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HPLC法测定富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚原料药及其有关物质的含量

王旭光,魏  君,娄艳红, 何新华,仲伯华,谢剑炜

(军事医学科学院毒物药物研究所,北京 100850)

  [摘要 ]  目的:建立测定富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚原料药及其有关物质含量的高效液相色谱法。方法:

色谱柱为 U lt imate XB-C18 ( 250mm @ 4. 6mm, 5Lm);流动相: A为甲醇, B为 20mmo l# L
- 1

KH2 PO4溶液 ( pH

5. 0) ,采用梯度洗脱 (以 A相比例表示: 0y 10m in, 55% ~ 75% ; 10y 50m in 75% );流速 1. 00mL#m in
- 1
,检测

波长 206 nm。结果:富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚与其 9个中间体达到较好的分离。结论:该方法专属性好, 简

捷、快速,能有效检出富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚原料药中的有关物质。
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HPLC determ ination of contents ofR, Rp-penehyclidine fum arate

substance and the related impurities
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[Abstract]  Objectives: To estab lish a h igh perfo rmance liquid chromatography (HPLC) method for de ter-

m ination o f contents ofR, Rp-penehyc lidine fumarate substance and the re lated impurities. M ethods: TheU lt imate

XB-C18 co lumn ( 250mm @ 4. 6mm, 5 Lm) w as used. Themobile phase consisted o fmethano l ( A ) and 20mmo l#

L
- 1

KH2 PO4 buffer ( pH 5. 0, B ) , and grad ient elution w as perfo rmed ( percentage o f A: 0y 10 m in, 55% ~

75% ; 10y 50m in, 75% ). The flow rate w as 1. 00mL#m in
- 1
. The detect ion w ave leng th w as 206 nm. Results:

TheR, Rp-penehyclidine fumarate substance and the 9 interm ediates w ere separated. Conc lusion: We have estab-

lished themethod for determ inat ion of con tents o fR, Rp-penehyclid ine fumarate substance and the re la ted impurities

w ith spec ific ity, simplicity, rap id ity and suitableness.

[K ey words]  R, Rp-penehyclid ine fumarate; high perform ance liqu id chromatog raphy (HPLC ) ; content

determ ination

  戊乙奎醚是一种具有新结构类型的并有立体选
择性作用的抗胆碱能新药, 它的分子中含有 2个手

性碳,具有 4个光学异构体, 试验证明戊乙奎醚的对

映异构体之间药效差别较大, 最强的 RR 与最弱的

SS之间, 药效相差 1 000倍以上
[ 1]
。由于富马酸

(R, Rp)-戊乙奎醚的合成路线比较复杂,涉及中间体

较多, 因此本实验建立了 RP-HPLC法分离富马酸

(R, Rp)-戊乙奎醚本品及其有关物质,并对其含量进

行了测定。

材   料

A g ilent 1200二元梯度泵高效液相色谱仪 (附

二极管阵列检测器, A g ilent Chem station化学工作

站, 美国 Ag ilent公司 ) ; 酸度计 ( R adiome ter ana ly t-i

ca,l PHM 240, 法国 ) ; XP205电子天平 (M eettler To-

ledo, 瑞士 ) ; DL203电子天平 ( M eettler To ledo, 瑞

士 ) ; 8453型紫外-可见分光光度计 ( H ew let Pack-
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ard,美国 )。

