
书书书

论著 文章编号：１０００５４０４（２０１３）２３２５４２０５

ＨＰＬＣ法测定盐酸贝那替秦原料药及其注射剂的含量和有关物质

管海燕，李卓恒，于彩平，金　竹，卢来春　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所药剂科）

　　［摘要］　目的　建立ＨＰＬＣ测定盐酸贝那替秦原料药及其注射剂的含量和有关物质的方法。方法　 以乙腈磷酸二
氢钾溶液（每１０００毫升含６．８０ｇ磷酸二氢钾、０．５５６ｇ庚烷磺酸钠）３５∶６５为流动相；采用反相Ｃ１８色谱柱，以１．０ｍＬ／ｍｉｎ
流速，２１０ｎｍ检测波长，３０℃柱温，２０μＬ进样量为色谱条件进行测定。结果 　盐酸贝那替秦原料药及注射液中各杂质
峰峰面积之和不超过对照溶液主峰面积的１％；盐酸贝那替秦在浓度１～２００μｇ／ｍＬ范围内具有良好线性关系（ｒ＝０．９９９５），
高、中、低浓度的平均回收率分别为９８．９９％（ＲＳＤ＝０．６７％）、９９．９６％（ＲＳＤ＝０．１０％）、１０１．２１％（ＲＳＤ＝０．１１％）；日内
（ｎ＝３）及日间精密度（ｎ＝５）ＲＳＤ均小于２％，定量限１．７ｎｇ，检测限０．４ｎｇ。结论　 本实验方法专属性强、准确度高，可
用于盐酸贝那替秦原料药和注射液的质量控制。
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　　近年来有机磷中毒事件逐年递增，国内外相关研
究涉及急救药物应用、中毒护理、损伤研究及经济评价

等［１－８］多方面内容。盐酸贝那替秦｛ｂｅｎａｃｔｙｚｉｎｅｈｙｄｒｏ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ，Ｎ甲基Ｎ，Ｎ二乙基２［（羟基二苯乙酰胺）

氧］乙胺盐酸盐｝作为已有国家标准的复方解磷定注

射液中的成分之一，与硫酸阿托品、氯解磷定合用，对

解救有机磷中毒有明确的临床应用价值。盐酸贝那替

秦为抗胆碱药，又名苯那辛，主要用于胃及十二指肠溃

疡、胃炎、胃痉挛、胆石症等治疗。现有盐酸贝那替秦

质量标准［化学药品地标升国标，标准号：ＷＳ１０００１
（ＨＤ１０６７）２００２］中盐酸贝那替秦含量测定方法为滴
定法，采用毒性试剂醋酸汞，不利于环境保护和人文保
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护，而且该方法原理为化学反应，指示剂终点颜色需凭

肉眼观察，具有一定的主观因素，导致该法误差较大；

复方氯解磷定注射液质量标准［化学药品地标升国

标，标准号：ＷＳ１０００１（ＨＤ０９６４）２００２］和文献［９］中
含量测定方法虽为 ＨＰＬＣ法，但该标准为复方制剂检
测方法，且以氯解磷定为主要研究对象。课题组对该

方法进行了精密度、重复性等方法学验证，同时采用同

一盐酸贝那替秦样品在该标准的色谱条件下峰面积显

著低于本实验方法，证明该标准的色谱条件用于盐酸

贝那替秦含量测定的灵敏度较差。本研究拟对盐酸贝

那替秦测定色谱条件进行优化，完善盐酸贝那替秦检

测方法，可用于含量测定，同时对盐酸贝那替秦有关物

质的检查方法进行探索。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试药
　　色谱仪：ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００ｓｅｒｉｅｓＨＰＬＣ（美国安捷伦
公司）；色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５．０μｍ）；电子分析天平：ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＴ２５Ｓ（德国赛多利斯公司，
０．００００１）。盐酸贝那替秦对照品（中国药品生物制品鉴定所，
批号：１００５０５２００６０１，９９．９％），盐酸贝那替秦原料药（济南川
成医药科技开发有限公司，９８．９％，批号：２０１２０１０１），甲醇、庚
烷磺酸钠（色谱纯），其余试剂为分析纯。

１．２　溶液的制备
　　盐酸贝那替秦对照品溶液：精密称取盐酸贝那替秦对照品
１０．０ｍｇ，置于２５ｍＬ容量瓶中，加适量水溶解并稀释至刻度，
即得浓度为４００μｇ／ｍＬ对照品溶液。盐酸贝那替秦样品溶液：
精密称取盐酸贝那替秦原料药，以盐酸贝那替秦注射液制备工

