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摘要 目的:建立反相高效液相色谱法测定醋酸氯己定器械保存液中醋酸氯己定的含量。方法:采用 Sh im

pack CLC C8为色谱柱,以乙腈 水 (含 1%三乙胺,并用醋酸调节 pH至 4. 0) ( 42 58)为流动相,检测波长为

258 nm,流速 1. 0 mL /m in,柱温为 30  , 进样体积为 20 L。结果:醋酸氯己定在 20~ 80 g /mL浓度范围

内线性关系良好 ( r= 0. 999 8)。醋酸氯己定的平均回收率为 99. 96%; RSD = 1. 71% ( n = 6)。结论:本法用

于测定器械保存液的醋酸氯己定含量,快速准确,结果满意。
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Determ ination of chlorhexidine acetate in appliance preserving solution by RP

HPLC
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545007, Ch ina. )

ABSTRACT Objective: To deve lop a RP HPLC me thod for de term ination of chlorhex id ine acetate in appliance preserv ing so lution.

M ethods: RP H PLC w as used for the de term ination o f ch lorhex id ine aceta te in appliance! s preserv ing so lution on a Shim pack CLC C
8

co lumn, w ith acetonitrile w ater ( inc lud ing 1% tr iethylam ine, ad jecting pH to 4. 0 by g lac ia l aceta te) ( 42 58) as m ob ile phase. The

detection w ave length was 258 nm, flow rate was 1. 0 mL /m in, co lum n tem pe raturew as 30  , sam ple injection vo lum ew as 20 L. R e

sults: Ch lorhex id ine acetate had a good linear coeffic ient ( r = 0. 999 8) over the range o f 20~ 80 g /mL. The ave rage recover ies of

ch lorhex id ine acetate was 99. 96% , RSD = 1. 71% ( n = 6). Conclu sion: This me thod was quick and accu rate fo r determ ination o f ch lo

rhex idine acetate in appliance preserv ing solution.

KEY WORDS chlorhex idine aceta te; app liance preserv ing so lu tion; RP PLC; determ ination

醋酸氯己定是一种广谱、高效、低毒的消毒剂,临

床上常用于器械、皮肤及黏膜等的消毒。本院配制含

亚硝酸钠的器械保存溶液
[ 1]
用于不耐高温器械消毒

后的保存,其处方组成为:醋酸氯己定 0. 2 g、亚硝酸

钠 1 g,加蒸馏水至 1 000mL。醋酸氯己定的主要测

定方法有紫外分光光度法
[ 2、3]
和高相液相色谱法

[ 4, 5]

等。因器械保存液中的亚硝酸钠,对紫外分光光度法

测定醋酸氯己定有干扰,为此,建立了反相高效液相

色谱法测定器械保存液中醋酸氯己定的含量。

1 仪器与试剂

1. 1 仪器 岛津 LC 10AD高效液相色谱系统: LC

10AD高压泵, SPD 10紫外检测器, CTO 10 A柱温

箱, C R7 A数据处理机 (日本岛津 )。760CRT–双光

束紫外可见分光光度计 (上海精密科学仪器有限公

司 ); TG328A分析天平 (上海分析天平厂 ); SK5200

LH超声清洗器 (上海科导超声仪器有限公司 )。

1. 2 试剂 醋酸氯己定 (锦州九泰药业有限责任

公司,批号 050401, 含量 99. 8% );乙腈为色谱纯;亚

硝酸钠、冰醋酸、三乙胺等均为分析纯, 蒸馏水 (柳

州市第三人民医院自制 )。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件 色谱柱: Shim pack CLC C8 ( 6. 0

mm ∀ 150 mm, 5 m, 日本岛津 ) , 流动相: 乙腈 水

(含 1%三乙胺, 并用醋酸调节 pH 至 4. 0) ( 42

58); 流速 1. 0 mL /m in; 衰减 6, 紫外检测波长 258

nm;柱温 30  ;进样量为 20 L。

2. 2 对照品溶液制备 精密称取 105  干燥至恒

重的醋酸氯己定 50mg,置于 50 mL棕色容量瓶中,

加入无水乙醇至刻度, 摇匀, 即得 1 mg /mL醋酸氯

己定的对照液,放入冰箱 4  中保存备用。
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2. 3 样品溶液配制 精密量取样品 5 mL,置于 25

