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HPLC测定盐酸四氢唑啉滴眼液的含量及其有关物质
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摘要: 目的 � 建立 HPLC测定盐酸四氢唑啉滴眼液含量的方法。方法 � 采用 D iam onsil C18 ( 4�6 mm � 150 mm, 5 �m ) 色谱

柱; 以甲醇�醋酸盐缓冲液 ( 40 60) 为流动相, 检测波长为 235 nm。结果 � 盐酸四氢唑啉质量浓度在 9�94 ~ 497�0 m g!

L- 1内与峰面积呈良好线性关系 ( r= 0� 999 9); 最低检测限为 0� 22 ng; 平均回收率为 99� 86% , RSD为 0�23%。结论 � 本

方法灵敏度高, 方法操作简便 , 可满足本品含量及有关物质的测定。
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Determ ination of Tetrahydrozoline Hydrochloride and Its Related Substances in Eye Drops By HPLC
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ABSTRACT: OBJECTIVE� To establish aHPLCm ethod fo r de term ining the content o f tetrahydrozo line hydrochlor ide and its related

substances in eye drops� METHODS� A d iamonsil C18 co lum n ( 4� 6mm � 150 mm, 5�m ) w as used w ith amob ile phase ofm ethano l�

ace tate buffer ( 40 60) �The de tection was carr ied out at 235 nm� RESULTS� The de term ination lim it w as 0�22 ng� The standard

curv ew as linear in the range o f 9� 94- 497� 0 m g! L- 1 ( r= 0� 999 9) � The ave rage recovery w as 99�86% and RSD was 0�23% �

CONCLUSION� The m ethod estab lished is successfu lly used to determ ine te trahydrozo line hydro chlor ide and its related substances in

eye drops�
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� � 盐酸四氢唑啉为异吡唑素 ( im idazoline) 衍生

物类 �受体激动剂, 作用于 H 2受体及 �受体, 具

有 �拟交感神经作用。盐酸四氢唑啉滴眼液主要

用于解除由轻度刺激引起的眼红。暂时缓解眼干引

起的眼灼热感和轻度刺激引起的不适以及暴露在风

或日光下引起的不适
[ 1]
。盐酸四氢唑啉滴眼液已

在国外多个国家上市, 但国内目前尚未有上市品

种。盐酸四氢唑啉滴眼液为单方制剂, 主成分为盐

酸四氢唑啉, 规格: 每 5 mL含 2�5 mg。本实验建
立了 RP�HPLC测定盐酸四氢唑啉滴眼液含量 [ 2�3]

及

有关物质的测定方法, 该方法简便、专属性强、结

果准确。

1� 材 � 料

HP1100高效液相色谱仪, 四元泵, DAD二极

管阵列检测器 (美国惠普公司 )。

盐酸四氢唑啉对照品 (含量: 99�9% ) 和盐

酸四氢唑啉滴眼液 (批号 20000905, 20000906,

20000907) 均由山东博士伦福瑞达制药有限公司提

供。甲醇为色谱纯, 其他试剂为分析纯, 水为纯净

水。

2� 方法与结果

2�1� 对照品溶液的制备
取经 105 ∀ 干燥至恒重的盐酸四氢唑啉对照品

适量, 加水溶解并稀释制成每 1mL中含 200 �g的

溶液作为对照品溶液。

2�2� 供试品溶液的制备
取本品适量, 加水稀释制成每 1 mL中含 200

�g的溶液作为供试品溶液。

2�3� 色谱条件
色谱柱: D iamonsil C18 ( 4�6 mm � 150 mm, 5

�m ) 不锈钢填充柱。流动相: 甲醇 �醋酸盐缓冲液
(取无水醋酸钠 1�36 g, 加水适量溶解; 加冰醋酸

33�0mL及三乙胺 20�0mL, 用水稀释至 1 000mL,

摇匀, 即得 ) ( 40 60) ; 检测波长: 235 nm; 柱

温: 35 ∀ ; 流速: 1�0 mL ! m in
- 1
; 进样量: 20

�L。理论板数按盐酸四氢唑啉应不低于 2 000。对
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有条件性破坏的供试品 (高温 80 ∀ , 3 d)、 (紫

