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HPLC法测定缬沙坦胶囊中缬沙坦的含量及有关物质
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【摘要】目的   建立缬沙坦胶囊中缬沙坦的含量测定及有关物质的检测方法。方法   采用ODS色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相以[乙腈-水-冰醋酸（40∶60∶0.1）]-[ 乙腈-水-冰醋酸（70∶30∶0.1） ]（梯度洗脱），流速1.0 mL/min，柱温30 ℃，检测波长250 nm。结果  主要成分与有关杂质分离效果较好，缬沙坦在19.6～98.0 μg/mL（r=0.9992）范围内线性关系良好，加样回收率为99.5%（RSD=0.96%，n=9），缬沙坦杂质Ⅱ的检测限和定量限分别为0.1 μg/mL和 0.2 μg/mL。结论  本文建立了HPLC法同时检测缬沙坦的含量及有关物质，方法灵敏，准确，重复性好，可用于缬沙坦胶囊的质量控制。
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缬沙坦为是血管紧张素受体拮抗剂，具有良好的抗高血压作用，可用于各种类型高血压，并对心脑肾有较好的保护作用。选择性地作用于AT1受体亚型，阻断AngⅡ与AT1受体的结合，从而抑制血管收缩和醛固酮的释放，产生降压作用[1]。
缬沙坦的含量测定与有关物质检查主要采用高效液相色谱法，本文参考了相关文献[2-5]建立了同时测定缬沙坦胶囊中缬沙坦的含量测定及有关物质的检查方法，为缬沙坦及有关质剂的质量标准研究提供参考依据。
1    仪器与试药
高效液相色谱系统（北京清博华科技有限公司，LC300），电子天平（上海越平科学仪器有限公司，FA2004B）。
缬沙坦对照品（中国食品药品检定研究院，100651-201604，纯度98.6%），缬沙坦杂质Ⅱ对照品（中国食品药品检定研究院，510066-201401，纯度99%），缬沙坦胶囊（海南奥美华制药有限公司，批号：180401；湖北千金湘江药业股份有限公司，批号：160804），乙腈、甲醇为色谱纯，其它为分析纯，水为娃哈哈纯净水。
2   色谱条件
        Hypersil ODS色谱柱：（250 mm×4.6 mm，5 μm）；梯度洗脱：0（40∶60∶0.1），10 min（40∶60∶0.1），25 min（70∶30∶0.1），32 min（70∶30∶0.1），33 min（40∶60∶0.1），38 min（40∶60∶0.1）；检测波长为250 nm；柱温：30 ℃；进样量：20 μL。缬沙坦胶囊与其对照品色谱图见图1。
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Ⅰ阴性对照；Ⅱ缬沙坦对照品；Ⅲ缬沙坦胶囊
图1   缬沙坦HPLC色谱图
3    方法的专属性考察
3.1   溶液配制：
未破坏试样：取胶囊缬沙坦（80 mg），加流动相溶解并稀释成每1 mL中约含0.5 mg的溶液，作为未破坏供试品溶液。
缬沙坦杂质Ⅱ对照试样：精密量取缬沙坦杂质Ⅱ对照适量，加流动相溶解并稀释成每1 mL中约含5 μg的溶液，作为缬沙坦杂质Ⅱ对照溶液。
酸破坏试验：取本品细粉适量（约80 mg），置50 mL带刻度的具塞试管中，加入1 mol/L的HCl溶液3 mL，置80 ℃水浴中加热约30 min，放冷至室温，用1 mol/L的NaOH调pH至中性，加流动相稀释定容至50 mL，摇匀。
碱破坏实验：取本品细粉适量（约80 mg），置50 mL带刻度的具塞试管中，加入1 mol/L的NaOH溶液3 mL，置80℃水浴中加热约30 min，放冷至室温，用1 mol/L的HCl调pH至中性，加流动相稀释至50 mL，摇匀。
高温破坏实验：取本品细粉适量（约80 mg），置50 mL带刻度的具塞试管中，加流动相5 mL，置100 ℃水浴中加热约2 h，放冷至室温，加流动相稀释至50 mL，摇匀。
氧化破坏实验：取本品细粉适量（约80 mg），置50 mL带刻度的具塞试管中，加入30%的双氧水溶液5 mL，静置2 h，加流动相稀释至50 mL，摇匀。
3.2    测定结果：
取3.1项下配制溶液，滤过，取续滤液在色谱条件下进样测定，记录色谱图（图1）。由破坏性实验得知，酸、碱及高温条件下破坏产生杂质数量较少；氧化破坏所产生杂质数量较多。而在此色谱条件下，氧化破坏所产生的各杂质分离情况良好，缬沙坦峰计理论塔板数n=38900 ，缬沙坦峰与其后杂质分离度R=2.1。分离情况见图2。
[image: image2.png]140

