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HPLC法同时测定环孢素注射液的含量和有关物质
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摘 要 目的：建立同时测定环孢素注射液含量和有关物质的方法。 方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Merck Hibar® C18，

流动相为四氢呋喃-0.05 mol/L 磷酸溶液（45 ∶ 55，V/V），流速为 1.0 ml/min，检测波长为 220 nm，柱温为 75 ℃，进样量为 10 μl。结

果：环孢素C、环孢素B、环孢素、环孢素G、环孢素H、异环孢素H、异环孢素A质量浓度分别在1.95～195.00、2.03～203.00、0.25～

9.90、1.83～182.80、1.26～125.80、1.81～180.80、2.02～202.40 μg/ml 范围内与各自峰面积积分值呈良好线性关系（r＝0.999 9、

0.999 9、0.999 9、0.999 9、0.999 9、0.999 8、0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD≤0.3％；环孢素平均回收率为 99.94％，

RSD＝0.10％（n＝3）。结论：本方法准确、可靠、灵敏度高、专属性强，可用于环孢素注射液的质量控制。

关键词 环孢素；含量测定；有关物质；高效液相色谱法

Simultaneous Determination of the Content and Related Substances of Cyclosporin Injection by HPLC
PANG Wen-zhe，SONG Geng-shen，WANG Mo-li（Hebei Institute for Drug Control，Shijiazhuang 050000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the determination of content and related substances of Cyclosporin injec-

tion. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Merck Hibar® C18 column with mobile phase

consisted of tetrahydrofuran-0.05 mol/L phosphate（45 ∶ 55，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at

220 nm and column temperature was 75 ℃. The injection volume was 10 μl. RESULTS：The linear range were 1.95-195.00 μg/ml

for cyclosporine C（r＝0.999 9），2.03-203.00 μg/ml for cyclosporine B（r＝0.999 9），0.25-9.90 μg/ml for cyclosporine（r＝0.999 9），

1.83-182.80 μg/ml for cyclosporine G（r＝0.999 9），1.26-125.80 μg/ml for cyclosporine H（r＝0.999 9），1.81-180.80 μg/ml for iso-

cyclosporine H（r＝0.999 8）and 2.02-202.40 μg/ml for isoccyclosporine A（r＝0.999 9），respectively. RSDs of precision，stability

and repeatability tests were ≤0.3％ . The average recovery of cyclosporine for was 99.94％（RSD＝0.10％，n＝3）. CONCLUSIO-

NS：The method is accurate and reliable with high sensitivity and strong specificity，and can be used for quality control of Cyclo-

sporin injection.

KEYWORDS Cyclosporine；Content determination；Related substances；HPLC
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环孢素为免疫抑制剂，可选择性地作用于T淋巴细胞活化

初期，临床主要用于防止异体器官或骨髓移植时的排斥等不

利的免疫反应。环孢素的出现是近20年来器官移植的最重大

进展[1-2]。环孢素中含有6种杂质，控制杂质的含量对保证药品

质量和用药安全具有重要意义。为此，笔者参考相关文献[3-7]，

建立了采用高效液相色谱（HPLC）法，对环孢素注射液中主成

分的含量和有关物质同时进行了测定，以为其质量控制提供

参考。

1 材料

1260型HPLC仪，包括1200高性能自动进样器、1200四元

泵、1200 二极管阵列检测器（美国安捷伦公司）；Mettler

TOLEDO型电子天平[梅特勒-托利多（上海）有限公司]。

环孢素对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

130495-200202）；环孢素C、环孢素B、环孢素G、环孢素H、异

环孢素 H、异环孢素 A 对照品（诺华制药有限公司，批号：

005-95、518-85、16-85、520-85、210-89、502-88）；环孢素注射液

（北京双鹭药业股份有限公司，批号：20090601；瑞士Novartis

Pharma Stein AG，批号：S036、S042、S043）；四氢呋喃为色谱
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纯，磷酸为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Merck Hibar® C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相：四氢呋喃-0.05 mol/L磷酸溶液（45 ∶ 55，V/V）；柱温：75 ℃；

流速：1.0 ml/min；检测波长：220 nm；进样量：10 μl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 系统适用性溶液 分别精密称取环孢素C、环孢素B、

环孢素G、环孢素H、异环孢素A和异环孢素H对照品各3 mg、

环孢素对照品 100 mg，置于同一 50 ml 量瓶中，加入四氢呋

喃 - 水（80 ∶20）溶解并稀释至刻度，即得系统适用性溶液。

2.2.2 对照品溶液 精密称取环孢素对照品约 50 mg，置 25

ml量瓶中，加入四氢呋喃-水（80 ∶ 20）溶解并稀释至刻度；精密

量取 1 ml，置于 200 ml量瓶中，加入四氢呋喃-水（80 ∶ 20）溶解

并稀释至刻度，摇匀，即得对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液 精密量取本品 2 ml，置于 50 ml量瓶中，

