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摘要：采用高效液相色谱法测定苯佐卡因的含量及其有关物质。色谱柱为0DS—BP柱(250mmx 4．6mm，

5,urn)．流动相为1．0mol／L冰醋酸溶液一甲酵(60 t 40)，流速1．0 ml／min，检测波长290nm。苯佐卡因在5～

125弘g／ml浓度范围内线性良好(r=0．9999)。重复性试验RSD为0．78％，苯佐卡因峰与其他峰之问的分离

良好。本方法操作简单，测定快速、准确，专属性好，适用于苯佐卡因的含量及有关物质的测定。
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Abstract：Method of high performance liquid chromatography(HPLC)was established for the

determination of Benzocaine and its related substances．A ODS—BP column(250mm×4．6mm，

5肚m)was used．The mobile phase was 1．0mol／L acetic acid—methanol(60；40)．The flow rate

was 1．0ml／min and the detection wavelength was 290nm．Benzocaine and its related substances

were completely separated．The calibration curve of Benzocaine was linear in the range of 5 to

125tlg／ml，which correlation cofficient was 0．9999．RSD of the values of repeatability was

O．7 8％．The method is simple，specific，accurate with good reproducibility，which can be used for

the determination of Benzocaine．
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苯佐卡因的化学名称为对氨基苯甲酸乙酯，为

白色针状晶体，临床用做局部麻醉药，有良好的止

痛、止痒作用，主要用于创面、溃疡面、粘膜表面和痔

疮麻醉止痛和痒症，具有稳定性好、起效快维持时

间长和副作用小等优点。同时，苯佐卡因又是重要的

医药中间体，可以作为奥索仿、奥索卡因、普鲁卡因

等前体原料。苯佐卡因在中国药典1990年以来历版

均有收载，在质量标准中，含量测定一直采用永停滴

定法，2010版药典新增加了有关物质的控制，检测

方法采用薄层色谱法‘¨。有关HLPC测定苯佐卡因

含量及有关物质，未见文献报道。本试验建立高效液
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相色谱法测定苯佐卡因的含量以及其有关物质和降

解产物。方法准确、可靠。

l仪器与试药

1．1 仪器

日本岛津LC—loA高效液相色谱仪、UV一10A

紫外检测器，威玛龙色谱工作站。

1．2试药

苯佐卡因对照品(中国药品生物制品检定所提

供，批号100454—200501)，苯佐卡因原料(锦

90203)，对硝基苯甲酸、对氨基苯甲酸、对硝基苯甲

酸乙酯(中国国药集团有限公司提供)。甲醇为色谱

纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。
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2方法与含量测定结果

2．1色谱条件

色谱柱为依利特ODS～BP柱(4．6ram×

250mm，5ptm)，流动相为1．0mol／L冰醋酸溶液一甲

醇(60：40)，流速1．0ml／min，检测波长290nm，进

样量20／_￡1。

2．2检测波长的选择

取苯佐卡因对照品适量，以流动相为溶剂，做紫

外吸收光谱扫描，结果在(290±2)nm处有最大吸

收峰，故检测波长选择为290nm。

2．3溶液的配制

2．3．1 对照品溶液的配制

精密称取苯佐卡因对照品适量，加甲醇配制成

500／zg／ml的溶液作为对照品储备液。精密吸取对照

品储备液适量，加甲醇配制成50vg／ml的溶液作为

对照品溶液。

2．3．2供试品溶液的配制

精密称取苯佐卡因样品5mg，置于100ml量瓶

中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶

液。

2．4系统适应性试验

分别取苯佐卡因、原料对硝基苯甲酸、中间体对

硝基苯甲酸乙酯、降解产物对氨基苯甲酸适量，分别

加流动相溶解并稀释制成每lml各含0．1ing的样

品，按照上述色谱条件，分别量取20／11注入液相色

谱仪，记录色谱图，确定各色谱峰位置。再取上述各

溶液适量，用流动相稀释制成混合溶液，取20vl注

入液相色谱仪，记录色谱图。由图1可知，苯佐卡因

峰与其它成分峰分离均较好，分离度R>1．5，按苯

佐卡因峰计，理论板数大于5000。

^
>

g
V

卧

脚

300．O

223．8

71．3

．5．O

0．0 4．2 8．3 12．5 16．7 20．8 25．o

时间(rain)

