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福多司坦于1988年由日本SS制药株式会社研发创

制，1990年与同仁医药化工株式会社开展临床试验[1-2]，

2001年12月7日首次在日本上市[3]。福多司坦作为一类

高效祛痰药物[4]，应用前景较好。目前，国内制备福多司

坦原料药的工艺有2种，一种是盐酸半胱氨酸与烯丙醇

反应制得[5]，另一种是盐酸半胱氨酸与 3-卤代-1-丙醇反

应制得[6]。国内上市的福多司坦口服固体制剂有片剂、

胶囊剂及颗粒剂。

在福多司坦原料药及其制剂现行标准[7-9]中，有关物

HPLC法测定福多司坦原料药及其制剂中有关物质的含量Δ
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摘 要 目的：建立福多司坦原料药及其制剂中有关物质含量测定的方法。方法：以国内8家企业生产的福多司坦原料药或制剂

为样品。采用高效液相色谱（HPLC）法（外标法）测定杂质 A、B、C 的含量，色谱柱为 MGⅡ C18，流动相为 0.12％己烷磺酸钠溶液

（pH 2.0），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 210 nm，柱温为 35 ℃，进样量为 20 μL。采用 HPLC 法（加校正因子的主成分自身对照

法）测定杂质 E、F、G 的含量，色谱柱为 Altech Altima C18，流动相为 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液-乙腈-水（梯度洗脱），流速为 0.5

mL/min，检测波长为200 nm，柱温为30 ℃，进样量为20 μL。结果：杂质A、B、C、E、F、G的检测质量浓度线性范围分别为0.446～

22.291、0.202～20.158、0.101～12.082、0.111 0～11.100、0.210 4～10.520、0.221 6～11.080 μg/mL，检测限分别为 5.57、1.01、1.99、

2.22、4.21、4.43 ng，定量限分别为11.14、2.02、3.98、4.45、8.42、8.85 ng；杂质E、F、G的校正因子分别为0.91、1.42、1.73，相对保留时

间分别为0.88、1.95、3.08；精密度（n＝6）、稳定性[杂质A（4 h，n＝3），其余各杂质（24 h，n＝7）]试验的RSD均小于2.0％，平均加样

回收率分别为98.0％、97.3％、102.4％、99.4％、98.9％、96.4％，RSD分别为1.4％、1.5％、1.1％、0.9％、1.2％、0.5％（n＝9）；8家福多

司坦原料药或制剂生产企业中杂质总含量均＜1.1％。结论：该方法灵敏度高、专属性好，可用于福多司坦原料药及其制剂中有关

物质的定量研究。
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Content Determination of the Related Substances in Fudosteine Raw Material and Its Preparations by

HPLC
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611731，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for content determination of the related substance in fudosteine raw material

and its preparations. METHODS：Fudosteine or its preparations produced by 8 domestic enterprises were taken as samples. HPLC

method（external standard）was used to determine the contents of impurities A，B and C. The separation was performed on MGⅡ

C18 column with mobile phase consisted of 0.12％ sodium hexane sulfonate solution（pH 2.0） at flow rate of 1.0 mL/min. The

detection wavelength was set at 210 nm，column temperature was 35 ℃ and sample size was 20 μL. The contents of impurities E，

F，G were determined by HPLC method（principal component self-contrast method with correction factor）. The separation was

performed on Altech Altima C18 column with mobile phase consisted of 0.05 mol/L phosphate buffer-acetonitrile- water（gradient

elution）at the flow rate of 0.5 mL/min. The detection wavelength was set at 200 nm，and the column temperature was 30 ℃. The

sample size was 20 μL. RESULTS：The linear ranges of impurity A，B，C，E，F and G were 0.446-22.291，0.202-20.158，

0.101-12.082，0.111 0-11.100，0.210 4-10.520，0.221 6-11.080 μ g/mL，respectively. The limits of detection were 5.57，1.01，

1.99，2.22，4.21，4.43 ng，respectively. The limits of quantitation were 11.14，2.02，3.98，4.45，8.42，8.85 ng，respectively. The

relative correction factors of impurities E，F and G were 0.91，1.42 and 1.73，respectively；their relative retention time were 0.88，

