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摘要　目的：建立米格来宁片有关物质与含量测定的 ＨＰＬＣ方法。方法：采用 ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｌａｉｍＴＭ１２０Ｃ１８柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱；有关物质流动相：以００１ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸钠溶液乙腈进行梯度洗脱；含量
测定流动相为００１ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸钠溶液乙腈（８５∶１５）；流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长２７５ｎｍ；进样量
１０μＬ。结果：安替比林和咖啡因分别与１１种杂质完全分离，分离度大于１５，测定杂质 Ｆ校正因子为１０１，
采用高分辨液质联用仪和 ＡＤＭＥＴＰｒｅｄｉｃｔｏｒ软件推断主要未知杂质结构与毒性；含量测定咖啡因在１１０～
１０９６μｇ·ｍＬ－１浓度范围内线性关系良好（ｒ＝１００００），平均回收率为９９０３％（ｎ＝９），定量限为４４ｎｇ；
安替比林在１０９９６～１０９９６μｇ·ｍＬ－１浓度范围内线性关系良好（ｒ＝１００００），平均回收率为１００５６％
（ｎ＝９），定量限为１１０ｎｇ。测定３个药厂９批产品结果均符合规定。结论：本方可用于测定米格来宁片中
有关物质（杂质Ｆ≤００３％，总杂质≤００５％）以及安替比林和咖啡因的含量（安替比林：９８８％～１０１４％，
咖啡因：８４４％～１０７５％）。
关键词：米格来宁片；有关物质；安替比林；咖啡因；含量测定；高效液相色谱法
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ｔａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（８５∶１５）Ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１０ｍｌ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２７５ｎｍＴｈｅ
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ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｄｅｇｒｅｅｗａｓｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎ１５，ａｎｄｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＦｗａｓ１０１，ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙ
ｏｆｍａｉｎｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｒｒｅｄｂｙｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎｄＡＤＭＥＴ
Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓｏｆｔｗａｒｅ，ａｎｄｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｃａｆｆｅｉｎｅｗａｓｇｏｏｄｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１１０－１０９６μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝
１００００），ｗｉｔｈａｎａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ９９０３％ （ｎ＝９），ｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１０９９６－１０９９６μｇ·ｍＬ－１ｉｎａｎｔｉｐｙ
ｒｉｎｅ，ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗａｓｇｏｏｄ（ｒ＝１００００），ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ１００５６％ （ｎ＝９），ａｎｄｔｈｅｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅｌｉｍｉｔｗａｓ１１０ｎｇＴｈｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ９ｂａｔｃｈｅｓｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍ３ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｆａｃｔｏｒｉｅｓｗｅｒｅｉｎａｃｃｏｒｄ
ａｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（ｉｍｐｕ
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　　米格来宁片又名安比咖片［１］，是由安替比林、

咖啡因、枸橼酸组成的复方制剂，安替比林是在

１８８３年由Ｋｎｏｒｒ等人第一次合成，是在安乃近生产
过程中的中间副产品［２］。咖啡因是在 １８２０年由
ＰＪ佩尔蒂埃首次从咖啡中提取出来，１８６１年通过
可可碱甲基化人工合成［３］。米格来宁片为解热镇

痛药，主治偏头疼，可能引起皮疹，发绀，虚脱，粒细

胞减少等不良反应，甚至导致过敏性休克［４７］。安替

比林为吡唑酮类化合物，口服吸收迅速、完全，镇痛

作用机制主要是抑制前列腺素的合成；解热作用是

通过下丘脑体温调节中枢，使散热过程加强（周围

血管扩张、血流量加大加速以及出汗）所致［８］。本

品中咖啡因作用于大脑皮层的高位中枢，促使精神

兴奋，与安替比林有协同作用［９］。

米格来宁片现收载于《卫生部药品标准》１９６３
年版，法定标准中采用容量法测定安替比林与咖啡

因的含量，但对其有关物质缺乏控制。本文系统的

考察了样品中原料引入杂质及生产和贮存过程中降

解产物等可能存在的有关物质，建立了专属性强的

ＨＰＬＣ有关物质检查方法，共检出１１个杂质，通过
与杂质对照品 ＤＡＤ图谱和保留时间比对确认了８
个杂质，测定了杂质 Ｆ的校正因子，对样品中主要
未知杂质，采用高分辨液质联用仪，初步推断其结

