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摘要：目的　建立高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定复方间苯二酚搽剂中间苯二酚、水杨酸和醋酸氟轻松的含量。方法　采用
ＨＰＬＣ法。色谱柱为ＷｏｎｄａＳｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相组成为甲醇乙腈０．１％磷酸溶液（５５∶１０∶３５），流速为１．０

ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３０℃，紫外检测器波长：２４０ｎｍ，进样量：１０μＬ。结果　间苯二酚、水杨酸和醋酸氟轻松检测质量的线性
范围分别为１６～５６、１０～３５和０．０８～０．２８μｇ；精密度、稳定性、重复性试验的ＲＳＤ≤０．５０％；平均加样回收率分别为９９．０５％
（ｎ＝６，ＲＳＤ＝０．７０％）、１００．１６％ （ｎ＝６，ＲＳＤ＝０．６３％）和９９．２０％ （ｎ＝６，ＲＳＤ＝０．８１％）。结论　该方法结果准确，精密度
高，可同时测定间苯二酚、水杨酸和醋酸氟轻松的含量，可用于此制剂的质量控制。
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　　本课题组对“武当松针茶”中莽草酸提取条件
作了初步的考察，其提取次数、样品粉碎粒度，提取

方法对莽草酸含量的影响，以及其它主要有效成分

研究有待进一步完善。
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　　复方间苯二酚搽剂由间苯二酚、水杨酸和醋酸
氟轻松及辅料组成的外用制剂，在临床应用多年，

疗效确切。间苯二酚具有杀菌的作用，是用于足癣

的首选良药。水杨酸具有消毒防腐的作用，可软

化、溶解角质层。醋酸氟轻松为外用强效糖皮质激

素类药物，其疗效显著而副作用较小，局部外用可

以促进真皮内毛细血管收缩，抑制表皮中细胞的再

生或增殖，阻止溶酶体酶释放而引起的组织损伤。

因其具有较强的抗炎、抗过敏作用，临床上广泛应

用于过敏性皮炎、接触性皮炎、脂溢性皮炎、湿疹、

皮肤瘙痒症、银屑病、神经性皮炎等疾病的治

疗［１２］。为了更好地控制该制剂质量，笔者采用高

效液相色谱法对制剂中的三种成分同时进行质量

分析，为进一步完善复方间苯二酚搽剂的质量控制

提供理论依据。

１　材料
１．１　仪器　岛津ＬＣ２０１０ＡＨＴ高效液相色谱仪（紫
外检测器）；ＫＱ３２００Ｅ数控超声波处理器（昆山市
超声仪器有限公司）；ＣＰＡ２２５Ｄ电子分析天平（德国
ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）。
１．２　药品与试剂　间苯二酚对照品（批号１００３８９
－２０１２０２，含量 １００．０％），水杨酸对照品（批号：
１００１０６－２０１１０４，含量９９．９０％），醋酸氟轻松对照
品（批号：１０００１０－２０１１０８，含量９９．６０％）均为中国
食品药品检定研究院提供。

复方间苯二酚搽剂（规格：每瓶１００ｍＬ，批号：
２０１５０５０１、２０１５０５０２、２０１５０５０３），长春八一医院制剂
室提供；水为纯化水，甲醇、乙腈为色谱纯，其它试

剂均为分析纯。

２　方法与结果
２．１　色谱条件　以 ＷｏｎｄａＳｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ）柱为色谱柱，流动相组成：甲醇乙腈
０．１％磷酸溶液（５５∶１０∶３５），流速：１．０ｍＬ·
ｍｉｎ－１，柱温为３０℃，紫外检测器波长：２４０ｎｍ，进
样量：１０μＬ。理 论 板 数 分 别 按 间 苯 二 酚
（Ｃ６Ｈ６Ｎ２Ｏ２）峰、水杨酸（Ｃ７Ｈ６Ｏ３）峰和醋酸氟轻松
（Ｃ２６Ｈ３２Ｆ２Ｏ７）峰计算，应分别不低于２０００、４０００
和１０００。
２．２　溶液的制备
２．２．１　对照品溶液　分别精密称取间苯二酚、水
杨酸、醋酸氟轻松对照品适量，加７５％乙醇制成每１
ｍＬ含４ｍｇ的间苯二酚、２．５ｍｇ的水杨酸、０．０２ｍｇ
的醋酸氟轻松混合溶液，即得。

２．２．２　供试品溶液　精密量取本品２．５ｍＬ，置５０
ｍＬ的容量瓶中，加入７５％乙醇定容至刻度，振摇使
之均匀，即得。

２．２．３　阴性对照溶液　参照处方成分配比及制备
工艺，分别制备含水杨酸和醋酸氟轻松，含间苯二

酚和醋酸氟轻松，含间苯二酚和水杨酸，含间苯二

酚，含水杨酸，含醋酸氟轻松，不含间苯二酚、水杨

酸和醋酸氟轻松的７种搽剂。按供试品溶液的制
备方法，分别制备含水杨酸和醋酸氟轻松，含间苯

二酚和醋酸氟轻松，含间苯二酚和水杨酸，含间苯

二酚，含水杨酸，含醋酸氟轻松，不含间苯二酚、水

杨酸和醋酸氟轻松的７种阴性对照溶液。
２．３　专属性试验　将配制好的上述供试品溶液、
对照品溶液以及７种阴性对照溶液按“２．１”项下色
谱条件，分别进样１０μＬ，结果表明：不含间苯二酚、
水杨酸和醋酸氟轻松阴性对照溶液在与间苯二酚、

