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(54)发明名称

盐酸普拉克索缓释片有关物质的检测方法

(57)摘要

本发明公开了盐酸普拉克索缓释片有关物

质的检测方法，采用有机稀释剂和正相色谱体

系，使杂质CD10503能够在检测过程中稳定不分

解，可实现杂质CD10503的准确定量检测，更好地

对盐酸普拉克索缓释片进行质量控制。
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1.盐酸普拉克索缓释片有关物质的检测方法，其特征在于，采用高效液相色谱进行定

性或/和定量检测，液相色谱的检测条件包括：

色谱柱：纤维素‑三(3,5‑二氯苯基氨基甲酸酯）硅胶柱或等效色谱柱；

流动相：正己烷：异丙醇：二乙胺体积比800~900：120~170：0.1~5；

洗脱方式：等度洗脱；

稀释剂：正己烷：异丙醇：乙酸乙酯：二乙胺体积比600：300：100:1；

所述液相色谱检测条件还包括以下的i~iv中的一项或多项：

i色谱柱规格：4.6×250mm，3~5μm；

ii柱温：20~40℃；

iii流速：0.5~2.0ml/min；

iv检测波长：262±2nm；

所述有关物质包括杂质CD10503，结构如下：

。

2.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，流动相为正己烷：异丙醇：二乙胺体积

比850：150：1。

3.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，所述液相色谱检测条件还包括以下的

i~iii中的一项或多项：

i色谱柱规格：4.6×250mm，5μm；

ii柱温：30℃；

iii流速：1.0ml/min。

4.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，进样量为5~50µl。

5.根据权利要求4所述的检测方法，其特征在于，进样量为20µl。

6.根据权利要求1所述的检测方法，其特征在于，还包括制备供试品溶液或/和对照品

溶液：将样品用稀释剂溶解并稀释到指定浓度。
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盐酸普拉克索缓释片有关物质的检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及药物有关物质检测方法领域，特别是涉及盐酸普拉克索缓释片有关物

质的检测方法。

背景技术

[0002] 帕金森是一种多见于老人的身上的中枢神经系统转性病症，伴随着人口老龄化的

加重，帕金森也愈来愈普遍。帕金森对患者的伤害巨大，会使患者内心闭锁，导致消沉的影

响，也会给患者的家庭产生厚重的压力。

[0003] 盐酸普拉克索，是一种胆碱抑制剂，研究表明，普拉克索可根据激话纹状体与黑质

的多巴胺受体而影响纹状体神经细胞充放电頻率来缓解帕金森病人的运动障碍，现已用于

临床治疗帕金森病及其综合征。

[0004] 2014年8月，盐酸普拉克索缓释片(Pramipexole  Dihydrochloride  Sustained 

Release  Tablets)在中国上市，商品名为“森福罗”，进口规格为0.375mg、0.75mg、1.5mg、

3.0mg、4.5mg，用于治疗原发性帕金森病的体征和症状。

[0005] 众所周知，药物中的杂质含量决定着药物的品质，盐酸普拉克索缓释片中的杂质

CD10503易水解成API和甲醛，为了保证药品质量，需严格的控制盐酸普拉克索缓释片中杂

质CD10503的含量。

[0006] 在盐酸普拉克索缓释片进口注册标准的有关物质方法中，采用反相HPLC方法对杂

质CD10503进行了控制，限度为1.0％；但进口注册标准中使用到了磷酸盐水溶液、酶溶液，

样品配制步骤繁琐，耗时较长，而该杂质易水解，很可能在配制过程中就发生降解，导致无

法准确定量该杂质。

[0007] 因此，对盐酸普拉克索缓释片中杂质CD10503的检测方法，还需进一步开发改进和

完善。

发明内容

[0008] 本发明的目的在于提供一种盐酸普拉克索缓释片有关物质的检测方法，检测过程

中杂质CD10503稳定不分解，可对盐酸普拉克索缓释片更好地进行质量控制。

[0009] 根据进口标准的记载，盐酸普拉克索缓释片中可能会存在杂质CD10503，需要对其

含量进行控制，本发明发明人应用进口标准中的方法制备杂质CD10503的对照品溶液时(稀

释剂为磷酸盐缓冲液)发现，杂质CD10503会水解生成普拉克索，而进口标准的供试品溶液

制备和流动相均使用大量的磷酸盐缓冲液，CD10503必然也不稳定，会发生分解，则进口注

册标准的反相色谱体系并不能准确定量盐酸普拉克索缓释片中的杂质CD10503。

[0010] 在本发明中，发明人开发了全新的检测方法，采用有机稀释剂和正相色谱体系，杂

质CD10503能够稳定不分解，可准确测定出CD10503的含量。

[0011] 为了解决上述技术问题，本发明提供了盐酸普拉克索缓释片有关物质的检测方

法，采用高效液相色谱进行定性或/和定量检测，液相色谱的检测条件包括：
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[0012] 色谱柱：纤维素‑三(3,5‑二氯苯基氨基甲酸酯)硅胶柱或等效色谱柱；