构，进一步采用ＡＤＭＥＴＰｒｅｄｉｃｔｏｒ毒性分析软件预测
其毒性。同时建立操作简便、准确度高，可以同时测

定两主成分的ＨＰＬＣ含量测定方法［１０１１］。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＴｈｅｒｍｏＵ３０００高效液相色谱仪；岛津 ＬＣ２０ＡＴ
系列高效液相色谱仪；梅特勒 ＸＳ１０５ＤＵ电子天平；
ＱＥｘａｃｔｉｖｅＦｏｃｕｓ液质联用仪。
１２　试药

米格来宁片由国内的３家企业提供，共９批，规
格均为：每片含安替比林２７０ｍｇ、咖啡因２７ｍｇ、枸
橼酸 ３ｍｇ；咖啡因原料 （批号 ＣＡ２０１７１００５１、
ＣＡ２０１７１００５２、ＣＡ２０１７０８０２３）；咖 啡 因 对 照 品
（１７１２１５２０１５１２）；安 替 比 林 对 照 品 （１００５０６
２０１６０２）；咖啡因杂质Ａ（１００１２１２０１１０４）；咖啡因杂

质Ｄ（１０１１１０２０１２０２）等均购自于中国食品药品检
定研究院；咖啡因杂质 Ｂ（ＬＧＣＭＭ０１７６０２）；咖啡
因杂质 Ｅ（ＬＧＣＭＭ０４９４０６）；咖啡因杂质 Ｆ（ＴＬＣ
２０１７０４２１Ｂ）；安替比林杂质 Ａ（曼哈格１７０８１４）；４
亚硝基安替比林（ＴＲＣＮ４９１９５５）；４氨基安替比林
对照品（ＷｉＴＥＧＡ２８１３４０）；乙腈：色谱纯，其他试剂：
分析纯，水为自制实验室用水和超纯水。

２　方法与结果
２１　色谱条件

色谱柱：ＴｈｅｒｍｏＡｃｃｌａｉｍＴＭ１２０Ｃ１８柱（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）；有关物质流动相：Ａ相为００１ｍｏｌ·
Ｌ－１醋酸钠溶液（取０８２ｇ无水醋酸钠，加水１０００
ｍＬ使溶解，加三乙胺２ｍＬ与四氢呋喃１５ｍＬ，混匀，
用冰醋酸调ｐＨ至６０），Ｂ相为乙腈，进行梯度洗脱，
梯度洗脱程序见表１；含量流动相：００１ｍｏｌ·Ｌ－１醋
酸钠溶液（取０８２ｇ无水醋酸钠，加水１０００ｍＬ使溶
解，加三乙胺２ｍＬ与四氢呋喃１５ｍＬ，混匀，用冰醋
酸调 ｐＨ至 ６０）乙腈（８５∶１５）；流速：１０ｍＬ·
ｍｉｎ－１；检测波长：２７５ｎｍ；进样量：１０μＬ。

表１　梯度洗脱程序

Ｔａｂ１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０ １００ ０

１０ １００ ０

１１ ３０ ７０

２５ ３０ ７０

２６ １００ ０

４０ １００ ０

２２　溶液的制备
２２１　有关物质供试品溶液与对照溶液　取本品
细粉适量，加流动相 Ａ溶解并稀释制成每１ｍＬ中
约含安替比林２７ｍｇ的溶液，滤过，取续滤液作为
供试品溶液；精密量取１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，用
流动相 Ａ稀释至刻度，摇匀，精密量取 ５ｍＬ，置
５０ｍＬ量瓶中，用流动相 Ａ稀释至刻度，摇匀，作为
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对照溶液。

