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奥拉西坦胶囊中主要未知杂质的鉴定及其含量测定Δ
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摘 要 目的：鉴定奥拉西坦胶囊中的主要未知杂质并测定其含量，进而提高该制剂的质量控制标准。方法：采用超高效二维液

相色谱-离子阱-飞行时间质谱法对该未知杂质进行定性分析。一维液相色谱分析采用ST PAK C18 ES柱，流动相为0.02 mol/L磷

酸二氢钠溶液，流速为0.5 mL/min，柱温为30 ℃，进样量为20 μL，检测波长为210 nm；二维液相色谱分析采用 Techmate C18-STⅡ

柱，流动相为 0.02 mol/L 醋酸铵溶液，流速为 0.5 mL/min，柱温为 30 ℃，并采用质谱检测（电喷雾离子源，正、负离子模式数据采

集）。通过一维液相色谱对目标杂质成分进行定位后，转入二维液相色谱-质谱系统进行定性分析。采用色谱工作站中的分子式

预测模块“Accurate Mass Calculator”对该未知杂质结构进行推断；经制备纯化获得杂质精制品，并进行标化和结构确证。采用高

效液相色谱法对该杂质含量进行测定（同定性分析的一维色谱条件）。结果：奥拉西坦胶囊中的主要未知杂质为奥拉西坦酸；经制

备纯化后获得的杂质精制品含量为99.5％。9批奥拉西坦胶囊中奥拉西坦酸的含量为0.05％～0.14％。结论：所建立的超高效二

维液相色谱-离子阱-飞行时间质谱法能准确定位杂质奥拉西坦酸的出峰位置并对其进行结构分析，且相应的含量测定方法能较

好地分离杂质与主药及其他成分，灵敏度、精密度、重复性、稳定性、准确度均良好，可较好地控制奥拉西坦胶囊的成品质量。
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Identification and Content Determination of Main Unknown Impurity in Oxiracetam Capsule

ZHANG Jing，SUN Ting，ZHAO Changmeng，JIANG Jianguo（Hebei Institute for Drug Control，Shijiazhuang

050011，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To identify the main unknow impurity of Oxiracetam capsule and determine its content，so as to

improve the standard of quality control. METHODS：Two-dimensional UPLC-IT-TOF-MS was adopted to qualitatively analyze the

unknown impurity. One-dimensional liquid chromatogram analysis was performed on ST PAK C18 ES column with mobile phase

consisted of 0.02 mol/L sodium dihydrogen phosphate solution at the flow rate of 0.5 mL/min. The column temperature was set at

30 ℃，sample size was 20 μL. The detection wavelength was set at 210 nm. Two-dimensional liquid chromatogram analysis was

performed on Techmate C18-STⅡ column with mobile phase consisted of 0.02 mol/L ammonium acetate solution at the flow rate of

0.5 mL/min. The column temperature was 30 ℃ . Mass spectrometry was adopted（electropray ionization source，MS + and MS－

mode data acquisition）. After the target impurity was located by one-dimensional liquid chromatography，it was transferred to

two-dimensional liquid chromatography-mass spectrometry system for qualitative analysis. The unknown impurity structure was

inferred by means of molecular formula prediction module“Accurate Mass Calculator”in LCMS Solution，and the refined impurity

products by preparation and purification were standardized and confirmed. The impurity content was determined by HPLC（with the

same condition of one-dimensional liquid chromatography for qualitative analysis）. RESULTS：The main unknown impurity in

Oxiracetam capsules is oxiracetam acid. The content of the refined product was 99.5％ after preparation and purification. The

contents of oxiracetam acid in 9 batches of Oxiracetam capsules were 0.05％ -0.14％ . CONCLUSIONS： The established

two-dementional UPLC-IT-TOF-MS method can accurately locate the peak position of the impurity oxiracetam acid，and analyze its

structure，while the corresponding content determination method can better separate the impurity from the main drug and other
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奥拉西坦为吡拉西坦的类似物，其化学名为 4-羟