[0013] 流动相：正己烷：乙醇：二乙胺体积比750～950：120～170：0.1～5，或正己烷：异丙

醇：二乙胺体积比800～900：120～170：0.1～5；

[0014] 洗脱方式：等度洗脱；

[0015] 稀释剂：流动相，或正己烷：异丙醇：乙酸乙酯：二乙胺体积比500～700：250～350：

200～300：0.1～5。

[0016] 在本发明的具体实施方式中，流动相为正己烷：乙醇：二乙胺体积比850：150：1，或

正己烷：异丙醇：二乙胺体积比850：150：1。

[0017] 进一步地，流动相为正己烷：异丙醇：二乙胺体积比850：150：1。

[0018] 进一步地，稀释剂为流动相，或正己烷：异丙醇：乙酸乙酯：二乙胺体积比600：300：

100：1。

[0019] 在本发明的一个具体实施方式中，稀释剂为正己烷：异丙醇：乙酸乙酯：二乙胺体

积比600：300：100：1。

[0020] 本发明通过实验验证，杂质CD10503在异丙醇：乙酸乙酯：二乙胺体积比600：300：

100：1的溶液中，在室温条件下20h内，稳定性良好，可用于检测中的对照品和供试品制备。

[0021] 进一步地，所述液相色谱检测条件还包括以下的i～iv中的一项或多项：

[0022] i色谱柱规格：4.6×250mm，3～5μm；

[0023] ii柱温：20～40℃；

[0024] iii流速：0.5～2.0ml/min；

[0025] iv检测波长：230～280nm。

[0026] 在本发明的一个具体实施方式中，所述液相色谱检测条件还包括以下的i～iv中

的一项或多项：

[0027] i色谱柱规格：4.6×250mm，5μm；

[0028] ii柱温：30℃；

[0029] iii流速：1.0ml/min；

[0030] iv检测波长：262±2nm。

[0031] 本发明具体实施方式中使用的色谱柱商品名为CHIRALPAK  IC，只要满足上述描述

的色谱柱均可运用于本发明的检测方法，不限于该商品。

[0032] 进一步地，进样量为5～50μl。

[0033] 在本发明的具体实施方式中，进样量为20μl。

[0034] 进一步地，所述检测方法，还包括制备供试品溶液或/和对照品溶液：将样品用稀

释剂溶解并稀释到指定浓度。

[0035] 进一步地，所述检测方法还包括以下内容：

[0036] (1)将对照溶液进样检测；

[0037] (2)将供试品溶液进样检测。

[0038] 所述检测方法可使用面积归一化法、自身对照法、内标法、外标法等方法分析、计

算检测结果。

[0039] 在本发明的具体实施方式中，是采用外标法分析、计算检测结果。

[0040] 本发明的有益效果是：
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[0041] (1)采用本发明方法检测盐酸普拉克索缓释片，杂质CD10503在整个检测过程中稳

定不分解，可实现杂质CD10503的准确定量检测，更好地对盐酸普拉克索缓释片进行质量控

制。

[0042] (2)本发明简化了供试品溶液的制备，操作简单，系统适用性、专属性、检测限和定

量限、线性和范围、精密度、准确度和耐用性均符合要求，为盐酸普拉克索缓释片的检测和

质量控制提供了更简单、可靠的方法。

附图说明

[0043] 图1是盐酸普拉克索缓释片进口注册标准典型图(杂质对照品叠图)；

[0044] 图2是盐酸普拉克索缓释片进口注册标准典型图(CD10503对照品)；

[0045] 图3是CD10503波长扫描图；

[0046] 图4是普拉克索波长扫描图；

[0047] 图5是CD10503稀释剂①图谱(条件1)；

[0048] 图6是CD10503稀释剂②图谱(条件1)；

[0049] 图7是CD10503对照液(10μg/mL)图谱(条件2)；

[0050] 图8是CD10503对照液(1μg/mL)图谱(条件2)；

[0051] 图9是CD10503对照液(1μg/mL)图谱(条件3)；

[0052] 图10是供试品加标溶液检测图谱(条件3)。

[0053] 具体实施方法

[0054] 下面通过具体实施方式和实验对本发明检测方法做进一步说明。

[0055] 本实施例中：

[0056] PMH为普拉克索；

[0057] PMH缓释片为盐酸普拉克索缓释片；

[0058] CD10503结构为：

[0059] 杂质PMH‑Z5、PMH‑Z6、PMH‑Z1为盐酸普拉克索缓释片中的已知杂质，结构如下：
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[0060]