加入四氢呋喃-水（80 ∶20）溶解并稀释至刻度，电磁搅拌或强力

振摇5～10 min，即得供试品溶液。

2.2.4 阴性对照溶液 取不含环孢素的阴性样品适量，按

“2.2.3”项下方法制备，即得阴性对照溶液。

2.3 系统适用性试验

取“2.2.1”项下系统适用性溶液适量，按“2.1”项下色谱条

件进样测定，记录色谱见图，详见图1。结果，各杂质相邻峰的

分离度均大于1.5。

2.4 专属性试验

（1）精密量取样品2 ml，置于50 ml量瓶中，加1 mol/L盐酸

溶液 1 ml，室温放置 0.5 h，用 1 mol/L氢氧化钠溶液中和至中

性，加四氢呋喃-水（80 ∶20）稀释至刻度，摇匀，备用；（2）精密量

取样品2 ml，置于50 ml量瓶中，加1 mol/L氢氧化钠溶液1 ml，

室温放置0.5 h，用1 mol/L盐酸溶液中和至中性，加四氢呋喃-

水（80 ∶ 20）稀释至刻度，摇匀，备用；（3）精密量取样品2 ml，置

于50 ml 量瓶中，加30％过氧化氢1 ml，室温放置0.5 h，加四氢

呋喃-水（80 ∶ 20）稀释至刻度，摇匀，备用；（4）精密量取样品 2

ml，置于 50 ml 量瓶中，加四氢呋喃 - 水（80 ∶ 20）稀释至刻度，

摇匀，于100 ℃水浴中加热1 h，加四氢呋喃-水（80 ∶20）稀释至

刻度，摇匀，备用；（5）精密量取样品 2 ml，置于 50 ml量瓶中，

置 4 500 lx条件下照射 72 h，加四氢呋喃-水（80 ∶ 20）稀释至刻

度，摇匀，备用。精密量取上述 5种溶液各 10 μl，分别注入

HPLC 仪，记录色谱，详见图 2。由图 2可见，本品在强酸、强

碱、氧化、高温、光照条件下，均被破坏产生降解产物，所产生

的降解产物在“2.1”项色谱条件下均能达到较好的分离。

2.5 线性关系考察

分别精密称取环孢素C、环孢素B、环孢素、环孢素G、环孢

素H、异环孢素H、异环孢素A对照品适量，分别置于 50 ml量

瓶中，加四氢呋喃-水（80 ∶ 20）溶解并稀释至刻度，按“2.1”项下

色谱条件分别吸取10 μl进样测定，记录色谱。以质量浓度（x，

μg/ml）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标，进行线性回归，回归方

程和线性范围见表1。

表1 回归方程和线性范围

Tab 1 Regression equations and linear range

待测成分
环孢素C

环孢素B

环孢素
环孢素G

环孢素H

异环孢素H

异环孢素A

回归方程
y＝6.055x－0.726 4

y＝7.876 3x+0.604 8

y＝10.304x+1.217 5

y＝9.227 9x－3.593 2

y＝8.565 9x+ 0.942 5

y＝5.088x－3.153 5

y＝5.214 6x－3.758

线性范围，μg/ml

1.95～195.00

2.03～203.00

0.25～9.90

1.83～182.80

1.26～125.80

1.81～180.80

2.02～202.40

r

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 9

0.999 8

0.999 9

2.6 定量限和检测限

取“2.2.2”项下对照品溶液，采用逐步稀释法，按“2.1”项下

色谱条件进样，记录色谱，以信噪比10计算环孢素、环孢素C、

环孢素B、环孢素G、环孢素H、异环孢素H、异环孢素A的定量

限，结果分别为 9.90、19.50、20.30、18.28、31.30、45.20、50.60

ng；以信噪比3计算环孢素的检测限为3 ng，其他6种杂质含量

极低。

2.7 精密度试验
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图1 高效液相色谱图
1.环孢素C；2.环孢素B；3.环孢素；4.环孢素G；5.环孢素H；6.异环孢素

H；7.异环孢素A

Fig 1 HPLC chromatograms
1.cyclosporine C；2.cyclosporine B；3.cyclosporine；4.cyclosporine G；5.

cyclosporine H；6.isocyclosporine H；7.isocyclosporine A
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图2 专属性试验高效液相色谱图
A.酸破坏样品；B.碱破坏样品；C.氧化破坏样品；D.高温破坏样品；E.

