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曲安奈德益康唑乳膏具有广谱抗真菌、抗炎、抗过敏和止

痒功效，临床广泛用于真菌引起的皮肤病[1]，其有关物质主要

有曲安西龙、硝酸咪康唑以及3个单个未知杂质。该药虽然收

载于《中国药典》2010版（二部）[2]，但其检测项下并未规定对曲

安奈德益康唑乳膏的有关物质进行检测。因此，笔者参考相

关文献[2-10]，建立了高效液相色谱（HPLC）法梯度洗脱测定曲安

奈德益康唑乳膏有关物质的方法，以更好地控制产品质量。

1 材料
1.1 仪器

1100型HPLC仪，包括G1314A可变波长检测器（VWD）、

ChemStation色谱工作站等（美国Agilent公司）；ME235S电子

天平（德国Sartorius公司）。

1.2 药品与试剂

曲安奈德、硝酸益康唑、苯甲酸、曲安西龙、硝酸咪康唑对

照品（中国食品药品检定研究院，批号：100055-200302、100214-

200903、100419-200301、100333-200201、100213-200705，质量

分数均为 100％）；曲安奈德益康唑乳膏（市售，批号：130101、

130102、130103）；甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯，

水为重蒸水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Venusil ASB C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相：甲醇-0.077％醋酸铵溶液（20 ∶ 80，V/V，磷酸调节pH至4.5）

为流动相A，甲醇-乙腈（40 ∶ 60，V/V）为流动相B，采用梯度洗

脱（梯度洗脱程序见表 1）；柱温：35 ℃；流速：1.0 ml/min；检测

波长：225 nm；进样量：10 μl。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Program of gradient elution

时间，min

0

25

37

38

46

流动相A，％
70

10

10

70

70

流动相B，％
30

90

90

30

30

2.2 溶液的制备

2.2.1 系统适用性溶液 取硝酸益康唑、硝酸咪康唑、曲安奈
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德、曲安西龙和苯甲酸对照品适量，制成质量浓度均为0.2 mg/