[0061] 实施例1

[0062] 采用盐酸普拉克索缓释片进口注册标准方法：

[0063] 色谱条件与系统适用性试验：用InertsilODS‑3，(3.0mm×150mm，3μm)为填充剂；

流动相A为磷酸盐缓冲液(取辛烷磺酸钠5.0g和磷酸二氢钾9.1g，加水1000ml使溶解，用磷

酸调节pH值至3.0)，流动相B为乙腈；照表1进行梯度洗脱，流速为每分钟0.5ml；柱温为30

℃；使用二极管阵列检测器检测，检测波长分别为240nm，262nm和326nm。

[0064] 表1

[0065]

[0066] 分别精密称取杂质PMH‑Z5与PMH‑Z6对照品混合物、PMH‑Z1、PMH对照品适量，加溶

剂(1)溶解，用磷酸盐缓冲液(pH2.0)稀释并制成每1ml含PMH‑Z5、PMH‑Z6、PMH‑Z1和盐酸普

拉克索各约0.15μg、0.15μg、0.15μg和15μg的溶液，作为系统适用性溶液。取系统适用性溶

液100μl注入液相色谱仪，在262nm波长记录的色谱图中(图1)，出峰顺序依次为杂质PMH‑

Z5、PMH‑Z6、PMH‑Z1和盐酸普拉克索。

[0067] 分别精密称取杂质PMH‑Z5与PMH‑Z6对照品混合物、CD10503、PMH‑Z1、PMH对照品适

量，加溶剂(1)溶解，用磷酸盐缓冲液(pH2.0)稀释并制成每1ml含PMH‑Z5、PMH‑Z6、CD10503、

PMH‑Z1和盐酸普拉克索各约0.15μg、0.15μg、0.15μg、0.15μg和15μg的溶液，作为系统适用

性溶液。取系统适用性溶液100μl注入液相色谱仪，在262nm波长记录色谱图，见图1，对比不

含CD10503的溶液色谱图，新增的色谱峰即为CD10503的色谱峰。

[0068] 再单独称取杂质CD10503，加溶剂(1)溶解，用磷酸盐缓冲液(pH2.0)稀释并制成

0.2mg/ml的CD10503对照品溶液。取CD10503对照品溶液100μl注入液相色谱仪，在262nm波
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长记录色谱图，见图2，色谱图上有两个色谱峰(保留时间分别为23.531min、24.600min)，对

比可知，新增的色谱峰为普拉克索，说明在对照品溶液中，CD10503不稳定，易水解，该方法

无法准确测定CD10503的含量。

[0069] 注：溶剂(1)为甲醇‑乙腈‑磷酸(64：31：5)。

[0070] 实施例2方法筛选

[0071] 对CD10503、PMH进行波长扫描，结果见图3、图4，CD10503在266nm处有最大吸收，

PMH在262nm处有最大吸收。

[0072] 条件1：

[0073] (1)色谱条件：

[0074] 表2

[0075] 色谱柱 CHIRALPAK  AD‑H，250×4.6mm，5.0μm(L‑S‑67)

流动相： 正己烷‑乙醇‑二乙胺(850∶150∶1)

流速 1.0ml/min

柱温 35℃

进样量 75μl

稀释剂 ①流动相②正己烷‑二氯甲烷(85:15)

波长 262nm

运行时间 20min

[0076] (2)溶液配制：

[0077] PMH对照品溶液：取PMH原料药约10mg加稀释剂①溶解并稀释至100ml。

[0078] CD10503对照品溶液：取CD10503  3.81mg加稀释剂①溶解并稀释至10ml。

[0079] CD10503对照品溶液：取CD10503  5.58mg加稀释剂②溶解并稀释至10ml。

[0080] (3)筛选结果

[0081] 分别精密量取上述溶液75μl，注入液相色谱仪，记录色谱图，CD10503采用稀释剂

①制备对照品的检测结果见图5，CD10503采用稀释剂②制备对照品的检测结果见图6。

[0082] 结果表明，CD10503、PMH出峰时间分别为5.605min、14.630min；CD10503以稀释剂

②作为溶剂时，溶剂效应严重。

[0083] 对CD10503在稀释剂①中的稳定性进行考察，结果见表3。

[0084] 表3

[0085] 时间 0h 2h 4h 6h 8h 10h

CD10503峰面积 15480504 14358250 13643095 13260661 13122572 12992215

[0086] 由表3结果可知，CD10503以稀释剂①作为溶剂时，常温下10h内稳定性较差，可能

是由于乙醇导致CD10503稳定性变差，因此还需对稀释剂进行调整。

[0087] 条件2：

[0088] (1)色谱条件：

[0089] 表3
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[0090]

