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高效液相色谱法测定甲硝唑原料药中有关物质及稳定性研究

张文琴，叶松华，阮文辉，王晓燕，王进东*

（山西省药品审评中心 山西省医药与生命科学研究院，山西 太原 030006）

摘 要：利用高效液相色谱法测定甲硝唑原料药中有关物质，并考察甲硝唑原料药在不同影响因素下的稳定性。

采用Athena C18-WP色谱柱，流动相为甲醇-水（25∶75，V/V）；流速为1.0 mL/min；检测波长为315 nm；柱温为25 °C；进

样量20 µL。考察了甲硝唑在高温、高湿、强光条件下的稳定性。结果表明：甲硝唑原料药在高温、高湿、光照条件下相

对稳定。甲硝唑与有关物质能很好地分离，杂质 I（2-甲基-5-硝基咪唑）的质量浓度线性范围为4.8 ng/mL~ 479.2 ng/

mL（r＝0.999 9）；定量限为 15.3 ng/mL，检测限为 4.8 ng/mL；精密度、稳定性、重复性试验的相对标准偏差（Relative 

Standard Deviation，RSD）<10.0％；加样回收率为103.77％～108.61％（RSD = 1.48%）。该方法操作简便、结果准确，

可用于测定甲硝唑原料药中的有关物质。甲硝唑稳定性良好，可为甲硝唑质量控制及其相关制剂的研究提供一定

依据。
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Determination of Related Substances of Metronidazole Raw Material by HPLC 

and Study on Its Stability
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Abstract: The related substances in metronidazole was detemined by High-performance liquid chromatography and the stability of 

raw materials was studied with different factors. HPLC was performed on the column of Athena C18-WP with mobile phase of metha‐

nol -water (25∶75, V/V) at a flow rate of 1.0 mL/min, the detection wavelength was 315 nm, the column temperature was 25 ℃, and 

the injection volume was 20 µL. The stability of metronidazole raw materials under high temperature, high humidity, intense light 

was investigated. Under the optimized conditions, metronidazole and related substances could be separated well, the linear range of 

impurity I (2-methyl-5-nitroimidazole) concentration was 4.8 - 479.2 ng/mL (r = 0.999 9), limit of quantitation was 15.3 ng/mL, lim‐

it of detection was 4.8 ng/mL, relative sandard deviation （RSD) of precision, stability and repeatability tests were lower than 

10.0% , and recovery was 103.77% - 108.61% (RSD% = 1.48%). The raw material of Metronidazole is relatively stable under the 

conditions of high temperature, high humidity and intense light. The method is simple, accurate and can be used for the determina‐

tion of related substances in metronidazole raw material. The stability of metronidazole is very good, which provides a basis for the 

study of metronidazole quality control and its related preparations.
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0 引言 

