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ＨＰＬＣ法测定艾司奥美拉唑钠中３个潜在
基因毒性杂质的研究及控制
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摘要　目的：建立 ＨＰＬＣ法测定艾司奥美拉唑钠中潜在基因毒性杂质 Ｅ、杂质 Ｉ、２－氯甲基 －３，５二甲
基 －４－甲氧基吡啶。方法：杂质Ｅ色谱条件：ＹＭＣ－ＴｒｉａｒｔＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相

Ａ为００５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾缓冲液，流动相 Ｂ为乙腈，梯度洗脱，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为
３０２ｎｍ，柱温为３０℃；杂质 Ｉ色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＭｉｃｒｏｓｐｈｅｒＣ１８色谱柱（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ），流动相

Ａ为水 －磷酸盐缓冲液（ｐＨ７６）－乙腈（８０∶１０∶１０），流动相 Ｂ为乙腈 －磷酸盐缓冲液（ｐＨ７６）－水
（８０∶１∶１９），梯度洗脱，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为３０２ｎｍ，柱温为３０℃；２－氯甲基 －３，５二甲
基 －４－甲氧基吡啶色谱条件：ＧＬＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ－３色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相 Ａ为
００１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钠溶液（ｐＨ６５），流动相 Ｂ为乙腈，流速为 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为
２６５ｎｍ，柱温为３０℃。结果：杂质 Ｅ、杂质 Ｉ、２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶的线性范围分别
为００２５１～０２００７、００２０２～０３０２７、０１２６６～２１１００μｇ·ｍＬ－１，定量限分别为 ０５０、０４０、
２５３ｎｇ，检测限分别为０１５、０１２、０８４ｎｇ。平均回收率都在９６％～１０４％，ＲＳＤ均 ＜２％。样品中均未
检出潜在毒性杂质。结论：该方法检测杂质的重现性好，精密度高，准确度高，线性良好，分析方法简便

高效。

关键词：艾司奥美拉唑；基因毒性杂质；高效液相色谱法；杂质Ｅ；杂质Ｉ；２－氯甲基－３，５二甲基－４－甲氧
基吡啶
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ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ００５ｍｏｌ·Ｌ－１ｍｏｎｏｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，ｔｈｅｇｒａｄｉｅｎｔｅ
ｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｗａｓｕｓｅｄａｔｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ３０２ｎｍａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃．ＩｍｐｕｒｉｔｉｅｓＩ，ＡｇｉｌｅｎｔＭｉｃｒｏｓｐｈｅｒＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ），ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ
Ａｗａｓｗａｔｅｒ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７６）－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（８０∶１０∶１０），ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７６）－ｗａｔｅｒ（８０∶１∶１９），ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ３０２ｎｍ
ａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃２－ｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ－４－ｍｅｔｈｏｘｙ－３，５－ｄｉｍｅｔｈｌｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＧＬＩｎｅｒｔｓｉｌ
ＯＤＳ－３ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡｗａｓ００１ｍｏｌ·Ｌ－１ｄｉｓｏｄｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
（ｐＨ６５），ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ
２６５ｎｍａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＥ，ｉｍｐｕｒｉｔｙＩａｎｄ
２－ｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ－４－ｍｅｔｈｏｘｙ－３，５－ｄｉｍｅｔｈｌｐｙｒｉｄｉｎｅｗｅｒｅ００２５１－０２００７，００２０２－０３０２７，０１２６６－
２１１００μｇ·ｍＬ－１ＴｈｅＬＯＱｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＥ，ｉｍｐｕｒｉｔｙＩ，２－ｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ－４－ｍｅｔｈｏｘｙ－３，５－ｄｉｍｅｔｈｌｐｙｒｉｄｉｎｅ
ｗｅｒｅ０５０，０４０，２５３ｎｇ，ａｎｄｔｈｅＬＯＤｗｅｒｅ０１５，０１２，０８４ｎｇＴｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ
９６％ ｔｏ１０４％，ａｎｄｔｈｅＲＳＤｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎ２％Ｎｏｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｈａｓｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｇｏｏｄｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ，ｈｉｇｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｈｉｇｈａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉ
ｔｙ，ａｎｄｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔｈｏｄａｒｅｓｉｍｐｌｅａｎｄｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｅｓｏｍｅｐｒａｚｏｌｅ；ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ；ｉｍｐｕｒｉｔｙＩ；
２－ｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ－４－ｍｅｔｈｏｘｙ－３，５－ｄｉｍｅｔｈｌｐｙｒｉｄｉｎｅ

