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高效液相色谱法测定盐酸左旋咪唑片的有关物质及含量

鲍实１，２，赵亚萍１，２，曹全胜１，２

（１．湖北省药品监督检验研究院，武汉４３００７５；２．湖北省药品质量检测与控制工程技术研究中心，武汉 ４３００７５）

摘要　目的：建立高效液相色谱法测定盐酸左旋咪唑片的有关物质及含量。方法：有关物质检测采用Ｔｈｅｒ
ｍｏＨｙｐｓｉｌＣ１８（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱，以０７５％磷酸二氢铵溶液（用二异丙胺调节ｐＨ至７０）－

乙腈为流动相，梯度洗脱；含量测定采用ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以０７５％磷酸二

氢铵溶液（用二异丙胺调节ｐＨ至７０）－乙腈（７０∶３０）为流动相。流速均为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长均为
２１５ｎｍ，进样体积均为１０μＬ。结果：建立的有关物质检测方法能较好地分离盐酸左旋咪唑与５个已知杂
质；已知杂质Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ质量浓度在１０８７～２５３７、１１６２～２７１０、１２３８～２８９０、３０８９～７２０７、１２４１～
２８９５μｇ·ｍＬ－１的范围内与峰面积呈良好的线性关系（ｒ＞０９９９），平均校正因子分别为１６、１４、２６、
１２、２４，平均回收率（ｎ＝９）分别为 ９８１％、９９０％、９８６％、１００１％和 ９９９％，ＲＳＤ分别为 ０６３％、
０７９％、０９２％、０９６％、０３３％。建立的含量测定方法能分离盐酸左旋咪唑与相邻杂质 Ｃ；盐酸左旋咪唑
质量浓度在０１０１４～０３０４３ｍｇ·ｍＬ－１的范围内与峰面积呈良好的线性关系（ｒ＝０９９９９）；盐酸左旋咪
唑的平均回收率（ｎ＝９）为１００２％，ＲＳＤ＝０５２％；盐酸左旋咪唑的定量限与检测限分别为００７６ｎｇ和
００３０ｎｇ。采用建立的方法实际测定 ５家企业生产的 １０批样品，总杂质量为 ００５％～０６２％，含量为
９９５％～１０４３％。结论：研究建立的盐酸左旋咪唑片的有关物质和含量测定的方法专属性强，结果准确度
高，可用于盐酸左旋咪唑片中杂质的控制研究以及质量标准的提高。

关键词：盐酸左旋咪唑片；有关物质；杂质；校正因子；含量测定；高效液相色谱
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Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓａｎｄａｓｓａｙｏｆ
ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｔａｂｌｅｔｓｂｙＨＰＬＣ

ＢＡＯＳｈｉ１，２，ＺＨＡＯＹａ－ｐｉｎｇ１，２，ＣＡＯＱｕａｎ－ｓｈｅｎｇ１，２

（１．ＨｕｂｅｉＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｗｕｈａｎ４３００７５，Ｃｈｉｎａ；２．ＨｕｂｅｉＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＤｒｕｇＱｕａｌｉｔｙＣｏｎｔｒｏｌ，Ｗｕｈａｎ４３００７５，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｄｅｖｅｌｏｐａｎＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓａｎｄａｓｓａｙｏｆｌｅ
ｖａｍｉｓｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｔａｂｌｅｔｓＭｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎ
ａＴｈｅｒｍｏＨｙｐｓｉｌＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）Ａｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｗａｓａｐｐｌｉｅｄｗｉｔｈａｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

ｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆ０７５％ ｍｏｎｏｂａｓｉｃａｍｍｏｎｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａｄｊｕｓｔｅｄａｔｐＨ６５ｗｉｔｈｄｉｉｏｐｒｏｐｙｌａｍｉｎｅ）ａｎｄａｃｅ
ｔｏｎｉｔｒｉｌｅＴｈｅａｓｓａｙａｎａｌｙｔｉｃａｌｃｏｌｕｍｎｗａｓｐａｃｋｅｄｗｉｔｈＩｎｔｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）Ｔｈｅ
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ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓ７０ｖｏｌｕｍｅｓｏｆ０７５％ ｍｏｎｏｂａｓｉｃａｍｍｏｎｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａｄｊｕｓｔｅｄａｔｐＨ７０ｗｉｔｈｄｉｉｏ
ｐｒｏｐｙｌａｍｉｎｅ）ｗｉｔｈ３０ｖｏｌｕｍｅｓｏｆａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅＴｈｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓｓｅｔａｔ２１５ｎｍ，ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｎ
ｗａｓ１０μＬ，ａｎｄｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｗｅｌｌｂｙ
ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄａｂｏｖｅＩｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｒａｎｇｅｓｏｆ１０８７－２５３７μｇ·ｍＬ－１，１１６２－２７１０μｇ·ｍＬ－１，１２３８－２８９０μｇ·ｍＬ－１，３０８９－７２０７
μｇ·ｍＬ－１，１２４１－２８９５μｇ·ｍＬ－１（ｒ＞０９９９）ＴｈｅａｖｅｒａｇｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｒｅｅｃｏｌｕｍｎｓａｎｄｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｅｓｗｅｒｅ１６，１４，２６，１２，２４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓ（ｎ＝９）ｗｅｒｅ９８１％，９９０％，９８６％，１００１％，９９９％ ａｎｄｔｈｅＲＳＤｓｗｅｒｅ０６３％，０７９％，
０９２％，０９６％，０３３％ＴｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｌｅｖａｍｉｓｏｌｅａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｙＣｗａｓｇｏｏｄｂｙａｓｓａｙＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ
Ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ０１０１４－０３０４３ｍｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）
Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ（ｎ＝９）ｏｆｌｅｖａｍｉｓｏｌｅｗａｓ１００２％，ＲＳＤ＝０５２％Ｔｅｎｂａｔｃｈｅｓｌｅｖａｍｉｓｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏ
ｒｉｄｅｔａｂｌｅｔｓｆｒｏｍｆｉｖｅｄｏｍｅｓｔｉｃｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅａｂｏｖｅｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓａｎｄ
ａｓｓａｙＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｍａｓｓｗｅｒｅ００５％ －０６２％，ａｎｄｔｈｅａｓｓａｙｓｗｅｒｅ９９５％ －１０４３％
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄｉｓｈｉｇｈｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｔｅＩｔｉｓｓｕｉｔａｂｌｅａｐｐｌｉｅｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ
ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓａｎｄａｓｓａｙｏｆｌｅｖａｍｉｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ；ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ；ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ；ａｓｓａｙ；ＨＰＬＣ

　　盐酸左旋咪唑（ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）是一种
人工合成的咪唑类似物，为四咪唑的左旋体［１］，临床

作为驱肠虫药和生物反应调节剂［２］，《中华人民共和

国药典》收载的剂型包括片剂、肠溶片、颗粒剂和糖

浆剂，近年来还有将左旋咪唑做成滴丸剂［３］的研究，

但片剂仍为左旋咪唑在临床使用的主要制剂形式，

并被世界卫生组织（ＷＨＯ）收入基本药物标准清单
中［４］。盐酸左旋咪唑原料和片剂的现行质量标准均

收载于２０２０年版《中华人民共和国药典》二部，片剂
标准中未设置有关物质检查，仅在原料标准中采用

薄层色谱法对其杂质进行控制，而国外药典ＵＳＰ４３、
ＢＰ２０２０、ＪＰ１４收载的盐酸左旋咪唑片标准中也无有
关物质检查项，仅ＥＰ１００收载的盐酸左旋咪唑原料
标准中对有关物质进行控制，并列出了盐酸左旋咪

