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摘 要 目的：建立测定苯唑嗪胶囊中主成分及有关物质含量的方法。方法：采用高效液相色谱法测定主成分含量，采用主成分

自身对照法计算有关物质（已知杂质1、已知杂质2、总杂质）的含量。色谱柱为 Inertsil ODS-2 C18，流动相为乙腈-水（55 ∶ 45，V/V），

流速为1.0 mL/min，检测波长为223 nm，柱温为25 ℃，进样量为20 µL。结果：苯唑嗪主成分与杂质分离度良好，苯唑嗪检测质量

浓度线性范围为 20.04～60.12 µg/mL（r＝1.000 0）；精密度、稳定性（24 h）、重复性试验的 RSD 均≤0.5％（n＝6）；平均回收率为

97.50％（RSD＝0.36％，n＝3）；苯唑嗪的检测限和定量限分别为0.91、3.04 ng。在3批样品中，苯唑嗪、已知杂质1、已知杂质2、总

杂质含量的平均值分别为106.68％、0.002 1％、0.044 0％、0.046 2％。结论：建立的苯唑嗪胶囊中主成分及有关物质的含量测定方

法简便、专属性强、灵敏度高，结果准确，适用于苯唑嗪胶囊的质量控制。
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苯唑嗪（研发代号：Q808）化学名为 6-（4-氯苯氧

基）-四唑并[5，1-a]酞嗪，是一种新的抗癫痫药物，具有增

强脑内核团自发性抑制性突触后电流（sIPSC）频率、增

加γ-氨基丁酸（GABA）含量的作用，其保护指数（PI）优

于卡马西平和卢非酰胺，在整体和离体癫痫模型中均具

有较强的抗癫痫作用，与传统抗癫痫药物苯妥英钠、托

吡酯相比，具有较强的抗惊厥作用且神经毒性较低 [1]。

以苯唑嗪为原料制成的苯唑嗪胶囊目前已获得临床试

验批件，正在进行临床试验，在国内外尚未有关于该药

质量标准的研究报道。为了保证用药安全、有效，笔者

根据《化学药物稳定性研究的技术指导原则》[2]、《化学药

物杂质研究的技术指导原则》[3]、《化学药物质量标准建

立的规范化过程技术指导原则》[4]和 2015年版《中国药

典》（四部）[5]的相关要求，另参考相关文献[6-11]，建立

了以高效液相色谱（HPLC）法测定苯唑嗪胶囊中主成分

含量及有关物质的方法，为该制剂的质量控制提供

参考。

1 材料

1.1 仪器

LC-2010AHT型HPLC仪，包括二极管阵列检测器、

色谱工作站（日本岛津公司）；KQ-2200型超声波清洗仪

（昆山市超声仪器有限公司，文中采用参数为功率：250

W，频率：40 kHz）；BT125D型十万分之一电子天平（德

国赛多利斯公司）。

1.2 药品与试剂

苯唑嗪对照品（批号：20140331，纯度：＞99.9％）、5-

氯四唑并[5，1-a]酞嗪对照品[已知杂质 1[12]（以下简称

杂质 1），批号：20140518，纯度：＞99.9％]、6-（2，4-二氯

苯氧基）-四唑并[5，1-a]酞嗪对照品[已知杂质 2[12]（以下

简称杂质 2），批号：20140518，纯度：＞99.9％]均由延

边大学药学院药物化学教研部制备；苯唑嗪胶囊（吉

林省中医药科学院制剂室，批号：20140521、20140522、

20140523，规格：0.15 g）；乳糖（美国 Foremost Farms 公

司）；交联聚维酮（PVPP，国药集团化学试剂有限公司）；

微晶纤维素（湖州展望药业有限公司）；聚乙烯己内酰

胺-聚醋酸乙烯酯-聚乙二醇接枝共聚物（Soluplus®，德国

巴斯夫有限公司）；甲醇、乙腈均为色谱纯，水为纯净水，

其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱 ：Inertsil ODS-2 C18（250 mm × 4.6 mm，5

µm）；流动相：乙腈-水（55 ∶ 45，V/V）；检测波长：223 nm；

柱温：25 ℃；流速：1.0 mL/min；进样量：20 µL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取苯唑嗪对照品10.04 mg，

置于 50 mL量瓶中，加乙腈超声（功率：250 W，频率：40

kHz，下同）10 min；取出，放冷，稀释至刻度，摇匀，精密

量取 5 mL，置于 25 mL 量瓶中，加乙腈稀释至刻度，摇

匀，制成每 1 mL中含苯唑嗪 40.16 μg的溶液，作为对照

品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密称取苯唑嗪胶囊内容物适量

（约相当于苯唑嗪10 mg），置于50 mL量瓶中，用乙腈超

声 10 min；取出，放冷，稀释至刻度，摇匀，精密量取 5

mL，置于25 mL量瓶中，加乙腈稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.3 系统适用性溶液 精密称取杂质 1、杂质 2对照

