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高效液相色谱法测定培唑帕尼片的有关物质
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摘要: 目的 建立高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)测定培唑帕尼片有关物质的方法ꎮ 方法 采用 Ｗｅｌｃｈ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＸＢ￣Ｃ１８色谱柱
(２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ以体积分数 ０􀆰 １％ 三氟乙酸水溶液和乙腈为流动相ꎬ进行梯度洗脱ꎻ柱温为 ２０ ℃ꎬ流速为
１􀆰 ０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ － １ꎬ检测波长为 ２６０ ｎｍꎮ 结果 培唑帕尼与各杂质分离度良好ꎻ培唑帕尼、杂质 Ｂ 与杂质 Ｄ 分别在 ０􀆰 ０７ ~
１􀆰 ４１、０􀆰 ０７ ~ １􀆰 ４６ μｇ􀅰ｍＬ － １和 ０􀆰 ０７ ~ １􀆰 ３２ μｇ􀅰ｍＬ － １浓度内ꎬ浓度与峰面积线性关系良好( ｒ 均大于 ０􀆰 ９９９)ꎻ样品在低、
中、高 ３ 个水平的回收率均在 ９０％ ~ １０８％内ꎬ方法准确度良好ꎻ６ 份样品中单个杂质和总杂检出量一致ꎻ当色谱条件发生
微小变化时ꎬ各条件下检测结果一致ꎮ 结论 该方法操作简便ꎬ专属性强ꎬ灵敏度与准确度高ꎬ重复性和耐用性良好ꎬ可用
于培唑帕尼片中有关物质检查ꎮ
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　 　 培唑帕尼是由葛兰素史克公司研制开发的酪

氨酸激酶抑制剂ꎬ于 ２００９ 年 １０ 月获得美国 ＦＤＡ
批准上市ꎬ用于治疗晚期肾癌和肉瘤ꎮ 培唑帕尼

是一种血管内皮细胞生长因子受体(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎ￣
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＶＥＧＦＲ)酪氨酸激

酶抑制剂ꎬ属于靶向治疗药物ꎬ可选择性地将药物

运送到靶部位ꎬ使药物在正常组织内的分布减少ꎬ
从而提高化疗药的疗效并降低毒性和不良反

应[１]ꎬ这种物质可特异性抑制 ＶＥＧＦＲ 及 ＡＴＰ 的

竞争性结合胞外配体结合位点ꎬ阻断分子内酪氨

酸的自身磷酸化ꎬ抑制 ＶＥＧＦＲ 激活ꎬ通过这种方

式阻碍为肿瘤供血的新血管生成ꎬ进而阻断肿瘤

的浸润和转移[２]ꎮ 研究表明ꎬ培唑帕尼治疗晚期

肾癌具有不亚于舒尼替尼的疗效[３]ꎬ并且安全性

更好ꎬ可延长患者无症状生存期ꎬ值得在临床推广

应用[４ － ５]ꎮ 同时ꎬ多项研究显示ꎬ培唑帕尼在肾细

胞癌外的其他肿瘤的治疗中也呈现较好疗效[６]ꎬ
但不良反应事件也多有报道ꎬ药物的疗效还需要

进一步证明ꎮ
目前ꎬ国内对培唑帕尼片有关物质检测方法

的文献相对有限[７]ꎬ现有的研究主要集中在盐酸

培唑帕尼原料药的杂质分析ꎬ包括对基因毒性杂

质检测方法研究及杂质的合成研究[８ － ９]ꎮ 依据国

家药品监督管理局药品审评中心(ＣＤＥ)发布的

«化学药物杂质研究原则» [１０]ꎬ本文对培唑帕尼片

的潜在降解杂质进行剖析及研究ꎬ以确保产品的

安全性ꎮ 本文作者在进口注册标准 (标准号:
ＪＸ２０１２０１９１)中记载的有关物质检测方法的基础

上进行方法开发与优化ꎬ通过对流动相组成及比

例、梯度洗脱程序、柱温等进行研究ꎬ最终确定培

唑帕尼片有关物质的检测方法ꎬ并根据 ＣＤＥ 发布

的«化学药物质量分析方法验证原则» [１１] 对该方

法进行了分析方法验证ꎬ结果显示该方法专属性

强ꎬ灵敏度与准确度高ꎬ重复性和耐用性良好ꎮ 采

用已建立的方法对已知杂质 Ｂ、Ｄ 进行研究ꎬ杂质

Ｂ 和 Ｄ 为氧化降解杂质ꎬ并将其订入质量标准

中ꎮ 具体的杂质结构见图 １ꎮ

１　 仪器与材料

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
科技有限公司)ꎬＸＰＥ２０５ＤＲ、ＸＰＥ５６ 电子天平(瑞
士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司)ꎬＳＴ１６Ｒ 高速冷冻离心机

