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尿素[13C]胶囊是一种非放射性的同位素药物，常用

于胃幽门螺旋杆菌（Hp）感染的非侵入性诊断[1]，其尿素

含量直接影响诊断结果的准确性[2-4]，因此检测和控制尿

素含量具有重要意义。2015年版《中国药典》未收录尿

素[13C]胶囊中尿素含量的测定方法；现有尿素原料及制

剂的含量测定方法主要包括显色-紫外分光光度法、液

相色谱法、液相色谱-质谱法[5-10]等。显色-紫外分光光度

法的操作较为烦琐，液相色谱法、液相色谱-质谱法所用

色谱柱耐用性较差。因此，本课题组结合尿素的特性

（即尿素属极性小分子化合物，呈弱碱性），采用阳离子

交换机制的色谱柱，建立了高效阳离子交换色谱法测定

尿素[13C]胶囊中尿素含量的方法，以期为该制剂的质量

控制方法的建立提供参考。

1 材料
1.1 仪器

UltiMate 3000型高效液相色谱（HPLC）仪，包括双

三元低压梯度泵、自动在线脱气机、自动进样器、柱温

箱、可变波长检测器及变色龙 7.2工作站（美国Thermo

Fisher Scientific 公司）；ME204型电子分析天平、XP205

型电子分析天平（瑞士Mettler-Toledo公司）；SCAA-104

型有机相针式过滤器（上海安谱科学仪器有限公司，规

格：0.22 µm）；SCAA-102型水相过滤膜（上海安谱科学

仪器有限公司，规格：0.22 µm）；Milli-Q Advantage A10

型超纯水仪（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

尿素 [13C]胶囊（深圳市某企业，批号：05150705、

05150710，规格：75 mg/粒）；尿素对照品（美国 Sigma-

Aldrich公司，批号：#BCBP0904V，纯度：99.7％）；乙腈为

色谱纯，磷酸为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Zorbax 300 SCX（250 mm×4.6 mm，5 μm）；
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摘 要 目的：采用高效阳离子交换色谱法测定尿素[13C]胶囊中尿素的含量。方法：色谱柱为 Zorbax 300 SCX，流动相为乙

腈-0.1％磷酸溶液（20 ∶ 80，V/V），流速为1.0 mL/min，检测波长为200 nm，柱温为35 ℃，进样量为 20 μL。结果：尿素检测质量浓度

线性范围为 0.003 9～1.003 0 mg/mL（r＝0.999 7）；定量限为 3.918 μg/mL，检测限为 0.975 μg/mL；精密度、稳定性、重复性试验的

RSD＜2.0％；加样回收率为99.3％～101.0％（RSD＝0.67％，n＝9）。结论：该方法简便、快速、灵敏，适用于尿素[13C]胶囊中尿素的

含量测定。
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流动相：乙腈-0.1％磷酸溶液（20 ∶ 80，V/V）；流速：1.0

mL/min；检测波长：200 nm；柱温：35 ℃；进样量：20 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取尿素对照品50.30 mg，置

