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HPLC 同时测定羟喜树碱注射液的有关物质及含量 
 
彭茗，陆丹，刘瑾，杨永健(上海市食品药品检验所，上海 201203) 

 
摘要：目的  建立以高效液相色谱法同时测定羟喜树碱注射液的有关物质和含量的方法。方法  采用 Ultimate XB-C18 柱

(4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动相为甲醇-水(60 40∶ )，检测波长为 370 nm，流速为 1.0 mL·min−1，柱温 35 ℃。结果  有

关物质：羟喜树碱与杂质分离度良好，羟喜树碱和其主要杂质喜树碱的线性范围均在 0.2~1.0 μg·mL−1 之间，相关系数均

在 0.999 7 以上，最低检测限分别为 0.2 ng 和 0.3 ng。含量测定：羟喜树碱在 4.0~36.3 μg·mL−1 内线性相关系数为 1.000 0，

根据 3 个不同生产厂家的处方工艺分别进行低、中、高 3 种浓度的回收率试验，结果均在 100.0%~102.0%之间，RSD 均

在 0.02%~0.71%之间(n=3)。结论  本方法专属性强、准确性高，可全面系统地控制羟喜树碱注射液的质量。 
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Simultaneous Determination for Related Substances and Content of Hydroxycamptothecin Injection by 
HPLC 
 
PENG Ming, LU Dan, LIU Jin, YANG Yongjian(Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203, 
China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for simultaneous determination of related substances and content 
of hydroxycamptothecin injection. METHODS  The chromatographic column was Ultimate XB-C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm), 
and the mobile phase consisted of a mixture of methanol-water(60 4∶ 0). The flow rate was 1.0 mL·min−1 and the detection 
wavelength was 370 nm. The column temperature was maintained at 35 ℃。RESULTS  For the determination of related 
substances: the separations between hydroxycamptothecin and its related substances were very well. The calibration curves of 
hydroxycamptothecin and its main related substance, namely camptothecinthe, were both linear within the ranges of 0.2−1.0 
μg·mL−1(r≥0.999 7), and the LODs were 0.2 ng and 0.3 ng, respectively. For the determination of content: hydroxycamptothecin 
was linear within the range of 4.0−36.3 μg·mL−1(r=1.000 0), the average recoveries of low, medium and high concentrations 
based on the formulations from manufactory A, B and C were between 100.0% and 102.0%, the RSDs were between 0.02% and 
0.71%(n=3). CONCLUSION  The method is specific and accurate, and can systematically be used for the quality control of 
hydroxycamptothecin injection.  
KEY WORDS: HPLC; hydroxycamptothecin injection; camptothecin; related substances; content determination 

 
羟喜树碱(10-hydroxycamptothecin，HCPT)系

从我国内地特有的珙桐科植物 (Nyssaceae)喜树

(Camptotheca acuminate)中提取得到的生物碱类抗

癌药物[1]，对胃癌、肝癌、白血病及头颈部肿瘤等

疾病有显著疗效[2]。HPTC 系 DNA 拓扑异构酶

I(DNA topoisomerase I)抑制剂，为细胞特异性药

物，主要作用于细胞合成期[3]。 研究表明 HPTC
比喜树碱的疗效高且毒性低[1]。 
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目前国内 HPTC 的主要剂型为注射液和注射

用粉针，其中以注射液的生产厂家居多。目前

HPTC 注射液有两个国家标准[4-5]，其中仅一个标

准[5]制定了 HPLC 检查有关物质的方法，而各国药

典均未收载本品种。近年来，国内对 HPTC 注射

液质量研究的文献[6-7]未对有关物质或含量测定两

者相结合进行综合研究和分析。本试验建立的

HPLC 方法可同时测定 HPTC 注射液的有关物质

和含量，分别对 3 个不同生产厂家的 9 批样品进

行测定，并对含量测定的结果与按国家标准的方

法测得的含量结果进行了比较。 
1  仪器与试药 

Agilent 1100 高效液相色谱仪(包括自动进样

器、二极管阵列检测器和 ChemStation 数据处理系

统，美国 Agilent 公司)；HPTC 注射液共 9 个批次

(批号分别为 A 厂：070301；B 厂：20070116，
20070206；C 厂：20060102，20060820，20070525，
20060103，20060418，20060711)；HPTC 对照品(中
国药品生物制品检定所标定，批号：100526－
200301，纯度：100.0%)；喜树碱对照品(中国药品

