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� � [摘要 ] � 目的 � 建立反相高效液相色谱法测定壳糖止血海绵中诺氟沙星和盐酸利多卡因含量的测定方法。方法 � 采用

H edera�ODS�3 C18色谱柱 ( 4. 6 mm � 250 mm, 5 �m ),以乙腈 - 1%磷酸溶液 ( 12� 88) 为流动相,三乙胺调节 pH 3. 0  0. 1,检

测波长为 254 nm。结果 � 诺氟沙星和盐酸利多卡因在 0. 025~ 0. 100 mg /m l浓度范围内均有良好线性关系。诺氟沙星平均回

收率为 98. 84% , RSD为 1. 72% ,盐酸利多卡因平均回收率为 100. 24% , RSD 为 1. 86%。结论 � 该法简便准确, 稳定无干扰,

重现性好, 可用作壳糖止血海绵中诺氟沙星和盐酸利多卡因的含量测定。
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Determ ination of lidocaine hydrochloride and norfloxacine in chitosan hemostatic

sponge by RP�HPLC
WANG Shu�dong, PAN Jing, FANG L ,i X IA Shu�hu,i SONG Bing�sheng ( Deptarm en t o f Pharmaceutica ls, Nan jing General H ospita l of
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[ Abstract] � Objective� To establish a quantitative de term ination m ethod fo r lidoca ine hydro chlor ide and norfloxac ine in ch i�

tosan hem ostatic sponge byRP�H PLC. Methods� The de term ina tion w as ca rr ied out w ith aH edera�ODS�3 C18 co lumn ( 4. 6 mm � 250

mm, 5 �m ) . The mob ile phase consisted of acetonitrile�1% phospho ric acid so lution ( 12� 88), w ith pH ad justed to 3. 0  0. 1 by u�

sing tr ie thy lam ine. Detecting w ave length was at 254 nm. Resu lts� The linear range fo r lidoca ine hydro ch lor ide and norflox acine w as

both 0. 025~ 0. 100 m g /m .l The average recovery and RSD o f no rflox acine w ere 98. 84% and 1. 72% , and tho se o f lidoca ine hydro�

chlor idew ere 100. 24% and 1. 86% . Conclusion� The me thod o ffers sim ple instrum enta l operation, good stab ility, and high accuracy

for the determ ina tion o f the ch itosan hem ostatic sponge.
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� � 壳糖止血海绵为我院自制复方壳聚糖海绵制

剂,其主要成分为壳聚糖明胶, 其质量控制的指标性

成分为诺氟沙星和盐酸利多卡因。临床上用于止

血、消炎、止痛、促进伤口愈合等具有良好的疗效,是

战伤救护和平时外伤的急救药品。原有的检测方法

采用紫外分光光度法
[ 1]
, 不能对两种指标性成分进

行同时检测,操作步骤繁琐,检出限灵敏度不高。为

有效控制该制剂的内在质量,我们采用了反相高效

液相色谱法对其进行检测, 分析速度快, 检出灵敏,

操作简便易行,提高了检测效率。

1� 仪器与试药

1. 1� 仪器 � Agilent 1100高效液相色谱仪 (配置四元

泵、自动进样器、VWD紫外可变波长检测器、智能化

柱温箱、在线真空脱气机以及 Chem station工作站 );

M ettler Toledo AE240十万分之一电子天平; KQ�
250DB型数控超声清洗器 (昆山超声仪器有限公司 )。

1. 2� 药品与试剂 � 诺氟沙星对照品 (中国药品生

物制品检定所, 批号: 130450�200304) ,盐酸利多卡
因对照品 (中国药品生物制品检定所, 批号:

100341�200301),壳糖止血海绵样品 (南京军区总医

院制剂科, 批号: 090304、090317、090326 ), 所用乙

腈、磷酸均为色谱纯,水为双蒸水,盐酸、三乙胺均为

分析纯。

2� 方法与结果

2. 1� 溶液的制备

2. 1. 1� 对照品储备液 � 分别精密称取干燥的诺氟
沙星对照品 49. 99 mg, 盐酸利多卡因对照品 49. 99

mg,置 100m l容量瓶中, 加 0. 1 mo l/L盐酸溶液溶

解并稀释至刻度,摇匀, 即得对照品储备液。
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2. 1. 2对照品溶液 � 精密量取 5 m l上述储备液至

