
法制得供试品溶液，进样 10 μL，分别测定并计算样品

含量。结果见表 2。

表 2 样品测定结果 mg·g －1

批号 大黄素 大黄酚
大黄素和

大黄酚
连翘苷

070416 0． 017 4 0． 027 1 0． 044 5 0． 008 4
070417 0． 017 8 0． 027 1 0． 044 9 0． 009 2
070418 0． 018 2 0． 028 0 0． 046 2 0． 011 9

3 讨论

3． 1 本品为水包油型乳膏剂 连翘和大黄是本方中

的主药，由于处方组分复杂，乳膏中辅料和大量亲水及

亲脂性基质干扰测定，因此，检测样本的提取、纯化是

影响定量分析灵敏、准确的关键因素。笔者依据各指

标成分的特点，选用不同溶剂及配比对样本进行提取

方法优化筛选，乳膏以先破乳再提取的方法可以达到

最大面积的接触溶剂并充分提取的效果［3］; 对于亲脂

性强的组分，可利用溶剂极性差异，改变溶解条件以达

到减少组分干扰、纯化样品的目的。以 HPLC 法测定

连翘苷、大黄素和大黄酚含量，检测结果准确、方法重

复性好。
测定方法依君、臣、佐、使顺序筛选［4］，连翘为本

方君药，对其主要成分连翘苷进行定量分析，由于连翘

苷紫外检测灵敏度较低，因此，在样本提取、纯化方法

上进行细致考察。样本经方法学验证重复性良好，能

达到较好分离但检测线较高，在批次生产中乳膏检测

易受连翘药材含量差异影响，且样本提取方法较繁琐，

故本法建立是验证生产工艺稳定的理论依据，同时对

连翘药材和中药提取物进行质量监控。
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高效液相色谱法测定佐匹克隆有关物质

李彦1，李银峰2，靳朝东2

( 1． 天津中医药大学，300193; 2． 天津药物研究院分析测试中心，300193)

摘 要 目的 建立高效液相色谱( HPLC) 法测定佐匹克隆的有关物质。方法 色谱柱为 Welchrom-C18 ( 4． 6 mm ×

250 mm，5 μm) ，以乙腈-0． 05 mol·L －1 磷酸氢二钠( pH = 7． 5) ( 35∶ 65) 为流动相，流速为 1 mL·min －1，检测波长为

303 nm，柱温 30 ℃。结果 佐匹克隆的线性范围为 0． 003 3 ～ 0． 656 4 mg·mL －1，回归方程: A = 32 991C + 3． 672 4，r =
0． 999 9。精密度 RSD = 0． 13% ( n = 6) ，重复性 RSD = 1． 01% ( n = 6) ，最小检出限 0． 6 ng，平均收回率 100． 16% ( RSD =
1． 03% ) 。结论 该方法简便，准确，专属性强，灵敏度高，可用于佐匹克隆有关物质检查。
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佐匹克隆是新型的非苯二氮类镇定安眠药，其

作用于苯二氮受体而结合方式不同于苯二氮药

物。本品速效催眠［1］，能显著改善睡眠质量，减少觉
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醒次数，具有疗效好、起效快、安全性高、次晨残留作用

小、不良反应少［2］等特点。有关物质含量测定是衡量

药品质量的重要检查项目，国家药品标准［3］用薄层色

谱( thin-layer chromatography，TLC) 法对佐匹克隆有关

物质进行检测，但不能定量检出杂质。而《欧洲药典》
佐匹克隆有关物质检查方法［4］中流动相填加了十二

烷基硫酸钠( SDS) ，对色谱柱损害较大，为此本实验开

发研究新的有关物质检查方法。
1 仪器与试药

1． 1 仪器 Agilent1100 高效液相色谱系统( 紫外检
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测器) ，HP8453 紫外分光光度计，As3120 超声波清洗

机。
1． 2 试药 佐匹克隆( 粗品、对照品，批号: 110301，

110302，110303) 、合成中间体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ( Ⅰ
还原物: 《欧洲药典》杂质 B、Ⅱ合环物、Ⅲ缩合物、Ⅳ
吡嗪-2，3-二羧酸、Ⅴ吡嗪-2，3-酸酐、Ⅵ2-氨基-5-氯-吡
啶由天津药物研究院化药合成部提供) 及欧洲药典杂