２２２　有关物质杂质对照品溶液与破坏试验溶液
　称取安替比林、咖啡因对照品，咖啡因已知杂质
（杂质Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｆ），安替比林已知杂质（４亚硝基
安替比林、４氨基安替比林、依达拉奉）适量，制成每
１ｍＬ中约含安替比林２７ｍｇ，咖啡因０２７ｍｇ，各杂
质１０μｇ的混合溶液，以及每１ｍＬ中约含１０μｇ的
单个杂质对照品溶液；取本品２０片，精密称定，研
细，精密称取适量（约含安替比林２７０ｍｇ），共５份，
分别进行光照［置于（４５００±５００）ｌｘ，７ｄ］、高温加
热（６０℃水浴，２４ｈ）、酸破坏（加３ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶
液５ｍＬ，放置 ２４ｈ，加 ３ｍｏｌ·Ｌ氢氧化钠溶液中
和）、碱破坏（加３ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液５ｍＬ，放
置１ｈ，加３ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液中和）、氧化破坏（加
３０％过氧化氢５ｍＬ，放置４８ｈ），加流动相Ａ稀释至
刻度，过滤，取续滤液作为破坏试验溶液。

２２３　含量测定供试品溶液与对照品溶液　取本

品２０片，精密称定，研细，精密称取适量（约相当于
安替比林２７０ｍｇ），置１００ｍＬ量瓶中，加水适量，超
声使溶解，放冷，用水稀释至刻度，摇匀，滤过，精密

量取续滤液１０ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，加水稀释至刻
度，摇匀，作为供试品溶液。精密称取安替比林对照

品与咖啡因对照品适量，加水溶解并定量稀释制成

每１ｍＬ中约含安替比林５４０μｇ与咖啡因５４μｇ的
混合溶液，摇匀，作为对照品溶液。

２３　有关物质杂质谱
采用已知杂质对照品和制剂破坏产物混合溶

液，建立杂质谱，取混合溶液１０μＬ注入液相色谱
仪，记录色谱图，结果见图１。１１个杂质中有８个经
过与杂质对照品ＤＡＤ光谱图和保留时间比对，确认
⑥号、①号、③号、②号、⑤号杂质分别为 ＵＳＰ咖啡
因杂质Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｆ；④号、⑩号、？杂质分别为４亚
硝基安替比林、４氨基安替比林、安替比林杂质 Ａ
（依达拉奉）；⑦号、⑧号、⑨号为未知杂质。

图１　杂质谱图
Ｆｉｇ１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙｓｐｅｃｔｒｕｍ

２４　专属性破坏试验
取米格来宁片进行破坏试验，经碱性破坏时，②

号、⑤号杂质明显增加，氧化破坏时，⑧号、⑨号杂质
明显增加，高温、酸和光照破坏时杂质无明显变化，

见图２。
２５　未知杂质定性分析及毒性研究

⑧号杂质为氧化产物的主要未知杂质，采用 Ｑ
ＥｘａｃｔｉｖｅＦｏｃｕｓ液质联用仪，实测［Ｍ ＋Ｈ］＋为

２３７０８６２１，对应分子式为 Ｃ１１Ｈ１２Ｎ２Ｏ４。利用 Ｍａｓｓ
Ｆｒｏｎｔｉｅｒ进一步对杂质二级质谱图进行解析，根据小
分子碎裂机理的 ＦｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎＬｉｂｒａｒｙＴＭ碎裂谱图
库，对不同碎片离子及其所对应的结构进行自动归

属，见图３。结合 ＣｏｍｐｏｕｎｄＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ药物杂质鉴
定软件，综合解析确定本品为１苯基４羟基２，３二
（羟甲基）５吡唑啉酮，结构式见图４。各杂质结构
及名称见表２。
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采用ＡＤＭＥＴＰｒｅｄｉｃｔｏｒ毒性分析软件，发现⑧号

杂质具有小鼠致癌性，同时还具有肝脏不良反应，致

突变性等。其中小鼠的半数致死浓度为２０５９２ｍｇ
·ｋｇ－１·ｄ－１（口服），ＭＵＴｍ９７＋１５３７菌的致突变
概率为２８％，ＭＵＴｍ１０２＋ｗｐ２菌的致突变概率为

