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摘要

本研究开发出⼀种同时测定两种活性成分（盐酸萘甲唑啉和⻢来酸⾮尼拉敏）及其相关化合物的液相⾊谱法。该

⽅法使⽤XSelect™ CSH C18⾊谱柱，在40 °C的温度和2.0 mL min-1的流速下通过单次运⾏在20 min内使分析物实

现完全分离。本研究还对系统适应性、范围、准确度（回收率）、⽇内和⽇间精密度进⾏了全⾯评估。此外还发

现该⽅法在API浓度80%~120%的⼯作浓度范围内呈线性，相关系数(R2)⼤于0.997。在实际应⽤中，该⽅法成功

⽤于市售滴眼液和滴⿐液的常规分析，未受到辅料的显著⼲扰。
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优势

这种将XSelect CSH C18⾊谱柱与Alliance iS HPLC System结合使⽤的单⼀HPLC⽅法可以替代⼏种单独的⽅法

，⽤于分析盐酸萘甲唑啉和⻢来酸⾮尼拉敏活性药物成分(API)的含量和有机杂质。

简介

萘甲唑啉是⼀种活性药物化合物，可⽤作减充⾎剂和⾎管收缩剂，帮助缓解眼部发红和浮肿。⽽⻢来酸⾮尼拉敏

是⼀种抗组胺药，通常⽤于缓解由普通感冒、流感、过敏或其他呼吸道疾病引起的暂时症状。这两种活性药物成

分(API)通常结合在滴眼液中，以缓解过敏性结膜炎，包括枯草热[1,2]。为确保药物成分、剂量和纯度符合法规要求

，出于质量保证(QA)和质量控制(QC)⽬的对此类药物的含量进⾏分析⾄关重要。

近年来，美国药典(USP)通过现代化修订来更新各论中过时的分析⽅法。这⼀举措旨在提供更新的公共标准并加强

监管机构保护公众健康的⼯作。更新重点放在各论的主要章节，包括鉴定、含量测定和有机杂质分析。

现代化过程的⼀个关键要素是消除分析程序中的有害溶剂和试剂。⽬前，业界使⽤单独的⾊谱⽅法来分析药物制

剂中的各种API。这种⽅法虽然有效，但是有机溶剂会产⽣⼤量危险废物。

为尽可能减少危险废物，⼀种解决⽅案是使⽤单⼀⾊谱⽅法来分析多种活性物质及其相关化合物。在本研究中

，我们将三种USP⾊谱⽅法组合成⼀种LC⽅法来分析两种API（盐酸萘甲唑啉和⻢来酸⾮尼拉敏）及其相关化合物

。

这些分析物的名称和化学式详⻅表1。
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表1.本研究中使⽤的API和相关化合物的名称和分⼦式

实验

⻢来酸⾮尼拉敏及其相关化合物（2-苄基吡啶、4-苄基吡啶）由美国药典(USP)委员会(Rockville, MD, USA)友情

提供。盐酸萘甲唑啉及其相关化合物（1-萘基⼄酸、相关化合物A）也分别由USP提供。标准储备液⽤稀释剂

（90:10流动相A/流动相B）制备，随后稀释以制备包含⾮尼拉敏/萘甲唑啉500/40 μg/mL和5 μg/mL相关物质的

分离度测试混合物。所有溶液均盛装于PP容器中并储存在冷冻柜(-20 °C)中。包含0.025% (v/v)⻢来酸⾮尼拉敏和

0.3% v/v盐酸萘甲唑啉的⾮处⽅滴眼液制剂购⾃当地药店。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 配备可变波⻓紫外检测器的Alliance iS HPLC 

System

检测： TUV（双波⻓，260 nm和280 nm）

XSelect CSH C18⾊谱柱, 5 µm, 4.6 × 150 mm⾊谱柱：
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pH范围：2~10

柱温： 40 °C

样品温度： 5 °C

进样体积： 8 µL

流速： 2.0 mL min-1

流动相A： 0.05% (v/v)三⼄胺和0.05% (v/v)磷酸的⽔溶液（

pH未经调节）

流动相B： 0.05% (v/v)磷酸的⼄腈溶液

梯度曲线： 5%有机相和95%⽔相初始保持6 min，然后采⽤有

机相在7 min内从5%增加⾄95%的线性梯度。

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3⾊谱数据系统

结果与讨论

为验证⾊谱系统的功能，必须执⾏系统适应性测试(SST)。SST是⼀种验证⾊谱系统效率和重现性的标准程序，旨

在确保⾊谱系统适⽤于特定分析。为证明这⼀点，利⽤该系统重复进样12次SST⼯作标样（500/40 µg/mL⻢来酸

⾮尼拉敏/盐酸萘甲唑啉），结果如表2所⽰，表明连续12次进样得到的萘甲唑啉和⾮尼拉敏的峰⾯积相对标准偏

差(%RSD)⼩于0.1。⾮尼拉敏和萘甲唑啉峰的保留时间%RSD分别为0.02和0.14。这些结果表明，所开发的⽅法和

系统提供了出⾊的保留时间和峰⾯积重复性。
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表2.⼯作标准溶液重复进样12次的系统适应性评估结果