　　艾司奥美拉唑钠属于抑制胃酸分泌药，是胃壁
细胞中质子泵的特异抑制剂［１－４］，在胃壁细胞泌酸微

管中的高酸条件下可以转化为活性模式，抑制该部

位的质子泵活动，对于基础胃酸和受刺激后胃酸的

分泌都有抑制作用。可以用于治疗急性上消化道出

血［５－７］，急性消化性溃疡出血［８］，改善重症急性胰腺

炎患者肠黏膜屏障功能［９］等疾病。

杂质是指在药品生产、运输、贮藏等过程中产生

或引入的影响药物纯度的物质。基因毒性杂质

（ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ，ＧＴＩｓ）是指能引起遗传毒性的
杂质［１０－１１］，极微量水平即能诱发 ＤＮＡ突变，具有重
大的遗传毒性安全风险，需要重点控制［１２］。根据艾

司奥美拉唑钠的制备工艺，分析了其杂质来源，主要

有工艺杂质和降解杂质。艾司奥美拉唑钠有关物质

的ＨＰＬＣ检测方法已经收载于２０２０年版《中华人民
共和国药典》（以下简称《中国药典》），包括一部分

杂质的质量标准［１３］，但并未收载杂质 Ｅ、杂质 Ｉ、２－
氯甲基－３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶（基因毒性杂
质）的检测方法。参考 ＩＣＨ（Ｍ７）中毒理学关注阈值
（ＴＣＣ，１５μｇ·ｄ－１）作为基因毒性杂质的可接受限
度［１４］，按照注射用艾司奥美拉唑钠日最大服用剂量

４０ｍｇ计算，则计算限度为３７５μｇ·ｇ－１。为了实现

对这几个基因毒性杂质的质量控制，利用ＨＰＬＣ法进
行测定。

李锐等［１５］采用质谱法对艾司奥美拉唑钠基因毒

性杂质杂质Ｅ、杂质Ｉ进行检查，王璐等［１６］采用质谱

法对艾司奥美拉唑钠中基因毒性杂质２－氯甲基 －
３，５二甲基－４－甲氧基吡啶进行检查。本文采用更
加简便的方法、更普及的检测设备进行３个基因毒
性杂质的检测。

１　仪器与试药
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；

ＣＰＡ２２５Ｄ电子天平（精度 ０００１ｇ，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；
ＡＵＷ２２０电子天平（精度 ０１ｍｇ，岛津公司）；ＹＭＣ
ＴｒｉａｒｔＣ１８色谱柱（ＹＭＣ公司）、ＡｇｉｌｅｎｔＭｉｃｒｏｓｐｈｅｒＣ１８
色谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＧＬＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ－３色谱柱
（ＧＬ公司）；ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８色谱柱（Ｗａｔｅｒｓ
公司）。

样品：艾司奥美拉唑钠原料（批号 １７０６０１、
１７０７０１、１７０７０２、Ｃ０３７－２２０００６，四川海思科制药有
限公司）；乙腈（色谱纯，Ｍｅｒｃｋ公司）；杂质 Ｅ对照品
（批号ＥＳＥ２０１３０１２９，纯度９８５７％，上海诺星医药科
技有限公司）；杂质 Ｉ对照品（批号９５１６０８０４，纯
度９９１０％，ＬＧＣ公司）；２－氯甲基 －３，５二甲基 －
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４－甲氧基吡啶盐酸盐对照品（批号０２３２２ＣＥＶ，纯度
９９７％，Ｓｉｇｍａ公司）；磷酸二氢钾、氢氧化钾、磷酸二
氢钠及磷酸氢二钠（分析纯，国药集团化学试剂有限

