
基金项目：中国食品药品检定研究院关键技术研究基金资助（ＧＪＪＳ２０２２４２）

作者简介：濮恒婷，女，硕士　　研究方向：药物分析；刘静，女，博士，研究员　　研究方向：药品质量控制。濮恒婷与刘静为共同第一作者　
通讯作者：刘阳，男，研究员，硕士生导师　　研究方向：药物质量控制　　Ｔｅｌ：（０１０）５３８５１５７１

ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用快速测定西洛他唑杂质Ⅰ校正因子
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摘要：目的　建立核磁共振定量与高效液相色谱联用技术（ｑＮＭＲＨＰＬＣ）用于快速测定西洛他唑杂质Ⅰ校正因子。方法　西
洛他唑与西洛他唑杂质Ⅰ的混合物溶于氘代二甲基亚砜（ｄＤＭＳＯ），取部分溶液使用核磁共振定量技术测定，另一部分溶液
使用水乙腈（６０∶４０）稀释后进行ＨＰＬＣ分析。使用ｑＮＭＲ中的响应信号与ＨＰＬＣ中峰面积计算西洛他唑杂质Ⅰ校正因子，同
时使用ＨＰＬＣ标准曲线法测定西洛他唑杂质Ⅰ的校正因子。并制备含有残留溶剂的混合溶液模拟有残留溶剂干扰下，西洛他
唑杂质Ⅰ含量赋值不准确时ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用与标准曲线法所得结果差异。结果　当西洛他唑与西洛他唑杂质Ⅰ含量赋值
准确时，ｑＮＭＲＨＰＬＣ法与ＨＰＬＣ标准曲线法测定西洛他唑杂质Ⅰ校正因子为１７４和１７６，与《中国药典》２０２０年版结果基本
一致；当西洛他唑杂质Ⅰ中含有残留溶剂，含量赋值有误差时，ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技术测定校正因子为１７２，计算结果不受含
量是否准确的影响，而ＨＰＬＣ标准曲线测定的校正因子为２０１，与实际结果产生偏差。结论　与 ＨＰＬＣ标准曲线法相比，
ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技术不受待测物含量是否准确以及称样量的影响，无须纯化制备纯度较高对照品，在杂质校正因子测定中具
有明显优势。
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　　药物生产、运输和储存等环节中杂质的产生直
接影响药物的质量，是导致药品不良反应的关键因

素之一［１］。杂质的分离、结构确认、毒性考察以及

含量测定对于药物质量的控制至关重要［２］。药品
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质量控制过程中药物中杂质的检测方法各异，主要

包括薄层色谱法、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法［３４］。由

于检测灵敏，精密度高，ＨＰＬＣ法已广泛应用于药物
有关物质的测定。常用的有关物质检查方法包括：

归一化法、外标法、不加校正因子的主成分自身对照

法以及加校正因子的主成分自身对照法［５］。一般

首先通过柱色谱或分离液相色谱等方式分离纯化得

到杂质化合物，利用质谱、核磁共振以及红外等方法

来明确其化学结构［６］，继而使用质量平衡法等确定

其准确含量。

外标法需要分离纯化杂质对照品，由于杂质对

照品常常获取困难，加校正因子的主成分自身对照

法成为既经济又能保证定量准确的杂质含量测定方

法。校正因子的测定方法包括使用高效液相色谱的

单点法、多点法、标准曲线法等［７８］，其中标准曲线法

使用较广泛，配制一系列不同浓度的主成分和杂质

溶液，绘制主成分浓度与其峰面积、杂质浓度与其峰

面积的回归曲线，以主成分线性斜率与杂质线性斜

率的比值计算校正因子［５］，这种方法要求待测物称

样量及含量准确［９］，且在测试过程中稳定。若杂质

对照品含量赋值不准确或样品量很少造成称量误

差，将直接影响 ＨＰＬＣ标准曲线法中线性斜率的准
确性，导致计算校正因子时出现误差。

文献［１０］中报道，将定量核磁共振（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ｑＮＭＲ）技术与 ＨＰＬＣ联
用，无须考虑称样量和含量信息，即可计算出相应杂

质的校正因子。本研究以西洛他唑和西洛他唑杂质

Ⅰ（图１）为例，通过 ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技术测定其
校正因子，并添加残留溶剂模拟杂质对照品不纯导

