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高效离子交换色谱－电化学检测法测定米卡芬净原料中盐酸羟胺
高燕霞1 徐艳梅1 闫凯1 韩彬1 高凡钦2

［1．河北省药品医疗器械检验研究院 石家庄 050011，2． 赛默飞世尔科
技( 中国) 有限公司］

摘 要 目的: 建立高效阳离子色谱-电化学法测定米卡芬净原料中残留的盐酸羟胺的方法。方法: 以 IonPac CS16( 250 mm×

5 mm) 色谱柱进行分离，采用 100 mmol ·L－1甲磺酸溶液为淋洗液梯度洗脱，流速为1．0 ml ·ml－1 ; 柱后中和试剂为 500 mmol
·L－1氢氧化钠溶液，流速为0．3 ml ·min－1。采用电化学检测器进行检测，电极材料为金电极，参比电极为 pH-Ag /AgCl 复合
电极，电位波形为氨基酸六电位，柱温 30 ℃，进样体积 25 μl。结果: 羟胺与供试品主峰的分离度良好，羟胺在0．004 2～ 4．2 μg
·ml－1范围内线性关系良好( r= 1．000 0) ，检出限( LOD) 为0．06 ng。结论: 该方法操作简单、专属性强、灵敏度高、重复性
好，可用于米卡芬净中痕量羟胺残留的检测。
关键词 离子色谱; 安培检测器; 米卡芬净; 盐酸羟胺

中图分类号: Ｒ927．1 文献标识码: A 文章编号: 1008-049X( 2021) 04-0734-04

Determination of Hydroxylamine Hydrochloride in Micafungin by High Performance Ion Exchange Chro-
matography with Electrochemical Detection
Gao Yanxia1，Xu Yanmei1，Yan Kai1，Han Bin1，Gao Fanqin2［1．Hebei Institute for Drug Control，Shijiazhuang 050011，China; 2．Ther-
mo Scientific Technology ( China) Co． Ltd．］
ABSTＲACT Objective: To establish a method of high performance ion exchange chromatography with electrochemical detection for
determining residual hydroxylamine hydrochloride in micafungin． Methods: The sample was separated on an analytical column IonPac
CS16( 250 mm×5 mm) ，and then analyzed by an external standard method． Gradient elution was performed using 100 mmol·L－1mesy-
late solution，and the flow rate was 1．0 ml · ml－1 ． The post-column neutralization reagent was 500 mmol ·L－1 sodium hydroxide solu-
tion at a flow rate of 0．3 ml ·min－1 ． The electrode was made of gold，the reference electrode was ph-AG /AgCl composite electrode，
the potential waveform was six potential of amino acid，the column temperature was 30℃，and the volume of injection was 25 μl．Ｒe-
sults: The results showed that within the concentration range of 0．004 2-4．2 μg·ml－1，the calibration curves were linear with the cor-
relation coefficient of 1．000 0． The detection limit was 0．06 ng for hydroxylamine hydrochloride． Conclusion: The method is simple，
effective，sensitive and selective，and suitable for the determination of hydroxylamine hydrochloride in micafungin．
KEY WOＲDS Ion exchange chromatography; Ampere detector; Micafungin; Hydroxylamine hydrochloride

米卡芬净( micafungin) 是由美国默克公司研发
的半合成棘白菌素 B 衍生物，结构式如图 1 所示，
属 β -葡聚糖合成酶抑制药，在体外和真菌感染动物
模型中对念珠菌属和曲霉菌属均有很高的抗菌活

性，对唑类药物产生耐药性的真菌具有良好的抗菌

活性，且对真菌细胞的选择性较强，对人体正常细

胞影响小，具有低毒高效的临床效果，是抗真菌药物

开发的热点［1］。
盐酸羟胺是一种在医药领域有着广泛用途的重

要的有机合成中间体［2］，也是合成米卡芬净的常用

原料，产品中残留的羟胺具有潜在基因毒性

( PGI) ［3］，按照《基因毒性杂质限值指南》［4］要求，
测定残留羟胺的含量对保证药品质量，减小人体危

害具有重要意义。本文建立离子色谱-柱后衍生-安
培检测器测定米卡芬净中盐酸羟胺的方法，以用于

药物中痕量盐酸羟胺的质量控制。

图 1 米卡芬净结构式

1 仪器与试药
DIONEX ICS-5000型离子色谱仪( 美国 Thermo

Fisher科技公司) ，配备安培检测器( ED) 和双泵系
统( 淋洗液单泵和柱后衍生 AXP 泵) ; METTLEＲ
TOLEDO XS205型电子天平( 美国 Mettler-Toledo 公
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司) 。Ion Pac CS16阳离子交换分析柱 ( 250mm ×
4mm) ; On Guard Ⅱ ＲP 柱( 2．5ml，美国 Thermo Fish-
er公司) 。
米卡芬净原料( 批号: 180513、180514、180515，

