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摘 要 目的：建立检查左乙拉西坦缓释片有关物质的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Wondasil C18，流动相为缓冲

液（含磷酸二氢钾、庚烷磺酸钠，pH 2.8）-乙腈（950 ∶ 50），流速为1.0 ml/min，检测波长为200 nm，进样量为10 µl。以外标法计算杂

质量。结果：左乙拉西坦酸检测质量浓度线性范围为0.168 7～6.714 µg/ml（r＝1.000）；低、中、高质量浓度的回收率分别为90.3％、

101.7％、103.3％，RSD分别为0.17％、1.08％、0.43％（n＝3）；左乙拉西坦酸定量限为76.51 ng/ml。结论：建立的方法简便、准确、专

属性好，可以用于左乙拉西坦缓释片中的有关物质检查。

关键词 左乙拉西坦缓释片；左乙拉西坦酸；高效液相色谱法；有关物质；检查

Determination of Related Substances in Levetiracetam Sustained-release Tablets by HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of related substances in Levetiracetam sustained-release

tablets. METHODS：HPLC method was adopted. The separation was performed on Wondasil C18 column with mobile phase consist-

ed of buffer（potassium dihydrogen phosphate，sodium heptanesulfonate，pH 2.8）-acetonitrile（950 ∶ 50）at the flow rate of 1.0 ml/

min. The detection wavelength was set at 200 nm，and injection volume was 10 µl. The content of related substances was calculat-

ed by external standard method. RESULTS：The linear range of levetiracetam were 0.168 7-6.714 µg/ml（r＝1.000）. The average

recoveries were 90.3％，101.7％ and 103.3％ at low，medium and high concentrations，and RSDs were 0.17％，1.08％ and 0.43％

（n＝3），respectively. The limit of quantification of levetiracetam acid was 76.51 ng/ml. CONCLUSIONS：The method is simple，

accurate and specific for the determination of related substances in Levetiracetam sustained-release tablets.

KEYWORDS Levetiracetam sustained-release tablets；Levetiracetam acid；HPLC；Related substances；Determination

要由样品的复杂程度决定，既要保证待测物完全分离，又要保
证所有组分全部流出，测定时间又不宜过长。本试验待测溶
剂有 6种，包括DMF在内共有 7种组分，柱温大于 40 ℃时，分
离度达不到要求，因此柱温定为35 ℃。应先使低沸点的溶剂
有效分离，然后以 50 ℃/min 的速率升温至 200 ℃，保持 10

min，使DMF加快出峰以改善峰形，缩短分析时间，提高工作
效率，并保证DMF不残留于色谱柱中。

3.4 检测限度的确定

根据 2010年版《中国药典》的相关要求[10]，将依诺昔酮中
乙醇、丙酮、乙醚、二氯甲烷、乙酸乙酯和甲苯的限度定为
0.5％、0.5％、0.5％、0.06％、0.5％和0.089％。

综上，本文建立的方法线性、精密度、回收率、定量限、检
测限等试验结果均较好，能够准确、迅速地检测出依诺昔酮原
料药中残留的乙醇、丙酮、乙醚、二氯甲烷、乙酸乙酯与甲苯，

从而为保证药品质量提供依据。
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癫痫是一种常见的慢性神经性疾病，在我国平均患病率