甲硝唑为硝基咪唑类抗菌药，化学名称为：

2-甲基-5-硝基咪唑-1-乙醇，目前主要用于预

防或治疗厌氧菌［1-2］引起的女性生殖系统、皮

肤、消化道、牙周炎等［3-6］局部或系统感染。甲

硝唑自 1960 年 1 月在法国上市后，至今已在临

床使用 60 余年。甲硝唑有片剂、胶囊剂、注射

剂、栓剂［7］等多种剂型，因适用症状较多，临床

应用十分广泛。

甲硝唑在工业生产中是通过原料 2-甲基-5-
硝基咪唑和环氧乙烷发生羟乙基化反应［8］而得，

目前甲硝唑原料药中有关物质主要是未反应的

起始原料：2-甲基-5-硝基咪唑，其他可能的有关

物质包括，起始原料的有关物质：4-硝基咪唑，起

始原料中有关物质的反应产物：2-（4-硝基-1H-

咪唑-1-基）乙醇、2-（5-硝基-1H 咪唑-1-基）乙

醇，反应副产物：2-（2-甲基-4-硝基-1H-咪唑-1-
基）乙醇、2-［2-（2-甲基-5-硝基-1H-咪唑-1-基）

乙氧基］乙醇、2-（2-甲基-5-硝基-1H-咪唑 -1-
基）乙酸等，这些有关物质在文献［9-10］检测中

并未检出或者含量很低，所以本试验主要对有

关物质杂质 I［11］：2-甲基 -5-硝基咪唑进行检

测。甲硝唑原料药中有关物质的检查随着现代

分析技术的应用不断发展，早期使用银氨法［12］

或薄层层析方法［13-15］来检测杂质 I，这些方法既

无法准确量化杂质又无法识别其他杂质；近年

来通过利用高效液相色谱法对杂质 I 进行限度

检测，进而对总杂含量进行限定。高效液相色

谱法检测波长根据最大吸收由 225 nm［16］、300 
nm［13］逐步优化为 315 nm。流动相的选择也由

乙腈和水体系［16］优化为甲醇和水［17］体系或

1.36 g/L 的磷酸二氢钾和甲醇［18-19］体系。

药品中有关物质是影响药品安全性的一个

重要因素，对有关物质的研究［20］是药品质量控

制的关键环节。所以本试验对甲硝唑原料药中

有关物质进行研究，依据 2020 年版《中国药典》

（二部）［11］收载的高效液相色谱法进行检测，试

验过程中发现该方法的分离度不够理想，各杂

质不能有效分离，故对色谱条件进行调整，建

立了更为实用的甲硝唑原料药中有关物质的测

定方法。同时考察了甲硝唑原料药在不同影响

因素作用下的稳定性，以期为甲硝唑原料药的

质量控制以及制剂的生产工艺、包装、贮藏和

运输条件提供参考。

1 材料与方法 

1.1　主要试剂与仪器　

甲硝唑原料药（山西同济药业有限公司，

批号 1807001）；甲硝唑对照品（中国食品药品

检定研究院，批号：100191-201808）；杂质 I，2-
甲基 -5-硝基咪唑对照品（中国食品药品检定

研究院，批号：100512-202106）；甲醇为色谱纯，

其他试剂为分析纯。

Agilent 1260 高效液相色谱仪（美国安捷伦

公司）；LC-2010AHT 高效液相色谱仪（日本岛

津公司）； BXS-250 稳定性试验箱（上海博讯）；

BXS-250 药品强光照射试验箱（上海博讯）；

XSR205DU/AC 十万分之一电子天平（瑞士梅

特勒）。

1.2　高效液相色谱条件　

色谱柱：Athena C18-WP（250 mm×4.6 mm， 
5 μ m）；检测波长：315 nm；流动相：甲醇 -水

（25∶75，V/V）；柱温：25 °C；流速：1.0 mL/min；
进样量：20 µL。

1.3　溶液的制备　

1. 3. 1 供试品溶液

  称取原料药约 100 mg，精密称定，置 100 
mL 量瓶中，加甲醇适量，振摇使甲硝唑溶解，

用甲醇稀释至刻度，摇匀，精密量取 5 mL，置

25 mL 量瓶中，然后用流动相定量稀释制成每

1 mL 含 0.2 mg 的溶液。

1. 3. 2 对照品溶液

  取杂质 I 对照品约 20 mg，精密称定，置 100 
mL 量瓶中，加甲醇适量，振摇使杂质 I 溶解，用

甲醇稀释至刻度，摇匀。

1. 3. 3 混合对照溶液

  分别精密量取供试品溶液 2 mL 与对照品

溶液 1 mL，置同一 100 mL 量瓶中，用流动相稀

释至刻度，摇匀，精密量取 5 mL，置 50 mL 量瓶

中，用流动相稀释至刻度，摇匀。

1. 3. 4 自身对照溶液

  精密量取供试品溶液 2 mL，置 100 mL 量

瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，精密量取

5 mL，置 50 mL 量瓶中，用流动相稀释至刻度，
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摇匀。

