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依达拉奉（ｅｄａｒａｖｏｎｅ），化学名 ３－甲基－１－苯基－
２－吡啶啉－５－酮，是以苯肼和乙酰乙酸乙酯为原料合
成的吡唑啉酮类化合物，是首个用于治疗急性缺血性脑

卒中的强效自由基清除剂，可作用于脑梗死前期，抑制

脑水肿，缩小脑梗死区面积，减轻神经症候群的程度，保

护脑组织结构和功能犤１－５犦。近年来，有关依达拉奉治疗

肌萎缩侧索硬化症、帕金森病、阿尔茨海默病犤６－８犦等的

临床研究正在进行，而其抗癫痫、抗类风湿关节炎和抗

纤维化作用开发前景广阔犤９－１０犦。该药自 ２００１年由日本
三菱田边制药公司研发上市后，在全球范围内得到了广

泛使用。药物制剂中有关物质的检测是其质量研究的重

要方面，现参考国内外文献犤１１－１５犦，建立高效液相色谱

牗ＨＰＬＣ牘法测定依达拉奉注射液中有关物质含量，以促
进该制剂质量的提高。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
１２６０型和 １１６０型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｌｉｅｎｔ

公司）。

１．２ 试药
依达拉奉注射液（成都天台山制药有限公司，批号

分别为 １４０１０１，１４０２０１，１４０２０２，１４０２０３）；依达拉奉对
照品（中国食品药品检定研究院，纯度９９．９％）；杂质Ｐ１
（纯度９９．６３％）、杂质 Ｐ３（纯度９９．０７％）均由成都瑞特
恩科技有限公司提供；双吡唑啉酮（ＡｌｆａＡｅｓａｒＡＪｏｈｎｓｏｎ
ＭａｔｔｈｅｙＣｏｍｐａｎｙ，纯度为 ９８．００％）；依达拉奉三聚物
（深圳振强生物科技有限公司，批号为 Ｚ２０１３０２２５）。
磷酸二氢铵、磷酸均为分析纯，甲醇为色谱纯，水为

超纯水。

高效液相色谱法测定依达拉奉注射液中有关物质含量
杨清举 １，张 弘 ２

（１．四川省金堂县第一人民医院·四川大学华西医院金堂医院，四川 成都 ６１０４００；
２．成都瑞特恩科技有限公司，四川 成都 ６１１７３１）

摘要：目的 建立检测依达拉奉注射液中有关物质含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 ＴｉａｎｈｅＫｒｏｍａｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；以０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢铵溶液－甲醇（５５∶４５，Ｖ／Ｖ，用２０％磷酸溶液调 ｐＨ至３．０牘为流动相 Ａ，以０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢铵溶

液－甲醇（２５∶７５，Ｖ／Ｖ，用２０％磷酸溶液调 ｐＨ至３．０牘为流动相 Ｂ，梯度洗脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，检测波长为２４５ｎｍ。

以主成分自身对照法计算有关物质含量。结果 主成分与有关物质能完全分离，各杂质峰分离良好；各已知杂质不同质量浓度的平均回

收率均在９９．４６％ ～１０１．５７％之间，ＲＳＤ均小于４．１％（ｎ＝９）；各批次依达拉奉注射液中总杂质含量均不大于０．３％。结论 该方法专

属性强、灵敏度高、重复性好，可用于依达拉奉注射液中有关物质的检测。

关键词：高效液相色谱法；依达拉奉注射液；双吡唑啉酮；杂质 Ｐ１；杂质 Ｐ３；三聚物；含量测定
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１．杂质 Ｐ１ ２．依达拉奉 ３．杂质Ｐ３ ４．双吡唑啉酮 ５．三聚物

Ａ．空白辅料溶液 Ｂ．对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 专属性试验高效液相色谱图
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表１ 梯度洗脱程序（％）
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２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＴｉａｎｈｅＫｒｏｍａｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：以 ０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢铵溶液－甲醇
（５５∶４５，Ｖ／Ｖ，用 ２０％磷酸溶液调 ｐＨ至 ３．０）为流动
相 Ａ，以 ０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢铵溶液－甲醇（２５∶７５，
Ｖ／Ｖ，用２０％磷酸溶液调ｐＨ至３．０）为流动相Ｂ，梯度
洗脱程序见表 １；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃；检测
波长：２４５ｎｍ；进样量：２０μＬ。