为7‰，且每年新增患者达50万人左右[1]。左乙拉西坦（Leveti-

racetam，LEV）是一种新型的口服抗癫痫药物[2]，由于其独特的

抗癫痫机制[3]、良好的药动学特点[4]、安全有效的临床效果，使

其成为最有市场前景的新型抗癫痫药物之一[5-6]。比利时优时

比（UCB）公司研制的左乙拉西坦缓释片（Keppra XRTM）于

2008 年获准在美国上市。2012年版《英国药典》和《欧洲药典》

7.0版收载了左乙拉西坦原料药，《美国药典》34版收载了左乙

拉西坦原料药及左乙拉西坦片。2010年版《中国药典》尚未收

载左乙拉西坦原料药及其相关剂型，国内关于左乙拉西坦缓

释片质量标准的文献较少。为有效控制药品质量，笔者建立

了左乙拉西坦缓释片有关物质检查的高效液相色谱（HPLC）

法，以为建立本品的质量标准提供一定依据。

1 材料
1.1 仪器

e2695-2998 HPLC 仪，含二极管阵列检测器（美国 Waters

公司）；LC-20AT液相色谱仪、SPD-20A紫外检测器（日本岛津

公司）；AB265-S型电子天平（瑞士Mettler-toledo公司）。

1.2 药品与试剂

左乙拉西坦原料药（美国 TAPI Puerto Rico Inc.，批号：

2527LV120712，含量：98.5％）；左乙拉西坦酸对照品（上海迈

瑞尔化学技术有限公司，批号：2.0，纯度：100％）；左乙拉西坦

缓释片（北京科信必成医药科技发展有限公司哈尔滨分公司，

批号：20130701、20130702、20130703，规格：每片 750 mg）；乙

腈、庚烷磺酸钠均为色谱纯，其他试剂均为分析纯，水为娃哈

哈纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

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

冲液（取磷酸二氢钾6.8 g、庚烷磺酸钠0.85 g，加水溶解并稀释

至1 000 ml，用磷酸调节pH 2.8）-乙腈（950 ∶ 50，V/V），流速：1.0

ml/min；检测波长：200 nm；进样量：10 µl。

2.2 溶液的制备

取左乙拉西坦原料药约11 mg，置于100 ml量瓶中，加入1

mol/L氢氧化钠溶液1 ml，置室温下反应10 min，再加入1 mol/L

盐酸1 ml，最后用流动相稀释至刻度，作为系统适用性溶液。

取缓释片研细，取细粉适量（约相当于左乙拉西坦 120

mg）置于100 ml量瓶中，先加5 ml乙腈使其分散，再加缓冲液

适量，超声溶解，用缓冲液稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液

作为供试品溶液。

精密量取供试品溶液1 ml，置于250 ml量瓶中，用流动相

稀释至刻度，摇匀，作为对照溶液。

另取左乙拉西坦酸对照品，精密称定，用流动相溶解并稀

释制成3.6 µg/ml的溶液，摇匀，作为对照品溶液。

2.3 强制降解试验

取缓释片（批号：20130702）研细，取细粉7份（各约相当于

左乙拉西坦120 mg）分别进行以下破坏试验：（1）酸破坏：取细

粉置于 100 ml量瓶中，先加 5 ml乙腈使其分散，再加 1 mol/L

盐酸 5 ml，室温放置 4 h。（2）碱破坏：取细粉置于 100 ml量瓶

中，先加5 ml乙腈使其分散，再加1 mol/L氢氧化钠5 ml，室温

放置 1 h；（3）氧化破坏：取细粉置于 100 ml量瓶中，先加 5 ml

乙腈使其分散，再加 5 ml 30％双氧水，室温放置 3 h；（4）固态

高温破坏：取细粉置于 60 ℃电热干燥箱中破坏 12 d；（5）溶液

高温破坏：取细粉置于 100 ml 量瓶中，先加 5 ml 乙腈使其分

散，再加 10 ml 水，于 80 ℃水浴中加热 2.5 h；（6）固态光照破

坏：取细粉置于低温光照仪中，4 500 lx下照射12 d；（7）溶液光

照破坏：取细粉置于 100 ml量瓶中，先加 5 ml乙腈使其分散，

再加 10 ml水，置于低温光照仪中，4 500 lx下照射 12 d。各破

坏条件下平行进行空白辅料（除主成分外的其他辅料，按左乙

拉西坦 120 mg相应比例的用量）的强制降解试验。分别将降

解后的样品、空白辅料用缓冲液溶解稀释至刻度，摇匀，滤过；

分别取续滤液10 µl注入色谱仪，记录色谱图，计算各峰的分离

度、物料平衡、峰纯度等。系统适用性溶液（见“2.2”项下）、流

动相、未破坏的样品及各破坏后样品的色谱图见图 1[因本品

在光照（固态、液态）、高温（固态）条件下几乎不发生降解，故

未列出图谱；另空白辅料图略]，计算结果见表 1（表中的分离

度指色谱图中按出峰顺序各峰之间的分离度）。

图 1及表 1结果表明，在建立的色谱条件下，流动相对检

测结果未见干扰；所产生的降解产物（包括辅料降解产生的杂

质）与主峰均能获得良好分离；二极管阵列检测器显示色谱峰

的纯度1角度小于纯度1阈值，可初步判断杂质峰及主峰是纯

4

图1 高效液相色谱图
A.系统适用性溶液；B.流动相；C.未破坏样品；D.溶液高温破坏后样

品；E.酸破坏后样品；F.碱破坏后样品；G.氧化破坏后样品；1.左乙拉西

坦；2.左乙拉西坦酸；3.杂质Ⅰ；4.杂质Ⅱ；5.杂质Ⅲ

Fig 1 HPLC chromatograms
A. system suitability solution；B. mobile phase；C. un-destroyed sam-

ples；D. samples solution destroyed by high temperature；E. samples de-

stroyed by acid；F. samples destroyed by alkali；G. samples destroyed

by oxidation；1. levetiracetam；2. levetiracetam acid；3. impurity Ⅰ；4.

impurity Ⅱ；5. impurity Ⅲ
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的，没有包含其他杂质峰；各破坏条件下物料平衡均在90％～