购自河北某药厂) ; 盐酸羟胺对照品( 批号: 100496-
200801，中国食品药品检定研究院，含量100．0% ) ;
甲基磺酸( MSA，纯度99．5%，阿拉丁) ; 氢氧化钠溶
液( 50%，美国 Thermo Fisher 公司) ; 超纯水( 实验室
自制，Milli-Q，电阻率为18．2 MΩ·cm) ; 试剂盐酸羟
胺和氯化铵为分析纯。
2 方法与结果
2．1 色谱条件
色谱柱: IonPac CS16( 250 mm×5 mm) 阳离子交

换分析柱，IonPac CG16阳离子交换保护柱; 柱温:

30℃ ; 淋洗液条件: 100 mmol·L－1MSA 水溶液，梯
度洗脱，见表 1; 流速: 1．0 ml·min－1 ; 进样体积: 25
μl; 柱后中和试剂组成及流速: 500 mmol· L－1

NaOH，0．3 ml·min－1 ; 检测器: 电化学检测器; 电极

材料: 金电极; 参比电极: pH-Ag /AgCl; 检测器温度:
30℃ ; 电位波形: 积分脉冲安培检测，6 电位波形，见
表 2。

表 1 淋洗液梯度洗脱程序

时间( min) 100 mmol·L－1MSA 水

0 30 70
8．0 30 70
8．1 70 30
20．0 70 30
20．1 30 70
26．0 30 70

表 2 安培电位波形

时间( s) 电位( v) 积分

0．000 0．130
0．040 0．130
0．050 0．330
0．210 0．330 开

0．220 0．550
0．460 0．550
0．470 0．330 关

0．560 0．330
0．570 －1．670
0．580 －1．670
0．590 0．930
0．600 0．130

2．2 溶液配制
2．2．1 空白溶液 30 mmol·L－1 MSA 水溶液，取
1．95 ml甲磺酸，加水 1 000 ml，摇匀。
2．2． 2 对照品储备液 精密称取盐酸羟胺
21．86 mg，置 10 ml 量瓶中，用 30 ml·min－1MSA 溶
解并稀释至刻度，精密量取 1 ml置 50 ml量瓶中，用

30 ml·min－1MSA稀释至刻度，制成每 1 ml 中含羟
胺约 20 μg的溶液，作为对照品储备液，备用。
2．2．3 对照品溶液 取对照品储备液 1 ml，置10 ml
量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，得含羟胺浓度为0．2
μg·ml－1的对照品溶液。
2．2．4 系统适用性溶液 取氯化铵适量，精密称
定，置于 100 ml 量瓶中，精密加入对照品储备液
1．0 ml，用 30 ml·min－1MSA 溶液稀释并定容至刻
度，制成每 1 ml中含羟胺0．2 μg、铵离子0．4 μg的溶
液，摇匀，作为系统适用性溶液。
2．2．5 供试品溶液 取米卡芬净样品0．30 g，精密
称定，置于 10 ml量瓶中，用 30 ml·min－1MSA 溶解
并稀释至刻度，摇匀。过0．22 μm滤膜及 ＲP 柱后进
样分析。
2．2．6 加标供试品溶液 取米卡芬净样品( 批号:
180511) 约0．30 g，精密称定，置于 10 ml 量瓶中，用
0．2 μg·ml－1羟胺溶液溶解并稀释至刻度，摇匀。经
0．22 μm滤膜及 ＲP 柱处理后上样。
2．3 专属性试验
取空白溶液、系统适用性溶液、供试品溶液与供

