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The figure shows drug concentration-time curve of sorafenib tosylate tablets predicted by 
GastroPlus software, which is basically consistent with the measured values.
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硫酸妥布霉素是一种氨基糖苷类抗菌药，用于

多种革兰阴性杆菌和铜绿假单胞菌所致的感染，抗

菌谱广。乙二胺四乙酸二钠 (EDTA-2Na) 作为药

物制剂中常用的螯合剂，能够螯合催化制剂自氧化

反应的微量金属离子，提高制剂的稳定性。EDTA-
2Na 作为螯合剂，一般浓度为 0.005％～ 0.1％ [1]，

HPLC 法测定硫酸妥布霉素注射液中乙二胺四乙酸二钠的含量

范  迪，赵敬丹，闻宏亮，秦  峰，刘  浩*
(上海市食品药品检验研究院，上海 201203)

摘要：建立了 HPLC 法测定硫酸妥布霉素注射液中乙二胺四乙酸二钠 (EDTA-2Na) 的含量。色谱柱采用 Kromisil C18

柱，流动相 A 为含四丁基氯化铵的乙酸盐缓冲液，B 为乙腈∶流动相 A(6 ∶ 4)，梯度洗脱。柱温为 35 ℃，检测波长为

350 nm，进样量为 25 μl。结果显示，EDTA-2Na 在 1.01 ～ 50.32 μg/ml 内线性关系良好，定量限和检测限分别为 0.4、

0.08 μg/ml。平均回收率 (n=9) 为 99.9％，RSD 为 0.9％。建立的方法操作简便、快速、灵敏度高，可用于硫酸妥布霉素

注射液中 EDTA-2Na 的质量控制。
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Determination of Edathamil Disodium in Tobramycin Sulfate Injection by HPLC

FAN Di, ZHAO Jingdan, WEN Hongliang, QIN Feng, LIU Hao*
(Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203)

ABSTRACT: An HPLC method was established to determine the content of edathamil disodium(EDTA-2Na) in 
tobramycin sulfate injection. A Kromisil C18 column was used. The analysis was carried out in the gradient elution mode 
with acetate buffer containing tetrabutylammonium chloride as mobile phase A, and acetonitrile∶mobile phase A(6∶4) 
as mobile phase B. The column temperature was 35 ℃, the detection wavelength was 350 nm, and the injection volume 
was 25 μl. The results showed that it was linear for the EDTA-2Na in the range of 1.01–50.32 μg/ml, and the limit of 
quantification and detection limit were 0.4 and 0.08 μg/ml, respectively. The average recovery rate(n=9) was 99.9％ with 
the RSD of 0.9％. The established method was simple, rapid and sensitive, which could be used for the quality control of 
EDTA-2Na in tobramycin sulfate injection.

Key Words: tobramycin sulfate injection; edathamil disodium; HPLC

但是长期大量摄入 EDTA-2Na 时，其会与血液及骨

骼中的钙形成水溶性螯合物，引起低钙血症或骨钙

流失 [2]。因此，有必要对药物制剂中 EDTA-2Na 的

浓度进行严格控制。

药物制剂中 EDTA-2Na 的含量测定方法主要

包括液相色谱法、分光光度法、LC-MS 法和离子

色谱法等 [3—9]。其中，分光光度法的灵敏度较低，

LC-MS 法和离子色谱法的仪器成本较高且操作较为

繁琐。本研究采用 HPLC 法，使用含离子对试剂的

流动相，通过梯度洗脱的方式测定硫酸妥布霉素注

射液样品中 EDTA-2Na 的含量，以期为该药物制剂

的质量控制提供参考。
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1   仪器与试药

1100 型高效液相色谱仪 ( 美国 Agilent 公司 )；ME 

235S 型电子天平 (德国 Sartorius 公司 )。

乙二胺四乙酸二钠二水合物 ( 北京百灵威科技有限公

司，纯度 99％，批号 LGBOR25)；硫酸妥布霉素注射液 (企

业 A，规格 2 ml，批号 180154、170913、190679) ；四丁

基氯化铵 ( 上海沃凯化学试剂有限公司，纯度 85.0％，批

号 20170207) ；乙酸钠 (上海凌峰化学试剂有限公司，纯度

99.0％，批号 20180929) ；硫酸铁 (国药集团化学试剂有限

公司，分析纯，批号 F20110921)；乙腈 (美国 J.T.Baker 公司，

色谱纯 )；水为纯化水。

2   方法与结果

2.1   色谱条件

色谱柱 Kromisil C18 柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)；

流动相 A 为含四丁基氯化铵的乙酸盐缓冲液 ( 取

四丁基氯化铵 2.4 g 和乙酸钠 4 g，加水 990 ml 溶解

后用冰乙酸调至 pH 4.0，再用水稀释至 1 000 ml)，
B 为乙腈∶流动相 A(6 ∶ 4)，梯度洗脱(0—5.0 min, 
A 100％ ; 5.0—5.1 min, A 100％—0; 5.1—10.0 min, 
A 0; 10.0—10.1 min, A 0—100％ ; 10.1—20.0 min, 
A 100％ )；柱温 35 ℃，检测波长 350 nm，进样量 
25 μl。
2.2   溶液配制

