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摘　要：采用 1- 苯基 -3- 甲基 -5- 吡唑啉酮（PMP）为衍生试剂，建立柱

前衍生高效液相色谱法准确测定氯氮平片中乳糖的含量。实验结果显示，在

0.060 4~0.399 7 mg/mL 范围内，衍生目标物的峰面积与乳糖质量浓度呈现良

好的线性关系，线性相关系数 R2 为 0.999 4，加标回收率在 96.7%~99.2% 之间，

定量限为 0.32 μg/mL。随机抽选 3 个批次氯氮平片仿制样品进行检测，乳糖

含量分别是 42.09, 43.36, 43.45 mg/ 片，实测含量与处方含量的偏差不超过 2.0 
mg/ 片，结果完全满足氯氮平参比制剂中乳糖含量的检测需要。与现有的检

测方法相比较，所提方法具有专属性强、灵敏度高、结果准确可靠等优点，

可为氯氮平一致性评价处方的开发提供数据支持，有利于加快仿制药的开发

速率和成功率。
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1 研究背景

氯氮平（clozapine）是常见的非典型抗精神病药

物 [1]。根据药物一致性评价的要求，制剂处方中原

料药及各辅料的含量需与参比制剂（reference listed 
drug，RLD）保持一致。医药研发技术需要保密，因

而医药企业只公示氯氮平参比制剂的辅料种类，并无

辅料的相关用量。故利用逆向工程研究技术，测出相

关辅料的含量，对氯氮平一致性评价项目的处方研究

具有重要意义 [2]。

乳糖是存在于大多数哺乳动物乳中的天然二糖，

由半乳糖和蔗糖组成 [3]。乳糖因其安全性高，广泛用

于片剂和胶囊剂的填充剂或稀释剂 [4]、静脉注射剂、

冻干产品和婴儿食品配方中。不同粒度的乳糖具有不

同的作用，如片剂湿法制粒及伴有研磨混合的过程

时，宜选择细小粒度级别的乳糖，这样更易于与其他
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成分混合，也可更有效发挥黏合剂的作用 [5]。氯氮平