２．２ 溶液制备
系统适用性溶液：１）双吡唑啉酮贮备液，称取双吡

唑啉酮对照品约 １２．５ｍｇ，置 ２５ｍＬ容量瓶中，加 Ｎ，
Ｎ－二甲基甲酰胺超声使溶解并稀释至刻度，再精密量
取１ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，
即得。２）杂质 Ｐ１贮备液，称取杂质 Ｐ１对照品约１０ｍｇ，
置５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇使溶解并稀释至刻度，摇匀。
３）杂质 Ｐ３贮备液，称取杂质 Ｐ３对照品约 １２．５ｍｇ，置
２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇使溶解并稀释至刻度，再精密
量取 １ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇
匀。称取依达拉奉对照品５ｍｇ，置１００ｍＬ容量瓶中，精
密加入上述 ３种贮备液各 １ｍＬ，用流动相 Ａ稀释至刻
度，摇匀，即得系统适用性溶液。因三聚物结构式的空间

位阻较大，不易形成，且在本品稳定性研究中三聚物均

未检出，故将三聚物按未知杂质控制。三聚物对照品只

用于色谱条件专属性研究。

供试品溶液：精密量取依达拉奉注射液３．０ｍＬ，置
１０ｍＬ容量瓶中，加流动相Ａ稀释至刻度，摇匀，即得。

自身对照溶液：精密量取供试品溶液 ０．５ｍＬ，置
１００ｍＬ容量瓶中，加流动相Ａ稀释至刻度，摇匀，即得。

空白辅料溶液：按依达拉奉注射液处方比例及工

艺，制得不含依达拉奉的溶液，即得。

２．３ 方法学考察
专属性试验：分别取空白辅料溶液、系统适用性溶

液及供试品溶液各 ２０μＬ，进样，记录色谱图至主成分
峰保留时间的２倍。结果空白辅料对各有关物质的测定
均无干扰，依达拉奉与各已知杂质（双吡唑啉酮、三聚

物、杂质Ｐ１和杂质Ｐ３）之间分离均良好，杂质与杂质间
的分离度均符合要求，依达拉奉峰与杂质 Ｐ３峰的分离
度为３．９４，表明本方法的专属性良好。色谱图见图１。

破坏性试验：取样品（批号为 １４０１０１）１．０ｍＬ，共
５份，分别置 ５个 ２５ｍＬ容量瓶中，进行不同条件下的
降解试验。第 １份为未经破坏的样品；第 ２份加 １０％
Ｈ２Ｏ２１ｍＬ，８０℃水浴中放置１５ｍｉｎ，作为氧化破坏试验
样品；第３份加６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ１ｍＬ，于８０℃水浴中加热
２６．５ｈ后调ｐＨ至７．０，作为酸破坏试验样品；第４份加
６ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ１ｍＬ，于 ８０℃水浴中加热 ５ｈ后调 ｐＨ
至 ７．０，作为碱破坏试验样品；第 ５份加水 ５ｍＬ后置
８０℃水浴中加热 ２５．５ｈ，作为热破坏试验样品。上述
５种条件下的样品均用流动相Ａ定容。另取２．２项下空
白辅料溶液１．０ｍＬ进样。结果空白辅料在主峰相对保
留时间约０．３５倍处有峰出现，但酸、碱、热及氧化条件
下降解产物保留时间均在辅料峰后，表明测定有关物质

时，可扣除辅料峰，即主峰相对保留时间约０．３５倍之前
的峰。结果显示，不同破坏性条件下产生的杂质对依达

拉奉有关物质的测定无干扰，且各降解产物之间及与主

峰之间的分离均较好，物料平衡，辅料无干扰且无明显

降解产物；在酸、碱、热条件下，样品较稳定。表明拟订色

谱条件能有效检出本品有关物质。色谱图见图２。
检测限和定量限：取样品及各已知杂质对照品适

量，加甲醇溶解作为各贮备液，取适量，用流动相 Ａ逐
级稀释，进样量均为 ２０μＬ。当信噪比牗Ｓ／Ｎ牘为 １０∶１
时，测定定量限；当 Ｓ／Ｎ为 ３∶１时，测定检测限。结果
各杂质的检测限均较低，本品拟订的进样质量浓度为