唑的５个特定杂质（分子结构见图１）。另外，现行片
剂标准的含量测定方法需先经过三氯甲烷提取，再

采用高氯酸滴定测定其中盐酸左旋咪唑的含量，操

作烦琐并对环境不友好，且易受到制剂中辅料的干

扰而导致滴定终点的判断不明确，因此有必要建立

灵敏度高，准确度好，操作简便的方法来测定盐酸左

旋咪唑片的有关物质及含量。

查阅国内外相关文献［５－１７］，未见有文献系统地

对盐酸左旋咪唑片中的多种已知杂质进行测定，也

未见同时测定有关物质和含量的方法。本文研究内

容来自国家药典委员会药品标准提高课题，具体为

采用灵敏度较高的高效液相色谱法，建立相同的色

谱流动相体系，有关物质采用梯度洗脱方式，含量测

定采用等度洗脱方式，采用有关物质检测条件时能

将ＥＰ１００控制的５个特定杂质完全分离，采用含量
测定条件时能将盐酸左旋咪唑与相邻的杂质 Ｃ分离
良好。本试验建立的方法专属性强，灵敏度高，杂质

控制全面，可用于盐酸左旋咪唑片质量研究和标准

修订，以及其他盐酸左旋咪唑制剂相关控制项目的

建立。

１　仪器与试药
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０液相色谱仪（试验使用主体仪器）；

Ｕｌｉｍａｔｅ３０００液相色谱仪（校正因子测定使用仪器）；
ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏＸＰ２０５电子天平（精确度为十万分之
一）；Ｕ３９００紫外分光光度计；ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｓｉｌＣ１８
（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱、ＤｉｋｍａｓｕｐｒｓｉｌＣ１８
（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱、ＷａｔｅｒｓＣ１８
（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱、ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８色
谱柱（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＣ１８
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱。

二异 丙 胺 （Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ提 供，纯 度 ≥
９９５％）；磷酸二氢铵（国药集团化学试剂有限公司，
分析纯）；乙腈（Ｆｉｓｈｅｒ公司，色谱纯）；高效液相色谱
用水为去离子水（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）。
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图１　左旋咪唑已知杂质Ａ～Ｅ结构图

Ｆｉｇ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｌｅｖａｍｉｓｏｌｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡ－Ｅ

　　对照品盐酸左旋咪唑（批号１００１６７－２０１２０３，含
量 ９９９％）、杂质 Ｄ（批号 １０００２０－２０１３０５，含量
８９６％）购自中国食品药品检定研究院；杂质 Ａ
（批号２６０８－０６０Ａ５，含量９８１％）、杂质 Ｂ（批号
２６６８－０８５Ａ３，含 量 ９９３％）、杂 质 Ｃ（批 号
２６６７－０６２Ａ３，含量９９１％）、杂质 Ｅ（批号２６６７－
０２０Ａ３，含量９７８％）购自 ＴＬＣＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｔａｎｄ
ａｒｄｓＬｔｄ．。

盐酸左旋咪唑片（Ａ企业提供 ３批，批号
１５１２０１、１７０４０３、１７０４０４；Ｂ企业提供 １批，批号
２０１７０３０８；Ｃ企业提供 ３批，批号 １４１００１、１４１２０２、
１７０２０１；Ｄ企业提供１批，批号１４０２０１；Ｅ企业提供２
批，批号１７０１０２、１７０２０１），规格均为２５ｍｇ。
２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　盐酸左旋咪唑对照品溶液　精密称取盐酸
左旋咪唑对照品约２０ｍｇ，加８０％甲醇溶液溶解并定
量稀释成每１ｍＬ中约含盐酸左旋咪唑０２ｍｇ的溶
液，即得。

２１２　混合对照品溶液　精密称取杂质 Ａ对照品
９０６ｍｇ置５０ｍＬ量瓶中，用８０％甲醇溶液溶解并
稀释至刻度，摇匀，即得杂质 Ａ对照品储备液；分别
精密称取杂质 Ｂ、杂质 Ｃ、杂质 Ｄ、杂质 Ｅ的对照品
４８４、５１６、４７１、５１７ｍｇ，分别置４个２５ｍＬ量瓶
中，用８０％甲醇溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，即得
杂质 Ｂ、杂质Ｃ、杂质Ｄ、杂质Ｅ的对照品储备液；精

密称取盐酸左旋咪唑对照品１０３７ｍｇ置１０ｍＬ量
瓶中，分别加入上述 ５个杂质的对照品储备液各
１ｍＬ，用８０％甲醇溶液稀释至刻度，即得混合对照
品溶液。

２１３　分离度考察溶液　精密称取杂质 Ｃ的对照
品５１６ｍｇ置２５ｍＬ量瓶中，用８０％甲醇溶液溶解
并稀释至刻度，摇匀，即得杂质 Ｃ对照品储备液；精
密称取盐酸左旋咪唑对照品１０２３ｍｇ置１０ｍＬ量瓶
中，用８０％甲醇溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，即得
盐酸左旋咪唑对照品储备液；精密量取上述杂质 Ｃ
和盐酸左旋咪唑的对照品储备液各 ２ｍＬ置同一
１０ｍＬ量瓶中，用８０％甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，制
成每１ｍＬ中约含杂质 Ｃ００４ｍｇ和盐酸左旋咪唑
０２ｍｇ的混合溶液，即得。
２１４　供试品溶液　精密称取本品片剂研成的细
粉约 １５０ｍｇ，用 ８０％甲醇溶液溶解并稀释制成每
１ｍＬ中约含盐酸左旋咪唑１０ｍｇ的溶液，作为有关
物质检测用供试品溶液。精密称取本品片剂研成的

