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双氯芬酸钾，化学名为邻-（2，6-二氯苯胺基）-苯乙酸钾，

其主要药理作用是通过抑制环氧化酶而减少前列腺素的生物

合成，而前列腺素在疼痛、炎症及发热过程中起重要作用 [1]。

双氯芬酸钾目前的剂型有胶囊、片剂、凝胶[2]等，目前收载的检

查方法存在于国家食品药品监督管理局药品标准（简称国家

药品标准）[3]、《英国药典》[4]、《美国药典》[5]和进口药品注册标

准[6]中。笔者对比各检查方法，并在此基础上拟定了新的较为

简单合理的双氯芬酸钾有关物质检查方法，就双氯芬酸钾的

几个已知有关物质在色谱系统中进行了有效分离，测定了已

知杂质相对于双氯芬酸钾的相对响应因子，最终建立了双氯

芬酸钾原料药有关物质的检查方法。

1 材料
1.1 仪器

1200型高效液相色谱仪、Chemstation色谱工作站（美国安

捷伦科技有限公司）；XS-204电子天平（瑞士Mettler Toledo公

司）。

1.2 药品与试剂

双氯芬酸钾对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

10080-200601，纯度：100.0％）；样品双氯芬酸钾原料药（A，批

号：C0147，纯度：100.0％；B，批号：100819-2，纯度：100.0％；C，

批号无，纯度：99.8％）；杂质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ对照品（北京诺华制药有

限公司，批号、纯度无）；甲醇、乙腈为色谱纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Ultimate C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲

醇-4％冰醋酸水溶液（65 ∶ 35），流动相使用前经 0.45 µm有机

滤膜抽滤并脱气，流速：1.0 ml/min；检测波长：254 nm；柱温：

40 ℃。

2.2 系统适用性试验

取双氯芬酸钾对照品适量，用水制成1 mg/ml的溶液。取

适量，置于石英吸收池中，在紫外光灯（254 nm）下照射15 min

（使产生1个稳定的杂质峰，满足系统适用性的要求，在此后的

试验中无需采用昂贵的杂质对照品），此溶液作为系统适用性

试验溶液。精密量取此溶液 20 µl，注入色谱仪，记录色谱图。

结果在与双氯芬酸钾相对保留时间约0.77处出现1个杂质峰，

杂质峰与双氯芬酸钾峰的分离度应大于6.0，理论板数按双氯
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芬酸钾峰计应不低于5 000。色谱图见图1。

