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摘要：目的 建立氢溴酸沃替西汀中有关物质的测定方法。方法 采用反相高效液相色谱法（HPLC），用Agilent HC⁃C18（2）色

谱柱，流动相为乙腈-0.5%三乙胺溶液（用磷酸调至pH 6.0），梯度洗脱，检测波长226 nm，以外标法定量检测已知杂质，主成分

自身对照法检测未知杂质。结果 氢溴酸沃替西汀和杂质B、D、E、F、G、H、I、J、M等9个已知杂质的分离度良好；线性范围满

足定量分析的要求，9个杂质的相关系数均在0.998以上；9个已知杂质的平均加样回收率在（100.2±1.1）%，RSD均＜5%。结

论 反相高效液相色谱法具有高选择性（能定量分析9个工艺杂质及降解杂质），色谱条件简单易操作，高灵敏度、精密度良

好，可作为氢溴酸沃替西汀原料杂质的控制方法。
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Abstract：Objective To establish a method for the determination of related substances in vortioxetine hydrobromide.Methods
Reversed⁃phase high performance liquid chromatography（HPLC）was used with Agilent HC⁃C18（2）column.The mobile phase was
acetonitrile-0.5% triethylamine solution（pH was adjusted to 6.0 with phosphoric acid），gradient elution，and detection wavelength
was 226 nm.The known impurities were quantitatively detected by external standard method and unknown impurities were detected
by principal component self⁃control method.Results The separation of vortioxetine hydrobromide and nine known impurities B，D，

E，F，G，H，I，J and M was good；the linear range met the requirement of quantitative analysis，and the correlation coefficient of 9 im⁃
purities were all above 0.998；the average recovery of nine known impurities was（100.2±1.1）%.RSD was less than 5%.Conclusion
The method has high selectivity（can quantitatively analyze 9 kinds of process impurities and degradation of impurities），and the
chromatographic conditions are simple and easy to operate，and the detection sensitivity is high and the precision is good，and it
can be used as a control method for impurities in the raw material of vortioxetinehydrobromide.
Key words：Chromatography，high pressure liquid； Drug contamination； Retrieving rate； Vortioxetine hydrobromide； Related
substances

氢溴酸沃替西汀（VorticetineHydrobromide），也

称氢溴酸伏硫西汀，CAS：508233⁃74⁃7，化学名为

1⁃［2⁃（2，4⁃甲基苯硫基）苯基］哌嗪氢溴酸盐，被认

为是一种新型多模型抗抑郁药物［1］，是由日本武田

制药和丹麦灵北公司共同开发用于治疗重度抑郁

症成人病人的药物，体外研究表明，其具有可拮抗

5⁃HT3、5⁃HT7及5⁃HT1D受体，激活5⁃HT1A受体，部

分激活 5⁃HT1B受体及抑制 5⁃HT的转运的功能［2］。

是第一个具备多种药效活性的抗抑郁药物，该药物

尚无国产化。

我们从2013年4月开始研究氢溴酸沃替西汀。

该药物的合成由2，4⁃二甲基苯硫酚与邻碘溴苯反应合

成2⁃（2，4⁃二甲基苯基硫基）硫醚，再与哌嗪反应制备

沃替西汀，之后成氢溴酸盐，得到终产品［3⁃8］。制备过

程中产生的杂质并经结构确证有杂质A~K。见图1。
本研究测定氢溴酸沃替西汀的有关物质为外

标法、主成分自身对照法，灵敏度好、准确度高，可

作为原料质量控制的评价方法。

1 仪器与试药

Shimadzu LC⁃20A高效液相色谱仪（岛津公司，日

本）；AG135电子分析天平（梅特勒托利多公司，瑞士）。

氢溴酸沃替西汀对照品（批号：20131201⁃J，含
量：99.6%）、杂质A（批号20131101，纯度97.2%）、杂

质 B（批号 20131102，纯度 99.4%）、杂质 C（批号
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图1 氢溴酸沃替西汀制备过程中的杂质结构图