艺制备为２ｍｇ／ｍＬ注射液，从中取适量，加水稀释至刻度，摇匀，
制备４００μｇ／ｍＬ待测液。阴性样品溶液：按盐酸贝那替秦注射
液制备工艺制备不含盐酸贝那替秦的阴性样品，过滤即得。

１．３　色谱条件
　　分别取１．２中盐酸贝那替秦对照品溶液、盐酸贝那替秦样
品溶液适量配制为 １００μｇ／ｍＬ溶液，采用 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴＣＣ１８
（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５．０μｍ）色谱柱；以乙腈磷酸二氢钾溶液
（每１０００毫升含 ６．８ｇ磷酸二氢钾、０．５５６ｇ庚烷磺酸钠）
３５∶６５为流动相；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２１０ｎｍ；柱温：
３０℃；进样量：２０μＬ。
１．４　有关物质检测
１．４．１　破坏实验　　酸破坏实验：取盐酸贝那替秦注射液
５ｍＬ，置２５ｍＬ容量瓶中，加浓盐酸３滴，４０℃加热１５ｍｉｎ，放
置冷却后１．０ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液调节至中性，用流动相稀释
至刻度，摇匀，过滤，续滤液注入ＨＰＬＣ仪，记录色谱图。
　　碱破坏性实验：取盐酸贝那替秦注射液５ｍＬ，置２５ｍＬ容
量瓶中，加０．０１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液５ｍＬ，４０℃加热１５ｍｉｎ，
放置冷却后０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸调节至中性，用流动相稀释至刻度，
摇匀，过滤，续滤液注入ＨＰＬＣ仪，记录色谱图。
　　氧化破坏性实验：取盐酸贝那替秦注射液５ｍＬ，置２５ｍＬ
容量瓶中，加０．６％过氧化氢５ｍＬ，４０℃加热１５ｍｉｎ，放置室温

冷却，流动相稀释至刻度，摇匀，过滤，续滤液注入 ＨＰＬＣ仪，记
录色谱图。

　　热破坏性实验：取盐酸贝那替秦注射液５ｍＬ，置５０ｍＬ锥
形瓶中加水２０ｍＬ，１００℃加热５ｍｉｎ，全部转移至２５ｍＬ容量
瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，过滤，续滤液注入高效液相

仪，记录色谱图。

　　光破坏性实验：取盐酸贝那替秦注射液５ｍＬ，至２５ｍＬ容
量瓶中，流动相稀释至刻度，摇匀，放置在（４５００±５００）Ｌｘ环境
中１０ｄ后，取２０μＬ注入高效液相仪中，记录色谱图。
１．４．２　溶液稳定性　　取１．２下盐酸贝那替秦样品溶液适
量，分别于０、１、４、８、１２ｈ精密量取２０μＬ注入液相色谱仪，记
录色谱图。

１．４．３　最低检出限　　取１．２中盐酸贝那替秦对照品溶液适
量，流动相稀释制成０．０２μｇ／ｍＬ溶液，取２０μＬ注入液相色谱
仪，记录色谱图。

１．４．４　耐用性实验　　采用不同品牌的色谱柱，ＢＥＣＫＭＡＮ
Ｃ１８（５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）、ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（５μｍ，４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ）对方法学的耐用性进行考察。
１．４．５　样品测定　　精密量取３个批号的盐酸贝那替秦注射
液各５ｍＬ，置２５ｍＬ容量瓶中，用流动相稀释为４００μｇ／ｍＬ溶
液，作为对照溶液，从中吸取１ｍＬ至１００ｍＬ容量瓶中，用流动
相稀释为４μｇ／ｍＬ溶液，作为供试品溶液，精密量取对照溶液
和供试品溶液各２０μＬ，注入色谱仪，记录色谱图至主成分保留
时间的２倍。杂质限量＝（总杂质峰面积×１００／对照溶液峰面
积）×１００％。
１．５　含量测定
１．５．１　线性关系考察　　精密量取１．２中盐酸贝那替秦对照
品溶液 ２５ｍＬ至 ５０ｍＬ容量瓶，加水稀释至刻度，摇匀得
２００μｇ／ｍＬ溶液，从中分别取适量，加水稀释至刻度，摇匀，得
浓度为１５０、１２０、１００、８０、２０、４、１μｇ／ｍＬ，依法分别进样２０μＬ。
记录色谱图，以浓度（Ｃ）为横坐标，峰面积（Ａ）为纵坐标作图，
拟合回归方程。

