
China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 3 中国药房 2015年第26卷第3期

抗血小板治疗在冠状动脉粥样硬化性心脏病治疗中起着

十分重要的作用。盐酸替罗非班是一种非肽类的血小板糖蛋

白Ⅱb/Ⅲa受体（该受体是与血小板聚集过程有关的主要血小板

表面受体）的可逆性拮抗药，可阻止纤维蛋白原与糖蛋白Ⅱb/Ⅲa

受体结合，从而阻断血小板的交联及血小板的聚集[1-3]。盐酸

替罗非班可抑制二磷酸腺甘诱导的血小板聚集及延长出血时

间，可强效抑制血小板功能，作用显著，特异性强。目前，关于

盐酸替罗非班原料药和注射剂的质量标准未见文献报道。为

此，本研究建立了以高效液相色谱（HPLC）法测定盐酸替罗非

班原料药的含量及有关物质的方法。

1 材料
LC-10AD HPLC 仪，包括 SPD-10AVP 检测器、CLASSLC

10A色谱工作站（日本岛津公司）；AE-240万分之一电子天平

（瑞士梅特勒-托利多公司）。

盐酸替罗非班对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

100646-200401，纯度：99.9％）；盐酸替罗非班原料药（解放军

空军总医院自制，批号：201230601、201230602、201230603，质量

分数：99.5％、99.6％、99.7％）；盐酸替罗非班中间体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

（解放军空军总医院自制，批号均为：201230601，纯度分别为：

99.4％、99.5％、99.4％）；甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂为分析

纯，水为屈臣氏水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：CAPCELL PAK C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流

动相：流动相A为0.1％醋酸铵溶液（pH 2.30）-乙腈-甲醇（90 ∶ 5
∶ 5，V/V/V），流动相B为0.1％醋酸铵溶液（pH 2.30）-乙腈-甲醇

（10 ∶ 85 ∶ 5，V/V/V），梯度洗脱程序见表1；检测波长：227 nm；柱

温：35 ℃；流速：1.0 ml/min；进样量：10 µl。

2.2 含量测定方法

取样品（批号：201230601）适量，用流动相B定量稀释制成

0.1 mg/ml的溶液，作为供试品溶液，精密量取10 µl进样测定；

另取盐酸替罗非班对照品适量，同法制备对照品溶液，进样测

＊副主任药师。研究方向：缓控释及靶向制剂。电话：010-66928557。

E-mail：yanjiushi1010@126.com

# 通信作者：主任药师，硕士生导师。研究方向：药物新剂型与新

技术。电话：010-66928557。E-mail：yanjiushi1010@126.com

HPLC法测定盐酸替罗非班原料药的含量及有关物质

吴 燕＊，周 敏，张福成 #（解放军空军总医院，北京 100142）

中图分类号 R917 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2015）03-0404-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2015.03.38

摘 要 目的：建立测定盐酸替罗非班原料药含量及有关物质的方法。 方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为CAPCELL PAK

C18，流动相A为0.1％醋酸铵溶液（pH 2.30）-乙腈-甲醇（90 ∶5 ∶5，V/V/V）、流动相B为0.1％醋酸铵溶液（pH 2.30）-乙腈-甲醇（10 ∶85 ∶
5，V/V/V）（梯度洗脱），检测波长为227 nm，柱温为35 ℃，流速为1.0 ml/min，进样量为10 µl。结果：盐酸替罗非班与其中间体及其

他杂质分离度良好。盐酸替罗非班的质量浓度在20～140 µg/ml范围内与其峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 9）；精密