基-2-氧代-1-吡咯烷乙酰胺（化学结构式见图1），临床上

主要用于改善老年性痴呆和记忆障碍患者的记忆功

能[1]，其作用机制是通过促进磷酰胆碱和磷酰乙醇胺的

合成，提高大脑中腺苷三磷酸（ATP）/腺苷二磷酸（ADP）

的比值，增加大脑中蛋白质和核酸的合成[2]。按照 2015

年版《中国药典》（四部）相关指导原则[3]开展的稳定性试

验结果显示，奥拉西坦胶囊在贮存过程中杂质含量有逐

渐增加的趋势。奥拉西坦原料药现行注册质量标准对

其有关物质采用高效液相色谱（HPLC）自身对照法进行

测定[4-5]，但无法对有关物质的含量进行准确控制；而奥

拉西坦胶囊质量标准则未对有关物质进行控制[6]。基于

此，本课题组参考相关文献[7-8]，建立了超高效二维液相

色谱-离子阱-飞行时间质谱法，对奥拉西坦胶囊中的主

要未知杂质进行定性分析，确定杂质的结构，并对该杂

质进行含量测定，为提高奥拉西坦胶囊质量控制标准、

确保其临床使用的有效性和安全性提供技术支持。

A.奥拉西坦 B.奥拉西坦酸

图1 奥拉西坦和奥拉西坦酸化学结构式

Fig 1 Chemical structure of oxiracetam and oxirace-

tam acid

1 材料
1.1 仪器

2D-LC-IT-TOF/MS型超高效二维液相色谱-离子阱-

飞行时间质谱系统、SPD-M20A 型二极管阵列检测器

（用于定性分析）、LC-20AD型液相色谱仪（用于含量测

定）均购自日本Shimadzu公司；Mercury-400型核磁共振

（NMR）仪（美国Varian公司）；CP225D型十万分之一电

子天平（德国Sartorius公司）。

1.2 药品与试剂

奥拉西坦胶囊（厂家A，批号：20180701、20180702、

20180921；厂 家 B，批 号 ：264180627、264180268、

264180269；厂家C，批号：180801、180802、180803；规格

均为 0.4 g）；奥拉西坦原料药[石药集团欧意药业（石家

庄）有限公司，批号：264100627，纯度：99.3％]；醋酸铵、

冰醋酸、二氯甲烷、甲醇均为色谱纯，氢氧化钠、浓盐酸、

磷酸二氢钠均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 奥拉西坦胶囊中主要杂质的定性分析

2.1.1 色谱条件 （1）一维液相色谱条件：色谱柱为ST

PAK C18 ES 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为 0.02

mol/L 磷酸二氢钠溶液，流速为 0.5 mL/min，柱温为

30 ℃，检测波长为 210 nm，进样量为 20 μL。（2）二维液

相色谱条件和质谱条件：色谱柱为Techmate C18-STⅡ柱

（150 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为0.02 mol/L醋酸铵溶

液（用冰醋酸调节pH为4.8），流速为0.5 mL/min，柱温为

30 ℃；离子源为电喷雾离子源（ESI），离子源温度为

500 ℃，接口电压为4 500 V（正离子模式）、－4 500 V（负

离子模式），扫描方式为一级质谱全扫描（正、负离子模

式），去簇电压为 55 V（正离子模式）、－45 V（负离子模

式）。

2.1.2 溶液的制备 （1）供试品溶液：精密称取奥拉西

坦胶囊内容物适量，加 0.02 mol/L磷酸二氢钠溶液溶解