５４％，ＳｅｒＬＤＨ、ＳｅｒＡＳＴ、ＳｅｒＡＬＴ三种肝样酶表达升
高的可能性依次为６３％、８５％、８０％。
２６　杂质Ｆ校正因子测定［１２１４］

米格来宁片与咖啡因原料中均检出杂质 Ｆ，测
定其校正因子，结果见表３。

１．未破坏（ｎｏｎｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）　２．酸破坏（ａｃｉｄｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）　３．碱破坏（ａｌｋａｌｉｎｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）　４．氧化破坏（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）　５．高温破坏

（ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）　６．光照破坏（ｌｉｇｈｔｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）

图２　破坏试验色谱图
Ｆｉｇ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｔｒｅｓｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｔｅｓｔ

图３　二级质谱图
Ｆｉｇ３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ

２７　定量限与检测限
分别取对照品适量，稀释制成适当浓度的溶液，

以Ｓ／Ｎ＝３时为检测限，Ｓ／Ｎ＝１０时为定量限，结果
见表４。
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２８　线性关系试验

精密称取咖啡因对照品和安替比林对照品适量

置于同一量瓶中，用水溶解并稀释成每 １ｍＬ含
０２７ｍｇ咖啡因、２７ｍｇ安替比林的溶液，精密量取
２、５、１０、１５、２０ｍＬ分别置于５０ｍＬ的量瓶中，加水
稀释至刻度，摇匀，作为线性溶液。以峰面积为纵坐

标，浓度为横坐标绘制标准曲线，得咖啡因和安替比

林的的回归方程分别为：

Ｙ＝０３３８８Ｘ＋００３７７　ｒ＝１００００
Ｙ＝０２１１３Ｘ＋０６１２３　ｒ＝１００００

结果表明咖啡因浓度在 １１０～１０９６μｇ·
ｍＬ－１，安替比林浓度在１０９９６～１０９９６μｇ·ｍＬ－１范
围内，与峰面积呈良好的线性关系。

图４　安替比林三氧化物示意图
Ｆｉｇ４　 Ｄｉａｇｒａｍｏｆａｎｔｉｐｙｒｉｎｅｔｒｉｏｘｉｄｅ

表２　各杂质结构及名称
Ｔａｂ２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｎａｍｅｏｆｅａｃｈｉｍｐｕｒｉｔｙ

编号

（ｎｕｍｂｅｒ）
归属

（ａｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）
化学名称

（ｃｈｅｍｉｃａｌｎａｍｅ）
结构式

（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａ）
分子式及ＣＡＳ号

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａａｎｄＣＡＳ）

① 咖啡因杂质Ｂ
（ｃａｆｆｅｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）

６氨基５甲酰氨基１，３二甲基尿嘧啶
（６Ａｍｉｎｏ５ｆｏｒｍｙｌａｍｉｎｏ
１，３ｄｉｍｅｔｈｙｌｕｒａｃｉｌ）

Ｃ７Ｈ１０Ｎ４Ｏ３
７５９７６０６

② 咖啡因杂质Ｅ
（ｃａｆｆｅｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙＥ）

３甲基５甲基氨基３Ｈ咪唑４羧酸甲基酰胺
（３ｍｅｔｈｙｌ５ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ３Ｈｉｍｉｄａｚｏｌｅ４

ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃｍｅｔｈｙｌａｍｉｄｅ）

Ｃ７Ｈ１２Ｎ４Ｏ
１０７６０５９５８

③ 咖啡因杂质Ｄ
（ｃａｆｆｅｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙＤ）

可可碱

（ｔｈｅｏｂｒｏｍｉｎｅ）
Ｃ７Ｈ８Ｎ４Ｏ２
８３６７０

④ 安替比林已知杂质

（ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）
４亚硝基安替比林
（４ｎｉｔｒｏｓｏａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ）