品各5 mg，置于10 mL量瓶中，用乙腈稀释至刻度，得系

统适用性贮备液；精密称取苯唑嗪对照品 10.06 mg，置

于 50 mL量瓶中；精密移取系统适用性贮备液 1 mL，置

于上述50 mL量瓶中，定容，摇匀，得系统适用性溶液。

2.2.4 空白辅料溶液 按样品处方精密称取除苯唑嗪

外的空白辅料适量，再按“2.2.2”项下方法进行制备，即

得空白辅料溶液。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下对照品溶液、供试品溶液（批号：
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20140523）、系统适用性溶液及空白辅料溶液各 20 μL，

按“2.1”项下色谱条件进样分析。结果，杂质1、杂质2与

苯唑嗪的分离度＞5，其余各峰之间的分离度＞1.5，主峰

拖尾因子为1.14～1.16，理论板数以主成分峰计＞5 000，

详见图1。

2.4 方法专属性考察

取苯唑嗪胶囊 10粒（批号：20140523）内容物研细，

精密称取约 5 mg，共 5份，分别置于 25 mL量瓶中：1份

加入 1 mol/L的盐酸溶液 5 mL，55 ℃水浴加热 3 h，用 1

mol/L的氢氧化钠溶液中和，调节至中性，加乙腈稀释至

刻度，摇匀，作为酸破坏溶液；1份加入0.1 mol/L的氢氧

化钠溶液 5 mL，静置3 h，用1 mol/L的盐酸溶液中和，调

节至中性，加乙腈稀释至刻度，摇匀，作为碱破坏溶液；1

份加入30％过氧化氢溶液5 mL，室温放置3 h，加乙腈稀

释至刻度，摇匀，作为氧化破坏溶液；1份加入5 mL蒸馏

水，70 ℃水浴加热3 h，加乙腈稀释至刻度，摇匀，作为高

温破坏溶液；1份加入乙腈 5 mL，使溶解，置于 4 500 lx

条件下照射18 h，加乙腈稀释至刻度，摇匀，作为光照破

坏溶液。精密量取上述 5种溶液及未破坏样品溶液各

20 µL，分别注入色谱仪，按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录其色谱图。结果表明，样品在酸、碱、氧化、高温

和光照条件下均保持相对稳定，各破坏条件下产生的降

解产物峰与主峰均能达到基线分离，且各峰间分离良

好，详见图2。

2.5 线性关系考察

取苯唑嗪对照品10 mg，精密称定，置于50 mL量瓶

中，加乙腈适量，超声溶解，用乙腈稀释至刻度，摇匀，作

为贮备液。分别精密量取上述贮备液适量，用乙腈稀释

制成质量浓度为 20.04、24.05、32.06、40.08、48.10、60.12

µg/mL的系列质量浓度对照品溶液。分别精密量取 20

µL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，以峰

面积为纵坐标（y）、质量浓度（µg/mL）为横坐标（x）进行

线性回归，得回归方程 y＝22 971 318.110x+95 894.154

（r＝1.000 0）。结果表明，苯唑嗪检测质量浓度线性范

围为20.04～60.12 µg/mL。

2.6 检测限和定量限试验

分别取“2.5”项下苯唑嗪对照品贮备液适量，均采用

逐步稀释法稀释至 3.2 µg/mL，按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录色谱图，以信噪比为3 ∶ 1计算[13]苯唑嗪的检

测限，结果为0.91 ng；以信噪比为10 ∶ 1计算苯唑嗪的定

量限，结果为3.04 ng。

2.7 精密度试验

精密量取“2.2.1”项下的苯唑嗪对照品溶液适量，按

“2.1”项下色谱条件重复进样6次，记录峰面积，结果苯唑

嗪峰面积的RSD为0.46％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.8 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：20140523）适量，

分别在室温下放置 0、2、4、8、12、24 h后，按“2.1”项下色

谱条件进样测定，计算得到苯唑嗪峰面积的 RSD 为

0.33％（n＝6），表明供试品溶液在室温下放置 24 h内稳

定性良好。

2.9 重复性试验

取苯唑嗪胶囊样品（批号：20140523）适量，平行 6

份，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项

下色谱条件进样测定，得平均含量为 99.98％，RSD 为

0.18％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.10 加样回收率试验

按样品处方精密称取空白辅料适量，共 9份。精密

图1 系统适用性试验高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of system suitability test
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称取苯唑嗪对照品适量，置于 50 mL量瓶中，加乙腈适