细粉约５０ｍｇ，加８０％甲醇溶液溶解并定量稀释成每
１ｍＬ中约含盐酸左旋咪唑０２ｍｇ的溶液，作为含量
测定用供试品溶液。

２１５　对照溶液　精密量取有关物质检测用供试
品溶液１ｍＬ置２００ｍＬ量瓶中，用８０％甲醇溶液稀
释至刻度，摇匀，即得。

２２　色谱条件
２２１　有关物质检测　采用 ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｓｉＬＣ１８
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（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱，以 ０７５％磷酸
二氢铵溶液（用二异丙胺调节 ｐＨ至 ７０）（Ａ）－
乙腈 （Ｂ）为 流 动 相，按 表 １梯 度 洗 脱，流 速
１０ｍｉｎ·ｍＬ－１，检 测 波 长 ２１５ｎｍ，进 样 体 积
１０μＬ。在上述色谱条件下测定“２１２”项下混合
对照品溶液，杂质Ａ、左旋咪唑、杂质Ｃ、杂质Ｄ、杂
质 Ｂ、杂质 Ｅ依次洗脱，各色谱峰之间的分离良
好。见图２－Ⅰ。

表１　有关物质梯度洗脱表
Ｔａｂ１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

流动相（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ａ 流动相（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ｂ

０～１０ ８０→２０ ２０→８０

１０～１４ ２０ ８０

１４～１５ ２０→８０ ８０→２０

１５～２０ ８０ ２０

１．左旋咪唑（ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ）　２．杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）　３．杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ）　４．杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ）　５．杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）　６．杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ）

Ⅰ．混合对照品溶液（有关物质检测）［ｍｉｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ）］　Ⅱ．分离度考察溶液（含量测定）［ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ（ａｓｓａｙＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ）］

图２　左旋咪唑与已知杂质分离色谱图

Ｆｉｇ２　Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｌｅｖａｍｉｓｏｌｅａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

２２２　含量测定　采用 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８（１５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以 ０７５％磷酸二氢铵溶液
（用二异丙胺调节ｐＨ至７０）－乙腈（７０∶３０）为流动
相，检测波长２１５ｎｍ，流速１０ｍｉｎ·ｍＬ－１，进样体积
１０μＬ。在上述色谱条件下测定“２１３”项下分离度
考察溶液，结果见图２－Ⅱ，左旋咪唑主峰与主峰后
相邻杂质Ｃ能达到良好的分离。
２３　有关物质检测方法学验证
２３１　强制降解试验考察　取盐酸左旋咪唑片剂
细粉（Ｂ企业，批号２０１７０３０８）１０ｍｇ置１０ｍＬ量瓶
中，分别进行强酸降解（２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液１ｍＬ，

９０℃加热破坏３ｈ）、强碱降解（２ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化
钠溶液 ２ｍＬ，９０℃加热破坏 ３ｈ）、光照降解
（４５００ｌｘ照度的强光下照射 １１６ｈ）、高温降解
（９０℃加热破坏３ｈ）、氧化降解（３％过氧化氢溶液
１５ｍＬ，放置２ｍｉｎ），酸碱降解进行中和，得到各降
解样品。各降解样品加８０％甲醇溶液溶解并稀释
至刻度，摇匀，滤过，即得破坏后的专属性供试溶

液。取空白溶液（８０％甲醇溶液）、有关物质检测用
供试品溶液和破坏后的专属性供试溶液，按

“２２１”项下色谱条件进样分析，记录色谱图，见图
３。结果显示：未破坏的样品中有已知杂质 Ａ、杂质
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Ｃ、杂质 Ｄ、杂质 Ｅ，及少量主峰前的未知杂质；盐酸
左旋咪唑在多数破坏条件下易发生降解，特别是在