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 科技公司)ꎬ乙腈(色谱纯ꎬ
美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ科技公司) ꎬ三氟乙酸(色谱
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Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｅｒｓ ｏｆ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ Ｂ ａｎｄ Ｄ
图 １　 杂质 Ｂ 和 Ｄ 的化学结构式

纯ꎬ美国 ＴＥＤＩＡ 公司)ꎬ质量分数 ３０％过氧化氢、
氢氧化钠、盐酸(分析纯ꎬ国药集团化学试剂有限

公司)ꎬ培唑帕尼片(扬子江药业集团有限公司ꎬ
批号:１９０４０４２１、１９０６１４２１、１９０７１６２１)ꎬ杂质 Ｂ 对

照品(含量质量分数为 ９０􀆰 ８％ ꎬ美国 Ｓｔａｎｄａｒｄｐ￣
ｈａｒｍ 有 限 公 司ꎬ 批 号: ＲＳ１９１０６３Ｐ￣ＳＬ￣０１￣
２０１９０９)ꎬ杂 质 Ｄ 对 照 品 ( 含 量 质 量 分 数 为

９０􀆰 ５％ ꎬ美 国 Ｓｔａｎｄａｒｄｐｈａｒｍ 有 限 公 司ꎬ 批 号:
ＲＳ１９１０６５Ｐ￣ＳＬ￣０１￣２０１９０９)ꎬ盐酸培唑帕尼对照品

(含量质量分数为 ９９􀆰 ７％ ꎬ扬子江药业集团有限

公司ꎬ批号:ＲＳ１７０８１５０１￣２０１９０８)ꎻ空白辅料(扬

子江药业集团有限公司)ꎮ

２　 方法

２􀆰 １　 色谱条件

采用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪ꎻ色谱柱:
Ｗｅｌｃｈ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＸＢ￣Ｃ１８ ( ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍꎬ
５ μｍ)ꎻ捕集柱:Ｗｅｌｃｈ Ｇｈｏｓｔ￣Ｂｕｓｔｅｒ (５０ ｍｍ ×
４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎻ流动相 Ａ 为体积分数 ０􀆰 １％三氟

乙酸水溶液ꎬ流动相 Ｂ 为乙腈ꎬ按表 １ 梯度洗脱ꎻ
流速:１􀆰 ０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ － １ꎻ柱温:２０ ℃ꎻ进样量:１０ μＬꎻ
检测波长:２６０ ｎｍꎮ

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ
表 １　 梯度洗脱程序

ｔ / ｍｉｎ φ(Ａ) / ％ φ(Ｂ) / ％

０ ８５ １５
１７ ７２ ２８
２８ ７２ ２８
４２ ５８ ４２
５２ ５８ ４２
５２􀆰 １ ８５ １５
６０ ８５ １５

２􀆰 ２　 溶液的配制

２􀆰 ２􀆰 １　 空白溶液

水 －乙腈 －三氟乙酸(体积比 ５０∶ ５０∶ ０􀆰 １)ꎮ

２􀆰 ２􀆰 ２　 杂质 Ｂ 贮备液

称取杂质 Ｂ １０􀆰 ０２７ ｍｇꎬ 精密称定ꎬ 置于

２５ ｍＬ量瓶中ꎬ加稀释剂超声溶解并稀释定容至

刻度ꎬ制成每 １ ｍＬ 约含 ０􀆰 ４ ｍｇ 溶液ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 杂质 Ｄ 贮备液

称取杂质 Ｄ ９􀆰 ８７８ ｍｇꎬ精密称定ꎬ置于２５ ｍＬ
量瓶中ꎬ加稀释剂超声溶解并稀释定容至刻度ꎬ制
成每 １ ｍＬ 约含 ０􀆰 ４ ｍｇ 溶液ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ４　 系统适用性溶液

称取盐酸培唑帕尼对照品 １０􀆰 ３２９ ｍｇꎬ精密

称定ꎬ置于 ２５ ｍＬ 量瓶中ꎬ精密加入杂质 Ｂ、Ｄ 贮

备液至该量瓶ꎬ稀释至刻度ꎬ制成每 １ ｍＬ 约含培

唑帕尼 ０􀆰 ４ ｍｇꎬ杂质 Ｂ、Ｄ 各约 ０􀆰 ８ μｇ 的溶液ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ５　 供试品溶液