生物制品检定所标定，批号：100532-200401，纯

度：100.0%)；甲醇为色谱纯。 
2  方法与结果 
2.1  有关物质测定 
2.1.1  色谱条件  HPTC 注射液的有关物质及含

量测定均采用同一液相色谱系统。色谱柱：

Ultimate XB-C18 柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)；流

动相：甲醇-水(60∶40)；流速：1.0 mL·min−1；检

测波长：370 nm；柱温 35 ℃；进样量：20 μL。 
2.1.2  线性试验  精密称取 HPTC 对照品和喜树

碱对照品各 10 mg 置同一 100 mL 量瓶中，加甲醇

溶解并稀释至刻度，精密量取 5 mL，置 25 mL 量

瓶中，加甲醇 10 mL，用水稀释至刻度，摇匀，作

为混合对照品溶液。精密量取 1，2，3，4 和 5 mL，
分别置 100 mL 量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇

匀，分别进样测定，以峰面积(Y)为纵坐标，进样

浓度(X)为横坐标，分别进行线性回归。结果 HPTC
在 0.201 6~1.008 μg·mL−1 的浓度范围内线性良好，

回归方程为 Y＝78.786X＋0.227 8，r＝0.999 7；喜

树碱在 0.203 2~1.016 μg·mL−1 的浓度内线性良好，

回归方程为 Y＝73.734X−0.104 5，r＝0.999 8。 
2.1.3  定量限和检测限  取“2.1.2”项下的最低

浓度溶液逐步稀释，按信噪比 (S/N)为 10 得到

HPTC 和喜树碱的定量限分别为 0.7 ng 和 1.0 ng；
按信噪比(S/N)为 3 得到最低检测限分别为 0.2 ng
和 0.3 ng。 
2.1.4  破坏试验  精密量取本品(批号：070301) 
1 mL，分别置 5 个 50 mL 量瓶中，分别进行高温

(105 ℃加热 8 h)、光照(254 nm 紫外光灯下照射

2 h)、酸(加 0.1 mol·L−1 HCl 溶液 1 mL，于 60 ℃放

置 2 h)、碱(加0.1 mol·L−1 NaOH溶液1 mL，于 60 ℃
放置 2 h)和氧化(加 30%H2O2 溶液 1 mL，于 60 ℃
放置 2 h)破坏试验后，再各加入稀醋酸 2 mL，并

用流动相稀释至刻度，于室温下避光放置 3 h，摇

匀，按“2.1.1”项下色谱条件进行测定。同时对

空白辅料作相应的破坏处理。结果在各个破坏条

件下，样品溶液中产生的杂质峰均与主峰分离良

好；HPTC 主峰的色谱纯度均在 99.84%和 100.00%
之间；本色谱系统满足有关物质检查的系统适用

性要求。 
2.1.5  仪器精密度试验  取“2.1.2”项下分别含

HPTC 和喜树碱各 0.6 和 1.0 μg·mL−1 的对照品溶

液各 20 μL，分别连续进样 3 次，以浓度除以峰面

积得到的校正因子计算进样精密度，结果 HPTC
校正因子 RSD=0.8%(n=6)，喜树碱校正因子

RSD=1.0%(n=6)。 
2.1.6  稳定性试验  精密量取本品(批号分别为

20060820，070301)各 1 mL，分别置 50 mL 量瓶中，

加稀醋酸 2 mL，再加流动相稀释至刻度，摇匀，

精密量取 20 μL，分别在 0，0.5，1.5，2.5，3.5，4，
5，6，7 和 8 h 时分别进样。结果在 0 h 时，由于

开闭环反应未达到平衡，HPTC 闭环物主成分峰面

积较小；在 2.5~8 h 之内，HPTC 闭环物主峰面积、

喜树碱量和杂质总量基本保持稳定。  
2.1.7  样品测定  在“2.1.1”项下色谱条件下，

喜树碱和 HPTC 的校正因子比约为 1.07∶1，两者

非常接近，故可采用 HPTC 主成分自身对照法进

行有关物质结果的计算。精密量取本品 2 mL，置

100 mL(规格：1 mg·mL−1)或 200 mL(规格：2 
mg·mL−1)量瓶中，加稀醋酸 2 mL，再加流动相稀

释至刻度，于室温下避光放置 3 h，摇匀，作为供

试品溶液。精密量取 1 mL，置 100 mL 量瓶中，

加流动相稀释至刻度，摇匀，作为对照溶液(1.0%)。
分别精密量取 20 μL 注入液相色谱仪进行测定，并

按自身对照法计算，3 个生产厂家共 9 批样品测定

结果见表 1 和图 1。
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表 1  HPTC 注射液有关物质测定结果 
Tab 1  Results of related substances of hydroxycamptothecin injection 