API的线性

评估⾊谱⽅法的线性对于在较宽的浓度范围内准确可靠地定量分析物⾄关重要。通常通过检测不同浓度的相同分

析物来建⽴校正曲线，以确定该分析物在未知样品中的浓度。本研究通过制备⻢来酸⾮尼拉敏/盐酸萘甲唑啉浓度

范围为其⽬标浓度(500/40 µg/mL) 80%~120%的五份混合物来评估线性。然后将各溶液重复两次进样⾄⾊谱系统

，并记录响应⾯积。通过对峰⾯积与浓度作图来建⽴得到的线性校正曲线，并计算回归⽅程，结果表现出强烈的

线性相关性，相关系数(R2)⼤于0.997，如图1所⽰。
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图1.⾮尼拉敏和萘甲唑啉API的线性。这些曲线通过进样分析浓度范围为⽬标浓度80%~120%的五份

⼯作标样建⽴。

相关化合物

分析⽅法从API峰中分离相关化合物的能⼒对于确保药物安全性、有效性和稳定性⾄关重要。为评估所开发的⽅法

分离活性成分与其相关化合物的能⼒，有趣的是使⽤包含盐酸萘甲唑啉/⻢来酸⾮尼拉敏及其相关化合物的标准分

离度测试混合物运⾏该⽅法。获得的结果证明，该⽅法可有效分离混合物中的所有化合物，最低USP分离度为

2.4，如图2和表3所⽰。
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图2.⼯作样品中加⼊了5% API浓度⽔平的相关化合物。最终溶液包含：500 µg/mL⾮尼拉敏（25 µg/mL相关化合

物Phe Imp A和Phe imp B）和40 µg/mL萘甲唑啉（2 µg/mL Naph Imp A和Naph Imp B）。260 nm处的单波⻓紫

外吸收。

表3.分离度测试混合物中所有化合物峰的USP分离度值（图3）
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⽇内和⽇间精密度

精密度是指当该程序重复应⽤于从同⼀均质样品中提取的多个样品时，各个结果之间的⼀致性⽔平。如前⽂系统

适应性评估部分所述，通过对系统适应性混合物进⾏12次重复进样来评估该⽅法的⽇内精密度。对于⽇间精密度

，在两天内分析相同的样品（第⼀天12次重复进样，第⼆天再进⾏5次重复进样）。结果显⽰，在17次重复进样中

，⾮尼拉敏的峰⾯积和保留时间%RSD分别为0.15和0.58。萘甲唑啉也观察到类似的结果，峰⾯积和保留时间%

RSD值分别为0.03和0.59。结果表明该⽅法对⽬标化合物的检测具有良好的精密度，%RSD低于0.6%，确认该⽅

法具有⾜够⾼的精密度。12次和17次进样的叠加⾊谱图如图3所⽰。

图3.系统适应性测试(SST)溶液的代表性分离结果：A表⽰在同⼀天对溶液进⾏12次重复进样，B表⽰在两天内对同

⼀溶液进⾏17次重复进样。SST溶液包含500/40 µg/mL的⻢来酸⾮尼拉敏/盐酸萘甲唑啉。所⽤条件与实验部分所

述的条件相同（280 nm处UV检测）

滴眼液和滴⿐液的分析

然后使⽤该⽅法分析市售滴眼液和滴⿐液样品。样品制备如下：将溶液⽤稀释剂（90:10流动相A/流动相B）稀释

⾄⼯作浓度，配⽅1、2和3眼部过敏缓解溶液中⻢来酸苯尼拉敏和盐酸萘甲唑啉的浓度分别为500 µg/mL和40 µ

g/mL；配⽅4、5和6眼部发红清凉滴眼液中盐酸萘甲唑啉的浓度为40 µg/mL。结果表明，所开发的⽅法成功满⾜

USP各论的标准，两种API（⾮尼拉敏(PHE)和萘甲唑啉(NAP)）的含量回收率在90%~110%的范围内[3‒5]。四种

不同药物制剂的代表性分离结果如图4所⽰。
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图4.包含⾮尼拉敏(PHE)和萘甲唑啉API（配⽅1、2和3）以及仅包含萘甲唑啉API（配⽅4、5和6）的市售滴⿐液的

代表性分离结果

结论

本研究开发出⼀种专⻔⽤于分析活性成分及其相关化合物的单⼀液相⾊谱⽅法，该⽅法将有关盐酸萘甲唑啉和

⻢来酸⾮尼拉敏滴眼液和滴⿐液的三个USP各论⽅法相结合。

■

Alliance iS HPLC System能够在单⼀HPLC⽅法中快速可靠地分离多种API及其相关化合物。■
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