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[摘  要 ]  目的  建立高效液相色谱 ( HPLC)法测定双醋瑞因有关物质和含量。方法  采用十八烷基硅烷键合硅

胶为填充剂, 乙腈-水 ( 47z 53,用醋酸调节 pH 值至 2. 7)为流动相, 检测波长为 254 nm。结果  双醋瑞因与有关物质分

离良好, 线性范围为 12~ 100 Lg# mL-1 ( r= 1. 000 0, n= 7),最低检出量为 0. 5 ng。结论  该法简单快速, 专属性强,结果

准确, 可用作双醋瑞因含量测定和有关物质检查的方法。
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Determ ination on Content and Related Substances of D iacerein w ith HPLC
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China )
ABSTRACT Object ive To establish H PLC m ethod fo r the determ ination on the conten t of diacerein and its related

substances.  M ethods A C18 co lum n w as used , the m obile phase of aceton itr ile-w ate r ( adjust pH to 2. 7 w ith acetic ac id)

( 47z 53) and the detection wave leng th w as 254 nm.  Resu lts D iacere in and related substances could be w ell iso lated. The

ca libra tion curvew as linear in the range o f 12~ 100 Lg# m in-1 w ith r= 1. 000 0 ( n = 7) . The detection lim it was 0. 5 ng.  
Conc lu sion Th is m ethod is sim ple, rapid, accura te and suitable for the determ ination on the content o f d iacerein and its related

substances.
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  双醋瑞因 ( 4, 5-二乙酰-9, 10-二氧-2-蒽羧酸,

diacere in)为白细胞介素 ( IL )-1的首要抑制剂, 国内外

研究显示,本品可显著改善骨关节炎及相关疾病引起

的疼痛和关节功能障碍等症状。双醋瑞因从芦荟中提

取,经多步反应合成, 其中间体有芦荟素 (中间体 Ñ ),

芦荟大黄素 (中间体Ò ) ,大黄酸 (中间体 Ó )等。双醋

瑞因的相关报道较少
[ 1~ 3]

, 笔者建立了测定双醋瑞因

含量和有关物质的 HPLC法,方法简单、准确可靠。

1 仪器与试剂  
高效液相色谱仪: W aters2695泵系统, W aters2996

二极管阵列检测器, W aters色谱工作站。双醋瑞因自

制对照品 (含量 99. 4%, 液相色谱面积归一化法 )、双

醋 瑞 因 原 料 药 (批 号: 200510001, 200510002,

200510003)及其中间体Ñ、Ò、Ó均由台州海辰医药化
工有限公司提供。乙腈为色谱纯,水为重蒸馏水,二甲

基乙酰胺、冰醋酸为分析纯。

2 方法与结果  
2. 1 色谱条件  色谱柱: U ltima te XB-C18( 250mm @

4. 6mm, 5 Lm),流动相: 乙腈-水 ( 47z 53,用醋酸调节

pH 值至 2. 7 ), 流速 1. 0 mL # m in
-1
, 检测波长
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254 nm,进样量 20 LL。

2. 2 双醋瑞因与中间体的分离度  根据生产工艺, 在
双醋瑞因合成过程中可能引入的杂质主要有中间体

Ñ、Ò和 Ó。在上述实验条件下,取双醋瑞因粗品和中
间体Ñ、Ò、Ó各约 12. 5mg,分别置 50mL容量瓶中,

加二甲基乙酰胺 5 mL使溶解,加流动相稀释至刻度,

摇匀,取上述溶液各 20 LL分别注入液相色谱仪。双

醋瑞因保留时间为 7. 4m in,中间体Ñ、Ò、Ó保留时间

分别为 3. 2, 9. 8, 11. 0m in, 粗品中各杂质及中间体均

能与主成分完全分离。理论塔板数以双醋瑞因峰计算

> 5 000。

2. 3 专属性实验  取本品各约 12. 5mg, 置 50mL容

量瓶中,加二甲基乙酰胺 5 mL溶解, 分别经以下条件

处理: ¹ 在光照 4 500 LX条件下放置 8 h; º 水浴加热
3 h; » 加 30% 过氧化氢溶液 2 mL, 放置 4 h; ¼加

3 mol# L
-1
盐酸溶液 3 mL, 放置 8 h, 用碱中和; ½ 加

3 mol# L
-1
氢氧化钠溶液 5 mL, 放置 8 h, 用酸中和。

取上述溶液分别用流动相稀释至刻度,摇匀,进样。各

降解条件下降解产生的杂质在选定的色谱条件下均可

与主峰达到良好分离。空白溶剂在 3. 4 m in前有出

峰,对测定无干扰。

2. 4 线性关系  取双醋瑞因对照品约 12. 5 mg,置入

50 mL容量瓶中, 加二甲基乙酰胺 5 mL使溶解, 加流

动相稀释至刻度,摇匀,精密量取适量分别加流动相制
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成 12. 5, 25. 1, 37. 6, 50. 1, 62. 7, 75. 2, 100. 3 Lg# mL
-1