作为口服制剂，工艺配方中也需加入了一定比例的

乳糖作为填充剂。乳糖作为氯氮平不可或缺的辅料，

确定其含量，可为氯氮平片剂工艺处方的开发提供有

效数据，从而加快氯氮平片剂的仿制速度。

乳糖无紫外吸收能力。目前其检测方法有碘量

法 [6]、滴定法 [7]、酶解法 [8]、比色法 [9]、旋光仪法 [10]、

近红外光谱法 [11-12]、拉曼光谱法 [13]，以及高效液相色

谱（high-performance liquid chromatography，HPLC）

与示差折光检测器 [14-18]、蒸发光散射检测器 [19-20]、

质谱检测器 [8, 21]、电喷雾检测器 [22] 等串联的方法。

其中，碘量法、酶解法、滴定法、旋光仪法，这些

方法存在操作复杂、技术要求高、测试时间长、灵敏

度不足、准确度较低的问题；近红外光谱法及拉曼

光谱法需结合化学计量学建立定量模型，模型的建

立需要大量样品和预先测定目标值，成本较高；高

效液相色谱与示差折光检测器、蒸发光散射检测器、

电喷雾检测器、质谱检测器等串联的方法具有灵敏度

高等优点，但该类仪器设备昂贵，制约其在中小型医

药企业的广泛应用。因此，发展一种成本低、快速、

灵敏的乳糖检测技术具有重要意义。

1- 苯 基 -3- 甲 基 -5- 吡 唑 啉 酮（1-phenyl-3-
methyl-5-pyrazolinone，PMP）可与乳糖发生衍生反

应（见图 1），其衍生产物具有较强的紫外吸收能力，

从而可通过高效液相色谱 - 紫外检测器（ultraviolet 
absorption detector，UV）对乳糖进行间接检测 [23-24]。

目前，HPLC-UV 普及率高且经济，实验操作简单，

准确度高。虽然 HPLC-UV 广泛用于中药材、食品、

生物材料中乳糖含量的检测，但其应用于仿制药业领域

的报道尚少。

综上所述，本研究利用 PMP 与乳糖进行衍生反

应，再对衍生物（在 245 nm 处有紫外吸收）进行检测，

间接定量分析氯氮平片中乳糖的含量。该方法具有简

便、快速、专属性强、灵敏度高等优点，可满足氯氮

平一致性评价中逆向工程研究的需求，进而加快仿制

药的研发进程。

2 实验部分

2.1 主要设备与仪器、试剂与材料

1）设备与仪器

分析天平，XSE105DU 型，瑞士 Mettler Toledo
集团；水浴锅，DF-101S 型，郑州豫华仪器制造有

限公司；高效液相色谱仪，Waters e2695-2998 型，

美国 Waters 公司；色谱工作站，Empower 3 型，美

国 Waters 公司；纯水仪，Exceed-Ad-32 型，成都艾

柯分析设备有限公司；超声清洗仪，SB-5200D 型，

宁波新芝生物科技股份有限公司；pH 计，PHS-3C 型，

上海仪电科学仪器股份有限公司。

2）试剂与材料

乳糖、磷酸，均为分析纯，天津科密欧化学试剂

有限公司；1- 苯基 -3- 甲基 -5- 吡唑啉酮、氨水，

均为分析纯，国药集团化学试剂有限公司；醋酸铵，

分析纯，山东西亚化学工业有限公司；甲醇、乙腈，

均为色谱纯，德国默克公司；氯氮平片参比制剂，批

号为 T17039，规格为 25 mg，诺华集团；氯氮平片仿

制样品，批号为 190701、190705、190708，规格为

25 mg，湖南中南制药有限公司。

2.2 实验方法

2.2.1 色谱条件
采用 Inertsil ODS-3 色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相 A 为 0.1 mol/L 醋酸铵溶液，用磷酸

调节溶液 pH 至 5.5，流动相 B 为乙腈，流速为 1.0 
mL/min，检测波长为 245 nm，柱温为 30℃，进样量

为 10 μL，按照表 1 进行梯度洗脱。

b）液相检测

图 1 乳糖和 PMP 反应过程及液相检测模拟

Fig. 1 Lactose derivatization simulation with PMP and 
the detection principle of HPLC

表 1 流动相梯度洗脱条件

Table 1 HPLC mobile phase gradient elution condition

时间 /min
0 0 00
25.0
25.5
30.0
30.5
35.0

流动相 A/%
90
65
20
20
90
90

流动相 B/%
10
35
80
80
10
10

a）反应过程

柱前衍生 HPLC-UV 法测定氯氮平片中乳糖的含量
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2.2.2 溶液配制
1）空白基质：按照自研氯氮平处方混合相关辅

料制得（无乳糖）。

2）衍生溶液：精确称量 2.000 76 g PMP 至 100 
mL 容量瓶，再加入甲醇经超声溶解，定容，摇匀，

配制成质量浓度为 20.007 6 mg/mL 的衍生溶液。

3）衍生空白溶液：称量 12.05 mg 空白基质至

50 mL 容量瓶，精确加入 4.0 mL 20.007 6 mg/mL 的

PMP 衍生溶液、1.0 mL 纯水和 0.4 mL 氨水，90 ℃

水浴中衍生 30 min，冷却至室温，用甲醇定容，摇匀，

过滤，即得。

4） 对 照 溶 液： 分 别 精 确 称 量 220.95 mg 和

220.43 mg 空白基质至 20 mL 容量瓶中，分别向容量

瓶中加入 200.05 mg 和 199.97 mg 乳糖，加适量的水

经超声溶解，定容后作为储备溶液；再精确移取 1.0 
mL 储备溶液、0.4 mL 氨水、4.0 mL 20.0076 mg/mL
的 PMP 衍生溶液至 50 mL 容量瓶中，90 ℃水浴中衍

