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磷酸伯氨喹是一种抗虐药，用于根治间日疟和控制疟疾

传播[1]，易引发疲劳、头晕、恶心、呕吐、腹痛及药物热等不良反

应 [2]。目前，在非洲及东南亚等疟疾多发地该药仍被广泛使

用，在国内也被作为战略物资，其原料及片剂一直被保留生

产。磷酸伯氨喹片在《中国药典》2010年版、《美国药典》35版、

《国际药典》第4版均有收载[3-5]。笔者在对比各国药典方法的

基础上，参照《美国药典》35版所采用的高效液相色谱（HPLC）

法建立了磷酸伯氨喹片的含量及均匀度的测定方法。
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摘 要 目的：建立测定磷酸伯氨喹片含量及均匀度的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为 Inertsil C8，流动相为水-乙

腈-四氢呋喃-三氟乙酸（90 ∶9 ∶1 ∶0.1，V/V/V/V），检测波长为265 nm，流速为1.5 ml/min，柱温为40 ℃，进样量为10 μl。结果：磷酸伯

氨喹检测质量浓度在128.069～384.206 μg/ml范围内与峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试

验的RSD≤0.5％；平均加样回收率为100.6％，RSD＝0.3％（n＝9）；含量均匀度的A+1.80S在7.3～11.3之间。结论：该方法操作简

单、准确性高、专属性强，适用于磷酸伯氨喹片的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE： To establish the method for content determination and content uniformity of Primaquine phosphate

tablets. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Inertsil C8 column with mobile phase consist-

ed of water-acetonitrile-tetrahydrofuran-trifluoroacetic acid（90 ∶ 9 ∶ 1 ∶ 0.1，V/V/V/V）at flow rate of 1.5 ml/min. The detection wave-

length was set at 265 nm and column temperature was 40 ℃. The injection volume was 10 μl. RESULTS：The linear range of pri-

maquine phosphate was 128.069-384.206 μg/ml（r＝0.999 9）. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower than

0.5％；average recovery was 100.6％（RSD＝0.3％，n＝9）. A +1.80S of content uniformity were between 7.3-11.3. CONCLU-

SIONS：The method is easy to operate with good accuracy and specificity. It can be used for the quality control of Primaquine phos-

phate tablets.
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检测波长为222 nm。

3.3 提取溶剂的选择

笔者分别考察了甲醇、30％甲醇、50％甲醇、70％甲醇作

为提取溶剂的提取效率，结果以30％甲醇、50％甲醇为提取溶

剂的提取结果偏低，以甲醇、70％甲醇溶液作为提取溶剂的提

取结果相近，但甲醇提取杂质较多，而 70％甲醇黏度小、易于

过滤，因此选定70％甲醇溶液作为提取溶剂。

3.4 提取方法的选择

选定 70％甲醇为提取溶剂，分别考察了超声提取法与加

热回流法的提取效率，两者结果无差别，因此选定操作简便的

超声提取法。同时，考察了不同超声时间（10、20、30 min）对测

定结果的影响，结果超声提取20、30 min结果较超声提取10 min

略高，但两者之间结果相近。综合考虑，选择超声提取20 min。

综上所述，本方法重复性好、灵敏度高、结果准确可靠，可

用于参芪五味子胶囊的质量控制。
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柱温箱等（日本岛津公司）；XS205DU 型电子天平（瑞士梅特

勒-托利多公司）；AS83GTU 型超声波清洗器（日本亚速旺公

司）。

磷酸伯氨喹对照品（美国药典委员会提供，批号：

G0J115）；喹西特对照品（美国药典委员会提供，批号：

F0K057）；磷酸伯氨喹片（某制药公司，规格：13.2 mg，批号：

110601、120401、120402）；乙腈、四氢呋喃为色谱纯，三氟乙酸

为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Inertsil C8（75 mm×4.6 mm，3 μm）；流动相：水-乙

腈-四氢呋喃-三氟乙酸（90 ∶ 9 ∶ 1 ∶ 0.1，V/V/V/V）；检测波长：265

nm；流速：1.5 ml/min；进样量：10 μl；柱温：40 ℃。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取磷酸伯氨喹对照品适量，加入