致含量赋值不准确的情况，评估在杂质对照品质量

分数不准确时，ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技术及ＨＰＬＣ标准
曲线法所得结果差异，探讨 ｑＮＭＲＨＰＬＣ技术的特
点及应用范围。

图１　西洛他唑结构（Ａ）和西洛他唑杂质Ⅰ（Ｂ）结构

Ｆｉｇ１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｉｌｏｓｔａｚｏｌ（Ａ）ａｎｄｃｉｌｏｓｔａｚｏｌｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ
（Ｂ）

１　仪器与试药
１１　仪器

Ｂｒｕｋｅｒ５００ＭＨｚ型核磁共振波谱仪（德国
Ｂｒｕｋｅｒ公司）；数据处理软件 ＴｏｐＳｐｉｎ３６５；ＸＰＥ２６
电子天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＫＱ５００ＤＡ超
声波清洗器（４０ｋＨｚ，５００Ｗ，昆山市超声仪器有限
公司）；ＡＧＩＬＥＮＴ１１００型高效液相色谱仪（美国安
捷伦公司）；ＭｉｌｌｉＱＩｎｔｅｇｒａｌ５超纯水系统（美国Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司）。
１２　试药

西洛 他 唑 （含 量：９９６％，批 号：１００３６３
２０１４０３）、西洛他唑杂质Ⅰ（含量：１０００％，批号：
１０１４３６２０１８０１）（中国食品药品检定研究院）；去离
子水（１８２ｍΩ，实验室自制）；氘代二甲基亚砜
（ｄＤＭＳＯ，含量 ９９９％，批号 Ａ０４２９７７６，比利时
ＡｃｒｏｓＯｒｇａｎｉｃｓ公司）；乙腈、无水乙醇为色谱纯。

２　实验方法
２１　混合溶液制备

混合溶液１制备：取西洛他唑约１０ｍｇ、西洛他
唑杂质Ⅰ约 ８５ｍｇ置同一量瓶中，用 ｄＤＭＳＯ约
２ｍＬ溶解即得。

混合溶液２制备（模拟西洛他唑杂质Ⅰ中含有
残留溶剂样品）：取西洛他唑约１０ｍｇ、西洛他唑杂
质Ⅰ约８５ｍｇ、无水乙醇约１７ｍｇ置同一量瓶中，
用ｄＤＭＳＯ约２ｍＬ溶解即得。
２１１　核磁定量测定溶液　分别取混合溶液１或
混合溶液２约０６ｍＬ于５ｍｍ核磁管中即得。
２１２　ＨＰＬＣ溶液　精密量取混合溶液１或混合
溶液２０５ｍＬ于１０ｍＬ量瓶中，以乙腈：水（４０∶６０）
为溶剂稀释成西洛他唑浓度约为０２５ｍｇ·ｍＬ－１的
待测溶液，摇匀即得。

２２　实验条件
２２１　Ｂｒｕｋｅｒ５００ＭＨｚ核磁波谱仪　ＺＧ脉冲序列，
在２４８５℃下采集１ＨＮＭＲ谱。将采集到的数据使用
ＴｏｐＳｐｉｎ３６５软件进行傅里叶变换、相位、基线校正。
２２２　安捷伦１１００型高效液相色谱仪　色谱条
件：ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＣ８ＤＤ（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈水（４０∶６０）；流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量
６、８、１０、１２、１４、１６μＬ；柱温４０℃；检测波长２５４ｎｍ。
２３　方法学考察
２３１　线性关系考察　分别称取西洛他唑对照品
１、３５、５、８５、１０ｍｇ和西洛他唑杂质Ⅰ ３５ｍｇ
（５份）。以 ｄＤＭＳＯ为溶剂，使对照品溶液质量浓
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度约为 １、３５、５、８５、１０ｍｇ·ｍＬ－１，固定西洛他唑
杂质Ⅰ质量浓度约为３５ｍｇ·ｍＬ－１。分别取线性
溶液０６５ｍＬ至５ｍｍ核磁管中，按照“２２１”项下
条件进行１ＨＮＭＲ氢核磁共振测定和谱图处理，以
西洛他唑与西洛他唑杂质Ⅰ的质量比对δ３９７西洛
他唑定量峰与δ４０５西洛他唑杂质Ⅰ定量峰的峰面积
比作线性回归，得到线性方程为 Ｙ＝０９７３８Ｘ＋
００１８７，ｒ２＝０９９９９，表明质量比在０３４～２９５内与
峰面积比线性关系良好。