水杨酸及醋酸氟轻松色谱峰相应的位置上无干扰

峰出现，间苯二酚、水杨酸及醋酸氟轻松色谱峰互

不干扰，上述试验结果表明专属性良好。结果见

图１。
２．４　线性关系的考察　分别精密称取间苯二酚、
水杨酸、醋酸氟轻松对照品适量，加７５％乙醇制成
每１ｍＬ含８ｍｇ的间苯二酚、５ｍｇ的水杨酸、０．０４
ｍｇ的醋酸氟轻松混合对照品贮备液。精密吸取
对照品贮备液２、３、４、５、６、７ｍＬ至１０ｍＬ量瓶中，
７５％乙醇定容至刻度，摇匀。精密吸取上述稀释
液１０μＬ，分别注入高效液相色谱仪，进行测定。
分别以间苯二酚、水杨酸、醋酸氟轻松的进样量

（Ｘ）为横坐标进行线性回归，得间苯二酚、水杨
酸、醋酸氟轻松回归方程分别为：Ｙ＝１×１０８Ｘ＋
９３８４０（ｒ＝１．００００）、Ｙ＝４×１０８Ｘ－３００．３５（ｒ＝
１．００００）、Ｙ＝２×１０９Ｘ＋３０５３．３（ｒ＝０．９９９９）。
结果表明：间苯二酚、水杨酸和醋酸氟轻松检测质

量的线性范围分别为 １６～５６μｇ、１０～３５μｇ和
０．０８～０．２８μｇ。
２．５　检测限、定量限的测定　取“２．２．１”项下的对
照品溶液，逐级稀释后，分别进样１０μＬ，测定。经
分析，间苯二酚的检测限（Ｓ／Ｎ≈３）为０．９９ｎｇ，定量
限（Ｓ／Ｎ≈１０）为３．３ｎｇ（ｎ＝６，ＲＳＤ＝０．４７％）；水杨
酸的检测限（Ｓ／Ｎ≈３）为 ０．４８ｎｇ，定量限（Ｓ／Ｎ≈
１０）为１．６ｎｇ（ｎ＝６，ＲＳＤ＝１．０５％）；醋酸氟轻松的
检测限（Ｓ／Ｎ≈３）为０．７４ｎｇ，定量限（Ｓ／Ｎ≈１０）为
２．４７ｎｇ（ｎ＝６，ＲＳＤ＝０．６４％）。
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Ａ．对照品

Ｂ．供试品

Ｃ．含水杨酸和醋酸氟轻松阴性对照

Ｄ．含间苯二酚和醋酸氟轻松阴性对照

Ｅ．含间苯二酚和水杨酸阴性对照

Ｆ．含间苯二酚阴性对照

Ｇ．含水杨酸阴性对照

Ｈ．含醋酸氟轻松阴性对照

Ｉ．不含间苯二酚、水杨酸和醋酸氟轻松的阴性对照溶液

　　注：１．间苯二酚；２．水杨酸；３．醋酸氟轻松。

图１　高效液相色谱图

２．６　精密度考察　抽取同一对照品溶液，连续重
复进样６次，每次进样量为１０μＬ，在所选的色谱条
件下测定间苯二酚、水杨酸及醋酸氟轻松的含量，

结果间苯二酚、水杨酸及醋酸氟轻松峰面积ＲＳＤ分
别为０．０４％（ｎ＝６）、０．０５％（ｎ＝６）及０．１３％（ｎ＝
６），表明此方法精密度良好。
２．７　稳定性试验　取供试品溶液（批号：２０１５０５０１），
室温放置，在上述色谱条件下，分别取放置０、４、８、
１２、１６和２４ｈ的供试品溶液测定间苯二酚、水杨酸
及醋酸氟轻松的含量，以考察其稳定性。ＲＳＤ值分
别为０．３４％、０．２７％及０．４５％，结果表明供试品溶
液在２４ｈ内稳定性良好。
２．８　重复性试验　取批号为２０１５０５０１的复方间苯
二酚搽剂６份，依法制备供试品溶液，对间苯二酚、
水杨酸、醋酸氟轻松进行含量测定，计算间苯二酚、

水杨酸及醋酸氟轻松的平均含量分别为：９６．５２％、
１０８．４０％及１０６．７４％，ＲＳＤ分别为０．３９％（ｎ＝６）、
０．２８％（ｎ＝６）及０．３０％（ｎ＝６），结果表明重复性
良好。