质 A、C( Ⅶ杂质 A、Ⅷ杂质 C 购自北京绿百草科技发

展有限公司) ，乙腈色谱纯，磷酸氢二钠、磷酸二氢钠

为分析纯，盐酸、磷酸分析纯，水为去离子水。
2 方法与结果

2． 1 色谱条件 色谱柱: Welchrom-C18 ( 4． 6 mm ×
250 mm，5 μm) ，流动相为 0． 05 mol·L －1 磷酸氢二钠

( 用 10%的磷酸调至 pH = 7． 5 ) -乙腈( 65∶35 ) ; 流速

为 1 mL·min －1 ; 检测波长 303 nm; 进样量为 20 μL，

柱温 30 ℃。
2． 2 检测波长的确定 取本品，加 0． 1 mol·L －1盐酸

制成每毫升含本品 15 μg 的溶液，测定，本品在 216，

304 nm 波长处有最大吸收，参照《欧洲药典》［4］选择有

关物质的检测波长，为 303 nm。
2． 3 线性关系考察 精密称取佐匹克隆 32． 82 mg，

置 50 mL 棕色量瓶，加流动相溶解，稀释至刻度、摇匀。
逐步 稀 释 为 0． 656 4，0． 492 3，0． 328 2，0． 164 1，

0． 032 82，0． 016 41，0． 003 282 mg·mL －1 作为线性实

验溶液。分别量取 20 μL 注入液相色谱仪，测定，记录

色 谱 图，以 峰 面 积 ( A ) 为 纵 坐 标、样 品 浓 度 ( C，

mg·mL －1 ) 为横坐标进行线性回归，回归方程为 A =
32 991C + 3． 672 4，r = 0． 999 9。佐 匹 克 隆 在

0． 003 282 ～ 0． 656 4 mg·mL －1范围内线性关系良好。
2． 4 最小检出限的测定 将“2． 3”项下母液定量稀

释成 0． 098 46 mg·mL －1溶液，照上述色谱条件进样，

记录色谱图。按信噪比 3∶1 计算，佐匹克隆最小检出

限为 0． 6 ng。
2． 5 精密度实验 精密称取佐匹克隆约 3． 5 mg，置

10 mL 棕色量瓶，加流动相溶解，稀释至刻度、摇匀。
照上述色谱条件，重复进样 6 次，记录色谱图。计算主

峰峰面积相对偏差，RSD 为 0． 13% ( n = 6) 。结果表明

精密度良好。
2． 6 重复性实验 精密称取佐匹克隆 6 份，每份约

3． 5mg，置 10 mL 棕色量瓶，加流动相溶解，稀释至刻

度、摇匀。照上述色谱条件，分别进样，记录色谱图，计

算有关物质相对偏差，RSD 为 1． 01%。结果表明重复

性良好。
2． 7 稳定性实验 取精密度实验下的样品溶液，分别

在 0，2，4，8，12，24 h，照上述色谱条件，分别进样，记录

色谱图。杂质峰面积、有关物质的 RSD 分别为 2． 15%
和 1． 33%。结果表明在棕色瓶中，样品溶液放置24 h，

杂质含量变化不大。
2． 8 破坏性实验

2． 8． 1 未 破 坏 样 品 实 验 精 密 称 取 佐 匹 克 隆 约

17． 5 mg，置 50 mL 棕色量瓶，加流动相溶解，稀释至刻

度、摇匀，作为对照溶液，照上述色谱条件进样，记录色

谱图，见图 1A。
2． 8． 2 酸破坏实验 精密称定佐匹克隆约 7 mg，置

10 mL 棕色量瓶，加 0． 1 mol·L －1盐酸溶解，稀释至刻

度、摇匀，静止放置 20 min。再用 0． 1 mol·L －1氢氧化

钠溶液调 pH 至中性，照上述色谱条件进样，记录色谱

图，降解产物均可与佐匹克隆峰良好分离，见图 1B。
2． 8． 3 碱破坏实验 精密称定佐匹克隆约 7 mg，置

10 mL 棕色量瓶，加 0． 1 mol·L －1氢氧化钠溶液溶解，

稀释至刻度、摇匀，静置 20 min。再用 0． 1 mol·L －1盐

酸调至中性，照上述色谱条件进样，记录色谱图，降解

产物均可与佐匹克隆峰良好分离，见图 1C。
2． 8． 4 光照破坏实验 取对照溶液 2 mL 置透明进样

瓶中，在日光下照射 8 h 后，照上述色谱条件进样，记

