
China Pharmacy 2013 Vol. 24 No. 1 中国药房 2013年第24卷第1期

＊副主任药师，硕士。研究方向：食品、药品监督检测和质量标准

制订。E-mail：redchen333@sohu.com

别嘌醇缓释片的主要成分为别嘌醇，是抑制尿酸合成的

一种药物，临床上主要用于治疗高尿酸血症、痛风及尿酸性肾

病等。别嘌醇缓释片现行质量标准为试行标准[1]，在执行过程

中，笔者发现存在以下问题：含量测定原为紫外分光光度（UV）

法，其方法专属性较差；有关物质未控制特殊杂质（如别嘌醇

杂质A、B、C等，是制备中可能引入的中间体或降解产物）。“别

嘌醇缓释片质量标准提高研究项目”是我中心按国家药典委

员会关于药典标准提高要求申请的项目，主要任务就是建立

其含量测定方法，进一步优化色谱条件，从严控制别嘌醇杂质

A（3-氨基吡唑-4-羧酰胺），增加该特殊杂质的定量测定方法，

现介绍如下。
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摘 要 目的：建立别嘌醇缓释片的含量测定和有关物质的检查方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为 Inertsil@ODS-3，流

动相为甲醇-0.125％磷酸二氢钾溶液（10 ∶ 90，V/V），流速为1.0 ml/min，有关物质和主药检测波长分别为220、250 nm。对别嘌醇杂

质A进行定量检查，对其他未知杂质采用自身对照法检查。结果：主药与杂质能完全分离；主药和杂质的检测质量浓度线性范围

分别为1～100 、0.02～4 μg/ml（r均为0.999 9），平均回收率分别为100.1％、95.3％，RSD分别为0.7％、14％；杂质A最低检测限为

0.2 ng。结论：本法具有良好的专属性、灵敏度和重复性，适用于别嘌醇缓释片的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of Allopurinol sustained-release tablets and relat-

ed substances. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Inertsil@ODS-3 column with mobile

phase consisted of methanol-0.125％ monopotassium phosphate（10 ∶ 90，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wave-

length was set at 220 nm and 250 nm for related substances and main component. The quantity of allopurinol impurity A was detected

quantitatively and other impurities by self control method. RESULTS：Relative substances could be separated from main component

completely. The linear ranges of main component and impurity were 1-100 μg/ml and 0.02-4 μg/ml（r＝0.999 9）. The average reco-

veries were 100.1％（RSD＝0.7％）and 95.3％（RSD＝14％）. The lowest limit of detection for impurity A was 0.2 ng. CONCLU-

SION：The method is specific，sensitive and reproducible，and can be used for quality control of Allopurinol sustained-release tablets.
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（2）塑化剂成分对液相色谱和液质联用仪器的污染和残

留比较大；而选用气相质谱联用法可以同时测定多种塑化剂

成分，同时对仪器和色谱柱的污染和残留较小，且样品处理简

单，方法快速、灵敏、简便易行。由于塑化剂的各成分存留于

塑料制品中几率较大，因此整个试验过程中禁止使用塑料容

器。

（3）本色谱条件下（见图1、图2）保留时间在20～25 min的

一簇色谱峰为邻苯二甲酸二异壬酯、邻苯二甲酸二异癸酯等

系列同系物的混合峰，若样品中明显检出色谱峰，应再进一步

单标定位检测；定量时暂不考虑表1中的19、20号峰。
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2695-2988高效液相色谱（HPLC）仪（美国Waters公司）。

别嘌醇对照品（德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公司，批号：

00817，纯度：99.5％）；别嘌醇杂质A对照品（欧洲药典对照品，

欧洲药品质量管理局提供，代码：A0350010，纯度：100％）；别

嘌醇缓释片（批号：090631、090632、090633，规格：每片 0.25

g）、辅料均由海南普利制药有限公司提供；甲醇为色谱纯，试

验用水为超纯水，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Inertsil@ODS-3（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：