1. 3. 5 灵敏度溶液

  精密量取供试品溶液 1 mL，置 100 mL 量

瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，精密量取

5 mL，置 100 mL 量瓶中，用流动相稀释至刻

度，摇匀。

1.4　方法学考察　

1.4.1　系统适用性试验及专属性　

取“1.3.1”项下供试品溶液、“1.3.3”的混合

对照溶液、“1.3.5”项下灵敏度溶液及空白溶

剂，按“1.2”项下色谱条件进行测定分析，记录

各色谱图。

1.4.2　线性关系考察　

取“1.3.2”项下杂质 I 对照品溶液适量，用

流 动 相 稀 释 成 质 量 浓 度 分 别 为 ：4.8、47.9、
119.8、239.6、359.4、479.2 ng/mL 的系列对照品

溶液。按“1.2”项下色谱条件进行分析，记录峰

面积。

1.4.3　精密度试验　

取“1.3.3”项下的混合对照溶液，按“1.2”项
下色谱条件重复进样 6 次，测定分析并记录峰

面积。

1.4.4　重复性试验　

1.4.4.1　重复性　

按照“1.3.1”“1.3.4”项下方法分别制备 6 份

相同浓度的供试品溶液和自身对照溶液，按

“1.2”项 下 色 谱 条 件 进 行 进 样 分 析 ，记 录 峰

面积。

1.4.4.2　中间精密度　

由不同的分析人员按照重复性试验制备供

试品溶液，采用不同的仪器在不同日期检测，

按“1.2”项下色谱条件进行测定，记录峰面积。

1.4.5　溶液稳定性考察　

取“1.3.1”项 下 的 供 试 品 溶 液 ，置 室 温

（25 ℃±5 ℃）条件下，放置 0、1、2、3、4、5、6、7、
8、10、12 h，各时间点的供试品溶液按“1.2”项
下色谱条件进样测定 ，注入色谱仪 ，记录峰