取本品 ５ 片ꎬ置 ５００ ｍＬ 量瓶中ꎬ加稀释剂适

量ꎬ振摇使崩解ꎬ超声 １０ ｍｉｎ 使培唑帕尼溶解ꎬ冷
却至室温ꎬ用稀释剂稀释至刻度ꎬ摇匀ꎬ滤过ꎬ取续

滤液 ５ ｍＬ 置 ２５ ｍＬ 量瓶中ꎬ用稀释剂定容ꎬ摇
匀ꎬ制成每 １ ｍＬ 约含培唑帕尼 ０􀆰 ４ ｍｇ 的溶液ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ６　 对照溶液

取供试品溶液适量ꎬ用稀释剂稀释制成每毫

升约含 ０􀆰 ８ μｇ 的溶液ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ７　 灵敏度溶液

取供试品溶液适量ꎬ用稀释剂稀释制成每毫

升约含 ０􀆰 ０８ μｇ 的溶液ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ８　 空白辅料溶液

称取空白辅料适量ꎬ置 ２５ ｍＬ 量瓶中ꎬ定容

到刻度ꎬ摇匀ꎬ滤膜(０􀆰 ４５ μｍ)滤过ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ９　 培唑帕尼贮备液

称取对照品适量 ９􀆰 ５５２ ｍｇꎬ精密称定ꎬ置于

２５ ｍＬ 量瓶中ꎬ制成每毫升约含 ０􀆰 ４ ｍｇ 溶液ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １０　 杂质对照品溶液

量取杂质 Ｂ 贮备液与杂质 Ｄ 贮备液ꎬ制成每

毫升约含杂质 Ｂ、Ｄ 各约 ０􀆰 ８ μｇ 的溶液ꎮ
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２􀆰 ２􀆰 １１　 ２０％浓度水平回收率试验溶液

取本品 １ 片ꎬ置 ５０ ｍＬ 量瓶中ꎬ加稀释剂适

量ꎬ振摇使崩解ꎬ超声 １０ ｍｉｎ 使培唑帕尼溶解ꎬ冷
却至室温ꎮ 精密加入杂质 Ｂ、杂质 Ｄ 贮备液各

０􀆰 ２ ｍＬꎬ用稀释液稀释至刻度ꎬ摇匀ꎮ 精密量取

５ ｍＬ置 ５０ ｍＬ 量瓶ꎬ加稀释剂稀释至刻度ꎬ摇匀ꎮ
同法配制 ３ 份ꎮ
２􀆰 ２􀆰 １２　 １００％浓度水平回收率试验溶液

取本品 １ 片ꎬ置 １００ ｍＬ 量瓶中ꎬ加稀释剂适

量ꎬ振摇使崩解ꎬ超声 １０ ｍｉｎ 使培唑帕尼溶解ꎬ冷
却至室温ꎮ 精密加入杂质 Ｂ、杂质 Ｄ 贮备液各

１ ｍＬꎬ用稀释液稀释至刻度ꎬ摇匀ꎮ 精密量取

５ ｍＬ置 ２５ ｍＬ 量瓶ꎬ加稀释剂稀释至刻度ꎬ摇匀ꎮ
同法配制 ３ 份ꎮ

２􀆰 ２􀆰 １３　 ２００％浓度水平回收率试验溶液

取本品 １ 片ꎬ置 １００ ｍＬ 量瓶中ꎬ加稀释剂适量ꎬ
振摇使崩解ꎬ超声１０ ｍｉｎ 使培唑帕尼溶解ꎬ冷却至室

温ꎮ 精密加入杂质 Ｂ、杂质 Ｄ 贮备液各 ２ ｍＬꎬ用稀

释液稀释至刻度ꎬ摇匀ꎮ 精密量取５ ｍＬ 置２５ ｍＬ 量

瓶ꎬ加稀释剂稀释至刻度ꎬ摇匀ꎮ 同法配制 ３ 份ꎮ
２􀆰 ３　 方法学验证

２􀆰 ３􀆰 １　 专属性与强制降解试验

辅料干扰试验:取“２􀆰 ２”项下配制的空白溶

液、空白辅料溶液及系统适用性溶液ꎬ按“２􀆰 １”项
下色谱条件进样ꎬ记录色谱图ꎬ结果见图 ２ꎮ 结果

显示ꎬ空白溶液及空白辅料溶液对主成分及各杂

质检测无干扰ꎻ系统适用性溶液中ꎬ主峰与各杂质

间分离度均大于 １􀆰 ５ꎬ方法专属性良好ꎮ

Ａ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｖｅｎｔꎻＢ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓꎻＣ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍ
ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.

Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ￣ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
图 ２　 有关物质 －专属性试验色谱图
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　 　 强制降解试验:按“２􀆰 ２􀆰 ５”项下配制供试品

溶液数份ꎬ分别进行酸破坏(加入 ４ ｍｏｌ􀅰Ｌ －１的盐

酸溶液 ２ ｍＬꎬ在 ６０ ℃水浴放置 ２４ ｈ 后放冷ꎬ再加

入 ４ ｍｏｌ􀅰Ｌ －１的氢氧化钠溶液 ２ ｍＬ 中和)ꎻ碱破坏

(加入４ ｍｏｌ􀅰Ｌ －１的氢氧化钠溶液 ２ ｍＬꎬ在６０ ℃水

浴放置 ２４ ｈ 后放冷ꎬ再加入 ４ ｍｏｌ􀅰Ｌ －１的盐酸溶液

２ ｍＬ 中和)ꎻ氧化破坏(加入质量分数 ３％双氧水

２ ｍＬꎬ在 ６０ ℃水浴放置 ２４ ｈ)ꎬ取本品ꎬ分别进行

高温破坏(本品裸片数片ꎬ置 ６０ ℃恒温恒湿箱中放

置 ７ ｄ)及光照破坏[取本品裸片数片ꎬ至混合光光

照箱(４ ５００ ±５００)１ｘ 中放置 ７ ｄ]ꎮ
取“２􀆰 ２􀆰 ５”项下配制的供试品溶液及上述各

破坏供试品溶液ꎬ按“２􀆰 １”项下色谱条件进样ꎬ记
录色谱图ꎬ结果见图 ３ꎮ 由图可见ꎬ培唑帕尼片在

酸、高温、光照破坏条件下相对稳定ꎬ几乎未产生

新杂质ꎻ在碱破坏条件下ꎬ产生杂质 Ｄꎻ在氧化破

坏条件下ꎬ产生主要降解杂质 Ｂ 与杂质 Ｄꎮ 在各

降解条件下ꎬ各杂质间及各杂质与主成分分离度

均大于 １􀆰 ５ꎬ质量平衡均在 ９０％ ~ １１０％ 内ꎬ主峰

的纯度角均小于纯度阈值ꎬ方法专属性良好ꎮ

Ａ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｕｎｓｔｒｅｓｓｅｄ ｓａｍｐｌｅꎻＢ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｃｉｄ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｓａｍｐｌｅꎻＣ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ
ｂａｓｅ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｓａｍｐｌｅꎻＤ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅｒｍａｌ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｓａｍｐｌｅꎻＥ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｈｏｔｏｓｔｒｅｓｓｅｄ ｓａｍｐｌｅꎻ
Ｆ—ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ￣ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｓａｍｐｌｅ􀆰

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ ｔｅｓｔ
图 ３　 强制降解试验 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ３􀆰 ２　 滤膜吸附试验

实验室常用滤膜为聚四氟乙烯滤膜ꎬ考察聚

四氟乙烯滤膜(０􀆰 ４５ μｍ)对主成分的吸附作用ꎮ
离心样品:取本品 ５ 片ꎬ置 ５００ ｍＬ 量瓶内ꎬ

加稀释剂适量ꎬ振摇使崩解ꎬ超声 １０ ｍｉｎ 使培唑

帕尼溶解ꎬ冷却至室温ꎬ用稀释剂稀释至刻度ꎬ摇
匀ꎬ以 １０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液 ５ ｍＬ
置 ２５ ｍＬ 量瓶中ꎬ用稀释剂稀释至刻度ꎬ混匀ꎮ

过滤样品:取本品 ５ 片ꎬ置 ５００ ｍＬ 量瓶内ꎬ
加稀释剂适量ꎬ振摇使崩解ꎬ超声 １０ ｍｉｎ 使培唑

帕尼溶解ꎬ冷却至室温ꎬ用稀释剂稀释至刻度ꎬ摇
匀ꎮ 依次弃去 ２、４、６、８ ｍＬꎬ取续滤液 ５ ｍＬ 置

２５ ｍＬ量瓶中ꎬ用稀释剂稀释至刻度ꎬ混匀ꎮ
精密量取离心样品、过滤样品各 １０ μＬꎬ分别

进样 １ 针ꎬ记录色谱图ꎮ 验证结果见表 ２ꎮ 与离

心结果相比ꎬ过滤样品在定量限以上的杂质峰的

数量基本一致ꎮ 各杂质含量变化绝对值小于

０􀆰 ０４％ ꎬ总杂的 ＲＳＤ 小于 ５％ ꎮ 由此表明ꎬ滤膜

无吸附干扰ꎮ
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Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｌｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
表 ２　 滤膜吸附试验结果

