Ll, 注入液相色谱仪,记录色谱图至梯度洗

脱程序完毕。色谱图中除溶剂峰外,如显杂质峰,与对照溶液

主峰比较并计算。

3 专属性试验

3. 1 主药与溶剂和托品酸的分离效能  取异丙托溴铵对照品
适量,用流动相 A 溶液制成异丙托溴铵对照品溶液; 取托品酸

适量,用流动相 A 溶液制成托品酸溶液; 取溴化钾适量,用流

动相 A 溶液溶解制成溴化钾溶液。分别精密量取溶剂、托品

酸溶液、异丙托溴铵对照品溶液、异丙托溴铵供试品溶液和溴

化钾溶液各 20Ll进样,记录色谱图。结果表明,溶剂、托品酸

和溴化钾均不影响本品有关物质检查。

3. 2 酸破坏试验  取本品约 25ml置 50m l量瓶中, 加 1mol/ L

盐酸 10ml, 加热煮沸 5min,酸碱中和后, 用流动相 A 溶液稀释

至刻度,摇匀, 按前述色谱条件进样, 记录色谱图。结果表明:

该色谱系统对酸降解产物与主峰分离良好。

3. 3 碱破坏试验  取本品约 25ml置 50m l量瓶中, 加 1mol/ L

氢氧化钠溶液 10ml,加热煮沸 5min,酸碱中和后, 用流动相 A

溶液稀释至刻度,摇匀, 按前述色谱条件进样,记录色谱图。结

果表明:该色谱系统对碱降解产物与主峰分离良好。

3. 4 高温破坏试验  取本品约 25ml置 50ml量瓶中, 60e 加

热 1h, 用流动相 A 溶液稀释至刻度,摇匀 ,按前述色谱条件进

样,记录色谱图。结果表明, 本品高温处理后,该色谱系统对主
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峰与杂质峰的分离良好。

3. 5  氧化破坏试验  取本品约 25ml置 50ml量瓶中 ,加 3%

双氧水 10ml, 加热煮沸 5min后, 用流动相 A 溶液稀释至刻度,

摇匀,按前述色谱条件进样, 记录色谱图。结果表明,该色谱系

统对氧化降解产物与主峰分离良好。

综上所述,经过酸、碱、高温和氧化破坏后, 均有部分降解

产物产生。各降解产物峰与主峰均达到基线分离,说明该色谱

条件可用于有关物质检测。

4  最低检测限和最低定量限
取异丙托溴铵对照品适量,精密称定, 加溶剂溶解并稀释制

成供试液,按上述色谱条件取 10Ll进样。经试验, 当进样浓度

为 0. 3Lg/ ml时, 信噪比为 3 B 1, 即最低检测限为 0. 3Lg/ ml @
10Ll= 3ng;当进样浓度为 1. 1Lg/ ml时,信噪比为 10 B 1, 即最低

检测限为 1. 1Lg/ ml@ 10Ll= 11ng。

5  精密度试验
供试品溶液的精密度: 取 3 批样品, 按 2. 2 项下的方法配

制好的供试品溶液, 按上述色谱条件连续进样测定 6 次,记录

色谱图,有关物质以总杂质的含量计算, RSD 为 3. 05%。表明

精密度良好。

6  重复性试验
取同样 3 批样品,按 2. 2 项下方法平行制备 6 份供试品溶

液,分别进样, 以杂质的百分含量计算, RSD为 2. 31% ,表明该

法重复性较好。

7  稳定性试验
取同一份配制好的异丙托溴铵样品溶液, 在 12h 内每隔

3h 进样测定 1 次, 测得供试品溶液中异丙托溴铵的浓度 RSD

为 1. 30% ,结果表明在 12h 内样品溶液稳定性较好。

8  耐用性试验
用两种色谱柱( phenomenex-C8 5Lm, 4. 6mm @ 250mm 和 u-l

timate XB-C8 4. 6mm @ 250mm, 5Lm) ,分别对异丙托溴铵中有关

物质进行测定,记录的色谱图峰形均良好,理论塔板数按异丙

托溴铵计均在 3000 以上, 异丙托溴铵与相邻的峰的分离度均

在 1. 5以上。

9 样品有关物质的测定
取批号为 638066 的样品按上述色谱条件测定, 扣除溶剂

峰和溴离子峰, 计算有关物质,结果最大单个杂质为 0. 35% ;

杂质总量为 1. 52%。

10  讨   论
异丙托溴铵在溶液状态下, 其溴以离子形式存在[ 4] , 在

210nm 处有一定紫外吸收。为验证该测定方法在溴离子存在

的情况下不影响异丙托溴铵的含量测定, 故选定溴化钾进行了

试验。试验表明,采用该测定方法, 溴离子本身不保留, 出峰的

时间比较靠前, 因此溴离子不干扰异丙托溴铵的有关物质测

定。

经过破坏性试验产生的杂质峰, 均能较好的分离, 说明本

方法用于吸入用异丙托溴铵溶液的有关物质测定时能分离产

生的杂质。

在本品有关物质测定的色谱图中, 异丙托溴铵峰峰形良

好,异丙托溴铵峰与相邻的峰之间的分离度也均> 1. 5, 因此本

方法可以作为吸入用异丙托溴铵溶液有关物质测定的方法。
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HBV 再感染的有效性已得到证实, 但部分研究者仍开始尝试

以其他方案替代 LMV/ H BIg 方案序贯治疗。LAM 单药是最

常见的方案,根据术前患者 HBV 复制状态, 经过 LAM/ H BIg

方案治疗 6~ 24 个月后, 进行治疗方案的转换,多数作者报道

疗效良好,与继续 LAM/ H BIg 方案者差异不显著[ 9]。本组中

6 例患者术后 8~ 14 个月自行停用 HBIg ,目前无 1 例发生再

感染,进一步转归有待观察。主动免疫也受到研究者的关注,

对经严格挑选的患者(术后 24 个月以上,处于较低免疫抑制水

平)以基因工程重组乙肝疫苗进行免疫, H BsAb 阳性率可达

28. 15% ~ 82. 15% , 同时使用免疫佐剂可提高阳性率。
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