空白溶液：称取硫酸铁 0.2 g，用流动相 A 1 L

溶解，即为空白溶液。

EDTA-2Na 对照品贮备液：精密称取乙二胺

四乙酸二钠二水合物适量，置 200 ml 量瓶中，加

空白溶液溶解并定容，摇匀，制成质量浓度约为

100 μg/ml 的 EDTA-2Na 对照品贮备液。

标准系列溶液：精密量取 EDTA-2Na 对照品贮

备液适量，分别用空白溶液稀释制成每 1 ml 中分

别含 EDTA-2Na 1.01、5.03、10.06、20.13、30.19、
50.32 μg 的系列标准溶液 S1 ～ S6。

供试品溶液 ：精密量取硫酸妥布霉素注射液

1 ml，置 5 ml 量瓶中，用空白溶液定容，摇匀即得。

2.3   方法学验证

2.3.1   线性试验

取“2.2”项下标准系列溶液 S1 ～ S6 各 25 μl，

按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图。以质

量浓度 c(μg/ml)为横坐标、峰面积(A)为纵坐标，进

行线性回归，得 EDTA-2Na 线性方程为 A=6.255 8c–
0.096 4，r=0.999 9。表明 EDTA-2Na 在 1.01 ～

50.32 μg/ml 内线性关系良好。

2.3.2   定量限与检测限

精密量取“2.2”项下标准溶液S1，逐级定量稀释，

进样并记录色谱图，按信噪比 (S/N) 分别为 10 和 3

计算定量限和检测限。结果显示，EDTA-2Na 的定

量限和检测限为 0.4 和 0.08 μg/ml。
2.3.3   精密度试验

取硫酸妥布霉素注射液(批号 180154)，按“2.2”
项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件

连续 3 d 分别进样测定。结果显示 EDTA-2Na 峰面

积的 RSD(n=6) 为 0.7％，表明精密度良好。

2.3.4   重复性试验

取硫酸妥布霉素注射液(批号 180154)，按“2.2”
项下方法制备 6 份供试品溶液，作为重复性试验溶

液，并按“2.1”项下色谱条件进样测定，结果显示，

6 份供试品溶液中 EDTA-2Na 的含量均值 (n=6) 为
0.09 mg/ml，RSD 为 0.4％，表明重复性良好，供试

品溶液典型色谱图见图 1。

0 42 6 8 10 12 14 16 18

EDTA-2Na

t/min

0 42 6 8 10 12 14 16 18
t/min

----------目录图---------------

----------图1---------------

HPLC Chromatogram of  Tobramycin Sulfate Injection

1

1–EDTA-2Na

图 1   供试品溶液典型色谱图

Fig.1   Typical Chromatogram of Sample Solution

2.3.5   回收率试验

取硫酸妥布霉素注射液(批号 180154)，按“2.2”
项下方法制备供试品溶液，取供试品溶液 1 ml，分
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别置不同的 2 ml 量瓶中，分别精密加入标准溶液

S3、S4 和 S5 各 1 ml，摇匀，制成每 1 ml 中分别含

EDTA-2Na 约 14.5、19.5、24.5 μg 的溶液，作为低、

中、高加标回收率试验溶液。分别精密量取上述低、

中、高回收率试验溶液各 25 μl，注入液相色谱仪，

记录色谱图。结果表明，EDTA-2Na 的平均回收率

(n=9) 为 99.9％，RSD 为 0.9％，符合要求。

2.3.6   稳定性试验

取标准溶液 S4，按“2.1”项下色谱条件分别

于放置 0、4、8、16、36 h 和 2 d 时进样测定。结

果显示，EDTA-2Na 峰面积的 RSD(n=6) 为 0.3％，

表明对照品溶液在室温放置 2 d 内稳定性较好。

2.4   样品测定

取 3 个批号的硫酸妥布霉素注射液，按“2.2”
项下方法制备供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条

件进样测定，结果显示 EDTA-2Na 的含量测定结果

均为 0.09 mg/ml。
3   小结

本试验通过在流动相中添加离子对试剂，运用

梯度洗脱的方式建立了测定硫酸妥布霉素注射液中

EDTA-2Na 含量测定的 HPLC 法，该方法具有较高

的专属性、准确性和重现性。由于 EDTA 易与色谱

柱不锈钢表面发生络合，使 EDTA 峰形不佳，本试

验采用 0.02％硫酸铁溶液作为溶剂，使 EDTA 与铁

离子形成较稳定的络合物，从而改善峰形、提高灵

敏度。
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