ｗ( ｉｍｐｕｒｉｔｙ) / ％
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ
Ｓａｍｐｌｅ

Ｆｉｌｔｅｒｅｄ
２ ｍＬ

Ｆｉｌｔｅｒｅｄ
４ ｍＬ

Ｆｉｌｔｅｒｅｄ
６ ｍＬ

Ｆｉｌｔｅｒｅｄ
８ ｍＬ

Ｍａｘ ａｂｓｏｌｕｔｅ
ｃｈａｎｇｅ / ％

ＲＳＤ /
％

Ｕｎｋｎｏｗｎ Ｉｍｐｕｒｉｔｙ １ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０４２ ０􀆰 ００１ —
Ｕｎｋｎｏｗｎ Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ２ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０４４ ０􀆰 ０４３ ０􀆰 ０４５ ０􀆰 ００２ —
Ｕｎｋｎｏｗｎ Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ３ ０􀆰 ００７ ０􀆰 ００７ ０􀆰 ００７ ０􀆰 ００７ ０􀆰 ００７ ０􀆰 ０００ —
Ｔｏｔａｌ Ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ０９４ ０􀆰 ０９３ ０􀆰 ０９４ — ０􀆰 ５６

　 　 —:Ｎｏｔ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ.

２􀆰 ３􀆰 ３　 准确度

分别以自身对照法和杂质外标法计算各杂质

回收率ꎮ 结果如表 ３ 所示ꎮ

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ｒｅｓｕｌｔｓ
表 ３　 准确度结果

Ｎａｍｅ
􀭰ｘ( ｒｅｃｏｖｅｒｙ) /

％
ＲＳＤ / ％
(ｎ ＝ ９)

􀭺ｗ(ｓｅｌｆ￣ｃｏｎｔｒｏｌ
ｍｅｔｈｏｄ) / ％

􀭺ｗ(ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｍｅｔｈｏｄ) / ％

Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ / ％

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｂ ９５􀆰 ３ ２􀆰 １ ０􀆰 １７ ０􀆰 １６ ０􀆰 ０１
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｄ １０４􀆰 ６ ２􀆰 ９ ０􀆰 １９ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ０１

２􀆰 ３􀆰 ４　 定量限与检测限

取培唑帕尼对照品溶液、杂质 Ｂ 贮备液与杂

质 Ｄ 贮备液ꎬ用稀释剂逐级稀释后进样ꎬ记录信

噪比 Ｓ / Ｎ 约为 １０ ∶ １ 的质量浓度即为定量限浓

度ꎮ 信噪比 Ｓ / Ｎ 约为 ３ ∶ １ 的质量浓度即为检测

限浓度ꎮ 结果见表 ４ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ５　 线性

取“２􀆰 ２”项下杂质 Ｂ 贮备液、杂质 Ｄ 贮备液

及培唑帕尼贮备液适量ꎬ用稀释剂稀释ꎮ 分别制

成 质 量 浓 度 为 ０􀆰 ０８、 ０􀆰 １６、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ８、
１􀆰 ６ μｇ􀅰ｍＬ － １和 ２􀆰 ０ μｇ􀅰ｍＬ － １ 的线性试验溶液ꎮ
精密量取上述溶液各 １０ μＬꎬ按“２􀆰 １”项下色谱条

件进样ꎬ记录色谱图ꎮ 以质量浓度(ρꎬμｇ􀅰ｍＬ － １)
为横坐标ꎬ对应的峰面积(Ａ)为纵坐标作图ꎬ确定

出回归方程ꎮ 结果如表 ４ 所示ꎮ
　 　 结果表明ꎬ培唑帕尼、杂质 Ｂ 和杂质 Ｄ 的相

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
表 ４　 线性试验结果

Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ρ /
(μｇ􀅰ｍＬ － １) ｒ ｙ￣Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ / ％
ＬＯＱ /