的溶液,分别精密量取上述溶液各 20 LL, 注入液相色

谱仪, 记录色谱图。以进样浓度 ( C )为横坐标, 双醋瑞

因的峰面积 (A )为纵坐标进行线性回归, 回归方程为:

A = 123 496. 6C - 6 1991. 2, r= 1. 000 0( n= 7) ,结果显

示双醋瑞因的线性范围为 12~ 100 Lg# mL-1。
2. 5 最低检出限  取线性范围测定项下的对照品溶

液,稀释至峰高约为基线噪音的 3倍,得双醋瑞因检测

限为 0. 5 ng。

2. 6 精密度和重复性实验  取同一批样品 (批号

200510001) ,于同一天内和不同天内分别各测定 6份

含量, 考察日内和日间精密度。结果日内精密度 RSD

为 0. 41% ,日间精密度 RSD为 0. 53%, 表明本法精密

度良好。

2. 7 溶液的稳定性  取双醋瑞因约 12. 5 mg, 置于

50 mL容量瓶中, 加二甲基乙酰胺 5 mL使溶解, 加流

动相稀释至刻度,分别在 20 e 室温放置 0, 1, 2, 4, 8,

12和 24 h后进样 20 LL, 结果表明双醋瑞因的峰面积

和有关物质总峰面积百分数在 24 h内稳定, RSD分别

为 0. 02%和 3. 24% ( n= 7) ,表明样品溶液在室温条件

下 24 h内稳定。

2. 8 有关物质检查  取本品约 12. 5mg,置 50 mL容

量瓶中,加二甲基乙酰胺 5 mL使溶解, 加流动相稀释

至刻度,摇匀,作为供试品溶液; 精密量取 1 mL, 加流

动相稀释至 100 mL,作为对照溶液。分别量取供试品

溶液和对照溶液各 20 LL注入液相色谱仪,记录色谱

图至双醋瑞因主成分峰保留时间的 3倍。扣除溶剂

峰,按主成分自身对照法计算有关物质。结果见表 1。

2. 9 样品含量的测定  取本品约 12. 5mg,置 50 mL

容量瓶中,加二甲基乙酰胺 5 mL使溶解,加流动相稀

释至刻度, 摇匀,精密量取 5mL置 25mL容量瓶中,加

流动相稀释至刻度, 摇匀, 精密量取 20 LL, 注入液相

色谱仪,记录色谱图; 另取双醋瑞因对照品,同法测定,

按外标法以峰面积计算含量。结果见表 1。

   表 1 双醋瑞因有关物质和含量测定结果  %

批号 含量 有关物质 最大单个杂质

200510001 99. 7 0. 64 0. 21

200510002 99. 6 0. 51 0. 19

200510003 99. 3 0. 60 0. 26

3 讨论  

双醋瑞因在乙腈和水中溶解较差, 但溶解于二甲

基乙酰胺,故在样品溶液制备时,先加二甲基乙酰胺适

量使溶解,再加流动相稀释至所需浓度。经验证方法

可行,溶剂对有关物质检查和含量测定无干扰,样品在

酸性流动相中稳定。

双醋瑞因的结构中存在羧基团, 显弱酸性, pH值

的改变影响其电离情况, pH值越大,电离越大, 保留时

间越小。在 pH为 2. 7时双醋瑞因的保留较强, 经选

择流动相比例,乙腈-水 ( 47z 53,用醋酸调节 pH值至

2. 7)时,双醋瑞因保留时间合适, 峰形对称,中间体与

双醋瑞因分离良好。

双醋瑞因结构中含有苯环, 具有共轭体系, 在

254 nm有最大吸收峰。综合分析 DAD等高图、三维谱

图和平面光谱图,发现双醋瑞因粗品中各杂质和中间

体均在 254 nm附近有最大吸收,氧化破坏、热破坏和

光破坏产生的主要降解杂质在 254 nm附近有最大吸

收,而酸碱破坏产生的杂质在 254 nm附近吸收较小,

考虑到原料药主要控制中间体杂质, 且粗品和氧化、

热、光破坏产生的主要降解产物也在 254 nm附近有最

大吸收,故选择 254 nm波长为有关物质检查和含量测

定的波长。
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