２３２　重复性　按“２１”项下混合溶液１方法配
制３份核磁定量测定溶液和ＨＰＬＣ溶液，按照“２２”
项下条件测定。其中西洛他唑溶液质量浓度约为

５ｍｇ·ｍＬ－１，杂质Ⅰ溶液质量浓度约为４ｍｇ·ｍＬ－１，经计
算西洛他唑杂质Ⅰ校正因子均为１７４，相对标准偏
差（ＲＳＤ）为 ０２７％，表明该方法具有良好的重
复性。

２３３　重复进样精密度　取“重复性”项下其中１
份核磁定量测定溶液，按“２２１”项下条件连续测
定５次，计算δ３９７处西洛他唑信号峰和δ４０５处
杂质Ⅰ信号峰的积分面积比值。ＲＳＤ为０２９％，表
明重复进样精密度良好。

２３４　溶液稳定性考察　取“重复性”项下其中１
份核磁定量测定溶液，按“２２１”项下条件分别在
０、８、１２ｈ进行氢核磁共振测定，并计算西洛他唑和
杂质Ⅰ的积分面积比值，结果均为１２２，表明待测
样品室温条件下１２ｈ内稳定。
２３５　定量限　取“线性关系”项下浓度约为
１ｍｇ·ｍＬ－１的核磁定量测定溶液，以西洛他唑定量
峰（δ３９７）计算，信噪比（Ｓ／Ｎ）为２４０。计算定量限
为６２５０μｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝１５０）。

３　结果与讨论
３１　ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技术测定校正因子原理

在ｑＮＭＲ实验中，响应信号面积与称样量以及
原子数成正比，见公式１。在配制西洛他唑与西洛
他唑杂质Ⅰ混合溶液后，进行 ｑＮＭＲ测定，西洛他

唑杂质Ⅰ与西洛他唑质量分数比值（
ｍｎ×Ｐｎ
ｍｓ×Ｐｓ

）可以

根据两个化合物的响应信号面积、对应的氢原子个

数以及化合物相对分子质量计算（公式 ２）。用
ｑＮＭＲ实验的同一份溶液稀释后，进行ＨＰＬＣ单点法
测定，校正因子可以用西洛他唑杂质Ⅰ与西洛他唑
质量分数比值与 ＨＰＬＣ响应峰面积计算，见公式３。
由于源自同一份溶液，公式２和３中的西洛他唑杂

质Ⅰ与西洛他唑质量分数比值一致，将公式２代入
公式３可得到公式４［１０］，由公式４可以看到，校正因
子的计算只需要ｑＮＭＲ响应信号面积，信号对应的
氢原子个数，ＨＰＬＣ峰面积及化合物相对分子质量，
计算过程与样品称样质量或百分含量等无关，无需

高纯度对照品，甚至无须事先分离杂质对照品，整个

测定相对简单、快速。

Ｉｓ
Ｉｎ
＝
ｍｓ×Ｐｓ×Ｎｓ×Ｍｎ
ｍｎ×Ｐｎ×Ｎｎ×Ｍｓ

公式（１）

ｍｎ×Ｐｎ
ｍｓ×Ｐｓ

＝
Ｉｎ×Ｎｓ×Ｍｎ
Ｉｓ×Ｎｎ×Ｍｓ

公式（２）

校正因子＝
ｍｎ×Ｐｎ×Ａｓ
ｍｓ×Ｐｓ×Ａｎ

公式（３）

校正因子＝
Ｉｎ×Ｎｓ×Ｍｎ×Ａｓ
Ｉｓ×Ｎｎ×Ｍｓ×Ａｎ

公式（４）

公式１～４中，Ｉｓ表示 ｑＮＭＲ中西洛他唑响应信
号积分面积；Ｉｎ表示 ｑＮＭＲ中西洛他唑杂质Ⅰ响应
信号积分面积；ｍｓ表示西洛他唑称样质量；ｍｎ表示
西洛他唑杂质Ⅰ称样质量；Ｐｓ表示西洛他唑质量百
分含量；Ｐｎ表示西洛他唑杂质Ⅰ质量百分含量；Ｎｓ表
示ｑＮＭＲ中西洛他唑定量峰对应质子数（Ｎｓ＝２）；
Ｎｎ表示ｑＮＭＲ中西洛他唑杂质Ⅰ定量峰对应质子
数（Ｎｎ ＝２）；Ｍｓ表示西洛他唑相对分子质量
（３６９４７ｇ·ｍｏｌ－１）；Ｍｎ表示西洛他唑杂质Ⅰ相对分
子质量（３６７４５ｇ·ｍｏｌ－１）；Ａｎ表示 ＨＰＬＣ中西洛他
唑杂质Ⅰ信号积分面积；Ａｓ表示 ＨＰＬＣ中西洛他唑
信号积分面积。