生产企业 批号 规格 喜树碱 /% 单个最大未知杂质/% 未知杂质总量/% 杂质总量/% 

A 厂 070301 5 mL∶5 mg 0.3  0.2  0.7  1.1 

B 厂 20070116 2 mL∶2 mg 1.3  0.6  2.0  3.3 

B 厂 20070206 5 mL∶5 mg 0.7  0.5  2.0  2.7 

C 厂 20060820 2 mL∶2 mg 3.5  3.3 12.3 15.8 

C 厂 20070525 2 mL∶2 mg 2.9  4.0 18.0 20.9 

C 厂 20060102 2 mL∶2 mg 2.5 10.2 18.9 21.3 

C 厂 20060711 5 mL∶10 mg 0.3  7.2 13.1 13.4 

C 厂 20060103 5 mL∶10 mg 2.8  8.1 15.8 18.6 

C 厂 20060418 5 mL∶10 mg 0.4  6.5 11.7 12.1 

 

 
 

图 1  HPTC 注射液有关物质样品测定色谱图 
A−批号 070301(A 厂)；B−批号 20070116(B 厂)；C−批号 20060820(C
厂)；1-HPTC；2-喜树碱 
Fig 1  Related substances chromatograms of hydroxycamp- 
tothecin injections 
A−Βatch Νο. Lot 070301 (manufactory A); B−Βatch Νο. 20070116 (manufactory B); 
C− Βatch Νο. 20060820(manufactory C); 1−hydroxycamptothecin; 2−camptothecin 

2.2  含量测定 
2.2.1  专属性试验  取“2.1.2”项下的贮备溶液，

进样 20 μL，结果在此色谱条件下，理论板数按

HPTC 峰计算为 12 486，HPTC 峰和喜树碱峰的分

离度为 8. 23，结果见图 2。 

 
图 2  HPTC 注射液色谱图 
1−HPTC；2−喜树碱 
Fig 2  Chromatogram of hydroxycamptothecin injection 
1−hydroxycamptothecin; 2−camptothecin 

2.2.2  线性试验  精密称取 HPTC 对照品 10 mg，
置 100 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇

匀，作为对照品贮备溶液。精密量取上述溶液 1，
2，5，7，9 mL，分别置 25 mL 量瓶中，分别加入

甲醇 14，13，10，8，6 mL，再加水稀释至刻度，

摇匀，分别按色谱条件进样测定，以峰面积(Y)为
纵坐标，进样浓度(X)为横坐标，进行线性回归。

结果 HPTC在 4.028~36.252 μg·mL−1的浓度内线性

良好，回归方程为 Y=80.825X＋1.466 6，r=1.000 0。 
2.2.3  精密度试验  取“2.2.2”项下分别含 HPTC 8，
20 和 28 μg·mL−1的对照品溶液各 20 μL，分别连续

进样 3 次，以浓度除以峰面积得到的校正因子计算

进样精密度，结果 HPTC 校正因子 RSD= 0.3%(n=9)。
2.2.4  回收率试验  精密量取线性试验项下的对

照品贮备溶液 4，5 和 6 mL，分别置 25 mL 量瓶中，
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分别加入处方量的辅料溶液 0.5 mL，加流动相适

量，再加稀醋酸 1 mL，用流动相稀释至刻度，于

室温下避光放置 3 h，摇匀，分别按色谱条件进样

测定，计算回收率，结果低、中、高 3 种浓度平均

回收率(n=3)分别为 A 厂：100.0%，RSD=0.02%；

101.0%，RSD=0.15%；101.3%，RSD=0.21%；B 厂：

100.8% ， RSD=0.08% ； 101.7% ， RSD=0.71% ；

102.0%，RSD=0.25%；C 厂：101.1%，RSD=0.35%；

101.2%，RSD=0.11%；101.3%，RSD=0.09%。3 个

厂家的辅料对含量测定均无干扰。 
2.2.5  样品测定   取“2.2.2”项下含 HPTC 20 
μg·mL−1 的对照品溶液，并取“2.1.7”项下的供试