度、稳定性、重复性试验的RSD≤0.35％；平均回收率为100.09％，RSD＝0.81％（n＝3）；其中间体的检测限、定量限分别为0.5、2.0

ng。盐酸替罗非班原料药中的单个杂质含量低于0.05％，总杂质含量低于0.2％。结论：该方法简便、准确、专属性强、灵敏度高，

适用于盐酸替罗非班原料药的含量及有关物质测定。

关键词 盐酸替罗非班；高效液相色谱法；含量；有关物质；梯度洗脱

Content Determination of Tirofiban Hydrochloride and Its Related Substances by HPLC
WU Yan，ZHOU Min，ZHANG Fu-cheng（General Hospital of Air Force，Beijing 100142，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of tirofiban hydrochloride and its related substanc-

es. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on CAPCELL PAK C18 column with mobile phase A

consisted of 0.1％ ammonium acetate（pH2.30）-acetonitrile-methanol（90 ∶ 5 ∶ 5，V/V/V）and mobile phase B consisted of 0.1％ am-

monium acetate（pH 2.30）-acetonitrile-methanol（10 ∶ 85 ∶ 5，V/V/V）gradient elution at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection

wavelength was set at 227 nm，and the column temperature was 35 ℃. The sample size was 10 µl. RESULTS：The main peak and

intermediates as well as individual impurity peaks were well separated. The linear range of tirofiban hydrochloride was 20-140 μg/

ml（r＝0.999 9）with an average recovery of 100.09％（RSD＝0.81％，n＝3）. RSD of precision，stability and reproducibility tests

were all ≤0.35％. The detection limit and quantification limit of intermediates were 0.5 ng and 2.0 ng. The content of individual im-

purity in tirofiban hydrochloride was lower than 0.05％，and that of total impurities was lower than 0.2％. CONCLUSIONS：The

method is simple，accurate，specific and sensitive，and it is suitable for the content determination of tirofiban hydrochloride and its

related substances.
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定，记录色谱，详见图1。按外标法以峰面积计算含量。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution program

时间，min

0.01→5

5→10

10→18

18→25

25→35

35→50

50→75

流动相A，％
90

85

70

55

50

30

90

流动相B，％
10

15

30

45

50

70

10

2.3 有关物质测定方法

取样品（批号：201230601）适量，加流动相 B 稀释制成

1 mg/ml的溶液，作为供试品溶液；精密量取 1 ml，置于 100 ml

量瓶中，加流动相B稀释至刻度，摇匀，作为对照溶液。取对照

溶液10 μl注入HPLC仪，调节检测灵敏度，使主成分色谱峰高

约为满量程的 20％；再精密量取供试品溶液与对照溶液各 10

μl，分别注入HPLC仪，记录色谱，详见图 2。供试品溶液的色

谱图中如有杂质峰，按自身对照法计算有关物质的量。

2.4 系统适用性试验
分别称取盐酸替罗非班中间体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ各 10 mg，置于

10 ml量瓶中，用流动相B定容，得系统适用性贮备液；精密称

取样品（批号：201230601）100 mg，置于100 ml量瓶中，精密移

取系统适用性贮备液 1 ml置于此量瓶中，定容，摇匀，得系统

适用性溶液。量取系统适用性溶液 10 μl注入HPLC仪，记录

色谱，详见图 2。结果表明，在“2.1”项色谱条件下，盐酸替罗

非班与各中间体及各个中间体之间的分离度均＞1.5，分离

度良好。

2.5 方法专属性考察
取样品（批号：201230601）约 25 mg，精密称定，共 5份，分

别置于 25 ml 量瓶中：1份加入 2 mol/L 盐酸溶液 1 ml，放置 1

h；1份加入 30％过氧化氢溶液 1 ml，放置 2 h；1份加入流动相
1 ml使溶解，在强光 4 500 lx下照射 4 h；1份加入流动相 1 ml

使溶解，并在100 ℃水浴中加热2 h；1份加入2 mol/L氢氧化钠
溶液 1 ml，放置 1 h。上述 5份溶液分别用流动相B稀释至刻
度，摇匀，各量取 10 μl，分别注入HPLC仪，记录色谱，详见图
3。结果表明，样品在酸、碱、氧化、高温和光照条件下均保持
相对稳定，各破坏条件下产生的降解产物峰与主峰均能达到
基线分离，且各杂质间的分离度良好。