并稀释制成每 1 mL 中含奥拉西坦 1 mg 的溶液，即得。

（2）自身对照溶液：精密量取上述供试品溶液0.5 mL，置

于100 mL量瓶中，加0.02 mol/L磷酸二氢钠溶液稀释至

刻度，摇匀，即得。

2.1.3 主要未知杂质定性分析 精密量取“2.1.2”项下

自身对照溶液和供试品溶液各 20 μL，按“2.1.1”项下条

件注入液相色谱仪，经一维液相色谱条件分离确定主要

未知杂质的保留时间为 6.607 min，详见图 2。将该未知

杂质（保留时间为6.607 min的部分）切换到LOOP环中，

进行二维脱盐分析，记录总离子流图和未知杂质质谱

图，详见图3、图4。结果显示，在奥拉西坦一维液相色谱

图中保留时间为 6.607 min 的未知杂质峰，其分子离子

峰分别为m/z 159.9[M+H]+和m/z 158.1[M-H]－，分子量为

159。采用 2D-LC-IT-TOF/MS 系统的 LCMS Solution

Ver 3.70 色谱工作站中的分子式预测模块“Accurate

Mass Calculator”，结合化合物氢碳比、氮规则、质谱信息

以及奥拉西坦杂质合成路线[9]，预测该杂质的可能分子

式为C6H9NO4，初步推断该杂质为奥拉西坦酸（化学结构

式见图1）。

2.1.4 破坏试验 取奥拉西坦原料药适量，经0.2 mol/L

盐酸溶液或0.2 mol/L氢氧化钠溶液分别进行酸、碱破坏

后，按“2.1.2（1）”项下方法制成两种破坏样品供试品溶

液后，再按“2.1.1（1）”项下色谱条件进样测定（图略）。

结果显示，在一维色谱图保留时间约 6.6 min处的色谱

峰明显增大，经二极管阵列检测器检测后显示，其最大

吸收波长为 197 nm；然后按“2.1.1（2）”项下条件检测后

components， with good sensitivity， precision， repeatability， stability and accuracy. The quality of the finished product of

Oxiracetam capsules can be well controlled by using above method.

KEYWORDS Two-dementional UPLC-IT-TOF-MS； HPLC；Oxiracetam capsule；Oxiracetam acid； Impurity； Identification；

Content determination
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显示，该杂质分子量为 159，推测其为奥拉西坦在酸、碱
作用下水解生成的奥拉西坦酸。

2.2 杂质奥拉西坦酸的制备纯化、标化及结构确证

2.2.1 杂质奥拉西坦酸的制备纯化 参考文献方法[9]进
行制备与纯化。取奥拉西坦原料药20 g，置于500 mL回
流瓶中，加入0.5 mol/L氢氧化钠溶液100 mL，搅拌使溶
解，加热保温回流反应 5 h后停止；冰浴降温至 0 ℃后，

用1 mol/L盐酸溶液调节pH为4，在50 ℃条件下蒸发至
近干后，采用Sep-Pak®Silica固相萃取小柱层析，以二氯
甲烷和甲醇梯度洗脱；收集洗脱液，在30 ℃条件下蒸发
至干，得黄色油状物。取该油状物，加入 90％甲醇 50

mL 后，在 60 ℃条件下加热使溶解，趁热过滤；滤液于
0 ℃条件下放置过夜，析出结晶后滤过；结晶以甲醇清洗
后，在 60 ℃条件下干燥，得白色固体，即得杂质奥拉西
坦酸精制品。