120

100

mAu

<

11

I

min

25




Ⅰ缬沙坦杂质Ⅱ对照品；Ⅱ供试品；Ⅲ高温破坏；Ⅳ氧化破环；Ⅴ酸破坏；Ⅵ碱破坏；
1缬沙坦；2缬沙坦杂质Ⅱ
图2 破坏性试验HPLC色谱图
4    含量测定方法与结果
4.1   线性关系与范围：
取缬沙坦对照品适量，加入流动相溶解后，分别逐步稀释定容至浓度约为20、40、60、80、100 µg/mL。取上述溶液按色谱条件2分别进样测定，记录色谱图，测定峰面积，以峰面积A对浓度C（µg/mL）进行线性回归，得线性方程为A=29.579C+270.12，r=0.9992，结果表明：缬沙坦浓度在19.6～98.0 µg/mL范围内与峰面积线性关系良好。
4.2   加样回收实验：
取同批缬沙坦胶囊（批号：160804）装量差异项下内容物，研细，精密称取适量（约相当于缬沙坦25 mg），置50 mL量瓶中，用初始流动相溶解定容至刻度，摇匀，过滤，分别取续滤液500 µL，置于9个10 mL量瓶中，再取1.00 mg/mL的标准溶液150 µL、250 µL、350 µL，各3份加入，再分别用流动定容至刻度，摇匀。按色谱条件进样测定，结果平均回收率为99.5%，RSD=0.96%（n = 9）。
4.3    重复性考察：
取同批均缬沙坦胶囊（批号20180401）内容物6份（约含缬沙坦50 mg），分别置50 mL量瓶中，加初始流动相适量使溶解并稀释至刻度，摇匀，过滤，精密移取续滤液1 mL至20 mL容量瓶中稀释定容，摇匀，按色谱条件依次进样测定，计算缬沙坦胶囊含量。结果平均含量为97.1%，RSD=1.06% （n=6）
4.4    稳定性考察：
取含量测定项下的供试品溶液，在避光条件下放置0、2、4、6、8 h后分别取样测定，记录主峰面积，得主峰面积的RSD=1.5%，说明缬沙坦供试品溶液在室温避光条件下8 h内稳定（n=5）。
4.5   缬沙坦胶囊的含量测定：
取缬沙坦胶囊10颗，取内容物混合均匀，精密称取适量（约相当于缬沙坦50 mg），置50 mL量瓶中，加初始流动相使缬沙坦溶解并稀释至刻度，摇匀，滤过，精密量取续滤液1 mL置20 mL量瓶中，用初始流动相稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液，在上述色谱条件下进样测定，记录色谱图，利用标准曲线计算缬沙坦胶囊中缬沙坦含量，结果见表1。
5   缬沙坦杂质Ⅱ与有关物质检查
5.1   检测限与定量限：
分别配制系列不同浓度的缬沙坦杂质Ⅱ结照品溶液，在色谱条件下，调节检测器灵敏度，分别进样测定，以信噪比S/N为3作为检测限，以信噪比S/N为10作为定量限。试验表明本试验条件下，检测限为0.1 µg/mL，定量限为0.2 µg/mL。
5.2   缬沙坦杂质Ⅱ与有关物质检查：
取缬沙坦胶囊内容物适量，加初始流动相溶解并稀释成每1 mL中约含缬沙坦0.5mg的溶液，摇匀，滤过，取续滤液作为供试品溶液；按色谱条件依次进样测定，记录色谱图。测定结果见表1。
表1   样品有关物质检查及含量测定结果
	批号
	杂质个数
	杂质Ⅱ（%）
	最大单质（%）
	杂质总量（%）
	标示量（%）

	160804
	12
	0.04
	0.12
	0.43
	98.4

	180401
	11
	0.03
	0.16
	0.46
	97.1


6   讨  论
本实验比较了各种流动相对分离效果的影响。采用了以下流动相：乙腈-水-冰醋酸（500∶500∶1）等度洗脱[2]；不同比例的甲醇-水-冰醋酸梯度洗脱及乙腈-水-冰醋酸梯度洗脱。通过比较这些流动相对分离的影响，确定按文中色谱条件2梯度洗脱时，色谱峰峰形较好，且主峰与杂质峰分离效果较好，可同时满足有关物质与含量测定的要求。
作者考查了缬沙坦及其杂质Ⅱ紫外吸收光谱，二者光谱相似，在225 nm和250 nm的波长下均有吸收，虽然在225 nm较灵敏，但色谱流出曲线漂移较大，故选择250 nm检测。经检验，在此条件下，杂质检测灵敏度符合要求。
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