１．５．２　日内精密度实验　　 配制１１０、１００、９０μｇ／ｍＬ的高、
中、低３个浓度盐酸贝那替秦样品溶液，各３份。按１．３中色
谱条件测定，记录色谱峰面积。

１．５．３　稳定性实验　　精密量取１．２中盐酸贝那替秦样品溶
液，于０、２、４、８、１２ｈ分别进样测定，记录色谱峰面积。
１．５．４　重复性实验　　取１．２中盐酸贝那替秦样品溶液，配
制为１００μｇ／ｍＬ，连续进样６次测定，记录色谱峰面积。
１．５．５　日间精密度　　配制１１０、１００、９０μｇ／ｍＬ的高、中、低
３个浓度盐酸贝那替秦样品溶液，各３份进样５ｄ进行测定，记
录色谱峰面积。

１．５．６　加样回收率实验　　取１．２中盐酸贝那替秦对照品溶
液１ｍＬ共９份，分别至１０ｍＬ量瓶中，分为３组，每组分别加
入已测定浓度为１９４．０４μｇ／ｍＬ的样品溶液５．０、３．８、３．４ｍＬ，
用水稀释至刻度，摇匀，得高、中、低３个浓度，依法测定，记录
色谱峰面积，计算回收率。

１．５．７　定量限、检测限　　精密量取１．２中盐酸贝那替秦对
照品溶液，用水稀释为０．０２、０．０８μｇ／ｍＬ，摇匀，依法测定。
１．５．８　样品测定　　注射液样品测定：取３个批号的盐酸贝
那替秦注射液，用流动相稀释为１００μｇ／ｍＬ供试品溶液，按１．３
中色谱条件进样测定峰面积，计算含量，同时取３个批号的盐
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酸贝那替秦注射液，用流动相稀释为４００μｇ／ｍＬ供试品溶液，
用现行复方氯解磷定注射液质量标准方法检测。

　　原料药样品测定：精密称取３个批号的盐酸贝那替秦原料
药，用流动相稀释为１００μｇ／ｍＬ供试品溶液，按１．３中色谱条
件进样测定峰面积，计算含量，同时取３个批号的盐酸贝那替
秦原料药，用现行盐酸贝那替秦质量标准方法检测。

２　结果

２．１　色谱条件
　　盐酸贝那替秦对照品溶液、盐酸贝那替秦样品溶液、阴性
样品溶液色谱图见图１，可得色谱条件流动相干扰较小，盐酸贝
那替秦峰与相邻杂质峰分离度、峰型良好。可作为盐酸贝那替

秦含量测定及有关物质检查色谱条件。

２．２　有关物质检查
２．２．１　破坏试验　　酸破坏性试验、碱破坏性试验、氧化破坏
性试验、热破坏性试验、光破坏性试验结果见图２，表明盐酸贝
那替秦注射液在碱性环境中不稳定，在酸、氧化、高温环境中较

稳定，该色谱条件下盐酸贝那替秦主峰与相邻杂质峰分离度为

酸破坏３．５４，碱破坏３．２１，氧化破坏３．４９，热破坏２．６９，光破坏
２．３９，分离度均大于２．３，满足国家化学药品分析方法要求，说
明该条件可将主峰与杂质有效分离。

２．２．２　溶液稳定性　　盐酸贝那替秦样品溶液１２ｈ稳定性结
果见图３，表明供试品溶液于１２ｈ内，总杂质峰面积无明显变
化，ＲＳＤ为０．０４％。
２．２．３　最低检出限　　当 Ｓ／Ｎ≈３时，最低检出限为０．４ｎｇ，
图谱见图４。
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Ａ：阴性样品；Ｂ：对照品；Ｃ：样品　１：盐酸贝那替秦
图１　盐酸贝那替秦色谱图
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１：盐酸贝那替秦
图３　盐酸贝那替秦样品溶液１２ｈ稳定性图谱
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１：盐酸贝那替秦
图４　盐酸贝那替秦对照品溶液最低检出限色谱图
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Ａ：对照品；Ｂ：原料药；Ｃ：注射液　１：盐酸贝那替秦
图５　盐酸贝那替秦耐用性色谱图
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２．２．４　耐用性实验　　采用不同品牌的色谱柱进行分析，均
能够保证主峰和杂质峰完全分离，分离度 ＞１．２，保留时间
５ｍｉｎ较为合理，说明本方法的耐用性好，图谱见图５。
２．２．５　样品测定　　盐酸贝那替秦原料药、注射液有关物质
检测图谱见图６、表１，表明本研究拟定的方法专属性强，适合
用于盐酸贝那替秦有关物质检查。测定供试品溶液，除溶剂峰

