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定量核磁共振氢谱法测定４种盐酸莫西沙星杂质对照品的含量

何雨，张雅军，谢晶鑫，王青，邵长军，孙会敏，路勇，吴先富
（中国食品药品检定研究院，北京 １０２６２９）

摘要：目的　建立测定４种盐酸莫西沙星杂质Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ对照品含量的定量核磁共振氢谱法 （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｒｏｔｏｎｎｕｃｌｅａｒｍａｇ
ｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ｑＨＮＭＲ）。方法　采用核磁共振波谱仪采集４种盐酸莫西沙星杂质对照品的一维定量氢谱（１ＨＮＭＲ），以
１，３，５三甲氧基苯作为内标物，氘代二甲亚砜（ＤＭＳＯｄ６）或氘代氯仿（ＣＤＣｌ３）作为溶剂，脉冲程序为 ｎｏｅｓｙｉｇｌｄ１ｄ，扫描次数
（ＮＳ）为３２次，弛豫延迟时间（Ｄ１）为３０ｓ，测试温度为２５℃，对４种盐酸莫西沙星杂质对照品进行定量研究。结果　４种盐
酸莫西沙星杂质对照品定量峰和１，３，５三甲氧基苯定量峰信号在核磁共振氢谱上分离度良好，在线性范围内线性关系良好
（ｒ２＞０９９９４），进样精密度和重复性良好。ｑＨＮＭＲ法测定含量结果与质量平衡法测定含量结果基本一致。结论　建立的
ｑＨＮＭＲ法准确可靠、简便快速，为该类杂质含量测定提供了新的方法，也可作为该类化学对照品采用质量平衡法定值结果的
验证方法。
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　　盐酸莫西沙星（ｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）为
第四代新型氟喹诺酮类合成抗菌药物，对革兰阴

性菌和部分革兰阳性菌具有抗菌活性［１２］，不良反

应小，主要用于社区获得性肺炎［３］、细菌性眼部感

染［４］、下呼吸道感染［５］、泌尿生殖系统感染和急慢

性鼻窦炎［６］等疾病的治疗。盐酸莫西沙星杂质 Ａ
（１环丙基６，８二氟１，４二氢７［（４ａＳ，７ａＳ）八

氢６Ｈ吡咯并［３，４ｂ］吡啶６基］４氧代３喹啉
羧酸）、盐酸莫西沙星杂质 Ｂ（１环丙基６，８二甲
氧基１，４二氢７［（４ａＳ，７ａＳ）八氢６吡咯并［３，
４ｂ］吡啶６基］４氧代３喹啉羧酸）、盐酸莫西沙
星杂质 Ｃ（１环丙基８乙氧基６氟１，４二氢７
［（４ａＳ，７ａＳ）八氢６吡咯并［３，４ｂ］吡啶６基］４
氧代３喹啉羧酸）和盐酸莫西沙星杂质 Ｄ（１环丙
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基８氟６甲氧基１，４二氢７［（４ａＳ，７ａＳ）八氢６
吡咯并［３，４ｂ］吡啶６基］４氧代３喹啉羧酸）
（结构见图１）均在《美国药典》［７］、《欧洲药典》［８］

和我国注册标准中盐酸莫西沙星品种项下收

载［９１２］。目前，对上述杂质的测定，通常采用高效

液相色谱法［１３］。对其化学对照品的定值方法，通

常采用质量平衡法（ｍａｓｓｂａｌａｎｃｅｍｅｔｈｏｄ），即标准
物质的杂质、水分、残留溶剂、无机杂质、主成分成

盐离子与活性成分含量的和为 １００％［１４］，但是该

方法的准确性可能会受到某些因素的影响，例如

色谱峰的分离度、色谱峰的响应因子等［１５］。定量

核磁共振氢谱技术（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｒｏｔｏｎｎｕｃｌｅａｒｍａｇ
ｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ｑＨＮＭＲ）现已广泛应用在新药研
发、药物质量控制和标准物质定值等领域，该方法

