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柱前衍生化高效液相色谱法检测硫酸阿米卡星注射液 中卡那霉素含量

的改进

张 明媛 ， 常 靓
，
刘 长 海、 陈秋芬 、 张军 东 、 陆 峰 、 第 二军 医大 学药 学 院药物分析学教研室

，

上 海 上

海信谊药 厂有限公司药物研究所 ，上 海

摘要 目 的 改进柱前衍 生 化 方法用 于 定 量测定硫酸 阿米 卡 星 注 射液 中 已 知 杂质卡那霉素 。 方法 采 用 更

低浓 度的 样品 检测溶液 ， 色谱柱 ：
； 流 动 相 ： 磷酸二氢钾溶 液

（
用

的 氢 氧化钾溶 液 调节 值至 甲 醇 （
： 检测 波 长 ： 进样 量 流速 ： 柱温 ： 。

结果 卡 那霉素在 浓 度 范 围 内呈 线 性关 系 ， 平均 回 收 率 为 （ ± 样 品 稳定性 提高 。

结论 本 法专属 性强 ，
灵敏度 高 ， 准 确度 好 ， 为硫酸阿 米卡 星注 射液 的安 全性 评价提供 了一个新 的角 度 。
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阿米 卡 星是一种从卡那霉 素 半合成而来 的 氨 测 的 生 色 基 团 ，
给 检 测 带 来 一 定 困 难 ，

相 关 文

基糖苷类抗生素 ，
主要用 于对耐庆 大霉 素 ，

卡 那霉 献⋯ 采用不 同方法对其检测 。 英国 药典 版

素 和妥布 霉素 的革 兰 氏 阴 性菌 的治疗
⑴

。 氨基糖 及 中 国药典均采 用 三 硝 基苯磺酸作 为衍 生

苷类 药 物 的 毒 副 作 用 主 要 表现 在 肾毒 性 和 耳 毒 化试剂 检测硫酸阿米卡 星注 射液 的有关物质 ，

性 ， 卡那霉 素 对两 者 的 损 伤 发 生率均 高 于 阿 米 卡 但未对卡 那霉 素 的含 量进 行专项 的 限 制 ， 并且要

星 。 此外 ， 临 床应用卡 那 霉 素 后 还 可 产 生 造 血 系 求衍生化后 样 品存放于 弋 条件下
°

。 本研究

统毒性反 应 ， 引 起 白 细胞减 少 ， 而阿米卡 星 未 见 有 针对硫酸 阿米 卡 星 注 射 液 中 的卡那 霉素 ， 改进柱

此类报道
“

。 因此 ，
控制硫酸 阿米卡 星注 射液中 前衍生化 的 方法对其 进行含 量 测定 ，

增 大

卡那霉素 的 含量是非常必要 的 。 由 于 在硫酸阿 米 了样 品的稳定性 范 围 。 为控制 硫酸 阿米 卡 星注 射

卡 星注 射液 中 卡 那霉 素 的 含 量很 低 ，
又 存在 大量 液 的质量 ，提高产 品 的安全性提供新的视角 。

辅料干扰 ， 并 且 氨 基糖苷类抗 生素缺少可 紫外检 胃

仪器 ： 高效液相色谱仪 ’ 自 动 控温

！

进样器 ， 可 变 波长 检测 器 ，
— 色谱

工■ 作站

通讯作者 陆 峰 丨如 。— 试药 ： 卡 那霉素对照 品 （批号 ： ，
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中 国食 品药 品 检定 研究 院 ） ； 三 硝 基 苯磺 酸 丨 酸破坏 精 密 量取 上述混 合 液 于

