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HPLC法测定盐酸左布比卡因有关物质及对映体纯度
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摘  要:采用高效液相色谱法, 以 Dikma P latisil ODS 柱测定盐酸左布比卡因有关物质, 以研创 M CDP手性柱测定

盐酸左布比卡因对映体纯度。结果表明,盐酸左布比卡因与其中间体及降解产物之间分离良好;盐酸左布比卡因与其右

旋对映体可完全分离(R> 1. 5)。该方法快速简便、准确可靠,可用于盐酸左布比卡因的质量控制。
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  手性药物由于其对映异构体之间可能具有不同的

药效学和药动学性质, 近年来引起广泛的关注。如酰

胺类局部麻醉药布比卡因,其右旋异构体的心肌抑制

作用强,但其左旋异构体由于具有较低的神经和心血

管毒性而应用于临床。因此,为了保证盐酸左布比卡

因( Levobupiv acaine hydrochlo ride)临床应用中安全

有效,必须对有关物质及右旋异构体进行控制[ 1, 2]。

为了有效地控制盐酸左布比卡因的含量, 作者参照文

献[ 3] ,对 HPLC 色谱条件和方法进行优化, 建立了盐

酸左布比卡因有关物质测定以及对映体纯度测定的高

效液相色谱方法。

1  实验

1. 1  试药、试剂与仪器

盐酸左布比卡因样品 (批号: 100601、100701、

100801)、盐酸左布比卡因对照品(批号: 100601R) ,宜

昌人福药业有限责任公司; 盐酸布比卡因对照品(批

号: H2H088) , U SP; 2, 6-二甲基苯胺 (批号: S36420-

224) , Merck-Schuchardt 公司。实验用水为娃哈哈纯

净水;甲醇、乙腈,色谱纯;其它试剂均为分析纯。

Waters e2695 型高效液相色谱仪, Waters 2489

紫外检测器, Epow er 2色谱工作站(美国Waters)。

1. 2  方法

1. 2. 1  盐酸左布比卡因有关物质测定

1. 2. 1. 1  色谱条件

Dikma Plat isil ODS色谱柱( 250 mm @ 4. 6 mm, 5

Lm) ;流动相为磷酸盐缓冲溶液(取 1 mo l # L- 1磷酸

二氢钠 1. 3 mL、0. 5 mol # L - 1磷酸氢二钠 32. 5 mL,

加水至 1000 mL 使溶解, 调节 pH 值为 8. 0) - 乙腈

( 40 B 60, 体积比) ; 检测波长 240 nm; 流速 1. 0 mL #

min- 1 ;柱温 30 e ;进样量 20 LL。

1. 2. 1. 2  溶液的制备

( 1)供试品溶液

取盐酸左布比卡因样品适量, 加流动相溶解并稀

释,得到 2 mg # mL
- 1
的供试品溶液。

( 2)对照溶液

取盐酸左布比卡因对照品适量, 加流动相溶解并

稀释,得到 0. 02 mg # mL- 1的对照溶液。

( 3) 2, 6-二甲基苯胺对照溶液

取 2, 6-二甲基苯胺适量, 加甲醇溶解并稀释, 得

到 0. 2 mg # mL- 1 2, 6-二甲基苯胺贮备液; 取贮备液

适量,加流动相稀释,得到 0. 2 Lg # mL - 1 2, 6-二甲基

苯胺对照溶液。

( 4)专属性考察溶液

高温破坏溶液: 取供试品溶液 1 mL 置于 10 mL

量瓶中,加水适量,水浴加热 9 h,加水稀释至刻度,摇

匀,即得。

光照破坏溶液: 取光照 10 d的盐酸左布比卡因样

品 20. 2 mg 置于 10 mL 量瓶中, 加水溶解并稀释至刻

度,摇匀, 即得。

1. 2. 1. 3  方法学考察

在上述色谱条件下, 分别对盐酸左布比卡因有关
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物质进行专属性、检测限、溶液稳定性考察,并对 3批