公司）。

２　方法与结果
２１　色谱条件
２１１　杂质 Ｅ　采用 ＹＭＣ－ＴｒｉａｒｔＣ１８色谱柱（２５０
ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），流动相 Ａ为００５ｍｏｌ·Ｌ－１磷
酸二氢钾缓冲液（１２５ｇ·ｍＬ－１氢氧化钾溶液调 ｐＨ
７６），流动相Ｂ为乙腈，梯度洗脱（０～５ｍｉｎ，８５％Ａ；
５～２０ｍｉｎ，８５％Ａ→７０％Ａ；２０～３０ｍｉｎ，７０％Ａ；
３０～３１ｍｉｎ，７０％Ａ→５０％Ａ；３１～３６ｍｉｎ，５０％Ａ；
３６～３７ｍｉｎ，５０％Ａ→８５％Ａ；３７～５０ｍｉｎ，８５％Ａ），流
速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为３０２ｎｍ，进样量为
２０μＬ，柱温为３０℃。
２１２　杂质 Ｉ　采用 ＡｇｉｌｅｎｔＭｉｃｒｏｓｐｈｅｒＣ１８色谱柱
（１００ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ），流动相 Ａ为水 －磷酸
盐缓冲液（ｐＨ７６）（每１０００ｍＬ中含０００５２ｍｏｌ
磷酸二氢钠与 ００３２ｍｏｌ磷酸氢二钠）－乙腈
（８０∶１０∶１０），流动相 Ｂ为乙腈 －磷酸盐缓冲液
（ｐＨ７６）－水（８０∶１∶１９），梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ，
１００％Ａ→８０％Ａ；１０～３０ｍｉｎ，８０％Ａ→０％Ａ；３０～３１
ｍｉｎ，０％Ａ→１００％Ａ；３１～４５ｍｉｎ，１００％Ａ），流速为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为 ３０２ｎｍ，进样量为
２０μＬ，柱温为３０℃。
２１３　２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡
啶　采用ＧＬＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ－３色谱柱（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ），流动相 Ａ为００１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钠
溶液（ｐＨ６５），流动相 Ｂ为乙腈，梯度洗脱（０～２０
ｍｉｎ，６０％Ａ；２０～２１ｍｉｎ，６０％Ａ→２０％Ａ；２１～３５ｍｉｎ，
２０％Ａ；３５～３６ｍｉｎ，２０％Ａ→６０％Ａ；３６～４５ｍｉｎ，６０％
Ａ），流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为２６５ｎｍ，进
样量为２０μＬ，柱温为３０℃。
２２　溶液的制备
２２１　杂质 Ｅ　取样品适量，精密称定，加５０％乙
腈溶液（稀释剂１）溶解并定量稀释制成每１ｍＬ中约
含２５ｍｇ的艾司奥美拉唑钠溶液，摇匀，作为杂质Ｅ
供试品溶液。

精密称取杂质 Ｅ对照品适量，用稀释剂１溶解
并定量稀释制成每１ｍＬ中约含１μｇ的溶液，摇匀，
作为杂质Ｅ对照品储备液，精密量取１００ｍＬ，置１０
ｍＬ量瓶中，用稀释剂１稀释至刻度，摇匀，作为杂质

Ｅ对照品溶液（０１μｇ·ｍＬ－１）。
精密称取样品２５００ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加入