2.2.2 奥拉西坦酸的标化及结构确证 取“2.2.1”项下
制备纯化所得的奥拉西坦酸精制品适量，加 0.02 mol/L

磷酸二氢钠溶液溶解制成每1 mL中含奥拉西坦酸1 mg

的溶液，再按“2.1.1（1）”项下色谱条件进样测定。采用

峰面积归一化计算，结果所制奥拉西坦酸的含量为

99.5％（n＝6）。经 1H-NMR（400 MHz，D2O）分析，结果

显示，δ：4.40（m，1H），4.14（d，2H，J＝17.6 Hz），3.92（dd，

1H，J＝17.6 Hz，6.5 Hz），3.42（dd，1H，J＝10.4 Hz，1.9

Hz），2.87（dd，1H，J＝17.2 Hz，6.4 Hz），2.28（dd，1H，J＝

17.2 Hz，2.0 Hz）。

2.3 奥拉西坦胶囊中奥拉西坦酸的含量测定

采用HPLC法进行含量测定。

2.3.1 色谱条件 采用“2.1.1（1）”项下色谱条件。

2.3.2 溶液的制备 （1）供试品溶液：按“2.1.2（1）”项下

方法配制，即得。（2）自身对照溶液：取上述供试品溶液

按“2.1.2（2）”项下方法配制，即得。（3）杂质对照品溶液：

精密称取“2.2.1”项下奥拉西坦酸精制品 25 mg，置于 25

mL量瓶中，加0.02 mol/L磷酸二氢钠溶液溶解并稀释至

刻度，摇匀，作为贮备液；临用前取该贮备液 0.5 mL，置

于100 mL量瓶中，加0.02 mol/L磷酸二氢钠溶液溶解并

稀释至刻度，摇匀，即得。（4）空白辅料溶液；取胶囊辅料

（本课题组根据各厂家处方自行配制）按照处方比例混

合，精密称取适量，加0.02 mol/L磷酸二氢钠溶液溶解制

成空白辅料溶液。

2.3.3 系统适用性试验 称取“2.2.1”项下奥拉西坦酸

精制品适量，加入“2.3.2（2）”项下自身对照溶液适量，

加 0.02 mol/L 磷酸二氢钠溶液稀释制成含奥拉西坦 1

μg/mL、奥拉西坦酸 5 μg/mL 的混合溶液，再按“2.1.1

（1）”项下色谱条件进样测定；另取“2.3.2（1）（3）（4）”项

下供试品溶液、杂质对照品溶液、空白辅料溶液同法进

样测定，记录色谱图，详见图 5。结果显示，奥拉西坦和

奥拉西坦酸分离度大于 4.6，理论板数按奥拉西坦峰计

不低于5 000，空白辅料无干扰。

2.3.4 检出限和定量限考察 取“2.3.2（3）”项下杂质对

照品溶液，以 0.02 mol/L磷酸二氢钠溶液为溶剂逐级稀

释制得系列溶液，按“2.1.1（1）”项下色谱条件进样测

定。结果，当信噪比分别为3 ∶ 1、10 ∶ 1时，得奥拉西坦酸

的检出限为0.02 ng、定量限为0.1 ng。

2.3.5 线性关系考察 取“2.3.2（2）（3）”项下自身对照

溶液和杂质对照品溶液，按“2.1.1（1）”项下色谱条件分

图5 高效液相色谱图

Fig 5 HPLC chromatograms
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图4 总离子流图及未知杂质的质谱图（MS－模式）

Fig 4 Total ion and MS chromatograms of unknown

impurity（MS－ mode）
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图2 一维液相色谱图

Fig 2 One-dimensional liquid chromatogram
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图3 总离子流图及未知杂质质谱图（MS+模式）

Fig 3 Total ion and MS chromatograms of unknown

impurity（MS+ mode）
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别进样5、10、20、40、80 μL，记录峰面积。分别以奥拉西

坦和奥拉西坦酸的进样量（X，ng）为横坐标、相应峰面积

（Y）为纵坐标绘制标准曲线，得两者回归方程分别为：奥

拉西坦 Y＝2 007.2X－2 647.2（r＝1.000），奥拉西坦酸

Y＝2 821.0X－15 783.0（r＝0.999 6）。结果表明，奥拉西

坦和奥拉西坦酸进样量均在 25～400 ng范围内与其峰

面积呈良好的线性关系。

2.3.6 精密度试验 精密量取“2.3.3”项下奥拉西坦和

奥拉西坦酸混合溶液 20 μL，按“2.1.1（1）”项下色谱条件

连续进样测定6次，记录峰面积。结果，奥拉西坦和奥拉

西坦酸峰面积的 RSD 分别为 0.6％、0.9％（n＝6），表明

仪器精密度良好。

2.3.7 重复性试验 称取奥拉西坦胶囊内容物（批号：

180802）适量，共6份，按“2.3.2（1）”项下方法制备供试品

溶液，同时取“2.3.2（3）”项下杂质对照品溶液，分别按

“2.1.1（1）”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，按外标

法计算奥拉西坦酸平均含量为 0.05％（RSD＝0.67％，

n＝6），表明本方法重复性良好。

2.3.8 加样回收率试验 称取奥拉西坦胶囊内容物（批

号：180802）适量，共 9份，精密称定，分别置于 25 mL量

瓶中，精密加入50 μg/mL杂质对照品溶液[按“2.3.2（3）”