盐酸左布比卡因样品的相关物质进行测定。

1. 2. 2  对映体纯度测定

1. 2. 2. 1  色谱条件

色谱柱为研创 MCDP 手性柱 ( 250 mm @ 4. 6

mm, 5 Lm) ; 流动相为三乙胺醋酸溶液(取三乙胺 7

mL、醋酸 7 mL, 加水至 1000 mL) - 甲醇( 70 B 30,体

积比) ;检测波长 215 nm; 流速 0. 5 mL # min- 1 ;柱温

25 e ;进样量 10 LL。

1. 2. 2. 2  溶液的制备

( 1)供试品溶液

取盐酸左布比卡因样品适量, 加水溶解并稀释,得

到 0. 5 mg # mL
- 1
的供试品溶液。

( 2)系统适用性溶液

取盐酸布比卡因对照品适量, 加水溶解并稀释,得

到 0. 2 mg # mL
- 1
的盐酸布比卡因溶液, 即系统适用

性溶液。

( 3)专属性考察溶液

高温破坏溶液: 取盐酸左布比卡因样品 200 mg

置于 10 mL 量瓶中, 加水溶解并稀释至刻度,摇匀,作

为贮备液;取贮备液 1 mL 置于 10 mL 量瓶中,加水适

量,水浴加热 9 h, 加水稀释至刻度, 摇匀, 滤过; 取续

滤液 1 mL 置于 10 mL 量瓶中, 加水稀释至刻度, 摇

匀,即得。

光照破坏溶液: 取光照 10 d的盐酸左布比卡因样

品 20. 2 mg 置于 10 mL 量瓶中, 加水溶解并稀释至刻

度,摇匀; 取 1 mL 置于 10 mL 量瓶中, 加水溶解并稀

释至刻度,摇匀,即得。

1. 2. 2. 3  方法学考察

在上述色谱条件下, 分别对盐酸左布比卡因对映

体纯度进行专属性、峰归属、检测限、重复性考察, 并对

3批盐酸左布比卡因样品的对映体纯度进行测定。

2  结果与讨论

2. 1  盐酸左布比卡因有关物质测定
2. 1. 1  专属性

取各专属性考察溶液, 按 1. 2. 1. 1 色谱条件进样

测定,计算理论塔板数和分离度,结果见图 1。

a.高温破坏  b.光照破坏

图 1  盐酸左布比卡因有关物质专属性 HPLC图谱

Fig. 1  HPLC Chromatograms of the exclusion inspection of related substances for levobupivacaine hydrochloride

  由图 1可知,盐酸左布比卡因峰与相邻降解产物

峰能达到有效分离, 分离度大于 1. 5; 理论塔板数 (以

盐酸左布比卡因计)大于 10 000。

2. 1. 2  检测限

取盐酸左布比卡因对照品适量, 加流动相溶解并

稀释得到 01 02 Lg # mL
- 1
盐酸左布比卡因溶液, 取 20

LL 注入液相色谱仪, 记录色谱图。结果表明, 盐酸左

布比卡因峰信噪比为 31 3,即盐酸左布比卡因检测限

浓度为 0. 02 Lg # mL
- 1
。

取 2, 6-二甲基苯胺适量, 加流动相稀释得到 0. 7

ng # mL- 1 2, 6-二甲基苯胺溶液, 取20 LL 注入液相色

谱仪,记录色谱图。结果表明, 2, 6-二甲基苯胺峰信噪

比为 2. 5,即 2, 6-二甲基苯胺检测限浓度为 0. 7 ng #

mL - 1。

2. 1. 3  溶液稳定性
取供试品溶液于室温分别放置 0 h、1 h、2 h、3 h、4

h、5 h、6 h、7 h、8 h、9 h、10 h、11 h、12 h, 进样测定。

结果表明,溶液在 12 h内稳定, RSD为 0. 6%。

2. 1. 4  样品有关物质测定
取 3批盐酸左布比卡因样品分别制备的供试品溶

液及对照溶液、2, 6-二甲基苯胺对照溶液, 各进样 20

LL, 记录色谱图, 如图 2所示。以不加校正因子的主

成分对照法计算最大单个杂质和总杂质, 以外标法计

算 2, 6-二甲基苯胺含量。结果表明, 3批盐酸左布比

卡因样品中均未检出有关物质。

2. 2  对映体纯度测定



符义刚等:HPLC法测定盐酸左布比卡因有关物质及对映体纯度/ 2011年第 8期   93   

a.供试品溶液  b.对照溶液  c. 2, 6-二甲基苯胺对照溶液

图 2  有关物质测定 HPLC图谱

Fig. 2 HPLCChromatograms for determination of related substances

2. 2. 1  专属性

取各专属性考察溶液,按 1. 2. 2. 1色谱条件进样

测定,计算理论塔板数和分离度,结果见图 3。

a.高温破坏  b.光照破坏

图 3  盐酸左布比卡因对映体纯度专属性考察 HPLC图谱

Fig. 3 HPLCChromatograms of the exclusion inspection of enantiomer purity for levobupivacaine hydrochloride