酸、碱、加热、氧化条件下极易产生降解杂质，在光

照条件下较为稳定；与已知杂质的保留时间比较，

在酸破坏的条件下极易降解出已知杂质 Ａ和杂质

Ｃ，在碱性条件下易降解出杂质 Ｃ和杂质 Ｄ，在加热
条件下，杂质Ａ、杂质Ｃ、杂质Ｄ、杂质Ｅ的量均有所
增加，在氧化破坏条件下，主峰前产生较多的未知

杂质，但杂质量较低；建立的液相色谱条件能较好

地分离已知杂质和降解出的未知杂质。

１．左旋咪唑（ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ）　２．杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）　３．杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ）　４．杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ）　５．杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）　６．杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ）

Ⅰ．未破坏（ｕｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ⅱ．酸破坏（ａｃｉｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ⅲ．碱破坏（ａｌｋａｌｉｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ⅳ．加热破坏（ｈｅａｔｓｔｒｅｓｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ⅴ．光照破

坏（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌａｍｐｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ⅵ．氧化破坏（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）

图３　强制降解试验色谱图

Ｆｉｇ３　Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｆｏｒｃｅｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｔｅｓｔｉｎｇ
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２３２　已知杂质的线性与校正因子　采用不同厂
家的色谱柱在不同的液相色谱仪上测定各已知杂质

的线性并计算校正因子。取“２１２”项下各杂质储
备液和“２１１”项下对照品溶液适量，用８０％甲醇按
表２中线性溶液浓度范围进行稀释，制备５个浓度点
的线性溶液，分别采用试验条件１［ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｓｉｌＣ１８
柱（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ），Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０液相色谱
仪］、条件 ２［ＷａｔｅｒｓＣ１８柱（１００ｍｍ×４６ｍｍ，

３μｍ），Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００液相色谱仪］、条件 ３［Ｄｉｋｍａ
ｓｕｐｒｓｉｌＣ１８（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ），Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００
液相色谱仪］，按“２２１”项下有关物质检测色谱条
件进样分析，记录色谱图，以质量浓度（Ｘ，μｇ·
ｍＬ－１）为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐标绘制曲线，以
各杂质线性方程斜率与左旋咪唑线性方程斜率的比

值计算相对校正因子，结果见表２，左旋咪唑与５个
杂质的线性关系良好。

表２　采用不同仪器、不同色谱柱得到的线性回归方程和校正因子
Ｔａｂ２　Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

化合物　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　

试验条件

（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）

线性范围

（ｌｉｎｅｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

线性回归方程　　

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）　　
ｒ

校正因子（ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ）

结果（ｒｅｓｕｌｔ） 平均值（ａｖｅｒａｇｅ）

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） １ １０８７～２５３７ Ｙ＝２９７５８Ｘ－７８４０６ ０９９９５ １６７ １６

２ Ｙ＝３１０５２Ｘ＋００７８４ ０９９９５ １５８

３ Ｙ＝３２１１Ｘ＋００５２２ ０９９９９ １５５

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） １ １１６２～２７１０ Ｙ＝３１７９８Ｘ＋１０８９４ １０００ １５６ １４

２ Ｙ＝３６３４１Ｘ＋０００３８ ０９９９９ １３５

３ Ｙ＝３６５２４Ｘ＋００１１２ ０９９９９ １３６

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） １ １２３８～２８９０ Ｙ＝１８８２９Ｘ＋５０１９５ ０９９９６ ２６３ ２６

２ Ｙ＝１９０３７Ｘ－０１０７５ ０９９９９ ２５７

３ Ｙ＝１８８３９Ｘ－０３９４２ ０９９９７ ２６４

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） １ ３０８９～７２０７ Ｙ＝３６９９２Ｘ＋１１３８１ ０９９９９ １３４ １２

２ Ｙ＝４１１７８Ｘ＋０２８１７ ０９９９９ １１９

３ Ｙ＝４１６８３Ｘ＋０２９４７ ０９９９７ １１９

杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ） １ １２４１～２８９５ Ｙ＝１９５５２Ｘ＋３７４３５ ０９９９５ ２５４ ２４

２ Ｙ＝２１４０９Ｘ＋０１０３８ ０９９９８ ２２９

３ Ｙ＝２１８７４Ｘ＋０４４３５ ０９９９３ ２２７

左旋咪唑（ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ） １ １０５１～９４５９ Ｙ＝４９５８０Ｘ－７２４０８ １０００ － －