1.95 and 3.08. RSDs of precision（n＝6）and stability [impurity A（4 h，n＝3），other impurities（24 h，n＝7）] tests were all lower

than 2.0％ . The average recoveries were 98.0％，97.3％，102.4％，99.4％，98.9％，96.4％，respectively；RSDs were 1.4％，

1.5％，1.1％，0.9％，1.2％，0.5％（n＝9），respectively. Total contents of substances in fudosteine raw material or its preparation

produced by 8 enterprises were all lower than 1.1％ . CONCLUSIONS：Established method is sensitive and specific. The method

can be used for the quantitative study on related substances in fudosteine raw material and its preparations．
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质检测方法虽各不相同，但均仅控制了未知杂质及福多

司坦右旋异构体。然而，根据化学药物杂质研究的技术

指导原则[10]要求，无论原料或制剂含量大于鉴定阈值的

杂质都应进行鉴定，明确杂质的结构并对其限度进行研

究。在2018年仿制药一致性评价中，为了区分福多司坦

各仿制药工艺的差异及质量的优劣，笔者收集了相关

文献[11-14]报道的福多司坦中的检测出的有关杂质，如半

胱氨酸（杂质 A）、胱氨酸（杂质B）、福多司坦亚砜（杂质

C）、（2R，2’R）- 3，3’-（丙基-1，3-二硫代）双（二氨基丙

酸）（杂质E）、（-）-（R）-2-（3-羟丙基）氨基-3-（3-羟丙基硫

代）丙酸（杂质F）、（-）-（R）-2-氨基-3-（3-氯丙基硫代）丙

酸（杂质G），并采用高效液相色谱（HPLC）外标法及加

校正因子的主成分自身对照法对福多司坦原料药及其

仿制药生产企业生产的片剂、胶囊剂中的这些杂质进行

定量分析，以期为福多司坦仿制药一致性评价提供参

考。福多司坦及其杂质结构式见图1。

1 材料
1.1 仪器

2695 HPLC 仪（美国 Waters 公司）；1260 HPLC 仪

（美国Agilent公司）；CPA225D电子天平、A8000多参数

测量酸度计（瑞士梅特勒-托利多公司）。

1.2 药品与试剂

福多司坦对照品（批号：100920-201802，纯度：

99.5％）、杂质 B 对照品（批号：140632-200502，纯度：

99.3％）均购自中国食品药品检定研究院；杂质A对照品

（加拿大TRC公司，批号：2-MJJ-156-1，纯度：97.0％）；杂

质C对照品（美国CRTO公司，批号：C4X-14471-1709，纯

度：98.7％）；杂质E对照品（批号：WS-T170608X，纯度：

95.9％）、杂质 F 对照品（批号：WS-T170110Z-1，纯度：

95.6％）、杂质 G 对照品（批号：ES7818-4-P1，纯度：

94.4％）均由本实验室自制；福多司坦原料药 1（A企业，

批号：FD160871，纯度：99.2％）；福多司坦原料药 2（批

号：160806008，纯度：99.9％）、福多司坦胶囊 2（批号：

160910056，规格：0.2 g）均购自B企业；福多司坦原料药

3（批号：H160404，纯度：99.4％）、福多司坦片 1（批号：

B160201161，规格：0.2 g）、福多司坦胶囊 1（批号：

1607001，规格：0.2 g）均购自C企业；福多司坦原料药 4

（D企业，批号：160309-1，纯度：99.1％）；福多司坦原料

药5（批号：1610001，纯度：99.9％）、福多司坦片2（批号：

057170101，规格：0.2 g）均购自E企业；福多司坦片 3（F

企业，批号：1607201，规格：0.2 g）、福多司坦片 4（G 企

业，批号：160702，规格：0.2 g）、福多司坦胶囊3（H企业，

批号：1606003，规格：0.2 g）；己烷磺酸钠、乙腈为色谱

纯，磷酸、磷酸二氢钾等为分析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱条件 1（用于检测杂质A、B、C）：色谱柱为MG