富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚对照品 (批号: 081106,

081108, 081109)及中间体由军事医学科学院毒物药

物研究所合成室提供。甲醇 (色谱纯, 美国 Fisher公

司 ) ; 其余试剂均为国产分析纯; 实验用水为纯

化水。

方法与结果

1 检测波长的确定

配制一定浓度的富马酸 ( R, Rp)-戊乙奎醚甲醇

溶液,采用紫外-可见分光光度计测定其紫外吸收光

谱,确定最大吸收波长为 206 nm; 同时本实验也采

用高效液相色谱仪的二极管阵列紫外检测器进行全

波长扫描,所得结果与上述一致。

2 RP-HPLC条件

富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚属于小分子化合物,极

性较弱, 因此选用反相分配体系, 采用 C18作为固定

相。色谱柱: U lt imate XB-C18 ( 250 mm @ 4. 6 mm, 5

Lm);流动相 A为 CH3OH,流动相 B为 20mmo l#L- 1

KH 2PO 4 ( pH 5. 0) ; 梯度洗脱 (以流动相 A比例表

示: 0y 10 m in, 55% ~ 75%; 10y 50m in 75% ); 柱

温: 25 e ; 流速: 1. 00mL#m in
- 1
; 检测器: DAD检测

器;检测波长: 206 nm; 进样体积: 20 LL。分离色谱

图见图 1。

图 1 富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚的色谱图

3 方法学考察

3. 1 方法专属性试验  称取中间体 I, II, III, IV, V,

V I, V II, V III, IX, SR型光学异构体及样品 (批号:

081106)各 0. 32, 1. 02, 1. 36, 2. 11, 0. 78, 0. 75,

0189, 2. 05, 2. 06, 2. 31, 4. 41mg, 将其置同一 5 mL

的量瓶中, 加流动相溶解并定容至刻度, 进样分析,

确定各成分的保留时间, 考察各成分色谱峰之间的

分离度。结果表明, 在上述色谱条件下, 样品与中间

体有较好的分离度, 结果见图 2。

富马酸 ( 2. 91 m in); SR型光学异构体 ( 9. 93 m in); 样品

( 10. 62 m in);中间体 IX的降解产物 ( 16. 53 m in)

图 2 富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚与中间体的

分离色谱图

3. 2 破坏性试验  用强酸 ( 0. 1 mol# L
- 1

HC l溶

液 )、强碱 ( 0. 1mo l# L
- 1

N aOH溶液 )、和 3% H2O2

溶液配置一定浓度的富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚溶液,

分装在安瓿瓶中,分别放置在常温和高温 80 e 条件

下,按不同时间段取样, 采用上述色谱条件进样分

析,结果表明,富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚在中性条件

下较稳定, 在强酸、强碱、氧化条件下不稳定, 并且在

上述条件下产生的降解产物与本药物能达到较好分

离,不干扰本品的测定, 表明所建方法专属性好, 结

果见图 3。
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图 3 富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚破坏性试验色谱图