试品加标溶液分别注入离子色谱仪，记录色谱图见

图 2，盐酸羟胺峰与铵离子峰有效分离，且色谱条件
对样品分析无干扰。
2．4 专属性试验
取米卡芬净原料 1批( 批号: 180515) ，按“2．2”项

下方法制备溶液，分别在酸( 取0．1 mol·L－1 HCL 溶
液 1 ml 加入摇匀，静置 30 min，加入0．1 mol·L－1

NaOH溶液 1 ml，摇匀) 、碱( 取0．1 mol·L－1 NaOH溶
液 1 ml加入摇匀，静置 30 min，加入0．1 mol·L－1 HCL
溶液 1 ml，摇匀) 、高温( 100℃水浴加热60 min) 、光照
( 4 500 lx放置 24 h) 和氧化( 取 30% H2O2加入 1 ml，
放置 30 min) 条件下，进行强制降解试验，所得溶液注
入离子色谱仪，记录色谱图见图 3，结果显示米卡芬
净降解产物对本试验无干扰。
2．5 定量限及检出限试验
精密量取对照品溶液逐级稀释直至信噪比 S /N

约 10，即为定量限溶液。精密量取定量限溶液3 ml，
置 10 ml 量瓶，加水稀释至刻度，摇匀，即为检出限
溶液。取定量限溶液注入液相色谱仪，连续测定 6
次，记录色谱图，结果: 定量限 6 次测定结果的峰面
积 ＲSD为1．02% ( n = 6) ，定量限为0．207 ng，检出限
为0．062 1 ng。
2．6 线性关系考察
分别精密量取对照品储备溶液0．01，0．1，0．5，

1．0，3．0，5．0，10．0 ml分别置 50 ml 量瓶中，加水稀释
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A．系统适用性溶液 B．空白溶剂 C．供试品溶液
D．对照品溶液 E．供试品加标溶液

1．羟胺离子 2．铵根离子

图 2 系统适用性试验 HPLC色谱图

A．酸降解 B．碱降解 C．高温降解 D．光照降解 E．氧化降解

图 3 专属性试验 HPLC色谱图

至刻度，作系列为线性溶液。精密量取上述溶液各
25 μl分别注入液相色谱仪，记录色谱图，以峰面积
( A) 为纵坐标，以浓度( C，μg·ml－1 ) 为横坐标进行
线性回归，结果线性方程为 A= 30．491 8C－0．389 9，r
= 1．000 0，结果表明羟胺浓度在0．004 ～ 4．200 μg·
ml－1范围内线性关系良好。

图 4 检出限 HPLC色谱图

2．7 回收率试验
精密称取米卡芬净原料( 批号: 180515) 0．30 g，

共 9份，置 10 ml量瓶中，分别精密加入对照品储备
溶液 25，50，75 μl各 3份，加 30 ml·min－1MSA稀释
至刻度，过滤。精密量取上述溶液注入液相色谱仪，
记录色谱图，计算回收率。结果羟胺回收率范围为
97．6%～ 100．3%，平均回收率为99．0%，ＲSD 为1．0%
( n= 9) 。符合中国药典 2015年版四部通则 9101 药
品质量标准分析方法验证指导原则规定，准确性良

好。
2．8 精密度试验
精密量取按照“2．1”项下对照品溶液注入液相

色谱仪，重复进样 6 次，记录色谱图，计算 ＲSD，结
果: 羟胺峰保留时间 ＲSD 为0．1% ( n = 6 ) ，峰面积
ＲSD为0．5%( n= 6) 。不同实验人员按“2．2”项下方
法配制对照品溶液 6 份和供试品溶液 ( 批号:
180515) 6份。分别注入液相色谱仪，记录色谱图。
不同实验人员重复测定 6次，ＲSD值均小于2．0%。
2．9 重复性试验
取米卡芬净原料 1 批( 批号: 180514 ) ，按照

“2．1”项下方法配置，平行制备 6份。精密量取对照
品溶液和 6份供试品溶液，注入离子色谱仪，记录色
谱图。考察本法的重复性。结论: 同一实验人员重
复测定 6次，测定结果一致，均未检出羟胺峰。
2．10 溶液稳定性试验
取“2．1”项下方法新鲜配置的对照品溶液和供

试品溶液( 批号: 180513 ) ，于室温放置 0，2，4，6，
8 h，精密量取不同放置时间的上述溶液注入液相色
谱仪，记录色谱图。结果: 供试品溶液与对照品溶液
在室温放置 8 h，样品中均未检出羟胺峰，米卡芬净
在 30 mmol·L－1 MSA 溶液中不会分解出新的羟胺
离子; 对照品溶液中羟胺峰的峰面积 ＲSD为0．3%( n
= 5) ，盐酸羟胺在 30 mmol·L－1MSA溶液中稳定。
2．11 耐用性试验
取系统适用性溶液 25 μl 注入离子色谱仪，以