录色谱图，降解产物均可与佐匹克隆峰良好分离，见图

1D。
2． 8． 5 加热破坏实验 取对照溶液 10 mL 置于圆底

烧瓶，加热回流 30 min，冷却至室温，照上述色谱条件

进样，记录色谱图，降解产物均可与佐匹克隆峰良好分

离，见图 1E。
2． 8． 6 氧化破坏实验 取对照溶液 10 mL 置棕色量

瓶，加 6% 过氧化氢 1 滴，静置 20 min，照上述色谱条

件进样，记录色谱图，降解产物均可与佐匹克隆峰良好

分离，见图 1F。
2． 8． 7 中间体及杂质的检出 精密称取佐匹克隆约

3． 5 mg，置 10 mL 棕色量瓶，加流动相溶解。再分别加

入样品合成中间体及《欧洲药典》杂质 A 和 C，稀释至

刻度、摇匀。照上述色谱条件进样，记录色谱图。结果

表明: 佐匹克隆与合成中间体及其杂质能很好的分离。
在样品中，2-氨基-5-吡啶保留时间约 6． 0 min，其他杂

质为未知物，见图 1G。
2． 9 样 品 有 关 物 质 检 测 精 密 称 取 3 批 样 品 约

3． 5 mg，置 10 mL 棕色量瓶，加流动相溶解，稀释至刻

度、摇 匀，作 为 供 试 品 溶 液。精 密 量 取 供 试 品 溶 液

1 mL，置 100 mL 棕色量瓶，加流动相稀释至刻度，作

为 1%自身对照溶液。照上述色谱条件进样，记录色

谱图。3 批样品的检测结果见表 1。
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图 1 样品经不同处理后杂质的 HPLC 图

A． 原样品; B． 酸破坏; C． 碱破坏; D． 光照破坏; E． 加热破坏; F． 氧化破坏; G． 中间体及杂质

表 1 3 批样品有关物质检测结果

批号
供试品溶

液的面积

1%自身对照

溶液的面积

有关物质 /
%

110301 10 385． 7 108． 0 0． 01
110302 10 362． 3 104． 6 0． 01
110303 10 758． 6 107． 7 0． 01

2． 10 加样回收实验 精密称取对照溶液样品用量的

80%，100%，120%各 3 份，照上述色谱条件进样，记录

色谱图。结果平均回收率 100． 16%，RSD =1． 03%。
2． 11 含量测定 取样品 0． 3 g，精密称定，加冰醋酸

20 mL 溶解，加结晶紫指示液 1 滴，用 0． 1 mol·L －1高

氯酸滴定液照非水滴定法滴定至溶液显蓝色，并将滴

定的 结 果 用 空 白 实 验 校 正。结 果 批 号 为 110301，

110302，110303 的样品，佐匹克隆平均标示含量分别为

99． 53%，99． 37%，99． 44%。
3 讨论

已报道的关于佐匹克隆有关物质检测方法多采用

《欧洲药典》中的酸性缓冲液测定法［5-7］，此方法流动

相中使用的 SDS 会影响色谱柱的使用寿命。本实验流

动相使用磷酸盐溶液作为缓冲溶液，此缓冲盐容易洗

脱。与使用 SDS 相比，对色谱柱的损害较小。当流动

相为 0． 05 mol·L －1磷酸氢二钠-甲醇( 65∶35) ( pH =
3． 5) ，佐匹克隆样品出峰时间约在 12 min，杂质 C 出峰

时间约在 90 min，杂质 C 出峰时间较长。当流动相为

0． 05 mol·L －1磷酸二氢钠-乙腈( 65∶35) ( pH =3． 5) ，

佐匹克隆约 4 min，杂质 C 约 14 min，主峰与合成中间

体及其他杂质分离不好。按《欧洲药典》中佐匹克隆、
杂质 A、B、C 保留时间是分别为 17，3． 1，10，5 min。当

选用本方法流动相时，佐匹克隆约 9． 9 min 出峰，《欧

洲药典》杂 质 A、B、C 出 峰 时 间 分 别 为 3． 4，6． 7，

13 min，可很好检出各个中间体和杂质 A、B、C。
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