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帕米膦酸二钠(Pamidronate Disodium)

为 3-氨基 -1 -羟基丙叉 -1 ,1 -二膦酸二钠

五水合物 ,在临床上广泛应用的具有氨基

的第二代双膦酸盐类药物 [1]。注射用帕米膦

酸二钠目前已收载于国家药品标准 [2],利用

的是本品结构中含有伯胺 ,与荧光胺衍生

反应后产生荧光 ,采用荧光检测器检测的

RP-HPLC法 ;即将执行的《中国药典》2010

年版二部 ,采用离子色谱法 [3]。帕米膦酸二

钠无紫外吸收基团 ,而高效液相色谱仪在

我国已很普及 ,常配置紫外检测器 ,但无法

分析没有紫外吸收的样品。为了克服此不

足 ,本实验通过2,4-二硝基氟苯柱前衍生

化HPLC法 [4-6],采用化学衍生技术接入强紫

外吸收基团 ,转化成强紫外吸收衍生物 ,以

此建立注射用帕米膦酸二钠的含量测定方

法 ,操作方便准确、方法灵敏 ,具有很大的

实用价值。

1 仪器与试药

高效液相色谱仪 :Waters 515泵 ,Wa-

ters 2996 PDA检测器,Waters Empower

软件;Sartorius BP211D电子分析天平。

帕米膦酸二钠工作对照品 (深圳某药

业有限公司提供 ,批号为20090501-1,150

℃减压干燥至恒重后使用 ,含量100.0%)、

注射用帕米膦酸二钠 (深圳某药业有限公

司,批号20080402、20080403、20080404,标示

量 :0.015g),空白辅料为甘露醇 ;2,4-二硝

基氟苯 (东京化成工业株式会社 ,批号 :

900280000);乙腈为色谱纯;其余试剂均为分

析纯 ;水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 HPLC色谱条件

色谱柱为Ultimate XB-C18柱,流动相A为

乙腈,流动相B为0.01mol/L磷酸二氢钾缓冲液

(用三乙胺调节pH值至7.0),以1.0mL/min

的流速进行梯度洗脱 (0～ 5.10min,A为

10%;5.10～ 5.11min,A为 10%～25%;5.

11～7.20min,A为25%;7.20～7.21min,A

为25%～10%;7.21～12.0min,A为10%),

检测波长为365nm,进样量10μL。

2.2 测定方法

2.2.1 衍生化溶液的配制称取2,4-二

硝基氟苯约3.0g,置100mL量瓶中 ,加乙腈

溶解并稀释至刻度 ,即得。

2.2.2 供试品溶液的配制取 5瓶样品

的细粉 ,精密称定 ,精密称取适量 (约相当

于帕米膦酸二钠10mg),置20mL量瓶中,加

0.05mol/L碳酸钠溶液适量,振摇使溶解并

稀释至刻度 ,摇匀。

2.2.3 对照品溶液的配制取帕米膦酸

二钠工作对照品约 1 0mg,精密称定 ,置

20mL量瓶中 ,同法制成每1mL中含帕米膦
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图1 阴性对照溶液 (A)、空白溶液 (B)、

图2 pH值对衍生反应的影响  图3  样品与衍生剂反应的重量比的影响
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酸二钠0.5mg的对照品溶液。

2 .2 .4 阴性对照溶液取空白辅料约

0 . 1 3 g ,精密称定 ,置 20mL量瓶中 ,加 0.