110％之间；空白辅料降解产生的杂质Ⅰ、Ⅱ保留时间在 3～4

min，杂质峰与其相邻峰能够达到基线分离。

本品在光照（固态、液态）、高温（固态）条件下几乎不发生

降解，但在碱破坏后检出的杂质最多，酸、氧化、高温（液态）条

件下降解较轻，降解产物主要为左乙拉西坦酸，表明本品对

酸、碱、氧化剂及水较敏感。

2.4 耐用性试验

分别精密量取“2.2”项下系统适用性溶液、对照品溶液、供

试品溶液（批号：20130702）、对照溶液 10 µl，对色谱条件进行

如下调整：流速 1.0 ml/min 的（±20）％、流动相中乙腈 5％的

（±10）％、流动相 pH在 2.8±0.2、柱温在 25～30℃、流动相中

庚烷磺酸钠质量浓度在 0.85 g/L的（±10）％、3根相同规格不

同品牌色谱柱。记录色谱图，相关结果详见表2。

表2 耐用性试验检测结果

Tab 2 Result of durability tests

色谱条件

流速，ml/min

流动相比例

流动相pH

柱温，℃

庚烷磺酸钠质
量浓度，g/L

色谱柱

参数变化

0.8

1

1.2

955 ∶45

950 ∶50

945 ∶55

2.6

2.8

3.0

25

28

30

0.765

0.85

0.935

Thermo

Wondasil

Waters

左乙拉西坦

理论
板数

16 088

14 334

13 233

14 408

14 334

13 969

14 754

14 334

14 766

14 334

14 676

14 871

14 500

14 334

14 485

12 052

14 334

16 610

拖尾
因子

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.1

1.2

1.1

1.1

左乙拉西坦酸

理论
板数

16 854

15 134

14 033

15 323

15 134

14 901

14 626

15 134

15 413

15 134

15 630

15 747

15 356

15 134

15 372

18 423

15 134

17 512

拖尾
因子

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.2

1.0

1.2

分离度

19

18

17

19

18

18

20

18

16

18

18

18

18

18

18

20

18

23

左乙拉西坦酸
含量的RSD，％

7.39

7.11

8.02

6.49

7.87

5.4

其他杂质峰面积
之和的RSD，％

0

1.96

2.86

1.92

1.89

2.25

由表 2可知，色谱条件在较小范围内变动时，检测结果几

乎不受影响，表明该方法耐用性良好，可用于左乙拉西坦缓释

片有关物质的常规检查。

2.5 系统适用性试验

取“2.2”项下的左乙拉西坦酸对照品溶液，连续进样6次，

记录色谱图。结果，保留时间的RSD为0.05％（n＝6），峰面积

的RSD为0.47％（n＝6）。

取“2.2”项下系统适用性溶液，注入色谱仪，理论板数、拖

尾因子、分离度结果见表3。

表3 系统适用性试验结果

Tab 3 Result of system suitability

成分
左乙拉西坦
左乙拉西坦酸

保留时间，min

16.589

30.922

理论板数
14 051

15 043

拖尾因子
1.1

1.0

分离度

18

由表 3可见，左乙拉西坦峰与左乙拉西坦酸峰的理论板

数、拖尾因子、分离度均符合标准。

2.6 线性关系试验

取左乙拉西坦酸对照品适量，分别加流动相制成0.167 8、