(μｇ􀅰ｍＬ － １)
ＬＯＤ /

(μｇ􀅰ｍＬ － １)
Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｂ Ａ ＝ ３􀆰 ４０２ × １０４ρ － ７􀆰 ２７８ ０􀆰 ０７ － １􀆰 ４６ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ０００３ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０２ １􀆰 ２８
Ｐａｚｏｐａｎｉｂ Ａ ＝ ４􀆰 ３６９ × １０４ρ ＋ ９０９􀆰 １ ０􀆰 ０７ － １􀆰 ４１ ０􀆰 ９９９ ４ ０􀆰 ０３ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０２ —
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｄ Ａ ＝ ３􀆰 ８１９ × １０４ρ － １１０􀆰 ４ ０􀆰 ０７ － １􀆰 ３２ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ００４ ０􀆰 ０７ ０􀆰 ０２ １􀆰 １４

关系数及 ｙ 轴截距均符合要求ꎬ本方法线性良好ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ６　 杂质的校正因子

校正因子计算公式:培唑帕尼主成分标准曲

线斜率 /各杂质标准曲线斜率ꎬ各杂质的校正因子

见表 ４ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ７　 精密度(重复性)

按“２􀆰 ２”项下配制空白溶液、供试品溶液(平行

配制 ６ 份)、对照溶液ꎬ精密量取上述溶液各１０ μＬꎬ
根据设定的条件进行色谱分析ꎬ记录色谱图ꎮ

验证结果:６ 份供试品溶液中ꎬ含量在定量限

以上的杂质峰个数一致ꎻ单杂和总杂含量变化的

绝对值分别为 ０􀆰 ０１％ 、０􀆰 ０２％ ꎬ方法重复性良好ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ８　 溶液稳定性

在常温条件下考察系统适用性溶液、对照溶

液和供试品溶液的稳定性ꎮ 结果表明ꎬ系统适用

性溶液、对照品、供试品溶液室温放置 ４８ ｈ 稳定ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ９　 耐用性

以“２􀆰 １”色谱条件为基准ꎬ改变流动相的起

始比例、柱温、波长及流速ꎬ考察适用性试验是否

符合要求ꎮ 结果表明ꎬ对流动相起始比例、柱温、
波长及流速做微小变化ꎬ系统适用性均满足要求ꎬ
说明本方法的耐用性良好ꎮ 结果如表 ５ 所示ꎮ
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Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ
表 ５　 耐用性考察结果

ｗ( ｉｍｐｕｒｉｔｙ)
/ ％

Ｉｎｉｔｉａｌ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｒａｔｉｏ
[φ(Ａ):φ(Ｂ)]

８４:１６ ８５:１５ ８６:１４

λ / ｎｍ

２５８ ２６０ ２６２

θ / ℃

２５ ２０ １５

Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ /
(ｍＬ􀅰ｍｉｎ － １)

１􀆰 １ １􀆰 ０ ０􀆰 ９

Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｃｈａｎｇｅ
ｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ / ％

Ｕｎｋｎｏｗｎ
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ １ / ％ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ００

Ｕｎｋｎｏｗｎ
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ２ / ％ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ００

Ｔｏｔａｌ
Ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ / ％ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０􀆰 ０８ ０. ００

３　 结果

采用“２􀆰 １”项下色谱条件ꎬ对 ３ 批培唑帕尼

片产品进行测定ꎬ检验结果显示ꎬ各批样品的单个

杂质和总杂均在限度范围之内ꎬ符合要求ꎮ 结果

见表 ６ꎮ
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ６　 多批样品检测结果

Ｂａｔｃｈ Ｎｏ. ｗ( ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｂ) / ％ ｗ( ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｄ) / ％ ｗ(ｏｔｈｅｒ ｌａｒｇｅｓｔ ｉｍｐｕｒｉｔｙ) / ％ ｗ( ｔｏｔａｌ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ) / ％

１９０４０４２１ ＮＤ ＮＤ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０８
１９０６１４２１ ＮＤ ＮＤ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０７
１９０７１６２１ ＮＤ ＮＤ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ０９