流动相溶解并定量稀释，制成每 1 ml 中约含 260 μg 的溶液，

即得。

2.2.2 供试品溶液 （1）含量测定供试品溶液：取样品 20片，

研细，精密称取细粉适量，加流动相适量，超声（功率：440 W，

频率：30 kHz）处理5 min使溶解，定量稀释，滤过，制成每1 ml

中约含260 μg的溶液，即得。（2）含量均匀度测定供试品溶液：

取样品 1片，置于 50 ml 量瓶中，加流动相适量，超声（功率：

440 W，频率：30 kHz）处理 5 min 使溶解，用流动相稀释至刻

度，摇匀，滤过，制成每1 ml中约含264 μg的溶液，即得。

2.2.3 系统适用性溶液 取磷酸伯氨喹和喹西特对照品适

量，加流动相溶解并稀释制成每 1 ml 中分别约含 260 μg 和

5 µg的混合溶液，即得。

2.2.4 阴性对照溶液 按处方比例制备不含磷酸伯氨喹的阴

性样品，再按“2.2.2（1）”项下制备方法制成阴性对照溶液。

2.3 系统适用性、阴性干扰及专属性试验

2.3.1 系统适用性及阴性干扰试验 取“2.2”项下的对照品溶

液、含量测定供试品溶液、系统适用性溶液及阴性对照溶液各

10 μl，分别注入HPLC仪，按“2.1”项下色谱条件进样，记录色

谱，详见图1。结果，磷酸伯氨喹峰的保留时间约为12 min，喹

西特峰的相对保留时间约为0.8；喹西特峰与磷酸伯氨喹峰的

分离度大于 2.5，理论板数按磷酸伯氨喹峰计算不低于 3 000；

并且，阴性对照对磷酸伯氨喹的含量测定无干扰。

2.3.2 专属性试验 取供试品溶液 5份，每份 2 ml，一份置于

254 nm光源下照射1 h，作为光破坏试验溶液；一份置于100 ℃

水浴中加热 1 h，作为热破坏试验溶液；一份滴加 1 mol/L盐酸

溶液0.1 ml，置于60℃水浴30 min，作为酸破坏试验溶液；一份

滴加1 mol/L氢氧化钠溶液0.1 ml，置于60 ℃水浴30 min，作为

碱破坏试验溶液；一份滴加 30％过氧化氢溶液 0.1 ml，置于

60 ℃水浴30 min，作为氧化破坏试验溶液。取上述5种溶液各

10 μl，按“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱，详见图2。结果，

（1）各破坏试验溶液均产生一定杂质峰；（2）碱破坏试验溶液

在主峰前面会产生一个破坏峰，干扰含量测定；（3）供试品对

氧化破坏试验较敏感，主峰面积减少比较严重；（4）除碱破坏

试验外，其余破坏试验产生的破坏峰均不会影响主峰的检测。

2.4 线性关系考察

取磷酸伯氨喹对照品适量，用流动相制成质量浓度约为

3.2 mg/ml的贮备液。精密量取此贮备液2.00、3.00、4.00、5.00、

6.00 ml，分别置于 50 ml量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，

按“2.1”项下色谱条件进样测定。以峰面积（y）对质量浓度（x）

进行线性回归，得回归方程 y＝11 994x+22 547（r＝0.999 9）。

结果表明，磷酸伯氨喹检测质量浓度在 128.069～384.206

μg/ml范围内与峰面积积分值呈良好的线性关系。

2.5 定量限试验

配制质量浓度为0.260 72 μg/ml的对照品溶液作为定量限

试验溶液，按“2.1”项下色谱条件进样，记录色谱，以信噪比10 ∶1
计算定量限为5.894 1 ng。

2.6 精密度试验

精密量取“2.2.1”项下对照品溶液10 μl，注入HPLC仪，重

复进样测定6次。结果，磷酸伯氨喹精密度的RSD＝0.3％，表

明仪器的精密度良好。

图1 系统适用性及阴性干扰试验高效液相色谱图
A.系统适用性溶液；B.对照品溶液；C.含量测定供试品溶液；D.阴性对

照溶液；1. 喹西特；2. 磷酸伯氨喹

Fig 1 HPLC chromatograms of system suitability and neg-

ative interference tests
A.system suitability；B.substance control；C.test sample；D.negative

control；1.quinocide；2.primaquine phosphate
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图2 专属性试验高效液相色谱图
A.光破坏试验溶液；B.碱破坏试验溶液；C.热破坏试验溶液；D.酸破坏