外，各杂质峰峰面积之和不超过对照溶液主峰面积的１％，即杂
质限量≤１％。

表１盐酸贝那替秦原料药有关物质检查分析

测试样品 批次
对照溶液峰

面积（ｍＡＵ）

供试溶液峰

面积（ｍＡＵ）

总杂质峰

面积（ｍＡＵ）

杂质限量

（％）

注射液 １ ２５０．６ ２４０４２．３ ５９．６ ０．２５

２ ２４９．２ ２４０４６．８ ５９．２ ０．２５

３ ２４８．４ ２４０４２．８ ５９．３ ０．２５

原料药 １ ２４５．５ ２４１６８．３ ９．８ ０．０４

２ ２４５．９ ２４１４５．３ ９．６ ０．０４

３ ２４６．６ ２４１６９．４ ９．３ ０．０４

２．３　含量测定
２．３．１　线性关系考察　　盐酸贝那替秦浓度在１～２００μｇ／ｍＬ
的范围内有良好的线性关系。回归方程 Ａ＝５９．５９Ｃ－１２２．１９

（ｒ＝０．９９９５）。

２．３．２　日内精密度实验　　１１０、１００、９０μｇ／ｍＬ的高、中、低

３个浓度，日内精密度ＲＳＤ分别为０．２９％、０．１１％、０．１２％（ｎ＝

３），均小于０．３％，表明本方法日内精密度良好。

２．３．３　稳定性实验　　盐酸贝那替秦样品溶液１２ｈ稳定性考

察，ＲＳＤ为１．２５％，表明样品溶液在１２ｈ内稳定。

２．３．４　重复性实验　　盐酸贝那替秦样品溶液连续６次测定

结果ＲＳＤ为０．１３％，表明本方法重复性良好。

２．３．５　日间精密度　　１１０、１００、９０μｇ／ｍＬ的高、中、低３个浓

度，日间精密度ＲＳＤ分别为１．２２％、１．４９％、０．９０％（ｎ＝５），均

小于２％，表明本方法日间精密度良好。

２．３．６　加样回收实验　　１１０、１００、９０μｇ／ｍＬ的高、中、低３个

浓度加样回收，平均回收率分别为９８．９９％（ＲＳＤ＝０．６７％）、

９９．９６％（ＲＳＤ＝０．１０％）、１０１．２１％（ＲＳＤ＝０．１１％），总体平均

回收率为１００．０５％，ＲＳＤ为１．１１％，回收率在９８％ ～１０２％范

围内，且ＲＳＤ均小于０．７％，表明本方法符合分析方法学要求。

２．３．７　定量限　　当Ｓ／Ｎ≈１０时最低定量限为１．７ｎｇ。

２．３．８　样品测定　　３个批号的盐酸贝那替秦注射液、盐酸贝

那替秦原料药含量测定结果见表２，可知新拟定方法含量结果

明显低于原检查方法，同时新拟定方法测定１００μｇ／ｍＬ的注射
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液溶液时峰面积在５８００以上，原检查方法测定４００μｇ／ｍＬ的