于25 mL量瓶中，用流动相溶解并定容，摇匀，作为对照

品贮备液。取上述对照品贮备液适量，置于25 mL量瓶

中，用流动相定容，摇匀，即得每 1.0 mL中约含尿素 0.5

mg的对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密称取样品内容物12.57 mg，置

于 25 mL 量瓶中，用流动相溶解并定容，摇匀，即得每

1.0 mL中约含尿素0.5 mg的供试品溶液。

2.2.3 空白对照溶液 取流动相适量，置于25 mL量瓶

中，作为空白对照溶液。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下对照品溶液、供试品溶液和空白

对照溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录

色谱，详见图 1。由图 1可知，在该色谱条件下，各成分

均能达到基线分离，分离度＞1.5；理论板数以尿素峰计

＞5 000，保留时间为2.970 min。 结果表明，其他成分对

测定无干扰。

2.4 破坏性试验

2.4.1 氧化破坏样品溶液 取样品（批号：05150705）适

量，置于25 mL量瓶中，加30％过氧化氢溶液1.0 mL，于

室温下放置1 h后，用流动相溶解并定容（每1.0 mL中约

含尿素0.5 mg），摇匀，即得。

2.4.2 光照破坏样品溶液 取样品（批号：05150705）适

量，置于25 mL量瓶中，用流动相溶解并定容（每1.0 mL

中约含尿素0.5 mg），摇匀，置于紫外光灯（254 nm）下照

射24 h，即得。

2.4.3 高温破坏样品溶液 取样品（批号：05150705）适

量，置于100 ℃烘箱中加热1 h，取出放至室温，加流动相

溶解，转移至25 mL量瓶中，用流动相定容（每1.0 mL中

约含尿素0.5 mg），摇匀，即得。

2.4.4 酸破坏样品溶液 取样品（批号：05150705）适

量，置于 25 mL 量瓶中，加 1 mol/L 盐酸溶液 1.0 mL，于

室温下放置 1 h后，加 1 mol/L氢氧化钠溶液 1.0 mL，调

节 pH为 7.0，用流动相溶解并定容（每 1.0 mL中约含尿

素0.5 mg），摇匀，即得。

2.4.5 碱破坏样品溶液 取样品（批号：05150705）适

量，置于 25 mL 量瓶中，加 1 mol/L 氢氧化钠溶液 1.0

mL，于室温下放置 1 h 后，加 1 mol/L 盐酸溶液 1.0 mL，

调节 pH为 7.0，用流动相溶解并定容（每 1.0 mL中约含

尿素0.5 mg），摇匀，即得。

取上述溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱，详见图2。由图2可知，在该色谱条件下，

本品经氧化破坏、光照破坏、高温破坏、酸破坏、碱破坏

后，产生杂质峰，但杂质峰与尿素峰之间的分离度均符

合要求，不干扰主成分测定。

2.5 线性关系考察

取“2.2.1”项下对照品贮备液适量，用流动相逐级稀

释，制备质量浓度分别为1.003 0、0.501 5、0.250 7、0.125 4、

0.062 7、0.031 3、0.015 7、0.007 8、0.003 9 mg/mL的系列

对照品溶液。取上述系列对照品溶液适量，按“2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。以尿素质量浓度（x，

mg/mL）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得尿

素回归方程为y＝28.2x+0.204 1（r＝0.999 7）。结果表明，

尿素检测质量浓度线性范围为0.003 9～1.003 0 mg/mL。

2.6 定量限与检测限考察
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Fig 1 HPCEC chromatograms of system suitability

test

190

140

90

40

－10
0 2 4 6 8

t，min
A

mA
U

170

130

90

50

10

mA
U

0 2 4 6 8
t，min

B

11

170

130

90

50

10

mA
U

0 2 4 6 8
t，min

C

1
170

130

90

50

10
mA

U

0 2 4 6 8
t，min

D

1

170

130

90

50

10

mA
U

0 2 4 6 8
t，min

E

1

A.氧化破坏；B.光照破坏；C.高温破坏；D.酸破坏；E.碱破坏；1.尿素

A.destroyed by oxidation；B.destroyed by light；C.destroyed by heat；D.

destroyed by acid；E.destroyed by alkaline；1.urea
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Fig 2 HPCEC chromatograms of destructive test
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取“2.2.1”项下对照品溶液适量，倍比稀释，再按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。当信噪比为

10 ∶ 1时，得定量限（LOQ），当信噪比为3 ∶ 1时，得检测限

（LOD）。结果，尿素的 LOQ 为 3.918 μg/mL，LOD 为

0.975 μg/mL。

2.7 精密度试验

取“2.2.1”项下对照品溶液 20 μL，按“2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。结果，尿素峰面积的

RSD＝0.11％（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：05150710）适量，

分别于室温下放置 0、2、5、6、8、10、12 h时按“2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，尿素峰面积的

RSD＝1.66％（n＝7），表明供试品溶液在室温下放置 12

h 内稳定性良好。

2.9 重复性试验

取样品（批号：05150705）适量，共 6份，按“2.2.2”项

下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积并计算平均含量。结果，尿素的平均含

量为 95.8％，RSD＝0.62％（n＝6），表明本方法重复性

良好。

2.10 加样回收率试验

取样品（批号：05150705）适量，共 9份，各置于 50

mL 量瓶中，分别加入低、中、高质量的尿素对照品，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果见

表 1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery test（n＝9）
取样量，
mg
1.996

1.996

1.996

1.996

1.996

1.996

1.996

1.996

1.996

样品含
量，mg
1.911

1.911

1.911

1.911

1.911

1.911

1.911

1.911

1.911

加入量，
mg

1.980

1.980

1.980

2.988

2.988

2.988

3.978

3.978

3.978

测得量，
mg

3.910

3.900

3.901

4.900

4.900

4.930

5.860

5.860

5.923

加样回收
率，％
101.0

100.5

100.5

100.0

100.0

101.0

99.3

99.3

100.9

平均加样回
收率，％

100.3

RSD，
％

0.67

2.11 样品含量测定

取两批样品（批号：05150705、05150710）各适量，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积并以外标法计算尿素的含

量。结果，两批样品中尿素的含量分别为 96.7％、

95.2％（n＝3）。

3 讨论
3.1 流动相的选择

本课题组考察了乙腈-0.1％磷酸溶液、乙腈-0.1％甲

酸溶液分别作为流动相时的洗脱效果。研究发现，乙

腈-0.1％磷酸溶液为流动相时，色谱图基线平稳、峰形较

为对称，故本试验采用乙腈-0.1％磷酸溶液为流动相。

3.2 色谱柱的选择

本试验曾采用普通C18柱进行测定，结果尿素不保

留，且与溶剂峰难以分离[11-12]；采用氨丙基键和硅胶结合

色谱柱虽可延长尿素的保留时间，但氨丙基易水解；采

用亲水作用模式的HILIC色谱柱，易引起基线波动，干

扰测定；而采用阳离子交换机制的Zorbax 300 SCX色谱

柱，能使色谱峰分离较好，且基线稳定。因此，采用

Zorbax 300 SCX为本试验的色谱柱。

3.3 其他试验条件的选择

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：05150705）适量，

在 200 nm波长下检测不同流速（0.8、1、1.2 mL/min）、柱

温（30、35、45 ℃）对本试验的影响。结果，各条件下主峰

理论板数均＞7 000，主峰拖尾因子＜2.0，主成分平均含

量为 94.8％，RSD均＜2.0％（n＝6），表明本方法对考察

范围内流速、柱温变化耐用性好。

综上所述，本方法简便、快速、灵敏，适用于尿素

[13C]胶囊中尿素的含量测定。
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