为无歧视检测方法，具有适用范围广、无须标准物

质、样品制备简便和检测速度快等优势［１６１７］。

本实验建立了４种盐酸莫西沙星杂质对照品的
ｑＨＮＭＲ，该方法准确可靠、简便快速，为该类杂质含
量的测定提供了新的方法，也可作为该类化学对照

品采用质量平衡法定值结果的验证方法。

图１　盐酸莫西沙星杂质Ａ～Ｄ的化学结构
Ｆｉｇ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡ－Ｄ

１　仪器与试药
１１　仪器

ＢｒｕｋｅｒＡｓｃｅｎｄ６００型核磁共振波谱仪（德国
Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＭＳＡ１２５Ｐ１ＣＥＤＩ电子天平（美国
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）。
１２　试药

１，３，５三甲氧基苯（批号：５１０１３７２０１６０１，含量：
９９９％）、盐酸莫西沙星杂质Ａ（批号：５１００７４２０２１０２）、
盐酸莫西沙星杂质Ｂ（批号：５１００７５２０２３０２）、盐酸莫西
沙星杂质Ｃ（批号：５１００７６２０２１０２）和盐酸莫西沙星杂
质Ｄ（批号：５１０１９０２０２１０２）（中国食品药品检定研究
院）；氘代二甲亚砜（ＤＭＳＯｄ６，批号：ＰＲ３２８５５／
０７１９１ＤＭ１，美国剑桥同位素实验室）；氘代氯仿（ＣＤＣｌ３，
批号：２２５７８９１００Ｇ，美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）。

２　方　法
２１　供试品溶液制备

取４种盐酸莫西沙星杂质 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ对照品各
１０ｍｇ，精密称定，加入３ｍＬ氘代试剂使其完全溶解
（盐酸莫西沙星杂质Ｃ以ＣＤＣｌ３为溶剂，其余杂质以
ＤＭＳＯｄ６为溶剂）。取１，３，５三甲氧基苯１０ｍｇ，精密
称定，加入１０ｍＬＤＭＳＯｄ６（ＣＤＣｌ３）使其完全溶解。取
样品溶液１ｍＬ，精密加入内标溶液０５ｍＬ，摇匀，即得
供试品溶液，取适量溶液转移至５ｍｍ核磁管中备用。
２２　核磁仪器参数设置

采用 ９０°脉冲，脉冲程序为 ｎｏｅｓｙｉｇｌｄ１ｄ，谱宽
（ＳＷＨ）设置为１１９０４７６２Ｈｚ，空扫次数（ＤＳ）为４
次，扫描次数（ＮＳ）为 ３２次，采样时间（ＡＱ）为
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２７５ｓ，采样点数（ＴＤ）为６５５３６×１０７，接收器增益
（ＲＧ）为３２，弛豫延迟时间（Ｄ１）为３０ｓ。
２３　数据处理ｑＮＭＲ计算

采用ＢｒｕｋｅｒＴｏｐＳｐｉｎ４１３软件进行数据处理，
将采集到的一维氢谱进行傅里叶变换，然后对图谱

进行基线校正和相位校正。对内标定量峰与样品定

量峰进行积分，每个峰积分次数不少于５次，取峰面
积的平均值，根据公式１［１８］计算４种盐酸莫西沙星
杂质对照品的含量结果。

含量（％）＝
Ａｓｐｌ
Ａｓｔｄ
×
ｎｓｔｄ
ｎｓｐｌ
×
Ｍｓｐｌ
Ｍｓｔｄ
×
Ｗｓｐｌ
Ｗｓｔｄ

公式（１）

其中，Ａｓｐｌ，Ａｓｔｄ分别为样品与内标物定量峰的积
分面积；ｎｓｔｄ，ｎｓｐｌ分别为样品与内标物定量峰所包含
的质子数；Ｍｓｐｌ，Ｍｓｔｄ分别为样品与内标物的相对分
子质量；Ｗｓｐｌ，Ｗｓｔｄ分别为样品与内标物称样量。