[0091] (2)溶液配制：

[0092] CD10503储备液：取CD10503  10.54mg用稀释剂溶解并稀释至10ml。

[0093] CD10503对照液(10μg/ml)：取CD10503储备液0.1ml稀释至10ml即得。

[0094] CD10503对照液(1μg/ml)：取CD10503对照液(10μg/ml)1ml稀释至10ml即得。

[0095] (3)筛选结果

[0096] 分别精密量取上述溶液75μl，注入液相色谱仪，记录色谱图，10μg/ml的检测图见

图7，1μg/ml的检测图见图8。

[0097] 实验结果表明，用乙酸乙酯替换乙醇后，1μg/ml的CD10503对照液中CD10503无法

被检出，说明该方法灵敏度达不到要求，仍然需要调整。

[0098] 条件3：

[0099] (1)色谱条件：

[0100] 表4

[0101]

[0102] (2)溶液配制：

[0103] CD10503对照液(0.1mg/ml)：取1ml  CD10503对照品，用稀释剂稀释至10ml即得。

[0104] CD10503对照液(1μg/ml)：取CD10503对照液(0.1mg/ml)0.1ml，用稀释剂稀释至

10ml即得。

[0105] 供试品加标溶液A：取PMH缓释片(180601批)细粉658.70mg于10ml量瓶中，加稀释

剂适量使分散，加入CD10503对照液(0.1mg/ml)0.1ml，超声10min，放冷，定容，摇匀后滤过，

取续滤液即得。

[0106] 供试品加标溶液B：取PMH缓释片(181101批)细粉234.34mg于10ml量瓶中，加稀释

剂适量使分散，加入CD10503对照液(0.1mg/ml)0.1ml，超声10min，放冷，定容，摇匀后滤过，
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取续滤液即得。

[0107] (3)筛选结果

[0108] 分别精密量取上述溶液20μl，注入液相色谱仪，记录色谱图。CD10503对照液(1μg/

ml)的色谱图见图9，图中只有CD10503的色谱峰，说明采用正己烷‑异丙醇‑乙酸乙酯‑二乙

胺(600:300:100:1)做稀释剂，CD10503在配制过程中是稳定的。

[0109] 供试品加标溶液B的色谱图见图10，有两个色谱峰，保留时间分别为7.957min、

11.732min)。

[0110] 对该方法的回收率、溶液稳定性进行测定，结果见表5、表6。

[0111] 表5回收率结果

[0112]

[0113]

[0114] 表6溶液稳定性结果

[0115]

[0116] 实验结果表明，该方法下CD10503  0.1μg/ml  S/N为11.4，约为限度浓度的10％，灵

敏度良好；在PMH缓释片(0.375mg和1.5mg)两规格回收率分别为104％和106％，在室温条件

下20h内，对照品溶液及供试品加标溶液中CD10503的稳定性良好。因此，确定条件3为最佳

检测条件。

[0117] 实施例3方法验证

[0118] 最佳分析方法：

[0119] 精密称取盐酸普拉克索缓释片细粉适量(约相当于盐酸普拉克索1mg)，置10ml量

瓶中，加稀释剂[正己烷‑异丙醇‑乙酸乙酯‑二乙胺(600∶300∶100∶1)]适量，振摇使分散，超

声，加稀释剂定量稀释至刻度，摇匀，过滤，取续滤液作为供试品溶液；另精密称取CD10503

对照品适量，加稀释剂溶解并定量稀释成每1ml中约含1μg的溶液，作为对照品溶液。照高效
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液相色谱法(中国药典2015年版四部通则0512)测定，以纤维素‑三(3,5‑二氯苯基氨基甲酸

酯)硅胶为填充剂(CHIRALPAK  IC，250mm×4.6mm,5μm或效能相当的色谱柱)，以正己烷‑异

丙醇‑二乙胺(850:150:1)为流动相；检测波长为262nm，流速为每分钟1.0ml，柱温30℃，运

行时间25min。精密量取供试品溶液和对照品溶液20μl，注入液相色谱仪，记录色谱图。供试

品溶液色谱图中如有与CD10503保留时间一致的色谱峰，按外标法以峰面积计算，不得过盐

酸普拉克索标示量的1.0％。

[0120] 方法学验证结果见表7

[0121] 表7
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[0122]
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[0123]
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[0124]

[0125] 以上所述仅为本发明的实施例，并非因此限制本发明的专利范围，凡是利用本发

明说明书及附图内容所作的等效结构或等效流程变换，或直接或间接运用在其他相关的技

术领域，均同理包括在本发明的专利保护范围内。
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图1

图2

图3
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图4

图5
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图6

图7
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图8

图9
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图10
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