20131103，纯度 97.3%）、杂质 D（批号 20131104，纯
度 99.6%）、杂质E（批号 20131106，纯度 99.2%）、杂

质 F（批号 13⁃08⁃0137，纯度 99.2%）、杂质 G（批号

20131107，纯度 95.0%）、杂质H（批号 20131105，纯
度 98.8%）、杂质 I（批号 20131108，纯度 98.5%）、杂

质 J（批号 20131109，纯度 93.3%）、杂质M（批号 13⁃
08⁃0138，纯度 95.1%）；氢溴酸沃替西汀原料药（批

号 20150901～20150903、20160301～20160303），以

上对照品中杂质 F、M为 SINCO PHARMACHEM 提

供，其余对照品及供试品均为合肥创新医药技术有

限公司合成。乙腈、三乙胺为色谱纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 溶液的制备 对照品贮备液1：取杂质B、D、E、
F、G、H、I、J、M对照品适量，精密称定，加乙腈溶解并

稀释，制备成每1 mL含9个杂质各25 μg的混合溶液。

对照品贮备液2：取杂质B、D、E、F、G、H、I、J、M
对照品与氢溴酸沃替西汀对照品适量，精密称定，

加乙腈溶解并稀释，制备成每1 mL含氢溴酸沃替西

汀与9个杂质各25 μg的混合溶液。

杂质对照品溶液：精密量取1 mL杂质对照品贮

备液 1，置 50 mL量瓶中，加乙腈稀释至刻度，摇匀，

即得。

供试品溶液：精密称取氢溴酸沃替西汀原料25
mg，置50 mL量瓶中，加乙腈稀释至刻度，摇匀，即得。

0.1%对照溶液：精密量取供试品溶液 1 mL，置
50 mL量瓶中，加乙腈稀释至刻度并摇匀；精密量取

该稀释液1 mL，置20 mL量瓶中，加乙腈稀释至刻度

并摇匀，即得。

系统适用性溶液：精密量取1 mL对照品贮备液

1，置50mL量瓶中，加入经精密称定的25 mg氢溴酸

沃替西汀原料，加乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀。

2.2 色谱条件及系统适用性 色谱柱 Agilent C18
（4.6 mm×250 mm，5 µm）；柱温 40 ℃；检测波长 226
nm；流速 1.0mL/min；进样量 20 μL；流动相A：0.5%
三乙胺溶液（用磷酸调节pH至6.0）⁃乙腈（90∶10），流
动相B：0.5%三乙胺溶液（用磷酸调节pH值至6.0）⁃
乙腈（10∶90），梯度洗脱程序见表1。

表1 流动相梯度洗脱条件

时间/min
0
15
21
27
50
50.1

流动相A/%
90
55
55
15
15
90

流动相B/%
10
45
45
85
85
10

称取杂质A、B、C、D、E、F、G、H、J、M、I适量，制

备各杂质的单标溶液，进行定位，再进注系统适用

性溶液进行液相色谱分析。见图2。
系统适用性溶液中各已知杂质均能与主成分

达到较好分离，分离度均良好。

2.3 专属性 取氢溴酸沃替西汀原料25 mg，置50
mL量瓶中，分别进行高温、光照、氧化、酸、碱破坏，酸、

碱破坏进行中和，再用乙腈溶解并稀释定容，摇匀；并

同法制备破坏空白。按“2.2”项下色谱条件进样分析。

结果表明，本品在强光及高温条件下有少量降解杂

质，强酸、强碱、强氧化时能产生明显降解杂质。且

主成分峰与相邻杂质峰分离度能符合要求，破坏前

后物料基本守恒，主峰纯度符合要求。
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图2 系统适用性试验色谱图