３　结果与讨论
３１　溶剂与内标物的选择

　　选择的溶剂应对样品和内标物均有较好溶解
度，不与二者发生反应，且在１ＨＮＭＲ中溶剂的定量
峰信号对样品及内标物的定量峰信号不产生干扰。

由于盐酸莫西沙星杂质 Ａ、Ｂ和 Ｄ在 ＤＭＳＯｄ６中易
溶。盐酸莫西沙星杂质 Ｃ在 ＣＤＣｌ３中易溶。因此，
前３种杂质选用 ＤＭＳＯｄ６作为溶剂，后一种杂质选
择ＣＤＣｌ３作为溶剂。选择的内标物应该具有稳定的
化学性质、不与待测物发生反应、能与样品溶解于同

一种氘代试剂中，且在核磁共振氢谱中其定量峰信

号与样品定量峰信号不重叠等。按照上述要求，选

择１，３，５三甲氧基苯作为内标物。
３２　样品定量峰的选择

选择的样品定量峰应与相邻峰分离良好，与

内标物定量峰互不干扰。在１ＨＮＭＲ谱图（图 ２）
中，盐酸莫西沙星杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ分别选择苯环
质子（δ７７８，７４８，７７８，７４２）［１９］峰信号作为定
量峰。内标物１，３，５三甲氧基苯选择 δ６１０处峰
信号作为定量峰。

图２　盐酸莫西沙星杂质Ａ～Ｄ的１ＨＮＭＲ谱图

Ｆｉｇ２　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡ－Ｄ

３３　仪器参数的选择
弛豫延迟时间（Ｄ１）是影响ＮＭＲ信号积分值的

重要因素，Ｄ１与纵向弛豫时间（Ｔ１）直接相关。采
用反转恢复实验［２０］，测得盐酸莫西沙星杂质Ｃ和内
标物在ＣＤＣｌ３中的Ｔ１值为３５２和４２２ｓ（表１），其
余３种盐酸莫西沙星杂质和内标物在ＤＭＳＯｄ６中的
Ｔ１值为１７８～３０１ｓ（表１），ｑＨＮＭＲ实验中 Ｄ１的

设定值通常不小于５倍的 Ｔ１值［２１］，因此，最终 Ｄ１
值设定为３０ｓ。
３４　方法学考察
３４１　线性关系考察　取样品与内标物按照
“２１”项下方法制备样品溶液与内标溶液。分别吸
取不同体积的样品溶液和内标溶液，混合，摇匀，得

到６份不同浓度供试品溶液，按“２２”项条件测定。
·３５１１·
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以样品与内标物的质量比值为横坐标，样品定量峰

与内标定量峰面积比值为纵坐标，绘制标准曲线，得

到回归方程（表２）。

表１　盐酸莫西沙星杂质 Ａ～Ｄ以及内标物的继承弛豫时
间（Ｔ１）
Ｔａｂ１　Ｔ１ｏｆｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡ－Ｄａｎｄ
ｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ／ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ δ Ｔ１／ｓ

Ａ ７７８（ｄ，１Ｈ） ３０１

Ｂ ７４８（ｓ，１Ｈ） １９２

Ｃ ７７８（ｄ，１Ｈ） ３５２

Ｄ ７４２（ｓ，１Ｈ） １７８

１，３，５Ｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｂｅｎｚｅｎｅ ６１０（ｓ，３Ｈ） ２９９／４２２

３４２　仪器精密度试验　取样品，按照“２１”项
下方法制备供试品溶液，按“２２”项下条件连续测
定６次，计算盐酸莫西沙星杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ的
　　　　

样品定量峰与内标定量峰面积比值的相对标准偏

差（ＲＳＤ）（ｎ＝６）分别为 ００８％、０３１％、０１６％
和０６８％。

表２　盐酸莫西沙星杂质Ａ～Ｄ的回归方程与线性范围
Ｔａｂ２　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡ－Ｄ