批号 ： 甲醇 为 量瓶中 ，加 盐酸 溶 液 室温放置

级 （ 德 国 公 司 ） ； 供试品 ：硫酸阿 米卡星 中 和 ，
加 水稀释至 刻度 ， 摇匀

注射液 （ 上 海信谊金 朱药业有 限公 司 ， 碱破坏 精 密 量取 上述混合 液 于

批 号 ： 、 、 、 、 、 量瓶中 ，
加 氢氧化钠溶液 室温放

，
磷酸二氢钾 、 氢 氧化钾 、 冰 醋 酸 、 吡 啶 为分 置 ， 中 和 ， 加 水稀释至 刻度 ， 摇匀 。

析纯 ，
水为重 蒸水 。 氧化破坏 精 密量取上述混合液 于

丨 量瓶 中 ， 加 过氧 化氢溶 液 室温放 置
‘

加 水稀 释至 刻度 ，
摇匀 。

色谱条件 色 谱柱 ： 光照破坏 精 密量取上述混合液 于

流动相 憐 酸二 量瓶中 ，在 紫 夕卜灯下 ， 室温 放 置 加

氢钾溶液 （ 用 的 氢 氧 化 钾溶 液 调 节 值 至 水稀 释至 刻度 ， 摇 匀

甲 醇 （ 检测 波 长 ： 进 样量 ：

热破坏 精 密 量取上述混合 液 于

流速 ： 柱温 量瓶中 ， 烘箱 中放 置 ，
放 冷 ， 加 水 稀释至

对照品 储 备液 取 那霉 素对照 品适量 ， 精密 刻度 ，摇匀 。

称定
，
加水 溶解 并定 量稀 释制成每 中 含 一 精密量取上述破坏溶液 各 按

“ ”

项

的溶液 。 下衍生化方 法 处理 ，

“ ”

项 下 色 谱条 件进样 。 结

供试 品 溶 液 精密量 取本 品适量 ， 用水 稀释制 果如 图 通过破坏试验发现 ，
杂质卡 那霉素峰显 著

成每 中 含 的溶液 。 精密量取 置 增大
，
但其他杂质峰均 无 明 显 变化 。 其 中 ，

阿米 卡 星

量瓶 中 ，
加 的 三硝基苯 磺 酸溶 液 在 溶 液 中 最不稳定 ， 降 解成卡那霉

、吡啶 密塞
， 强 力 振摇 ， 置

°

水浴保 素最多 ， 达 到 ； 高 温 及 酸性条 件 下 卡 那霉素 也

温 ， 在冷 水 中 冷却 ，
加冰醋酸 密 塞

， 强 有所增加 ， 而氧 化 和光 破坏 条 件 下卡 那 霉 素 基本没

力振摇 ， 用 水稀 释至刻 度
，
摇匀 。

有变 化 说明卡那 霉素 是硫 酸 阿 米卡 星 的 主要降解

专 属 性 （ 强 制 破 坏 实 验 ） 取 本 品 （ 批 号 ：
产物 。 卡那霉素 主峰与阿米卡 星 主峰及其它各杂质

支
，混匀 。 峰分 离度符合要求 ， 说明该色谱条件 专属性强 。

！

丨

丨

■ 丨

丨

丨

，

图 硫酸 阿米卡 星 注 射液 的专 属性实验 色谱 图

空 白溶 剂 ； 卞那霉 索标准品 ； 末 破坏 制剂 ； 酸破坏 ；

碱破坏 ；
氧化破坏 ；

光破坏 ； 热破坏 （ 卡那霉素 峰 ， 阿米卡星峰

定量 限 取 卡 那霉素 对照 溶液 ，
逐级稀释 ， 按 止 ， 卡那霉素 的定量限为

“ ”

项下衍生化方法处理 ，

“ ”

项下 色谱条 件进 精 密 度 平行配制卡那霉素 对照溶液 （ ⋯

样
，
至卡那 霉 素 色谱 峰信噪 比 （ 约 为 时 为 份 ，按

“ ”

项下衍生化方法处理 ，

“ ”

项 下
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色谱条件进样 ，计算卡 那 霉素峰 面积 。 结果 重 卡星 注射液样 品 份各 ，
分别准 确 加 人浓 度

复性 为 丨

，
不 同分析 人 员 在 不 为 、 、 的卡 那霉 素对照 品 溶液 （ 每 个 浓

同天按 相 同操作 测 定 ， 计 算 个 卡 那 霉 素 峰 面 积 度 份
）
各 照

“
”