量，超声溶解，再用乙腈稀释至刻度，作为对照品溶液，

分别取低、中、高不同体积的溶液各3份（含苯唑嗪的量

分别约为 400、500、600 µg），加入至 9份空白辅料中，用

乙腈稀释并定量，取溶液按“2.1”项下色谱条件测定并计

算回收率，结果见表1。

表1 回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery test（n＝9）

加入量，μg

399.2

399.2

399.2

499.0

499.0

499.0

598.8

598.8

598.8

测得量，μg

390.4

391.1

390.2

488.3

484.4

486.8

581.7

582.3

581.5

回收率，％
97.80

97.97

97.75

97.86

97.07

97.56

97.14

97.24

97.11

平均回收率，％

97.50

RSD，％

0.36

2.11 耐用性试验

取苯唑嗪胶囊样品（批号：20140523）适量，按

“2.2.2”项下方法处理制备供试品溶液，在选定流动相系

统下，对不同色谱柱（色谱柱1：Agilent TC-C18，250 mm×

4.6 mm，5 µm；色谱柱 2：Diamonsil-C18，250 mm × 4.6

mm，5 µm；色谱柱 3：Inertsil ODS-2 C18，250 mm × 4.6

mm，5 µm）进行比较，结果发现采用不同色谱柱进行分

析时，主峰与杂质峰均能得到良好的分离，但以采用 In-

ertsil ODS-2 C18色谱柱时峰形最佳。

在其他色谱条件不变情况下，考察流动相不同体积

比[乙腈-水（52 ∶ 48、58 ∶ 42、55 ∶ 45，V/V）]、不同柱温（25、

30、35 ℃）、不同流速（0.8、1.0、1.2 mL/min）及不同流动相

pH（3、5、7）对含量测定结果的影响，结果，4种变化条件

下（各平行 2次）苯唑嗪峰面积的 RSD 分别为 0.22％

（n＝6）、0.19％（n＝6）、0.20％（n＝6）、0.26％（n＝6），表

明本方法耐用性良好。

2.12 样品含量及有关物质的检查

2.12.1 样品含量测定 精密称取苯唑嗪对照品和苯唑

嗪胶囊3批样品适量，按“2.2”项下方法制备对照品溶液

和供试品溶液，并按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积，采用外标法以峰面积计算含量[14]，结果见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of sample determination（n＝3）

批号
20140521

20140522

20140523

主成分含量，％
106.08

107.64

106.33

杂质1含量，％
0.002 1

0.002 3

0.002 0

杂质2含量，％
0.048 0

0.043 0

0.040 0

总杂质含量，％
0.050 1

0.045 4

0.043 1

2.12.2 样品有关物质检查 取苯唑嗪胶囊 3批样品适

量，精密称定，分别加乙腈稀释制成0.32 mg/mL的溶液，

作为有关物质供试品溶液；精密量取上述有关物质供试
图2 专属性试验高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of specificity test
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品溶液 1 mL，置于 100 mL量瓶中，加乙腈稀释至刻度，

摇匀，作为有关物质对照溶液。量取对照溶液20 µL，注

入HPLC仪，调节检测灵敏度，使主成分色谱峰高约为满

量程的20％；再精密量取有关物质供试品溶液与有关物

质有关物质对照溶液各20 µL，分别注入色谱仪，记录色

谱图至主成分保留时间的2倍。在有关物质供试品溶液

的色谱图中如出现除空白辅料外的杂质峰，按主成分自

身对照法计算有关物质的含量（单个杂质不得过0.1％，

总杂质不得过0.3％）[15-17]，结果见表2。

由表2数据计算可知，在3批样品中，苯唑嗪、杂质1、

杂质2、总杂质含量的平均值分别为106.68％、0.002 1％、

0.044 0％、0.046 2％。

3 讨论

苯唑嗪胶囊是针对癫痫治疗研发的化学药品1.1类

新药[18]，目前，相关研究已对苯唑嗪原料药中的杂质进

行了分离鉴定及初步的测定[12]，但并未对其进行系统的

质量检查方法研究，特别是对苯唑嗪胶囊，目前国内外

尚无相关研究的文献报道。本试验采用HPLC法，对苯

唑嗪胶囊主成分的含量及有关物质进行了深入研究，以

更好、更全面地控制该制剂的质量。

在色谱条件优化过程中，笔者主要考察了流动相组

成以及检测波长对分离效果的影响。在流动相组成中，

分别比较了甲醇-水和乙腈-水为流动相的分离效果，结

果表明，选择乙腈-水（55 ∶ 45，V/V）为流动相时，主成分

与各杂质间的分离效果良好（分离度＞2），保留时间（杂

质 1：5.355 min；主成分：12.224 min；杂质 2：18.088 min）

合适，且主成分与杂质均能满足分析要求。采用二极管

阵列检测器对检测波长进行筛选，发现各成分在223 nm

波长处有最大吸收，且灵敏度较高。故选择223 nm作为

本研究的检测波长。

综上所述，本研究建立的苯唑嗪胶囊中主成分及有

关物质的含量测定方法简便、专属性强、灵敏度高，结果

准确，适用于苯唑嗪胶囊的质量控制。
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