杂质Ｅ对照品储备液１ｍＬ，用稀释剂１溶解并稀释
至刻度，摇匀，作为杂质Ｅ系统适用性溶液。
２２２　杂质Ｉ　取样品适量，精密称定，用流动相 Ａ
［水 －磷酸盐缓冲液（ｐＨ７６）（每 １０００ｍＬ中含
０００５２ｍｏｌ磷酸二氢钠与００３２ｍｏｌ磷酸氢二钠）－
乙腈（８０∶１０∶１０）］（稀释剂２）溶解并定量稀释制成
每１ｍＬ中约含５ｍｇ的艾司奥美拉唑钠溶液，摇匀，
作为杂质Ｉ供试品溶液。

另精密称取杂质Ｉ对照品适量，用稀释剂２溶解
并定量稀释制成每１ｍＬ中约含２μｇ的溶液，摇匀，
作为杂质 Ｉ对照品储备液，精密量取 １００ｍＬ，置
１０ｍＬ量瓶中，用稀释剂２稀释至刻度，摇匀，作为杂
质Ｉ对照品溶液（０２μｇ·ｍＬ－１）。

精密称取样品５０００ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加入
杂质Ｉ对照品储备液１ｍＬ，用稀释剂２溶解并稀释
至刻度，摇匀，作为杂质Ｉ系统适用性溶液。
２２３　２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡
啶　取样品适量，精密称定，用４０％乙腈溶液（稀释
剂３）溶解并定量稀释制成每 ｌｍＬ中约含２５ｍｇ的
艾司奥美拉唑钠溶液，摇匀，作为２－氯甲基 －３，５
二甲基－４－甲氧基吡啶供试品溶液。

精密称取２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基
吡啶对照品适量，用稀释剂３溶解并定量稀释制成
每１ｍＬ中含２－氯甲基－３，５二甲基－４－甲氧基吡
啶１０μｇ的溶液，摇匀，作为２－氯甲基 －３，５二甲
基－４－甲氧基吡啶对照品储备液，精密量取
１００ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，用稀释剂３稀释至刻度，
摇匀，作为２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡
啶对照品溶液（１μｇ·ｍＬ－１）。

精密称取样品２５０００ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加
入上述对照品储备液１ｍＬ，用稀释剂３溶解并稀释
至刻度，摇匀，作为２－氯甲基 －３，５二甲基－４－甲
氧基吡啶系统适用性溶液。

２３　方法学验证
２３１　专属性试验　取稀释剂１～３，“２２”项制备
的３个成分的对照品溶液、供试品溶液和系统适用
性溶液，分别按照拟定的色谱条件进行杂质定位。

结果这３个杂质均能够很好地分离，系统适用性溶
液样品中其他杂质均不干扰检测，色谱条件的专属

性良好（图１）。
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ａ．系统适用性溶液（ｓｙｓｔｅｍａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎ）　ｂ．对照品溶液（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）　ｃ．稀释剂２（ｓｏｌｖｅｎｔ２）　ｄ．稀释剂３（ｓｏｌｖｅｎｔ３）

Ａ．杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ）　Ｂ．杂质Ｉ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＩ）　Ｃ．２－氯甲基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶（２－ｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ－３，５－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－４－ｍｅｔｈｏｘｙｐｙｒｉ

ｄｉｎｅ）

图１　专属性色谱图

Ｆｉｇ１　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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２３２　线性关系考察　取杂质 Ｅ对照品适量，精密
称定，分别用稀释剂 １溶解并制成质量浓度为
００２５、００５、００８、０１０、０１５、０２０μｇ·ｍＬ－１的系列
浓度杂质Ｅ对照品溶液；取杂质 Ｉ对照品适量，精密
称定，分别用稀释剂２溶解并制成质量浓度为００２、
００４、０１０、０１５、０２０、０３０μｇ·ｍＬ－１的系列浓度
杂质Ｉ对照品溶液；取２－氯甲基－３，５二甲基－４－