ml的溶液，即得。

2.2.2 供试品溶液 精密称取曲安奈德益康唑乳膏约 1 g，置

于10 ml量瓶中，加甲醇适量，50 ℃水浴加热并振摇使溶解，放

至室温，加甲醇定容至刻度，摇匀，冰浴1 h，滤过，取续滤液放

至室温，即得。

2.2.3 空白基质溶液 取缺少苯甲酸、曲安奈德和硝酸益康

唑的空白基质，按“2.2.2”项下方法制备溶液，即得。

2.2.4 破坏性试验贮备液 精密称取样品 5.106 1 g，置于 25

ml量瓶中，加甲醇适量，50 ℃水浴使溶解，放至室温，加甲醇定

容至刻度，摇匀，冰浴1 h，滤过，取续滤液放至室温，即得。

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，色谱见图 1。结果，相邻峰的分离度均大于 1.5，

表明系统适用性试验结果符合要求。

2.4 专属性试验

2.4.1 空白基质干扰试验 取“2.2.3”项下空白基质溶液适

量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，色谱见图 2。由图 2 G可

见，空白基质不干扰有关物质的测定。

2.4.2 破坏性试验 （1）酸破坏：取“2.2.4”项下贮备液2 ml，加

入1 mol/L的盐酸溶液1 ml，放置1 h，用1 mol/L的氢氧化钠溶

液调 pH至中性，摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样测定。（2）碱

破坏：取“2.2.4”项下贮备液2 ml，加0.2 mol/L的氢氧化钠溶液

1 ml，放置 1 h，用 1 mol/L的盐酸溶液调 pH至中性，用甲醇稀

释至 4 ml，摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样测定。（3）氧化破

坏：取“2.2.4”项下贮备液2 ml，加30％双氧水1 ml，摇匀，放置

5 h，用甲醇稀释至 4 ml，摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样测

定。（4）高温破坏：取“2.2.4”项下贮备液2 ml，置于密封小瓶中，

100 ℃烘箱中放置5 h，取出，放至室温，用甲醇稀释至4 ml，摇

匀，按“2.1”项下色谱条件进样测定。（5）光照破坏：取“2.2.4”项

下贮备液2 ml，置于透明密封小瓶中，4 000 lx下照射8 h，用甲

醇稀释至 4 ml，按“2.1”项下色谱条件进样测定。破坏性试验

色谱见图2。由图2可见，酸、碱、氧化、高温、光照破坏条件下

的降解产物峰与主峰分离均良好。

2.5 线性关系考察

精密称取苯甲酸对照品 10.92 mg，置于 10 ml 量瓶中，加

甲醇稀释至刻度，摇匀，精密吸取5 ml，置于50 ml量瓶中。精

密称取曲安奈德对照品 11.48 mg，置于 10 ml量瓶中，加甲醇

稀释至刻度，摇匀，精密吸取1 ml，置于同一50 ml量瓶中。精

密称取硝酸益康唑对照品12.74 mg、曲安西龙对照品10.71 mg

和硝酸咪康唑对照品 10.39 mg，置于上述同一 50 ml量瓶中，

加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取5 ml，置于50 ml量

瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，再精密量取1、3、4、5、6、8 ml，

分别置于10 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，按“2.1”项下

色谱条件进样测定，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2。

表2 回归方程和线性范围（n＝6）

Tab 2 Regression equation and linear range（n＝6）

有关物质
苯甲酸
曲安奈德
硝酸益康唑
曲安西龙
硝酸咪康唑

回归方程
y＝46.566x－4.290 1

y＝12.819x－0.277 7

y＝35.686x－8.095 8

y＝17.827x－1.623 6

y＝25.782x－2.998 2

线性范围，μg/ml

1.092～8.736

0.229 6～1.836 8

2.548～20.384

1.071～8.568

1.039～8.312

r

0.999 8

0.999 7

0.999 8

0.999 8

0.999 6

2.6 检测限和定量限试验

以信噪比3 ∶1测得苯甲酸、曲安奈德、硝酸益康唑、曲安西

龙和硝酸咪康唑的检测限分别为 1.11、3.27、5.59、5.15、7.31

ng；以信噪比10 ∶ 1测得各成分定量限分别为3.28、9.77、17.03、

图1 高效液相色谱图
1.苯甲酸；2.曲安奈德；3.硝酸益康唑；4.曲安西龙；5.硝酸咪康唑

Fig 1 HPLC chromatograms
1. benzoic acid；2. triamcinolone acetonide；3. econazole nitrate；4. tri-

amcinolone；5. miconazole nitrate
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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

破坏样品；F.未破坏样品；G.空白基质；1.苯甲酸；2.曲安奈德；3.硝酸益

康唑

Fig 2 HPLC chromatograms of destruction tests
A. destroyed by acid；B. destroyed by alkali；C. destroyed by oxidiza-

tion；D. destroyed by heat；E. destroyed by light；F. undestroyed；G.

blank matrix；1. benzoic acid；2. triamcinolone acetonide；3. econ-

azole nitrate
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15.69、21.97 ng。

2.7 精密度试验

取“2.2.1”项下的系统适用性溶液适量，分别连续进样 6

次测定。结果，苯甲酸、曲安奈德、硝酸益康唑、曲安西龙和硝

酸咪康唑峰面积的 RSD 分别为 0.5％、0.5％、0.6％、0.7％和

0.6％，说明仪器精密度良好。

2.8 稳定性试验

取样品（批号：130101）适量，按“2.2.2”项下方法制备供试

品溶液，在常温下放置0、2、4、6、8、12 h时进样测定。结果，样

品的杂质峰数目、单个杂质的峰面积和总杂质峰面积（RSD＝

0.09％）均无明显变化，说明供试品溶液在12 h 内稳定。

2.9 重复性试验

取样品（批号：130101）适量，共 6份，按“2.2.2”项下方法

制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样，测定总杂质峰

面积。结果，总杂质峰面积平均值为 34 654.4，RSD＝0.7％，

说明本方法重复性较好。

2.10 耐用性试验

分别选用Venusil ASB C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）和Agi-

lent ZORBAX Eclipse XDB C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）在2 台