２．９　加样回收率试验　精密吸取复方间苯二酚搽
剂（批号：２０１５０５０１，间苯二酚含量为９６．５２％；水杨
酸含量为１０８．４０％；醋酸氟轻松含量为１０６．７４％；
详见重复性实验）２．５ｍＬ，置 １００ｍＬ容量瓶中，６
份，再分别将适量间苯二酚、水杨酸、醋酸氟轻松对

照品加入各容量瓶中，按“２．２．２”项下方法制备溶
液；按“２．１”项下的色谱条件测定，计算加样回收
率，结果见表１。结果表明，本法准确可靠。
２．１０　样品含量测定　参照供试品溶液制备方法，
取三个批次的复方间苯二酚搽剂各２份，制备供试
品溶液，在上述色谱条件下，测定了三批制剂中间

苯二酚、水杨酸及醋酸氟轻松的含量，结果见表２。
３　讨论
３．１　流动相选择　本试验曾参考２０１５版《中国药
典》［３］中醋酸氟轻松项下含量测定方法，选用项下

流动相甲醇乙腈水（６０∶１０∶３０）进行预实验，结果
色谱峰的分离度不够理想，间苯二酚和水杨酸均严

重拖尾。参考其他文献［４９］，最终选择甲醇乙腈
０．１％磷酸溶液（５５∶１０∶３５）为流动相进行洗脱，三者
色谱峰理论板数、对称因子及分离度等均达到

要求。

３．２　检测波长选择　对间苯二酚、水杨酸及醋酸
氟轻松对照品溶液在２００～４００ｎｍ波长范围内进行
紫外扫描，间苯二酚最大吸收波长为２７０ｎｍ，水杨
酸的最大吸收波长为 ２３５、３００ｎｍ，醋酸氟轻松的最
大吸收波长为２４０ｎｍ，通过几种波长下检测比较及
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表１　加样回收率试验结果（ｎ＝６）

组分
取样量

／ｍＬ

样品量

／ｍｇ

加入量

／ｍｇ

实测值

／ｍｇ

回收率

／％

平均

回收率

／％

ＲＳＤ

／％

间苯二酚 ２．５ １９３．０４１９３．８２３８７．０６１００．１０ ９９．０５ ０．７０

２．５ １９３．０４１９３．８２３８６．４３ ９９．７８

２．５ １９３．０４１９３．８２３８３．９５ ９８．５０

２．５ １９３．０４１９３．８２３８４．２９ ９８．６７

２．５ １９３．０４１９３．８２３８４．０３ ９８．５４

２．５ １９３．０４１９３．８２３８４．３１ ９８．６８

水杨酸 ２．５ １３５．５０１３５．５３２７２．５２１０１．１０１００．１６ ０．６３

２．５ １３５．５０１３５．５３２７２．２５１００．９０

２．５ １３５．５０１３５．５３２７０．７７ ９９．８１

２．５ １３５．５０１３５．５３２７０．７２ ９９．７７

２．５ １３５．５０１３５．５３２７０．６０ ９９．６８

２．５ １３５．５０１３５．５３２７０．７１ ９９．７６

醋酸氟轻松 ２．５ １．０６７４０．９０７２１．９７８２１００．４０ ９９．２０ ０．８１

２．５ １．０６７４０．９０７２１．９７４６１００．００

２．５ １．０６７４０．９０７２１．９６３９ ９８．８２

２．５ １．０６７４０．９０７２１．９６１４ ９８．５４

２．５ １．０６７４０．９０７２１．９６２４ ９８．６６

２．５ １．０６７４０．９０７２１．９６３０ ９８．７２

表２　复方间苯二酚搽剂含量测定结果／（％，ｎ＝３）

批号 间苯二酚 水杨酸 醋酸氟轻松

２０１５０５０１ ９６．５１ １０８．４２ １０６．７４

２０１５０５０２ ９６．５０ １０７．９５ １０６．３８

２０１５０５０３ ９６．０４ １０８．１５ ９８．１２

参考相关文献［４－７］，考虑到醋酸氟轻松紫外吸收
范围小，本文最后选择醋酸氟轻松２４０ｎｍ下进行
试验，此波长下间苯二酚及水杨酸紫外吸收响应亦

较满意，对上述结果进行分析最终选择２４０ｎｍ作
为本制剂的含量测定检测波长。

３．３　专属性　通过本试验建立了复方间苯二酚搽
剂中有效成分间苯二酚、水杨酸及醋酸氟轻松的含

量测定方法，不含间苯二酚、水杨酸和醋酸氟轻松

的阴性对照溶液在与间苯二酚、水杨酸及醋酸氟轻

松色谱峰相应的位置上无干扰峰出现，间苯二酚、

水杨酸及醋酸氟轻松色谱峰互不干扰，可见本试验

专属性良好。

通过上述方法，本试验考察结果准确，精密度

高，可同时测定复方间苯二酚搽剂中间苯二酚、水

杨酸及醋酸氟轻松的含量，便于该制剂的质量

控制。
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