０．４５ｍｇ／ｍＬ，进样体积为 ２０μＬ；Ｓ／Ｎ为 ３∶１，能保证
含量大于 ０．０２％的杂质能被检出；能保证样品中含量
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１．杂质 Ｐ１ ２．依达拉奉 ３．杂质Ｐ３ ４．双吡唑啉酮 ５．三聚物

Ａ．空白辅料溶液 Ｂ．破坏前样品溶液 Ｃ．碱破坏试验样品溶液 Ｄ．酸破坏试验样品溶液

Ｅ．氧化破坏试验样品溶液 Ｆ．热破坏试验样品溶液

图２ 破坏试验高效液相色谱图

表３ 加样回收试验结果（％，ｎ＝９）

Ｘ ＲＳＤ杂质

杂质 Ｐ１

杂质 Ｐ３

双吡唑啉酮

三聚物

８０％
９９．３０
９６．９６
９８．７９
１０４．１５
１０１．３２
９８．８４
９８．３４
１００．０３
９７．１５
１０８．２９
９９．０５
１００．５４

回收率

１００％
９８．６０
１０２．０６
１０３．１３
１０２．９０
１０１．３６
１０１．９１
１００．９５
１００．３４
９９．３７
９６．４２
９９．５２
９５．９４

１２０％
９９．４９
１０１．９８
１００．７１
１００．７９
１０２．６９
１００．１９
１００．９４
１００．０３
９９．８２
１０１．８３
９９．０５
９４．４７

１００．１１

１０１．５７

９９．６６

９９．４６

１．９９

１．５５

１．２４

４．０８

表２ 线性关系考察结果

成分

依达拉奉

双吡唑啉酮

杂质Ｐ１
杂质Ｐ３
三聚物

回归方程

Ｙ＝８４．９７４Ｘ＋１．９０４９
Ｙ＝７９．８６７Ｘ－３．０８８９
Ｙ＝４２．５０８Ｘ＋３．４８８４
Ｙ＝３９．１０３Ｘ－０．６７８９
Ｙ＝７７．８８８９Ｘ＋０．４７６８

ｒ
０．９９９８
０．９９９９
０．９９９８
０．９９９６
０．９９９７

线性范围（μｇ／ｍＬ）

１．５～１２．０
０．３～１．７
１．０～８．５
０．３～２．３
０．２～３．０

大于 ０．０１％的未知杂质、０．００６％的双吡唑啉酮、
０．００１％的 Ｐ１、０．０１％的 Ｐ３、０．０１％的三聚物被检出。
表明拟订进样量及进样质量浓度能保证本品各杂质的

有效检出，满足质量控制要求。

线性关系考察：分别称取依达拉奉对照品及各已知

杂质对照品适量，分别用甲醇和流动相 Ａ溶解并稀释
制成系列质量浓度溶液，分别进样２０μＬ，以峰面积（Ｙ）
对质量浓度（Ｘ）进行线性回归，得回归方程与线性范
围，详见表 ２。可见，依达拉奉、双吡唑啉酮、杂质 Ｐ１、杂
质Ｐ３及三聚物的线性关系均较好，ｒ≥０．９９９６。

加样回收试验：精密量取样品（批号为 １４０１０１）
３．０ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，按样品定量限 ８０％，
１００％，１２０％的量加入杂质对照品溶液。按 ２．１项下色
谱条件测定有关物质，每个浓度平行测定３次。结果见
表 ３，各已知杂质不同质量浓度的平均回收率均在
９９．４６％～１０１．５７％之间，ＲＳＤ均小于４．１％（ｎ＝９）。

精密度试验：取样品（批号为 １４０１０１）适量，按 ２．２
项下方法分别制备 ６份供试品溶液和 ０．５％对照品溶
液，依法测定有关物质含量，检出结果基本一致，表明本

方法重复性良好。杂质 Ｐ１、杂质 Ｐ３、双吡唑啉酮、未知

杂质及总杂质的 ＲＳＤ均小于 ２．４％；由不同试验人员
分别建立不同色谱系统，分别连续测定６份同批（批号
为 １４０１０１）样品，结果 １２份样品的有关物质检出结果
基本一致，表明本方法精密度较好。分别取依达拉奉对