４　 讨论与结论

４􀆰 １　 讨论

４􀆰 １􀆰 １　 色谱条件的选择

参考进口注册标准(标准号:ＪＸ２０１２０１９１)建
立了有关物质方法ꎬ将二元流动相体系进行了优

化ꎬ将流动相 Ｂ 调整为纯有机相ꎬ同时通过调整

梯度变化速率ꎬ将流动相梯度洗脱时间由 ４０ ｍｉｎ
延长至 ６０ ｍｉｎꎬ使杂质 Ｂ 和 Ｄ 与未知杂质峰得到

有效分离ꎬ各杂质间分离度均大于 １􀆰 ５ꎮ
４􀆰 １􀆰 ２　 检测波长的选取

运用二极管阵列检测器 ( ＰＤＡ)ꎬ在 ２００ ~
４００ ｎｍ区间内ꎬ对各杂质以及培唑帕尼进行光谱

扫描ꎮ 经扫描发现ꎬ培唑帕尼以及各类杂质皆在

２６０ ｎｍ 左右呈现出最大吸收ꎮ 由此确定本品有

关物质的检测波长为 ２６０ ｎｍꎮ
４􀆰 １􀆰 ３　 质量标准制定依据

进口注册标准(标准号:ＪＸ２０１２０１９１)中培唑

帕尼片未列入特定杂质ꎬ本文对杂质 Ｂ、Ｄ 进行了

研究ꎬ建立该品种有关物质检测方法ꎬ开展方法学

验证ꎬ研究结果显示ꎬ所有验证结果均符合要求ꎮ
在质量研究过程中发现ꎬ杂质 Ａ、Ｃ 为原料引入的

工艺杂质ꎬ杂质 Ｂ 为氧化降解杂质ꎬ杂质 Ｄ 为碱

和氧降解杂质工艺杂质ꎬＡ、Ｃ 已在原料药内控质

量标准中进行有效控制ꎬ因此ꎬ培唑帕尼片中仅将

降解杂质 Ｂ 和 Ｄ 作为特定已知杂质进行控制ꎮ
４􀆰 １􀆰 ４　 强制降解研究

培唑帕尼片在高温、光照及酸性条件下相对

稳定ꎬ在碱性、氧化条件下不稳定ꎬ主要降解杂质

为杂质 Ｂ 与杂质 Ｄꎮ
４􀆰 １􀆰 ５　 杂质定量方法的选择

杂质 Ｂ 和杂质 Ｄ 校正因子不在 ０􀆰 ９ ~ １􀆰 １
内ꎬ故需采用加校正因子的自身对照法ꎮ 将外标

法与加校正因子自身对照法计算结果对比ꎬ杂质

Ｂ、杂质 Ｄ 含量变化绝对值均不大于 ０􀆰 ０１％ ꎬ为
简化试验操作ꎬ最终确定为使用加校正因子的自

身对照法分析杂质 Ｂ 与杂质 Ｄꎮ
４􀆰 ２　 结论

本文作 者 参 照 进 口 注 册 标 准 ( 标 准 号:
ＪＸ２０１２０１９１)ꎬ建立了培唑帕尼片有关物质的液

相方法ꎬ并对该方法进行方法学验证ꎬ验证项目包

括:专属性、系统适用性、滤膜吸附试验、定量限和

检测限、校正因子、精密度、溶液稳定性及耐用性ꎮ
验证结果均符合要求ꎬ证明其检出结果准确、可
靠ꎬ适用于检查培唑帕尼片中的有关物质ꎮ

本研究作者使培唑帕尼片的质量研究更加充
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分ꎬ可为企业在进行产品研发过程中进行其他杂

质研究时提供参考思路ꎬ对缩短产品的注册审评

时间具有重要意义ꎮ

参考文献:

[ １ ] ＺＨＡＮＧ ＬꎬＹＡＮ ＸꎬＨＯＮＧ Ｈ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌｉ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｃａｒｂｏｎ ｂａｓｅｄ ｄｒｕｇ
ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈｅｎｙａｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒ￣
ｓｉｔｙ (沈阳药科大学学报)ꎬ２０２２ꎬ３９(１):１ －９.

[ ２ ] ＷＡＲＤ Ｊ ＥꎬＳＴＡＤＬＥＲ Ｗ Ｍ. Ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏ￣
ｍａ[Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ２０１０ꎬ１６(２４):５９２３ － ５９２７.

[ ３ ] ＰＩＣＫ Ａ ＭꎬＮＹＳＴＲＯＭ Ｋ Ｋ. Ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ[ Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｔｈｅｒꎬ２０１２ꎬ３４ (３):
５１１ － ５２０.

[ ４ ] ＷＡＮＧ Ｊ ＪꎬＨＵ Ｘ ＹꎬＪＩＡＮＧ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ
ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｆｏｒ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｍｏｄｅｒｎ Ｕｒｏｌｏｇｙ (现代泌尿外科杂志)ꎬ２０２２ꎬ２７(３):２０５ －
２０９ꎬ２１７.