Ｃ１１Ｈ１１Ｎ３Ｏ２
８８５１１０

⑤ 咖啡因杂质Ｆ
（ｃａｆｆｅｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙＦ）

１，７二甲基黄嘌呤
（１，７ｄｉｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ）

Ｃ７Ｈ８Ｎ４Ｏ２
６１１５９６

⑥ 咖啡因杂质Ａ
（ｃａｆｆｅｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）

茶碱

（ｔｈｅｏｐｈｙｌｌｉｎｅ）
Ｃ７Ｈ８Ｎ４Ｏ２
５８５５９

⑧ 安替比林未知杂质（ＬＣＭＳ确认）
［Ｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ

（ＬＣＭＳｃｏｎｆｉｒｍ）］

１苯基４羟基２，３二（羟甲基）５吡唑啉酮
［１ｐｈｅｎｙｌ４ｈｙｄｒｏｘｙ２，３ｂｉｓ（ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）

５ｐｙｒａｚｏｌｏｎｅ］

Ｃ１１Ｈ１２Ｎ２Ｏ４

⑩ 安替比林已知杂质

（ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）
４氨基安替比林
（４Ａｍｉｎｏａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ）

Ｃ１１Ｈ１１Ｎ３Ｏ
８３０７８

瑏瑡 安替比林已知杂质

（ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）
依达拉奉

（ｅｄａｒａｖｏｎｅ）
Ｃ１０Ｈ１０Ｎ２Ｏ
８９２５８

２９　重复性试验
按照“２２３”项下方法制备含量测定用供试品

溶液６份，按照“２１”项下的色谱条件进样分析，安
替比林含量的 ＲＳＤ为 ０１５％，咖啡因含量的 ＲＳＤ
为０１３％。

２１０　准确度试验
分别精密称取安替比林对照品、咖啡因对照品

处方量的８０％、１００％、１２０％各３份，分别置５０ｍＬ
量瓶中，再加入处方量的辅料，加水使溶解并稀释至

刻度，摇匀，滤过，精密量取续滤液５ｍＬ，置５０ｍＬ
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量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液；按

照“２１”项下的色谱条件测定，计算回收率。咖啡
因平均回收率为９９０３％，ＲＳＤ为０３２％；安替比林
平均回收率为１００５６％，ＲＳＤ为０４２％。

表３　杂质Ｆ校正因子测定
Ｔａｂ３　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＦ

仪器　　　

（ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）　　　

化合物　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　

线性回归方程

（ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）

线性范围

（ｍｇ·ｍＬ－１）

相对校正因子

（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

均值

（ｍｅａｎｖａｌｕｅ）

Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００ 杂质Ｆ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＦ） ｙ＝０４５７３ｘ－０００３２ ０２０１０～４０２００ １０１６ １０１

咖啡因（ｃａｆｆｅｉｎｅ） ｙ＝０４６４６ｘ＋０００１９ ０２０１６～４０３２０

岛津ＬＣ２０ＡＴ（ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０ＡＴ） 杂质Ｆ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＦ） ｙ＝２０９７１ｘ－５５２０５ ０２０１０～４０２００ １００６

咖啡因（ｃａｆｆｅｉｎｅ） ｙ＝２１０９４ｘ＋５４０３９ ０２０１６～４０３２０

２１１　稳定性试验
按照“２２”项下的方法制备含量测定和有关物

质测定用供试品溶液，按照“２１”项下的色谱条件，
分别于０、２、４、６、８、１２ｈ进样分析，安替比林含量的
ＲＳＤ为０１０％，咖啡因含量的 ＲＳＤ为０１６％，有关
物质测定中杂质Ｆ与总杂质含量ＲＳＤ均为５２％。

表４　检测限与定量限结果

Ｔａｂ４　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ（ＬＯＤ）ａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｉｍｉｔ（ＬＯＱ）

ｒｅｓｕｌｔｓ

项目

（ｐｒｏｊｅｃｔ）

安替比林

（ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ）

咖啡因

（ｃａｆｆｅｉｎｅ）

有关物质（ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ） ＬＯＤ／ｎｇ １４ ０８

ＬＯＱ／ｎｇ ４０ ２７

含量测定（ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｔｅｎｔ） ＬＯＱ／ｎｇ １１０ ４４

２１２　耐用性考察
照“２２”项下的方法制备含量测定和有关物质

测定用供试品溶液，分别采用２台高效液相色谱仪
（Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００和 Ａｇｉｌｅｎｔ１２００），测定样品的含量和
有关物质，结果各峰分离度较好，表明方法耐用性