  由图 3可知, 盐酸左布比卡因峰与相邻降解产物

及其对映体峰能达到有效分离, 分离度大于 1. 5;理论

塔板数(以盐酸左布比卡因计)大于 2000。

2. 2. 2  峰归属

取系统适用性溶液 10 LL 注入液相色谱仪,出现

2个主峰, 分别为 R-( + )型与 S-( - ) 型盐酸布比卡

因。

取供试品溶液 10 LL 注入液相色谱仪,出现 1个

主峰,应为 R-( + ) 型或 S-( - )型盐酸布比卡因。取

2%的水溶液测定比旋度为- 12. 5b,说明供试品为左

旋体。因此可确定该色谱条件下对映体出峰顺序为:

先 R-( + )型盐酸布比卡因峰、后 S-( - )型盐酸布比卡

因峰。

2. 2. 3  检测限

取盐酸布比卡因对照品适量, 加水溶解并稀释得

到0. 4 Lg # mL- 1盐酸布比卡因溶液, 取10 LL 注入液

相色谱仪, 记录色谱图。结果表明, R- ( + ) 型与 S-

( - )型盐酸布比卡因峰信噪比分别为 3. 3和 3. 2, 则

该方法 R-( + )型与 S-( - )型盐酸布比卡因检测限浓

度均为 0. 2 Lg # mL - 1。

2. 2. 4  重复性

取系统适用性溶液 10 LL 注入液相色谱仪,连续

进样 6次,记录色谱图。结果表明, R- ( + )型盐酸布比

卡因峰与 S-( - )型盐酸布比卡因峰分离度均大于 1.

5;计算 A R / ( A S + A R )的值[ A R、A S 分别表示 R-( + )

型盐酸布比卡因与 S-( - )型盐酸布比卡因峰面积] ,

平均为 52. 0%。表明该方法重复性良好。

2. 2. 5  对映体纯度测定

取 3批盐酸左布比卡因样品分别制备的供试品溶

液及系统适用性溶液,各进样 10 LL,记录色谱图。计

算 AR / ( A S + A R ) ,结果表明, 3批盐酸左布比卡因样

品中均未检出盐酸右布比卡因,色谱图见图 4。

2. 3  讨论

( 1) pH 值对盐酸左布比卡因有关物质测定影响

较为明显。盐酸左布比卡因峰的保留时间随 pH 值的

减小而缩短。盐酸左布比卡因为碱性药物, 在偏碱性

的条件下有利于在色谱柱上保留。因此, 最终选择

pH 值 8. 0的磷酸盐缓冲溶液作为流动相, 相应地需
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a.系统适用性溶液  b.供试品溶液

图 4 对映体纯度测定 HPLC图谱

Fig. 4  HPLC Chromatograms for determination of enantiomer purity

选择耐碱性的色谱柱。

( 2)三乙胺醋酸缓冲溶液是手性分离中常用的缓

冲溶液。研究发现, 缓冲溶液浓度越大对映体分离效

果越好。最终确定以 7 mL 三乙胺与 7 mL 醋酸加水

至 1000 mL 的缓冲溶液为最佳。

( 3)本研究所讨论的盐酸左布比卡因的质量控制

方法中,其有关物质测定所采用的 HPLC 方法无立体

选择性,测定的实际是盐酸左布比卡因及其右旋对映

体的总量,因此评价原料药质量时应当综合对映体纯

度的测定结果。

3  结论

采用高效液相色谱法, 以 Dikma Plat isil ODS 柱

测定盐酸左布比卡因有关物质;以研创 MCDP 手性柱

测定盐酸左布比卡因对映体纯度。结果表明,盐酸左

布比卡因与其中间体及降解产物之间分离良好;盐酸

左布比卡因与其右旋对映体可完全分离 ( R > 1. 5)。

该方法快速简便、准确可靠,可用于盐酸左布比卡因的

质量控制。
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Abstract: An assay method fo r the determinat ion of related substances and enantiomer purity of lev obupiva-

caine hydr ochlor ide w as established. HPLC M ethod w as used to determine related substances of lev obupiv acaine

hydro chloride on a Dikma Plat isil ODS co lumn, w hile enant iomer purity w as inspected on a MCDP chiral co-l

umn. T he r esults show ed that perfect reso lut ion had been achieved among bupivacaine hydrochloride, it s related

substances and degradated products. T he reso lut ion of the tw o enant iomers w as greater than 1. 5. T he method is

simple, fast , accurate and reliable to contro l the quality of levobupivacaine hydr ochlor ide.

Keywords:HPLC; levobupivacaine hydr ochlor ide; related substance; enant iomer purity
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