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ

Ａ Ｙ＝０１２３９Ｘ＋０００８６ ０９９９６ １１１－１２１６

Ｂ Ｙ＝０１０４３Ｘ＋０００７６ ０９９９６ １１０－１２１０

Ｃ Ｙ＝０１３７８Ｘ＋０００６６ ０９９９４ １２９－１４２２

Ｄ Ｙ＝０１３５４Ｘ＋０００３４ １００００ １１１－１２２０

３４３　重复性试验　取样品，按照“２１”项下方法
平行制备６份供试品溶液，按“２２”项下条件测定，
盐酸莫西沙星杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ的样品含量测定结
果见表３。结果表明，重复性良好。

表３　盐酸莫西沙星杂质Ａ～Ｄ含量测定结果
Ｔａｂ３　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆｍｏｘｉｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡ－Ｄ

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ
Ｃｏｎｔｅｎｔ／％

１ ２ ３ ４ ５ ６

Ａｖｅｒａｇｅ

／％

ＲＳＤ

／％

Ａ ９８３６ ９７４９ ９７７３ ９６３７ ９９０１ ９７５５ ９７７５ ０９１

Ｂ ８８２４ ８７４０ ８７３２ ８７１６ ８８２６ ８７７８ ８７６９ ０５４

Ｃ １０１２３ ９９５５ １００８１ ９９８７ １０１０７ １００３１ １００４７ ０６７

Ｄ ９７５８ ９８５８ ９８２９ ９８３８ ９７８９ ９８６６ ９８２３ ０４３

３４４　稳定性试验　取样品，按照“２１”项下方法
制备供试品溶液，按“２２”项下条件于０、４、８、１２、２４
和４８ｈ进行测定，盐酸莫西沙星杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ
样品定量峰与内标峰面积比值的 ＲＳＤ分别为
０２７％、０８０％、０４１％和０４０％，表明样品溶液在
４８ｈ内基本保持稳定。
３４５　检测限和定量限　取样品，按照“２１”项下
方法制备供试品溶液，测得的信噪比（Ｓ／Ｎ）分别为
７９５０１８、１０２３８２、５９３５６５、４７５８８０１，为以定量
峰的Ｓ／Ｎ＝３计，盐酸莫西沙星杂质Ａ、Ｂ、Ｃ和 Ｄ的
检测限分别为 ０８３，６５１，１１２，０１４μｇ·ｍＬ－１。
为以定量峰的 Ｓ／Ｎ＝２５０计［２２］，盐酸莫西沙星杂质

Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ的定量限分别为６９８８，５４２６３，９３６０，
１１６７μｇ·ｍＬ－１。
３５　ｑＨＮＭＲ法与质量平衡法结果比较

化学对照品定值通常采用质量平衡法（公式

２），根据该方法测定盐酸莫西沙星杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ
和 Ｄ，含量测定结果见表 ４。结果表明，ｑＨＮＭＲ
法测定的含量结果与质量平衡法测定结果基本

一致。

含量（％）＝（１００％ －干燥失重值％ －炽灼残
渣值％）×ＨＰＬＣ纯度 公式（２）

表４　定量核磁共振氢谱法（ｑＨＮＭＲ）与质量平衡法含量测
定结果

Ｔａｂ４　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｑＨＮＭＲａｎｄｍａｓｓｂａｌａｎｃｅ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ
Ｃｏｎｔｅｎｔ／％

ｑＨＮＭＲ Ｍａｓｓｂａｌａｎｃｅｍｅｔｈｏｄ

Ａ ９７７５ ９８２４

Ｂ ８７６９ ８８８２

Ｃ １００４７ ９９６０

Ｄ ９８２３ ９８８９

４　结　论
建立了测定盐酸莫西沙星杂质对照品 Ａ、Ｂ、Ｃ

和Ｄ含量的ｑＨＮＭＲ法，该方法操作简便、检测速度
快、测定结果专属性强且检测过程中不破坏样品，为

该类杂质含量测定提供了新方法。该方法测定含量
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结果与质量平衡法测定含量结果基本一致，说明该

方法的含量测定结果也可作为该类对照品质量平衡

法的测定结果的验证方法，确保该类化学对照品定

值准确。
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