２ Ｙ＝４８９９６Ｘ＋０１３９６ １０００ －

３ Ｙ＝４９７４４Ｘ＋００５１８ １０００ －

２３３　回收率试验　分别精密量取“２１２”项下
的各杂质对照品储备液２、１、３ｍＬ各３份，分别置
２５、１０、２５ｍＬ预先装有处方量空白辅料的量瓶
中，用８０％甲醇溶液溶解并稀释至刻度，配制成
８０％、１００％、１２０％（低、中、高）３个浓度水平的回
收率供试溶液。按“２２１”项下有关物质检测色
谱条件进样分析，记录色谱图，按各杂质外标法计

算回收率。杂质 Ａ、杂质 Ｂ、杂质 Ｃ、杂质 Ｄ、杂质Ｅ
的平 均 回 收 率 分 别 为 ９８１％、９９０％、９８６％、
１００１％、９９９％，ＲＳＤ分别为０６３％、０７９％、０９２％、
０９６％、０３３％。
２３４　已知杂质检测限与定量限　取“２１２”项下
各杂质储备液和“２１１”项下对照品溶液适量，用

８０％甲醇逐步稀释至表 ３中待测溶液浓度，按
“２２１”项下有关物质检测色谱条件进样分析，记录
色谱图。以信噪比为３时的质量为检测限，信噪比
为１０时的质量为定量限，结果见表３。
２３５　稳定性考察　取盐酸左旋咪唑片剂细粉
（Ｂ企业，批号 ２０１７０３０８）适量，按“２１４”项下
方法制备有关物质检测用供试品溶液，放置 ０、２、
４、６、８ｈ后，按“２２１”项下有关物质检测色谱条
件进样分析，记录色谱图，考察杂质的变化对样品

的稳定性的影响。杂质 Ａ、杂质 Ｂ、杂质 Ｃ、杂质
Ｄ、杂质 Ｅ检出量的 ＲＳＤ分别为 ３８％、５２％、
１３％、２７％、１０％，考察结果显示供试品溶液在８ｈ
内稳定。
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表３　左旋咪唑和５个已知杂质的定量限与检测限
Ｔａｂ３　ＬＯＱａｎｄＬＯＤｏｆｌｅｖａｍｉｓｏｌｅａｎｄｆｉｖｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

化合物　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　

待测溶液浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ）／（ｍｇ·ｍＬ－１）

定量限

（ＬＯＱ）／ｎｇ

检测限

（ＬＯＤ）／ｎｇ

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） １７７８×１０－５ ０３５５６ ０１７７８

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） １９２２×１０－５ ０３８４４ ０１９２２

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） ２０４５×１０－５ ０４０９０ ０２０４５

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） ４６１３×１０－５ ０４６１２ ０２３０６

杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ） ２０２２×１０－５ ０４０４４ ０２０２２

左旋咪唑（ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ） １１４３×１０－５ ０４５７２ ０１１４３

２３６　精密度考察　取盐酸左旋咪唑片剂细粉（Ｂ
企业，批号２０１７０３０８），按“２１４”项下方法制备有关
物质检测用供试品溶液，按“２２１”项下有关物质检
测色谱条件进样分析，重复进样６次，记录色谱图，
杂质Ａ、杂质 Ｂ、杂质 Ｃ、杂质 Ｄ、杂质 Ｅ检出量的
ＲＳＤ分别为１３％、４８％、１１％、５８％、１６％，考察
结果显示方法的精密度良好。

２３７　耐用性考察　取“２１２”项下的混合对照品
溶液，按“２２１”项下有关物质检测色谱条件，分别
采用ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｓｉｌＣ１８（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色
谱柱和ＤｉｋｍａｓｕｐｒｓｉｌＣ１８（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）
色谱柱进行分析，考察方法的耐用性。结果与左旋

咪唑色谱峰相邻的杂质Ａ与杂质Ｃ的色谱峰的分离
度均能达到３０以上，杂质Ｃ、杂质Ｄ、杂质Ｂ、杂质Ｅ
色谱峰之间分离度符合要求，显示本方法的耐用性

较好。

２４　含量测定方法学验证
２４１　线性考察　精密称取盐酸左旋咪唑对照品
５０７６ｍｇ，置１００ｍＬ量瓶中，用８０％甲醇溶液溶解
并定量稀释至刻度，摇匀，分别精密量取适量，用

８０％甲醇溶液稀释成质量浓度为０１０１０、０１５２１、
０２０２８、０２５３５、０３０４３ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，按
“２２２”项下含量测定色谱条件进样分析，记录色谱
图，以质量浓度（Ａ，ｍｇ·ｍＬ－１）为横坐标，峰面积
（Ｃ）为纵坐标绘制曲线，左旋咪唑回归方程为
Ａ＝４８４３８Ｃ－３４７１４　ｒ＝０９９９９