品溶液，照“2.1.1”项下色谱条件测定，按外标

法以峰面积计算含量；另外参照国家标准[4-5]中的

含量测定的方法，采用紫外－可见分光光度法在

413 nm 波长处测定吸光度，分别对本品按吸收系

数法和对照品比较法计算含量。结果：9 批样品用

UV 对照品比较法测得的含量均比 UV 吸收系数法

约低 4%；A 厂和 B 厂样品的 UV 对照品比较法的

结果与 HPLC 法的结果相当，但 C 厂 6 批样品的

HPLC 结果均明显低于 UV 的结果，且 HPLC 结果

均不符合规定。结果见表 2。 

表 2  样品含量测定结果与现行国家标准方法比较(含量

限度：85.0%~110.0%) 
Tab 2  Comparison of HPLC method with current national 
standards on the determination of sample contents (content 
limit: 85.0%-110.0%) 

生产企业 批号 
含量/% 

(HPLC 法) 

含量/% 
(UV 吸收

系数法) 

含量/% 
(UV 对照

品法) 

A 厂 070301 90.7 95.2 91.6 

B 厂 20070116 90.7 96.3 92.6 

B 厂 20070206 96.7 100.5 96.7 

C 厂 20060820 57.2 89.9 86.5 

C 厂 20070525 52.7 94.8 91.3 

C 厂 20060102 57.4 85.7 82.5 

C 厂 20060711 75.4 97.5 93.9 

C 厂 20060103 67.6 93.6 90.1 

C 厂 20060418 74.3 96.6 92.9 

3  讨论 
HPTC 和其主要杂质喜树碱在流动相中均在

370 nm 左右有最大吸收，吸收系数基本一致，溶

剂和辅料在 370 nm 波长处均无明显吸收，故选择

370 nm 作为检测波长。为计算简便，在有关物质

计算时采用主成分自身对照法。 

HPTC 为一内酯结构的化合物，其注射液在制

剂过程中加入碱使其酯键断裂，生成易溶于水的

羧酸盐型开环化合物。在配制供试品溶液的时候，

须加入稀醋酸使其酸化，并放置一段时间，使开

环化合物重新闭环。据报道，HPTC 在酸性环境下

(pH<4)时，闭环的内酯构型占主导地位[3]，本试验

所用溶剂的 pH 值约为 3.4。 
为考察 HPTC 开环化合物的闭环时间，取

HPTC 对照品参照 A、B 和 C 厂的处方配制成模拟

样品溶液，由于处方中均采用氢氧化钠调节 pH 至

碱性，故模拟样品溶液中的HPTC对照品均为开环。

参照含量测定的方法，配制不同处方的供试品溶

液，并测定加稀醋酸后不同放置时间下供试品溶液

中 HPTC(闭环物)的含量，结果发现 0 h 时的含量均

仅为 35%左右，2~2.5 h 时均达到 100%并保持稳

定，至 5 h 含量均无明显变化。因此，样品酸化后

应在室温避光放置时间 3 h 后进样，以保证闭环反

应充分进行。HPTC 闭环反应时间图见图 3。 

 
图 3  HPTC 闭环反应时间图 
Fig 3  The graph shows the close-ring reaction over time of 
10-hydroxycamptothecin 

按 UV 对照品比较法测定含量，测定的结果比

UV 吸收系数法低可能是因为实验所用仪器和对

照品与制定国家标准时不同所带来的误差，除 C
厂 1 批产品含量结果低于合格范围之外，其余各

批结果均符合规定；而通过 HPLC 测定含量的结

果则发现，C 厂的 6 批样品 HPLC 结果明显低于

UV 的结果，且均不符合规定。结合 C 厂产品有关

物质和含量测定的结果，可以看出：国家标准中

采用的的含量测定方法(UV 法)专属性差，无法将

HPTC 注射液中的杂质分离，故无法真正反映本品

中主药的含量；HPLC 法则专属性强，适合本品的

有关物质检查和含量测定。 
本试验所用的流动相为甲醇－水，不含不挥
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发性盐类，较易转化为 LC-MS 的液相色谱条件，