生 30 min，冷却至室温，再用甲醇定容，摇匀，过滤，

即得。

5）供试品溶液：随机选取 2 片氯氮平片（需称

量质量）至 20 mL 容量瓶中，加适量的水经超声至

完全溶解，定容后作为储备溶液；再移取 1.0 mL 上

述储备溶液至 50 mL 容量瓶中，加入 0.4 mL 氨水和 4.0 
mL 20.007 6 mg/mL 的 PMP 衍生溶液，90 ℃水浴中

衍生 30 min，冷却至室温，用甲醇定容，摇匀，过滤，

即得。

3 结果与讨论

3.1 色谱条件的优化

移 取 1.0 mL 10.039 mg/mL 的 乳 糖 溶 液 和 1.0 
mL 2.5 mg/mL 氯氮平溶液至 50 mL 容量瓶中，再

加入 4.0 mL 20.001 1 mg/mL 的 PMP 衍生溶液和 0.4 
mL 氨水，90 ℃水浴中加热 30 min，取出冷却至室温，

用甲醇定容，作为供试品溶液，用于色谱条件优化。

供试品溶液经过衍生反应后，进行等度洗脱分离，

结果显示衍生物保留时间约为 22 min，氯氮平峰在

35 min 之内未出峰。为提高分析效率，将色谱条件

调整为梯度洗脱，按照最佳梯度洗脱条件（见表 1）

进样，得到衍生目标峰、PMP 和氯氮平的色谱峰如

图 2 所示。衍生目标峰与 PMP 间分离度（R=7.0）

良好，氯氮平峰在分析周期内得以洗脱，且分析时

间适中。

3.2 衍生条件的优化

3.2.1 催化剂氨水用量的优化
移取 1.0 mL 10.008 mg/mL 的乳糖溶液至 50 mL

容量瓶，再加入 4.0 mL 20.003 4 mg/mL 的 PMP 衍生

溶液，做 7 份平行试样，分别加入 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 
1.5, 2.0 mL 的氨水，90 ℃水浴中加热 30 min，取出

冷却至室温，用甲醇定容。

不同体积的氨水（V1）对乳糖衍生目标峰峰面积

的影响曲线如图 3 所示。由图可知，随着氨水用量的

增加，衍生目标峰的峰面积呈现先增大后减小的趋

势。当氨水体积为 0.4 mL 时，衍生目标峰的峰面积

最大。所以氨水最优体积选择 0.4 mL。

3.2.2 衍生试剂 PMP 用量的优化
移取 1.0 mL 10.012 mg/mL 的乳糖溶液至 50 mL

容量瓶，再加入 0.4 mL 氨水，做 5 份平行试样，分

别加入 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 mL 质量浓度为 20.000 3 

图 2 供试品样品的衍生色谱图

Fig. 2 Chromatogram of the test sample 
derivatized by PMP

图 3 乳糖衍生目标峰峰面积与氨水体积的关系图

Fig. 3 The peak area of lactose’s derivative to 
different volume of ammonia
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mg/mL 的 PMP 衍生溶液，90 ℃水浴中加热 30 min，