仪器上测定3批样品的有关物质。结果，不同色谱柱检测到的

杂质峰数目、出峰顺序、分离效果和总杂质峰面积（RSD＝

0.17％）均无明显变化，说明本方法耐用性良好。

2.11 样品有关物质测定

采用主成分自身对照法测定样品中的有关物质。取 3批

样品，按照“2.2.2”项下方法制备供试品溶液。精密量取供试品

溶液1 ml，置于100 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，作为

对照溶液。精密量取对照溶液10 μl，注入HPLC仪，调节检测

灵敏度，使主成分色谱峰的峰高约为满量程的 20％。取上述

供试品溶液、对照溶液和“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。系统适用性溶液中相邻峰的分离度

均不应小于1.5；供试品溶液色谱中如有杂质峰，除去空白基质

峰及苯甲酸、曲安奈德和硝酸益康唑峰外，单个杂质峰的峰面

积不得大于对照溶液中硝酸益康唑峰面积的0.5倍（0.5％），而

各杂质峰的面积之和不得大于对照溶液中硝酸益康唑峰面积

的1.5倍（1.5％）。结果表明，3批样品有关物质均符合规定，详

见表3。

表3 样品有关物质测定结果（％％）

Tab 3 Content determination of related substances（％％）

批号
130101

130102

130103

曲安西龙
未检出
未检出
未检出

硝酸咪康唑
0.036

0.036

0.037

单个未知杂质1

0.126

0.127

0.126

单个未知杂质2

0.209

0.208

0.208

单个未知杂质3

0.212

0.211

0.212

总杂质
0.583

0.582

0.583

3 讨论
3.1 流动相梯度洗脱程序的选择

笔者比较了3种不同的流动相梯度洗脱程序。结果，本研

究选取的流动相梯度洗脱程序各主成分峰之间均能完全分

离，且对称性良好。

3.2 流动相A的pH选择

因本研究流动相要分离的组分中酸性组分多，所以流动

相的pH对分离效果影响较明显。笔者比较了流动相A的不同

pH（pH 4.3、pH 4.5、pH 4.7），结果显示流动相A 的 pH在 4.3～

4.7范围内均满足系统适用性要求，但以pH 4.5最佳。

3.3 检测波长的选择

本品中硝酸益康唑的处方量为曲安奈德的 10倍，故有关

物质检测以硝酸益康唑的杂质为主要杂质，曲安奈德的杂质

为次要杂质。检测波长选择主要考虑到硝酸益康唑杂质的最

大检出。笔者参考相关文献[2-4]，发现硝酸益康唑引入的杂质

主要为硝酸咪康唑及硝酸益康唑杂质A、B、C（即单个未知杂

质 1、2、3），且 225 nm波长为其最大吸收波长，因此本研究选

择225 nm波长为有关物质的检测波长。

3.4 杂质限度的确定

《中国药典》2010年版（二部）硝酸益康唑有关物质检测项

下提及的唯一杂质为硝酸咪康唑，要求其与主峰的分离度大

于 8.0（本方法的实测分离度为 15.2），要求单个杂质不得过

0.2％，总杂质不得过 0.5％；曲安奈德有关物质检测项下提及

曲安奈德引入的主要杂质为曲安西龙，规定单个杂质不得过

0.3％，总杂质不得过 0.8％，但未对曲安西龙与曲安奈德的分

离度进行规定。本研究3批样品有关物质测定结果显示，单个

杂质均小于 0.3％，总杂质均小于 1.0％，故拟定本品有关物质

限度为：单个杂质不得大于0.5％，总杂质不得过1.5％。

综上所述，本方法灵敏、准确、专属性强、重复性好，可用

于曲安奈德益康唑乳膏的质量控制。
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