50 m l量瓶,以 0. 1 mol /L盐酸溶液定容至刻度,摇

匀,即得对照品溶液。

2. 1. 3� 供试品溶液 � 精密称取样品粉末约 250 mg

置 50 m l容量瓶中,加 0. 1mo l/L盐酸溶液约 40m ,l

震荡混匀,置 60 ! 超声 60m in,冷至室温,再加 0. 1

mo l/L盐酸溶液定容,摇匀, 过滤, 弃去初滤液, 精取

续滤液作为供试品溶液。

2. 1. 4� 阴性对照溶液 � 取原方除诺氟沙星和盐酸利多

卡因的空白辅料,按制剂工艺法制备空白制剂,按 2. 1.

3项下供试品溶液制备方法制备成阴性对照溶液。

2. 2� 色谱条件及系统适应性 � H edera�ODS�3 C18

色谱柱 ( 4. 6mm � 250 mm, 5 �m ); 流动相为乙腈 �
1%磷酸溶液 ( 12� 88), 三乙胺调 pH 3. 0  0. 1; 流

速为 1. 0m l/m in;检测波长: 254 nm;柱温: 25 ! ; 进

样量: 20 �l。在上述色谱条件下测定,诺氟沙星与

盐酸利多卡因分离度大于 2. 5, 理论塔板数以盐酸

利多卡因计算不低于 3 000。阴性对照溶液在诺氟

沙星或盐酸利多卡因位置处无色谱峰,即空白辅料

对测定结果没有干扰。结果见图 1。

图 1� 壳糖止血海绵色谱图
A�阴性对照品; B�对照品溶液; C�供试品溶液; 1�盐酸利多卡因; 2�诺氟沙星

2. 3� 线性关系的考察 � 分别精密量取 2. 1. 1项下

对照品储备液 2. 5、4. 0、5. 0、7. 5、10. 0 m l分别置 50

m l容量瓶中, 用 0. 1mo l/L盐酸溶液稀释至刻度,摇

匀。精密吸取上述溶液各 20 �l注入液相色谱仪,

以诺氟沙星和盐酸利多卡因峰面积为纵坐标 y, 浓

度 C为横坐标 x, 绘制标准曲线,得到回归方程:诺

氟沙星: y= 2. 94 �10
4
x+ 34. 46( r= 0. 999 9, n= 5);

盐酸利多卡因: y = 1. 42 � 10
3
x + 1. 50( r= 0�999 9,

n= 5)。结果表明, 该方法在 0. 025 ~ 0. 100 mg /m l

浓度范围内测定诺氟沙星和盐酸利多卡因时线性关

系均良好。

2. 4� 精密度试验 � 取同一浓度的对照品溶液, 重复

进样 6次, 诺氟沙星含量 RSD为 0. 24%, 盐酸利多

卡因含量 RSD为 0. 21%,表明仪器精密度良好。

2. 5� 重复性试验 � 精密称取同一批号供试品 (批

号: 090317)各 6份, 分别按 2. 1. 3项下供试品制备

方法处理, 进样测定。诺氟沙星含量 RSD 为

1�26% ,盐酸利多卡因含量 RSD为 1. 78%, 表明本

方法重复性良好。

2. 6� 稳定性试验 � 取同一样品供试液,分别于 0、

1、2、4、8、12 h进样测定,测得诺氟沙星含量的 RSD

为 0. 77% , 盐酸利多卡因含量的 RSD 为 0. 72%。

结果显示,该供试品溶液在 12 h内稳定。

2. 7� 加样回收率试验 � 取本品 (批号: 090317) 9

份各约 250 mg,精密称定, 分别置 100 m l量瓶中, 3

份一组, 每组分别按对照品溶液浓度的 80%、

100%、120%的量加入对照品,加入 0. 1 mo l/L盐酸

溶液溶解并稀释至刻度,摇匀,照含量测定方法测定

其加入量,根据测定结果, 计算回收率, 结果如表 1

和表 2所示。

表 1� 盐酸利多卡因加样回收率测定结果 ( n= 9)