项下方法重新配制]0.8、1.0、1.2 mL，每个质量浓度平行

3份。加样后，按“2.3.2（1）”项下方法制备供试品溶液，

再按“2.1.1（1）”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，计

算加样回收率。结果，奥拉西坦酸平均加样回收率为

99.25％（RSD＝1.6％，n＝9），详见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

称样量，
mg

25.04

25.12

25.08

25.00

25.00

25.14

25.02

25.10

25.06

杂质已知含量，
μg

12.52

12.56

12.54

12.50

12.50

12.57

12.51

12.55

12.53

杂质加入量，
μg

40

40

40

50

50

50

60

60

60

杂质测得量，
μg

52.62

51.06

52.04

61.70

62.00

61.77

72.71

72.35

73.83

加样回收率，
％

100.25

96.25

98.75

98.40

99.00

98.40

100.33

99.67

102.17

平均加样回收率，
％

99.25

RSD，
％

1.6

2.3.9 稳定性试验 取同一份供试品溶液（批号：

180802），分别于室温下放置 0、2、4、6、8 h 时，按“2.1.1

（1）”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，奥拉

西坦酸峰面积的RSD为0.96％（n＝5），表明供试品溶液

在室温下放置8 h内基本稳定。

2.3.10 不同厂家 9批样品中奥拉西坦酸的含量测定

取 3个厂家共 9批奥拉西坦胶囊样品内容物适量，按

“2.3.2（1）”项下方法制备供试品溶液，同时取“2.3.2（3）”

项下杂质对照品溶液，分别按“2.1.1（1）”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积，采用外标法计算奥拉西坦酸含