外照射 5 h)、 (酸调 pH为 2, 加热水解 4 h)、 (碱

调 pH为 13, 加热水解 2 h)、 (H2O2破坏, 加热水

解 ) , 其主峰与杂质可获得基线的分离。流动相及

空白辅料溶液不干扰测定, 见图 1。盐酸四氢唑啉

对照品、未经破坏样品及高温破坏、强光破坏、酸

破坏、碱破坏、氧化破坏后测定的 HPLC图谱见

图 2~ 8。

� � 取盐酸四氢唑啉对照品, 加水溶解并稀释制成

� �

每 1mL中含 9�94, 49�7, 99�4, 198�8, 497�0 �g
的溶液, 照 # 2�3∃ 项下的色谱条件测定, 以峰面

积 Y对质量浓度  ( mg! L
- 1
) 作回归分析, 得线

性回归方程为 Y = 12�445 + 6�214, r = 0�999 99

( n = 5), 表明盐酸四氢唑啉在 9�94 ~ 497�0 mg!
L
- 1
的质量浓度内与峰面积线性关系良好。经测定

盐酸四氢唑啉的检测限为 0�22 ng。
2�4� 精密度实验
取线性关系实验项下的 4号溶液, 连续进样 6

次, 记录色谱图及峰面积, 结果 RSD为 0�24%,
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表明该色谱条件精密度较好。

2�5� 稳定性实验
取 # 2�2∃ 项下的供试品溶液, 分别于配制后

0, 1, 2, 4, 8, 24 h测定, 记录色谱图及峰面积,

结果峰面积没有明显变化, 峰面积的 RSD为

0�72%, 表明供试品溶液配制后 24 h内稳定。

2�6� 重现性实验
取同 1批滴眼液, 按 # 2�2∃ 项下的方法制备

6份供试品溶液, 照 # 2�3∃ 项下的色谱条件测定,

记录色谱图及峰面积, 结果峰面积的 RSD为

0�50%。
2�7� 回收率实验
依据本品处方, 按处方量的 80%, 100% ,

120%分别称取盐酸四氢唑啉对照品 8�0, 10�0,
12�0mg (各 3份 ) 置 50 mL量瓶中, 用空白辅料

溶液溶解并稀释至刻度得 160, 200, 240mg! L
- 1

的供试品溶液, 取供试品溶液和 # 2�1∃ 项下的对
照品溶液各 20 �L, 照 # 2�3∃ 项下的色谱条件测
定, 记录色谱图及峰面积, 以外标法计算, 平均回

收率为 99�86% , RSD为 0�23% ( n= 9)。

2�8� 含量测定
取 3批样品, 按 # 2�2∃ 项下的方法制备供试

品溶液, 取供试品溶液和 # 2�1∃ 项下的对照品溶
液各 20 �L, 照 # 2�3∃ 项下的色谱条件测定, 外

标法计算各样品的含量。 3批样品含量分别为:

20000905 批: 100�4%, 20000906 批: 100�6% ,

20000907批: 100�7%。
2�9� 有关物质测定
取本品原液作为供试品溶液。另取本品适量,

加水稀释制成每 1 mL中含 5 �g的溶液, 作为对照

溶液。分别取供试品溶液和对照溶液各 20 �L, 照

# 2�3∃ 项下的色谱条件测定, 记录色谱图至主成
分峰保留时间的 2倍以上。供试品溶液的色谱图中

如有杂质峰, 量取各杂质峰面积的总和, 用自身对

照法计算杂质含量。 3 批样品杂质含量为:

20000905 批: 0�51% , 20000906 批: 0�52%,

20000907批: 0�52%。

3� 讨 � 论

由本色谱条件下的系统适用性和专属性实验表

明, 本法可满足盐酸四氢唑啉滴眼液含量及有关物

质的测定。

由 DAD二极管阵列检测器于 200~ 400 nm内

绘制的紫外光谱图显示, 盐酸四氢唑啉对照品及供

试品均在 235 nm处有较强的紫外吸收, 且噪音小,

HPLC显示峰面积较高, 效果较为理想, 因此确定

检测波长为 235 nm。

对有条件性破坏供试品 (高温、光照、强酸、

强碱、氧化 ), 其主峰与杂质峰可获得基线的分

离, 各破坏样品项下的分离度均大于 1�5, 符合
%中国药典 & ( 2005年版二部 ) 对分离度的要求。

美国药典 ( 30版 ) 系采用紫外法检测本品含

量, 该方法需经生色、过滤、有机溶剂提取等多个

步骤, 过程繁复
[ 4]
, 操作不便; 同时有资料报

道
[ 2]
, 杂质 \ [N � ( 2�乙氨基 ) �1, 2, 3, 4�四氢

�1�萘甲酰胺 \ ] 可干扰紫外测定, 鉴于上述, 我

们采用 HPLC测定其含量及有关物质, 经对其的方

法学研究表明, 该方法可满足本品的含量和有关物

质测定, 且该方法具有操作简便, 专属性强, 灵敏

度高, 结果准确等优点。
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