图1 系统适应性试验溶液HPI。C色谱

A：对硝基苯甲酸乙酯；B：对氨基苯甲酸；C：苯佐卡因；

D：对硝基苯甲酸。

2．5定量限及检测限

精密量取苯佐卡因对照品溶液和各相关物质溶

液适量，配制成各种合适浓度的溶液，在相同色谱条

件下进样，记录色谱图，当信噪比为10：1时测定定

量限，信噪比为3：1时测定最低检测限。结果测得

苯佐卡因定量检出限为lng，最小检出限：苯佐卡因

0．2ng、对硝基苯甲酸50ng、对硝基苯甲酸乙酯0．2

ng、对氨基苯甲酸0．1ng。

2．6线性关系

精密吸取对照品储备溶液0．1ml、0．5ml、

1．0ml、1．5ml、2．0ml、2．5ml置入10ml容量瓶中，加

甲醇至刻度，摇匀，配制成系列标准工作溶液，分别

进样测定。以浓度(C)为横坐标，对照品峰面积积分

值(A)为纵坐标做标准曲线。结果对照品浓度在5

～125tug／ml范围内呈良好的线性关系，回归方程为

A=29426C一3463，相关系数r=0．9999。

2．7精密度试验

取同一对照品溶液和同一供试品溶液，按色谱

条件连续测定6次，记录苯佐卡因峰面积。结果对照

品溶液和供试品溶液中苯佐卡因峰面积RSD分别

为0．80％、1．12％。本方法的精密度较好。

2．8稳定性考察

取同一供试品溶液，每隔一定时间测定1次，共

测定6次，结果6次测定的苯佐卡因峰面积RSD为

0．98％，本方法在24h内测定稳定。

2．9重现性试验

取同一批样品，按含量测定项下方法平行测定

6份，结果苯佐卡因含量平均值为99．82％，RSD为

0．78％(，z=6)。本方法的重现性较好。

2．10样品含量测定

取苯佐卡因样品5mg，精密称定，按2．3．2项方

法制备供试品溶液。另取苯佐卡因对照品适量，精密

称定，按2．3．1项方法制备对照品溶液。按色谱条件

分别量取20Vl注入高效液相色谱仪中，记录色谱

图。按外标法以峰面积计算苯佐卡因含量，3批苯佐

卡因样品含量测定结果为100．12％、99．75％、

100．98％(见表1)。

表1 3批样品苯佐卡因含量测定和有关物质测定结果
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3有关物质和降解产物

3．1破坏性试验

3．1．1加热破坏

取苯佐卡因适量，置恒温箱中105‘C加热4h

后，取样，按照含量测定项下方法测定，记录色谱图，

结果未见降解产物。

3．1．2酸性破坏

配制适量苯佐卡因水溶液，调节溶液pH值为

2，室温放置4h后，中和，滤过，按照含量测定项下方

法测定，记录色谱图，结果有降解产物出现。

3．1．3碱性破坏

配制适量苯佐卡因水溶液，调节溶液pH值为

11，室温放置4h后，中和，滤过，按照含量测定项下

方法测定，记录色谱图，结果有降解产物出现。

3．1．4光照破坏

取苯佐卡因适量，加甲醇溶解并稀释，摇匀，置

光照强度为45001x条件下照射4h后，取样，按照含

量测定项下方法测定，记录色谱图，结果没有见到降

解产物。

3．1．5氧化破坏

取苯佐卡因适量，置于100ml容量瓶中，加

30％H202溶液20ml，振摇，置室温下放置4h，加甲

醇稀释，按照含量测定项下方法测定，记录色谱图，

结果有降解产物。

上述试验表明，苯佐卡因可在一定条件下水解，

在碱性或酸性水溶液和氧化条件下可以产生降解产

物，酸性条件下较慢，碱性条件下较快，中性条件下

基本无降解。所产生的降解产物的峰与主峰均能达

到基线分离，分离度符合规定，降解产物及杂质均不

干扰测定(图2)。

3．2有关物质测定

取苯佐卡因样品25mg，精密称定，置于25ml容

量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，制成每

lml中含lmg的供试品溶液。精密量取供试品溶液

1．0ml，置于10ml容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇

匀，作为对照溶液。按照含量测定项下的色谱条件进

行试验，取对照溶液20pl，注入液相色谱仪进行预

试，调节仪器检测器灵敏度，使主成分的色谱峰高达

到满量程的25％；再取上述两种溶液各20p1分别注

入液相色谱仪，记录色谱图至主成分峰保留时间的

2．5倍，供试品溶液色谱图中如显示有杂质峰，最大

单个杂质峰面积不得大于对照溶液主峰面积的1／2

(0．5％)，各杂质峰面积(小于对照溶液主峰面积

0．1％的杂质峰忽略不计)总和，不得大于对照溶液

主峰面积(1．O％)，面积归一化法计算总杂质的含

量。3批苯佐卡因样品的有关物质测定结果见表1，

有关物质的色谱图如图3所示。
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图2破坏性试验的HPLC色谱

I：加酸破坏，I：加碱破坏，I：氧化破坏，A：对硝基苯

甲酸乙酯．B：对氨基苯甲酸，C：苯佐卡因。
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图3苯佐卡因有关物质测定的HPLC色谱

3．3药典有关物质测定方法

2010年版中国药典中苯佐卡因的质量标准新

增加了有关物质检查项目，测定方法为薄层色谱法，

按中国药典方法，取供试品溶液和4个不同浓度的

对照溶液，采用无水乙醇一三氯甲烷(0．75：99．25)

为展开剂，在紫外灯254nm下检视，杂质总量不得

过1．o％。对3批苯佐卡因样品进行样品含量和有

关物质的测定，结果(表1)采用薄层色谱法只能进

行半定量检查，而HPLC法能准确定量测定苯佐卡

因中有关物质。

4结束语

参照苯佐卡因的生产工艺路线叫，样品中存在

的有关物质可能有：(1)原料：对硝基苯甲酸；(2)合
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成中间体：对硝基苯甲酸乙酯；(3)降解产物：对氨基

苯甲酸。故选取上述3种物质与苯佐卡因混合制备

色谱条件系统适应性溶液。

有关物质测定结果显示，本品的单个最大杂质

及其他主要杂质峰均在主峰2．5倍保留时间内出

峰，且在进行破坏性实验考察时，各破坏条件下的色

谱图中，主峰2．5倍保留时间后均无杂质峰出现，因

此确定本品有关物质检查的保留时间为主峰保留时

间的2．5倍。

中国药典中采用薄层色谱法对苯佐卡因的有关

物质进行检查，本实验对药典方法和HPLC法进行

了比较，数据结果表明，采用薄层色谱法只能进行半

定量检查，而HPLC法能准确定量测定苯佐卡因中

有关物质。

本方法操作简单，测定快速、准确，专属性好，可

以同时测定苯佐卡因的含量和有关物质，作为原料

的测定方法，对存在的有关杂质和破坏条件下产生

的降解产物进行监控。
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