试验溶液；E.氧化破坏试验溶液

Fig 2 HPLC chromatograms of specificity test
A.destroyed by high light；B.destroyed by alkaline；C.destroyed by

high temperature；D.destroyed by acid；E.destroyed by oxidation
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2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：110601）适量，分别于放

置 0、6、12、18、24 h时进样测定。结果，磷酸伯氨喹的RSD＝

0.5％，表明供试品溶液在24 h内的稳定性良好。

2.8 重复性试验

取样品（批号：110601）适量，按“2.2.2”项下方法制备供试

品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进样测定6次。结果，磷酸伯

氨喹的RSD＝0.5％，表明本方法的重复性良好。

2.9 加样回收率试验

精密称取磷酸伯氨喹对照品约10、13、16 mg，各3份，分别

置于100 ml量瓶中，加少量流动相使溶解，加入适量已知含量

的供试品溶液（批号：110601），加流动相稀释至刻度，摇匀，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，计算加样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

所含量，
mg

13.12

13.12

13.12

13.12

13.12

13.12

13.12

13.12

13.12

加入量，
mg

10.08

10.11

10.78

13.15

13.07

13.21

16.23

16.12

16.04

测得量，
mg

23.20

23.23

23.90

26.27

26.19

26.33

29.35

29.24

29.16

加样回收率，
％

100.8

100.7

99.9

100.3

100.4

100.6

101.0

100.8

100.7

平均加样回收率，
％

100.6

RSD，
％

0.3

2.10 样品含量测定及含量均匀度测定

取 3批样品适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液；另

取对照品适量，按“2.2.1”项下方法制备对照品溶液。精密量

取上述两种溶液各10 μl，分别注入HPLC仪，按“2.1”项下色谱

条件进样测定，按外标法以峰面积计算样品含量及均匀度，样

品含量测定结果见表2（列出另外两种含量测定方法的结果进

行比较）；含量均匀度测定结果见表3。

表2 样品含量测定结果（％％，n＝2）

Tab 2 Result of content determination of samples（％％，n＝

2）

批号
110601

120401

120402

HPLC法
95.4

94.6

95.2

永停滴定法
98.9

97.5

97.8

硝化反应外指示剂法
101.7

100.6

101.5

表3 样品含量均匀度测定结果（n＝10）

Tab 3 Result of content uniformity（n＝10）

批号
110601

120401

120402

平均值，％
95.453

95.489

96.239

A

4.547

4.511

3.761

S

2.859

3.789

1.941

A+1.80S

9.7

11.3

7.3

3 讨论
3.1 检测波长的选择

将磷酸伯氨喹对照品进行紫外扫描，最大吸收波长为265

nm，故选择 265 nm为检测波长。此波长下检测灵敏度高，可

准确地测定磷酸伯氨喹含量。

3.2 HPLC法的优越性

磷酸伯氨喹片的含量测定《中国药典》2010年版是采用亚

硝酸钠永停滴定法；《国际药典》第4版采用高氯酸非水溶液滴

定法，电位指示终点；《美国药典》35版采用 HPLC 法测定含

量。经研究及查阅文献[6-7]发现，磷酸伯氨喹存在特定杂质喹

西特，由于喹西特与磷酸伯氨喹母核基本一致，故采用容量法

（如永停滴定法等）最终测得的磷酸伯氨喹片含量包含了主成

分及杂质的含量，使得含量测定结果偏高，方法专属性较差。

本试验比较了HPLC法与永停滴定法的测定结果，还参照永停

滴定法原理，与采用亚硝酸钠滴定、碘化钾-淀粉作外指示剂的

方法（硝化反应外指示剂法）进行比较。结果表明，HPLC法能

有效排除特定杂质喹西特的干扰，准确反映样品实际含量，专

属性更强、准确性更高[8]。

3.3 方法的耐用性

笔者曾以 Inertsil C8（75 mm×4.6 mm，3 μm）色谱柱为固定

相，分别用Agilent 1200型和岛津 LC-20AT型HPLC仪进行试

验。结果，两台仪器所记录的系统适用性溶液色谱磷酸伯氨

喹峰与喹西特峰分离度分别为3.5和3.3，灵敏度溶液的信噪比

分别为 11和 3，磷酸伯氨喹峰理论板数分别为 4 633和 4 029，

表明两台仪器均能满足本方法系统适用性要求，本方法的耐

用性良好。

综上所述，本方法操作简单、准确性高、专属性强，适用于

磷酸伯氨喹片的质量控制。
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