甲氧基吡啶的对照品适量，精密称定，分别用稀释剂

３溶解并制成质量浓度为 ０１２、０２０、０４０、０８０、
１０、２０μｇ·ｍＬ－１的系列浓度２－氯甲基 －３，５二
甲基－４－甲氧基吡啶对照品溶液。按照“２１”项的
色谱条件分别进行测定，以溶液质量浓度 Ｃ（μｇ·
ｍＬ－１）为横坐标，相对应的峰面积Ａ为纵坐标分别作
图，进行线性回归，求得回归方程（表１）。

表１　３个杂质的回归方程、相关系数、线性范围、检测限和定量限
Ｔａｂ１　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓｏｆ３ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

杂质

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ）

回归方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ）

ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＬＯＱ／

ｎｇ

ＬＯＤ／

ｎｇ

检出限度

（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ）／

（μｇ·ｇ－１）

进样量

（ａｄｄｅｄ）／

ｍｇ

杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ） Ａ＝４７６４５６Ｃ＋０１５８６０９９９５ ００２５１～０２００７ ０５０ ０１５ ３ ００５

杂质Ｉ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＩ） Ａ＝４９６２５Ｃ＋０１７３６ ０９９９６ ００２０２～０３０２７ ０４０ ０１２ １２ ０１

２－氯甲基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶

（２－ｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ－３，５－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－４－ｍｅｔｈｏｘｙｐｙｒｉｄｉｎｅ）

Ａ＝１８１９１３Ｃ＋００１１７０９９９８ ０１２６６～２１１００ ２５３ ０８４ １７ ０５

　注（ｎｏｔｅ）：检出限度（μｇ·ｇ－１）＝检测限（μｇ）／供试品溶液进样质量（ｇ）［ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ（μｇ·ｇ－１）＝ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ（μｇ）／ｑｕａｌｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅｓｏ

ｌｕｔｉｏｎ（ｇ）］

２３３　检测限和定量限　分别取杂质Ｅ、杂质Ｉ、２－
氯甲基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶的对照品溶液
并逐步稀释进样，信噪比约３∶１的浓度作为检测限，
以信噪比约１０∶１的浓度作为定量限。结果见表１。
各色谱条件均能有效满足杂质检出的要求。

２３４　精密度考察　进样精密度：取３个杂质的对
照品溶液，每种溶液分别连续进样 ６针，记录色谱
图。杂质Ｅ、杂质Ｉ、２－氯甲基－３，５二甲基－４－甲
氧基吡啶峰面积的ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为１１％、２３％、
００６０％，表明进样精密度良好。

重复性试验：精密称取样品２５００ｍｇ，置１０ｍＬ
量瓶中，加入杂质Ｅ对照品储备液１ｍＬ，用稀释剂１
溶解并稀释至刻度，摇匀，平行制备６份，分别进样，
记录色谱图，杂质 Ｅ重复性试验回收率在９９０％～
１０１２％，平均回收率为 １００１％，ＲＳＤ（ｎ＝６）为
０９８％；精密称取样品５０００ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，
加入杂质Ｉ对照品储备液１ｍＬ，用稀释剂２溶解并
稀释至刻度，摇匀，平行制备６份，分别进样，记录色
谱图，杂质 Ｉ重复性试验回收率在 １０００％～
１０３２％，平均回收率为 １０２０％，ＲＳＤ（ｎ＝６）为
１２％；精密称取样品２５０００ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，
加入２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶对照

品储备液１ｍＬ，用稀释剂３溶解并稀释至刻度，摇
匀，平行制备６份，分别进样，记录色谱图，２－氯甲
基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶重复性试验回收率
在９７０％～９９２％，平均回收率为９７６％，ＲＳＤ（ｎ＝
６）为０９８％。结果表明测定方法的重复性均良好。