mL棕色容量瓶中,加流动相稀释至刻度,摇匀,并用

0. 45 m微孔滤膜滤过即可。

2. 4 阴性对照溶液配制 按处方配制缺醋酸氯己定

的阴性样品,按照 2. 3项下方法制成阴性对照溶液。

2. 5 系统适用性试验 分别取阴性对照溶液、对照

品溶液、样品溶液各 20 L进样分析, 记录色谱,详

见图 1。在该色谱条件下, 醋酸氯己定的保留时间

为 6. 85m in,理论塔板数为 1 314;表明该色谱条件

下,阴性对照无干扰。

2 6 标准曲线的制备 分别量取醋酸氯己定对照

液 0 5、0 75、1 0、1 5、2 mL, 分别置于 25 mL棕色

容量瓶中,各加入流动相稀释至刻度, 摇匀, 配成系

列浓度的对照品溶液,分别取 20 L进样,测定醋酸

氯己定的峰面积 ( A )。以浓度 C ( g /mL )为横坐

标,以峰面积 ( A)为纵坐标,进行线性回归。标准曲

线 为 C = 3 5 5 9 ∀ 10
- 5
A + 1 39 3 ∀ 1 0

- 3
( r =

0 999 8), 表明醋酸氯己定在 20~ 80 g /mL浓度范

围内与峰面积 ( A )呈良好线性关系。

图 1 高效液相色谱图

A阴性对照; B对照品; C样品; 1醋酸氯己定

2. 7 精密度和重复性试验 取醋酸氯己定对照品

液 ( 40 g /mL),连续进样 5次,测定峰面积 (A ) ,计

算 RSD为 2. 0% ;另取醋酸氯己定样品,依样品含量

测定方法测定 5次,测得平均含量为 101. 28% , RSD

= 1. 5%。

2. 8 回收率试验 精密称取适量的醋酸氯己定对

照品,按处方比例配制低 ( 160 g /mL)、中 ( 200 g /

mL)、高 ( 240 g /mL ) 3种不同浓度的模拟样品 6

份,参照 2. 3项下方法配成样品溶液进行含量测定,

并计算回收率 (见表 1)。

表 1 醋酸氯己定回收率实验结果

加入量

( g /mL)

测得量

( g /m l)

回收率

(% )

平均回收率

(% )

RSD

(% )

160. 00 155. 84 97. 40

160. 00 157. 94 98. 71

200. 00 201. 94 100. 97 99. 96 1. 71

200. 00 203. 68 101. 84

240. 00 243. 05 101. 27

240. 00 238. 97 99. 57

2. 9 样品的含量测定 取 050923、051130、060208

3批样品各 5mL,按 2. 3项下方法配成样品溶液,依

法测定并按外标法计算, 分别为标示量的 102. 0%、

101. 71%与 98. 87%。

3 亚硝酸钠干扰试验

精密称取醋酸氯己定对照品, 按 #中国医院制

剂规范∃处方配制 0. 02%醋酸氯己定溶液; 按本院

处方配制器械保存液。精密称取亚硝酸钠 (分析

纯 ) ,加蒸馏水配制成 0. 1%亚硝酸钠溶液。 3种溶

液均用蒸馏水稀释 20倍后,在 240~ 300 nm波长范

围内扫描,结果见图 2,表明亚硝酸钠在紫外区有一

定的吸收,对测定醋酸氯己定含量的直接紫外分光

光度法有干扰。

图 2 紫外色谱扫描图

1 0. 1%亚硝酸钠溶液; 2醋酸氯己定溶液; 3器械保存液
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分别取同一 0. 02%醋酸氯己定对照液 5mL,置

10个 100 mL棕色容量瓶中, 其中 5个直接加蒸馏

水稀释至刻度,摇匀; 其余 5个加入 5mL 0. 1%亚硝

酸钠溶液后,再加蒸馏水稀释至刻度, 摇匀; 然后均

依照紫外分光光度法
[ 2]
测定醋酸氯己定含量, 并计

算回收率, 结果分别为 101. 25% (RSD: 1. 11% )和

106. 84% (RSD: 0. 75% ), 经统计学检验, P < 0. 05,

两者有显著性差异,说明亚硝酸钠存在下,直接采用

紫外分光光度法测定醋酸氯己定含量会使结果产生

正偏差。

4 讨论

对不同比例的乙腈 -水组成的流动相进行了考

察,结果以乙腈 水 ( 42 58)作为流动相时, 出峰时

间适宜 ( 6. 85m in) ,基线平直。流动相中加入三乙

胺,可以抑制或掩蔽固定相表面的游离硅醇基的活

性,减少色谱峰的拖尾现象,改善峰形。

醋酸氯己定不稳定, 可随温度和浓度的升高而

使降解产物 (对氯苯胺 )增多,在紫外光照下尤为明

显
[ 6]
, 因此所有操作均应避光进行。

本文建立的反相高效液相色谱法不受亚硝酸钠

的干扰,直接用于测定器械保存液中醋酸氯己定的

含量,快速准确,重现性好,结果满意。
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3 讨论

本实验采用 CC l4造成小鼠急性肝损伤模型,并

观察了 YHL DC对 CC l4致小鼠急性肝损伤的保护

作用。CC l4是一种强烈的可诱发肝细胞坏死的化

合物, 一直被研究者用来诱发各种肝损伤模型以阐

明化合物的肝脏毒性或保护机制
[ 6]
。 CC l4进入体

内后, 经肝脏细胞色素 P450激活, 生成三氯甲基自由

基,与细胞膜及细胞内的大分子发生共价结合,使酶

的功能丧失,引起膜的脂质过氧化, 胞浆 Ca
2+
浓度

升高, 继而引起膜结构和功能完整性的破坏, 且

CC l4能够影响线粒体的结构和功能, 最终致使肝细

胞变性坏死,胞浆内转氨酶渗入血液,使血清中该酶

的水平升高。

本研究发现 YHL DC预防和治疗给药均能明显

降低 CC l4致急性肝损伤小鼠血清中 ALT、AST及 T

B IL水平, 这与国内外岩黄连研究的报道一致
[ 1, 5 ]

,

由此也可以证明 YHL DC是岩黄连的主要有效成

分。病理观察结果表明, YHL DC可有效减轻 CC l4

引起的肝细胞变性、坏死及炎性细胞浸润等病变,降

低肝组织的病理组织学评分。电镜观察结果提示

YHL DC预防及治疗给药可减轻 CC l4致急性肝损

伤的小鼠肝细胞超微结构的破坏。因此 YHL DC对

CC l4所致的急性肝损伤有保护作用, 这种作用可能

与 YHL DC具有一定的稳定肝细胞膜,对抗 CC l4引

起的脂质过氧化, 从而保护肝细胞的结构完整及功

能稳定有关,其作用机制有待进一步深入探讨。本

实验也提示 YHL DC作为保肝护肝的中药有效成

分, 具有进一步开发和应用价值。
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