项 下 的 衍生 化方 法 处

数据 结 果 中 间 精 密 度 为 理
，

“ ”

项 下 色 谱条 件 进样 。 结果 平均 回 收 率 为

，符合有 关物质检查要求 。 为 ， ， 回 收 率

线性 关 系 精密 吸取 ： 那 霉 素对 照 品储 备液 合格

适量 ，
加 水配 制浓度 为 、 、 丨 、 、

、
、 样品 测 定 取硫酸阿 米卡 星注射液样 品 批

卡那霉素标准溶液 按
“ ”

项下衍生化方法处理 ， 批 号 ： 、 、
、 、 、

“
”

项 下 色谱条件进样 。 以 峰 面积 为 纵坐 标 ，进 照
“ ”

项下 的衍 生化方法处理和
“ ”

项

样浓 度为横 坐标作 图 ， 得线性方程 ： 下色谱条件进样 ， 每批次平行 配制 份 ，记录 色谱 信

，
相关 系数

，
线性关系 良好 。 息 。 结果见 表 。 结果显示 卡 那霉 素 的 含量随 时间

准 确度 精密量取 已 知卡 那霉 素 含量 的 阿米 逐渐增 大 。

表 批硫酸阿米卡星 注射液 中卡 那 霉 素 含 量 测定 结 果 ±
，
％

批 次 丨

卡那褐 素 ± ± ± ± ± ±

物 质的样 品 浓 度 为 并 将样 品 保 存于
讨论

条件下 ， 笔 者考察 了 不 同样 品 浓 度 ， 不 同保存条件

英 国药典要求检测硫酸阿米 卡星注射液 中有 关 下卡那 霉素 的稳定性 ，
结果 见图 。
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图 不 同样 品 浓 度 保存于不 同温 度 下
， 卡 那 霉 素 峰面积 百分 随 时 间变化 图

；

— —

：
；

—

■
—

；
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；
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当样 品保持 时
， 各 浓 度 中卡 那霉 素 的峰面 化产 物与制 剂 中 的其他辅料 发 生 反应 ，

随着样 品 浓

积在 内 未发生显 著变化 且 当阿米卡星 的含量 度 的升高 ，
辅料的 含量也相应增 加

，
它 们的 存在可能

为 时
， 环境温度 的变化对检测杂质卡那霉素 会破坏卡那霉 素衍生化后 的产物 。

的含量没 有 明 显影 响 然 而 ，
当 阿米 卡 星 的浓 度升 因此 ， 最终 确定 使用 的样 品 浓度 ， 存放

高 ， 并且将样品存放于 温度较低 的环境下 ，
样 品 中 卡 于室 温下 ，检测硫酸 阿米 卡 星 注射液 中 卡 那霉 素 的

那霉素的峰面积会随时 间而显著下 降 ， 当阿米卡星浓 含量 。

度为 弋 环境存放样品时 ， 尤为突出 。 结论

通 过 以 上 数据
，分析造成这些现象 的原 因 可 能

⋯

是
：①阿米卡 星及其有关物质 与衍生化删

， ，

本研允 建 了 种柱随 生化 飢 』疋硫

：：細 苯横酸 的 反应 是 个 逆 反应 ’ 该 反 应細
■

注射

水浴 中 完成 ，
属 吸 热反应 但 检测 时 随着 温度 的 二

祭 。

！！上

降低 ， 反应朝逆反应方 向 进行
， 使得 卡那霉素与衍

的测 定提供
一种稳定 、特异 、灵 敏的检测方法 。 通过

化试剂之 间 的化学键断裂 ， 卡 那霉 素不 具紫外 吸 收
！对不 同批次硫酸阿米卡星注射液 中卡那霉素含量的

而造成 可检测 到的峰 面 积减 少
；

②卡 那 霉素 的衍生 、

丨

— 雄
、

体 二测定 ， 建议可对硫酸 阿米 卡 星 注射液 中增 加 卡那 霉
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素 的检测项 目并设定其检测 限度 。
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