３２　定量峰和弛豫延迟时间的选择
ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用测定校正因子的前提是在西

洛他唑及其杂质Ⅰ的混合图谱中，需要保证化合物
至少各有１个可以用于定量的信号峰，信号峰不受
混合物中其他共振信号峰干扰［１１］。因此分别测定

了西洛他唑、西洛他唑杂质Ⅰ以及两种化合物混合
的核磁共振谱图（图２），可以看到δ３９７（２Ｈ，ｔ）为
西洛他唑特有峰，δ４０５（２Ｈ，ｔ）为西洛他唑杂质Ⅰ
特有峰（图 ２Ａ、Ｂ），在两种化合物的混合谱图中
（图２Ｃ），这两个峰之间具有较好的分离度且不受
其他峰干扰，可以作为计算校正因子时的定量峰。

此外，核磁共振试验中弛豫时间（Ｄ１）是两次脉
冲之间的间隔时间。为了保证积分的准确性，必须

保证在下次脉冲激发前，氢原子已经完全恢复到基

态。研究表明，Ｄ１通常应不低于纵向弛豫时间
（Ｔ１）的 ５倍［１２１３］，实验中通过反转恢复法测定西洛

他唑和杂质Ⅰ对应定量峰的 Ｔ１分别为５２９ｍｓ和
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图２　西洛他唑（Ａ）、西洛他唑杂质Ⅰ（Ｂ）、西洛他唑及其杂

质Ⅰ混合物（Ｃ）的１ＨＮＭＲ谱图（δ２～５）

Ｆｉｇ２　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｉｌｏｓｔａｚｏｌ（Ａ），ｃｉｌｏｓｔａｚｏｌｉｍｐｕｒｉｔｙ

Ⅰ （Ｂ），ｃｉｌｏｓｔａｚｏｌａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ ｍｉｘｔｕｒｅ（Ｃ）（δ２－５）

５３４３ｍｓ，为了保证足够的 Ｄ１，本次实验 Ｄ１设
置为４０ｓ。
３３　ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技术和ＨＰＬＣ方法结果比较

使用混合溶液１，通过“２１１”项下方法配制核
磁溶液，使用“２２１”项下条件对西洛他唑和西洛
他唑杂质Ⅰ进行核磁共振测定。在两种化合物混合
的ｑＮＭＲ谱图中（图２Ｃ），δ３９７的西洛他唑定量信
号峰面积为１００００，δ４０５处西洛他唑杂质Ⅰ定量
信号峰为０８６３３；同时按照“２１２”项下方法配制
ＨＰＬＣ溶液，并采用“２２２”项下条件进行 ＨＰＬＣ分
析（图 ３）。ＨＰＬＣ色谱图中西洛他唑（保留时间
ｔＲ＝７７ｍｉｎ）与西洛他唑杂质Ⅰ（ｔＲ＝６３ｍｉｎ）的峰
面积 （进 样 量 １０μＬ）分 别 为 ５９３１２６８和
２９３４７４７，将上述积分结果代入公式３计算得西洛
他唑杂质Ⅰ的校正因子为１７４，与《中国药典》２０２０
年版二部中西洛他唑有关物质检查项下西洛他唑杂

质Ⅰ校正因子１７一致［１４］。

采用ＨＰＬＣ标准曲线法测定西洛他唑杂质Ⅰ的
校正因子，按照“２１２”项下方法配制溶液，使用
“２２２”项下色谱条件进行ＨＰＬＣ分析。在２５４ｎｍ
波长下，采用相同的数据处理方法对西洛他唑和杂