0.335 7、1.119、2.238、3.357、4.476、6.714 µg/ml的溶液，分别精

密量取10 µl进样，记录色谱图，以峰面积（y）对质量浓度（c）进

行线性回归，得回归方程：y＝25 969c－825.16（r＝1.000，n＝

7），表明左乙拉西坦酸检测质量浓度线性范围为 0.168 7～

6.714 µg/ml。质量浓度/峰面积的响应因子的 RSD 为 3.89％

（n＝7），y轴截距在100％响应值的0.89％以内，表明溶解左乙

拉西坦酸的溶剂（流动相）对检测结果无干扰。

2.7 定量限试验

取“2.6”项下左乙拉西坦酸对照品溶液依次稀释后进行测

定，按信噪比为10测得左乙拉西坦酸的定量限为76.51 ng/ml，

相当于供试品质量浓度（即1.2 mg/ml）的0.006％。结果表明，

该方法能够准确检查左乙拉西坦缓释片中的降解杂质（左乙

拉西坦酸）。

2.8 回收率试验

称取 9份缓释片（批号：20130702）细粉（约相当于左乙拉

西坦120 mg），每3份中分别精密加入10％、100％（3.6 µg/ml）、

167％的左乙拉西坦酸对照品溶液，按“2.2”项下方法制备供试

品溶液，分别进样测定并计算。结果，低、中、高质量浓度的回

收率分别为 90.3％、101.7％、103.3％；RSD 分别为 0.17％、

1.08％、0.43％（n＝3）；9份样品的平均回收率为 98.4％，RSD

为 6.26％（n＝9）。各浓度样品回收率以及 9份样品平均回收

率均在 90％～110％，RSD均小于 10％。结果表明，本品中辅

料对有关物质测定无干扰，回收完全。

2.9 重复性试验

按“2.2”项下方法制备供试品溶液（批号：20130702）6份，

分别精密量取10 µl，注入液相色谱仪，记录色谱图。结果，6份

样品中左乙拉西坦酸含量的RSD为1.71％（n＝6）。表明该方

法重复性良好。

2.10 溶液稳定性试验

按“2.2”项下方法制备左乙拉西坦酸对照品溶液、供试品

溶液（批号：20130702）、对照溶液，在室温下分别于 0、5、10、

15、20 h进样测定，结果左乙拉西坦酸对照品溶液峰面积RSD

为 0.63％（n＝5），供试品溶液中左乙拉西坦酸含量的RSD为

2.43％（n＝5），对照溶液中主峰面积的RSD为 0.34％（n＝5）。

结果表明，左乙拉西坦酸对照品溶液、供试品溶液、对照溶液

表1 破坏样品检测结果

Tab 1 Result of destroyed sample

样品

未破坏
酸破坏

碱破坏

氧化破坏

固态高温破坏
溶液高温破坏
固态光照破坏
溶液光照破坏

杂质
个数

1

2

3

2

1

2

1

1

分离度

2

2；9

26；2；9

2；12

2

29；2

2

2

杂质含
量，％

2.29

4.05

16.05

2.46

2.25

4.53

2.14

2.07

物料平
衡，％

95.6

92.6

91.6

102.4

96.7

97.8

103.8

峰纯度
峰归属
主峰
主峰

左乙拉西坦酸峰
主峰

左乙拉西坦酸峰
主峰

左乙拉西坦酸峰
主峰
主峰
主峰
主峰

纯度1角度，°

1.286

3.360

5.805

0.828

0.604

3.341

42.994

1.541

1.262

1.337

1.673

纯度1阈值，°

1.570

5.293

7.730

1.887

2.414

5.357

62.704

1.864

1.871

1.871

1.860
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室温放置20 h内稳定。

2.11 有关物质检查

取“2.2”项下系统适用性溶液进样分析，左乙拉西坦与左

乙拉西坦酸的分离度不小于 2.0。取对照溶液 10 µl注入色谱