良好。

２１３　有关物质
取本品，按“２２１”项下的方法制备供试品和

对照溶液，按“２１”项下的方法测定，供试品溶液色
谱图中如有杂质峰，杂质 Ｆ峰面积不得大于对照溶
液咖啡因主峰面积（０１０％），各杂质峰面积的和不
得大于对照溶液咖啡因主峰面积（０１％）。有关物
质典型色谱图见图５。
２１４　含量测定

取本品，按“２２３”项下的方法制备供试品和
对照品溶液，按“２１”项的方法测定，含安替比林应

为标示量的９５０％～１０５０％；含咖啡因应为标示量
的９００％～１１００％。样品测定结果见表５，结果均
符合规定。含量测定典型色谱图见图６。

图５　有关物质典型色谱图
Ｆｉｇ５　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

３　讨论
３１　梯度洗脱程序的优化

通过摸索不同比例的梯度洗脱程序，考察了起

始原料、合成中间体副产物及破坏产生的降解杂质

等有关物质的峰形、保留时间、分离度，确定了目前

使用的梯度洗脱程序，可以使各有关物质色谱峰之

间均达到完全分离，且峰形良好。

３２　检测波长的选择
咖啡因及其杂质在２７５ｎｍ处均有较强吸收；安

替比林与其杂质在２７５ｎｍ处也有较大吸收，具有足
够的检测灵敏度，因此选择２７５ｎｍ作为检测波长。
主成分及各杂质ＤＡＤ扫描吸收图见图７。
３３　杂质Ｆ限度的确定

经查询，⑤号杂质 Ｆ具有遗传毒性。按照使用
说明书，本品为口服制剂，成人一次１片，一日根据
需要服用１～３次。按照ＥＭＥＡ及ＦＤＡ遗传毒性杂
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质指导原则，并参考 ＩＣＨＱ３Ｂ制剂杂质控制限度，
其基因毒性杂质的控制限度应为１２０μｇ·ｄ－１，带
入日用量３片（以咖啡因计８１ｍｇ），杂质 Ｆ限度计

算值为０１５％；再参考 ＥＰ９０与 ＵＳＰ４１咖啡因原
料有关物质的限度，单个杂质不得过０１％；综合考
虑，建议⑤号杂质Ｆ拟定限度为０１０％。

表５　含量和有关物质测定结果
Ｔａｂ５　Ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

生产厂家

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）

批号

（ｌｏｔＮｏ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％ 有关物质（ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ）／％

安替比林

（ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ）

咖啡因

（ｃａｆｆｅｉｎｅ）

杂质Ｆ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙＦ）

总杂质

（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ）

１ １７１１０５ ９９８ ９８４ ００２ ００４

１７０９０１ ９９０ １０００ ００２ ００２

１７０８０１ １００２ １００９ ００２ ００５

２ １７０２０４ ９９３ １０１３ ００２ ００５

１７０５０７ ９８８ １０１９ ００２ ００２

１７０６０７ ９９０ １０２３ ００２ ００３

３ １７１００１ １００８ １０７５ ００３ ００３

１６１２０４ ９９６ １０５７ ００２ ００４

１７１００１ １０１４ １０６９ ００２ ００４

图６　含量测定典型色谱图
Ｆｉｇ６　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｆｏｒｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

４　小结
现行标准中安替比林与咖啡因含量测定均采

用滴定法，咖啡因含量测定时，样品需要进行多次

萃取，不仅操作繁琐，容易引起误差，且所使用的

氯仿试剂毒性较大，严重危害人体健康；且该方法

经回收率试验，咖啡因回收率为９４５％～９７９％，
回收率明显偏低。本文建立了同时测定米格来宁

片中安替比林与咖啡因两组分含量的 ＨＰＬＣ方法，
并进行了方法学验证。本方法准确度高，专属性

强，操作简便。

图７　ＤＡＤ扫描吸收图
Ｆｉｇ７　 ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＤＡＤｓｃａｎｎｉｎｇａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
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