[ ５ ] ＹＥ Ｗ. Ｅｆｆｉｃａｃｙ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ￣ｌｉｎｅ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔｏｆ ａｄｖａｎｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ: ａ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｎｔｅｒ ｓｔｕｄｙ
(培唑帕尼一线治疗晚期肾癌疗效及安全性:一项单中心研

究)[Ｄ] . Ｆｕｚｈｏｕ:Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２０.
[ ６ ] ＨＵＡＮＧ Ｄ ＬꎬＪＩＡ Ｊ ＪꎬＷＵ Ｍ Ｆ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｕｍｏｒ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｈｉｎａ Ｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｄｒｕｇ (中国处方药)ꎬ２０２１ꎬ１９ (７):１８ －
２０.

[ ７ ] ＺＨＡＯ ＬꎬＺＨＡＯ Ｃ ＣꎬＹＡＮＧ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ Ｐａｚｏｐａｎｉｂ
Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ Ｔａｂｌｅｔｓ ｂｙ ＨＰＬＣ[ Ｊ] . Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｙ (中国

药房)ꎬ２０１２ꎬ２３(３３):３１３８ － ３１３９.
[ ８ ] ＵＮ Ｙ ＤꎬＬＩ Ｙ ＷꎬＣＨＥＮ Ｇ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅ￣

ｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ [ Ｊ] . Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ (山东化工)ꎬ２０２２ꎬ５１ (３ ):１１９ － １２１ꎬ
１２４.

[ ９ ] ＳＵＮ Ｃ ＹꎬＪＩ Ｙ ＨꎬＳＨＩ Ｘ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｇｅｎｏｔｏｘｉｃ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ｉｎ ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒ￣
ｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
ｍｅｔｈｏｄ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈｅｎｙａｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
(沈阳药科大学学报)ꎬ２０２１ꎬ３８(９):８９４ － ８９９.

[１０] Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｒｕｇ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ. ＮＭＰＡ. Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｒｕｇ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ[ＥＢ/ ＯＬ]. (２００５ － ０３ － １８)
[２０２４ － ０８ － ２７ ]. ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｏｒｇ. ｃｎ / ｍａｉｎ / ｆｕｌｌｓｅａｒｃｈ /
ｆｕｌｌｓｅａｒｃｈｐａｇｅ.

[１１] Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｒｕｇ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ. ＮＭＰＡ. Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ
ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｒｕｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ
[ＥＢ / ＯＬ] . ( ２００５ － ０３ － １８ ) [２０２４ － ０８ － ２７ ] . ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ｃｄｅ. ｏｒｇ. ｃｎ / ｍａｉｎ / ｆｕｌｌｓｅａｒｃｈ / ｆｕｌｌｓｅａｒｃｈｐａｇｅ.

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ Ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｔａｂｌｅｔｓ ｂｙ
ＨＰＬＣ

ＷＡＮＧ Ｗｅｎｊｕａｎ１ꎬ２ꎬＬＩＡＮＧ Ｎｉｎｇ１∗

(１. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００１６. Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｙａｎｇｚｉｊｉａｎｇ
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｇｒｏｕｐ ＪｉａｎｇＳｕ Ｈａｉａｎ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｃｏ. ꎬＬｔｄ. ꎬＳｕｚｈｏｕ ２１５０００ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａｎ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ Ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｔａｂｌｅｔｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａ Ｗｅｌｃｈ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＸＢ － Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ (２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ) . Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ
０􀆰 １％ (Ｖ / Ｖ) ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｗｉｔｈ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ２０ ℃ꎬ
ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １. ０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ － １ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２６０ ｎｍ. Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｗａｓ ｗｅｌｌ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｌｌ
ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ. Ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ｐａｚｏｐａｎｉｂꎬｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｂ ａｎｄ ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ
０􀆰 ０７ － １􀆰 ４１ꎬ０􀆰 ０７ － １􀆰 ４６ μｇ􀅰ｍＬ － １ ａｎｄ ０􀆰 ０７ － １􀆰 ３２ μｇ􀅰ｍＬ － １ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ( ｒ) > ０􀆰 ９９９.
Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｔ ｌｏｗꎬｍｅｄｉｕｍꎬａｎｄ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ９０％ ｔｏ １０８％ ꎬｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｇｏｏｄ ａｃｃｕｒａｃｙ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｉｘ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｌｉｇｈｔｌｙ
ｍｏｄｉｆｉｅｄꎬ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ｉｎ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｓｔｒｏｎｇ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｃｙꎬａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｇｏｏｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ Ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｔａｂｌｅｔｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐａｚｏｐａｎｉｂ ｔａｂｌｅｔｓꎻＨＰＬＣꎻｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
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