2.4 定量限、检测限、线性范围与校正因子 精密

量取对照品贮备液 2，加乙腈稀释成 0.2~2.0 μg/mL
不同浓度的系列对照品混合溶液，分别进样，记录

色谱图。以各成分的峰面积为纵坐标（Y），浓度为

横坐标（X），进行线性回归，并以回归方程的斜率计

算各已知杂质相对于氢溴酸沃替西汀的校正因子

（RCF），同时测定各成分的定量限（LOQ）与检测限

（LOD），结果见表2。
表2 氢溴酸沃替西汀有关物质线性和RCF

成分

氢溴酸沃替西汀

杂质 H
杂质 F
杂质 B
杂质 J
杂质 G
杂质 M
杂质 I
杂质 D
杂质 E

回归方程

Y＝112 983x+7 797.3
Y＝49 132x–3 744.6
Y＝40 198x–4 306.2
Y＝91 897x–6 283.7
Y＝121 379x–6 323.0
Y＝73 893x–1 001.6
Y＝39 211x–459.21
Y＝50 625x+2 715.1
Y＝46 408x+3 911.4
Y＝55 570x+1 491.7

相关
系数

0.999 3
0.999 8
0.998 4
0.999 7
0.999 4
0.999 7
0.998 6
0.999 5
0.999 3
0.998 2

RCF
—

2.3
2.8
1.2
0.9
1.5
2.9
2.2
2.4
2.0

LOQ/
ng
1.2
3.6
3.4
1.0
1.0
2.1
1.7
0.9
1.5
1.6

LOD/
ng
0.6
1.8
1.7
0.5
0.5
1.0
0.9
0.5
0.5
0.5

注：RCF为校正因子，LOQ为定量限，LOD为检测限；氢溴酸沃

替西汀为主成分，故不需计算其相对于氢溴酸沃替西汀的校正因子

2.5 精密度与准确度 精密度：按“2.1”项下方法

由双人各制备供试品 6份，在“2.2”色谱条件下，以

不同液相色谱仪进行测定，计算各杂质 RSD。单

人、6份样品，总杂含量的RSD均＜7.5%，单个杂质

含量的RSD均＜10%。双人共12份样品，总杂含量

的RSD均＜10%，单个杂质含量RSD均＜15%。

精密量取杂质对照品贮备液1，加入供试品中，

制成含各已知杂质为限度的50%、100%、150%的回

收率样品，进样分析，记录色谱图，计算各杂质回收

率。9个已知杂质B、D、E、F、G、H、I、J、M的平均加

样回收率在（100.2±1.1）%。

2.6 溶液稳定性 按“2.1”项下制备杂质对照品溶

液与供试品溶液，25 ℃放置，并于0、2、4、8、12、24 h分
别取样进样分析，记录色谱图。计算得杂质对照品溶

液中单个杂质峰面积的RSD均＜4%，供试品溶液中，

各杂质峰面积的RSD均＜15%，且无新杂质产生。

2.7 耐用性 通过分别调整色谱条件中的柱温

±2 ℃、检测波长±2 nm及 pH值±0.2，考察系统适用

性溶液中杂质与主成分之间分离度的情况。结果

表明，柱温、流速及pH值等参数的调整对测定结果

基本不会产生影响，方法的耐用性良好。

2.8 样品测定 按上述已确定的色谱条件及方法，

对氢溴酸沃替西汀原料 6批进行有关物质测定，按

外标法计算供试品溶液中已知杂质含量，自身对照

法计算未知杂质含量。其中，杂质B～I均未检出。

其他杂质检测见表3。
表3 氢溴酸沃替西汀有关物质检测结果/%

成分

杂质 H
杂质 F
杂质 D
杂质 E
RRT0.89
总杂

批号

20150901
0.02
0.01
0.01
0.01
0.03
0.08

20150902
0.01
—

0.01
0.02
0.02
0.06

20150903
0.01
—

—

0.01
0.02
0.04

20160301
—

—

—

—

0.01
0.01

20160302
—

—

—

—

0.01
0.01

20160303
—

—

—

—

0.01
0.01

注：RRT0.89表示相对保留时间0.89的杂质，“—”为“未检出”。

3 讨论

以乙腈为溶剂，分别配制氢溴酸沃替西汀和9个
已知杂质（杂质B、D、E、F、G、H、I、J、M）的对照品溶

液，在190～400 nm波长范围内进行光谱扫描，氢溴

