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　　表阿霉素 ( epi rubicin)属第三代蒽环类

抗肿瘤抗生素 ,是阿霉素的同分异构体。 它

高效、广谱 ,为同类药物之首选。注射用盐酸

表阿霉素是以盐酸表阿霉素为主要药效成

分 ,加入适当辅料制成的无菌冻干制剂。 有

关其含量测定方法至今国内未见报道 ,国外

报道有分光光度法和梯度高效液相色谱法

(法玛西亚公司内部资料 )、微生物效价测定

法
[1 ]
、高效液相色谱法 (内标法 )

[1 ]
。由于不

同产品其生产处方和所用辅料各不相同 ,即

将批准生产的国产盐酸表阿霉素冻干制剂

是以乳糖和对羟基苯甲酸甲酯为辅料的 ,为

了制定该制剂含量测定的质量标准 ,有效地

控制产品的质量 ,我们参考有关的资料对含

量测定方法进行研究 ,并用不同方法考察制

剂稳定性。实验证明本文所采用的 HPLC法

(外标法 )快速、简便 ,准确度高 ,回收率好 ,

专属性强。 而分光光度法、微生物效价测定

法专属性差 ,内标法中内标物质在国内又难

以获得。

1　实验部分

1. 1　试药与仪器

盐酸表阿霉素对照品 ( 94. 4% ,意大利

Farmitalia Ca rloErba S. P. A. 提供 ) ;注射

用盐酸表阿霉素 (法玛西亚亚洲有限公司提

供 ,规格 10 mg , 内含辅料乳糖、对羟基苯甲

酸甲酯 ) ;盐酸阿霉素对照品 (上海华联制药

公司 ) ;乙腈 (色谱纯 ) ; 85%磷酸 ;超纯水。

Sp 8815高效液相色谱仪 ; Sp 100可变

波长检测器 ; Sp 4270积分仪 ;定量进样器

( 10μl , U SA) ; Waters μBondapak
TM
C18柱

( 3. 9 mm× 300 mm, 10μm)。

1. 2　方法和结果

1. 2. 1　色谱条件　柱温: 室温 ;以水 -乙腈

( 68∶ 32)并用 85%磷酸调节 pH值至 2. 4

的溶液为流动相 ;检测波长 254 nm;流速 1

ml /min;定量进样 10μl。

取盐酸表阿霉素对照品和盐酸阿霉素

对照品 ,精密称定 ,加流动相溶解并稀释制

成浓度为 0. 25 mg /m l的溶液 ;取辅料乳糖

和对羟基苯甲酸甲酯适量 ,精密称定 ,加流

动相溶解并稀释制成约 1. 25 mg /m l与

0. 05 mg /m l (相当于盐酸表阿霉素 0. 25

mg /ml时的处方量 )的溶液。 按上述色谱条

件进样测定 ,色谱图见图 1。色谱柱的理论板

数以盐酸表阿霉素计算大于 3000, 盐酸表

阿霉素峰与盐酸阿霉素峰、对羟基苯甲酸甲

酯峰之间的分离度分别大于 1. 5和 2. 0,其

中乳糖无峰信号。

1. 2. 2　标准曲线制备　取盐酸表阿霉素对

照品约 50 mg ,精密称定 ,加流动相精密制

成浓度为 0. 00, 0. 15, 0. 20, 0. 25, 0. 30, 0. 35

mg /ml的对照品溶液 ,按色谱条件项下进样

测定 ,以峰面积 ( A )为纵坐标 ,浓度 (C )为横

坐标作标准曲线 ,得线性回归方程为 A=
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6. 92× 104+ 3. 095× 106C , r= 0. 9999。

Fig 1. Ch romatogram
1. doxoru bicin h ydrochloride( 6. 26 min) ; 2. epi rubicin h y-

d rochlorid e ( 7. 41 min ) ; 3. methyl p-h ydroxybenzoate

( 8. 65 min)