甲醇-0.125％磷酸二氢钾溶液（10 ∶ 90，V/V），流速：1.0 ml/min；

检测波长：220（有关物质）、250 nm（主药）；柱温：40 ℃；进样

量：20 μl。

2.2 主药含量测定方法

取本品细粉适量（约相当于别嘌醇50 mg），置于100 ml量

瓶中，加 0.4％氢氧化钠溶液 50 ml 使溶解，用盐酸溶液（9→

1 000）稀释至刻度，摇匀，滤过；精密量取 5 ml，置于 100 ml量

瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液；另取别嘌醇对

照品适量，同法测定。按外标法以峰面积计算，即得。

2.3 有关物质检查法

取本品细粉适量（约相当于别嘌醇50 mg），置于100 ml量

瓶中，加 0.4％氢氧化钠溶液 50 ml 使溶解，用盐酸溶液（9→

1 000）稀释至刻度，摇匀，滤过，作为供试品溶液。精密量取1

ml，置于 100 ml 量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，作为对照溶

液。另取别嘌醇杂质 A 约 2 mg，精密称定，置于 100 ml 量瓶

中，加入0.4％氢氧化钠溶液5 ml使溶解，加盐酸溶液（9→1 000）

5 ml，用水稀释至刻度，摇匀；精密量取 5 ml，置于 100 ml量瓶

中，用水稀释至刻度，摇匀，作为别嘌醇杂质 A 对照品溶液。

记录色谱图至主成分峰保留时间的2.5倍。

2.4 测定波长的选择

将含别嘌醇和杂质 A 的对照品溶液进行二极管阵列扫

描，在 210～400 nm波长范围内进行紫外扫描。结果，杂质A

在220、253 nm波长处有最大吸收；别嘌醇在250 nm波长处有

最大吸收。因此在 220 nm 波长处测定杂质 A 和其他相关杂

质，在250 nm波长处测定别嘌醇含量。光谱图见图1。

2.5 进样浓度和色谱图记录时间的选择

制备 0.5、1.0、2.0 mg/ml的供试品溶液进样、测定，记录色

谱图。结果，随浓度增加，未发现新增杂质，未见可识别的色

谱峰，因此选择 0.5 mg/ml作为供试品浓度。供试品图谱在相

当于主成分峰保留时间的2倍处有1个杂质峰；在主峰保留时

间2.5倍后，基线平整。因此有关物质测定保留时间定为主峰

保留时间的2.5倍。

2.6 分析方法的验证

2.6.1 专属性考察。（1）辅料干扰考察。取制备供试品溶液的

溶剂和辅料适量分别按建立的有关物质测定法测定，记录色

谱图。结果，在别嘌醇主峰及杂质A峰处未见吸收峰干扰；但

均在 2.4～3.0 min处有小色谱峰，二者相似，因此在计算时扣

除供试品色谱中的溶剂峰即可。（2）降解产物的检查。为了考

察该方法能否有效检测出本品在生产及贮存过程中可能产生

的降解产物，根据药物结构特点、合成工艺及贮存条件等，进

行了以下适度的强制降解试验（加速破坏试验），以验证分析

方法对相关降解产物检查的专属性。

选择经光照[（4 500±500）lx，24 h]、加热氧化（在分别使

用加热和氧化条件下，杂质增加不明显；而在 2种条件同时作

用下，杂质量增加明显，因此采用加入H2O2后60 ℃加热30 min

降解样品，更便于考察杂质与主成分之间的分离情况）、酸破

坏（加入 0.1 mol/L盐酸溶液放置 1 h后，加 0.1 mol/L氢氧化钠

溶液中和）、碱破坏（加入 0.1 mol/L氢氧化钠溶液放置 1 h后，

加 0.1 mol/L 盐酸溶液中和）的供试品溶液，以流动相等度洗

脱，供试品溶液经强光照射和加热氧化降解得到的降解产物

最多，色谱图见图2。

从上述降解后图谱可知，本品在弱酸性条件下较稳定；主

要降解产物在主成分峰前，在主成分峰后主要有 2个小杂质；

各种破坏条件下得到的降解产物均能与主成分、杂质A完全

分离。流动相以 0.125％磷酸二氢钾溶液-甲醇（90 ∶ 10）在 0～

30 min以线性梯度改变流动相比例（70 ∶ 30）洗脱测定，未检出

更多杂质。因此选择以0.125％磷酸二氢钾溶液-甲醇（90 ∶ 10）
为流动相，等度洗脱。

另上述试验表明，有关物质检查法具有良好的专属性，适

用于本品在生产及贮存过程中因各种影响所产生的有关物质

检查。

2.6.2 线性关系及检测限。取别嘌醇和杂质A对照品适量，

精密称定，用流动相制备成一系列不同浓度的混合对照品溶

液，进样，测定。以质量浓度（c）为横坐标、峰面积（A）为纵坐

标作回归直线。结果，别嘌醇标准曲线方程为 A＝67 930c+

902.69（r＝0.999 9），表明别嘌醇检测质量浓度线性范围为1～

100 μg/ml；别嘌醇杂质A标准曲线方程为A＝86 474c+150.52

（r＝0.999 9），表明别嘌醇杂质 A 检测质量浓度线性范围为

0.02～4 μg/ml。质量浓度为 0.01 μg/ml、进样 20 μl时，信噪比

图1 紫外扫描光谱图
A.杂质A；B.别嘌醇

Fig 1 UV scanning spectrum
A. impurity A；B. allopurinol
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图2 降解试验色谱图
A. 加热氧化降解后产物；B.光照降解后产物；C. 碱降解后产物；D. 酸