2.6 线性关系考察
取盐酸替罗非班对照品适量，精密称定，加流动相B溶解

并稀释制成每1 ml中约含1 000 μg的线性贮备液；分别取盐酸
替罗非班中间体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ适量，精密称定，分别加流动相B溶
解并稀释制成每1 ml 中各约含100 μg 的线性贮备液。分别精
密量取上述各线性贮备液适量，用流动相B按逐级稀释的方法
制成系列浓度溶液，测定峰面积，以峰面积（y）对质量浓度
（x，μg/ml）进行线性回归，回归方程和线性范围见表2。

2.7 检测限和定量限
分别取“2.6”项下盐酸替罗非班中间体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ线性贮备

液适量，均采用逐步稀释法稀释至 0.05 μg/ml，按“2.1”项下色
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图1 高效液相色谱图
A.对照品溶液 ；B.供试品溶液；1.盐酸替罗非班

Fig 1 HPLC chromatograms
A.substance control；B.test sample；1.tirofiban hydrochloride
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图2 有关物质测定和系统适用性试验高效液相色谱图
A.空白溶剂（水）；B.系统适用性溶液；C.供试品溶液；D.对照溶液；1.中

间体Ⅰ；2.中间体Ⅲ；3.中间体Ⅱ；4.盐酸替罗非班

Fig 2 HPLC chromatograms of related substance and sys-

tem suitability
A.blank solvent（water）；B. system suitability solution；C. test sample；

D. substance control；1.intermediateⅠ；2. intermediate Ⅲ；3. intermedi-

ateⅡ；4. tirofiban hydrochloride

mA
U

50
40
30
20
10
0
0 10 20 30 40 50 60 70

t，min
A

1
50
40
30
20
10
0

mA
U

1

0 10 20 30 40 50 60 70
t，min

B
50
40
30
20
10
0

mA
U

0 10 20 30 40 50 60 70
t，min

C

50
40
30
20
10
0

mA
U

0 10 20 30 40 50 60 70
t，min

D

1 1

mA
U

50
40
30
20
10
0

0 10 20 30 40 50 60 70
t，min

E

1 150
40
30
20
10
0

mA
U

0 10 20 30 40 50 60 70
t，min

F

图3 专属性试验高效液相色谱图
A.酸破坏样品；B.碱破坏样品；C.氧化破坏样品；D.高温破坏样品；E.光

照破坏样品；F.未破坏样品；1.盐酸替罗非班

Fig 3 HPLC chromatograms of specificity test
A.sample destroyed by acid；B.sample destroyed by alkali；C.sample de-

stroyed by oxidation；D.sample destroyed by high temperature；E.sample

destroyed by illumination sample；F. undestroyed sample；1.tirofiban hy-

drochloride；
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谱条件进样测定，记录色谱，以信噪比 3计算得 3个中间体的
最低检测限均为0.5 ng；以信噪比10计算得3个中间体的定量
限均为2.0 ng。

表2 盐酸替罗非班及其中间体的回归方程和线性范围
Tab 2 The regression equation and linear range of tirofiban

hydrochloride and intermediates

待测成分
盐酸替罗非班
中间体Ⅰ
中间体Ⅱ
中间体Ⅲ

回归方程
y＝1 007x－594.27

y＝22 793x－1 424.2

y＝22 868x－2 319.7

y＝23 896x－4 913.6

线性范围，μg/ml

20～140

0.51～15.89

0.53～15.42

0.55～15.78

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 6

2.8 精密度、重复性和稳定性试验
取“2.2”项下的盐酸替罗非班对照品溶液，按“2.1”项下色

谱条件重复进样 6次，记录色谱，结果盐酸替罗非班峰面积的
RSD 为 0.35％，表明仪器精密度良好。取样品（ 批号：

201230601）适量，平行6 份，按“2. 2”项下方法处理制备含量测
定供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，得平均含量为
99.8％，盐酸替罗非班峰面积的RSD为 0.19％，表明本方法重
复性良好 。 取“2.2”项下含量测定供试品溶液（批号 ：