Ⅱ C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为 0.12％己烷磺

酸钠溶液（pH 2.0），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 210

nm，柱温为35 ℃，进样量为20 μL。

色谱条件 2（用于检测杂质 E、F、G 和其他未知杂

质）：色谱柱为Altech Altima C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），

流动相为 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液（A）-乙腈（B）-水

（C），梯度洗脱，流速为0.5 mL/min，检测波长为200 nm，

柱温为30 ℃，进样量为20 μL。梯度洗脱程序见表1。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution program

时间，min

0

15

35

45

55

60

A，％
100

100

60

60

100

100

B，％
0

0

30

35

0

0

C，％
0

0

10

5

0

0

2.2 溶液的制备

2.2.1 杂质对照品溶液的制备 （1）杂质A、B、C混合对

照品溶液：精密称取杂质A、B、C对照品适量，加 0.12％

己烷磺酸钠溶液溶解并稀释制成各杂质质量浓度均为

100 μg/mL的对照品溶液。（2）福多司坦及杂质E、F、G混

合对照品溶液：精密称取福多司坦对照品及杂质E、F、G

对照品适量，加 0.05 mol/L磷酸盐缓冲液溶解并稀释制

成福多司坦及杂质 E、F、G 质量浓度均为 100 μg/mL 的

对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液的制备 精密称取福多司坦原料药

或其制剂内容物 100 mg，分别置于 50 mL 量瓶中，加

0.12％己烷磺酸钠溶液或0.05 mol/L磷酸盐缓冲液稀释

至刻度，摇匀，分别作为供试品溶液1、2。

2.2.3 自身对照溶液的制备 精密量取“2.2.2”项下供

试品溶液 0.1 mL，分别置于 100 mL量瓶中，加 0.12％己

烷磺酸钠溶液或 0.05 mol/L磷酸盐缓冲液稀释至刻度，

摇匀，分别作为自身对照溶液1、2。

2.2.4 系统适用性试验溶液 取福多司坦及杂质A、B、

图1 福多司坦及其杂质结构式

Fig 1 Structures of fudosteine and its impurities

福多司坦 杂质A

杂质B 杂质C

杂质E 杂质F

杂质G 福多司坦右旋异构体
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C对照品适量，加0.12％己烷磺酸钠溶液制成每1 mL含