降解后产物；1. 杂质A；2. 别嘌醇

Fig 2 Chromatograms of degradation testing
A. destroyed by heat and oxidation；B. destroyed by light；C. destroyed

by alkali；D. destroyed by acid；1. impurity A；2. allopurinol
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约为3，因此杂质A检测限为0.2 ng。

2.6.3 回收率试验。称取空白辅料约50 mg，置于100 ml量瓶

中，分别加别嘌醇对照品40、50、60 mg和别嘌醇杂质A对照品

溶液（20 μg/ml）4、5、6 ml于同一量瓶中，按含量测定法测定，

计算回收率。结果别嘌醇和杂质A平均回收率分别为100.1％、

95.3％（n＝9），具体见表1。

表1 回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

化合物
别嘌醇

杂质A

加入量，mg

40.05

40.01

39.52

50.15

49.94

50.28

59.88

59.67

59.21

0.08

0.08

0.08

0.10

0.10

0.10

0.12

0.12

0.12

测定量，mg

40.27

39.98

39.98

49.74

49.86

50.22

59.88

59.60

59.34

0.076 2

0.075 8

0.076 7

0.096 2

0.095 2

0.095 1

0.114 5

0.114 2

0.113 5

回收率，％
100.60

99.90

101.20

99.20

99.80

99.90

100.00

99.90

100.20

95.31

94.74

95.89

96.21

95.24

95.12

95.43

95.18

94.58

2.6.4 重复性试验。取同批样品 6份制备成供试品溶液，同

“2.2”、“2.3”项下方法操作，测定主药及杂质含量，结果见表2。

表2 重复性试验结果

Tab 2 Results of repeatability test

编号

1

2

3

4

5

6

平均值，％
RSD，％

含量，％
杂质A

0.009 1

0.006 9

0.008 1

0.006 3

0.006 8

0.008 1

0.010 0

14

其他杂质
0.080

0.083

0.086

0.083

0.081

0.083

0.100

2.5

主药
101.09

102.62

102.23

103.33

102.90

102.41

102.40

0.7

由表2可知，主药和有关物质测定结果重复性较好。

2.6.5 供试品溶液稳定性考察。在室温 20 ℃下取供试品溶

液，按“2.2”和“2.3”项下方法分别在不同时间（0、1、2、4、6、8 h）

测定有关物质和主药含量。结果，主峰面积RSD为 0.3％，杂

质A和其他有关物质含量未增加。表明供试品溶液在 8 h内

稳定，能够满足日常检测的要求。

2.6.6 样品含量测定和有关物质检查结果。按“2.2”和“2.3”

项下方法测定3批样品主药和有关物质含量，结果见表3。

3 讨论
《中国药典》2010年版只收载了别嘌醇原料药和片剂，国

外药典均未见收载该剂型。查阅文献也未见别嘌醇缓释剂的

质量标准研究报告。在类似品种参考文献[2～5]中，采用HPLC

表3 3批样品含量测定和有关物质检查结果

Tab 3 Results of content determination of main component

and related substances in 3 batches of samples

批号

090631

090632

090633

杂质A

0.01

0.01

0.01

含量，％
其他杂质

0.1

0.1

0.1

主药
101.9

102.4

101.7

法测定时的色谱条件均不同，有的流动相采用甲醇-水-冰醋酸

（75 ∶ 25 ∶ 0.2），有的采用0.125％磷酸二氢钾溶液和甲醇梯度洗

脱。前种条件下出峰快，未与杂质分离；后种条件下梯度洗脱

时间长。而本法采用的流动相组成简单，等度洗脱，采用二极

管阵列检测器筛选测定波长，对别嘌醇及杂质A分别进行定

量，提高了杂质A检测灵敏度。

在别嘌醇缓释片（试行）标准[1]中，样品前处理方法较为复

杂：取本品细粉适量（约相当于别嘌醇 50 mg），置于 100 ml量

瓶中（使粉末尽量散开），加0.1 mol/L的氢氧化钠溶液5 ml（边

加液变振摇），超声直至完全溶解，立即用混合溶液稀释至刻

度，摇匀，滤过，取续滤液作为供试品溶液。而本文的供试品

溶液制备方法则相对更简单：由于本品在碱性条件下易溶解

也易降解，在弱酸性或中性条件下，溶液较稳定，因此建立了

“2.2”项下的供试品制备方法，所制溶液显弱酸性。《欧洲药典》

和《美国药典》中供试品溶液需在温度 8 ℃时保存[6-7]，笔者结

合实际情况，在室温20 ℃时，供试品溶液经稳定性考察，在8 h

内基本稳定（主成分峰面积RSD为0.3％），未见杂质量增加。

上述各项试验结果证实，本文所建的含量测定和有关物

质检查法具有良好的专属性、灵敏度和重复性，适用于别嘌醇

缓释片的质量控制。
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