分离度、理论塔板数为指标，分别考察了不同淋洗液
浓度( 28，32 mmol·L－1 ) 、流速( 0．7，0．9 ml·min－1 )

和柱温( 25，35 ℃ ) 情况下对检测结果的影响。结果
表明，当色谱条件参数有微小变化时，羟胺与供试品
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主峰的分离度均大于 1．5，证明方法耐用性良好。
2．12 样品测定
取米卡芬净原料 3 批，按“2．1”色谱条件测试，

结果见表 3。
表 3 样品测定结果( n=3)

批号 取样量( g) 羟胺测得浓度
( μg·ml－1 )

盐酸羟胺含量
( μg·g－1 )

180513 0．2095 未检出 未检出

180514 0．2010 未检出 未检出

180515 0．2005 未检出 未检出

3 讨论
3．1 色谱条件筛选和优化
对比拟建立方法，分别考察了不同淋洗液浓度

( 28和 32 mmol·L－1 ) 、流速( 0．7和0．9 ml·min－1 )

和柱温( 25和 35 ℃ ) 情况下对检测结果的影响。结
果表明，当色谱条件参数有微小变化时，羟胺与供试

品主峰均能有效分离。综合保留时间、分离度和理
论塔板数指标考量，最终确定色谱条件为: 淋洗液浓

度 30 mmol·L－1，流速0．8 ml·min－1，柱温 30 ℃。
3．2 米卡芬净中羟胺限度的确定
羟胺在人用药品注册技术要求国际协调会

( ICH) 2005年指导原则 M7( Ｒ1) 中明确归属为基因
毒杂质，并以该品种举例计算最大日暴露量( PDE)
限度，在 2017年新发布的指导原则中，典型杂质列
表中只保留了具有相同致突变结构的苯胺，本文将

有类似结构的羟胺按照 PGI进行了控制。
羟胺 PDE为 2 μg·d－1，米卡芬净每日最大使

用量为 300 mg，所以米卡芬净中羟胺的限度为
0．000 7%。
3．3 电化学-离子色谱法
查阅文献，测定盐酸羟胺的方法有酸碱滴定

法［5］、光谱法［6］、共振光散射法［7］、分光光度法［8］

等，操作繁琐，特异性不够，灵敏度低，共存离子容易

对测定产生干扰，难以满足药品中微量盐酸羟胺测

定的实际需要［9］。近年来离子色谱在分析化学领
域的应用已日趋成熟，特别是在针对强极性、水溶性
好、可电离的有机离子化合物分析方面表现出了独
特的优势，羟胺在紫外光区无特征吸收，尤其是具有

相近性质的杂环仲胺盐，易受其他类似化合物干扰，

但是羟胺在安培检测器上的高灵敏度，实现了其中

痕量羟胺残留物的准确分离测定。
3．4 羟胺的分离检测原理
利用经阳离子交换色谱柱分离，碱性条件下盐酸

羟胺在电极表面发生氧化还原反应引起的电流变化，

进而测定盐酸羟胺的含量。离子交换色谱的色谱柱

的填料主要由基质( substrate material ) 和功能基
( functional) 两部分组成。功能基是可解离的无机基
团，与流动相接触，在固定相表面形成带电荷的离子

交换位置，与流动相中的离子发生离子交换，在离子

交换反应中，功能基的本体结构不发生明显变化，仅

由其离子交换功能基的离子与外界同性电荷的离子

发生等量离子交换。色谱柱填料又被称为“离子交换
剂”。IonPac CS16阳离子交换剂的功能基主要是羧

酸，米卡芬净结构中含有羟基，如果进入色谱系统，与

羧酸基团发生酯化反应而降低柱效，OnGuardⅡＲP
柱的主要功能团为二乙烯基苯，对疏水性有机化合

物有非常好的吸附效果，水相溶液过 OnGuardⅡＲP
柱后注入色谱仪，可确保去除全部有机物，并且色谱

图背景较为干净，无任何有机物峰干扰。
3．5 小结
本文依据《已上市化学药品变更研究的技术指

导原则( 一) 》［10］、《化学药物质量标准建立的规范
化过程技术指导原则》［11］和《化学药物杂质研究技
术指导原则》［12］建立米卡芬净原料药中残留羟胺的
检验方法，并通过《化学药物质量控制分析方法验
证技术指导原则》［13］进行验证，方法专属性强，灵敏
度高，耐用性好，结果准确可靠，为原料药中痕量羟

胺的测定提供了参考。
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