2.3 破坏性试验

取双氯芬酸钾原料药，用甲醇制成 5 mg/ml的溶液，作为

贮备液。取贮备液2 ml，分别进行如下试验：（1）酸破坏：加入

0.1 mol/L 盐酸溶液 1 ml，在水浴中加热 15 min，放冷，用 0.1

mol/L 氢氧化钠溶液调节溶液成中性，用甲醇稀释至 10 ml。

（2）碱破坏：加入 0.1 mol/L氢氧化钠溶液 1 ml，在水浴中加热

15 min，放冷，用 0.1 mol/L盐酸溶液调节溶液成中性，用甲醇

稀释至10 ml。（3）氧化破坏：加入过氧化氢溶液1 ml，在水浴中

加热 15 min，放冷，用甲醇稀释至 10 ml。（4）高温破坏：用甲醇

稀释至 10 ml，在水浴中加热 30 min，放冷。（5）光照破坏：用甲

醇稀释至10 ml，在254、365 nm的波长处各照射30 min。取上

述 5种溶液进样分析，结果杂质峰与主峰分离良好，表明本色

谱条件可行。色谱图见图2。

2.4 线性关系试验

精密称取双氯芬酸钾对照品20.534 mg，置于100 ml量瓶

中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为贮备液；精密量取贮

备液1 ml，置于100 ml量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀；再精

密量取 5 ml，置于 50 ml量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，作

为线性试验用溶液Ⅰ；精密量取贮备液5、10、15、25 ml，分别置

于 100 ml量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，作为线性试验用

溶液Ⅱ～Ⅴ。精密量取上述线性溶液Ⅰ～Ⅴ各 20 µl，分别注

入色谱仪，记录色谱图。以峰面积（A）为纵坐标、质量浓度（c）

为横坐标，得到线性方程 A＝21.261 4c+0.105 1（r＝0.999 9，

n＝5），表明双氯芬酸钾检测质量浓度线性范围为 0.205 3～

51.335 0 μg/ml。

2.5 稳定性试验

取“2.8”项下的供试品溶液分别于 0、2、4、8、12、24 h时进

样测定，计算得主峰峰面积的 RSD＝1.2％，杂质峰峰面积的

RSD＝1.0％～1.2％（n＝6），样品杂质无明显变化，表明供试品

溶液在24 h内稳定。

2.6 耐用性试验

按现设的色谱条件，取双氯芬酸钾对照品，杂质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

对照品适量，加甲醇溶解并定量稀释制成质量浓度分别为 1

mg/ml、2 µg/ml、2 µg/ml 和 2 µg/ml 的溶液，摇匀；量取上述溶

液20 µl，注入色谱仪，比较在4根不同牌号的色谱柱上的分离

效果。4根色谱柱分别为色谱柱 1：Ultimate C18（250 mm×4.6

mm，5 µm）；色谱柱 2：Agilent C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；色

谱柱 3：Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；色谱柱 4：Ecosil

C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）。结果除Ecosil柱外，其他 3个牌

号色谱柱均适用，相对保留时间相对稳定，详见表 1；色谱柱 1

的分离效果见图3。

表1 耐用性试验结果

Tab 1 Results of durability test

色谱柱

色谱柱1

色谱柱2

色谱柱3

色谱柱4

杂质Ⅰ与主
峰分离度

9.85

8.27

10.38

8.52

主峰理
论板数

21 542

16 832

19 277

10 311

主峰保留
时间，min

20.882

17.656

20.899

18.329

主峰对
称因子

1.0

1.0

1.0

1.2

杂质Ⅰ相对
保留时间

0.51

0.55

0.49

0.62

杂质Ⅱ相对
保留时间

0.77

0.78

0.77

0.81

杂质Ⅲ相对
保留时间

1.23

1.25

1.29

1.51

2.7 检测限试验

以信噪比为3计算，得双氯芬酸钾的检测限为1.54 ng。

2.8 有关物质检查

取样品适量，精密称定，用甲醇溶解并稀释制成 1 mg/ml

的溶液，作为供试品溶液；精密量取供试品溶液适量，用甲醇

图3 色谱柱1的分离效果图
1.杂质Ⅰ；2.杂质Ⅱ ；3.双氯芬酸钾；4.杂质Ⅲ

Fig 3 Separation effect of chromatographic column 1
1. impurity Ⅰ；2. impurity Ⅱ；3. diclofenac potassium；4. impurity Ⅲ
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图1 系统适用性试验高效液相色谱图
1.杂质；2.双氯芬酸钾

Fig 1 HPLC chromatograms of system suitability test
1. impurity；2. diclofenac potassium
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图2 破坏性试验高效液相色谱图
A.酸破坏样品；B.碱破坏样品；C.氧化破坏样品；D.高温破坏样品；E.光

照破坏样品；1.双氯芬酸钾

Fig 2 HPLC chromatograms of destroyed test
A.samples destroyed by acid；B.samples destroyed by alkali；C.samples

destroyed by oxidation；D.samples destroyed by high temperature；E.sam-

ples destroyed by high light；1. diclofenac potassium
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定量稀释制成2 µg/ml的溶液，作为对照溶液。量取对照溶液