光照破坏样品；1.环孢素B；2.环孢素；3.环孢素G；4.环孢素H；5.异环

孢素A

Fig 2 HPLC chromatograms of specificity tests
A.sample treated with acid；B.sample treated with alkali sample；C.treat-

ed with oxidation；D.sample treated with high temperature；E.sample

treated with light；1.cyclosporine B；2.cyclosporine；3.cyclosporine G；4.

cyclosporine H；5.isocyclosporine A
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取“2.2.2”项下对照品溶液 10 μl，按“2.1”项下色谱条件连

续进样6次。结果，环孢素峰面积的RSD为 0.1％，其他6种杂

质含量极低，表明仪器精密度良好。

2.8 稳定性试验

取样品（批号：20090601）适量，按“2.2.3”项下方法制备供

试品溶液，分别于放置 0、2、4、6、8 h时进样测定。结果，环孢

素峰面积的RSD为0.3％，其他6种杂质含量极低，表明供试品

溶液在8 h内稳定性良好。

2.9 重复性试验

取样品（批号：20090601）适量，共6份，按“2.2.3”项下方法

制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定。结果，环孢

素峰面积的RSD为0.1％，其他6种杂质含量极低，表明本方法

重复性良好。

2.10 回收率试验

精密称取环孢素对照品适量，按“2.2.2”项下方法制备对

照品溶液，用四氢呋喃-水（80 ∶ 20）稀释制成低、中、高浓度的

溶液，并按“2.1”项下色谱条件进行测定并计算回收率，结果

见表 2。

表2 回收率试验结果（n＝3）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝3）

待测成分
环孢素

加入量，mg

40.03

40.12

40.08

50.05

50.19

50.08

60.12

60.36

60.19

测得量，mg

40.01

40.08

40.06

50.01

50.16

50.05

60.11

60.32

60.17

回收率，％
99.95

99.90

99.95

99.92

99.94

99.94

99.98

99.93

99.97

平均回收率，％
99.94

RSD，％
0.10

2.11 样品含量测定

取 4批环孢素注射液样品，按“2.2”项下方法制备对照品

溶液和供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱

图，并按外标法以峰面积计算含量，结果见表3。

表3 样品含量测定结果（％，n＝9）

Tab 3 Results of content determination of sample（％，n＝9）

批号
20090601

S036

S042

S043

含量
97.4

99.3

97.7

104.6

2.12 相对保留时间及相对校正因子的测定

取“2.2.1”项下系统适用性溶液，按“2.1”项下色谱条件进

行测定，测得环孢素C、环孢素B、环孢素G、环孢素H、异环孢

素H、异环孢素A相对于环孢素的相对保留时间分别为 0.64、

0.89、1.15、1.29、2.08、2.34。精密称取环孢素C、环孢素B、环孢

素 G、环孢素 H、异环孢素 H、异环孢素 A 对照品适量，按

“2.2.2”项下方法制备低、中、高浓度的对照品溶液，按F＝（A 杂/

c 杂）/（A 样/c 样）计算各杂质的相对校正因子。式中，A 杂为杂质峰

面积；A 样为样品峰面积；c 杂为杂质浓度；c 样为样品浓度。结果，

环孢素C、环孢素B、环孢素G、环孢素H、异环孢素H、异环孢

素A的相对校正因子分别为：1.5、1.2、1.0、1.1、1.3、1.4。

2.13 样品有关物质测定

取4批环孢素注射液样品，按“2.2.3”项下方法制备供试品

溶液，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，并按相对校

正因子计算有关物质，结果见表4。

表4 样品有关物质测定结果（％）

Tab 4 Results of the determination of related substances in

samples（％）

批号
20090601

S036

S042

S043

环孢素C

未检出
未检出
未检出
未检出

环孢素B

0.1

0.2

0.2

0.2

环孢素G

0.1

0.3

0.3

0.3

环孢素H

0.2

0.2

0.2

0.2

异环孢素H

未检出
未检出
未检出
未检出

异环孢素A

0.2

0.3

0.3

0.3

3 讨论
3.1 检测波长的选择

笔者选用二极管阵列检测器，发现各成分在 220 nm波长

处有较大吸收，且灵敏度较高。故选择 220 nm作为本研究的

检测波长。

3.2 色谱柱的选择

在本研究中，由于系统适用性溶液在不同品牌及同一品

牌不同型号的C18色谱柱上的出峰顺序和相对保留时间存在较

大差异。为了更准确地采用相对保留时间和相对校正因子对

已知杂质进行控制，笔者对C18柱的品牌和型号加以限制。当

色谱柱为Merck Hibar® C18时，各杂质间色谱峰分离度均符合

测定要求，故选择Merck Hibar® C18为本研究的色谱柱。

3.3 流动相的选择

笔者分别比较了以四氢呋喃-0.05 mol/L磷酸溶液（45 ∶55，
V/V）、乙腈-水-叔丁基甲醚-磷酸（430 ∶ 520 ∶ 50 ∶ 1，V/V/V/V）、乙

腈-pH4.0磷酸盐缓冲液（取磷酸二氢钠3.12 g，加水1 000 ml溶

解，用磷酸溶液调pH至4.0）-甲醇（675 ∶ 285 ∶ 40，V/V/V）为流动

相时的分离度。结果显示，以四氢呋喃-0.05 mol/L磷酸溶液

（45 ∶55，V/V）为流动相时，环孢素与6种杂质的分离度均较好。

综上所述，本方法准确、可靠、灵敏度高、专属性强，可用

于环孢素注射液的质量控制。
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