中间精密度试验：更换不同试验人员，按重复性

试验方式进行测定，记录色谱图。杂质 Ｅ中间精密
度试验回收率（ｎ＝６）在９９５％～１０１８％，平均回收
率为１００５％，ＲＳＤ（ｎ＝６）为０９７％；杂质 Ｉ中间精
密度试验回收率（ｎ＝６）在１００５％～１０３７％，平均
回收率为 １０１９％，ＲＳＤ（ｎ＝６）为 １４％；２－氯甲
基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶中间精密度试验回
收率（ｎ＝６）在 ９６５％～１００８％，平均回收率为
９８０％，ＲＳＤ（ｎ＝６）为１６％。结果表明中间精密度
均良好。

２３５　溶液稳定性　取“２２”项下配制的各对照品
溶液和各供试品溶液，按照“２１”项下方法进样，测
定３个杂质的峰面积以考察溶液稳定性。

杂质Ｅ对照品及供试品溶液分别于０、２５、１０、
１４ｈ进样，结果 １４ｈ内杂质 Ｅ对照品溶液峰面积
ＲＳＤ（ｎ＝４）为１２％，供试品溶液１４ｈ内均未检出杂
质Ｅ。表明杂质Ｅ对照品溶液与供试品溶液１４ｈ内
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稳定性良好。

杂质Ｉ对照品及供试品溶液分别于０、２、４、８、１２
ｈ进样，结果１２ｈ内杂质 Ｉ对照品溶液峰面积 ＲＳＤ
（ｎ＝５）为１２％，供试品溶液１２ｈ内均未检出杂质
Ｉ。表明杂质Ｉ对照品溶液与供试品溶液１２ｈ内稳定
性良好。

２－氯甲基－３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶对照
品及供试品溶液分别于０、２、４、６、８ｈ进样，结果８ｈ
内２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶对照品
溶液峰面积ＲＳＤ（ｎ＝５）为０１５％，供试品溶液８ｈ
内均未检出２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡
啶。表明２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶
对照品溶液与供试品溶液８ｈ内稳定性良好。
２３６　回收率试验　取杂质Ｅ对照品适量，精密称

定，用稀释剂１制成每１ｍＬ中含杂质约１μｇ的杂
质 Ｅ对照品溶液，再取样品 ９份，按 ５０％、１００％、
１５０％限度浓度加入杂质 Ｅ对照品溶液，进行杂质
回收率试验；取杂质 Ｉ对照品适量，精密称定，用稀
释剂２制成每１ｍＬ中含杂质约２μｇ的杂质 Ｉ对照
品溶液，再取样品９份，按５０％、１００％、１５０％限度
浓度加入杂质 Ｉ对照品溶液，进行杂质回收率试
验；取２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶对
照品适量，精密称定，用稀释剂３制成每１ｍＬ中含
杂质约１０μｇ的２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧
基吡啶对照品溶液，再取样品９份，按５０％、１００％、
１５０％限度浓度加入２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－
甲氧基吡啶对照品溶液，进行杂质回收率试验。结

果见表２。

表２　３个杂质回收率试验结果
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ３ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

杂质　　　　　

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ）　　　　　

本底

（ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ）／

μｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／

μｇ

测得值

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／

μｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

平均回收率

（ｍｅａｎｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

ＲＳＤ

（ｎ＝９）／

％

杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ） ０ ０５０１７ ０５０６９ １０１０ １０１２ ０７８

１００３４ １０２４６ １０２１

１５０５２ １５１３８ １００６

杂质Ｉ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＩ） ０ １１５３６ １１９６２ １０３７ １０２５ １１

２３０７０ ２３５９８ １０２３

３４６０６ ３５０８４ １０１４

２－氯甲基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶 ０ ５０２５４ ４９１２３ ９７８ ９７７ ０９４

（２－ｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ－３，５－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－４－ １００５０８ ９９１８１ ９８７

ｍｅｔｈｏｘｙｐｙｒｉｄｉｎｅ） １５０７６２ １４５９５３ ９６８

２３７　耐用性试验　采用３个色谱条件下系统适用
性溶液的配制方式制备供试品溶液，以“２１”项的色
谱条件为基础，进行部分调整（表３），用以考察色谱
条件微小变化下杂质的回收率情况。色谱条件部分