面积。

1.4.6　定量限和检测限考察　

用流动相逐级稀释“1.3.3”项混合对照品溶

液，然后按“1.2”项下色谱条件进行测定分析。

以信噪比 10∶1、3∶1 分别计算定量限、检测限。

1.4.7　加样回收率试验　

取样品适量，共 6 份，分别置于 25 mL 量瓶

中 ，分 别 加 入 杂 质 I 对 照 品 储 备 液 适 量 ，用

“1.3.1”项下方法制备样品溶液，然后按“1.2”项
下色谱条件进样测定分析，计算加样回收率及相

对标准偏差（Relative Standard Deviation，RSD）。

1.4.8　耐用性考察　

分别考察柱温（22 ℃、28 ℃）、流动相流速

（0.9、1.1 mL/min）、流动相中甲醇比例（体积分

数分别为 72.5%、77.5%）、采用不同型号的色谱

柱（CNW Athena C18-WP、CNW Athena C18 规

格：250 mm×4.6 mm， 5 μm）及不同型号色谱

仪（岛津 LC-2010、Agilent 1260）进行测定供试

品溶液、混合对照溶液、灵敏度溶液时的色谱

结果的变化，按“1.2”项下色谱条件进样测定。

1.5　原料药不同影响因素下的稳定性试验考察　

取甲硝唑原料药适量，精密称定，平铺在称

量瓶中，厚度约为 3 mm，平行称取 3 份。根据

《中国药典》2020 版四部通则 9001 指导原则要

求，分别将药物置于高温（50 ℃）、高湿（相对湿

度 为 92.5%、25 ℃）、强 光 照 射（4 500 lx），于

0 d、5 d 和 10 d 取样［21］，观察外观并将各条件

下的样品制备供试品溶液、自身对照溶液，进

样分析。

1.6　总杂质含量的计算　

总杂质含量为供试品溶液中除甲硝唑色谱

峰以外的其他所有杂质峰的峰面积之和与甲硝

唑峰面积的比值。按“1.3.1”“1.3.4”配置溶液，

供试品溶液中甲硝唑浓度为 0.2 mg/mL，自身

对照溶液中甲硝唑浓度为 0.4 ng/mL。

总杂质含量（%）=S 总/（500×S 甲）×100%，

式中 S 总是供试品溶液中所有杂质峰的峰面积，

S 甲是自身对照溶液中甲硝唑峰的峰面积。

2 结果与讨论 

2.1　方法学考察结果　

2.1.1　系统适用性试验及专属性　

结果如图 1 所示，空白溶剂无干扰，甲硝唑

峰与杂质 I 峰之间的分离度 6.8，甲硝唑峰理论

板数 11 281，灵敏度溶液色谱图中，主成分峰高

的信噪 29.46，表明该色谱条件适用于本品有关

物质的测定。
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2.1.2　线性关系考察　

以杂质 I 质量浓度（x，ng/mL）为横坐标，峰

面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得杂质 I 回

归方程为 Y=67.465 9x-4.033 85，相关系数为

0.999 9，线性范围为：4.8 ng/mL~ 479.2 ng/mL。

2.1.3　精密度试验　

杂质 I 和甲硝唑峰面积 RSD 分别为 0.38%、

0.26%，可得仪器精密度良好。

2.1.4　重复性试验　

2.1.4.1　重复性　

测得杂质 I 和总杂质含量的 RSD 分别为

9.25%、2.18%，均小于 10.0%，表明该方法重复

性良好。

2.1.4.2　中间精密度　

测得供试品中杂质 I 和总杂质含量的 RSD
分别为 2.16%、2.83%，均小于 10.0%。表明该

方法中间精密度良好。

2.1.5　溶液稳定性考察　

结果表明，杂质 I 含量及 RSD 在 12 h 内无

明显变化，但总杂含量增大趋势明显，其中 8 h
时前 RSD 值未超过 10%。表明原料药供试品

溶液在室温下放置 8 h 内稳定性良好。

2.1.6　定量限和检测限考察　

定量限浓度为 15.3 ng/mL，检测限浓度为

4.8 ng/mL。

2.1.7　加样回收率试验　

结果见表 1，杂质 I 的回收率为 103.77%~
108.61%，RSD 为 1.48%，说明该方法准确可靠。

2.1.8　耐用性考察　

结果如表 2，各条件中系统适用性均符合要

求 ，杂 质 I 和 总 杂 含 量 与 原 条 件（色 谱 条 件

“1.2”，岛 津 LC-2010）比 较 ，RSD 均 不 大 于

10%，表明方法的耐用性良好。

试验中依据药典方法对甲硝唑原料药中有

关物质进行检测，发现流动相比例为甲醇∶水

（20∶80，V/V）条件时，杂质 I 和其他杂质同时

出峰，无法分离。所以对流动相进行了调整。

同时试验中考察了 Agilent ZORBAX SB-
C18（250 mm×4.6 mm， 5 μm）、Thermo Syncro⁃
nis C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm， 5 μm）、CNW 
Athena C18-WP、CNW Athena C18（250 mm×4.6 
mm， 5μm）4 种色谱柱，但是在“1.2”色谱条件

下，利用 Agilent Zorbax SB C18 和 Thermo Syncro⁃
nis C18 色谱柱测定时，杂质 I 不能与其他杂质分

图1　甲硝唑原料药专属性考察色谱图

（a） 空白溶剂； （b） 混合对照品溶液，峰1：杂质 I，峰2：甲硝

唑； （c） 供试品溶液

Fig.  1　Chromtograms of specific test of metronidazole raw

(a) Blank solvent; (b) Mixed control solution, peak 1: impurity 

I, peak 2: metronidazole; (c) Sample solution

表1　加样回收率试验结果（n = 6）

Table 1　Result of sample recovery experiment (n = 6)

Sample weight
/mg

101.65
102.33
101.44
101.58
102.33
103.11

Original amount
/ng
7.22
7.26
7.20
7.21
7.26
7.32

Added amount
/ng

95.84
95.84
95.84
95.84
95.84
95.84

Detected amount
/ng

111.31
108.43
109.33
109.33
106.72
109.25

Recovery
/%

108.61
105.55
106.56
106.55
103.77
106.35

Average recovery
/%

106.23±1.57

RSD
/%

1.48
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离；只有在 CNW Athena C18 色谱柱上测定时才

能达到比较满意的分离效果，因此本试验选择

CNW Athena C18 色谱柱。

2.2　稳定性考察　

甲硝唑原料药外观、水分、含量及有关物质

的变化由表 3 可见，甲硝唑原料药在高温、高湿

试验后其含量和有关物质变化不明显，无显著

性差异，稳定性良好；但强光照射后粉体颜色

随着时间增加而加深，表层由白色逐步变为褐

色，含量略微减少，总杂含量也略微增加，但无

显著性差异。并在相关文献［22-23］中报道，甲

硝唑水溶液和注射液在强光照射条件下可能出

现了光降解，所以在甲硝唑原料药及后续制剂

的生产、运输和存储等过程中需要避光保存，

包装材料的选择上要充分考虑避光性。

3 结论 

有关物质的研究是药品质量控制的关键

环节，甲硝唑剂型多样且临床科室应用广泛，

所以本试验建立了测定甲硝唑原料药中有关

物质的高效液相色谱法，并进行了方法学的验

证。色谱条件为：Athena C18-WP 色谱柱；流动

相为甲醇-水（25∶75，V/V）；流速 1.0 mL/min；
检测波长 315 nm；柱温 25 °C；进样量 20 µL。该

方法操作简便，可准确测定甲硝唑原料药中有

关物质。为甲硝唑原料药及制剂的质量控制提

供了依据。

此 外 ，还 考 察 了 甲 硝 唑 原 料 药 在 高 温

（50 ℃）、高湿（RH 92.5%）、强光条件（4 500 lx）
下 0 d、5 d、10 d 的稳定性。结果表明：甲硝唑

原料药在高温和高湿条件下，外观、水分、含

量、杂质含量都相对稳定；但是在光照条件下

药粉色泽有所加深，总杂含量也略微有所增

加。所以甲硝唑原料药及制剂在生产、运输和

存储等过程中需要避光保存。
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