照品和各已知杂质对照品适量，用甲醇和流动相 Ａ溶
解并稀释成一定浓度的溶液，连续进样６次。结果进样
精密度良好，已知杂质对照品溶液、自身对照溶液峰面

积的 ＲＳＤ均小于０．９％牗ｎ＝６牘。
稳定性试验：１）对照品溶液，取杂质Ｐ１、杂质Ｐ３对

照品各适量，用甲醇和流动相 Ａ溶解并稀释至分别含
４，１μｇ／ｍＬ的溶液，室温放置 ０，１．０，２．５，４．０，６．０，
７．０，８．０ｈ后取２０μＬ进样，记录色谱图；取依达拉奉对
照品、双吡唑啉酮对照品各适量，用甲醇（其中双吡唑啉
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表４ 依达拉奉注射液有关物质测定结果（％，ｎ＝３）

批号

１４０２０１
１４０２０２
１４０２０３

杂质Ｐ１
０．１４
０．１２
０．１２

杂质Ｐ３
０．０１
０．０１
０．０１

双吡唑啉酮

０．０５
０．０５
０．０５

最大单杂质

０．０５
０．０４
０．０６

总杂质

０．２５
０．２２
０．２４

酮用 Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺溶解）和流动相 Ａ溶解并稀
释成质量浓度为 １μｇ／ｍＬ的溶液，将该杂质对照品溶
液室温放置０，２，４，６，７，８ｈ后取２０μＬ进样，记录色谱
图；结果各杂质峰面积的 ＲＳＤ均小于１．１％牗ｎ＝６牘，说
明各对照品溶液室温放置８ｈ稳定。２）供试品溶液及自
身对照溶液，按２．２项下方法制备供试品溶液和自身对
照溶液，分别在室温下放置０，２．５，５．３，８．０，１４．３，１８．５ｈ
后，取２０μＬ进样，记录色谱图，并按主成分自身对照法
计算峰面积的 ＲＳＤ值。结果各杂质峰面积的 ＲＳＤ均小
于 ５．０％（ｎ＝６），表明供试品溶液及自身对照溶液室
温放置１８．５ｈ稳定。

耐用性试验：在 ２．１项下色谱条件基础上，分别对
流动相的组成及 ｐＨ、流速、柱温、检测波长进行耐用性
考察。由于杂质Ｐ３与主峰最近，其他杂质与主峰及各杂
质之间分离均较好，故耐用性试验中主要考察依达拉奉

与杂质 Ｐ３之间的分离度。结果本品有关物质检测方法
中流速、柱温、流动相 ｐＨ、流动相 Ｂ比例及检测波长等
因素发生一定程度变化时，本方法均能满足试验要求，

耐用性良好。

２．４ 样品含量测定
取３批样品，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，按

２．１项下色谱条件进行有关物质检测，结果见表 ４。可
见，依达拉奉注射液中总杂质含量均不大于０．３％。

３ 讨论

３．１ 检测波长选择
通过对主药依达拉奉和各已知杂质（双吡唑啉酮、

三聚体、杂质Ｐ１和杂质Ｐ３）分别进行紫外扫描，结果发
现，各成分在２４５ｎｍ波长处吸收率接近；且样品破坏性
试验结果表明２４５ｎｍ波长处降解杂质的检出率略高于
２４０ｎｍ波长处的检出率，故以２４５ｎｍ作为依达拉奉注
射液有关物质的检测波长。

３．２ 分析方法比较
取本品及原研制剂分别按自研方法及日本药局方犤１６犦

收录的依达拉奉有关物质检测方法进行测定，对比考察

不同方法下有关物质的检测情况，结果表明，自研方法

中的杂质检出量较日本药典多，且各杂质间的分离度均

较好；日本药典收载的检测方法没有明确检测的目标杂

质，且色谱条件不能完全重现已知杂质的相对保留时

间；且苯肼作为合成本品的起始物料，其最大吸收波长

（２２４ｎｍ）与其他已知杂质及主药的最大吸收波长
（２４０～２４５ｎｍ）相差较大，在同一色谱条件下不能检测
出苯肼的真实量，因此单独建立方法测定苯肼含量。
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