05mol/L碳酸钠溶液适量,超声处理15min,

并稀释至刻度 ,摇匀。

2.2.5 空白溶液的配制0.05mol/L碳酸

钠溶液

2.2.6 衍生化反应 取对照品溶液、供

试品溶液、阴性对照溶液和空白溶液各

3mL,置25mL量瓶中 ,加衍生化溶液2mL,

置40℃中水浴反应20分钟 ,取出 ,放冷 ,用

0.05mol/L碳酸钠溶液稀释至刻度 ,摇匀 ,

作为反应后的对照品溶液、供试品溶液、阴

性对照溶液和空白溶液。

2.3 专属性试验

分别精密量取反应后的对照品溶液、

供试品溶液、阴性对照溶液和空白溶液各

10μL,注入液相色谱仪 ,记录色谱图 (见图

1)。在该色谱条件下 ,帕米膦酸二钠的保留

时间约为4.0min,理论板数大于2000,空白

辅料及空白溶液无干扰 ,反应后的衍生物

主峰与相邻峰的分离度符合要求(图1)。

2.4 线性关系考察

精密称取帕米膦酸二钠对照品适

量 ,加0.05mol·L碳酸钠溶液分别配制成

0.05 ,0 .125,0.25 ,0.50,1.00,2.00mg/mL

的系列对照品溶液 ,依法操作 ,取衍生后溶

液 ,各进样10μL,以进样浓度 (C,mg/mL)为

横坐标 ,峰面积 (Y)为纵坐标,绘制标准曲线

得到回归方程:Y=3.739×107C-1.331×106,

r=0.9997(n=6),结果表明在0.05～2.00mg/

mL浓度范围内与峰面积呈良好关系。

2.5 精密度试验

取“线性关系考察”项下系列4的对照

品溶液 (0.5mg/mL),连续进样6次 ,记录色

谱图 ,测得帕米膦酸二钠峰面积相对标准

偏差(RSD)为1.3%(n=6),结果表明 ,方法的

精密度良好。

2.6 重复性试验

按“2.2”项下方法配制供试品溶液 6

份 ,依法操作 ,记录色谱图 ,测得帕米膦酸

二钠含量为103.7%,RSD为1.0%。结果表

明 ,方法的重复性良好。

2 .7稳定性试验

取“线性关系考察”项下系列4的对照

品溶液 (0.5 mg/mL),分别在0、2、4、6、8、

12、18 h进样10 μL,记录色谱图,测得帕

米膦酸二钠峰面积相对标准偏差(RSD)为

1.2%(n=7),结果表明,溶液在18h内稳定性

良好。

2.8 回收率试验

以供试品溶液的80%、100%、120%作为

检测浓度,取同一批已知含量(103.7%)的供

试品9份 ,精密称定 ,分别精密加入帕米膦

酸二钠对照品贮备液 (约1.3mg/mL)3、5、

7mL各3份 ,按“2.2”项下方法配制备所需

溶液 ,依法测定 ,结果平均回收率 (n=9)为

100.1%,RSD为1.8%。

2.9 样品测定

取样品3批 ,分别按“2.2”项下方法配

制备所需溶液 ,依法测定含量 ,结果 (n=4)

分别为103.7%,98.5%,101.9%;RSD分别为

1.0%,1.0%,1.1%。

3 讨论

3 .1 衍生化条件的选择

3.1.1 衍生反应的pH值2,4-二硝基氟

苯在碱性条件下能与含伯或仲胺基的化合

物衍生,为确定本实验的反应pH值条件,除

了 0.05mol/L碳酸氢钠溶液 (pH8.4)、0.

05 mo l /L碳酸钠溶液 ( pH 11 .1)外 ,在 0 .

05mol/L碳酸氢钠溶液及0.05mol/L碳酸钠

溶液基础上 ,用氢氧化钠试液配制了pH约

为9.0、10.0、11.5、12.0的一系列溶液 ,同法

操作 ,测定结果发现在pH>10时 ,帕米膦酸

二 钠 峰 面 积 无 明 显 差 异 ,因 此 选 用 0 .

05mol/L碳酸钠溶液 (图2,图3)。

3.1.2 样品与衍生剂反应的重量比  称

取2,4-二硝基氟苯约3.0g,置50mL量瓶中 ,

加乙腈溶解并稀释至刻度,配制成60mg/mL

的衍生化溶液 ,并逐步稀释成0.75、1.5、3.

0、6.0、7.5、15、30、45、60mg/mL的一系列溶

液 ,各取2mL,分别与对照品溶液 (0.5mg/

mL)9份各 3mL,依法操作 ,进行衍生化反

应。精密量取反应后的上述溶液各10μL,

分别注入液相色谱仪,记录色谱图。结果表

明 ,衍生化试剂与样品重量比值为40以上

时 ,衍生物峰面积无明显变化 ,因此选用

30mg/mL的衍生化溶液。

3.1 .3 反应时间

取对照品溶液 (0.5mg/mL)9份各3mL,

分置25mL量瓶中 ,加衍生化溶液2mL,置40

℃中水浴分别反应2、5、10、20、30、40、60、

120分钟 ,取出 ,放冷 ,用0.05mol/L碳酸钠

溶液稀释至刻度,摇匀。精密量取反应后的

上述溶液各10μL,分别注入液相色谱仪 ,

记录色谱图。结果表明,反应时间在20分钟

后衍生峰面积变化较少 ,因此选用20分钟

为反应时间。

3 . 2 色谱柱与液相色谱仪的影响

笔者先后选用了Kcromi l100-5C18、

Hypersil ODS2柱,以及不同的液相色谱仪

(Waters515、岛津LC20AT)结果表明空白辅

料无干扰 ,同样满足系统适用性要求。
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极化体”非常明显。在13－23线之间的流纹

岩、火山角砾岩(集块岩)和凝灰岩几乎都有

不同程度的黄铁矿化和其它蚀变 ;而在13

－17线 ,尤其13－15线的酸性火山熔岩、火

山角砾岩、集块岩中之矿化强度最高,矿体

出露宽度最大约30m左右,呈30°走向、倾向

120°左右,倾角60°～80°（图1）。

5 金属因素JS异常与矿体形态的分布规律

和几点认识

(1)视极化率、视电阻率与构造带中的

多金属矿矿化有关 ,当构造带中具有多金

属矿矿化时可形成低阻高极化异常。

(2)异常带与构造带在走向上和倾向上都

具有舒缓波状、膨胀狭缩之特征,膨胀部位就

是构造带的转弯部位且与矿化蚀变带关系密

切。

(3)金属因素JS在有效压制高阻低极化体

非矿岩层的作用和减弱地形的影响具有重

要意义,突出了“低阻高极化体”有意义的矿

化异常。

(4)金属因素JS异常的平--面特征显示

了本区激电异常长轴为北东方向 ,与地层

或构造方向基本一致。

(5)金属因素JS异常与矿化关系密切 ,

激电异常所反映的矿化蚀变带与已知矿化

点 (带 )相吻合。
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