福多司坦2 mg和杂质A、B、C各2 μg的溶液作为系统适

用性溶液 1；取福多司坦与杂质E、F、G对照品适量，加

“2.1”项下 0.05 mol/L磷酸盐缓冲液制成每 1 mL含福多

司坦2 mg和杂质E、F、G各2 μg的溶液作为系统适用性

溶液2。

2.2.5 空白辅料溶液 将各厂家福多司坦片、胶囊的辅

料按配方量混合，并称取相当于最大片质量 1/2的辅料

量置于 50 mL量瓶中，分别用 0.12％己烷磺酸钠溶液或

0.05 mol/L磷酸盐缓冲液溶解作为空白辅料溶液1、2。

2.3 方法学考察

2.3.1 系统适用性试验 精密量取“2.2.4”项下的系统

适用性溶液 1、2，分别按“2.1”项下色谱条件 1、2进样分

析，记录色谱图。结果，空白辅料峰无干扰，福多司坦峰

与各杂质峰间无干扰，分离度均＞1.5，各杂质峰理论板

数均＞3 000，杂质E、F、G的相对保留时间为0.88、1.95、

3.08。系统适用性色谱图见图2。

2.3.2 专属性试验 取福多司坦片（批号：B160201161），

研磨成细粉，取福多司坦粉末 100 mg，分别置于 50 mL

量瓶中，共 6份，一份为未破坏样品，另 5份按以下条件

进行破坏。（1）酸破坏：加1 mol/L盐酸溶液5 mL，水浴加

热 30 min，放冷后，加 1 mol/L氢氧化钠溶液 5 mL中和，

然后用水稀释至刻度，摇匀，滤过，续滤液作为酸破坏样

品。（2）碱破坏：加1 mol/L氢氧化钠溶液5 mL，水浴加热

30 min，放冷后，加 1 mol/L盐酸溶液 5 mL中和，然后用

水稀释至刻度，摇匀，滤过，续滤液作为碱破坏样品。（3）

高温破坏：加水适量溶解后，置于105 ℃下加热30 min，

然后用水稀释至刻度，摇匀，滤过，续滤液作为高温破坏

样品。（4）光照破坏：加水适量溶解后，置于紫外灯（波长

254 nm）下照射 2 d后，用水稀释至刻度，摇匀，滤过，续

滤液作为光照破坏样品。（5）氧化破坏：加10％过氧化氢

溶液1 mL，立即用水稀释至刻度，摇匀，滤过，续滤液作

为氧化破坏样品。取上述 6种样品 20 μL，按“2.1”项下

色谱条件1、2进样分析，记录色谱图。结果，在不同破坏

条件下，各降解产物峰均能与主峰完全分离，表明该方

法专属性良好。专属性试验色谱图见图3。

2.3.3 线性关系及校正因子考察 分别取“2.2.1（1）”项

下对照品溶液适量，加0.12％己烷磺酸钠溶液稀释制成

每 1 mL中含杂质A、B、C均为 0.1、0.2、0.4、1.0、2.0、4.0、

10.0、20.0 μg的系列溶液；另取“2.2.1（2）”项下对照品溶

液适量，加0.05 mol/L磷酸盐缓冲液稀释制成每1 mL中

含福多司坦和杂质 E、F 及 G 均为 0.1、0.2、0.4、1.0、2.0、

4.0、10.0 μg的系列溶液。精密吸取上述溶液 20 μL，按

“2.1”项下色谱条件1、2进样分析，记录峰面积。以福多

司坦或各杂质质量浓度为横坐标（x）、峰面积为纵坐标

（y）进行线性回归，并以方程斜率（K）计算杂质E、F、G的

校正因子（校正因子＝K 福多司坦/K 杂质E/F/G），线性关系及校正

因子考察结果见表2。

表2 线性关系及校正因子

Tab 2 Linear relationships and correction factors

成分
杂质A

杂质B

杂质C

福多司坦
杂质E

杂质F

杂质G

回归方程
y=3.56×103x-2.42×103

y=8.50×103x+5.72×102

y=3.39×108x+1.95×102

y=2.45×104x+2.36×102

y=2.70×104x+9.09×102

y=1.72×108x+1.05×102

y=1.42×108x+2.01×102

r

0.999 4

0.999 9

1.000 0

0.999 6

0.999 9

0.999 8

0.999 8

线性范围，μg/mL

0.446～22.291

0.202～20.158

0.101～12.082

0.103～10.300

0.111～11.100

0.210～10.520

0.222～11.080

校正因子

0.91

1.42

1.73

2.3.4 精密度试验 取“2.3.3”项下质量浓度为1.0 μg/mL

的各杂质溶液，按“2.1”项下色谱条件1、2连续进样6次，

记录福多司坦及各杂质的峰面积。结果，福多司坦及各

杂质峰面积的RSD均小于 1.2％（n＝6），表明该方法精

密度良好。

2.3.5 检测限与定量限考察 取“2.2.1”项下福多司坦

及各杂质的对照品溶液，逐级稀释，按“2.1”项下色谱条

件 1、2进样分析。以信噪比为 3 ∶ 1计算检测限，以信噪

比为10 ∶ 1计算定量限。结果，福多司坦及杂质A、B、C、

图2 系统适用性试验色谱图

Fig 2 Chromatograms of system suitability test
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E、F、G的检测限分别为2.06、5.57、1.01、1.99、2.22、4.21、

4.43 ng，定量限分别为4.12、11.14、2.02、3.98、4.45、8.42、

8.85 ng。

2.3.6 稳定性试验 取“2.2.4”项下系统适用性溶液适

图3 专属性试验色谱图

Fig 3 Chromatograms of specific test
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量，分别于室温下放置 0、2、4、6、8、10、24 h后按“2.1”项