质Ⅰ的峰面积积分，分别以西洛他唑及杂质Ⅰ进样
质量为横坐标，峰面积为纵坐标进行线性回归

（图４），得到西洛他唑线性方程为 Ｙ＝２３５１９Ｘ－
４２５５，ｒ２＝１；西洛他唑杂质Ⅰ线性方程为Ｙ＝１３３５３
Ｘ－１９６１３，ｒ２＝１。计算得西洛他唑杂质Ⅰ的校正因
子为１７６。当在两个样品称样品以及含量赋值均
准确时，ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用法与ＨＰＬＣ标准曲线法得
到的结果一致。

图３　西洛他唑和杂质Ⅰ混合物ＨＰＬＣ色谱图（进样１０μＬ）

Ｆｉｇ３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆｃｉｌｏｓｔａｚｏｌａｎｄｉｍ

ｐｕｒｉｔｙⅠ （ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｏｆ１０μＬ）
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图４　西洛他唑（Ａ）和杂质Ⅰ（Ｂ）标准曲线（不含残留溶剂）

Ｆｉｇ４　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｃｉｌｏｓｔａｚｏｌ（Ａ）ａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ（Ｂ）

（ｗｉｔｈｏｕｔｒｅｓｉｄｕａｌｓｏｌｖｅｎｔ）

模拟受残留溶剂影响，西洛他唑杂质Ⅰ含量
赋值不准确时两种方法测定校正因子结果的差

异，将含有乙醇的混合溶液２按“２１１”项下方法
配制核磁溶液，按“２１２”项下方法配制 ＨＰＬＣ溶
液，分别进行 ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用以及 ＨＰＬＣ标准曲
线法测定。ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用法测得西洛他唑杂
质Ⅰ校正因子为１７２，采用标准曲线法（图５）得
到西洛他唑线性方程为 Ｙ＝２３７４３Ｘ－５６９５３，
ｒ２＝１；西洛他唑杂质Ⅰ线性方程为Ｙ＝１１７８８Ｘ－
２０９４９，ｒ２＝１，通过计算西洛他唑与杂质Ⅰ线性斜
率的比值得到校正因子为 ２０１。两种方法结果
差异较大，证明 ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用法与 ＨＰＬＣ标
准曲线法有明显的优势，由于不需要引入质量参

与计算，ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用法不受残留溶剂等干
扰，计算结果与称样量或样品实际含量无关，可

以用于难以获取或价格昂贵的对照品校正因子

测定。
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图５　西洛他唑（Ａ）和杂质Ⅰ（Ｂ）标准曲线（模拟含残留
溶剂）

Ｆｉｇ５　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｃｉｌｏｓｔａｚｏｌ（Ａ）ａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ（Ｂ）
（ｓｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｉｄｕａｌｓｏｌｖｅｎｔ）

３４　未来展望
ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技术可以直接从易降解或者

难分离的药品混合物中同时测定多种杂质的校正因

子［１５］，具有对标准品依赖程度低、无损、快速等特

点［１６］，未来有望继续应用于天然药物分析和创新药

物生产中。但是高场核磁共振波谱仪价格昂贵且维

护成本较高，部分简单化合物的校正因子可以考虑

采用低场台式核磁测定有利于降低实验成本。当多

种杂质混合物同时测定时容易出现核磁谱图高度重

叠，难以找到适宜的定量峰，使这种技术受到一定的

限制，未来可以通过化学计量学方法对重叠的核磁

共振谱图进行数据处理和解析，借助人工智能算法、

机器学习模型、商业化数据处理软件和数据库等手

段来进一步拓展其使用范围，提高分析效率和准

确性。

４　结　论
本研究介绍了一种利用 ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技

术测定西洛他唑杂质Ⅰ校正因子的方法，所得结
果与 ＨＰＬＣ标准曲线法及《中国药典》２０２０年版二
部参考校正因子值一致。当西洛他唑杂质Ⅰ标示
含量受残留溶剂等干扰发生变化时，ｑＮＭＲＨＰＬＣ
联用技术结果不受影响，而 ＨＰＬＣ标准曲线法计算
结果产生偏差。传统 ＨＰＬＣ标准曲线方法受样品
含量赋值准确性、称样量等直接影响，且多次进

样，耗时较长。而 ｑＮＭＲＨＰＬＣ联用技术的与样品
质量无关，具有不受待测物含量影响、分析速度

快、准确性高以及适用范围广泛等优点，特别适用

于对含有残留溶剂、引湿、杂质与主成分难分离等

杂质校正因子的测定，为药品质量控制提供了准

确和可靠的工具。
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