结果显示左旋咪唑质量浓度在 ０１０１４～
０３０４３ｍｇ·ｍＬ－１的范围内线性关系良好。
２４２　回收率试验　分别精密称取盐酸左旋咪唑
对照品，置１００ｍＬ的量瓶中，加８０％甲醇溶液配制
成质量浓度约为０１６、０２０、０２４ｍｇ·ｍＬ－１的溶液

各３份，同时加入各企业提供处方量的空白辅料，
配制成回收率供试溶液。按“２２２”项下色谱条
件进样分析，记录色谱图，按外标法计算左旋咪唑

的回收率。结果该方法的平均回收率为 １００２％，
ＲＳＤ为０５２％。
２４３　精密度试验　取盐酸左旋咪唑片剂细粉（Ｂ
企业，批号２０１７０３０８），按“２１４”项下方法配制含量
测定用供试品溶液，按“２２２”项下含量测定色谱条
件进样分析，记录色谱图，连续进样６次的左旋咪唑
含量分别为 １０３０％、１０２９％、１０３６％、１０３２％、
１０３９％、１０４０％，ＲＳＤ为 ０４５％，表明方法精密度
良好。

２４４　稳定性考察　取盐酸左旋咪唑片剂细粉
（Ｂ企业，批号 ２０１７０３０８），按“２１４”项下方法
配制含量测定用供试品溶液，放置０、１、２、３、４、６、
８ｈ后，按“２２２”项下含量测定色谱条件进样分
析，记录色谱图，左旋咪唑含量分别为 １０３０％、
１０４０％、１０３５％、１０４６％、１０５２％、１０４９％，ＲＳＤ为
０８３％，表明方法稳定性良好。
２４５　检测限与定量限　取“２１１”项盐酸左旋
咪唑对照品溶液适量，用８０％甲醇溶液稀释浓度至
１５２１×１０－８ｇ·ｍＬ－１，按“２２２”项下色谱条件分
别进样５和２μＬ进行分析，测得信噪比 Ｓ／Ｎ分别
为１１５和 ３１，定量限与检测限分别为 ００７６ｎｇ
和００３０ｎｇ。
２４６　耐用性　分别采用ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８（１５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱和ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＣ１８（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱考察耐用性。取“２１３”项下
分离度考察溶液，按“２２２”项下含量测定色谱条件
进样分析，结果显示左旋咪唑在上述２种色谱柱上
的保留时间分别为５６１５和５２９６ｍｉｎ，杂质 Ｃ的保
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留时间分别为７０９４和７８７３ｍｉｎ，二者在填料与长
度不同的色谱柱上的保留行为存在一定差别，但是

二者的分离情况均良好，分离度分别为７５和１００，
表明方法耐用性较好。

２５　实际样品测定
取 ５家企业共 １０批盐酸左旋咪唑片，采用

“２１４”项下方法分别制备有关物质检测用和含量
测定用供试品溶液，按“２２”项下相应的色谱条件分
别进样测定，记录色谱图。杂质的量按含校正因子

主成分自身对照法计算，低于００５％限度的未知杂
质忽略不计，按外标法计算左旋咪唑含量结果，具体

结果见表４。

表４　实际样品有关物质和含量测定
Ｔａｂ４　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅａｎｄａｓｓａｙｏｆｌｅｖａｍｉｏｌｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ

企业

（ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅ）

批号

（ｂａｔｃｈ）

有关物质的量（ａｍｏｕｔｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ）／％

杂质Ａ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ

Ａ）

杂质Ｂ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ

Ｂ）

杂质Ｃ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ

Ｃ）

杂质Ｄ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ

Ｄ）

杂质Ｅ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ

Ｅ）

未知杂质

（ｕｎｋｗｏｗｎ

ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）

总杂质

（ｔｏｔａｌ

ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）

含量

（ａｓｓａｙ）／

％

Ａ １５１２０１ ０００９ ００００６ ００４ ００７ ００３ ≤００５ ０１６ １０３４

１７０４０３ ０００９ ００００５ ００２ ００７ ００２ ≤００５ ０１３ １０２１

１７０４０４ ０００７ ００００３ ００２ ００７ ００２ ≤００５ ０１２ １０２０

Ｂ ２０１７０３０８ ０００８ ００００１ ０００９ ００２ ０００９ ≤００５ ００５ １０３０

Ｃ １４１００１ ００３ 未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ） ００１ ０１ ００１ ≤００５ ０１９ １００７