下色谱条件1、2进样分析，记录峰面积。结果，杂质A在

4 h内峰面积的RSD＜2.0％（n＝3），福多司坦及杂质B、

C、E、F、G在 24 h内峰面积的RSD均＜1.0％（n＝7），表

明该方法稳定性良好。

2.3.7 加样回收率试验 分别精密量取“2.2.1”项下各

杂质混合对照品溶液适量，置于已称有一定空白辅料和

福多司坦原料药 5 的量瓶中，制备相当于杂质含量

20％、100％、150％的供试品溶液，每个浓度各3份，取上

述供试品溶液适量，按“2.1”项下色谱条件 1、2进样分

析，记录峰面积，杂质A、B、C按外标法计算各杂质回收

率，杂质E、F、G按加校正因子的主成分自身对照法计算

各杂质加样回收率。结果，杂质A、B、C、E、F、G平均加

样 回 收 率 分 别 为 98.0％ 、97.3％ 、102.4％ 、99.4％ 、

98.9％、96.4％，RSD 分别为 1.4％、1.5％、1.1％、0.9％、

1.2％、0.5％（n＝9）。

2.3.8 样品中各杂质含量检测 分别取各生产企业的

原料药或制剂样品适量，按“2.2.2”项下制备样品溶液，

然后取该样品溶液按“2.2.3”项下方法制备自身对照溶

液，然后取上述溶液适量，分别按“2.1”项下色谱条件1、

2进样分析，记录峰面积。杂质A、B、C按外标法计算其

在样品中的含量，杂质E、F、G按加校正因子的主成分自

身对照法计算其在样品中的含量，由于样品中还有其他

未知杂质，因此，笔者采用自身对照法[15]对其他未知杂

质含量进行测定。样品中各杂质含量检测结果见表3。

表3 样品中各杂质含量检测结果（％％）

Tab 3 Results of content determination of the impuri-

ties in samples（％％）

制剂类型

原料

片剂

胶囊

编号

1

2

3

4

5

1

2

3

4

1

2

3

杂质A

-

-

-

0.01

-

-

-

-

-

-

-

-

杂质B

0.01

0.03

0.08

0.03

0.02

0.04

0.04

0.04

0.06

0.02

0.10

0.01

杂质C

0.05

0.03

0.01

0.02

0.01

0.06

0.11

0.04

0.08

0.02

0.04

0.05

杂质E

0.16

0.19

0.07

-

-

0.05

0.01

0.16

0.16

0.20

0.24

0.06

杂质F

0.04

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

杂质G

-

0.16

0.12

-

-

0.07

-

-

-

0.12

0.17

-

其他未知杂质

0.05

0.63

0.76

0.86

0.22

0.87

0.50

0.18

0.25

0.65

0.54

0.47

杂质总量

0.31

1.04

1.04

0.92

0.25

1.09

0.66

0.34

0.55

1.01

1.00

0.59

注：“-”表示未检出

Note：“-”means not detected

3 讨论
3.1 色谱系统选择

福多司坦各杂质极性相差较大，其中杂质A、B、C的

极性较大，在低 pH 的 0.12％己烷磺酸钠溶液中能够得

到良好分离，但在该色谱条件1下无法将极性较小的杂

质E、F、G洗脱出来，故使用极性较小的色谱条件2对其

进行分离。福多司坦右旋异构体在标准中有检测方法，

因此，本文没有再进行研究。

3.2 杂质来源分析

福多司坦中杂质A为起始物料，杂质B为起始物料

中的杂质或降解产物，杂质E、F、G为反应副产物，其中

杂质G为盐酸半胱氨酸与 3-卤代-1-丙醇反应的特定副

产物，杂质C为福多司坦氧化降解产物。由强制降解试

验可知，福多司坦的主要降解产物为杂质C，在碱降解中

还发现了几个较大的未知降解杂质，但因样品中均未检

出这几个杂质，且未制备有相应的对照品，所以此次试

验未对这几个杂质进行定量研究。

3.3 杂质的限度

由试验结果可知，在福多司坦原料药及其制剂中，

杂质C、E和G含量较高，约 0.1％～0.2％。福多司坦制

剂每日最大服用剂量为 1.2 g，各杂质为非毒性杂质，根

据国家食品药品监督管理局发布的化学药物杂质研究

的技术指导原则[10]，建议将工艺杂质A、B、E、F、G限度

定为0.15％，降解杂质C可适当放宽限度，其他单个未知

杂质限度定为0.1％，杂质总量限度定为1.0％。

综上所述，不同企业福多司坦原料药中杂质含量存

在差异，从而使得其各制剂中有关物质的含量参差不

齐。因此，建议仿制药企业完善福多司坦原料药有关物

质的检测方法，为其仿制药一致性评价提供基础。
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米托蒽醌的合成及质量评价Δ
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中图分类号 R979.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2019）13-1769-06
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摘 要 目的：合成米托蒽醌并对其进行质量评价。方法：采用1，4，5，8-四羟基蒽醌为原料，氩气保护下，50 ℃水浴条件中与N-