取出冷却至室温，用甲醇定容。

不同体积的 PMP 衍生溶液（V2）对乳糖衍生目

标峰峰面积的影响曲线如图 4 所示。由图可知，随

着 PMP 用量的增加，衍生目标峰的峰面积增加幅度

不明显，呈现波动变化。但当 PMP 体积为 4.0 mL 时，

衍生峰面积出现最大值，且当 PMP 体积为 5.0 mL 时，

衍生峰面积明显减小。因此，最终选择 PMP 衍生溶

液体积为 4.0 mL。

3.2.3 衍生温度的优化
移取 1.0 mL 10.020 mg/mL 乳糖溶液至 50 mL 容

量瓶中，再加入 0.4 mL 氨水和 4.0 mL 质量浓度为

20.001 7 mg/mL 的 PMP 衍生溶液，做 5 份平行试样，

分别放置于 50, 60, 70, 80, 90 ℃水浴中加热 30 min，

取出冷却至室温后，用甲醇定容。

不同衍生温度对乳糖衍生目标峰峰面积的影响

曲线如图 5 所示。

由图 5 可知，随着衍生温度的增加，衍生目标峰

的峰面积不断增加；当水浴温度达到 80 ℃时，衍生

目标峰的峰面积达到平台期，说明该温度下衍生反应

基本完成。但为使衍生反应彻底并降低结果波动性的

影响，最终选择 90 ℃作为衍生温度。

3.2.4 衍生时间的优化
移取 1.0 mL 质量浓度为 10.000 7 mg/mL 的乳糖

溶液至 50 mL 容量瓶中，再加入 0.4 mL 氨水和 4.0 
mL 质量浓度为 20.002 mg/mL 的 PMP 衍生溶液，做

7 份平行试样，90 ℃水浴中分别加热 15, 20, 25, 30, 
35, 40, 50 min，取出冷却至室温，用甲醇定容。

不同衍生时间对乳糖衍生目标峰峰面积的影响

曲线如图 6 所示。由图可知，在 30 min 前，衍生目

标峰的峰面积不断增大；在 30~40 min，峰面积呈现

减小趋势；过了 40 min，峰面积又呈现增大趋势。

在 50 min 内，衍生目标峰的峰面积在 30 min 时达到

最大值。故最优的衍生时间为 30 min。

3.3 实验方法的性能验证

3.3.1 系统精密度
按照 2.2.2 的方法配制对照溶液，重复进样对照

溶液 6 针，计算 6 针衍生目标物的峰面积和保留时间

的相对标准偏差（relative standard deviation，RSD）

分别为 0.85% 和 0.08%，由此说明进样系统的精密度

良好。

3.3.2 稳定性
按照方法 2.2.2 配制对照溶液和供试品溶液，将

对照溶液和样品溶液在室温分别放置 0, 2, 4, 8, 12, 24, 
36, 48 h 后进样，计算衍生目标峰峰面积的相对标准

偏差分别为 0.38% 和 0.48%。该结果表明对照溶液和

供试品溶液在室温 48 h 内稳定，后续批量制备溶液

图 4 乳糖衍生目标峰峰面积与 PMP 衍生

溶液体积的关系图

Fig. 4 The peak area of lactose’s derivative to 
different volume of PMP

图 5 乳糖衍生目标峰峰面积与衍生温度的关系图

Fig. 5 The peak area of lactose’s derivative to 
different temperatures

图 6 乳糖衍生目标峰峰面积与衍生时间的关系图

Fig. 6 The peak area of lactose’s derivative to 
different derivation time

柱前衍生 HPLC-UV 法测定氯氮平片中乳糖的含量
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和进样可在室温 48 h 内完成。

3.3.3 专属性
图 7 为衍生空白溶液、对照溶液、氯氮平样品溶

液的色谱图。由图可以看出，PMP、乳糖衍生目标

物、氯氮平的保留时间分别为 19.348 , 22.243, 29.484 
min，各化合物之间分离度良好，且完全不干扰衍生

目标峰，由此说明该方法专属性良好。

3.3.4 线性范围和定量限
以衍生目标物的峰面积为纵坐标，乳糖的质量浓

度 c（mg/mL）为横坐标，建立标准加入法的标准曲线

（如图 8），其线性回归方程为：y=41 856 509.560 5 x+
36 592.315 8，相关系数 R2 为 0.999 4。实验结果表明，

在 0.060 4~0.399 7 mg/mL 范围内，衍生目标物的峰

面积与乳糖质量浓度呈良好的线性关系。再将乳糖储

备溶液逐步稀释后进行衍生，直至信噪比（S/N）在

10~20 之间，得到乳糖定量限为 0.32 μg/mL。

同时，将该方法与其他一些报道的乳糖检测方法

进行比较（见表 2）。本方法不需要昂贵的设备仪器、

实验操作简单、具有较宽的线性响应范围、准确度高，

能满足氯氮平片中乳糖的检测要求。

3.3.5 耐用性
将 对 照 溶 液 和 供 试 品 溶 液， 分 别 按 照 流 速

（1.0±0.1）mL/min、柱温（30±5）℃、检测波长

（245±2）nm 改变色谱参数及换用不同品牌色谱柱

进样对照溶液和供试品溶液，计算的乳糖含量相对标

准偏差为 1.04%，且目标峰无相关干扰，由此说明本

方法的耐用性及抗干扰性良好。

3.3.6 回收率
取 9 份供试品溶液，按照高、中、低 3 个水平添

加乳糖作为加标溶液，考察本方法的回收率，结果如

表 3 所示。

由表 3 可知溶液，其回收率在 96.7%~99.2%，平

均回收率为 98.16%，RSD 为 0.81%。各个浓度水平

的回收率结果均较好，且相对标准偏差较小，由此说

明本方法检测结果的准确度高，重复性较好。

图 7 衍生空白溶液、对照溶液、氯氮平样品

溶液的色谱图

Fig. 7 Chromatogram of derivative blank solution, 
control solution and clozapine sample solution

图 8 乳糖衍生目标物的峰面积与浓度关系图

Fig. 8 The peak area of lactose’s derivative to 
different concentration

表 2 不同方法检测乳糖的检出限和线性范围

Table 2 Detection limits and linear ranges of different 
methods for lactose detection

方 法

碘量法

滴定法

LC-MS
比色法

旋光仪法

近红外光谱法

柱前衍生

HPLC-UV

定量限

0.89%
20 mmol/L
50 ng/mL

0.14 mmol/L
250 mg/L

0.43%

0.32 μg/mL

线性范围

N. D.
0~100 mmol/L

50~1 100 ng/mL
0.8~300 μmol/L

N. D.
0~10%

0.060 4~0.399 7 mg/mL

参考文献

[6]
[7]
[8]
[9]
[10]
[11]