1. 2. 3　回收率测定　精密称取盐酸表阿霉

素若干份 ,每份按处方量加入辅料乳糖、对

羟基苯甲酸甲酯混合均匀 ,用流动相溶解

后 ,按上述操作测定峰面积 ;另取盐酸表阿

霉素对照品同法测定峰面积后 ,照外标法计

算 ,求出每份回收率 ,结果见表 1。
Tab 1. Recov ery of epi rubicin h yd rochlo rid e

Added
mg

Found
mg

Recovery
%

x-

%
RSD
%

34. 05 33. 99 99. 82 100. 6 1. 1

37. 32 37. 98 101. 8
25. 82 26. 20 101. 5

26. 02 26. 10 100. 3
34. 65 35. 07 101. 2

37. 00 36. 60 98. 92

1. 2. 4　重现性测定　取注射用盐酸表阿霉

素样品适量 ,按上述色谱条件分别进行日内

和日间重现性试验 ,采用“回收率测定”项下

外标法计算结果 ,得日内 RSD为 0. 9% (n=

5) ,日间 RSD 1. 1% (n= 8)。

1. 2. 5　样品测定　取样品适量 ,精密称定 ,

加流动相溶液并定量稀释制成浓度为 0. 25

mg /m l的溶液 ,精密取 10μl进样测定 ,计算

峰面积 ;另取对照品同法测定 ,重复进样五

次 (其相对标准差 RSD小于 2. 0% ) ,按外标

法计算含量 ,结果见表 2。
Tab 2. As say of sample(n= 3)

No.
Epiru bicin hydroch loride
the labeied amount %

RSD
%

1 98. 2 08

2 106. 7 0. 7
3 107. 4 0. 9

4 111. 2 0. 9
5 109. 8 1. 2

6 104. 8 0. 1

1. 2. 6　稳定性试验　取冻干制剂样品分别

置 40, 60, 80℃放置 1, 3, 5, 10 d,然后以上述

外标法测定其盐酸表阿霉素的含量 ,以归一

化法计算有关物质 (包括降解产物 )的含量 ,

结果见图 2和表 3,由表 3可见制剂于 60℃

10 d,于 80℃ 3 d始含量下降 ,其余条件下

均稳定 ,故制剂应于低温处贮存。
Tab 3. Stabili t y tes t resul t of epi rubicin h ydrochloride in-

jection

Temp.

℃
Th e labeled am ount% The labeled amoun t%

0d 1d 3d 5d 10d 0d 1d 3d 5d 10d

40 98. 2 98. 4 98. 4 98. 0 96. 8 2. 0 2. 1 2. 1 2. 0 1. 6

60 98. 2 97. 6 98. 7 96. 0 94. 2 2. 0 2. 0 2. 0 1. 9 2. 1

80 98. 2 99. 2 92. 9 89. 9 84. 9 2. 0 2. 5 2. 1 4. 0 7. 5

Fig 2. Ch romatogram of th e s tabi li ty tes t
( a) 0 d; (b ) 10 d under 80℃ ; ( 1) degrad ed compound( 4. 72

min ) ; ( 2) epi rubioin hyd roch loride( 7. 41 min) ; ( 3) meth yl

p-h ydroybenzoate( 8. 67 min)
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2　讨　论

1)由于目前已广泛用定量进样器 ,使外

标法原有的缺点得以克服。采用外标法可克

服难以获得内标物的困难 ,能减少因加入内

标溶液时操作带进的误差 ,使操作简便、重

现性好、回收率高。另外目前 USP 23版和

BP 1993年版收载的盐酸表阿霉素同类产

品盐酸柔红霉素和盐酸阿霉素其含量测定

均采用外标法 ,所以本文采用 HPLC外标法

进行测定。

2)由于样品中有辅料对羟基苯甲酸甲

酯存在 ,如按参考文献 [1 ]所采用的流动相比

例水 -乙腈 ( 69∶ 31) ,此辅料峰的 tR 为

5. 09,这将对含量测定产生干扰 (降解产物

峰 tR 4. 72,盐酸阿霉素峰 tR 6. 26,盐酸表阿

霉素峰 tR 7. 42) ,适当增加流动相乙腈的量

至水-乙腈 ( 68∶ 32) ,使辅料峰 tR达 8. 65,

继续增加乙腈量对提高分离度不再有效。其

中调节乙腈量对盐酸表阿霉素与其它峰的

分离无影响。

3)盐酸表阿霉素与盐酸阿霉素的分离

度主要受柱效和流动相的 pH值影响。曾用

理论板数小于 1000的 Waters C18柱测定上

述两物质混合物 ,结果在 tR 7. 08处得一个

峰。同时这两峰的分离度受流动相 pH值的

影响 ,文献 [ 1]采用 pH 2,我们实验结果表明

流动相在 pH 2. 3～ 2. 5范围内 ,上述两峰有

良好分离。所用国产柱子对此酸性条件的耐

受性较差 ,甚至 tR不重现而无法确定各成

分。 考虑到柱子的保护我们未对低于 pH

2. 3的条件进行试验。

4)曾用分光光度法和微生物效价测定

法对放置 0 d与 80℃ 10 d的样品分别进行

含量测定。 分光光度法测定结果 ,两者含量

几乎相等。 微生物效价测定结果 ,两者含量

的差异只在方法误差所允许的 3. 0%范围之

内。而采用本文方法测定结果 ,两者含量有

明显差异。
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