（2-羟乙基）乙二胺反应2 h，经干空气缓慢氧化4 h后制得米托蒽醌粗品，粗品结晶以乙醇-正己烷（4 ∶ 1，V/V）混合液热溶冷却过夜

析晶后，经乙醇-正己烷混合液多次洗涤制得米托蒽醌精品。考察精品（4批）的熔点、水溶液pH、紫外-可见吸收光谱、红外结构特

征、干燥失重（失水率）和临界相对湿度（CRH）等，采用高效液相色谱（HPLC）法测定其中米托蒽醌的含量。结果：成功合成米托蒽

醌，合成产率为34.3％，熔点为159.1～163.6 ℃，水溶液显碱性（pH为7.63～9.54），235～245 nm波长范围内出现紫外最大吸收峰，

590～600 nm波长范围内出现可见光最大吸收峰，红外特征与《药品红外光谱集》（2015年版）米托蒽醌项下描述一致，失水率为－

0.83％～2.36％，CRH为54.7％，HPLC法测得平均含量为78.1％（n＝4）。结论：本文通过温和、无毒无害的试验条件成功合成米托

蒽醌，合成步骤简单、成本低廉、产率高，合成产品质量符合相关要求。

关键词 米托蒽醌；合成；质量评价；高效液相色谱法

Synthesis and Quality Evaluation of Mitoxantrone
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Nanjing Medical University，Jiangsu Lianyungang 222000，China；2.Lushan College of Guangxi University of

Science and Technology， Guangxi Liuzhou 545616，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To synthetize the synthesis of mitoxantrone and evaluate its quality. METHODS：Crude product of

mitoxantrone was prepared by slow oxidation of 1，4，5，8-tetrahydro-anthraquinone with N-（2-hydroxyethyl） ethylenediamine in

water bath at 50 ℃ for 2 h under argon protection and in dry air for 4 h. The crude product was crystallized by ethanol-n-hexane

（4 ∶ 1，V/V） mixture solution，which was cooled overnight and then washed by ethanol-n-hexane mixture for many times. The

melting range，pH value of solution，ultraviolet-visible absorption spectrum，infrared structural characteristics，drying weight loss

（water loss rate）and critical relative humidity（CRH）of the purified products（4 batches）were investigated. HPLC method was

used to determine the contents of mitoxantrone. RESULTS：The mitoxantrone was prepared successfully，and synthetic yield of

mitoxantrone was 34.3％；the melting point ranged from 159.1-163.6 ℃. The aqueous solution was alkaline（pH 7.63-9.54）；there

was a maximum ultraviolet absorption peak at 235-245 nm；there was a maximum absorption peak of visible light at 590-600 nm；

the infrared characteristics were consistent with those described of mitoxantrone in the 2015 edition of the Infrared Spectrum

Collection of Drugs；water loss rate were －0.83％-2.36％；CRH value was 54.7％，and the average content of the product was

78.1％（n＝4） by HPLC method. CONCLUSIONS： The mitoxantrone is synthesized under mild， non-toxic and harmless

experiment conditions. The synthesis step is simple，the cost is low and the yield is high. The quality of products meets the quality

requirements.

KEYWORDS Mitoxantrone；Synthesis；Quality evaluation；HPLC
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