3. 3 线性关系  精密称取本品对照品 25. 17mg,

将其置 25mL量瓶中, 加入流动相超声溶解, 定容

至刻度, 其浓度为 1 006. 8 Lg#mL
- 1
, 分别取该溶

液 0. 1, 0. 5, 1. 0, 3. 0, 5. 0, 7. 0, 10 mL, 将其置于

10mL量瓶中, 用流动相稀释至刻度, 其浓度分别

为 10. 07, 50134, 100. 1, 302. 0, 503. 4, 704. 8,

1 007 Lg#mL
- 1
, 进样分析,记录色谱图, 以富马酸-

(R, Rp)-戊乙奎醚的峰面积 ( A )对溶液浓度 ( C,

Lg#mL
- 1
)进行线性拟合, 得到回归方程: A =

21122C + 34. 09 ( r= 0. 999 97)。结果表明, 富马

酸 ( R, Rp)-戊乙奎醚在浓度 10. 07 ~ 1 007 Lg#
mL

- 1
范围内线性关系良好。

3. 4 精密度试验  取 / 3. 30项高、中、低 3个浓度

连续进样 5次,测定其峰面积并计算,结果表明, 富

马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚峰面积的 RSD均 < 2%, 见表

1,表明样品进样精密度良好。

表 1 富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚精密度

浓度 /Lg#mL- 1
RSD /%

日内 日间

302. 0 0. 02 0. 35

503. 4 0. 02 0. 47

704. 8 0. 03 0. 37

3. 5 各中间体的检出限与定量限  分别配制一定

浓度的合成中间体溶液, 将其逐级稀释, 进样分析,

记录色谱图,以基线噪音的 3倍为检出限,以基线的

10倍为定量限,结果见表 2。

表 2 富马酸 (R, Rp)-戊乙奎醚中间体的检出限与定量限

中间体 I II III IV V V I VII V III IX

LOD /ng 17. 6 5. 50 5. 70 10. 2 7. 90 9. 50 8. 60 8. 60 2. 60

LOQ /ng 35. 5 11. 0 11. 4 20. 4 15. 8 19. 0 17. 2 10. 2 13. 0

4 样品有关物质检查
分别称取 3批样品与对照品约 10mg, 分置不同

的 10mL量瓶,用流动相溶解并定容至刻度,然后稀

释 1倍作为供试品溶液, 进样分析,记录色谱图, 结

果表明 3批样品及对照品均未检出中间体,只检出

SR型光学异构体, 纯度均在 99. 8%以上。

5 样品含量测定

分别称取 3批样品约 10mg,置不同的 10mL量

瓶,用流动相溶解并定容至刻度, 然后稀释 1倍作为

供试品溶液; 另取对照品 10mg, 同法配制, 作为对

照品溶液。分别取对照品溶液及供试品溶液 20

LL,进样分析, 记录色谱图, 按外标法以峰面积计

算,即得 3批样品的含量,结果见表 3。

表 3 样品含量的测定结果
批号 RP-HPLC法

精制品 100. 0%

081106 99. 5%

081108 100. 5%

081109 100. 9%

讨   论

由于本药物的最大紫外吸收波长为末端吸收

206 nm, 同时适合于各个相关杂质的测定, 因此不考

虑杂质的最大吸收波长,最后确定该 RP-HPLC法的

检测波长为 206 nm。

(下转第 760页 )
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治疗前应用一段时间钙剂可能会明显减少治疗后早

期不良反应。相对应, 如果患者治疗后立即补充补

钙和维生素 D, 理论上也可预防和减轻术后与血钙

降低相关不良反应的发生率。本组病例在治疗前曾

自行或在医生指导下在治疗前接受钙剂至少 600

mg# d
- 1 ?V itD 400 IU时间\ 1个月。可能是导致头

痛、肌肉痛、关节痛等不良反应发生率降低的原因。

其每日服用钙剂剂量及服用时间只是临床医生根据

自己经验制定。样本量偏小,可以起到借鉴作用,尚

不能作为一般标准用于指导方案,应进一步总结。

根据患者治疗前是否行抗骨吸收药物治疗进行

比较,发现治疗前曾行抗骨吸收药物治疗患者, 在治

疗后头痛、肌肉痛、关节痛症状明显低于未服用抗骨

吸收药物组, 发热、流感样症状比较, 两组无明显差

异。唑来膦酸其药理作用与其他抗骨吸收药物相

似,抑制破骨细胞的活性, 降低骨转换, 其不良反应

与其他双膦酸盐药物类似,治疗前患者如果已经应

用过此类药物,其不良反应也会相应减少。说明,在

治疗前应用一段时间钙剂或应用抗骨吸收药物可能

会明显减少治疗后早期不良反应。

本组病例中应用的骨吸收抑制剂药物包括口服

双膦酸盐药物、SERM (盐酸雷洛昔芬 )、鲑鱼降钙素

类药物时间\ 1个月。可能是导致不良方法发生率

降低的原因。但本研究样本量小, 没有比较不同骨

吸收抑制剂药物之间在不良反应发生率是否具有差

异。本结论尚需进一步总结及明确。

综上所述,唑来膦酸治疗后 30 d内未见严重不

良反应,发热、流感样症状、肌肉痛、关节痛、头痛等

不良反应发生常见,多为一过性, 可能与骨密度及是

否合并骨折无关,治疗前应用钙剂及骨吸收抑制可

能会显著降低肌肉痛、关节痛、头痛等不良反应发生

率,可能还有其他因素导致不良反应发生率较高, 本

研究样本量较少,尚需进一步收集药物不良反应病

例,总结规律。
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在 RP-HPLC方法考察实验中, 分别考察了不同

pH值, 不同梯度洗脱条件等对测定结果的影响, 结

果表明在其他条件下中间体 V III与 IX不能达到完

全分离, 在本实验所建立的色谱条件下所有中间体

可达到很好的分离。

建立的 RP-HPLC法在 10~ 1 000Lg#mL- 1
浓度

范围内线性关系良好, 并且高、中、低 3种浓度的日

内与日间精密度均符合要求,重现性好。

原料药在中性条件下稳定,在强酸、强碱和氧化

条件下均不稳定, 并且在上述条件下所产生的降解

产物与本药物能达到较好的分离,从而进一步证明

了该 RP-HPLC法专属性较好。

该方法结果可靠,重现性好,可用于该化合物的

定性及定量分析。
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