取样量 (m g) 样品量 ( m g) 测得量 (m g) 加标量 (m g) 回收率 (% ) 平均回收率 (% ) RSD (% )

80% 251. 2 2. 492 9 4. 545 3 1. 999 6 102. 12

249. 8 2. 479 0 4. 525 1 1. 999 6 101. 88

250. 1 2. 482 0 4. 537 9 1. 999 6 102. 27

100% 248. 9 2. 470 1 5. 009 2 2. 499 5 101. 60

249. 6 2. 477 0 4. 982 2 2. 499 5 100. 23 100. 24 1. 86

251. 1 2. 491 9 4. 955 2 2. 499 5 98. 55

120% 252. 3 2. 503 8 5. 450 9 2. 999 4 97. 91

253. 3 2. 513 7 5. 514 2 2. 999 4 100. 04

248. 7 2. 468 1 5. 407 2 2. 999 4 97. 56
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表 2� 诺氟沙星加样回收率测定结果 ( n= 9)

取样量 (m g) 样品量 ( m g) 测得量 (m g) 加标量 (m g) 回收率 (% ) 平均回收率 (% ) RSD (% )

80% 251. 2 2. 479 8 4. 532 8 1. 999 6 102. 15

249. 8 2. 466 0 4. 502 4 1. 999 6 101. 49

250. 1 2. 469 0 4. 509 9 1. 999 6 101. 67

248. 9 2. 457 1 4. 970 6 2. 499 5 100. 57

100% 249. 6 2. 4641 4. 9512 2. 499 5 99. 50 98. 84 1. 72

251. 1 2. 478 9 4. 958 2 2. 499 5 99. 19

252. 3 2. 490 7 5. 454 7 2. 999 4 98. 58

120% 253. 3 2. 500 6 5. 455 5 2. 999 4 98. 22

248. 7 2. 4552 5. 386 5 2. 999 4 97. 23

� � 结果表明, 盐酸利多卡因的平均回收率为

100�24% , RSD 为 1. 86%, 诺氟沙星的平均回收率

为 98�84% , RSD为 1. 72%。

2. 8� 样品测定 � 分别取 3个批次的样品粉末, 按

2. 1. 3项下制备供试品溶液, 依法测定,计算样品中

诺氟沙星和盐酸利多卡因的含量,结果见表 3。

表 3� 样品含量测定结果

批号
标示量 (% )

诺氟沙星 盐酸利多卡因

平均标示量 (% )

诺氟沙星 盐酸利多卡因

090304 96. 12 96. 46

090317 98. 72 99. 24 96. 76 96. 89

090326 95. 43 94. 98

3� 讨论

3. 1� 提取溶剂的选择 � 由于诺氟沙星理化性质较

为特殊,为提高诺氟沙星的提取回收率,同时考虑到

盐酸利多卡因的结构特性, 分别尝试文献中使用过

的甲醇、流动相以及不同浓度的盐酸溶液进行提

取
[ 2]

,试验结果表明 0. 1 mo l/L盐酸溶液提取效果

较好。

3. 2� 提取温度的确定 � 由于诺氟沙星受明胶海绵

基质吸附, 常温下超声提取不完全, 为提高提取效

率,分别尝试置 45 ! 、60 ! 超声 60 m in,结果表明,

超声时提高温度诺氟沙星溶解充分,回收率更好。

3. 3� 检测波长的选择 � 诺氟沙星的紫外吸收明显,

最佳检测波长为 278 nm,而盐酸利多卡因紫外吸收

较弱,检测波长在 254 nm处为佳。分别在以上两种

波长进行测定,最终确定检测波长在 254 nm处, 两

种指标成分均有稳定的紫外吸收。

3. 4� 色谱柱的选择 � 中国药典 2005年版二部中测

定诺氟沙星含量的流动相为乙腈�0. 025 mo l/L磷酸

溶液 (三乙胺调 pH 3. 0  0. 1 ) ( 13� 87)
[ 3 ]

,而诺氟

沙星和盐酸利多卡因在该流动相下拖尾现象明显,

适当调整磷酸 �三乙胺缓冲液的比例后,可略微改善

峰形, 峰对称性依然不很理想, 参考文献
[ 4]

, 改为

ODS色谱柱后, 拖尾现象明显改善。
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