注射液溶液时峰面积在１１００左右，说明新拟定方法专属性更

强、灵敏度更高；采用新拟定方法测定原料药结果明显低于原标

准检查方法，说明新拟方法更能排除杂质的干扰，专属性更强。

表２　不同批次的盐酸贝那替秦原料药、注射液含量测定

原料药 注射液
批次

本法测得

含量（％）

原法测得

含量（％）

本法峰

面积（ｍＡＵ）

本法测得

含量（％）

原法峰

面积（ｍＡＵ）

原法测得

含量（％）

１ ９８．０４ ９９．８９ ６１４５．８ １０３．３９ １１７０．０２ １０４．３４

２ ９８．１７ ９９．９５ ５８１８．９ ９８．０７ １１４２．１６ １０１．８６

３ ９７．９７ ９９．９２ ５８００．７ ９７．６７ １１２４．５６ １００．２９

３　讨论

　　本研究采用ＨＰＬＣ方法进行盐酸贝那替秦原料药
及注射液的含量测定，同时进行了盐酸贝那替秦的有

关物质检查，填补了已有标准空白。与现有盐酸贝那

替秦质量标准中采用非水滴定法测定盐酸贝那替秦含

量比较，本法不涉及毒性试剂醋酸汞，有利于环境保护

和人文保护；与复方解磷定注射液国家标准中的色谱

条件比较，原色谱条件缺乏对盐酸贝那替秦的专属性，

且重复性较差（ＲＳＤ＝１．９３），检出限为２０ｎｇ（Ｓ／Ｎ≈
３）左右，样品峰面积明显降低，说明本研究新拟定方
法更适用于盐酸贝那替秦注射液的有关物质检查及含

量测定。

　　盐酸贝那替秦含量测定有关文献报道较少，本实
验所采用的流动相乙腈磷酸二氢钾溶液（每１０００毫
升含６．８ｇ磷酸二氢钾、０．５５６ｇ庚烷磺酸钠）与复方
解磷定注射液国家标准所采用流动相比较，本法将标

准中十二烷基硫酸钠更替为庚烷磺酸钠［１０－１４］，通过调

整比例使盐酸贝那替秦出峰时间由 １１ｍｉｎ提前到
７．６ｍｉｎ左右，且色谱条件达到平衡的时间明显缩短，
出峰时间更稳定，峰型较好，理论塔板数６０００以上，
分离度＞１０。且本方法离子对试剂用量较小，成本经
济，节省试剂和时间。

　　盐酸贝那替秦在国家标准［６］色谱条件下最大吸

收２２０ｎｍ，在本实验的色谱条件下，最大吸收为
２００ｎｍ。因大多数有关物质在低波段有较大的吸收，
为更好地反映有关物质，本实验选择低波长２１０ｎｍ为
检测波长。
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效观察［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１０，３２（１０）：１１１２－１１１３．

［３］郭立峰，郭囡囡．长托宁和阿托品治疗有机磷中毒的成本效果分

析［Ｊ］．中国药房，２０１１，２２（１２）：１１０６－１１０８．

［４］闫长会，檀德宏，彭双清．有机磷农药长期低剂量暴露致认知功能

损伤的研究进展［Ｊ］．中国药理学与毒理学杂志，２０１１，２５（４）：

３９７－４０１．

［５］马永海．应用长托宁联合氯磷定治疗有机磷农药中毒的临床观察

［Ｊ］．检验医学与临床，２０１３，１０（２）：２３４－２３５．

［６］王瑞涛．有机磷农药中毒的急救与心理护理［Ｊ］．中国实用神经疾

病杂志，２０１３，６（２）：７２－７４．

［７］胡兴洲，金辉纯，徐素萍，等．血液灌流联合机械通气治疗急性有机

磷农药中毒的疗效观察［Ｊ］．中国药物与临床，２０１３，１３（１）：７５－

７７．

［８］宋田佳，李晓岚．胆碱酯酶监测在有机磷农药中毒诊断治疗中的

应用［Ｊ］．临床合理用药杂志，２０１３，６（３）：８４．

［９］阎平，魏君，倪震宇，等．离子对反相高效液相色谱法同时测定

解磷注射液中氯磷定、盐酸苯那辛、硫酸阿托品的含量［Ｊ］．光谱

实验室，２００３，２０（３）：４１９－４２３．

［１０］王艳丽，何德云，赵晓娟，等．ＨＰＬＣ法测定消痤搽剂中氯霉素和

水杨酸含量［Ｊ］．解放军药学学报，２０１３，２９（１）：４７－６８．

［１１］代秀梅，于风平，张启明．替曲朵辛原料药含量和有关物质的测定

及首批国家标准物质的标定［Ｊ］．中国药房，２０１３，２４（９）：８２１－

８２３．

［１２］胡大强，卢华，管海燕，等．辐照对去甲肾上腺素注射液含量变化

的影响［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１２，３４（５）：４３１－４３３．

［１３］刘延凤，任英，孙建合．ＨＰＬＣ法测定盐酸左西替利嗪搽剂中苯扎

溴铵的含量［Ｊ］．药学研究，２０１３，３２（３）：１４８－１４９．

［１４］郭江红，赵亚萍，姜红，等．ＲＰＨＰＬＣ法测定曲安奈德氯霉素溶液

的含量及有关物质［Ｊ］．药物分析杂志，２０１２，３２（２）：３２３－３２６．

（收稿：２０１３０６１７；修回：２０１３０８２１）
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