20 µl，注入色谱仪，调节检测灵敏度，使双氯芬酸钾峰高约为

满量程的20％；再精密量取供试品溶液和对照溶液各20 µl，分

别注入色谱仪，记录色谱图至主峰保留时间的 2倍。杂质Ⅰ、

杂质Ⅱ、双氯芬酸钾和杂质Ⅲ峰的相对保留时间分别约为0.5、

0.8、1.0、1.2。按校正后的峰面积计算（杂质Ⅰ、杂质Ⅱ和杂质

Ⅲ分别乘以 0.7、1.1、0.5），单个杂质峰面积不得大于对照溶液

主峰面积（0.2％），杂质总量不得大于对照溶液主峰面积的2.5

倍（0.5％）。3批样品检查结果见表2，供试品（批号：C0147）溶

液色谱图见图4。

表2 样品有关物质检查结果

Tab 2 Result of related substance in samples

厂家

A

B

C

已知杂质，％
杂质Ⅰ

0

0

0

杂质Ⅱ
0

0

0

杂质Ⅲ
0

0

0

未知单个杂质，％

0

0.04

0.02，0.01，0.01，0.02

杂质总量，％

0

0

0.1

3 讨论
3.1 本方法与各国标准比较

《英国药典》[4]收载的已知杂质有A、B、C、D和E（杂质A、

C、B分别对应杂质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ，杂质D和E未收集到），但在计算

时对已知杂质没有明确的规定，只计算单个杂质的量（0.2％）

和总杂质的量（0.5％）（用主成分自身对照法计算）。《美国药

典》[5]规定杂质A不得过0.1％（外标法计算）；单个未知杂质不

得过 0.1％，杂质总量不得过 0.3％（用主成分自身对照法计

算）。进口药品注册标准[6]规定杂质Ⅰ（相当于《英国药典》的

杂质 A）不得过 0.2％（外标法计算），单个未知杂质不得过

0.2％和杂质总量不得过 0.4％（用主成分自身对照法计算）。

国家药品标准限度同《英国药典》。本方法与相关研究[1]比较，

流动相条件较为简单，并且考察了相对于主峰响应因子不同

的杂质峰，并制订了限度，提出了系统适用性溶液的制备方

法，减少了使用对照品的麻烦。

3.2 杂质计算方法

本文检查的已知杂质有杂质Ⅰ[1-（2，6-二氯苯基）-1，3-吲

哚酮]、Ⅱ[邻-（2，6-二氯胺基）-苯甲醇]、Ⅲ[邻-（2，6-二氯胺基）-

苯甲醛]，分别对应于《英国药典》的杂质A、C、B。已知杂质采

用加校正因子的主成分自身对照法计算，未知杂质采用主成

分自身对照法计算。

3.3 已知杂质的定位和峰面积校正因子

本试验得到北京诺华制药有限公司的支持，提供了杂质

Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ的对照品，但这些对照品今后将难以提供，故对已

知杂质采用相对保留时间定位，用加校正因子的主成分自身

对照法计算含量。经试验，杂质Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ的相对保留时间分

别为 0.51、0.77、1.23，峰面积校正因子为 0.7、1.1、0.5。但杂质

Ⅲ的校正因子为0.5，并且在制剂中该杂质普遍存在，在计算中

是否应该引入该校正因子还有待进一步研究。

3.4 流动相的筛选

在试验中，比较了本方法、《英国药典》[4]、《中国药典》2010

年版二部收载的双氯芬酸钠[7]有关物质检查项下所用的流动

相，在同一色谱柱上本方法流动相下峰形和理论板数优于《英

国药典》；采用《英国药典》流动相及C8柱测定，发现色谱峰理

论板数相对较低，峰形不佳；而参照《中国药典》[7]方法，用拟定

标准的流动相，在 240 nm波长处测定，基线噪音较大；并且冰

醋酸浓度越低，双氯芬酸钾主峰保留时间越长，与杂质分离度

反而变差。双氯芬酸钠原料药有关物质检查方法[7]和本方法

所用的醋酸溶液浓度不同，前者为0.12％，后者为4％。

3.5 检测波长

《英国药典》[4]、《美国药典》[5]、进口药品注册标准的检测波

长均为254 nm，国家药品标准为257 nm，本文暂定为254 nm。

3.6 系统适用性试验参比物

《英国药典》[4]、进口药品注册标准[6]、国家药品标准[3]所用

的系统适用性试验参比物基本相同，均使用 N-2，6-二氯苯

基-2-吲哚酮作为参比物（杂质A）。笔者采用双氯芬酸钾水溶

液（1 mg/ml）在紫外光灯（254 nm）下照射产生的降解产物作为

参比物，该降解产物能恒定产生。在现设的色谱条件下，保留

时间为15.936 min的峰为降解产物峰，相对保留时间约0.8（见

图1），此降解产物目前仍为未知化合物（从保留时间来看与杂

质Ⅱ相同，但是否为杂质Ⅱ尚待确证），如此这样可简化操作

并可免于使用N-2，6-二氯苯基-2-吲哚酮对照品。
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图4 有关物质检查高效液相色谱图
1.双氯芬酸钾

Fig 4 HPLC chromatogram of related substance
1. diclofenac potassium
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