仪，调节检测灵敏度，使主成分色谱峰的峰高约为满量程的

20％。精密量取对照溶液和供试品溶液各 10 µl，分别注入色

谱仪，记录色谱图至少至左乙拉西坦峰保留时间的3倍。供试

品溶液色谱图中如有与对照品溶液色谱图中左乙拉西坦酸保

留时间一致的峰，按外标法以峰面积计算，不得过0.3％；其他

单个杂质峰面积不得大于对照溶液主峰面积的 0.25 倍

（0.1％）；总杂质峰面积的和不得大于对照溶液主峰面积的1.5

倍（0.6％）。3批缓释片有关物质检查结果见表4。

表4 3批样品有关物质检查结果

Tab 4 Determination of related substance in 3 batches of

samples

批号
20130701

20130702

20130703

左乙拉西坦酸含量，％
0.007

0.008

0.010

其他单个最大杂质量，％
0.018

0.019

0.019

总杂质量，％
0.056

0.058

0.059

3 讨论
3.1 色谱条件的选择

色谱条件的确定通常以最难分离的两个降解产物或降解

产物与主成分之间的分离度符合要求作为重要依据。左乙拉

西坦主要的降解产物为左乙拉西坦酸，二者化学结构类似，不

易分离。试验中，结合液相色谱仪的使用系统压力、乙腈的末

端吸收情况对比考察了左乙拉西坦的酸、碱、氧化破坏溶液在

3种色谱条件（参见《美国药典》[7]收载的左乙拉西坦原料药和

左乙拉西坦片、文献[8]）下的杂质检出个数、分离度。试验结果

表明，选择本文建立的色谱条件，各破坏样品检出的杂质个数

最多，主峰与杂质峰及各杂质峰之间均能完全分离；该色谱条

件下左乙拉西坦与左乙拉西坦酸的分离度明显高于其他条件

下的分离度；并可以避免乙腈的强末端吸收对检测结果的干

扰；低流速对仪器产生压力低，可以延长仪器的使用寿命。

3.2 系统适用性溶液的配制

有关物质检查时系统适用性溶液中主要包括最难分离的

两个杂质或主成分与杂质，本品将主成分与降解产物（左乙拉

西坦酸）用于系统适用性的控制。由于左乙拉西坦碱降解主

要生成左乙拉西坦酸，故试验中没有加杂质对照品，而采用左

乙拉西坦原料药碱水解的方法来获得左乙拉西坦酸，从而大

大节省购买杂质对照品的成本。采用左乙拉西坦原料药碱降

解的方法还可以排除缓释片中大量辅料的干扰。

3.3 供试品溶液的配制

缓释片中起缓释作用的主要是一些不溶于水、分子质量

高、黏度大的辅料，辅料用量一般较普通片多。试验时发现供

试品溶液配制过程中常遇到的问题有：样品加入溶剂后立即

结团，辅料将主药包裹起来，超声溶解仍不能将其分散；样品

加入溶剂后虽然不结团，但超声一段时间后，发现有样品粘在

量瓶瓶底，超声不能将其溶解；样品加入溶剂既不结团也不粘

底，但是需要超声溶解的时间较长，给试验操作带来不便。故

对样品选择合适的处理方法，不仅有利于试验结果的测定，而

且可以大大提高工作效率。本试验中将流动相中的缓冲液与

有机相（乙腈）分开加入，先加有机相分散样品，这样既避免了

样品的结团、黏度大等情况，也使溶解样品溶剂与流动相成分

相同，从而减少溶剂效应对检测结果的干扰。

3.4 强制降解试验

从左乙拉西坦的化学结构可初步判断，其对酸、碱、氧化

条件敏感，对高温、光照稳定。为了充分考察、验证左乙拉西

坦的稳定性，笔者结合相关文献[9]资料，确定了强制降解试验

的条件。平行进行的空白辅料强制降解结果表明，辅料及其

降解产物对检查无干扰。

由于各种试验条件的限制，尚不能逐一确定破坏条件下

的降解产物，仍有待进一步探索研究。

综上所述，经专属性、耐用性、线性、准确度、精密度、定量

限、系统适用性试验的验证，本文建立的有关物质检查方法专

属性好、灵敏度高，可以准确定量杂质，能够用于左乙拉西坦

缓释片中有关物质的检查。
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