 注：N. D. 代表未检出。

表 3 乳糖在空白基质中的加标回收率（n=9）

Table 3 Spiked recoveries of hydrazine in 
blank substrate （n=9）

序

号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

空白基质中

乳糖含量 /mg
未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

加入量 /
mg

08.010 5
08.009 0
08.007 5
10.015 5
10.014 5
10.013 5
12.025 0
12.029 5
12.018 5

测定量 /
mg

07.946 6
07.867 2
07.917 8
09.828 3
09.929 5
09.776 8
11.761 5
11.763 3
11.628 5

回收率 /
%

99.2
98.2
98.8
98.1
99.1
97.6
97.8
97.8
96.7

平均

回收率 /%

98.16

RSD/
%

0.81
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3.4 样品检测

按照处方，仿制 3 批（批号为 190701, 190705, 
190708）乳糖含量已知的氯氮平片样品和参比制剂

（批号为 T17039）样品，按照上述方法衍生后测定

乳糖含量，经过换算得出 4 个批次乳糖含量及偏差如

表 4 所示。

  
从表 4 数据可知，本法测定的自制处方中乳糖含

量实测值分别为 42.09, 43.36, 43.45 mg/ 片，与处方

含量的偏差均小于 2.0 mg/ 片。参比制剂测得乳糖的

含量为 45.34 mg/ 片，但其对照含量 40.39 mg/ 片是

根据文献 [25] 报道的，该文献利用的是 HPLC 结合

示差折光检测器检测氯氮平中乳糖的含量。因为检测

器的不同、参比制剂的批间差异、方法测定误差等原

因，综合导致参比制剂检测结果中乳糖含量检测偏

差为 4.95 mg/ 片。本文自制处方的检测结果与实际

处方含量相差较小，均小于 2.0 mg/ 片，而文献 [25]
检测方法中自制检测结果与其实际含量偏差在 2.91 
mg/ 片，较本法结果误差偏大。且文献中的检测方法

需要使用氨基柱这种特殊类型的色谱柱，其氨基柱

的键合官能团氨丙基容易水解，在进行样品检测时，

流动相中水的比例较高，易引起氨丙基的水解，从而

影响色谱柱的使用寿命。官能团氨丙基带有负电荷，

在分析酸性物质（如糖类）时，容易与带质子的酸性

物质发生反应，使得氨基柱的柱效降低，影响检测的

结果，故需要对氨基柱进行维护。本方法中使用的

色谱柱填料为常规的 C18 填料，分析方法中水相比

例可放宽调整，也不会因色谱柱维护不当影响结果

检测。因此，利用本实验方法测定的参比制剂数值，

可以加快一致性评价项目的处方研究，缩短研发周

期和降低研发成本。

4 结论

药物一致性评价要求仿制药与参比制剂在剂型、

处方、规格及给药途径等各方面保持一致。仿制药同

参比制剂越相似，生物等效性成功的可能性就越大。

因此，本研究提出了柱前衍生 HPLC-UV 法，测定氯

氮平片中乳糖含量，即用 PMP 作为衍生试剂与乳糖

衍生后，用 HPLC-UV 法间接测定氯氮平中乳糖含量。

该方法各项参数指标符合中华人民共和国药典的要

求，具有经济、简便、专属性强及准确度高等优点，

可用于氯氮平片中乳糖的含量测定，进而可推广到其

他仿制药中乳糖的逆向研究中。
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Determination of Lactose in Clozapine by Pre-Column Derivatization HPLC-UV

CHEN Yao1，TANG Jianxin1，TANG Ying1, 2

（1. Hunan Key Laboratory of Biomedical Nanomaterials and Devices，College of Life Science and Chemistry，Hunan University 
of Technology， Zhuzhou Hunan 412007，China；2. State Key Laboratory of Chemo/Biosensing and Chemometrics，College of 

Chemistry and Chemical Engineering，Hunan University，Changsha 410082，China）

Abstract：A high-performance liquid chromatography (HPLC) method based on 1-phenyl-3-methyl-5-
pyrazolinone (PMP) as an agent of pre-derivatization was developed for the accurate determination of lactose content 
in clozapine tablets. The results showed that a good linear relationship between the peak area of the derivative product 
and lactose concentration was observed in the range of 0.060 4~0.399 7 mg/mL, the linear correlation coefficient R2 was 
0.999 4. The recovery was within the range of 96.7%~99.2% and the limit of quantification was estimated to be 0.32 
μg/mL. Three batches of clozapine tablet imitation samples were randomly selected for testing, and the lactose contents 
were 42.09 mg/tablet, 43.36 mg/tablet and 43.45 mg/tablet, respectively. The deviation between the measured results 
and the prescribed content was less than 2.0 mg/ tablet, and the results could fully meet the requirement of detection of 
lactose in drugs.  Moreover, compared with the existing tests, this method had the advantages of high specificity, high 
sensitivity, accurate and reliable results, and could provide data support for the development of clozapine consistency 
evaluation prescription, which is beneficial to the acceleration in the development and success rate of generic drugs.

Keywords：HPLC；lactose；clozapine；1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolinone；consistency evaluation
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