酸沃替西汀和杂质B、G、J）在226 nm处有最大吸收，

杂质D、E、F、H、I、M在226 nm处均有较大吸收，故采

用226 nm作为检测波长。根据专利［9］中有关物质，流

动相为甲醇：乙酸铵缓冲液的反相体系；为了改善各

杂质的峰形，将流动相中缓冲系统定为磷酸⁃三乙胺

缓冲体系，进行优化后确定梯度洗脱程序，各组分的

峰形良好，分离度符合要求，故选择该流动相体系。

国外药典尚未收载氢溴酸沃替西汀原料或制

剂标准，在已有文献［10⁃14］报道的有关物质研究中，有

HPLC法、液质联用法、ESI⁃Q⁃TOF/MS、APCI⁃TOF/
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MS等方法，检测的杂质数量2～7个，涉及的杂质含

本研究中的杂质B、E、F、I、M。本研究中由于杂质A
与杂质C分别是由起始原料2，4⁃二甲基苯硫酚中的

2，5⁃二甲基苯硫酚与3，4⁃二甲基苯硫酚参与化学反

应产生的副产物，且单标定位时杂质A、C与主峰的

出峰位置相同，故可通过控制起始原料2，4⁃二甲基

苯硫酚的产品质量来控制成品中杂质A、杂质C的

含量；杂质G、J为邻溴碘苯中杂质间溴碘苯、对溴碘

苯分别参与反应生成的，与氢溴酸沃替西汀为苯环

上位置异构杂质，分离难度较大；杂质D、H为邻溴

碘苯与哌嗪进行反应产生的杂质。本研究在液相

色谱条件下氢溴酸沃替西汀、杂质G、杂质 J依次出

峰，与相邻峰均能达到很好地分离。

已知杂质B、D、E、F、G、H、I、M的校正因子不在

0.9～1.1范围内，参照文献［15］，建议将已知杂质订入

质量标准，按外标法计算、质控限度为0.1%；未知杂

质按自身对照法、0.1%的限度进行控制。
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高效液相色谱⁃电雾式检测法测定甘草中 4种有效成分的含量
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摘要：目的 建立甘草药材高效液相色谱⁃电雾式检测器（Charged Aerosol Detector，CAD）含量测定方法，测定芹糖甘草苷、甘

草苷、芹糖异甘草苷及甘草酸4种成分的含量。方法 采用Waters XBridge C 18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）进行分离，以

乙腈⁃0.05%甲酸水溶液为流动相，梯度洗脱；流速为1 mL/min；进样量为10 μL；柱温：35 ℃；电雾式检测器检测，雾化器温度为

40 ℃。结果 芹糖甘草苷进样量在 0.039 21~0.588 15 μg范围内与峰面积线性关系良好（r＝0.999 9），平均回收率试验为

97.3%，RSD为 1.28%（n＝6）；甘草苷进样量在 0.034 29~0.857 20 μg范围内与峰面积线性关系良好（r＝0.999 0），平均回收率

试验为98.4%，相对标准偏差（RSD）为0.86%（n＝6）；芹糖异甘草苷进样量在0.032 19~0.643 82 μg范围内与峰面积线性关系良

好（r＝0.999 5），平均回收率试验为98.9%，相对标准偏差（RSD）为0.77%（n＝6）；甘草酸进样量在0.169 37~2.540 61 μg范围内

与峰面积线性关系良好（r＝0.999 1），平均回收率试验为99.9%，RSD为0.15%（n＝6）；甘草药材中芹糖甘草苷含量在0.26%~
2.27%、甘草苷的含量在 0.33%~5.07%、芹糖异甘草苷的含量在 0.14%~0.81%、甘草酸的含量在 0.77%~9.76%。结论 使用高

效液相色谱⁃电雾式检测（HPLC⁃CAD）方法建立了甘草药材的含量测定方法，并同时测定了芹糖甘草苷、甘草苷、芹糖异甘草

苷及甘草酸的含量。该方法简便快捷、重复性好，可用于甘草药材的质量控制。

关键词：甘草/化学； 回收率； 高效液相色谱⁃电雾式检测器； 芹糖甘草苷； 甘草苷； 芹糖异甘草苷； 甘草酸
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