量（按胶囊规格0.4 g计算）：杂质含量＝（供试品溶液奥

拉西坦酸峰面积×杂质对照品溶液浓度×样品平均装

量）/（杂质对照品溶液峰面积×供试品溶液浓度×样品规

格）×100％。每批样品平行2份测定，取平均值。结果，

9批样品中均检出奥拉西坦酸，其测定结果详见表2。

表2 样品中奥拉西坦酸的含量测定结果（n＝2）

Tab 2 Content determination results of oxiracetam

acid in samples（n＝2）

厂 家
A

B

C

批号
20180701

20180702

20180921

264180627

264180268

264180269

180801

180802

180803

奥拉西坦酸含量，％
0.07

0.05

0.11

0.16

0.12

0.14

0.08

0.05

0.06

3 讨论
3.1 色谱分析色谱柱的选择

现行奥拉西坦胶囊标准中无有关物质测定项，而其

原料药注册质量标准中有关物质测定采用色谱柱为C8

柱或氰基柱。本课题组在相同的色谱条件下，比较了C8

柱、氰基柱和C18柱的保留时间和分离效果。结果显示，

因奥拉西坦的极性大、分子小，故在C8柱上保留时间短、

分离效果欠佳，主峰无法与破坏试验中产生的杂质峰较

好地分离；采用氰基柱分离时，由酸、碱破坏试验所获得

的杂质色谱峰较少，且主峰的纯度不高；采用 ST PAK

C18 ES色谱柱进行分析时，因该色谱柱进行了新型聚合

物包被，不仅使奥拉西坦有适当的保留时间，而且对杂

质的分离效果也好，故选择其作为一维色谱分析的色

谱柱。

3.2 色谱分析流动相的选择

在确定了色谱柱的基础上，笔者考虑到需准确定位

杂质的出峰时间，故重点对一维色谱流动相进行筛选。

先后选用甲醇-水、乙腈-水、水、磷酸盐缓冲液等系统，并

适当调节流动相比例后进行了一系列考察。结果显示，

流动相中如果含有机溶剂，则柱效低、保留时间短，主峰

与相邻峰不能得到较好分离；采用水为流动相则会出现

较大的溶剂峰和倒峰；而采用磷酸盐缓冲液系统可避免

出现以上情况。通过试验筛选后发现，以 0.02 mol/L磷

酸二氢钠缓冲盐为流动相时，主峰保留时间适宜，与各

杂质峰的分离度良好，且峰宽较小，便于对目标杂质成

分进行峰切割后转入二维色谱分析。

3.3 奥拉西坦杂质的产生

奥拉西坦含酰胺键，合成中在无水碳酸钠作用下易

水解成羧酸，生成奥拉西坦酸（即4-羟基-2-氧代-1-吡咯

烷乙酸）[10]。奥拉西坦酸为合成过程中的主要副产物，

以及在酸性、碱性条件下的主要降解产物，可进一步与
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产地加工炮制一体化对川芎饮片化学成分的影响研究Δ
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中图分类号 R283 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2020）06-0686-06

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2020.06.10

摘 要 目的：探讨产地加工与饮片炮制一体化（以下简称“一体化”）对川芎饮片化学成分的影响。方法：收集四川都江堰、彭州

两地的鲜川芎，除去杂质和非药用部位后，经淋洗、阴干（至含水量约 28％）、切片、干燥制得川芎一体化饮片；经阴干、加水闷润

（至透心）、切片、干燥制得传统饮片。建立两种饮片各10批样品的高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，色谱柱为WondaSil C18，流动

相为1％甲酸水溶液-乙腈（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，柱温为30 ℃，检测波长为285 nm，进样量为10 μL。以洋川芎内酯A为

参照，绘制 20批药材样品的 HPLC 指纹图谱；采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2004A 版）》进行相似度评价，确定共有

峰。按上述色谱条件测定两种饮片中绿原酸、阿魏酸、洋川芎内酯A的含量，采用单因素方差分析进行组间比较。结果：20批药材

样品 HPLC 指纹图谱的相似度均大于 0.900；共有 16个共有峰，指认其中 7个依次为绿原酸、阿魏酸、洋川芎内酯Ⅰ、阿魏酸松柏

酯、洋川芎内酯A、正丁基苯酞、藁本内酯。绿原酸、阿魏酸、洋川芎内酯A检测质量浓度的线性范围分别为0.008～0.200 mg/mL

（r＝0.999 9）、0.010～0.140 mg/mL（r＝0.999 2）、0.100～0.600 mg/mL（r＝0.999 3）；定量限分别为0.002 8、0.000 6、0.005 0 mg/mL，检

测限分别为 0.000 8、0.000 1、0.001 0 mg/mL；精密度、重复性、稳定性试验的 RSD 均小于 3％，平均加样回收率为 96.27％～

102.02％（RSD＜2％，n＝6）。川芎一体化饮片和传统饮片中上述成分的含量分别为（1.677 0±0.311 0）、（1.562 7±0.124 5）、

（9.494 0±1.351 3）mg/g 和（1.300 2±0.469 2）、（1.388 0±0.209 9）、（9.811 7±1.098 9）mg/g，组间比较差异均无统计学意义（P＞

0.05）。结论：川芎一体化饮片和传统饮片各批样品化学成分的一致性好，且一体化加工不影响饮片中绿原酸、阿魏酸、洋川芎内

酯A等指标性成分的含量，该工艺具有一定的可行性。
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甲醇和乙醇发生酯化反应，生成4-羟基-2-氧代-1-吡咯烷

乙酸甲酯和4-羟基-2-氧代-1-吡咯烷乙酸乙酯，所以控制

奥拉西坦酸的含量显得尤为重要。

综上所述，奥拉西坦酸为奥拉西坦胶囊中的主要杂

质；制备纯化后获得的奥拉西坦酸精制品含量达到

99.5％，可以满足作为对照品的要求；所建立的超高效二

维液相色谱-离子阱-飞行时间质谱法能准确定位杂质奥

拉西坦酸的出峰位置并对其进行结构分析，且相应的含

量测定方法能较好地分离杂质与主药及其他成分，灵敏

度、精密度、重复性、稳定性、准确度均良好，符合2015年

版《中国药典》要求[3]。因此，采用单一杂质外标法测定

奥拉西坦酸的含量，并结合自身对照法测定其他杂质，

可较好地跟踪测定生产制备过程中的中间体、控制奥拉

西坦胶囊的成品质量。
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