１４１２０２ ００４ ００００２ ０００７ ０２ ００３ ≤００５ ０２７ ９９５

１７０２０１ ００１ ００００４ ０００４ ０１ ００２ ≤００５ ０１８ １０１１

Ｄ １４０２０１ ０１１ ０００２ ００９ ０２ ０２２ ≤００５ ０６２ １０４１

Ｅ １７０１０２ ００４ ００００７ ０１２ ００４ ００８ ≤００５ ０２９ １０４１

１７０２０１ ００５ ０００２ ００９ ００５ ０１７ ≤００５ ０３６ １０４３

３　讨论
３１　流动相ｐＨ调节剂的选择

本研究建立有关物质及含量测定的方法采用二异

丙胺调节流动相 ｐＨ，这种有机胺通过减弱碱性溶质
（左旋咪唑为碱性物质）与硅醇基的强相互作用，可以

消除峰拖尾现象，故检出的左旋咪唑主峰的对称性较

好。采用三乙胺和二异丙胺调节流动相 ｐＨ至７０
后，左旋咪唑和杂质Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ的洗脱时间基本一
致，无明显差别，但是三乙胺的碱性较强使得基线的波

动较大，采用二异丙胺调节后基线的波动较为平缓。

３２　杂质的限度
采用ＡＤＭＥＴＰｒｅｄｉｃｔｏｒ药物吸收／毒性性质预测

软件对已知杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ的毒性进行预测。预
测结果ＴＯＸ＿Ｒｉｓｋ（毒性风险系数）越大表示化合物
的毒性越不理想，一般≤２，说明化合物的毒性较小，
根据此预测规则，杂质 Ｂ的毒性风险系数为２１９２，
而其余杂质的毒性风险系数均≤２，尽管预测出杂质
Ｂ毒性较大，应对其严格控制，但实际样品测定结果
表明杂质Ｂ的量极低，说明本品片剂的安全性较好。

另外，杂质Ｄ为２０２０年版《中华人民共和国药典》收
载的盐酸左旋咪唑原料标准中采用薄层色谱法控制

的特定杂质，实际样品中的检出量较其他已知杂质

高，说明国内企业生产中易产生该杂质，但杂质 Ｄ的
毒性预测结果显示，杂质 Ｄ毒性较小，因此可延续
２０２０年版《中华人民共和国药典》中 ０５％的限度
规定。

３３　已知杂质的校正因子
采用不同的液相色谱仪测定杂质 Ａ、杂质 Ｂ、杂

质Ｃ、杂质Ｄ、杂质Ｅ的校正因子基本相同，因此可取
不同液相色谱仪测定出的杂质校正因子的平均值作

为上述已知杂质的校正因子，在标准制修订时可采

用加校正因子的主成分外标法计算各已知杂质，保

证结果的准确。

３４　含量测定与有关物质色谱条件的比较
采用 ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｓｉｌＣ１８（１００ｍｍ×４６ｍｍ，

３μｍ）色谱柱以含量测定的等度洗脱色谱条件检测，
也能将左旋咪唑与５个已知杂质良好分离，但左旋
咪唑主峰的保留时间极短（２２９４ｍｉｎ），不适合含量
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测定，另外在此条件下，杂质 Ｅ的保留时间较长（约
在左旋咪唑峰的７倍时间出峰），且色谱峰裂峰，响
应低，说明杂质Ｅ与主成分的极性差别较大，无法采
用含量测定的等度洗脱条件进行有关物质检测，尽

管含量测定的灵敏度优于有关物质，但是有关物质

的检测限达到１０－１０数量级，已能够充分满足杂质检
出的灵敏度要求。最后改用常规的 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８
（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱进行含量测定，结
果显示主峰的保留时间约为５ｍｉｎ，且与相邻杂质 Ｃ
的分离良好，适合含量测定。含量测定确定的供试

品溶液质量浓度为０２ｍｇ·ｍＬ－１，仅为有关物质检
测确定的供试品溶液质量浓度１０ｍｇ·ｍＬ－１的１／５０，
因此其中的杂质量较低，对含量测定的结果影响较

小，故含量测定时可不考虑其他已知杂质的检出

情况。
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