为今后 HPTC 注射液及其他制剂中相关杂质进行

全面的定性分析提供了参考。 
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HPLC 检测大鼠血浆中姜黄素的浓度及其药动学研究 
 
楼旦 a，张立康 b，孙未 b，罗顺斌 b，胡国新 b

(温州医学院，a.附属第二医院；b.药学院，浙江 温州 325035)
 

 
摘要：目的  建立大鼠血浆姜黄素检测的高效液相色谱方法，研究姜黄素的药动学。方法  血浆经乙酸乙酯萃取，以

ZORBAX SB-C18(4.6 mm×150 mm，5 µm)为色谱柱；流动相为乙腈-水-0.1%TFA(50∶30∶20)，流速为 1.0 mL·min−1；检

测波长为 302(0~5.5 min)、426 nm(5.5~7.5 min)。6 只 SD 大鼠，♂，单剂量静脉给予 10 mg·kg−1 姜黄素，分别在给药后多

点尾静脉采血。用该方法检测血浆中姜黄素的浓度；用 DAS 计算药动学参数。结果  姜黄素浓度在 0.05~6.00 mg·L−1 内

线性关系良好(r=0.999 8)；定量下限为 0.05 mg·L−1；低(0.10 mg·L−1)、中(1.00 mg·L−1)、高(4.00 mg·L−1)3 个浓度的回收率

分别为(99.3±5.4)%，(104.2±4.7)%和(99.8±2.0)%；日内 RSD 分别为 4.49%，3.90%和 1.72%，日间 RSD 分别为 4.61%，4.27%
和 2.00%。大鼠姜黄素静脉注射后，姜黄素在大鼠体内符合二室模型；α 相和 β 相消除半衰期分别为 0.08 h 和 0.75 h。结

论  本方法准确可靠、简便快速，适用于大鼠血浆姜黄素浓度的测定及其药代动力学研究。 
关键词：高效液相色谱法；姜黄素；血药浓度；药动学 
中图分类号：R917.101；R969.11       文献标志码：B       文章编号：1007-7693(2011)09-0870-04 

 
Determination of Curcumin in Rat Plasma by HPLC and Study of its Pharmacokinetics  
 
LOU Dana, ZHANG Likangb, SUN Weib, LUO Shunbinb, HU Guoxinb(Wenzhou Medical College, a.The Second 
Affiliated Hospital; b.School of Pharmacy, Wenzhou 325035, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop a high performance liquid chromatography method for the determination of curcumin 
in rat plasma and study its pharmacokinetics. METHODS  Plasma was extracted by ethyl acetate. The analytical column was 
packed with ZORBAX SB-C18(4.6 mm×150 mm, 5 µm). The mobile phase was acetonitrile-water- 0.1% trifluoroacetic acid 
(50∶30∶20) and the flow rate was 1.0 mL·min-1. The UV detection wavelength was 302 nm (0−5.5 min) and 426 nm (5.5−7.5 
min). Six SD rats, ♂, were given a single dose of 10 mg·kg-1 curcumin with intravenously injection into the sublingual vein. 
Blood samples were collected from the tail vein at different time points after injection. The concentration of curcumin in plasma 
were detected by the established HPLC method. The pharmacokinetics parameters were analyzed by DAS program. RESULTS  
Excellent liner relationship was obtained in the range of 0.05−6.00 mg·L−1(r=0.999 8), the limit determination of curcumin was 
0.05 mg·L−1. The recoveries were(99.3±5.4)%, (104.2±4.7)%and (99.8±2.0)% respectively at three concentrations(0.10, 1.00, 
4.00 mg·L−1), the intra-day RSD were 4.49%, 3.90% and 1.72% and inter-day RSD were 4.61%, 4.27% and 2.00%, respectively. 
After intravenously injection of curcinum, curcinum was fitted the two-compartment model, the half-life of α phase and β phase 
was 0.08 h and 0.75 h, respectively. CONCLUSION  The method is accurate, simple, rapid and could be used to determine the 
curcinum concentration in rat plasma and study its pharmacokinetics.   
KEY WORDS: HPLC; curcinum; plasma concentration; pharmacokinetics 
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