201230601）适量，平行 6份，分别在室温下放置 0、2、4、8、12、

24 h 后进样测定，计算得到盐酸替罗非班峰面积的 RSD 为
0.33％，表明供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.9 回收率试验

取盐酸替罗非班对照品约 8、10、12 mg，各 3 份，精密称

定，分别置于 100 ml 量瓶中，加流动相 B 使其溶解，定容，摇

匀，进样测定，记录色谱，计算回收率，结果详见表3。

表3 回收率试验结果（n＝3）

Tab 3 Results of recovery test（n＝3）

加入量，mg

8.04

8.12

8.21

10.25

10.18

10.33

12.23

12.06

12.17

测得量，mg

8.09

8.25

8.22

10.31

10.06

10.27

12.18

12.04

12.20

回收率，mg

100.62

101.60

100.12

100.59

98.82

99.42

99.59

99.83

100.25

平均回收率，％

100.09

RSD，％

0.81

2.10 样品测定

取对照品和 3批样品适量，按“2.2”项下方法处理并按

“2.1”项下色谱条件进样测定，计算含量；取 3批样品适量，按

“2.3”项下方法处理并进样测定，计算有关物质的量（各单个杂

质均不得过0.2％，总杂质不得过0.6％），结果见表4。

3 讨论
表4 样品测定结果（n＝3）

Tab 4 Results of sample determination（n＝3）

批号
201230601

201230602

201230603

含量，％
99.2

99.1

100.2

中间体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
未检出
未检出
未检出

杂质1，％
0.01

0.01

0.02

杂质2，％
0.04

0.03

0.04

杂质3，％
0.02

0.02

0.02

杂质4，％
0.03

0.02

0.02

杂质总量，％
0.09

0.09

0.10

3.1 流动相的选择[4-5]

本试验在筛选流动相过程中，曾设计了多组不同组成的
流动相体系（磷酸盐-乙腈，辛烷/磷酸盐-乙腈，醋酸盐-甲醇，醋
酸盐-甲醇/乙腈等），通过对每个组成的流动相体系进行考察，
发现醋酸铵-甲醇/乙腈体系按本试验比例混合后能满足分析
要求。同时，缓冲液的 pH对峰形和分离度也有较大的影响：
随着pH的降低，盐酸替罗非班与各中间体及杂质的分离度增
加，且峰形较尖锐。但考虑到色谱柱的耐酸性及使用寿命，最
终确定流动相pH为2.30。
3.2 梯度洗脱程序的确定[6-7]

盐酸替罗非班与其3个中间体结构较相似，出峰时间较接
近，因此选择合适的梯度洗脱方式才能达到分离度要求。中
间体Ⅰ与中间体Ⅲ相邻较近，难以分开，故将此处的梯度变
缓；而盐酸替罗非班与中间体Ⅱ之间没有其他杂质，故调节此
处梯度变化，使中间体Ⅱ快速出峰，以节省洗脱时间。通过对
梯度的调整，在表1所示梯度洗脱程序下，主成分与各中间体、
杂质均能达到有效分离，且各峰纯度都达100％。故选择此梯
度洗脱程序进行洗脱。
3.3 色谱柱的选择[8-10]

在选定流动相系统下，对CAPCELL柱、Thermo和Varian
键合相柱进行比较，结果发现，采用Thermo键合相柱分析时，
中间体Ⅰ与中间体Ⅲ不能实现良好分离；而采用Varian键合相
柱分析时峰形较差，且流动相的pH接近其耐酸值极限。故最
终采用CAPCELL PAK C18为本研究的色谱柱。

综上所述，该方法简便、准确、专属性强、灵敏度高，适用
于盐酸替罗非班原料药的含量及有关物质测定。
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