微调后，杂质 Ｅ回收率均在９８８％～１００２％，杂质 Ｉ
回收率均在１００８％～１０３２％，２－氯甲基 －３，５二
甲基－４－甲氧基吡啶回收率均在９７２％～９８４％，
表明耐用性良好。

２４　样品测定
按照“２１”色谱条件，对多批样品（批号１７０６０１、

１７０７０１、０７０７０２、Ｃ０３７－２２０００６）进行测定，记录色谱
图，结果多批样品中均未检出杂质Ｅ、杂质Ｉ、２－氯甲

基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶。
３　讨论
３１　色谱条件选择

本研究通过对流动相组成、ｐＨ、洗脱方式及色谱
柱的筛选来确定杂质检测的色谱条件，在确定检测

杂质 Ｅ的色谱条件时，探索了 ３种色谱条件，但以
ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８为色谱柱，水或者００２ｍｏｌ·Ｌ

－１

磷酸二氢钾缓冲液为流动相Ａ时不能很好地分离杂
质峰和样品峰，故而选择 ＹＭＣ－ＴｒｉａｒｔＣ１８色谱柱，
００５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾缓冲液作为流动相 Ａ，可
以实现样品与杂质 Ｅ的良好分离，且稀释剂１与样
品中其他杂质不干扰杂质 Ｅ的测定。在确定检测
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　　　　 表３　耐用性色谱条件参数
Ｔａｂ３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒ

杂质　　　　　

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ）　　　　　

色谱参数

（ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒ）

原条件

（ｐｒｉｍａｒｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）

变动范围

（ｒａｎｇｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ）

杂质Ｅ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＥ） 流速（ｖｅｌｏｃｉｔｙｏｆｆｌｏｗ）／（ｍＬ·ｍｉｎ－１） １０ ０９、１１

柱温（ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃ ３０ ２５、３５

流动相ｐＨ（ｐＨｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ） ７６ ７４、７８

杂质Ｉ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＩ） 流速（ｖｅｌｏｃｉｔｙｏｆｆｌｏｗ）／（ｍＬ·ｍｉｎ－１） １０ ０９、１１

柱温（ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃ ３０ ２５、３５

２－氯甲基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶 流速（ｖｅｌｏｃｉｔｙｏｆｆｌｏｗ）／（ｍＬ·ｍｉｎ－１） １０ ０９、１１

（２－ｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ－３，５－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－４－ｍｅｔｈｏｘｙｐｙｒｉｄｉｎｅ） 柱温（ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃ ３０ ２８、３２

流动相ｐＨ（ｐＨｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ） ６５ ６４、６６

２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶的色谱条
件时，发现梯度洗脱比等度洗脱相能更好分离样品

与杂质，稀释剂３及样品中其他杂质不干扰２－氯甲
基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶的测定。
３２　波长选择

在选择测定波长时，取杂质对照品溶液采用高

效液相色谱仪（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ）在１９０～４００ｎｍ波长
处进行测定，记录色谱图，通过紫外光谱确定各个杂

质的吸收波长，发现杂质 Ｅ和杂质 Ｉ在３０２ｎｍ处有
较大吸收，２－氯甲基－３，５二甲基－４－甲氧基吡啶
在２６５ｎｍ处有较大吸收，因此将这几个波长作为相
应杂质的检测波长。

３３　小结
本研究采用高效液相色谱法，对杂质 Ｅ、杂质

Ｉ、２－氯甲基 －３，５二甲基 －４－甲氧基吡啶进行检
测，为了确定方法的可靠性，进行了专属性试验、线

性考察、中间精密度试验、检测限和定量限确定、准

确度试验和耐用性试验，该方法具有重现性好、精

密度高、准确度高、线性良好等优点，并且比质谱法

操作更加简单，可以用于药品的杂质检测和质量控

制，保证药品质量安全。
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